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Resumen

La bixina es el pigmento de mayor presencia en el achiote (Bixa orellana L.) y se emplea
en la industria alimentaria, textil, cosmética y farmacéutica. Esta investigacion estuvo
orientada a la obtencion de bixina empleando tres soluciones extractoras. La metodologia
empleada tuvo tres etapas: en la primera etapa se determind el rendimiento de los extractos
brutos de pigmentos de las semillas de achiote con etanol de 40°, etanol de 80° y KOH al
2%; en la segunda etapa se determind el rendimiento de bixina en Bixa orellana L. segln
las soluciones extractantes utilizadas para cada una de las tres variedades de achiote
seleccionadas y en la tercera etapa se determind la composicién fisico-quimica del extracto
de achiote. Los resultados indican que de las tres variedades de semillas de achiote
investigadas (verde, amarilla y roja), el mayor rendimiento de los extractos brutos de
pigmentos fue de 7,8%, realizada a la variedad verde con hidroxido de potasio al 2%. La
mayor concentracion de bixina determinada por UHPLC fue de 0,59% p/p como resultado
de la interaccion de la variedad verde con etanol de 80°. La variedad verde presenté el
mayor porcentaje de humedad en sus semillas, con 44,77 % y la mayor cantidad de cenizas
presentes en el extracto de achiote fue de 6,54% p/p, resultado de la interaccion variedad

verde-etanol 40°.

Palabras clave: achiote, Bixa orellana L., rendimiento, soluciones extractantes,

fisicoquimico.
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Abstract

Bixin is the pigment with the highest presence in achiote (Bixa orellana L.) and is used in
the food, textile, cosmetic and pharmaceutical industry. This research was aimed at
obtaining bixin using three extraction solutions. The methodology used had three stages: in
the first stage the yield of the crude pigment extracts of the annatto seeds with 40 °
ethanol, 80 ° ethanol and 2% KOH was determined; in the second stage, the yield of bixin
in Bixa orellana L. was determined according to the extractant solutions used for each of
the three selected annatto varieties and in the third stage the physicochemical composition
of the annatto extract was determined. The results indicate that of the three varieties of
annatto seeds investigated (green, yellow and red), the highest yield of crude pigment
extracts was 7.8%, made to the green variety with 2% potassium hydroxide. The highest
concentration of bixin determined by UHPLC was 0,59% w / w as a result of the
interaction of the green variety with 80 ° ethanol. The green variety had the highest
percentage of moisture in its seeds, with 44,77% and the highest amount of ashes present
in the achiote extract was 6,54% w / w, the result of the 40 ° green-ethanol variety

interaction.

Keywords: achiote, Bixa orellana L., yield, extractant solutions, physicochemical.




Introduccion

La tendencia actual de emplear colorantes de origen natural para obtener productos que
sean idoneos visualmente, mas apetecibles y reemplazar las pérdidas de color sufridos
durante el proceso de elaboracion, incentiva a la basqueda de nuevos y mejores aditivos
alimentarios que no incidan en el deterioro de la salud de los consumidores (Imbarex,
2017). Los extractos brutos de pigmentos extraidos a partir de la semilla del achiote son
una excelente alternativa para satisfacer esta demanda, por ser uno de los pocos colorantes
autorizados para utilizarse en la alimentacion por la Organizacién Mundial para la Salud
(OMS), dado que no son toxicos, son insipidos y no alteran el sabor de los alimentos
(Gonzéles, 1992). Esto lo convierte en uno de los colorantes mas solicitados a nivel

mundial.

El pigmento mayoritario presente en el achiote (Bixa orellana L.) se denomina bixina y se
emplea en diversas industrias para dar tonalidades anaranjadas y rojizas a productos
carnicos, lacticos, de confiteria y panaderia (Bio derivados, s.f.). El uso de este colorante
natural ayuda para la recuperacion de la confianza en los aditivos y el interés de los
consumidores que siempre estan buscando opciones més saludables (Eroski consumer,
2008).

En los proximos afios, Pert podria pasar a liderar el mercado de colorantes naturales del
mundo, debido a que es el tercer proveedor de achiote en el mundo, por debajo de Brasil y
Africa. Con la diferencia de que la semilla del achiote peruano posee una concentracion de
bixina del 3%, mientras que en la semilla brasilefia esta es del 6% (Ysla, 2016); cifras que
motivaron a realizar esta investigacion con la finalidad de determinar la cantidad de
extractos brutos de pigmentos presentes en el achiote, teniendo como materia prima las
semillas de las tres variedades (verde, amarilla y roja). Estas fueron cosechadas de plantas
nativas en el distrito de Lamas y se utilizaron para la obtencién de los extractos a evaluar
en esta investigacion financiada por el Instituto de Investigacién y Desarrollo de la

Universidad Nacional de San Martin.

Este trabajo tuvo por objetivo general:
e Determinar el mejor rendimiento de extraccion de bixina por soluciones extractantes
en tres variedades de achiote (Bixa orellana L.) — verde, amarillo y rojo — del distrito

de Lamas.



Para lograrlo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Determinar el rendimiento de los extractos brutos de pigmentos de achiote (Bixa
orellana L.), mediante tres soluciones extractantes (etanol de 40°, etanol de 80° y
KOH al 2%).

e Determinar el rendimiento de bixina en el achiote (Bixa orellana L.), segun las
soluciones extractantes (etanol de 40°, etanol de 80° y KOH al 2%) utilizadas para
cada una de las tres variedades.

e Determinar la composicion fisico-quimica del extracto bruto de pigmento del

achiote (Bixa orellana L.).



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. El Achiote (Bixa orellana L.)

1.1.1. Origen y distribucion geogréafica

El achiote es nativo de América Tropical, donde su posible origen es la cuenca amazonica,
ya que en ese lugar se encuentran creciendo silvestres otras especies del género (Arce,
1999).

En el Perd, Quillabamba en Cusco y Puerto Bermidez en Pasco cultivan el achiote con
fines de exportacion. En la Region San Martin se cultiva la variedad roja (Diario Gestion,
2015).

En la provincia de Lamas, distrito de Lamas es posible encontrar algunas variedades por

color pero de forma silvestre.

1.1.2. Clasificacién taxondmica
El achiote pertenece a la familia Bixaceae y género Bixa. La clasificacion botanica del

achiote se presenta a continuacion. Ver Tabla 1.

Tabla 1

Clasificacion Taxondmica del Achiote.

Division Spermatophyta
Sub-division Angiospermae
Clase Dicotiledoneae
Sub-clase Dialipetala
Orden Guttiferales
Familia Bixaceae
Género Bixa
Especie Orellana L.

Fuente: (Figueroa, 1995).

1.1.3. Condiciones edafoclimaticas
Segun la propuesta de Zonificacion Ecologica y Econdomica de San Martin 2005,
mencionada por Saavedra (2015), el distrito de Lamas “posee un clima ligero a



moderadamente humedo, semi-calido, con baja concentracién térmica en verano, con una
precipitacion de 1469 mm/afio y temperatura promedio de 25,5°C, con una maxima de 38
°C y minima de 12,5 °C”.

Segun lo mencionado por Onern (1983) como se citd en Saavedra (2015) el achiote crece a
base de especies permanentes propias del ecosistema tropical de la zona, por esto el

achiote se considera como un cultivo permanente.

