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Resumen

La bixina es un compuesto coloreado natural encontrado en las semillas del achiote (Bixa orellana), la cual
corresponde al carotenoide presente en mayor proporcion, y es de gran interés para la industria quimica,
cosmética, alimenticia y farmacéutica [1],[2]. En este trabajo, se evalu¢ la extraccion de bixina de semillas de
achiote empleando tres bases diluidas: hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de potasio (KOH) y
trietanolamina (TEA). Se determiné que los rendimientos medios al variar el alcali de la extraccion fueron de:
4.27 £ 0.12% (NaOH), 5.26 £ 0.31% (KOH) y 1.81 £ 0.16% (TEA), ademas se identific6 el grado de pureza
para cada base obteniendo valores de 1.95 £ 0.55 ppm, 2.05 = 0.50 ppm y 1.74 + 0.24 ppm, respectivamente.
Posteriormente, se estudio la extraccion variando el estado de 1a semilla, con el fin de determinar el rendimiento
y la pureza de la bixina obtenida. Para ello se empled como alcali el KOH segin resultados previos. Esto
permitié establecer que los procesos de extraccion a partir de semilla molida permiten mayores rendimientos
que los alcanzados con semilla entera, obteniendo valores de rendimiento medio de 35.36 = 0.44% y 4.30 +
0.12%, correspondientemente. Adicionalmente, se evalud el efecto del estado inicial de la semilla en el valor
de pureza del metabolito extraido, registrando concentraciones de 0.80 = 0.11 ppm (semilla molida) y 0.99 +
0.12 ppm (semilla entera). Esta variacion presentada no fue estadisticamente significativa, por lo que se
consider6 la semilla molida como el estado ideal para los procesos de extraccion de bixina. Se determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas del metabolito, obteniendo un punto de fusiéon de 220°C, un porcentaje de
biomasa de 79.40% y una humedad de 10.60%; desarrollando la investigacion mediante las técnicas
instrumentales de espectrometria UV-Visible, espectroscopia infrarroja (FT-IR) y cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

Bixin is a natural colored compound found in the seeds of annatto (Bixa orellana) which corresponds to the
carotenoid present in bigger proportion and is of great interest for the chemical, cosmetic, food and
pharmaceutical industry [1],[2]. In this work the extraction of bixin from the seed of annatto was evaluated
using three diluted bases: sodium hydroxide (NaOH), potassium hydroxide (KOH) and triethalonamine (TEA).
It was determined that when the alkali of the extraction was varied the average yields were: 4.27 + 0.12%
(NaOH), 5.26 £ 0.31% (KOH) y 1.81 + 0.16% (TEA). In addition, the purity degree was identified for each
base, obtaining values of 1.95 &+ 0.55 ppm, 2.05 + 0.50 ppm y 1.74 £ 0.24 ppm, respectively. Subsequently, the
extraction varying the state of the seed was studied, in order to determine the yield and purity of the obtained
bixin. For this, KOH was used as the alkali according to previous results. This allowed to establish that the
extraction processes starting with milled seed, allow larger yields that the ones achieved with whole seed.



Obtaining average yield values of 35.36 = 0.44% y 4.30 + 0.12%, correspondingly. Additionally, the effect of
the initial state of the seed on the purity value of the extracted metabolite was evaluated, registering
concentrations of 0.80 + 0.11 ppm (milled seed) y 0.99 + 0.12 ppm (whole seed). This variation presented was
not statistically significant, so the whole seed was considered as the ideal state for bixin extraction processes.
The physicochemical characteristics of the metabolite were determined, obtaining a melting point of 220°C, a
biomass percentage of 79.40% and a humidity percentage of 10.60%; developing research using instrumental
technics of UV-Visible spectroscopy, infrared spectroscopy (FT-IR) and high performance liquid
chromatography (HPLC).

1. Introducciéon

Se estima que anualmente se producen alrededor de 10,000 toneladas de colorantes sintéticos, empleados en
la industria textil, de cosméticos, alimenticia y farmacéutica; los cuales en su mayoria corresponden a pigmentos
tipo azo [3], [4]. Del total de colorantes sintéticos usados, el 60% equivale a esta familia, por su bajo costo,
buena intensidad y resistencia en la perdurabilidad del color [5], [6], sin embargo, estudios han demostrado que
el uso de este tipo de colorantes puede causar afecciones a la salud y problematicas medio ambientales; por lo
que la investigacion e implementaciéon de pigmentos naturales ha ido incrementando, representando una
alternativa viable a futuro en la sustitucion de un porcentaje de la produccion y comercializacion de estos [7],
(8], [9], [10].

