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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion es extraer colorante a partir de las hojas de la
espinaca (Spinacia oleracea), asi mismo los objetivos especificos: Determinar el proceso
de extraccion de colorante de la espinaca, dando a conocer los parametros optimos de
concentracion del solvente, tiempo, cantidad de materia prima y determinar el modelo
matematico para el proceso de extraccion de colorante de las hojas de la espinaca. La
metodologia utilizada es el proceso de extraccion sélido-liquido, por reflujo conveniente
para la extraccion de colorante, utilizando como solvente alcohol de 96 %. Los parametros
utilizados son el alcohol como solvente, siendo la concentracion el 96 %. Los resultados
indican la extraccion de colorante que se obtuvo 12 mL como la clorofila, el tiempo
adecuado de trabajo es de 60 minutos y el otro parametro es la cantidad de hojas de
espinaca utilizada, empleandose pesos de 2 a 10 g. El rendimiento del proceso de
extraccion de colorante por el método soélido-liquido es de 98,57. Las variables de
operacion que se modificaron en todo el proceso de extraccion fueron la cantidad de
materia prima de 2 a 10 g, el tiempo de 24 a 48 horas y la concentracion del solvente de
20 a 98 %. Con objeto de establecer sus influencias en los procesos de ensayados, se
extrajo 12 mL de colorante (clorofila) con un coeficiente de correlacion al R? = 83,78 %
con el objeto de establecer la influencia que ejercen los parametros indicados. Se efectu6
el modelo matematico por experimentacion y estadistica, segun se observa en el anexo A,
la cantidad de materia prima 6ptima es de 10 g para la extraccién de 12 mL de colorante,
con una concentracion del solvente del 60 %, con un tiempo de 60 minutos, utilizando el
rotavapor para una mayor concentracion del colorante se trabajé a una temperatura de 40
°C y un tiempo de 60 minutos. Por lo tanto con el modelo matematico que se obtuvo R? =
83,78 % se concluye que la cantidad de materia prima es la variable més significativa en

el proceso de extraccién de colorante.

Palabras claves: colorante, espinaca, extraccion, liquido, sélido, solvente.
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ABSTRACT

The aim of the present investigation is to extract dye from the leaves of spinach (Spinacia
oleracea), likewise the specific objectives were: To determine the process of dye
extraction from spinach, making known the optimal parameters of solvent concentration,
time, amount of raw material and to determine the mathematical model for the process of
dye extraction from spinach leaves. The methodology used is the solid-liquid extraction
process, by convenient reflux for dye extraction, using 96% alcohol as a solvent. The
parameters used are alcohol as a solvent, the concentration being 96%. The results
indicate the extraction of dye that were obtained 12 mL as chlorophyll, the appropriate
working time is 60 minutes and the other parameter is the amount of spinach leaves used,
using weights of 2 to 10 g. The production of the dye extraction process by the solid-
liqguid method is 98.57.The operating variables that were modified throughout the
extraction process were the amount of raw material from 2 to 10 g, the time from 24 to
48 hours and the concentration of the solvent from 20 to 98%. In order to establish their
influences on the test processes, 12 mL of dye (chlorophyll) with a correlation coefficient
of R 2 = 83.78% was extracted, in order to establish the influence exerted by the indicated
parameters. The mathematical model was carried out by experimentation and statistics,
as shown in Annex A, the amount of optimal raw material is 10 g for the extraction of 12
mL of dye, with a solvent concentration of 60%, with 60 minutes of time, using the rotary
evaporator for a higher dye concentration, it worked at a temperature of 40 ° C and a time
of 60 minutes. Therefore, with the mathematical model that was obtained is R * 2 =
83.78%, it is concluded that the amount of raw material is the most significant variable

in the dye extraction process.

Keywords: dye, spinach, extraction, liquid, solid, solvent.
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1. INTRODUCCION

El uso de colorantes se remonta a tiempos inmemorables. Las razones de su
continuado uso se debe a su potencial de tefiir, especialmente en productos
naturales que se vienen utilizando en alimentos con el objeto de mejorar su
apariencia sin hacer dafo a la salud, razon por la cual la obtencion de colorantes
naturales estd siendo utilizada cada vez mas en los alimentos, por lo que
desarrollar el proceso de extraccion de colorante de las hojas de la espinaca es de
mucho interés para la sociedad.

Seguramente en los préximos afios habra una reduccion considerable del uso de
los colorantes sintéticos, debido a que algunos de estos presentan efectos nocivos
para la salud (Sighthings, 2004). En su reemplazo, aparece un notable interés por
el uso de colorantes naturales, que hasta ahora no requieren certificacion alguna
para su empleo y que se pueden obtener a partir de muchas plantas, bien sean de

las hojas, de los frutos o de los tallos y raices (FDA, 2004)

Es necesario realizar la investigacion con el fin de desarrollar la posibilidad del
aprovechamiento de las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea) para la
produccion de colorante, ya que posee cualidades especiales y condiciones
Optimas. La mejora del sector quimico como ciencia aplicada debe buscar la
satisfaccion en sectores productivos, revalorar los productos de la region,

facilitando condiciones y herramientas faciles de utilizar.

En la region de Puno, cabe destacar que no se han realizado estudios para la
extraccion de colorante a partir de las hojas de espinaca (Spinacia oleracea), por
lo que esta investigacidn contribuye en determinar las condiciones necesarias para

este proceso.

Los colorantes organicos de mayor aplicacion son el caroteno y la clorofila,
obtenidos de las plantas verdes y frescas, teniendo numerosos usos. Las
principales aplicaciones estan dadas como elementos de aplicacién en alimentos,
jarabes, bebidas, pigmentos para plasticos, lacas, barnices, pinturas, tintes para
impresion, tintes para el cabello, textiles y otros materiales con la finalidad de

12
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impartir color, opacidad y otras propiedades atractivas.

Los objetivos de la presente investigacion es determinar las caracteristicas Optimas
para la extraccion de colorantes a partir de las hojas de la espinaca (Spinacia
oleracea), por el método de extraccion solido-liquido, como el proceso de
extraccion de colorante de la espinaca (Spinacia oleracea), dando a conocer los
parametros optimos de concentracion del solvente, tiempo y cantidad de materia
prima, determinando el modelo matematico para el proceso de extraccion de

colorante de las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea)

1.1. ANTECEDENTES

Cevallos et al (2017). En el siguiente trabajo de titulacion se basa en la extraccion
y caracterizacion de un colorante a partir de la borra del café, se recolecto la
materia prima en la ciudad de Guayaquil de las instalaciones de una fabrica de
café soluble. Realizaron el método del cuarteo para determinar cual de las
muestras era la mas Gptima para el trabajo, esta se la subdividié en ocho partes
durante un periodo de 192 horas, se aplico la operacién unitaria de secado para
obtener una humedad de 89%. Luego se lavo la muestra con etanol y cloroformo
grado reactivo, se hizo una extraccion solido-liquido utilizando etanol al 96 %
como solvente obteniendo un rendimiento de 10,15%. Se determind por medio de
cromatografia de capa fina la presencia de colorante café-marrén, Se realizé un
barrido por medio de un espectrofotobmetro uv-visible genesys 10 UV
caracterizamos nuestro producto reportandonos absorbancias de 4.839 — 2.889 en
las siguientes longitudes de onda 510 y 610 nm, demostrando que la intensidad de
color es de 0,20.

Nayhua (2017). En su trabajo de investigacion, se realizé con el objetivo de
obtener un colorante natural (betalainas) por el método de extraccion solido-
liquido partir de la cascara de tuna para su aplicacion en la industria de alimentos,
en la evaluacion fisicoquimica se trabajé con una representacion promedio de las
muestras donde se observa que la cascara de tuna representa un 46,82% del peso
del fruto entero, con un pH igual a 5,39 solidos solubles 5,02 °Brix y humedad de

85,17%. Se determind los parametros de concentracion del solvente realizando

13
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varias muestras a diferentes concentraciones de etanol en un rango de 30 - 90%,
en un tiempo de 30-120 min y una cantidad de materia prima de 5-15 g se
cuantifico la concentracion de betalainas por el método de espectrofotometro
UV/VIS con un valor de 0,173 mg de betalainas.

Hernandez (2016). Logro describir la extraccion de antocianinas a partir del maiz
morado (Zea mays L.), resumiendo el proceso en dos etapas: Separacion de la
coronta, molienda, secado en tunel, extraccion hidroalcohdlica &cida 1y Il,
filtrado, evaporacion, adicion de encapsulante (CMC), atomizacién y envasado.
Mediante el método de pH diferencial se determina la concentracién total de
antocianina. Los diferentes pardmetros en el proceso de extraccion de antocianinas
son concentracion del solvente, tiempo, temperatura, pH. Asi como se detalla en
cada una de las operaciones que conforman el diagrama de flujo. La importancia
de la antocianina como colorante y antioxidante natural, es que representa un
potencial en la Industria Alimentaria teniendo aplicaciones en la coloracion de
bebidas, productos lacteos, productos de panaderia y pasteleria, mermeladas,

frutas en almibar, etc.

Orddiiez, et al (2016). Determinaron mediante valoracion sensorial al ser
comparado con un producto de similares caracteristicas encontrado en el mercado;
y con la finalidad de definir el tiempo de vida de estante se analizaron propiedades
como: color, olor, sabor, textura y pH durante un lapso de tiempo de 21 dias. Con
los resultados se establecié que el lote 1 (M1) de la salchicha tipo Viena
correspondiente a la dosis de 1 mL de colorante de flor de Jamaica / 1,5 kg de
masa Y el lote 3m3 del yogur de mora correspondiente a 6 ml de colorante de la
flor de Jamaica/ L de yogur fueron los productos de mayor aceptabilidad por parte

de los encuestado.

Galarza (2013). Busco obtener un colorante aprovechando las flores de Ataco o
Sangorache (Amaranthus sp.), se utilizd esta parte porque estas forman
inflorescencias cuya forma es glomerular y de un intenso color rojo-violeta. Se
probaron dos solventes para la extraccion del colorante, metanol y agua, que fue

el solvente que dio mejores resultados, asi mismo se probaron diferentes

14
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relaciones materiales vegetal: volumen de solvente y tiempos de mezcla; para esta
ultima se construy6 una maquina de partes recicladas de disefio propio. Todas las
extracciones fueron realizadas a temperatura ambiente del laboratorio, para evitar
la desnaturalizacion de la sustancia que otorga el color. Se determind que se
necesita emplear una relacion mv: volumen de solvente de 1:75, mezclar durante
60 minutos a la velocidad alta, que es de 396 rpm aprox., para obtener la mayor
concentracion de 9,75 mg/100 g de material vegetal del colorante. Los resultados
indican que la mayor retencién de pigmentos se obtiene cuando el colorante esta
a pH 5, en refrigeracion y expuesto a la luz ambiental; que es la mejor forma de
conservar el colorante. La espectrofotometria fue el método empleado para
determinar las concentraciones del colorante, para lo cual se utilizo el buffer

Mcllvaine.