1.1.4. Descripcion botanica

El achiote, es llamado por diferentes nombres, segun el pais en el que crece. Conocer este
dato sirve para buscar informacion sobre manejo, procesamiento o comercializacion y
resultados de investigaciones.

Estos nombres con: Acose, Achote, Achiolt, Achihuite, Achuete, Aisiri, Analte, Anate,
Annatta, Annatto, Annetto, Annotta, Arnota, atsuwete, Aplopplas, Beningun-ki, Beni-No-
Ki, Bija, Bijo, Bijol, Bixa, Biza,Bizo, Cacicuto, Diteque, Eroya Chamgarica,
Chancaguarica, Changuarica, Foucou, Jafara, Kham thai, Ksujmba- Kelling, Katsha,
Kisafa, Krikra, Kuswe, Latkhan, Lipstick tree, Onoto, Orellana, Orlean, Orleana,
Orleanstrauch, Oroya, Orocuaxiote, Permacoa, Pumacoa, Rocou, Rocouyer, Rucu, Ruku,
Sendri, Shambu, So, Shong Guo, Urucu, Urucum, Urucuicero, Uruku. EI nombre comun

en nuestro medio es achiote (Bonilla, 2009).

Variedades.
El achiote posee un alto porcentaje de polinizacion cruzada, esta se acentta al propagarse
por semilla, expresandose posteriormente en variedad de formas, tamafio y coloracion de

las capsulas y plantas. Es un cultivo con una amplia variabilidad genética (Bonilla, 2009).

Segun Gonzales (2011), la descripcion de la especie reporta lo siguiente:

e Hojas.- Simples, alternas, ovadas, tiene de 8 a 10 cm. de largo y de 4 a 15 cm. de ancho,
con un apice acuminado, disminuyendo gradualmente y la base truncada es algo
acorazonada, el color del envés es algo plateada especialmente cuando maduras, las

mismas que se tornan algo coriaceas.

e Flores.- Son paniculas terminales, la floracion es escalonada, la apertura de las flores
ocurren primero en la posicion superior y luego se abren de la parte inferior. Las flores

tienen 5 sépalos, caducos, rojizos o blancos, ovales que miden 2,4 a 2,8 cm. de largo en



el apice: el color puede variar desde blanco hasta rosado o morado, el tamafio es
variado, el baston floral es globuloso, dando la impresion de estar recubierto por
sucesivas capas (sépalos). Las flores poseen 5 pétalos, redondos o de forma ovalada de
1 a 2 cm. de largo, rosado o blancos segun el cultivar. Los estambres son pequefios con
pedunculos cortos muy numerosos (350 -400), dispuestos alrededor del pistilo, la antera
contiene 8 sacos embrionarios que producen abundante polen. El pistilo tiene un
estigma en forma de boca abierta y el estilo es alargado, erecto y llega a tener la forma
de ‘S” al madurar, termina en un ovario de tipo elipsoidal supero recubierto por muchos
pelos glandulares. El ovario consta de 2 valvas, ocasionalmente 3, a cuyos costados en
la placenta alberga numerosos 6vulos. Las flores son hermafroditas, regulares,

bisexuales y actinomorficos.

e Fruto.- Es una capsula dehiscente, hemisférica, ovoide, conica, cubierta por espinas
largas y suaves en la mayoria de los cultivares, lisa en algunas mutantes y su color
puede ser rojo, café, verde o amarillo cuando esta maduro y se abren en dos valvas, las
paredes son delgadas y en el lado interno de cada valva hay una placenta, que se
prolonga en una membrana blanca adherida en parte a la pared del fruto, presenta
placentacion parietal laminar. Cada placenta lleva numerosas semillas recubierta por
una membrana fina y blancuzca, debajo de esta hay una capa de parénquima acuoso
anaranjado brillante o rojizo amarillento. Se puede encontrar frutos trivalvares, lo cual
puede ser una caracteristica beneficiosa para aumentar la capacidad de produccion. Del
arilo de la semilla se obtiene la bixina que viene a ser un carotenoide, que es muy

utilizado en industria alimentaria.

Narciso (2012) refiere que las diferentes variedades de achiote se distinguen por las
caracteristicas fenotipicas que se expresan al crecer las plantas. Estas se distinguen en los
diferentes colores de las cupulas que pueden ser verdes, rojas, anaranjadas, cafés, doradas
y amarillas. El color del pigmento puede ser amarillo con semillas color café y rojo con

semillas color rojo anaranjado. Véase las figuras 1, 2, 3, 4,5y 6.



Variedades de achiote en cuanto a color:

Figura 3. Achiote con Céapsulas Color Amarillo (Narciso, 2012).



Variedades de achiote en cuanto a color:

Figura 6. Achiote con Pocas Setas (Narciso, 2012).



La Amazonia Peruana contiene una gran diversidad genética de la especie Bixa orellana L.
referida a:

e Habito de crecimiento (arbustos y arboles).

e Coloracion del tallo (gris, anaranjado y marron).

e Color de las hojas (verdes con diferentes tonalidades y violetas).

e Color de las flores (blancas y violetas con diferentes tonalidades).

e Color de los frutos (verdes con diferentes tonalidades; amarillo con diferentes

tonalidades, anaranjado, rojo con diferentes tonalidades, marrén y negro).

e Forma de los frutos (ovoide, redondo eliptico y conico ).

e Espinosidad de los frutos (sin espinas, muy baja, baja, alta y muy alta espinosidad).

e Longitud de las espinas (muy cortas, cortas, largas y muy largas); nimero de

semillas por fruto (Gonzéles, 1992).

El achiote presenta alta variabilidad y para seleccionar las mejores plantas es necesario
tomar en cuenta los indices de rendimiento como son: el numero de semillas por capsula,
la dehiscencia, el contenido de bixina (Bonilla, 2009).

CENTA (2009) e INIA (2009) mencionan el nimero de semillas por capsula encontradas

en sus caracterizaciones, Ver Tabla 2:

Tabla 2
Ndamero de semillas por capsula
Color de capsula CENTA (2009) INIA (2009)

Verde 40
Amarillo 20-55 60
Rojo 35

INIA (2009) menciona que segun los ecotipos, lineas o variedades el fruto inmaduro puede
presentar diferentes tonalidades de verde, rojo o anaranjado y entre 40 a 60 semillas por
capsula; por tanto, se consider6 seleccionar las variedades verde, amarillo y rojo cuya
capsula fuese dehiscente, siendo esta caracteristica un indice de rendimiento. Sin embargo,
las variedades por color seleccionadas por dicho instituto para conservar en su Banco de
Germoplasma no presentan caracteristicas similares en cuanto a forma y dehiscencia de las

capsulas caracterizadas en esta investigacion. Evaluaron semillas de diferente origen,



nombrando a la variedad verde como verde amarillento; a la variedad amarilla, amarillo

dorado y a la variedad roja, verde- rojizo. Ver Tabla 3.

Tabla 3

Caracterizacion de la materia prima por INIA (2009).