Las semillas de achiote presentan un particular interés y han sido objeto de diferentes estudios a causa de su
composicion rica en proteinas y pigmentos (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion general de las semillas de achiote [11]

Componentes Porcentaje
Lipidos 2.0-48
Pigmentos 1.0-6.3
Proteinas 12.1-17.0
Carbohidratos totales 50.0
Ceniza 54-6.9
Humedad 9.6-13.3

Los pigmentos de la semilla del achiote son principalmente del tipo carotenoides, representados en su
mayoria por bixina, la cual se encuentra en un porcentaje mayor al 80% del total de material colorante[12],
[13], [14]. Se considera un pigmento natural, no toxico y con propiedades antioxidantes, lo cual representa una
ventaja frente a otro tipo de colorantes empleados en diversas industrias como la de alimentos [1],[15]. Para la
extraccion de los colorantes de las semillas existen diferentes métodos, los cuales emplean solventes como
acetona, acetato de etilo, agua y etanol [16], [17], [18], [19], [20]. Dentro de ellos, la extraccion Soxhlet se
encuentra como uno de los métodos de mayor eficiencia, pero demanda grandes cantidades de solventes,
aumentando los costos de operacion [21]. En contraste, otras metodologias como la extraccion asistida por
microondas (MAE) requiere tiempos de extraccion cortos con poca cantidad de solventes, pero puede generar
degradacion térmica e isomerizacion cis-trans de los carotenoides [21]. Otros métodos como la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) se ha empleado por ser rapida y eficiente, aunque condiciones como tamafios
de particula pequefios (< 50 micras) para lograr un buen proceso, pueden presentarse como inconvenientes [21],
[22]. Asimismo, la extraccion acelerada de solventes (ASE) reduce tiempos de operacion y la cantidad de
solventes organicos requeridos, sin embargo, es de dificil aplicacion a escala industrial a causa de la obstruccion
por azucares y pectinas, lo que hace que esta técnica sea limitada para extracciones en material vegetal [21]. Se
ha reportado la ejecucion de esta metodologia en la extraccion de bixina, obteniendo un rendimiento del 48.0%
para una solucion ciclohexano: acetona (60%:40%), mayor respecto a métodos mas tradicionales como el
Soxhlet con valores medios de 29.14%; ambos resultados a nivel de laboratorio. Respecto al grado de pureza
alcanzado, se han reportado rangos entre 66.2% hasta 98.0%, dependiendo del método de extraccidon usado
[23]. Por su parte, empleando fluidos supercriticos (FSC), se ha logrado eliminar la fracciéon lipidica de las



semillas, no obstante la eficiencia del proceso es muy baja, aumentando asi los costos de operacion [11], [21].
Otra técnica reportada es la extraccion asistida por enzimas (EAE) que facilita la liberacion de carotenoides
intracelulares, mejorando el rendimiento del proceso hasta un 80%, sin embargo, los altos costos de las enzimas
hacen inviable su aplicacion [21].

Dentro de los métodos de extraccion de bixina, el método de extraccion con alcali es bastante empleado,
siendo NaOH y KOH las bases mas comunes [11], [19], [24], [25]. La obtencién del colorante a partir de NaOH
es un procedimiento de bajo costo, y ha sido utilizado a concentraciones de 0.5%, 2% y 5% obteniendo
rendimientos alrededor de 2.15 £ 0.96% y 3.10 + 0.09% [20], [26], [27]. Por su parte, el KOH es la base mas
recomendada, reportando en la literatura los mayores rendimientos con valores aproximados de 4.85 + 0.15%
y 6.04 + 0.93% a concentraciones de 0.6%, 1% y 2% [18], [19], [24], [26].

En este trabajo se evaluaron tres medios alcalinos para el proceso de extraccion: NaOH, KOH y TEA. Este
ultimo, considerado novedoso para este uso, debido a que no se encuentran reportes en el tema. Su seleccion se
justifica al ser un compuesto organico lo que aumenta la afinidad con sustancias de ese tipo, en este caso un
carotenoide; lo cual es acorde a la literatura, donde se especifica que esta clase de compuestos mejora el
rendimiento de la reaccion [18].

En este proyecto se evalud de forma adicional el uso de las semillas de achiote enteras y molidas, con el fin
de establecer si el tamafio de particula afecta la extraccion del metabolito. Se ha determinado que el estado de
la materia prima puede influir de forma significativa en el rendimiento del proceso [2], [28]. Algunos autores
reportan que la trituracion de la semilla mejora el tiempo de extraccion, el rendimiento, reduce el uso de
solventes y mejora la calidad del extracto [28]. Por el contrario, otros autores argumentan que los mejores
rendimientos se presentan cuando la semilla no es triturada, debido a que el pigmento se encuentra en la
superficie de esta [2]. Por lo anterior, se plante6 ademas de determinar el medio alcalino ideal para la extraccion,
evaluar si esta es mejorada por la trituracion de la semilla, o si, por el contrario, este paso puede ser eliminado
en el proceso productivo, reduciendo los costos por compras de equipos de molienda.

En consecuencia, en esta investigacion se estudio una alternativa técnicamente viable para la produccion de
un colorante natural, que a futuro permita mitigar el efecto de los colorantes azo, debido a la posible reduccion
en su consumo. Se busco lograr un buen rendimiento respecto a los reportados en la literatura para la extraccion
de bixina y un buen grado de pureza aproximado, a partir de la implementaciéon y comparacion entre bases
tradicionales y un medio alcalino no convencional. Ademas, la evaluacion del colorante respecto al estado
inicial de la semilla permiti6 un analisis desde diferentes enfoques.