Rivera et al (2005), La clorofila -a present6é un promedio de 30,1 mg/m3con el
método fluorométrico y 66,2 mg/m3 con el método espectrofotométrico. De las
200 muestras incluidas en el analisis, el 76% presentaron registros mas altos con
el método espectrofotométrico. Los valores obtenidos con el método
fluorométrico oscilaron entre 0,6 y 8451 mg/m3y con el método
espectrofotométrico entre 0,9 y 4158,8 mg/m3. Al establecer la diferencia entre
los datos hallados por espectrofotometria y fluorometria, se observaron promedios
de la diferencia mas bajos para el H. Llano Grande (1,8 mg/m?3) y la L. Guatavita
(2,6 mg/m3), mientras que en los otros humedales el promedio de la diferencia
fue superior a 40 mg/m3. El porcentaje de diferencia absoluta con respecto al
método fluorométrico fue de 66% en H. Siberia, 36% en H. Bricefio, 27% en L.
Guatavita y 22% en H. Llano Grande. Al calcular el porcentaje del nimero de
muestras cuya medicion de clorofila por el método espectrofotométrico presenta
un valor mas alto (sobreestimacién) o méas bajo (subestimacion) que el obtenido
por el método fluorométrico, se encontr6 que en el 100% de los datos
espectrofotométricos de H. Llano Grande sobrestimaron el valor de clorofila. En
L. Guatavita y H. Bricefio el porcentaje de sobreestimacién fue aproximadamente
del 70%, mientras en H. Siberia el porcentaje de sobreestimacion fue igual al de
subestimacion (50%).
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Paredes (2002). En su trabajo de la obtencién del colorante se lo realiza mediante
la maceracion con etanol 96%, durante 48 horas para evitar la descomposicion de
los principios activos, y se obtiene una concentracion del 88%. Para realizar la
tintura con el colorante obtenido de la Baccharis latifolia (chilca), se necesita de
mordientes que cumplen la funcién de fijadores del colorante en la fibra. Al
utilizar los diferentes mordientes y sus mezclas, se obtiene una variedad de colores
y tonos, tanto en la lana como en el nylon, que van desde el amarillo al café y los
verdes. Luego de los ensayos realizados se determinG que es un colorante que
presenta afinidad con la lana y con el nylon, mas no con el poliéster, algodén ni
acrilico, ya que es un colorante de caracter acido.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Determinar las condiciones Optimas para la extraccion de colorantes a partir de las
hojas de la espinaca (Spinacia oleracea), por el método de extraccion solido-

liquido.

1.2.2.  Objetivos especificos

» Determinar el proceso de extraccion de colorante de la espinaca (Spinacia
oleracea), dando a conocer los parametros 6ptimos de concentracion del

solvente, tiempo y cantidad de materia prima.

» Determinar el modelo matematico para el proceso de extraccion de colorante

de las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea)
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO CONCEPTUAL

2.1.1. ESPINACA (Spinacia oleracea)

Segun Valades (1999), La espinaca es una hortaliza de hojas que se consume en
forma cosida, pero también se puede industrializar o enlatar. En México es la que
tiene mayor importancia econémica, la espinaca es muy rica en vitamina A y acido

ascorbico. (p.127).

Figura 1. Area de cultivo de espinaca

Fuente: http://propiedades hortalizas.
Es/propiedades-usos-de-la-espinaca.html

Segun Giaconi y Escaff (1998), la palabra espinaca no tiene que ver con el vocablo
latino spina (astilla, espina). La planta no posee espinas y su hombre tuvo su
origen en Persia, uno de sus lugares de origen, donde se le nombraba como
aspanach y luego paso al arabe con el nombre isfinaj que fue adoptado por el latin
vulgar como Spinacia. La espinaca es una planta horticola herbacea, de hojas
comestibles, ademas de ser muy apetecida por sus cualidades dietéticas y por
poseer un sabor caracteristico que se destaca sobre todo por presentar un alto
contenido de vitaminas como la A, C y E, todas ellas de accién antioxidante. Asi

mismo, es muy buena fuente de vitaminas del grupo B, rica en calcio, hierro,
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magnesio, potasio, sodio y ademas presenta también buenas cantidades de fosforo
y yodo (Eroski, 1999).

La espinaca esta considerada como una de las hortalizas con més alto indice de
elementos nutritivos. De hecho, contiene casi todas las vitaminas, sales minerales
y, ademas, es rica en proteinas. Su contenido en vitaminas Ay C es especialmente
alto, asi como el hierro, hasta el punto que los médicos aconsejan su consumo a

personas con déficit de nutricion (Lefiano, 1973).

2.1.2. Centro de Origen y Dispersion del Cultivo

La forma original o silvestre del cultivo de la espinaca no es conocida; sin
embargo, existe consenso en que la especie es originaria de la region del Caucaso,
cerca de Iran, Afganistan y Turkestan (Krarup y Moreira, 1998). Su origen esta
centrado en el sudoeste asiatico fue introducido en Espafia por los arabes en el
siglo X1y posteriormente en Europa, siendo citado sus semillas en el siglo XIII
por Alberto Magno (Borrego, 1995). Giaconi y Escaff (1998), sefialan que en
Persia ya se conocia varios afos antes de la Era Cristiana. Sin embargo su cultivo
en Europa habria comenzado hace unos mil afios, con introducciones de los
cruzados o los moros. En los siglos XVI'y XVII su cultivo se generaliz6 a toda
Europa y desde alli habria sido traida a América (Krarup y Moreira, 1998).

2.1.3. Clasificacion Taxonémica

Segun Borrego (1995), describe y verifican taxonémicamente a la espinaca de la
siguiente manera:

— Familia: Chenopodiaceae

— Género: Spinaceae

— Especie: Oleracea

— Nombre Cientifico: Spinacea oleracea.

— Nombre vulgar: espinaca.

2.14. Descripcion Morfoldgica

Gorini  (1999), citado por INFOAGRO (2005), describe las principales
18
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caracteristicas morfoldgicas del cultivo de espinaca de la siguiente manera: -Raiz.
Tipica Pivotante, poco ramificada y de desarrollo radicular superficial. -Tallo.

Erecto de 5 cm a 10 cm de longitud, en el que se sittan las flores.

Hoja.

Son cauliferas, alternas, pecioladas, acorazonadas, otras variedades se presentan
con hojas anchas y carnosas de color verde claro y con nervaduras prominentes.
Forma una roseta de hojas pecioladas con limbo que puede ser m&s o menos
sagitado, triangular ovalado o triangular acuminado de mérgenes enteros o
sinuosos y de aspecto blando rizado, liso o abollado. En esta fase de roseta de

hojas, la planta puede alcanzar entre 15 a 25 cm de largo, la parte comestible.

Flor e inflorescencia.

Forma un escapo floral que puede alcanzar un porte superior a los 30 cm, las flores
son verdosas, imprescindible sefialar que se trata de una especie dioica. Las flores
masculinas, agrupadas en nimero de 6 - 12 en las espigas terminales o axilares,
presentan color verde y estan formadas por un periantio con 4 - 5 pétalos y 4
estambres. Las flores femeninas se reunen en glomérulos axilares y estan
formadas por un periantio bi o tetra dentado, con ovarios uni ovulares, estilo Unico

y estigma dividido en 3 - 5 segmentos.

Fruto y Semilla.

Las semillas, lenticulares, son restos de las flores, de aspecto coridceo, lisos en
algunas variedades o espinosas en otras, de color gris rojizo (lo que generalmente
se vende como semilla es en realidad el fruto: aquenio). Las semillas mantienen
su poder germinativo de 3 a 5 afos, 1g de semilla puede contener entre 90 y 115
semillas (Serrano, 1976). La espinaca es una planta anual, dioica y monoica.
Serrano C. Z. 1976. Cultivo de la Espinaca. Publicaciones de Extension Agraria.
Bravo Murillo, Madrid. pp 1-19.
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2.15. Composicion fotoquimica

La espinaca (Spinacia oleracea) es una verdura, que aporta apenas 22 calorias por
100 gramos y ademas tiene una composicion nutricional muy privilegiada, su
contenido de proteinas es 2,86%, mientras que carbohidratos y grasas apenas se
encuentran un 0,8% y 0,35%, respectivamente y dado la cantidad de fibra que es

de 2,7%, la convierte en un vegetal ideal para dietas saludables.

La calidad nutricional de la espinaca (Spinacia oleracea) también reside en la
riqueza mineral y vitaminica que brinda por cada 100 gramos, por eso se aconseja
a deportistas y adolescentes en fase de crecimiento. Entre los minerales y

vitaminas mas importantes estan:

e Aporta 672 ug de los 1000 ug. diarios de vitamina A que requiere el
organismo.

e Con 200 ug excede las necesidades de acido folico diarias de 194 ug.

e Contribuye con 28,1 mg de vitamina C de los 60 mg diarios, requeridos.

e De los 350 mg de magnesio que se necesita aporta 79 mg diarios.

e Y 2,71 mg de hierro de los 10 mg que se precisa, provienen de la espinaca.

Tabla 1.Composicion quimica de la espinaca

Agua 89%

Hidratos de carbono | 2, 6% (fibra 2, 2%)
Proteinas 1, 2%
Lipidos 0, 3%

Potasio 500 mg/100 g
Sodio 60 mg/100 g
Calcio 90 mg/100 g
Hierro 4 mg/100 g
Faésforo 45 mg/100 g
Vitamina C 30 mg/100 g
Vitamina A 1 mg/100 g
Vitamina B1 0,1 mg/100 g
Vitamina B2 0,2 mg/100 g

Fuente: http://fichas.infojardin.com/hortalizas-verduras/espinaca

Espinacas-espinafre.htm
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Tabla 2.Valor nutricional con base en 100 g de parte comestible de espinaca

(hojas)
Agua 90,7%
Proteinas 3,60
Carbohidratos 0,89
Ca 107,7 mg
P 66,0 mg
Fe 3,0 mg
Na 71,0 mg
K 470 mg
Acido ascorbico | 59,0 mg
Vitamina A 9420 U.I.

Fuente: Produccion de Hortalizas Valadez 1999

2.1.6. USOS Y APLICACIONES

2.1.6.1. Tecnoldgico

Extraccion de colorante natural Clorofila de las hojas verdes

2.1.6.2. Medicinal

o En la tabla 1 se detalla los principales constituyentes de la espinaca
(Spinacia oleracea), estd compuesta mayormente por agua. La cantidad de grasas
e hidratos de carbono son muy bajos, pero es uno de los vegetales que mas
proteinas contiene. Rica en nutrientes, se usa para tratar y prevenir la ocurrencia
de distintos tipos de cancer (tumores), incluyendo los de la vejiga, prostata, higado

y pulmones.