Accesiones promisorias de achiote, por INIA (2009)

e Accesion Accesion Accesion

Caracteristicas
PERO001115 PER001119 PER001114

Procedencia Chanchamayo Iquitos Costa Rica
Forma de la capsula Eliptica Hemisférica Ovoide
Color de la capsula Verde amarillento  Amarillo dorado  Verde rojizo
Color de las semillas Rojo Rojo Rojo
Dehiscencia Indehiscente Dehiscente Indehiscente

Usos

Segun INIA (2009) este cultivo es utilizado desde tiempos remotos por nativos del
Amazonas como tinte para la piel, lo cual, ademas del valor estético, los protege de los
rayos del sol y de las picaduras de insectos. Los Ashaninkas inician fuego por friccion a
partir de los tallos secos pequefios, mientras que los nativos Amahuacas, los usan para
confeccionar las puntas de sus flechas. La madera es empleada en trabajos de carpinteria.
El uso medicinal del achiote es amplio. Las semillas poseen propiedades estimulantes y
digestivas, la raiz en decoccion se usa contra la malaria y el asma. Se elaboran preparados
a base de las hojas contra los malestares de garganta, afecciones respiratorias, dolores
renales, inflamaciones dérmicas y vaginales, fiebre, hipertension, vomitos sanguineos,
diarrea, hemorroides, prostatitis, angina, cefalalgia, dolores renales, infecciones de la piel y
conjuntivitis. El colorante bixina es empleado en la industria de alimentos, asi como para
la elaboracion de cosméticos, pinturas, ceras y en trabajos de artesania. También como

alimento para aves. Sus semillas son consumidas como condimento en platos tipicos.

1.1.5. Caracterizacion quimica y nutricional de Bixa orellana L.

Los componentes de la semilla y del pigmento del achiote se verifican en las Tablas 4, 5, 6

y7.



Tabla 4

Componentes de la Semilla del Achiote.

Componente Porcentaje (%)
Celulasa 40 - 45
Humedad 20-28
Pigmentos 4-55
Azlcares 35-5.2
Aceite esencial 0,25-0,85
Colorante principal Bixina

Fuente: Figueroa (1995).

Tabla 5

Composicion Quimica de la Semilla del Achiote.

Composicion quimica (%)

Humedad 8,00 — 13,00
Proteina 13,00 -14,24
Celulosa 13,80
Carbohidratos totales 39,91
Ceniza 4,50 - 7,97

Fuente: Devia & Saldarriaga (2002).

Tabla 6

Composicion Nutricional de la Semilla del Achiote

Composicion (mg/100g)

Calcio 7,00
Hierro 1,4
Vitamina A 45 mg
Riboflavina 0,2
Niacina 1,46
Tiamina 0,39
Acido ascorbico 12,50

Fuente: Devia & Saldarriaga (2002).
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Tabla 7

Composicion de Extractos Brutos de Pigmento del Achiote

Composicion (g/100g)

Proteinas 12,30 — 13,20
Carbohidratos 39,91 — 47,90
Ceniza 5,44 — 6,92
Carotenoides 1,21-2,30
[3-carotenos 6,8 — 11,30 mg

Fuente: Devia & Saldarriaga (2002).

1.2. Bixina

La bixina es el producto obtenido del colorante de la semilla del achiote empleando
soluciones extractantes y posterior secado. Su punto de fusion es de 189,5 °C — 190,5 °C.
Su importancia radica en ser una sustancia no toxica, puede ser consumido en diversos
productos alimentarios como colorante natural, sin presentar ningun riesgo para la salud
humana y también empleada en productos cosméticos sin generar reacciones alérgicas en
la piel (Rueda, 2004).

1.2.1. Férmula estructural
En la Figura 7 aparece la férmula estructural dela bixina (&cido cis- polieno monometil

éster dicarboxilico) segin Mosquera (1989) mencionado en Devia & Saldarriaga (2002).

CH: CH; H H CH;
CH;00CCH c‘ CH c| CH CH c| — c| c‘ CHCOOH
NN NN NS \/\_/
CH C¢H CH <CH (H ¢ CH CH
-

Figura 7. Férmula estructural de la bixina. (Mosquera (1989) mencionado en Devia
& Saldarriaga (2002)).

1.2.2. Solubilidad de la bixina

En cuanto a solubilidad de la bixina, Arce (1990) afirma:

“La bixina es el principal colorante del achiote, es un carotenoide soluble en aceites,
grasas, cloroformo, piridina, acido acético glacial y propilenglicol. Ademas de la bixina, la

semilla contiene otros pigmentos en menor proporcion”.
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1.2.3. Estabilidad de la bixina.

La bixina se degrada por la accion de la luz y de altas temperaturas. Sin embargo su
estabilidad mejora considerablemente en presencia de bajas concentraciones de oxigeno y
por la adicion de antioxidantes cuando el colorante se utiliza en productos alimenticios. Es
bastante resistente a los acidos y a los alcalis. No es afectado por metales como el hierro,
aluminio y el zinc. Es relativamente estable al congelamiento y a la maceracion. En
presencia de vitamina C (&cido ascorbico) previene los cambios de sabor en los alimentos
y su estabilidad como colorante no se altera. Segun el proceso de extraccion se puede
obtener bixina soluble en agua, soluble en aceite y emulsiones, que se pueden utilizar en

una gran diversidad de productos alimenticios, industriales y en cosméticos (Arce, 1990).

1.2.4. Efecto del pH en la bixina.

Al parecer, la concentracion de iones hidroxilo de la solucion y por consiguiente el pH,
influyen en la mayor o menor solubilidad de los pigmentos en las soluciones extractantes,
maés aun cuando la solubilidad viene dada al ocurrir una reaccion de hidrolisis alcalina,
también denominada saponificacion, donde la bixina (oleosoluble) se transforma en la sal
del acido dicarboxilico denominado norbixina, que es hidrosoluble. Es posible que a
concentraciones mas elevadas puedan desarrollarse reacciones colaterales que afecten la

eficiencia del proceso (Garcia, 2008).

1.3. Determinacion de bixina.

Al estudiar al achiote como colorante se suele emplear solo la variedad roja al determinar
la cantidad de bixina presente; en esta investigacion la experimentacién con diversas
variedades nos da un panorama mas claro de qué variedades de esta planta aprovechar para

fines comerciales y también de investigacion.

1.3.1. Extraccion de bixina.

Extraccion con etanol.

Segin Montes (1991) y Osborne et al. (1982), mencionados en Rueda (2004), se han
realizado extracciones con alcoholes utilizando especialmente etanol y/o metanol, los
cuales fundamentalmente extraen los pigmentos de caracter méas polar y entre ellos la
bixina. Cook en 1932 extrajo con etanol al 80% un material resinoso, fuertemente
coloreado que no pudo identificar y lo calific6 como como parte integrante de la vitamina
A.
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Extraccion con KOH.

Segun Devia & Saldarriaga (2002), las semillas pesadas, se dejan en remojo en la solucién
alcalina (KOH) por un periodo de 12 horas. Luego se separa la solucién coloreada y las
semillas que quedan se mezclan con otra parte de la solucion de KOH y se agitan durante
un tiempo que se determina experimentalmente. Después de la agitacion, las semillas se
separan nuevamente, se lavan con solucién de KOH y se secan al sol, y las soluciones
coloreadas resultantes se mezclan. A esta solucién bésica se le disminuye el pH con &cido
sulfarico para precipitar el colorante. Asi se obtiene una suspension del colorante, con un
pH &cido y un color rojo intenso. De esta mezcla se parte para obtener el colorante en
diferentes presentaciones, segun la aplicacién que se quiere dar, bien sea en polvo o en
solucion. Para efectos de experimentacion en el laboratorio, el proceso continda hasta

obtener el colorante en polvo.