2. Materiales y métodos
2.1 Obtencion de las semillas

Las semillas de achiote (Bixa orellana) se obtuvieron de un mercado local en la Central Mayorista de
Antioquia, las cuales no necesitaron ningtin tratamiento previo a la experimentacion.

2.2 Evaluacién del medio alcalino para la extraccion de bixina a partir de semillas de achiote (Bixa
orellana)

2.2.1 Proceso de extraccion de bixina

Para la evaluacion del proceso de extraccion alcalina de bixina, inicialmente se prepararon las tres bases
seleccionadas, NaOH, KOH y TEA a una concentracion del 1.50% [24], [25]. Se emple6 una relacion 1:3 de
semillas: alcali, tomando 10 gramos de semilla entera de achiote y 30 mL del medio alcalino correspondiente
[24], [26]. Una vez entraron en contacto las semillas y la base, se agitaron a 140 rpm durante una hora [29];
posteriormente se dejaron en digestion por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se separaron las semillas del
medio y se adicionaron a un nuevo recipiente para la repeticion del proceso de digestion, bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas. Pasado el segundo periodo de digestion, se desecharon las semillas y
se reunieron los dos extractos de bixina obtenidos. El proceso se realizé a temperatura ambiente [24]. Estas
evaluaciones se desarrollaron con el alcali como unico factor de variacion y se realizaron tres réplicas de las
extracciones para cada nivel, organizadas aleatoriamente; para un total de nueve ensayos.

Cuando finaliz6 esta etapa, se procedié a la neutralizacion del sistema aplicando H3POa al 10% sobre el
material obtenido (extracto) en la digestion alcalina, empleando agitacion constante. Este acido se adiciond
hasta que se alcanzo6 un pH de 2.0-2.5 [29].



Posteriormente, se realizo el cambio de polaridad de la suspension, con el fin de lograr la floculacion del
colorante. Para ello se agregaron 46 gramos del floculante, constituido por un alcohol-éster entre tres y cuatro
atomos de carbono, y se decantd el material para la recoleccion del sélido. Finalmente, la bixina cruda obtenida
se seco al aire durante tres dias [29].

2.2.2 Determinacion de la pureza
e Estandar de bixina

Para la determinacion de la pureza, fue necesario obtener un estandar con el cual comparar los resultados de
las mediciones y fijar estos valores como parametros de referencia. El estandar comercial de bixina fue obtenido
por medio de la empresa Colorquimica.

e Medicion en el HPLC

Inicialmente, para la medicion en el HPLC se prepard una solucion inicial de la bixina estandar en metanol
a una concentracion de 50 ppm, esta con el fin de construir una curva de calibracion (Grafica 1) a partir de
diluciones, obteniendo concentraciones de: 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 15 ppm, requerida posteriormente para la
cuantificacion de las muestras y la obtencion del valor de pureza de cada una de estas. La inyeccion de las
diferentes soluciones de bixina se realiz6 acorde al protocolo de Renan Campos Chisté, et. [30]. Se ejecutaron
modificaciones al método de acuerdo a las especificaciones del equipo empleado (HPLC Agilent Technologies
modelo 1200) y de los instrumentos requeridos en la medicion. Las muestras de bixina preparadas para la
construccion de la curva se inyectaron en metanol a un volumen de 20uL y un flujo de 0.9 mL/min. Se utilizo
una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 5 pm, 250 mm x 4.6 mm a una temperatura de 29°C. La fase
movil consistid en un solvente A agua: acido formico (98:2, v/v) y un solvente B compuesto de metanol: acido
formico (98:2, v/v) con un gradiente de A:B 70:30 a 40:60 en 15 minutos, después de 40:60 a 20:80 en 10
minutos y finalmente de 20:80 a 5:95 en 10 minutos, manteniendo este ultimo por 10 minutos mas. El espectro
se obtuvo a una longitud de onda de 459 nm. Por ultimo, posterior a la construccion de la curva, se realizaron
las inyecciones al HPLC de los metabolitos obtenidos en el proceso de extraccion mediante diferentes medios
alcalinos, empleando las condiciones mencionadas anteriormente, y determinando asi el valor de pureza de cada
muestra, las cuales fueron inyectadas a una concentracion de 10 ppm.

Los resultados obtenidos, permitieron la evaluacion del factor tratamiento (NaOH, KOH y TEA) mediante
la variable de respuesta pureza, relacionada en este caso con la concentracion en unidades de partes por millon
(ppm). Este valor fue calculado para cada muestra mediante la correlacion del area del pico correspondiente a
cada corrida, analizados mediante una tabla ANOVA con un nivel de confianza del 95% y con la previa
verificacion de los supuestos.
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Grifica 1. Curva de calibracion de bixina estandar obtenida por HPLC



2.2.3 Determinacion del rendimiento

Para el calculo del rendimiento en peso seco, inicialmente se pesaron los 10 gramos de semillas de achiote,
requeridos en el proceso de extraccion, y se reportaron los valores reales empleando una balanza analitica marca
Sartorius modelo Entris con una precision de 0.0001 gramos. Luego, cuando se obtuvo la bixina cruda y se
secd, se tomaron los pesos finales de las diferentes muestras. Por tltimo, aplicando la Ecuacion 1 se determind
la relacion entre la cantidad de producto obtenido y la masa inicial de material vegetal.