Es un alimento especial para curar la anemia y la arterioesclerosis. Posee
suficientes vitaminas, acido félico y magnesio para reducir la incidencia de
enfermedades cardiacas. Se cree que sus componentes tienen una funcion
inmunizadora y se piensa que ayuda a prevenir la osteoporosis en las mujeres

postmenopausicas. (Atehortua 2002).

o La espinaca (Spinacia oleracea) posee compuestos que cumplen maltiples
funciones como la reduccion del riesgo de padecer degradaciéon macular que

conlleva a una disminucién de la visibilidad gracias a que la espinaca contiene
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luteina y zeaxantina, dos carotenoides implicados en la prevencién de esta

degeneracion. (Pamplona 2004).

o También contiene vitamina C que ayuda a la asimilacion del hierro que se
encuentra en esta verdura en una cantidad igual a 2,71 mg. por cada 100 g
proporcion mayor a la de la carne y es por ello que el zumo de espinaca se

recomienda en la anemia ferropenia. Pamplona (2004).

o Mediante estudios en animales de experimentacion se ha constatado la
efectividad de las proteinas presentes en la espinaca en casos de
hipercolesterolemia al dificultar la absorcion de colesterol y &acidos biliares.
(Pamplona 2004).

. Es recomendable su consumo para madres embarazadas porque contiene
acido folico, imprescindible para imposibilitar malformaciones genéticas en el
feto. También se aconseja a deportistas y adolescentes en fase de crecimiento.
(Pamplona 2004).

2.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS FIBRAS NATURALES.

El soporte de la constitucion quimica de todas las fibras vegetales es la celulosa,
la cual entra en proporciones mds o menos grandes y adulteradas con otros
compuestos, dando lugar a una serie de fibras que se extienden desde su forma
mas simple en el algoddn, hasta los compuestos de rayén viscosa, cupromoniacal,
etc., pasando por las denominadas fibras bastas. Toda esta clase de fibras pueden
quedar encuadradas en el mismo grupo en cuanto a su conducta tintorea se refiere,
existiendo como es natural diferencias en su comportamiento, que no alteren en

modo alguno la base general de la conducta tintérea del conjunto.

La celulosa estd formada por una cadena celobiosica y la lana por cadenas

proteicas representadas de la siguiente forma.
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OH
HO OH HO OH
HO HO OH HO

Figura 2.Cadena celobidsica de las fibras celuldsicas

Fuente: (Cegarra 1991).

0 Ry
H
—_— N N
H
R4 0

Figura 3.Cadena proteica

Fuente: (Cegarra 1991).

Se puede apreciar que en esta cadena cada grupo posicional, se va repitiendo cada
dos unidades. En la estructuracion cristalogréafica de la celulosa, la distancia entre
cada dos grupos aislados es de 10° °A, distancia que, tal como se mencionara
adelante, influye sobre la afinidad de los colorantes capaces de tefiir la celulosa.
De la estructura quimica de la celulosa puede deducirse que es un compuesto
hidrofilico, siendo estas caracteristicas las sobresalientes para dictaminar el
comportamiento de los colorantes directos sobre esta fibra.

El comportamiento de los colorantes directos para con la celulosa, viene medido
por la denominada afinidad del colorante por la fibra, que es la propiedad que
presentan los colorantes de ser adsorbidos por la celulosa y su resistencia a la
desorcion, cuando la fibra tefiida se somete a lavados ulteriores. Cuanto mas
facilmente sea adsorbido un colorante directo por la celulosa y mayor resistencia
tenga la fibra teflida a eliminar parte del colorante adsorbido en la tintura,
mediante un lavado posterior, mayor afinidad presentara el colorante por la fibra.
Es natural que ocupando los colorantes directos sobre las fibras celuldsicas un
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lugar preeminente en la tintura de estas fibras, fuese objeto de preocupacién, él
porque compuestos de la misma familia quimica, presentaban en alto grado dicha
afinidad y en otros, ésta era mediana o nula. El problema se presentaba pues en el
sentido de saber qué condiciones debian reunir las moléculas de los colorantes

para que éstos tuviesen una marcada afinidad por la celulosa (Cegarra 1991).

2.3. COLORANTES

Los colorantes para alimentos son un tipo de aditivos que proporcionan color a los
alimentos (en su mayoria bebidas). En la actualidad la industria alimentaria
emplea los colorantes alimentarios con el objeto de modificar las preferencias del
consumidor. (Parra 2004).

2.3.1. Color

Es la parte de energia radiante que “percibe el humano a través de las sensaciones
visuales generadas por la estimulacion de la retina del ojo y que corresponde al
intervalo de 400 a 800 nm de longitud de onda. El ojo humano es sensible solo a
una pequefia porcion del espectro electromagnético, region visible que esta
comprendida entre los 4000 y 8000 °A (400 y 800 nm). Cuando la luz blanca esta
comprendida de todas estas longitudes de onda combinadas cae sobre una
superficie que refleja practicamente toda la luz al ojo, esta sustancia aparecera
blanca. Si la sustancia absorbe practicamente todas las longitudes de onda de la
luz visible, aparecera negra. Si las longitudes de onda de la luz absorbida por una
sustancia caen fuera del campo visible mencionado y si practicamente ninguna
parte de la luz visible se refleja o absorbe, entonces se dice que esa sustancia es

incolora. (Klages 1998).

La relacién entre el color absorbido y el color complementario se resume en la
tabla 3.
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Tabla 3.Relacion entre la absorcion de luz y el color complementario

Longitud de Color Color
onda Absorbido complementario

400-435 Violeta Amarillo-verde
435-480 Azul Amarillo
480-490 Azul-verde Naranja
490-500 Verde-Azul Rojo
500-560 Verde Purpura
560-580 Amarillo-Verde | Violeta
580-595 Amarillo Azul
595-605 Naranja Verde-Azul
605-750 Rojo Azul-verde

Fuente: Klages 1998

2.3.2. Clasificacion de los Colorantes

Por su origen:

e Colorantes organicos: procedentes de plantas y animales, tales como la

clorofila, carotenos, riboflavina, etc., estos colorantes son extraidos por

diversos métodos (fermentacion, tostado, etc.).

e Colorantes minerales: tales como lacas, sulfato de cobre, cromato de plomo,

etc., que actualmente no son utilizados en alimentacion por llevar iones

metalicos.

e Colorantes artificiales.

Por su composicion:

e Derivados isoprénicos (carotenoides).

e Derivados tetrapirélicos (clorofilas).

e Derivados de benzopirano (antocianos y otros flavonoides).
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Por su solubilidad:

e Hidrosolubles (solubles en agua).
e Liposolubles (solubles en la grasa).

e Insolubles.

Los colorantes pueden clasificarse atendiendo a sus aplicaciones o por su
estructura quimica. La clasificacion quimica suele determinarse por el nucleo del
compuesto. Entre los grupos mas importantes de colorantes estan los
azocolorantes, que incluyen el amarillo mantequilla y el rojo congo; los
trifenilmetanos, que incluyen el color magenta y el violeta metilo; las ftaleinas;
las azinas, que incluyen el color malva, y las antraquinonas, que incluyen la

alizarina.

El indigo es un colorante de tina que se da en la naturaleza en un glucésido
cristalino llamado indican. Otro grupo importante lo constituyen las ftalocianinas,
de color azul o verde, con una estructura quimica semejante a la clorofila. Los
azocolorantes son los mas empleados.

Una de las clasificaciones méas utilizadas es la que los divide en dos grandes

grupos segun su procedencia:

e Sintéticos o Artificiales.

e Naturales.

2.3.3. Colorantes artificiales

Son colorantes elaborados por el hombre a través de procesos de sintesis quimica

y gque no existen por si mismos en la naturaleza. (Secco, 1994).

Dentro de este grupo se encuentra los llamados, “Aditivos colorantes certificables
o certificados”, y poseen las caracteristicas de que cada lote debe ser analizado
tanto por el fabricante como por la Administracion de Medicamentos y Alimentos

(FDA). Este proceso de aprobacion, conocido como certificacion de aditivos
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colorantes, resguarda la seguridad, calidad, consistencia y fuerza del aditivo
colorante previo a su uso en alimentos. (Estados Unidos, administracion de
comidas y bebidas, 1993).

Los colorantes artificiales son ampliamente usados debido a que su poder
colorante es més intenso que el de los naturales, se requiere cantidades menores
para lograr el mismo efecto de color. Ademas, estos colorantes son mas estables,
proveen mejor uniformidad de color y se mezclan mas facilmente, resultando en
una amplia gama de tonalidades. (Estados Unidos, administracion de comidas y
bebidas, 1993).

Actualmente estos colorantes tienen como caracteristica el que se absorben muy
poco en el intestino, siendo destruidos por la flora bacteriana intestinal. Los restos
de colorantes que no son asimilados se eliminan por via urinaria. A estos
compuestos se les acusa de ser capaces de producir reacciones de sensibilidad en
las personas alérgicas a la aspirina, aunque esto se ha demostrado solo en algunos

casos para tartrazina. (Chile, instituto de estudios salud natural, 2001)

2.3.4. Colorantes naturales

a. Colorantes vegetales

Los colorantes naturales son pigmentos extraidos de fuentes naturales tales como
vegetales, minerales, o animales. Segtin la FDA, “aditivos colorantes exentos de
certificacion o no certificados”. (Estados Unidos, administracion de comidas y
bebidas, 1993).

Actualmente, hay un fuerte interés por los colorantes de origen natural. Esto en
parte debido a la necesidad de aumentar la gama de colores y debido a que el

hecho de ser naturales, son seguros de consumir. (Soukap & Maing, 1997).

Sin embargo, es importante mencionar que ya sea que se defina como natural o

artificial, esto no asegura su inocuidad. Ambos tipos de colorante estan sujetos a
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rigidos procesos de analisis para determinar su seguridad antes de su aprobacion
para uso en alimentos. (Parra 2004).

b. Pigmentos

Un pigmento es un material que cambia el color de la luz que refleja, como
resultado de la absorcion selectiva del color. Este proceso fisico es diferente a la
fluorescencia, la fosforescencia y otras formas de luminiscencia, en las cuales el
propio material emite luz. Muchos materiales selectivamente absorben ciertas
ondas de luz, dependiendo de su longitud de onda. Los materiales que los seres
humanos han elegido y producido para ser utilizados como pigmentos por lo
general tienen propiedades especiales que los vuelven ideales para colorear otros
materiales. (Martin 2005).

Un pigmento debe tener una alta fuerza tefiidora relativa a los materiales que
colorea. Ademas debe ser estable en forma sélida a temperatura ambiente.

Los pigmentos son utilizados para tefiir pintura, tinta, plastico, textiles,
cosméticos, alimentos y otros productos. Los pigmentos han sido utilizados desde
tiempos prehistoricos, y han sido fundamentales en las artes visuales a lo largo de
la Historia. Los principales pigmentos naturales utilizados son de origen mineral
0 bioldgico. La necesidad de conseguir pigmentos menos costosos dada la escasez
de algunos colores, como el azul, propici6 la aparicion de los pigmentos sintéticos.