1.3.2. Cuantificacion de bixina.

Para la separacién de los pigmentos presentes en la pasta de achiote, se realiza
extracciones con soluciones. Existen diferentes técnicas de separacion de pigmentos, una
de ellas consiste en la particion por medio de un sistema de soluciones extractantes, de
menor a mayor polaridad pero encontrandose en cada extracto un sinnimero de
compuestos que hace necesaria la posterior utilizacion de la cromatografia para obtener
una buena separacion. A pesar del cambio de polaridad, los pigmentos son los mismos que
en la placa a menor polaridad, pero las manchas tienen un mayor desplazamiento (Rueda,
2004).

Tocchini & Mercadante (2001) afirmaron que todas las muestras de colorante analizadas
en su estudio contenian bixina como el carotenoide mayoritario y la norbixina en menor
cantidad. La bixina representa alrededor del 80% de los extractos brutos de pigmentos de
la semilla de achiote. Los contenidos de bixina variaron de 154 a 354 mg / 100g. Los
contenidos de bixina entre los lotes de la misma marca tuvieron una variacion del 3 al
14%, indicando que las industrias poseen un buen control de la materia prima y del
proceso. Sin embargo algunas marcas presentaron cerca del doble de bixina que las demas.
Estos resultados indican que es necesario que este tipo de producto tenga un patron de
identidad y calidad a seguir por todas las industrias fabricantes. Este autor, ademas,
determind bixina y norbixina en colorantes por HPLC, este método le llevé alrededor de

30 minutos por cada analisis, en los que hubo una variacion de hasta un 100% entre los
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niveles de extractos brutos de pigmentos de las diferentes marcas que evalud. Teniendo
como condiciones cromatogréaficas lo siguiente: columna Spherisorb ODS-2 y acetonitrilo:

acido acético 2% (65:35) como fase movil con flujo de ImL / min. Ver Figura 8.
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Figura 8.Cromatograma de bixina obtenido por HPLC (Tocchini & Mercadante, 2001)

Respecto a la temperatura de secado, la bixina es muy termolabil y se degrada a
temperaturas mayores a 78°C. El colorante palidece rapidamente al exponerse a la luz
solar o al aire, debido a la facil oxidacion en presencia de aire y la degradaciéon en

presencia de rayos ultravioleta (Rueda, 2004).

A temperaturas por encima de 60°C la bixina se degrada, disminuyendose la calidad del

colorante y el rendimiento del proceso (Jaramillo, 1992).

La composicidn de cenizas en el pigmento del achiote oscila entre 5,44 y 6,92 (g/100g)
(Devia & Saldarriaga, 2002).



CAPITULO 11
MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de Ejecucion

El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de
Ingenieria Agroindustrial de la UNSM, en el distrito de Morales, provincia San Martin,

departamento de San Martin.

2.2. Materia Prima

Los frutos de las tres variedades de achiote (Bixa orellana L.) se recolectaron segun el
color de las capsulas (verde, amarillo y rojo) y teniendo en cuenta su dehiscencia por ser
un indicador de rendimiento que permite seleccionar las mejores plantas ante la alta
variabilidad genética entre plantas de achiote (Bonilla, 2009). Estas plantas crecieron de
forma silvestre en la temporada de noviembre- diciembre en el distrito de Lamas. Los
frutos fueron seleccionados y liberados de residuos como tallos y ramas y posteriormente

transportados a temperatura ambiente hacia el Laboratorio de Investigacion.

2.3. Disefio Experimental

Para el estudio del rendimiento de la extraccion de semillas de achiote por soluciones
extractantes se utilizé un disefio factorial en DCA (Disefio Experimental Completamente
Aleatorizado), teniendo como factores el tipo de la solucién extractora (etanol de 40°,
etanol de 80° y KOH al 2%), y como materia prima semillas de achiote de tres variedades:

verde, amarillo y rojo.

Estos tratamientos se aplicaron en un disefio DCA con arreglo factorial 3 x 3, con tres
repeticiones, totalizando 27 ensayos. Siendo las variables dependientes el rendimiento, la
humedad, las cenizas y las variables independientes el tipo de solucidn extractante (etanol
de 40°, etanol de 80° y KOH al 2%) y las semillas de achiote de capsulas de color verde,
amarillo y rojo. Considerando las variables variedades y soluciones extractantes ver Tablas
8yo.



Tabla 8

El factor (a) variedades con niveles

Factor Variedad

a1 Verde

a Amarilla

as Roja
Tabla 9

El factor (b) soluciones extractantes con niveles

Factor  Soluciones extractantes

b1 Etanol de 40°
b, Etanol de 80°
bs KOH al 2%

El disefio experimental se muestra en la tabla N° 10 muestra 9 tratamientos (T1-To).
El analisis de varianza se realiz6 utilizando el programa Statistica Version 12.
Semillas: variedades 3 niveles, soluciones extractantes 3 niveles.

3 x 3 =9 tratamientos

Tabla 10

Combinacidn de los 9 tratamientos experimentales (por triplicado).

Tratamiento Variedad  Solucion extractora Repeticiones
T1 Verde Etanol de 40° 3
T2 Verde Etanol de 80° 3
T3 Verde KOH al 2% 3
Ts Amarillo Etanol de 40° 3
Ts Amarillo Etanol de 80° 3
Te Amarillo KOH al 2% 3
T7 Rojo Etanol de 40° 3
Ts Rojo Etanol de 80° 3
To Rojo KOH al 2% 3
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2.4. Material y Métodos

2.4.1. Material.

a) De campo

Entre los materiales de campo se utilizaron bolsas de polietileno para la recoleccion y

traslado de los frutos de achiote.

b) Equipos

Agitador vértex vibrador p/ tubos (J.P SELECTA), agitador magnético con placa
mascara (BOECO GERMANY- modelo MSH420), balanza analitica (A&D Weighing-
Resolution- modelo GH-200), bafio ultrasénico (BRANSON- modelo 3510 DTH),
bomba de vacio (VALUE- modelo VE125N), centrifuga (BOECO GERMANY-
modelo C-28A), desecador de vacio (SIMAX, modelo CSN), esterilizador de calor seco
digital. (MEMMERT- modelo ED080), estufa (MEMMERT- modelo UN55), estufa
(POL-EKO- APARATURA SP.J. - modelo SLW115 STD), lampara ultravioleta (UVP-
modelo UVGL-25), mufla (THERMOLYNE 1500 FURNACE - modelo FD1520M-1
240V), potenciémetro (METROHM - modelo 827 pH lab), refrigeradora (SAMSUNG-
modelo Twin Cooling), refrigeradora (J. P. SELECTA- modelo TEMPLOW S), sistema
de Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (THERMOSCIENTIFIC - modelo
Ultimate 3000), sistema de agua ultra pura (THERMO SCIENTIFIC- modelo Gen

Pure).
Materiales de laboratorio

Botella de vidrio, cabeza del filtro de vidrio, embudos de vidrio, espatula cuchara de
laboratorio, filtros de 0,22 pum, filtros de membranas, fiolas de 10, 25, 100 y 250 ml,
guantes de goma, jeringas de 10 ml, micropipetas (10 — 100 ul y 100 — 1000 pl), papel
aluminio, papel filtro, papel kraft, pastillas magnéticas, pipetas de 1, 2, 5y 10 ml,
pinzas de laboratorio, taza de filtro de vidrio, tubos de ensayo de 10 ml, vasos de
precipitacion de 80 y 100 ml, viales 9mm de 1,5 ml THD, tapa de agujero abierto

forrada de PTFE / silicona acanalada de 9 mm verde R.A.M.

d) Reactivos

Acetona para analisis, acetonitrilo para HPLC, acetato de etilo, acido acético,
cloroformo para andlisis, diclorometano, etanol de 40°, etanol de 80°, éter de petroleo,
KOH al 2%, metanol grado HPLC.