Ecuacién 1. Rendimiento [11]

masa de bixina obtenida

% Rendimiento = 100

masa inicial de semillas de achiote

Finalmente, con los resultados de rendimiento de bixina como variable de respuesta, se llevo a cabo la
evaluacion del medio alcalino (factor tratamiento), por medio del andlisis de una tabla ANOVA con un nivel
de confianza del 95% y con la verificacion previa de los supuestos de la misma. Se realiz6 posteriormente el
test de rangos multiples requerido para determinar diferencias entre los niveles del tratamiento en evaluacion.

2.3 Evaluacion del efecto de la molienda en la extraccion alcalina de bixina de semillas de achiote (Bixa
orellana)

2.3.1 Reduccion de tamaiio

Para la evaluacion del efecto de la molienda del achiote en la extraccion, inicialmente se realizo la reduccion
de tamafio de las semillas empleando un molino de discos modelo Corona. Posteriormente, con el material
obtenido se realizo un analisis granulométrico, empleando los tamices de la serie Tyler y un equipo vibratorio
denominado ro-tap que permitiera la separacion de las semillas molidas. Después del tiempo de tamizado (30
minutos), se calcularon los diametros promedio de las particulas de achiote correspondientes a cada malla
(Tabla2).

Finalmente, se seleccion6 el material contenido en el tamiz No.50 como la materia prima para la extraccion
de bixina, a causa de que se requeria aumentar el area superficial del sélido con el propdsito de mejorar la
extraccion, al favorecer el contacto entre el pigmento y el medio alcalino [31]. Al trabajar bajo este supuesto y
de acuerdo a la malla elegida, se asegurd un tamafio de particula promedio de semillas de achiote de 4.46x1072
cm para las posteriores etapas del proceso.

Tabla 2. Tamices empleados en analisis granulométrico

Tamiz Abertura* (cm) Dp promedio* (cm)
4 47.50 47.50
8 23.80 35.65
10 19.99 21.89
30 5.94 12.97
50 297 4.46
Colector - 1.49

*Valores de abertura y didmetro x10
2.3.2 Proceso de extraccion de bixina

Se evalud el efecto de la molienda de las semillas de achiote en el rendimiento y pureza de la bixina,
empleando la extraccion alcalina con la base de mejores resultados, seleccionada en la etapa anterior. Para ello,
se tuvo como factor de estudio el estado inicial de la semilla, con los niveles semilla molida y semilla entera.
Se llevaron a cabo tres extracciones por cada nivel, empleando un tnico medio alcalino para la extraccion del
metabolito, realizando un total de seis ensayos. El proceso de extraccion ejecutado tuvo las etapas descritas en
el numeral 2.2.1, con las modificaciones enunciadas respecto al factor evaluado.



2.3.3 Determinacion de pureza

Se utilizo la técnica de cromatografia liquida (HPLC) descrita anteriormente, para la determinacion del valor
de pureza de las muestras, mediante la curva de calibracion construida a partir del estandar comercial de bixina,
empleado como compuesto referencia para la cuantificacion (ppm). La inyeccion de los metabolitos obtenidos
mediante diferentes estados de la semilla se realiz6 siguiendo el protocolo de Renan Campos Chisté, et. [30]
modificado, empleando las condiciones previamente mencionadas. Finalmente, con los resultados de pureza
como variable de respuesta, se realizé la evaluacion del estado de la semilla, mediante el analisis de una tabla
ANOVA con un nivel de confianza del 95% y con la previa verificacion de los supuestos.

2.3.4 Determinacion del rendimiento

Para el calculo del rendimiento se realizaron los pasos enunciados en el numeral 2.2.3, reportando los valores
de peso de la bixina extraida y de las semillas de achiote enteras y molidas. Finalmente, con los resultados de
rendimiento (variable de respuesta), se evalud el factor estado de la semilla mediante un analisis estadistico
unifactorial.

2.4 Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la bixina obtenida de las semillas de achiote
(Bixa orellana) por medio de extraccion alcalina

Para la evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la bixina, se emplearon dos técnicas instrumentales
y otras metodologias que permitieron la identificacion y el analisis cualitativo del metabolito.

Inicialmente, se tomaron dos miligramos del colorante y se ubicaron en el lente del espectrofotometro FT-
IR UATR Spectrum Two de PerkinElmer, para la identificacion de los grupos funcionales presentes en la bixina.

Luego, se realizd un barrido espectral mediante el espectrofotometro UV-Vis Spectronic modelo Genesys
2PC a una longitud de onda de 350nm a 700nm, empleando acetona como disolvente; con el objetivo de
determinar los picos de maxima absorbancia. Para ello, se tomd un miligramo del colorante y se disolvid en
acetona, posteriormente se dispuso en la celda de medicion. Ambas metodologias, se realizaron para el estandar
y para las muestras extraidas mediante diferentes medios alcalinos y estados de la semilla.