Los tintes y pigmentos organicos mas importantes, en orden aproximadamente
decrecientes de importancia, pertenecen a las familias quimicas azo (- N=N-),
carbonilo (-C=0-) incluyendo las antraquinonas, ftalocianina, ion arilcarbonio

(Incluyendo los trifenilmetinos), sulfuros, polimetino y nitro.

2.3.5. Importancia de los colorantes naturales frente a los artificiales

Las tendencias actuales indican que la busqueda de nuevos colorantes va
encaminada a la aplicacion de pigmentos de origen natural, ya que cada vez mas
el consumidor se fija en la composicion de aquello que forma parte de su

alimentacion y reclama productos naturales. Existe una tendencia clara de sustituir
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los colorantes sintéticos por los de origen natural, pero sin perder las cualidades
tecnoldgicas de los primeros. Por tanto, se tiende hacia una estabilizacion de los
pigmentos naturales por diferentes métodos como pueden ser: tecnologia de la
suspension Emulsién Microencapsulacion Aglomeracion Pero también se pueden
controlar los cambios de color de la sustancia colorante si se conoce en
profundidad el diagrama de flujo del producto alimentario que se elabora en la
industria. Asi, se pueden detectar aquellos puntos en los que el pigmento es
dafiado o alterado y actuar sobre él sabiendo que las principales causas de
alteracion son la temperatura, la luz, el pH. Las tendencias de aplicacion de
colorantes de pueden resumir en: conseguir las ventajas que ofrecen los colorantes
sinteticos utilizando colorantes naturales, mediante modificaciones de los ultimos,
y asi conseguir: mayor estabilidad, homogeneidad, intensidad de coloracién,
facilidades de manejo, aprovechando la mayor aceptacion de los colorantes que
se encuentran en la naturaleza. Una nueva tendencia hacia productos con
tonalidades de coloreado mas suaves, para una percepcion del consumidor como
alimentos mas naturales. Aplicacion de nuevos meétodos de busqueda de
colorantes a partir de sustratos naturales como pueden ser hongos o extractos de
plantas, vegetales o frutos con gran cantidad de pigmentos vegetales como:

antocianos, beta carotenos, betalainas, etc. (Cubero et al., 2002).

2.3.6. Clorofila

La clorofila fue descubierta en 1817 por los quimicos franceses Pelletier (1788-
1842) y Caventou (1795-1877), que consiguieron aislarla de las hojas de las
plantas. Pelletier introdujo los métodos, basados en la utilizacion de disolventes
suaves, que permitieron por primera vez aislar no solo la clorofila, sino sustancias
de gran importancia farmacolédgica como la cafeina, la colchicina o la quinina.
(Larkum 2005).

Las clorofilas son un grupo de pigmentos que se encuentran en aquellos
organismos eucariontes que poseen cloroplastos (plantas, algas) y en
algunos procariotas: bacterias que no poseen cloroplastos (cianobacterias,
bacterias verdes y purpuras), y cuyos pigmentos se encuentran en sistemas de

membrana internos: (vesiculas, lamelas, cromatéforos), pertenecientes a los
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dominios Eubacteria y Eucarya. La estructura de las moléculas de clorofila tiene
dos partes: un anillo de porfirina que contiene magnesio y cuya funcion es
absorber luz, y una cadena hidrofoba de fitol cuya funcién es mantener la clorofila
integrada en la membrana fotosintética. Las clorofilas se encuentran en las
membranas de los tilacoides, que en las cianobacterias son invaginaciones de la
membrana plasmaética, y en los plastos de las células eucaridticas son vesiculas
distribuidas por su interior. Las clorofilas aparecen insertas en la membrana, a las
que se anclan por la cadena lateral constituida por un resto de fitol, asociadas a

proteinas y otros pigmentos, con los que forman los fotosistemas. (Larkum 2005).

Cada fotosistema contiene alrededor de 200 moléculas de clorofila, ademas de
pigmentos auxiliares, con los que constituye la llamada antena. La antena esta
formada por conjuntos ordenados de moléculas de clorofila, otros pigmentos y
proteinas, que se llaman complejos colectores de la luz. Sélo una molécula de
clorofila a en cada fotosistema convierte propiamente la energia radiante (luz) en
energia quimica, cuando recibe un fotdon con energia suficiente desde las
moléculas de la antena, que se la van pasando. Las clorofilas tienen tipicamente
dos tipos de absorcidn en el espectro visible, uno en el entorno de la luz azul (400-
500 nm de longitud de onda), y otro en la zona roja del espectro (600-700 nm);
sin embargo reflejan la parte media del espectro, la mas nutrida y correspondiente
al color verde (500-600 nm). Esta es la razon por la que las clorofilas tienen color
verde y se lo confieren a los organismos, o a aquellos tejidos, que tienen
cloroplastos activos en sus células, asi como a los paisajes que forman. (Larkum
2005).

La formula quimica de la clorofila es: CssH7205NsMg

2.3.7.  Método extraccion solido - liquido

Los métodos en esta categoria son adsorcion- desorcion, secado y lixiviacion. La
adsorcion comprende el contacto de sélidos con liquidos o gases y la transferencia
de masa en la direccion fluido a solido. La transferencia de masa se efectda en
direccion opuesta con respecto a su operacion compafiera, la desorcion; la
combinacion es anéloga a la absorcion-desorcion de gases. El secado abarca el

contacto gas-sélido, la lixiviacién el contacto liquido-sélido; en cada caso, ocurre
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la transferencia de masa en la direccion sélido a fluido; por tanto se trata de casos
especiales de la desercion.

2.3.8. Lixiviacion

La extraccion solido liquido o Lixiviacion es una operacion de transferencia de
masa, donde un disolvente o mezcla de éstos, extraen selectivamente uno o varios
solutos que se hallan dentro de una matriz solida. El proceso completo de
extraccion suele comprender la recuperacion por separado del solvente y del

soluto.

Al igual que en la destilacion, existen una serie de parametros fisico - quimicos,
tales como la viscosidad del disolvente, los coeficientes de solubilidad de los
solutos, las temperaturas de ebullicion, etc. que son de importancia fundamental

para el disefio del equipo y el éxito del proceso de extraccion.

La extraccion solido—liquido tiene gran importancia en un gran nimero de
procesos industriales, en metalurgia en la extraccién de: cobre con acido sulfarico,
0ro con cianuro, entre otros. Muchos productos organicos naturales se separan de
sus estructuras originales mediante Lixiviacion. Por ejemplo el azlcar se separa
por Lixiviacion de la remolacha con agua caliente; los aceites vegetales se
recuperan a partir de semillas, como las de soya y algodon mediante Lixiviacion
con disolventes organicos. El té y el café se preparan mediante técnicas y equipo
muy similares a los utilizados en las verdaderas operaciones de Lixiviacion.
Ademas, los precipitados quimicos con frecuencia se lavan de sus aguas madres
adheridas mediante técnicas y equipo muy similares a los utilizados en las
verdaderas operaciones de Lixiviacion, como en el lavado de licor de sosa caustica
del carbonato de calcio precipitado después de la reaccion entre 6xido de calcio y

carbonato de sodio. (Treybal, Operaciones de Transferencia de Masa, 1988).
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2.3.8.1. Lixiviacion discontinua

La separacion de una mezcla de compuestos solidos se puede llevar a cabo
aprovechando diferencias de solubilidad de los mismos en un determinado
disolvente. En el caso favorable de una mezcla de sélidos en la cual uno de los
compuestos es soluble en un determinado disolvente (normalmente un disolvente
organico), mientras que los otros son insolubles, podemos hacer una extraccion
consistente en afiadir este disolvente a la mezcla contenida en un vaso de
precipitados o un matraz, en frio o en caliente, agitar o triturar y macerar de ser
necesario para finalmente separar por filtracion la disolucion que contiene el

producto extraido y la fraccion insoluble que contiene las impurezas.

2.3.8.2. Lixiviacion Continua

La extraccion solido-liquido suele ser mucho maés eficiente cuando se hace de
manera continua con el disolvente de extraccion caliente en un sistema cerrado,
utilizando una metodologia similar a la basada en la maceracion con disolvente
organico, previamente vaporizado en un matraz y condensado en un refrigerante,
de la mezcla sélida a extraer contenida dentro de un cartucho o bolsa de celulosa
que se coloca en la cdmara de extraccion. El paso del disolvente organico con
parte del producto extraido al matraz inicial, permite que el mismo disolvente
organico vuelva a ser vaporizado, repitiendo un nuevo ciclo de extraccion,

mientras que el producto extraido, no volatil, se va concentrando en el matraz.

2.3.8.3. Preparacion del sdlido

El éxito de una lixiviacién y la técnica que se va a utilizar dependen con mucha
frecuencia de cualquier tratamiento anterior que se le pueda dar al sélido. La
trituracién y molienda de estos solidos acelerara bastante la accion de lixiviacion,

porque las porciones solubles son entonces mas accesibles al disolvente.

Los cuerpos vegetales y animales tienen una estructura celular, los productos
naturales que se van a lixiviar a partir de estos materiales se encuentran

generalmente dentro de las células. Si las paredes celulares permanecen intactas
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después de la exposicién a un disolvente adecuado, entonces en la accién de
lixiviacion interviene la 6smosis del soluto a través de las paredes celulares. Este
puede ser un proceso lento. Sin embargo, moler el material lo suficientemente
pequefio como para liberar el contenido de las células es poco préctico y algunas

veces indeseable.

2.3.9. Extraccion con Equipo Soxhlet

El equipo Soxhlet es uno de los mas utilizados para la extraccion, se aplica a
analitos que no se pueden separar por volatilizacién (en fase gas) pero si son

extraibles empleando un disolvente organico adecuado.

La gran ventaja del Soxhlet es la eficacia en el proceso de remojo de la fase sélida.
(Nufiez, 2008).

El esquema del instrumento es sencillo: 1. Un matraz de base redonda que
contendré el disolvente organico volatil. 2. Un contenedor intermedio de vidrio en
el cual se coloca la muestra dentro de un cartucho que esta abierto en su parte
superior siendo poroso al disolvente y a la posterior disolucion del analito. 3.
Refrigerante. El matraz es calentado con una manta calefactora hasta que el
disolvente organico se evapora, el vapor de disolvente atraviesa el cartucho que
contiene la muestra ascendiendo por el contenedor hasta el refrigerante. Cuando
el vapor de disolvente llega al refrigerante este condensa y cae en forma liquida
de nuevo en direccion al matraz pero, en su camino, este golpea con la muestra
disolviéndola (para que esto ocurra la muestra debe estar perfectamente seca y

finamente dividida).

El analito disuelto en disolvente organico pasa por un sifén el cual, al llenarse y
desbordar, descarga sobre el matraz redondo. Cuando el proceso de disolucién se
da por finalizado se afiade una ultima etapa: la evaporacion. El disolvente se

evapora por calentamiento concentrando la muestra. (Nufiez, 2008).
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Figura 4.Extraccion con Soxhlet en el momento en que se produce el
sifonamiento del solvente.