2.4.2. Metodologia experimental.
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a) Diagrama de flujo para la obtencion de extractos de achiote.

Materia prima

\

Pesado y seleccion

Lavado y desencapsulado

Secado

Caracterizacion fisica

Adicion de
solucién
extractante

Extraccion
de
pigmentos

Filtracion

Etanol de 40°

(Agitar x
30 min)

Secado

\

Extracto de
achiote

Figura 9. Diagrama de flujo para la obtencidn de extractos de achiote
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b) Proceso de obtencion del extracto de achiote.

e Materia prima. 3 variedades de achiote segun el color de sus capsulas (verde, amarillo
Yy 10j0).

e Pesado y seleccidn. Se pesa 1kg de achiote. Se eliminan los frutos de capsulas negras,

himedas y/o con algln rasgo que denote enfermedad.

e Lavado y desencapsulado. Se lavan manualmente los frutos seleccionados y se

desencapsulan para obtener las semillas.

e Secado. Se realiza el secado de las semillas en una estufa a 50°C, para posteriormente

sacar el rendimiento de las semillas.

e Caracterizacion fisica. Se toma nota de las caracteristicas del fruto, tales como nimero

de semillas por capsula segun la variedad por color.
e Pesado. Se pesa 20g de semillas secas.

e Adicidn de solucion extractante. Se prepara 300 ml de solucién extractante (etanol de

40° ¢ etanol de 80°) en un vaso de precipitados. Luego, se adiciona 50 ml de solucion

extractante preparada a las semillas.

e Extraccion de pigmentos. Se realizan 6 extracciones, agregando 50 ml de la solucién
extractante en cada vez, a través de maceracion dindmica por 30 minutos realizada con

un agitador magnético de placa, hasta que la semilla se quede sin colorante.
e Filtracion. Se emplea un colador para separar el extracto de las semillas.

e Secado. Se retira el exceso de solucidn extractante por evaporacién a 50 °C en una

estufa, evaluando hasta peso constante.

Por encima de 60°C la bixina se degrada, disminuyéndose la calidad del colorantey el

rendimiento del proceso (Devia & Saldarriaga, 2002).

e Extracto de achiote. Una vez obtenido el extracto de achiote se evalud el rendimiento

de la extraccion.

e Adicidén de solucidn alcalina. Se prepara una solucion alcalina de KOH al 2% (Devia
& Saldarriaga 2002). Se lleva la solucion a pH 13 en agua, temperatura de 18°C y

adicionandola en porciones de 50 ml.
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e Extraccion de pigmentos. Se realizan 8 extracciones (400 ml), a través de maceracion
dindmica por 30 minutos realizada con un agitador magnético de placa, hasta que la

semilla se quede sin colorante.
e Filtracion. Se separa el extracto de las semillas con un colador

e Precipitacion del colorante. Se lleva el extracto coloreado alcalino a pH 2 con acido

sulfurico al 20% para precipitar el colorante.

e Centrifugado. Se retird el exceso de acido por centrifugacion (3 min por 3000 rpm),
lavando el sdlido con agua destilada hasta obtener pH 7.

e Secado. Realizarlo a temperatura ambiente.

e Extracto de achiote. Una vez obtenido el extracto de achiote se evalué el rendimiento

de la extraccion.

Segun Reyes (2015), existe gran variedad de soluciones extractantes del colorante natural
del achiote, entre ellos: agua, aceites, propilenglicol, etanol, hidroxido de potasio e
hidroxido de sodio. Para esta investigacion se escogieron como soluciones extractantes:
etanol de 40°, etanol de 80° y KOH al 2% debido a que diversos estudios sefialaban que el
mayor rendimiento de extraccion del colorante se da con KOH y también para contrastar
dichos resultados con los extraidos con una solucion extractante de menor precio y facil
acceso como es el etanol de 40° y 80°, buscando asi una alternativa econdmica y Gtil para

una posterior extraccién a nivel industrial de ser necesario.
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d) Diagrama de flujo para la cuantificacién de bixina por UHPLC.
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!
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Figura 10. Diagrama de flujo de la cuantificacion de bixina
por UHPLC.

e) Proceso de cuantificacion de bixina por UHPLC.

e Extracto de achiote. Se utilizaron los extractos de las tres variedades de achiote
(verde, amarillo y rojo).

e Pesado. Se pesaron 0,06 g de cada extracto de achiote.

e Adicién de solucion extractante. Se agregd 5 ml de metanol.

e Sonicacidn. Se sonic6 durante 5 minutos.

e Adicion de solucion extractante. Se afiadio 2 ml de acetona.

e Enrazado. Se enrazo en una fiola de 50 ml con metanol. (Ver Anexo A).
e Filtrado. Se filtr6 en 0,22 um.

e UHPLC. Se coloc6 las muestras filtradas en viales 9mm de 1,5 ml THD.



f) Diagrama de flujo para la preparacion del estandar

Patron de bixina

Pesado

v

Adicion de solvente

Filtrado

UHPLC

Figura 11. Diagrama de flujo para la preparacién del estandar.

g) Proceso de preparacion del patron de bixina

e Patron de bixina.

e Pesado. Se pes6 72 mg de patron de bixina.

e Adicidn de solucion extractante. Se adicion6 25 ml de metanol grado HPLC.

e Filtrado. Se filtro en 0,22 pm.

(~ 72 mg)

(25 ml de metanol
grado HPLC)

(0,22 pm)
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e UHPLC. Se coloco las muestra patron filtrada en un vial 9mm de 1,5 ml THD, para

posteriormente realizar la identificacion de bixina por UHPLC, (ver Anexo B).

Condiciones cromatograficas
= Columna C18.

= Flujo. 0,7 ml/min.

= Longitud de onda. 300- 600 nm.

= Tiempo de retencion de la bixina. 5,8 min.

= Fase mavil. Acetonitrilo: acido acetico: agua ultrapura (65:2:33)

2.4.3. Analisis fisicoquimicos.

a) Determinacion de humedad . A.O.A.C (1984)

Para la determinacion de humedad en las semillas de achiote fue necesario secar las

semillas en una estufa a 50° C centigrados hasta peso constante, proceso que duré 72

horas.

b) Determinacion de cenizas. A.O.A.C (1984)

Para la determinacion de cenizas en las semillas de achiote, se sometié a 300°C por 4

horas.



CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis Fisico del Fruto del Achiote (Bixa orellana L.)

Los frutos de achiote son de amplia variabilidad genética, condicion que dificulta
determinar sus fenotipos, teniendo en cuenta esto, las tres variedades que se utilizaron en
esta investigacion fueron traidas de la misma zona en el distrito de Lamas para garantizar
asi la homogeneidad de la materia prima Por tanto, se realizo el analisis fisico de estas tres

variedades por color. Ver Tabla 11.