Adicionalmente se determin6 la humedad de las muestras. Para esto se peso inicialmente el s6lido obtenido,
se introdujo en una estufa y se dejo a 105°C por dos horas. Luego, se sacd y se dejo enfriar, posterior a esto se
pesoé. Este procedimiento se realizé varias veces, hasta que el peso se mantuvo constante. Por tltimo, aplicando
la Ecuacion 2, se determind el porcentaje de humedad:

Ecuacién 2. Porcentaje de humedad

peso final
% Humedad = ————— X 100
peso inicial

Para determinar la biomasa, inicialmente se peso el material vegetal y se realiz6 el proceso de extraccion.
Posteriormente se tomaron las semillas obtenidas luego de la etapa de digestion y se pesaron para determinar la
masa final. A continuacion, se presenta la formula aplicada para la determinacion de la biomasa.

Ecuacion 3. Cantidad de biomasa

. peso biomasa final
Biomasa = - —— X 100
peso semillas inicial

Finalmente, se determind el punto de fusion del pigmento. Como primer paso, se introdujo la bixina dentro
de un tubo capilar y se sell6 el otro extremo de este. El tubo fue unido a un termémetro y sumergido dentro de
silicona caliente para lograr el aumento de temperatura del sistema. Por ultimo, se report6 el punto de fusion
del metabolito correspondiente a la temperatura a la cual este cambio al estado liquido.

2.5 Analisis estadistico de los resultados

Para el presente proyecto de investigacion se realizaron dos disefios de experimentos correspondientes a dos
disefios unifactoriales, uno para el factor “medio alcalino”, con los niveles NaOH, KOH y TEA, y otro para el



factor “estado de la semilla”, con los niveles semilla molida y entera. Los demas factores presentes en el proceso
de extraccion se mantuvieron fijos. Se seleccionaron como variables de respuesta el rendimiento y la pureza,
realizando tres réplicas por experimento. Para el analisis estadistico, se empled el software R por medio de la
plataforma RStudio y las librerias readr, lattice, car, Imtest y agricolae.

El primer disefio de experimentos se enfoco en la seleccion del mejor medio alcalino para la extraccion de
bixina a partir de semillas de achiote, mediante el andlisis de la pureza y el rendimiento. Los valores obtenidos,
correspondientes a las dos variables de respuesta, se evaluaron por medio de una tabla ANOVA con un nivel
de confianza del 95% y con la verificacion previa de los supuestos del ANOVA. Se realizo el test de Shapiro-
Wilks para residuos con el fin de evaluar la normalidad, el test de Levene y Bartlett para evaluar la
homocedasticidad y el estadistico de Durbin-Watson para descartar correlaciéon o falta de independencia de
residuos. Por ultimo, se procedio a realizar el test de rangos multiples Tukey-HSD para los diferentes niveles
evaluados.

Posteriormente, mediante el segundo disefio de experimentos, se evalud el efecto de la molienda de las
semillas de achiote en el rendimiento y pureza de la bixina, empleando la metodologia de extraccion alcalina
con la base de mejores resultados, determinada en el analisis de la primera fase experimental. Los resultados
obtenidos, se evaluaron por medio de un test t para comparacion de medias con una confianza del 95%, con la
verificacion previa de los supuestos de la regresion lineal. Esto con el fin de determinar el caracter cuasi-normal
de los datos, la homogeneidad de varianzas de los residuos de los datos y la independencia de los errores, con
los test previamente enunciados para los supuestos del ANOVA. Finalmente, se realizo el analisis estadistico y
se selecciond el estado de la semilla ideal para el proceso de extraccion empleado.

3. Resultados y analisis

3.1 Evaluacién del medio alcalino para la extraccion de bixina a partir de semillas de achiote (Bixa
orellana)

Analizando el proceso de extraccion de bixina por medio de diferentes alcalis, se logrd determinar la
influencia de estos en la cantidad de material colorante obtenido, lo cual se comprobd mediante los rendimientos
calculados. Los valores presentados en la Grafica2 permiten evidenciar que el uso de KOH en la obtencion de
bixina es el alcali que logra mayor recuperacion del producto de interés, con un valor de rendimiento medio de
5.26 £0.31%, porcentaje comparable con los datos encontrados en la literatura, donde se reportan rendimientos
aproximados de 4.85 £ 0.15% y 6.04 £ 0.93% a concentraciones de 0.6%, 1% y 2% [24], [26], [18],[19].
[18],[19]. Esto es acorde a lo demostrado en articulos cientificos e indexados, donde se menciona que el medio
alcalino por el cual se logra la mayor extraccion del pigmento es el KOH [26].