Cartucho poroso
Soporte Soxhlet
Balon de destilacion
Refrigerante

Sifon

o > w DN oE

2.3.9.1. Ventajas del uso del Extractor Soxhlet

e Eldisolvente y la muestra estan en contacto intimo y repetido. De manera que
se mejora muchisimo la extraccion porque siempre se emplea un disolvente
limpio.

e El disolvente proviene de una condensacion y esta caliente. Favoreciendo de
manera la solubilidad del analito.

e No se requiere filtracion posterior. El disolvente organico se evapora
guedando s6lo analito.

e Gran capacidad de recuperacion.

e Instrumentacion simple.
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2.3.9.2. Desventajas del uso del Extractor Soxhlet.

Es un proceso extremadamente lento e imposible de acelerar.

Se requiere gran cantidad de disolvente.

e Inaplicable a analitos termolabiles, que se descompongan con el calor o
reaccionen.

o Necesidad de etapa final de evaporacion.

e El método no depende de la matriz sélida.

2.3.10. Etanol.

Es un liquido incoloro, facilmente inflamable, arde con llama azulada péalida. Su
solubilidad en el agua es en todas las proporciones, siendo ademas soluble en

diversas sustancias organicas e inorganicas cuando se mezcla en estado anhidro.

El etanol es obtenido mediante la destilacion y rectificacion de productos
provenientes de sustancias fermentables permitidas. La materia prima de la que
proviene tiene sabor y olor imperceptible, es por ello que predomina el olor y

sabor ardiente caracteristico.
La graduacién alcohodlica alcanzada durante su destilacién no debe ser menor de
96% v/v a 20°C. Presentando un maximo de cogenéricos del orden de 10

miligramos/100 mililitros de alcohol anhidro. (Marin 2012)

En la tabla 4 se puede observar las caracteristicas generales del etanol.
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Tabla 4.Caracteristicas generales del etanol.

Grado alcohdlico a 20°c 96 °
Gravedad especifica a 20/20°c 0,8089
Acidos totales, como &cido acético en m/g - 100 mL/s. 1,80
Aldehidos, como acetaldehidos, en m/g -100 mL/s. 1,00

Esteres, como acetato de etilo, en m/g -100 mL/s. 6,50
Residuo no volatil, en m/g 0,10

Peso molecular 46,0

Punto de ebullicion 78,32 °C
Punto de inflamacion 12,00 °C
Punto de congelacién -130,0°C
Tension de vapor a 20°C 44 mmhg
Calor especifico a 20°C 0,615 kg-cal.
Calor latente 209,0 kg-cal.

Fuente: Extraccion de colorante a partir de la flor de Jamaica (Marin 2012).

2.3.11. Espectrometria

La espectroscopia surgio con el estudio de la interaccion entre la radiacion y la
materia como funcion de la longitud de onda (1). La espectrometria es la técnica
espectroscopica para tasar la concentracion o la cantidad de especies
determinadas. En estos casos, el instrumento que realiza tales medidas es un

espectrémetro o espectrdografo.

La espectrometria a menudo se usa en fisica y quimica analitica para la
identificacion de sustancias mediante el espectro emitido o absorbido por las

mismas. (http://www.espectrometria.com/espectrometra-ultravioleta-visible)

2.3.11.1. Espectrometria ultravioleta-visible

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-Vis implica la
espectroscopia de fotones en la region de radiacion ultravioleta-visible. Utiliza la
luz en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo
(IR) cercano).
En esta region del espectro electromagnético, las moléculas se someten a
transiciones electronicas.
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Esta técnica es complementaria de la espectrometria de fluorescencia, que trata
con transiciones desde el estado excitado al estado basal, mientras que la
espectrometria de absorcion mide transiciones desde el estado basal al estado
excitado.

(http://www.espectrometria.com/espectrometra_ultravioleta-visible)

2.3.11.2. Aplicaciones

La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmente en la determinacion
cuantitativa de soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos

organicos muy conjugados.

1. Soluciones de iones metélicos de transicion: Las soluciones de iones
metalicos de transicion pueden ser coloreadas (es decir, absorben la luz visible)
debido a que los electrones en los 4&tomos de metal se pueden excitar desde un
estado electrdnico a otro. El color de las soluciones de iones metalicos se ve muy

afectado por la presencia de otras especies, como algunos aniones o ligandos.

2. Compuestos organicos: Los compuestos organicos, especialmente
aquellos con un alto grado de conjugacion, también absorben luz en las regiones
del espectro electromagnético visible o ultravioleta. Los disolventes para estas
determinaciones son a menudo el agua para los compuestos solubles en agua, o el
etanol para compuestos organicos solubles. Los disolventes organicos pueden
tener una significativa absorcion de UV, por lo que no todos los disolventes son
adecuados para su uso en espectrometria UV. El etanol absorbe muy débilmente
en la mayoria de longitudes de onda. La polaridad y el pH del disolvente pueden

afectar la absorcion del espectro de un compuesto orgéanico.

Aunque los complejos de transferencia de carga también dan lugar a colores, éstos

son a menudo demasiado intensos para ser usados en mediciones cuantitativas.
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La ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia de una solucion es
directamente proporcional a la concentracion de la solucion. Por tanto, la
espectrometria UV/VIS puede usarse para determinar la concentracion de una

solucién.

(http://www.espectrometria.com/espectrometra ultravioleta-visible)

2.3.11.3. Espectrofotometro ultravioleta-visible

El instrumento utilizado en la espectrometria ultravioleta-visible se Ilama
espectrofotometro UV-Vis. Mide la intensidad de luz que pasa a través de una
muestra (1), y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de la
muestra (lo). La relacion 1/ lo se llama transmitancia, y se expresa habitualmente
como un porcentaje (%T). La absorbancia (A) se basa en la transmision:

(http://www.espectrometria.com/espectrometra ultravioleta-visible)
A =-log (%T)

Las partes basicas de un espectrofotdmetro son una fuente de luz (a menudo una
bombilla incandescente para las longitudes de onda visibles, o una lampara de
arco de deuterio en el ultravioleta), un soporte para la muestra, una rejilla de
difraccion o monocromador para separar las diferentes longitudes de onda de la

luz, y un detector.

2.3.11.4. Espectro ultravioleta-visible

Un espectro ultravioleta-visible es esencialmente un grafico de absorbancia de luz
frente a una longitud de onda en el rango del ultravioleta o la luz visible. Este
espectro puede ser producido directamente con los espectrofotometros mas
sofisticados, o bien pueden registrarse los datos de una sola longitud de onda con
los instrumentos mas simples. La longitud de onda se representa con el simbolo
A

Del mismo modo, para una determinada sustancia, puede hacerse un grafico

estandar del coeficiente de extincion (g) frente a la longitud de onda (A). Este
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grafico estdndar seria efectivamente "la concentracion corregida™ y, por tanto,
independiente de la concentracion. Para una sustancia determinada, la longitud de
onda en la cual se produce el maximo de absorbancia en el espectro se llama A

max, y se pronuncia "lambda-max".

Las reglas de Woodward-Fieser son un conjunto de observaciones empiricas que
pueden utilizarse para predecir A max, la longitud de onda de la absorcion UV-

Vis, para compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.

(http://www.espectrometria.com/espectrometra_ultravioleta-visible)
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

Se ejecutd el presente trabajo de investigacion en el Laboratorio de Control de
Calidad de Aguas de la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNA — Puno. Estd a
3814 m.s.n.m. y la temperatura ambiental aproximada esta en 13 a 15 °C

respectivamente.

o Las muestras de espinaca (Spinacia oleracea) se colectaron del mercado
Union Dignidad de la ciudad de Puno.

. La parte experimental por el método de proceso de extraccion sélido-
liquido, se realizaron en el laboratorio de Control y Calidad de Aguas de la
Facultad de Ingenieria Quimica — UNA - Puno.

Ubicacion:

Provincia : Puno

Departamento : Puno

Direccidn : Av. Sesquicentenario N° 1150

3.2. MATERIALES

3.21. MATERIAL DE LABORATORIO, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales de laboratorio

QD
=

Vasos de precipitados 250mL, 500mL
Matraz Erlenmeyer 250mL y 300mL.
Probetas 100 mL

Pipetas 5mL

Papel filtro Whatman N°42

Tubo de ensayos 5mL

Luna de reloj

>
>
>
>
>
>
>
>
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b) Equipos
»  Balanza analitica (METTLER TOLEDO)
>  Espectrofotometro UV/VIS (UNICO / SQ2802E)
»  Potenciémetro (METRO HM /914 PH- contudtimeter)
»  Rotavapor (BUCHI / R-3HB)

C) Reactivos e insumos

> Etanol 96 %
> Agua destilada

3.3. METODO EXPERIMENTAL

La investigacion fue desarrollada en el laboratorio de control de calidad de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano.

3.3.1.  Materia prima

La materia prima que se utilizo en la investigacidn son las hojas de la espinaca
(Spinacia oleracea), la cantidad de muestra seleccionada fue de 1 kg, llevandose

a cabo 5 pruebas.

3.3.2. Selecciény limpieza

La espinaca (Spinacia oleracea) fue seleccionada teniendo las siguientes
consideraciones, considerando la madurez y que sean de color verde intenso y
libre de dafos. Esta etapa es de importancia ya que si estan marchitos o estén en
estado de descomposicion pueden afectar en el proceso de obtencidn del colorante
(clorofila).
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3.3.3. Acondicionamiento

La espinaca (Spinacia oleracea) fue cortada a mano en pequefios pedazos para
una mejor area de contacto con el solvente, luego se pesé para cada prueba 10 gy
se dejé reposar en alcohol durante 24 horas y 48 horas.

3.3.4 Evaluacion fisicoquimica de la espinaca (Spinacia oleracea).

e Color
e Olor
e Sabor
e Peso
3.4, DESCRIPCION DETALLADA POR OBJETIVOS
ESPECIFICOS

3.4.1. EIl proceso de extraccion de colorante de la espinaca (Spinacia
oleracea), dando a conocer los parametros Optimos de
concentracioén del solvente, tiempo y cantidad de materia prima en
la tecnologia propuesta.

a. Preparacion del solvente a diferentes concentraciones.

El solvente empleado para la obtencion de la clorofila es el etanol al 96% se
prepard soluciones a diferentes concentraciones etanol/agua para determinar la

mejor concentracion de solvente (anexo A).

b. Pesado de muestra

Se pesan 10 g de espinaca con el fin de evaluar la cantidad de materia prima que
se usard en el proceso, luego se traté con 300 mL de alcohol en un vaso de

precipitado durante 24 horas (maceracion) para extraer la clorofila (ANEXO B).

c. Caracteristicas organolépticas

Aspecto : Sélido
Color : Verde
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Olor : Inodoro
Sabor  : Insipido

d. Filtracion

Se filtré el extracto obtenido con un papel filtro whatman N°42 y embudo de
vidrio. El porcentaje de pigmento retenido (%P.R.) en el papel filtro fue calculado

con la siguiente ecuacion (Lugo, 1998):

C.P.Ty —CP.Tf

CPT, x100 Ec.1

% P.R =

Donde:
% P.R. = porcentaje de pigmento retenido.
C.P.TO= concentracion del pigmento antes de pasar por el filtro (mg/g).