Tabla 11

Caracteristicas de la materia prima.

3 variedades seleccionadas para esta investigacion

Caracteristicas Variedad 1 Variedad 2 Variedad 3
Procedencia Lamas Lamas Lamas
Forma de la capsula Lancetada Lancetada Lancetada
Color de la capsula Verde Amarillo Rojo
Color de las semillas Rojo Rojo Rojo
Dehiscencia Dehiscente Dehiscente Dehiscente

Las tres variedades traidas de Lamas coinciden en cuanto a forma y dehiscencia de
capsula, asi como en color de semillas. Estas crecieron de forma nativa en ese medio y

bajo condiciones edafoclimaticas similares, ver Figura 12.
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Cépsula

roja
Cépsula Capsula
amarilla verde

Figura 12. Reconocimiento y caracterizacion de las tres variedades de achiote.

Respecto al color de las semillas, se observo que independientemente del color de sus

capsulas, las tres variedades mantienen el color rojo de sus semillas, como se aprecia en la
Figura 13.

Figura 13. Semillas de achiote segun variedad.

donde:

1. variedad verde
2. variedad amarilla

3. variedad roja
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En el momento en que la semilla esta en formacion es cuando empieza a formarse el
colorante. En unas variedades varia en tonalidades que van del rojo claro al rojo
encendido. En otras, anaranjado en diferentes tonalidades, los cuales al estar secas las
semillas se presentan de color rojo o café opaco (Bonilla, 2009).

Las semillas estuvieron frescas, las mismas que fueron contadas (ver Anexo C). En el
laboratorio se determind que la variedad verde contiene en promedio 9 semillas por
capsula; mientras que la variedad amarilla contiene 21 semillas en promedio; en tanto, la
variedad roja contiene 42 semillas por capsula, (ver los Anexo D y E). Los resultados se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12

Ndamero de semillas por capsula de variedades de achiote en 1kg de muestra

Variedades Numero de semillas/capsula

Verde 9
Amarillo 21
Rojo 42

El rendimiento de semilla de la variedad verde no se encuentra en el rango determinado
por CENTA (2009), que menciona que el fruto contiene un nimero de semillas varia entre
20 y 55. Esta referencia menciona estas cantidades de forma general, sin especificar la
variedad del achiote. Asi mismo, difiere de los datos reportados por INIA (2009), en donde
se menciona que el numero de semillas por capsula en la variedad verde es de 40, mientras

que en la variedad amarilla es de 60 y en la variedad roja es de 35.

Durante la limpieza y seleccion de la materia prima, se desecharon capsulas, ramas y
hojas, las mismas que fueron pesadas para poder conocer el rendimiento de las semillas de
achiote segun su variedad. Siendo el achiote de cépsula verde el que contiene mayor
cantidad de residuos e impurezas y menor peso de semillas por kg. Mientras que, el achiote
de capsula roja, es la variedad que contiene menos residuos e impurezas por kg. y contiene

mayor cantidad de semillas por Kg. de materia prima. Esto se muestra en la Tabla 13.
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Tabla 13
Residuos e impurezas en el achiote (en 1kg de frutos de achiote)
) Residuos e Semillas
Variedades
impurezas (g/kg) (9/kg)
Verde 860,89 139,11
Amarilla 738,55 261,45
Roja 722,07 277,93

3.2. Rendimiento de los Extractos de Achiote

Como se aprecia en la Figura 14 el color de los extractos varia segun la solucién
extractante empleado. El extracto obtenido con etanol de 40° presenta un color anaranjado;
el extracto con etanol de 80°, un color rojo claro y el extraido con KOH al 2%, rojo

oscuro.

Figura 14. Extractos: con etanol de 40° (1), etanol de 80° (2), con KOH al 2% (3).

Se llevaron a cabo 9 tratamientos con tres repeticiones cada uno (ver Anexo F) para
calcular el rendimiento extractivo del colorante de achiote que se muestran en la Tabla 14

de forma descendente.
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Tabla 14
Rendimiento extractivo del colorante natural de achiote a escala laboratorio
Variedad Solucion Peso de Peso del extracto  Rendimiento
extractora semilla (g) colorante (g) (%)
Verde KOH 2% 20,05 1,56 7,80
Amarilla KOH 2% 20,07 1,56 7,79
Roja KOH 2% 20,77 1,57 7,54
Roja Etanol 80° 20,02 1,36 6,77
Amarilla Etanol 80° 20,03 1,33 6,66
Verde Etanol 80° 20,02 1,33 6,63
Roja Etanol 40° 20,02 1,31 6,56
Amarilla Etanol40° 20,02 1,31 6,55
Verde Etanol 40° 20,03 1,31 6,54

La extraccion producto de la interaccion de la variedad verde con la solucién extractante
KOH 2% fue la de mayor rendimiento y el extracto de la variedad verde con la solucién

extractante etanol de 40° fue el de menor rendimiento en cuanto a colorante se refiere.

Se obtiene mayor rendimiento del colorante cuando se emplea como solucion extractante
el KOH al 2%, seguido por el etanol de 80° y el etanol de 40° (ver Anexo G), coincidiendo
asi con lo manifestado por Jaramillo (1992), que asegura que los estudios realizados con
diferentes soluciones extractantes, muestran que el colorante con mejor rendimiento y

calidad, es el obtenido utilizando hidroxido de potasio en solucion.

Mientras que Reyes (2015), al emplear KOH al 2% como solucion extractante obtuvo
rendimientos desde 5,46% hasta 7,80%, esto indica que los resultados obtenidos se

encuentran dentro el rango.

La extraccion alcalina garantiza mejores resultados, sin embargo a diferencia de las
extracciones con etanol de 40° y 80°, requiere pasar por procesos adicionales para
precipitar el colorante. En la Figura 15, se puede apreciar la diferencia entre emplear una
solucidn extractante u otra sobre las variedades de achiote con respecto al rendimiento de
la extraccion de colorante. El rendimiento del colorante de la variedad roja es menor
cuando la extraccion se realiza con KOH al 2%, contrariamente a lo que se aprecia de esta

variedad en la extraccion con etanol de 40° y 80°. Tal como lo afirma Devia &
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Saldarriaga (2002), se confirma que al usar KOH al 2% como solucién extractora se

obtiene un mayor rendimiento de los extractos brutos de pigmentos del achiote.

0
(=}

>t =
N} o)

D
o0

D
N

Rendimiento de extraccion (%)

Figura 15. Gréfico de superficie de respuesta del rendimiento de extraccion (%).

donde:

e Soluciones extractantes
1 = Etanol de 40°
2 = Etanol de 80°
3=KOH al 2%

e Variedades
1 = Verde
2 = Amarillo
3 =Rojo
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En la Tabla 15 se observa la influencia entre los tratamientos con un coeficiente de
determinacion R2 = 0.99 esto confirma la buena aplicacion del modelo experimental y un
Coeficiente de Variacion de 1.10 que indica la variabilidad de la toma de datos y el efecto
de los factores en estudio, la media alcanz6 6.98 % de rendimiento de la extraccion.

Tabla 15

ANVA de los datos procesados de rendimiento de la extraccion.