Por su parte, para la extraccion con NaOH, la relacion semillas enteras vs. material colorante extraido
alcanzo un valor de 4.27+ 0.12%. Este resultado, si bien es similar con los datos encontrados en la literatura de
2.15£0.96% y 3.10 £ 0.09% [26], [27], [20], presenta una leve desviacion al ser superior en un 49.65% y
27.40% respectivamente; esto se podria justificar en el proceso de extraccion de las nueve muestras obtenidas
correspondientes al primer disefio de experimentos, en el que no se realiza una etapa de purificacion, por lo
que probablemente, la masa de las impurezas es tenida en cuenta para el calculo de este porcentaje.
Adicionalmente, la diferencia entre los resultados tedricos y experimentales se puede deber a la metodologia de
extraccion empleada, ya que a pesar de que se obtuvieron mediante el uso del mismo medio alcalino, el método
y el procedimiento de extraccion varia, lo que repercute en la cantidad del producto final.
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Grifica 2. Porcentaje de rendimiento medio vs. medio alcalino

*Letras distintas representan grupos estadisticos significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Para la extraccion con TEA se registraron los rendimientos mas bajos, con un valor medio de 1.81+ 0.16%,
lo que permite afirmar que este alcali no representa un medio ideal para la obtencion de este tipo de pigmento;
lo anterior teniendo como unico enfoque la cantidad de material extraido. Esto se justifica en la baja alcalinidad
de la TEA al ser una base menos fuerte que el NaOH y el KOH, condicion que desfavorece la extraccion del
metabolito, ya que al ser la bixina un acido relativamente débil requiere de una base fuerte para la obtencion de
la mayor cantidad de pigmento. Lo mencionado, se evidencia en los resultados de rendimiento, en los que el
KOH al ser el alcali mas fuerte logra la mayor recuperacion del colorante a partir de una masa fija de material
vegetal.

Al evaluar la calidad del extracto obtenido mediante los diferentes medios alcalinos, se determind, por una
cuantificacion en el HPLC la pureza en cada nivel de tratamiento. En la Grafica 3 se presentan las
concentraciones medias donde se evidencia que la diferencia entre estas no es significativa, por lo que el alcali
no representa un factor de variacion determinante en los valores de pureza.
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Grifica 3. Grado de pureza medio vs. medio alcalino

Letras iguales representan grupos estadisticos sin diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%.

Adicionalmente, se expone el cromatograma de la bixina estandar (Colorquimica), el cual contiene las
mismas sefiales que el presentado en el protocolo, donde identifican el pico b (Figura 1) como bixina, lo anterior
sustentado mediante espectroscopia de masas [30]. Si bien, aunque se obtiene igual separacion de componentes,



se observan diferencias en los tiempos de retencion del metabolito, el cual teéricamente eluye a un tiempo de
38.65 minutos [30], contrario al valor obtenido experimentalmente de 35.18 minutos (Figura 2). Esta variacion
se puede justificar en la marca del equipo, y la referencia y el posible desgaste de la columna empleada, lo que
podria afectar los resultados del HPLC, asi este se haya realizado bajo las mismas condiciones.
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Figura 1. Cromatograma del protocolo empleado para HPLC [30]

Respecto a los picos seleccionados dentro del cromatograma de bixina estandar para la construccion de la
curva, se tomaron las dos sefiales expresadas, ya que si bien, en diferentes articulos se menciona que el mayor
pico corresponde a este metabolito, no se contaba en esta investigacion con la posibilidad de realizar otras
técnicas que identificaran el contenido de cada uno de estos y posteriormente asegurar que el pico mayor
presentara unicamente bixina. Por lo tanto, para las muestras extraidas se consider¢ el area de ambas sefiales
para su cuantificacion, las cuales fundamentadas en la teoria contienen; pico ¢: cis-bixina o trans-norbixina
[23]; compuestos que por su semejanza en la estructura molecular son afines y eluyen a las condiciones dadas,
y pico d: en su mayoria bixina.
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Figura 2. Cromatograma de bixina estandar (Colorquimica) obtenido por HPLC

A continuacion, se presenta el cromatograma del metabolito extraido empleando KOH (Figura 3). Cabe
mencionar, que las sefiales obtenidas para las nueve muestras de bixina (con los tres medios alcalinos) son
comparables entre si, por lo que Gnicamente se expone uno de estos.

Se puede observar que, aunque se obtienen los dos picos caracteristicos del cromatograma, estos presentan
una menor resoluciéon al poseer un ancho de banda mayor, lo que se puede justificar en el contenido de
impurezas de las muestras, al no realizar un proceso de purificacion que mejore la definicion de las sefiales.
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Figura 3. Cromatograma de bixina en medio KOH con semilla entera obtenido por HPLC

Mediante un analisis estadistico, empleando la tabla ANOVA, se logr6 determinar el buen ajuste del modelo
a los datos y el efecto que tiene el medio alcalino en el porcentaje de rendimiento, observando diferencias
significativas para los niveles del factor tratamiento y estableciendo diferencias entre estos para esta variable
de respuesta (valor p= 7.6x10). Por su parte, los valores de R? (0.958) y R?(0.944) ajustado nos permiten
afirmar la buena precision del modelo y la alta relacion entre la variable predicativa y la variable de respuesta.
Finalmente, posterior a la verificacion de los supuestos del ANOVA se realizo6 el test de Tukey, el cual permitié
concluir que la media de los tres alcalis empleados es estadisticamente diferente, siendo mayor la media cuando
se aplico KOH, posteriormente NaOH, y la media mas baja se alcanzo cuando se aplico TEA. Al analizar la
variable de respuesta pureza, se encontrd que no existen diferencias significativas entre los niveles (valor
p=0.885), por lo que el medio alcalino empleado, no afecta el grado de pureza obtenido en las muestras.