C.P.T f= concentracion del pigmento después de pasar por el filtro (mg/ g).
e. Cuantificacion del colorante (clorofila)

Se realiz6 en un espectrofotometro UV/VIS (UNICO / SQ2802E), la
cuantificacién de clorofila (mg/g) con celdas de cuarzo de un centimetro de paso
Optico, rangos fotométricos 0,0 — 0,4 absorbancia y longitud de onda 350 a 700nm.
La conversion de las unidades de absorbancia en unidades de concentracion se

utiliz6 la ecuacion descrita por Castellanos & Yahia (2008):

B (mg) __ AxFd*PM=V+1000
g/ exPL

Ec. 2

Donde:

B = Contenido de clorofila.
A = Absorbancia

FD = Factor de dilucion.

PM = Peso molecular.

V = Volumen del extracto (L)
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¢ = Coeficiente de extincion molar 60000 (mol.L/cm) para clorofila

L = Anchura de la cubeta del espectrofotometro (1cm)

f.  Concentracion de colorante (clorofila)

Considerando los parametros optimos evaluados, se realizd el proceso de
extraccion de colorante (clorofila) determinando la concentracion inicial del
colorante por espectrofotometria, posteriormente se puso a concentrar el pigmento
en el equipo Rotavapor (BUCHI / R-3HB) con temperatura de ebulliciéon del
etanol a 78 °C por 120 min.

Tabla 5.Datos de la curva de calibracion para la clorofila

Tiemp | Pesode | Volumen | Concentracio

N° 0 muestra | de solvente | n del clorofila | Absorbancia
(horas) (9) (mL) (mg/mL)

Blanc 0 0

0

1 24 10 300 0,1 0,035

2 24 10 300 0,2 0,054

3 24 10 300 0,4 0,082

4 24 10 300 0,8 0,128

5 24 10 300 1,2 0,162

FUENTE: elaboracion propia
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Concentracion vs absorbancia
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Figura 5.Curva de calibracion, linea de tendencia de la clorofila

En la figura 5, se observa la concentracion versus absorbancia, donde la curva de
color rojo corresponde a la curva de calibracion y se ha efectuado la linea de
tendencia con el objeto de visualizar la ecuacion lineal y el valor del coeficiente de
regresion lineal que corresponde a 95,79 %, lo que indica que el proceso de

obtencién de clorofila es buena.

g. Rendimiento de obtencion de colorante (clorofila)

El porcentaje de rendimiento se determiné aplicando la relacion siguiente:

% Rendimien to = [%] x100
1
Donde:
%R = Rendimiento de extraccion de colorante
W1 =Volumen inicial de la muestra

W, = Volumen del colorante extraido

Al final del proceso se obtuvo los porcentajes promedio de la clorofila.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO H 4o Nacional de

ESPINACA
(Spinacia-Oleracea)

SELECCION
PESADO

I

EXTRACCION
SOLIDO - LIQUIDO

|

{ Solvente ;
~ Etanol al 96°

e
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|

COLORANTE
CONCENTRADO

Figura 6.Extraccion con Etanol al 96 %

Fuente: elaboracion propia

3.4.2. El modelo matematico para el proceso de extraccion de colorante

de las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea)

El modelo matematico es una técnica estadistica que asume cierta linealidad y
permite planificar eficientemente la experimentacion de modo que con un nimero
minimo de ensayos se logre determinar la significancia de cada una de las
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variables independientes evaluadas, el efecto de sus interacciones y se obtiene un
modelo matematico empirico, que constituye la base para un proceso posterior de

optimizacion.

Para el desarrollo matematico experimental se ha utilizado el programa
Statgraphics Centurién XVI.

Para nuestro caso los factores seran optimizados en experimentos factoriales

generales, toméandose en cuenta tres factores con dos niveles.

X2%3 . Xq X 2% 4
X o X
1%3
- :] _‘ ‘
X; =CONCENTRACION
DEL SOLVENTE X 5| XX,
/? -
/X2 =TIEMPO
£ Xo ! J ¥ "
- o =1

X, =CANTIDAD DE
MATERIA PRIMA

Figura 7.Esquematizacion del disefio factorial 23

Para la determinacion de la muestra 0 nimero de experimentos, en un disefio

factorial completa se da la siguiente ecuacion:

N = 2k Ec. = Disefio factorial

Donde:

N = NUmero total de experimentos

k = Numero de variables

En nuestro caso, como hemos mencionado, se realiza un experimento que depende
de tres factores y se plantea dos niveles, por lo que se requeriran:

NUmero de experimentos = N = 23 = 8 experimentos
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El modelo factorial asume cierta linealidad y debe predecir adecuadamente todos
los puntos de disefio. Por lo que elegimos 3 variables que segiin muestras pruebas
exploratorias intervienen y mejoran la extraccion del colorante. Estas variables

son: cantidad de materia prima, tiempo y concentracion del solvente.

Puesto que se desea determinar el efecto de las tres variables sobre el rendimiento
de la extraccion de colorante, para ello experimentalmente se realizaron pruebas
preliminares para determinar los niveles de cada variable, las que se indican en la

siguiente tabla.
Identificacidn de las variables de trabajo
Se ha efectuado la optimizacion eficaz del proceso, encontrando los rangos de

trabajo mas Optimos de dicho proceso, se trabajo en funcién a los factores y

niveles establecidos en la tabla 6:

Tabla 6.Variables naturales-datos del disefio experimental

NIVEL (-) | NIVEL (+)
INFERIOR | SUPERIOR

FACTOR SIMBOLO | UNIDAD

Cantidad de
o X1 g 2 10
materia prima
Tiempo X2 horas 24 48
Concentracién
del solvente X3 mL 20 96

(%)
Fuente: elaboracion propia de datos experimentales

La variable respuesta o de salida es la que depende de las variables independientes.
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4.1. RESULTADOS
4.1.1. Los parametros optimos de concentracion del solvente, tiempo y

cantidad de materia prima de la tecnologia propuesta.

Dando a conocer los resultados obtenidos del colorante a través de
tablas y figuras, la interpretacion de los mismos basada en el marco
teorico y en los antecedentes.

41.1.1. Efecto de la concentracion del solvente

El solvente utilizado para la extraccion de colorante clorofila de la espinaca fue el
etanol al 96 %. Con el objeto de evaluar el efecto de la concentracion del solvente,

se dispuso soluciones de etanol/agua a diferentes concentraciones.

En un vaso de precipitado de 500 mL se coloc6 300 mL de solvente, luego se
agreg0 10 g de espinaca (Spinacia oleracea), se agito a 140 rpm y se dejo reposar
por 24 horas. Luego se filtra quedando todo el precipitado como residuo en el

papel filtro obteniendo la clorofila como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7. Resultados de la evaluacion de concentracion del solvente en el

proceso de obtencién del colorante

Tiemp | Pesode | Volumen | Concentracio | Colorante
N° 0 muestra | de solvente | n del solvente | obtenido
M | @ (mL) (%) (mL)
1 24 10 300 20 8
2 24 10 300 40 10
3 24 10 300 60 12
4 24 10 300 80 10
5 24 10 300 96 7

Fuente: elaboracion propia
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Figura 8.Efecto de la concentracion del solvente en el

proceso de obtencion de clorofila

La figura 8 nos muestra el comportamiento de la concentracion del solvente
(alcohol), para la obtencidn de clorofila a partir de la espinaca (Spinacia oleracea),
obteniéndose un mejor rendimiento con una concentracion del 60 %, porque la

clorofila es hidrosoluble y al 96 % cambia y se hace menos hidrosoluble.

4.1.1.2. Efecto del tiempo en la extraccion sélido — liquido

Tabla 8. Resultados de la evaluacién del tiempo en el proceso de obtencion del

colorante.

Peso de | Volumende | Concentracié | Tiempo Colorante

N° | muestra solvente n del solvente de obtenido
(9) (mL) (%) extraccio (mL)
n
(min)

1 10 300 60 120 8
2 10 300 60 120 10
3 10 300 60 60 12
4 10 300 60 50 10
5 10 300 60 50 7

Fuente: elaboracion propia
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Se determind el tiempo de extraccion para establecer el tiempo déptimo de
contacto. En un vaso de precipitacion se puso 10 g de espinaca (Spinacia oleracea)
con 300 mL de solvente (alcohol de 96 %), posteriormente se colocé en un equipo

de agitacion constante a 140 rpm.

14
12
10

o N & O ©®

Concentracion de colorante
mL/mg

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo de obtencion de colorante (min)

Figura 9. Efecto del tiempo en el proceso de obtencion del colorante natural.

La figura 9 nos muestra el efecto de obtencion del colorante (clorofila) con el
tiempo, se observa que a medida que se incrementa el tiempo se incrementa la

cantidad de clorofila hasta los 60 minutos, para Luego decrecer en su obtencion.

4.1.1.3. Efecto de la cantidad de materia prima

Es una de las variables principales consideradas en esta investigacion para la
obtencion de colorante (clorofila), consiste en la proporcion del solvente con
relacion a la materia prima (espinaca). Para dicho experimento se ha variado la
cantidad de muestra y se ha mantenido constante la cantidad de solvente.

Para la determinacién de la cantidad de materia prima que se utilizo, se peso de 2
a 10 g de las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea), con 300 mL de alcohol al
96% por 24 horas. Colocando en agitacion constante a 140 rpm, donde se

muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados de evaluacion de cantidad de materia prima durante el
proceso de obtencidn del clorofila

Volumen de | Concentracion Peso de Colorante
NP Tiempo solvente del solvente muestra obtenido
(h) (mL) (%) (9) (mL)
1 24 300 60 2 4,3
2 24 300 60 3 6,4
3 24 300 60 4 8,5
4 24 300 60 5 10,1
5 24 300 60 6 11,5
6 24 300 60 7 11,6
7 24 300 60 8 11,8
8 24 300 60 10 12

Fuente: elaboracion propia

=
H

[T
o N

Colorante obtenida (mL)

o N A O ©®

0 2 4 6 8 10 12
Peso de la materia prima (espinaca) (g)

Figura 10.Efecto de la cantidad de espinaca en el proceso de

obtencion de clorofila

La figura 10 nos muestra la variacion del peso de la materia prima (espinaca), que
al emplear pesos de 2 a 10 g, hay una variacion en la obtencion de colorante
(clorofila), donde llega a su méaxima obtencion a los 6g, posteriormente a mayores

cantidades la concentracién se mantiene constante.
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4.1.1.4. Rendimiento de obtencién de colorante (clorofila)

Tabla 10.Rendimiento del colorante (clorofila)

No. de Volumen del % de colorante | Rendimiento del
prueba colorante obtenido (YY) colorante
(mL)

1 43 1.43 98,57

2 6,4 213 97,87

3 8,5 283 97,17

4 10,1 3.36 96,64

5 11,5 3.83 96,17

6 11,6 3.86 96,14

7 11,8 303 96,07

8 12,0 4,00 96,00

Fuente: elaboracion propia

4.1.2. Modelo matematico para el proceso de extraccién de colorante de

las hojas de la espinaca (Spinacia oleracea)

El modelo factorial asume cierta linealidad y debe predecir adecuadamente todos
los puntos de disefio, incluyendo el central. Por lo que elegimos 3 variables que
segun muestras pruebas exploratorias intervienen y mejoran la obtencion del
colorante obtenido. Estas variables son: cantidad de materia prima, tiempo y

Concentracion del solvente (%).