Fuente de variacién G_rado de Suma de Cuadradc_J F-Valor Pr>F
libertad cuadrados de la media

Tratamiento 8 7,40360166 0,92545021 155,71 <,0001

Error 18 0,10697871 0,00594326

Total corregido 26 7,51058037

R2=0,985756 CV=1,104049 Media=6,982710

3.3. Concentracion de Bixina

En la presente investigacion se evaluaron los valores sélo de bixina, oscilando estos entre
108,03 y 587,43 mg/100g (ver Anexo H). Ver en la Tabla 16, el caso de los tratamientos
T6 (variedad amarilla y solucion extractante KOH al 2%) y T3 (variedad verde y KOH al

2%), la concentracion de bixina en estas muestras fueron menores que el limite de

deteccion.

Tabla 16

Concentraciones de bixina determinadas por UHPLC
Variedad Solucion Concentracion de

extractante bixina (mg/100g)

Verde Etanol 80° 587,43
Verde Etanol 40° 471,78
Roja Etanol 80° 287,17
Amarilla Etanol 80° 285,73
Roja KOH 210,70
Amarilla Etanol 40° 169,33
Roja Etanol 40° 108,03
Amarilla KOH nd

Verde KOH n.d
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Las muestras de colorante analizadas en estudio contenian bixina como el carotenoide
mayoritario. Tocchini & Mercadante (2001).

Las concentraciones de bixina fueron menores en las muestras extraidas por el método
alcalino (con KOH al 2%)).

En la Figura 16, la variedad verde cuyos extractos fueron obtenidos empleando alcohol
(etanol) de 80° y 40° presenta mayores concentraciones de bixina, 587,43 y 471,78
(mg/100g) respectivamente. la variedad verde cuyos extractos fueron obtenidos empleando
alcohol (etanol) de 80° y 40° presenta mayores concentraciones de bixina; 587,43y 471,78
(mg/100g) respectivamente. Se observa el efecto de las soluciones extractantes sobre las
variedades con respecto a la concentracion de bixina del achiote. Al emplear como
extractores a soluciones organicas se obtiene mayor concentracion de bixina. Siendo la
variedad roja la que menos niveles de concentracion reportd en su interaccion con las tres
soluciones extractantes.

Concentracion (mg/100g)

Figura 16. Grafico de superficie de respuesta de la concentracidn de bixina.
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donde:

e Variedades
1 =Verde
2 = Amarillo
3 =Rojo
e Soluciones extractantes
1 = Etanol de 40°
2 = Etanol de 80°

3=KOH al 2%

En esta investigacion se determind las concentraciones de bixina por UHPLC, siendo el

tiempo de retencion de la bixina aproximadamente 5,8 minutos por cada analisis.

En la Tabla 17 se observa la influencia entre los tratamientos con un coeficiente de
determinacion R? = 0,98 esto confirma la buena aplicacion del modelo experimental y un
Coeficiente de Variacion de 14,28 que indica la variabilidad de la toma de datos y el efecto

de los factores en estudio, la media alcanzd 235,57 mg/100g de contenido de bixina.

Tabla 17

ANVA de los datos procesados de bixina.

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado de

variacion libertad cuadrados la media F-Valor PrF
Tratamiento 8 951113,043 118889,13 105,12 <,0001
Error 18 20356 1130,9352

Total corregido 26 971469,876

R2=0,9790 CV=14,28 Media=235,57

En la Figura 17, se aprecia el cromatograma obtenido por UHPLC cuyas dondiciones
cromatograficas son las siguientes: columna C18 y acetonitrilo: acido acético: agua

ultrapura (65:2:33) como fase maévil con flujo de 0,7 ml / min.
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Figura 17 . Cromatograma obtenido por UHPLC, de extractos brutos de pigmentos.

La curva estandar de bixina fue lineal en el rango estudiado, mostrando un coeficiente de
correlacion (R2) de 0, 996. (Ver Anexo ).

3.4. Analisis Fisicoquimicos en Bixa orellana L.

Humedad

Se evalud el porcentaje de humedad de las semillas de achiote empleadas en la extraccién
de pigmentos, inmediatamente después de su seleccion evitando asi la proliferacion de
microorganismos en las materia prima. La tres variedades de achiote fueron secadas en una
estufa a 50° C hasta peso constante (72 horas) para conocer su porcentaje de humedad y
siempre con la finalidad de preservar los componentes del achiote. Se trabajoé en ambientes
con luz y aire indirectos. Ver tabla 18. Siendo la variedad verde aquella que presenta

mayor porcentaje de humedad con 44,77%, seguida por la variedad amarilla con 24,95% y
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por la variedad roja 22,38%. (Ver Anexo J). Rueda (2004), determind en la composicion
quimica de la semilla que la humedad varia de 20 a 25%, coincidiendo asi con lo evaluado
en esta investigacion en las semillas de variedad amarilla y roja, mas no con la variedad

verde.

Tabla 18
Porcentaje de humedad de las semillas de achiote
Variedad Humedad (%)

Verde 4477
Amarillo 24 95
Rojo 22,38

En la Tabla 19 se observa la influencia entre los tratamientos con un coeficiente de
determinacion R2 = 0,99 esto confirma la buena aplicacion del modelo experimental y un
Coeficiente de Variacién de 2,59 que indica la variabilidad de la toma de datos y el efecto

de los factores en estudio, la media alcanz6 30,70 % de humedad.

Tabla 19
ANVA de los datos procesados de humedad.

Fuente de variacion Grado de Suma de Cuadrado ¢ /4oy Pr>F
libertad cuadrados  de la media

Tratamiento 8 2706,85811 338,357264 534,39 <,0001

Error 18 11,396879 0,63316

Total corregido 26 2718,25499

R2=0,995807 CVv=2,592068 Media=30,69802

Cenizas

Las cifras de contenido de cenizas presentes en el extracto de achiote oscilaran entre 5,65 y
6,54 (9/100g). (Ver Anexo K). Ver tabla 20.

La composicién de cenizas en el pigmento del achiote oscila entre 5,44 y 6,92 (g/100g).

Devia & Saldarriaga (2002), encontrandose las muestras dentro del rango.



Tabla 20

Analisis de cenizas presentes en los extractos de achiote.
Tratamiento  Variedad Solucion - Cenizas

extractante  (g/100gQ)

Tl Verde Etanol 40° 6,54
T5 Amarilla Etanol 80° 6,54
T3 Verde KOH 6,43
T7 Roja Etanol 40° 6,35
T6 Amarilla KOH 6,34
T2 Verde Etanol 80° 6,22
T4 Amarilla Etanol 40° 6,14
T8 Roja Etanol 80° 6,12
T9 Roja KOH 5,65
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En la Tabla 21 se observa la influencia entre los tratamientos con un coeficiente de

determinacion R? = 0.31 esto confirma la buena aplicacion del modelo experimental y un

Coeficiente de Variacién de 7,64 que indica la variabilidad de la toma de datos y el efecto

de los factores en estudio, la media alcanzé 6,26 g/100g de cenizas.

Tabla 21

ANVA de los datos procesados de cenizas

. Grado de Suma de Cuadrado
Fuente de variacion libertad cuadrados de la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 8 1,83875831 0,22984479 1,01 <,0001
Error 18 410972861 0,22831826
Total corregido 26 5,94848692
R2=0,309114 CV=7,636718 Media=6,256963

A continuacion el resumen de los resultados obtenidos de contenido de bixina, rendimiento de

extraccion, cenizas y humedad. Ver Tabla 22.