3.2 Evaluacion del efecto de la molienda en la extracciéon alcalina de bixina de semillas de achiote (Bixa
orellana)

Se realizd un analisis sobre el efecto de la molienda de las semillas del achiote en el proceso de extraccion,
determinando la influencia del estado de estas en la cantidad de material colorante obtenido. Para la ejecucion
de esta etapa, se tomaron los resultados logrados en el primer disefio de experimentos, el cual permitid
seleccionar el KOH como el mejor medio de extraccion de bixina, es decir, el alcali se mantuvo como un factor
fijo en este proceso.

Los valores presentados en la Grafica 4 permiten evidenciar que la semilla molida en la obtencion del
metabolito es el estado que logra mayor recuperacion del producto de interés, con un rendimiento medio de
35.36 £0.44%, porcentaje comparable con los datos encontrados en la literatura, donde se reportan rendimientos
aproximados de 41% y 47.5%, obtenidos con una solucion de KOH al 2% [26]. Adicionalmente, realizando una
comparacion entre los valores medios alcanzados para cada estado de la semilla, se determiné una diferencia
del 31.06 + 0.33% entre ambos rendimientos, lo cual se justifica en el rompimiento de las paredes celulares de
las semillas, generado en el proceso de molienda, esto facilita la extraccion en conjunto de lipidos, proteinas,
carbohidratos y otros compuestos que aumentan la cantidad de material colorante extraido.

Por lo tanto, aunque el proceso de molienda aumenta la relacion semillas vs. material colorante extraido, es
posible afirmar que este rendimiento presenta mayor proporcion de impurezas, lo cual se evidencia en la
concentracion (ppm) promedio alcanzada para la muestra molida (0.80 £+ 0.11 ppm), la cual es inferior en 0.18
+ 0.01 ppm al valor de semilla entera, lo que nos indica que la cantidad de la de bixina efectiva obtenida es
menor.
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*Letras distintas representan grupos estadisticos significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Se evaluo la calidad del extracto obtenido mediante los diferentes estados de semilla por una cuantificacion
en el HPLC. En la Grafica 5 se presenta la pureza en cada nivel de tratamiento, donde se evidencia que la
diferencia entre estos no es significativa, por lo que iniciar el proceso de extraccion a partir de semilla molida
o0 entera, no representa un factor de variacion determinante en los valores de pureza.
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Grifica 5. Grado de pureza medio vs. estado de la semilla

* Letras iguales representan grupos estadisticos sin diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%.

A continuacion, se expone uno de los cromatogramas del metabolito extraido a partir de semilla molida
(Figura 4), ya que las sefiales obtenidas a partir de este estado de semilla son comparables entre si. Para el caso
de semilla entera, el cual se presentd en la Figura 3, se puede observar que el area del pico correspondiente a
los isdmeros de la bixina (pico e) es menor comparativamente con el area resultante para la semilla molida (pico
g). Esto es acorde con los valores de pureza obtenidos en esta etapa de la experimentacion, ya que si bien, los
resultados son similares, con una diferencia de 0.18 £ 0.01 ppm, se logra extraer un pigmento de mayor pureza
a partir de semilla entera, por lo tanto, la sefial que representa estas sustancias estructuralmente semejantes es
de un 4rea menor.
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Figura 4. Cromatograma de bixina en medio KOH con semilla molida obtenido por HPLC

Mediante un analisis estadistico, se logro determinar el efecto que tiene el estado de la semilla en la cantidad
de material coloreado obtenido. A partir de la tabla ANOVA, se logrd determinar el buen ajuste del modelo a
los datos y el efecto que tiene el estado de la semilla en el porcentaje de rendimiento, observando diferencias
significativas para los niveles del factor y estableciendo diferencias entre estos para esta variable de respuesta
(valor p=2.81x107). Por su parte, los valores de R?(0.999) y R?(0.999) ajustado nos permiten afirmar la buena
precision del modelo y la alta relacion entre la variable predicativa y la variable de respuesta. Finalmente,
posterior a la verificacion de los supuestos del ANOVA se realiz6 el test de Tukey, el cual permitioé concluir
que la media de los dos estados de la semilla es estadisticamente diferente, siendo mayor la media cuando se
emple6 semilla molida y menor cuando se inicid el proceso con semilla entera. Al analizar la variable de
respuesta pureza, se encontré que no existen diferencias significativas entre los niveles (valor p=0.326), por lo
que el estado de la semilla no afect6 el grado de pureza obtenido en las muestras. En conclusion, se selecciona
semilla molida como el estado de semilla ideal para los procesos de extraccion de bixina desde el enfoque y el
alcance propuesto para el proyecto.