Puesto que se desea determinar el efecto de las tres variables sobre el rendimiento
de la obtencidon de colorante (Y), para ello experimentalmente se realizaron
pruebas preliminares para determinar los niveles de cada variable, las que se

indican en el siguiente cuadro.
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Tabla 11.Variables naturales-datos del disefio experimental

_ NIVEL (-) | NIVEL (+)
SIMBOLO Variables Unidad | INFERIOR | SUPERIOR
independientes
X1 Cantidad de materia prima g 2,0 10,0
X2 Tiempo h 24 48
X3 Concentracion del % 20 96
solvente
Variable dependiente Unidad
Y Colorante mL/g

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 12.Matriz de disefio factorial 2° =8 Para el colorante

N° DE | DISEN COMBINACION DE (RENQ;':{I;{ENTO
PRUEB O NIVELES
A
X1 X2 X3
1 [1] 2 24 20 1,43
2 a 10 24 20 2,13
3 b 2 48 20 2,83
4 ab 10 48 20 3,36
5 c 2 24 96 3,83
6 ac 10 24 96 3,86
7 bc 2 48 96 3,93
8 abc 10 48 96 4,00

Fuente: elaboracion propia.
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Determinamos con lo anterior el namero de pruebas experimentales a realizar
(combinando los valores méximo y minimo de tres factores establecidos). Para un

disefio 22 se tiene 8 pruebas experimentales. (Montgomery-1996).
Asi se tiene las siguientes combinaciones en el siguiente cuadro

. Determinacién del modelo matematico

La obtencion del colorante se realizd considerando los pardmetros &ptimos
determinados anteriormente por el disefio experimental utilizando el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI, donde se realizd una extraccion de las
hojas de la espinaca (Spinacia oleracea) para 10 g, con un tiempo de 60 minutos
y concentracion del solvente (alcohol) 60 %, obteniéndose 12 mL de colorante
(clorofila), con un rendimiento del 83,78 %.

La concentracion del solvente con el tiempo, son los factores que mas influyen de
cuantos intervienen en el proceso de extraccion de colorante.

Con objeto de establecer la influencia que la concentracion del solvente ejerce en
el proceso de extraccion del colorante de las hojas de la espinaca, se efectuo el
modelo matematico por experimentacion y estadistica, Segun se observa en el
anexo A, la concentracion del solvente 60 % conlleva a una mayor obtencion de
colorante (12 mL) a un tiempo de 60 min y rendimiento de 83,78 %.

La ecuacion de regresion generada representa a los datos experimentales que le
dieron origen y describe el sistema bajo estudio.

La validez del modelo de regresion matematico queda demostrada por la similitud
de los valores hallados por el modelo matematico y los resultados experimentales.
El coeficiente de correlacion obtenido fue de  R? = 83.7811 %, nos indica que
el proceso de extraccion de colorante de la espinaca es correcta y adecuada.

La validez del modelo de regresién matematico queda demostrada por la similitud
de los valores hallados por el modelo matematico y los resultados experimentales,
los cuales se detallan en los anexos A.

Por consiguiente se concluye que la concentracion del solvente, es la variable mas
significativa en el proceso de extraccion de colorante.

La ecuacion de regresion generada representa a los datos experimentales que le

dieron origen y describe el sistema bajo estudio.

Y = 96.7318 - 0.0753125*Cantidad de materia prima +

0.0403125*Tiempo - 0.0155592*Concentracion del solvente 55
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DISCUSION

Cevallos et al (2017). Realizaron el método del cuarteo para determinar cual de
las muestras era la mas dptima para el trabajo, esta lo subdividieron en ocho partes
durante un periodo de 192 horas, aplicaron la operacion unitaria de secado para
obtener una humedad de 89%. Luego lavaron la muestra con etanol y cloroformo
grado reactivo, donde hicieron una extraccion sélido-liquido utilizando etanol al

96% como solvente obteniendo un rendimiento de 10,15%.

Nayhua (2017). En su investigacion realizo la evaluacion del solvente adecuado
para la extraccion empleando como disolventes metanol/ agua y etanol/agua,
concluyendo que las betalainas tienen mayor solubilidad en metanol. EI pigmento
lo extrajo de la pulpa del fruto, considero tres variables para su sistema de

evaluacion concentracion del disolvente, temperatura, y tiempo.

Donde su evaluacion fisicoquimica que trabajé con una representacion promedio
de las muestras donde se observod que la cascara de tuna representa un 46,82% del
peso del fruto entero, con un pH igual a 5,39 solidos solubles 5,02 °Brix y
humedad de 85,17%.

Hernandez (2016), logro describir la extraccion de antocianinas a partir del maiz

morado (Zea mays L.), resumiendo el proceso en dos etapas:

- Separacion de la coronta, molienda, secado en tdnel, extraccion hidroalcohélica
acida 1y Il, filtrado, evaporacion, adicion de encapsulante (CMC), atomizacién

y envasado.

- Mediante el método de pH diferencial determino la concentracion total de

antocianina.

La importancia de la antocianina como colorante y antioxidante natural, es que
representa un potencial en la Industria Alimentaria teniendo aplicaciones en la
coloracion de bebidas, productos lacteos, productos de panaderia y pasteleria,

mermeladas, frutas en almibar, etc.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Ordodfiez, et al (2016). Determinaron mediante valoracion sensorial al ser
comparado con un producto de similares caracteristicas encontrado en el mercado;
y con la finalidad de definir el tiempo de vida de estante se analizaron propiedades
como: color, olor, sabor, textura y pH durante un lapso de tiempo de 21 dias. Con
los resultados establecieron que el lote 1 (M1) de la salchicha tipo Viena
correspondiente a la dosis de 1 ml de colorante de flor de Jamaica/ 1,5 kg de masa
y el lote 3 (M3) del yogur de mora correspondiente a 6 ml de colorante de la flor
de Jamaica/ L de yogur fueron los productos de mayor aceptabilidad por parte de

los encuestado.

Galarza (2013). Busco obtener un colorante aprovechando las flores de Ataco o
Sangorache (Amaranthus sp.), se utilizd esta parte porque estas forman

inflorescencias cuya forma es glomerular y de un intenso color rojo-violeta.

Se probaron dos solventes para la extraccion del colorante, metanol y agua, que
fue el solvente que dio mejores resultados

Todas las extracciones fueron realizadas a temperatura ambiente del laboratorio,

para evitar la desnaturalizacion de la sustancia que otorga el color.

Los resultados indican que la mayor retencién de pigmentos se obtiene cuando el
colorante estad a pH 5, en refrigeracion y expuesto a la luz ambiental; que es la

mejor forma de conservar el colorante.

La espectrofotometria fue el método empleado para determinar las

concentraciones del colorante

Rivera et al (2005). Los valores que obtuvieron con el método fluorométrico
oscilaron entre 0,6 y 845,1 mg/m3y con el método espectrofotométrico entre 0,9
y 4158,8 mg/m3donde la clorofila presenté un promedio de 30,1 mg/m3con el
método fluorométrico y 66,2 mg/m3con el método espectrofotométrico. De las
200 muestras incluidas en el analisis, el 76% presentaron registros mas altos con

el método espectrofotométrico.
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Al calcular el porcentaje del numero de muestras cuya medicion de clorofila por
el método espectrofotométrico presenta un valor mas alto (sobreestimacion) o méas

bajo (subestimacion) que el obtenido por el método fluorométrico.

Paredes (2002). La obtencion del colorante se lo realiza mediante la maceracion
con etanol 96%, durante 48 horas para evitar la descomposicion de los principios

activos, y se obtiene una concentracion del 88%. Es un colorante de caracter acido.
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CONCLUSIONES

e Durante el proceso de extraccion de colorante de la espinaca (Spinacia
oleracea), se utilizo las siguientes variables independientes, concentracion
del solvente al 96%, tiempo 24 h y materia prima 10 g. Finalmente con ayuda
del programa estadistico Statgraphics Centurion XVI se determind los
pardmetros 6ptimos de extraccion. En la evaluacion del efecto de las variables
mas influyentes del proceso de extraccion de colorante de la espinaca
(Spinacia oleracea), se logré establecer las siguientes condiciones de trabajo:
concentracion del solvente 60%, tiempo de extraccion solido- liquido 60 min
y 10 g de materia prima. Con estos resultados se concluye que el colorante se
encuentra en su rango de estabilidad. El anélisis cuantitativo del colorante
(clorofila) se realizé con un espectrofotometro UV/VIS a las longitudes de
onda 673 nm. Lograndose determinar la concentracién maxima de 12 mL de
clorofila en 10 g de hojas de espinaca, con un rendimiento de extraccion de
R? = 83,78 %, con estos resultados se concluye que la clorofila se encuentran

en su rango de estabilidad.

e El modelo matematico del coeficiente de correlacion obtenido fue de  R? =
83,78 %, lo cual nos indica que el proceso de extraccion de colorante de la
espinaca (Spinacia oleracea) es correcta y la mas adecuada, obteniéndose el

siguiente modelo matematico.

Y = 96,7318 — 0,0753125*Cantidad de materia prima +
0,0403125*Tiempo — 0,0155592*Concentracion del solvente

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
Altiplano

RECOMENDACIONES

e Durante el proceso de concentracién del colorante espinaca (Spinacia
oleracea) extraido, es importante procurar guardar en frascos de vidrio de
color caramelo y protegerse de la luz, porque con él, se decoloran y facilmente
se oxidan debido a su carécter fuertemente no saturado, pero esta oxidacion
disminuye cuando el colorante se encuentra en solucion oleosa. También es
recomendable una agitacion frecuente con la finalidad de obtener mayor
tiempo de contacto entre la materia organica y el solvente de extraccion del
pigmento colorante, durante la recoleccion y transporte de la materia orgéanica
debe evitarse que se dafien las hojas, lo cual provocaria la alteracion y

deterioro del pigmento clorofila presente.

e Se recomienda realizar experimentaciones con modelos matematicos de
extraccion sélido — liquido en proceso continuo de otros pigmentos colorantes
naturales en funcion al analisis numérico y practico que se da alcance en este

trabajo.
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ANEXOS

ANEXO A: Andlisis estadistico para la investigacion
ANEXO B: Panel fotografico del proceso de obtencion del colorante

ANEXO C: Certificado de laboratorio, constancia y memorandu

ANEXO A: Analisis estadistico para la investigacion

Efectos estimados para Y

Efecto Estimado Error V.1.F.
Estd.
promedio 96,8287 | 0,180654
A:Cantidad de materia -0,6025 0,361308 1,0
prima
B:Tiempo 0,9675 0,361308 1,0
C:Concentracion del -1,1825 0,361308 1,0
solvente

Errores estandar basados en el error total

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las
interacciones. También se muestra el error estdndar de cada uno de estos efectos, el cual
mide su error de muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.1.F.)

mas grande, es igual a 1.0.