Tabla 22

Resumen de resultados obtenidos
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Caracteristicas

Variedad Solucioén Bixina Rendimiento Cenizas Humedad
extractante (mg/100g) (%) (9/1009) (%)
Verde Etanol 40° 471,78 6,54 6,54 44,20
Verde Etanol 80° 587,43 6,63 6,22 44,88
Verde KOH al 2% n.d 7,80 6,43 45,21
Amarillo Etanol 40° 169,33 6,55 6,14 25,70
Amarillo Etanol 80° 285,73 6,66 6,54 25,05
Amarillo KOH al 2% n.d 7,79 6,34 24,09
Rojo Etanol 40° 108,03 6,55 6,35 22,44
Rojo Etanol 80° 287,17 6,77 6,12 22,52
Rojo KOH al 2% 133,98 7,54 5,65 22,17
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CONCLUSIONES

1. El mayor rendimiento de extractos brutos de pigmentos fue de 7,8%, producto de la
extraccion realizada a la variedad verde con hidréxido de potasio al 2%, siendo esta
extraccion alcalina la més favorecedora en la obtencion de colorantes contenidos en el
achiote - seguido por la extraccién con etanol de 80° y 40°- sin embargo se requiere el
uso de acidos para poder precipitar el colorante. Posteriormente se debe eliminar los
acidos para obtener un colorante libre de sustancias corrosivas.

2. El rendimiento de bixina en el achiote (Bixa orellana L.) estuvo dado por la mayor
concentracion de bixina determinada por UHPLC, esta fue de 587,43 mg/100g,
producto de la interaccién de la variedad verde con etanol de 80°.

3. La variedad verde presentd el mayor porcentaje de humedad en sus semillas, con
44,77%, estas fueron secadas a 50°C para preservar el contenido de bixina durante el
proceso.

4. La mayor cantidad de cenizas presentes en el extracto de achiote fue de 6,54 (g/100g),

resultado de la interaccién variedad verde-etanol 40°.
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RECOMENDACIONES

e Promover el cultivo de las diferentes variedades de achiote en la Region San Martin con
el fin de preservar su amplia variabilidad genética.

e Las semillas deben ser extraidas de sus capsulas en ambientes con luz indirecta y dentro
de las 72 horas posteriores a su cosecha.

e Extraer el colorante del achiote empleando como solucion extractante el etanol de 80°,
implica una metodologia mas rapida, econémica y segura en su procesamiento, sin

embargo no es la que genera mayor rendimiento del colorante.
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ANEXOS

Anexo B. Identificacion de bixina por UHPLC.
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Informacion de nivel de clase

Clase Niveles Valores

Repeticiones 3 123
Anexo C. Procedimiento ANOVA

= NuUmero de observaciones leidas ' 9

=  NUmero de observaciones usadas : 9

Agrupamiento de Duncan Media N Variedades

A 41,667 3 3
B 21,333 3 2
B 9,000 3 1

Anexo D. Prueba del rango multiple de Duncan para NSC en

variedades de achiote.

Variedades Numero de semillas/capsula

Verde 9
DS 6
Valor min 3
Valor max 15
Amarillo 21
DS 4,
Valor min 18
Valor max 26
Rojo 42
DS 20
Valor min 20
Valor max 60
R2 0,874
CcVv 37,34
X 24

Anexo E. NUimero de semillas por capsula de

variedades de achiote en 250 g de muestra.
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Informacion de nivel de clase

Clase Niveles Valores
Variedades 3 123

Soluciones extractantes 3 123
Tratamientos 9 TIT2T3T4T5T6T7T8T9

Anexo F. Procedimiento ANOVA.

donde:

T1= Variedad verde y etanol de 40°
T2= Variedad verde y etanol de 80°
T3= Variedad verde y KOH al 2%
T4= Variedad amarilla y etanol de 40°
T5= Variedad amarilla y etanol de 40°
T6= Variedad amarillay KOH al 2%
T7= Variedad roja y etanol de 40°
T8= Variedad roja y etanol de 40°
T9= Variedad roja y KOH al 2%

= NuUmero de observaciones leidas 1 27

= NuUmero de observaciones usadas : 27



Agrupamiento de Tukey Media N Tratamientos

A 7,80114 3 T3
A 7,79082 3 T6
B 7,53998 3 T9
C 6,76958 3 T8
DC 6,66336 3 T5
DC 6,63126 3 T2
DC 6,55869 3 T7
DC 6,55333 3 T4
D 6,53622 3 T1
Anexo G. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para
rendimiento.

donde:

T1= Variedad verde y etanol de 40°
T2= Variedad verde y etanol de 80°
T3= Variedad verde y KOH al 2%
T4= Variedad amarilla y etanol de 40°
T5= Variedad amarilla y etanol de 40°
T6= Variedad amarilla y KOH al 2%
T7= Variedad roja y etanol de 40°
T8= Variedad roja y etanol de 40°
T9= Variedad roja y KOH al 2%



Agrupamiento  Media N  Tratamientos

de Tukey
A 587,43 3 T2
B 471,78 3 T1
C 287,17 3 T8
C 285,73 3 T5
DC 210,70 3 T9
DE 169,33 3 T4
E 108,03 3 T7
F 0,00 3 T6
F 0,00 3 T3
Anexo H. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD)
para bixina.
donde:

T1= Variedad verde y etanol de 40°
T2= Variedad verde y etanol de 80°
T3= Variedad verde y KOH al 2%
T4= Variedad amarilla y etanol de 40°
T5= Variedad amarilla y etanol de 40°
T6= Variedad amarilla y KOH al 2%
T7= Variedad roja y etanol de 40°
T8= Variedad roja y etanol de 40°
T9= Variedad roja y KOH al 2%
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Anexo |. Curva padrén de bixina




Agrupamiento de Tukey Media N Tratamientos
A 45,2131 3 T3

A 44,8813 3 T2

A 44,2011 3 T1

B 25,7034 3 T4

B 25,0488 3 T5

CB 24,0945 3 T6

C 22,5238 3 T8

C 22,4416 3 T7

C 22,1747 3 T9
Anexo J. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para
humedad.

donde:

T1= Variedad verde y etanol de 40°
T2= Variedad verde y etanol de 80°
T3= Variedad verde y KOH al 2%
T4= Variedad amarilla y etanol de 40°
T5= Variedad amarilla y etanol de 40°
T6= Variedad amarillay KOH al 2%
T7=Variedad roja y etanol de 40°
T8= Variedad roja y etanol de 40°
T9= Variedad rojay KOH al 2%



Agrupamiento de Tukey Media N Tratamientos
A 6,5417 3 T1
A 6,5385 3 T5
A 6,4264 3 T3
A 6,3490 3 T7
A 6,3376 3 T6
A 6,2193 3 T2
A 6,1386 3 T4
A 6,1158 3 T8
A 5,6458 3 T9

Anexo K. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para

cenizas.

donde:

T1= Variedad verde y etanol de 40°
T2= Variedad verde y etanol de 80°
T3= Variedad verde y KOH al 2%
T4= Variedad amarilla y etanol de 40°
T5= Variedad amarilla y etanol de 40°
T6= Variedad amarilla y KOH al 2%
T7= Variedad roja y etanol de 40°
T8= Variedad roja y etanol de 40°
T9= Variedad roja y KOH al 2%

47