Analisis de Varianza para Y

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F [Valor-P
Cuadrados Medio

A:Cantidad de materia |0,726012 1 10,726012 2,78 0,1707

prima

B:Tiempo 1,87211 1 |1,87211 7,17 0,0554

C:Concentracion del 2,79661 1 |2,79661 10,71  {0,0307

solvente

Error total 1,04435 4 0,261088

Total (corr.) 6,43909 7

R-cuadrada = 83,7811 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 71,6169 porciento
Error estandar del est. = 0,510967

Error absoluto medio = 0,31625
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Estadistico Durbin-Watson = 2,15596 (P=0,5143)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,110086

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Y en piezas separadas para cada uno de
los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 1 efectos tienen
una valor-P menor que 0,05 indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 83,7811% de la
variabilidad en Y. EI estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente numero de variables independientes, es 71,6169%. El
error estdndar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es
0,510967. EI error medio absoluto (MAE) de 0,31625 es el valor promedio de los

residuos.

Coeficiente de regresion para Y

Coeficiente Estimado

constante 96,7318
A:Cantidad de materia prima -0,0753125
B:Tiempo 0,0403125
C:Concentracion del solvente -0,0155592

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La

ecuacion del modelo ajustado es:

Y = 96,7318 — 0,0753125*Cantidad de materia prima + 0,0403125*Tiempo —
0,0155592*Concentracién del solvente
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Resultados Estimados para Y

Observados |Ajustados |Inferior Superior 95.0%
95.0%
Fila |Valores Valores para Media para Media
1 97,17 97,2375  [96,2343 98,2407
2 96,07 96,635 95,6318 97,6382
3 98,57 98,205 97,2018 99,2082
4 97,87 97,6025 96,5993 98,6057
5 96,14 96,055 95,0518 97,0582
6 96,0 95,4525 94,4493 96,4557
7 96,64 97,0225 96,0193 98,0257
8 96,17 96,42 95,4168 97, 232

Esta tabla contiene informacion acerca de los valores de Y generados usando el modelo

ajustado. La tabla incluye:

(1) los valores observados de Y (si alguno)

(2) el valor predicho de Y usando el modelo ajustado

(3) intervalos de confianza del 95,0% para la respuesta media

Cada item corresponde a los valores de los factores experimentales en una fila especifica

de su archivo de datos. Para generar prondsticos para las combinaciones adiciones de los

factores, agregue filas al final su archivo de datos. En cada nueva fila, introduzca valores

para los factores experimentales pero deje vacia la celda para la respuesta. Cuando

regrese a esta ventana, se habran agregado prondsticos a la tabla para las nuevas filas pero

el modelo no se vera afectado.

Camino de Maximo Ascenso para Y

Prediccion
para
Cantidad de materia | Tiempo| Concentracién del Y
prima solvente
6,0 36,0 58,0 96,8287
7,0 31,1826 76,6452 96, 691
8,0 26,3651 95,2905 95,7095
9,0 21,5477 113,936 95,1499
10,0 16,7303 132,581 94,5903
11,0 11,9129 151,226 94,0306

Esta ventana despliega el trayecto de maximo ascenso (o descenso). Este es el trayecto,
desde el centro de la region experimental actual, a traves del cual la respuesta estimada
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cambia mas rapidamente con un cambio menor en los factores experimentales. Indica
buenas caracteristicas para ejecutar
Optimizar Respuesta

Meta: maximizar Y

Valor éptimo = 98,205

Factor Bajo |Alto |Optimo
Cantidad de materia 2,0 (10,0 |2,0
prima

Tiempo 24,0 (48,0 |48,0
Concentracion del 20,0 |96,0 |20,0
solvente

Esta tabla muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza Y sobre

la region indicada.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Y

C:Concentracion del solvente

B:Tiempo

A:Cantidad de materia prima

o |

1
2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 11.Pareto estandarizado para Y

Esta figura ha sido elaborada en base a los datos de la tabla 14, la cual muestra

cada uno de los efectos estimados e interacciones, entre las variables,

concentracion del solvente, tiempo y cantidad de materia prima, la mas

significativa para la variables respuesta es la concentracién del solvente, cualquier

cambio en ésta afecta a la variable respuesta Y en mayor grado.

La linea azul indica el margen sobre el que varia el sistema

Los colores indican cuan representativos son las variables y sus combinaciones.

No hay indicios de correlacion de serie en los residuos
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Grafica de Efectos Principales para Y
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2 10 24 48 20 96

Cantidad de materia prima Tiempo Concentracion del solvente

Figura 12.Efectos principales para Y

En la figura 13 se puede visualizar que no existe interaccion entre los factores, por
lo que estas variables son independientes lo que corresponde a la superficie
respuesta, nos indica que la pendiente correspondiente a las variables que son
negativas corresponde a la cantidad de materia prima y concentracion del solvente,

en cambio el tiempo su pendiente es positiva.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Concentracion del solvente=58.0

48
95.0-95.4
95.4-95.8
95.8-96.2
96.2-96.6
96.6-97.0
97.097.4
974978
97.8-98.2
98.298.6
98.6-99.0

40

36

IOAINA0END -

32

28

R

1 I I I 1 I I I
4 6 8
Cantidad de materia prima

o
R
-
o

Figura 13.Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada

Visualizando el grafico (isolineas), podemos interpretar lo siguiente: EI valor
Optimo para la concentracion del solvente es 58 y que esta a un tiempo de 48 h'y
la cantidad de materia prima 2 g.
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Esta ventana muestra la ruta ascendente. Este Indica localizaciones buenas para
ejecutar experimentos adicionales si su objetivo es aumentar o disminuir el

Rendimiento.

Como en el caso de la obtencion de colorante, la mejor respuesta o rendimiento

esta indicado con el color plomo con valores de 98,6-99 %.
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ANEXO B: Panel fotografico del proceso de obtencion del colorante

SELECCION DE MATERIA PRIMA

PESADO DE LA MUESTRA
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PREPARACION DEL SOLVENTE MAS MATERIA PRIMA
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FILTRACION
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RESULTADOS DE LECTURA DE ABSORBANCIA EN EL EQUIPO DE
ESPECTROFOTOMETRO

WL 673.0nm ABE:0.160 673.0mm ASHOCH09T 4
02
[ —

L. 673 Onm Aba 40,200 WL: 976.0mm Abs:+0.208

Wi: 976.0mm Abs:+0.288 Wi 975, tum Abs 0. 200

I
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FACULTAD DE INGENIERIA QUI’\AiCA

LABORATORIO DE CONTROL DE CALID \ ]

g ey
Certificado R
HiGduy
ASUNTO : Analisis Fisico Quimico de ESPINACA
PROCEDENCIA : MERCADO UNION DIGNIDAD, DISTRITO DE PUNO
PROYECTO . EXTRACCION DE COLORANTE A PARTIR DE LAS HOJAS DE

ESPINACA (Spinacia oleracea)”
INTERESADO  : ADELAYDA BEATRIZ HANARI ZAPANA

MOTIVO : PROYECTO DE TESIS
MUESTREO : 06/11/2018, por el inferesado
ANALISIS 1 21/11/2018
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:
ASPECTO : Solido

COLOR : verde

OLOR P Inodor'o

.._..__--_____-.._--___--_-___----.Nw—

CUADRO RESUMEN RESULTADOS DE TESIS DE OBTENCION DE
COLORANTE PARTIR DE LAS HOJ’ AS DE ESPINACA '

Tiemp Pes:b,\ de | Volumende | Concentraciéndel’| Colorante | Concentracié
N° ) muestra solvente ' solvente (%)~ | obtenido ndela .| Absorbancia
(horas) “a) h (mb) | & /F (mL) clorofila
Al T » (mg/mL)
1 24 10 300 .- > 20 ; 8 0.1 ‘ 0.035
2 24 10 300 40~ 10 02 .| 0054
3 24 10 300 60 12 04 0.082
4 24 10 300 80 "+ 10 08 | o128
5 24 10 300 96 ' Vel 1712 0.162
INTERPRETACION

1.- La parte experimental por el método de proceso de extraccién solido - liquido, se realizé con el
equipo Rotavapor (BUCHI/R-3HB) y el equipo espectrofotémetro UV/VIS (UNICO/SQ2802E). los
resultados obtenidos en el laboratorio los cdlculos se encuentran en la tesis de investigacién
mencionada.

Puno, C.U. 21 de diciembre del 2018.

.lom Miguél ( :
Bdrdinador, Laboratorio Contre
4 ' FACUL TAD NGU\ILNA QDU ‘

......................................

ANALISTADE LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
1Q - UNA - CIP - 182993
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CONSTANCIA

Por medio de la presente hago constar que la Bachiller Srta., ADELAYDA BEATRIZ
HANARI ZAPANA, trabajo su proyecto de tesis “EXTRACION DE COLORANTE A
PARTIR DE LAS HOJAS DE LA ESPINACA (Spinacia oleracea)” en el
Laboratorio de control de calidad de aguas de la Facultad de Ingenieria Quimica de
la UNA- Puno.

Durante la ejecucién de su proyecto de investigacion de tesis, realizo sus pruebas

respectivas asi obteniendo sus resultados. Segin su cronograma establecido con
el Memorando N° 216-2018-D-FIQ-UNA-P.

Se le expide el presente a peticién de la interesada, para los fines convenientes.

i
UNA-FUNO
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MEMORANDO. N° 216-2018-D-FIQ-UNA-P.

PARA : M.Sc José Miguel Castillo Prado

Jefe de Laboratorio de Control de Calidad
ASUNTO : Solicita brindar facilidades
FECHA : Puno, C.U. 09 de Noviembre de 2018

Por intermedio del presente, comunico a usted, que en

atencion a la solicitud presentada por la Bachiller Srta.
ADELAYDA BEATRIZ HANARI ZAPANA

Solicito a usted, brindarle las facilidades del caso, en el
uso del Laboratorio de Control de calidad, para realizar el
trabajo de investigacién * EXTRACCION DE COLORANTE
A PARTIR DE LAS HOJAS DE LA ESPINACA", para que
pueda realizar el estudio de Investigacion de la mencionada

tesis.
-==—‘_‘-:—\.\‘
1‘ |
,;/2_’._1:{:”‘; fello Palma
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