3.3 Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la bixina obtenida de las semillas de achiote (Bixa
orellana) por medio de extraccion alcalina

3.3.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se realizaron 16 mediciones en el espectrofotometro FT-IR, correspondientes al estandar de la bixina y a las
muestras obtenidas mediante la ejecucion de los dos disefios de experimentos.

Para el analisis de la bixina estandar se realiz6 una comparacion entre el infrarrojo obtenido y cuatro
espectros reportados en la literatura. En la Tabla 3 se presentan las principales bandas de absorcion de los
espectros teodricos y los valores obtenidos en la presente investigacion.

Tabla 3. Sefiales de espectros FT-IR (cm™)

Bixina Bixina Bixina
estindar Bixina estiandar estandar
23] 23] [32] (Colorquimica) Vibraciones
3420 3417 3432 3179 Estiramiento del OH del grupo -COOH
2957 - 2971 R Doblamiento H-C-H
2017 2924 2919 2918 Doblamiento del H-C-H de alcanos y alquenos
2850 2853 2850 . Doblamiento del H-C-H -Estiramiento de alcanos y alquenos
1731 1717 1713 1716 Estiramiento del C=0 del -COOH
- - 1631 - Estiramiento C=C
1620 1617 - 1608 Doblamiento del O-H
- 1562 - 1561 Doblamiento del O-H
- - 1518 1516 Estiramiento C=C
1469 - 1458 _ Estiramiento C=C

- 1426 1432 1426 Estiramiento C=C



1378 1378 1380 1378 Doblamiento en balanceo de los grupos CHs

- - 1350 R Estiramiento simétrico del grupo CHs del O-CH3
- 1256 - 1254 Estiramiento del C=0
1220 - - . Estiramiento del C=0
1180 - 1200 1209 Vibracion simétrica y asimétrica del grupo -C-O-C estiramiento del C=O
- 1160 1160 1158 Vibracion simétrica y asimétrica del grupo C-O-C
- 963 - 962 Vibracion de balanceo del CHz
- 846 - 849 Acoplamiento de vibraciones de estiramiento C-O
- 826 - 826 Vibracion del metileno terminal
720 722 - 727 Vibraciones de balanceo del CHz de cis-carotenoide

En las primeras dos columnas, se observan las vibraciones de dos espectros de bixina, los cuales
corresponden a un estandar comercial y al pigmento extraido mediante una metodologia especifica de estudio,
encontrados en el articulo “Effects of Cyclohexane/Acetone Ratio on Bixin Extraction Yield by Accelerated
Solvent Extraction Method” [23]. Las dos columnas adicionales, presentan las bandas observadas para una
bixina de alta pureza de la compaifiia Aldrich Milwaukee [32] usada en la investigacion “Separation of norbixin
from Bixa orellana seed raw dye by Aliquat-336” y el estandar de bixina (Colorquimica) empleado en esta
investigacion.

Al analizar las vibraciones de estos cuatro infrarrojos se encuentra que ninguno de ellos coincide
completamente en todas sus bandas, sin embargo, se observa que existe una buena correlacion entre estos
espectros.

Realizando una comparacién entre la bixina de la compafiia Aldrich [32] y el estandar empleado en dicho
trabajo, se observa que ambos poseen la sefial del grupo C=0 casi a la misma frecuencia, 1713cm™ y 1716cm
! respectivamente, lo que indica que la bixina utilizada en esta investigacion corresponde a un metabolito con
un bajo nivel de impurezas, al presentar un valor semejante respecto a la banda de este grupo funcional, pico
caracteristico de la misma. Ademas, desde 2919cm™ hasta 1160cm™ [32] estos pigmentos presentan sicte
absorciones con longitudes muy similares, con variaciones inferiores al 0.80%. Lo anterior, permite afirmar que
el estandar de bixina fue el adecuado para su aplicacion como espectro patron en el analisis de las muestras
extraidas mediante diferentes medios alcalinos y estados de semilla.

En la Figura 5 se pueden observar las principales bandas de absorbancia correspondientes al estandar de
bixina, listados en la Tabla 3.
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Figura 5. Espectro FT-IR de bixina estandar
*Los picos sefialados corresponden a las bandas caracteristicas de la bixina

Para el andlisis de los pigmentos extraidos mediante diferentes bases diluidas y estados de semilla, se realiz6
una comparacion frente al espectro estdndar, a partir de la identificacion de las moléculas presentes en el
material. Para ello, se reconocid la estructura molecular de la bixina (Figura 6), la cual contiene en sus extremos
un acido carboxilico y un éster, determinados como los grupos funcionales principales, ademas de las
instauraciones que posee en su cadena carbonada.



Figura 6. Estructura molecular de la bixina [30]

La bixina, denominada de acuerdo a su nomenclatura quimica como metil hidrégeno 9'-cis-6,6'-
diapocaroteno-6,6'-dioato incluye dentro de sus bandas mas importantes los siguientes picos caracteristicos: la
vibraciéon -OH (3171cm™), el doblamiento H-C-H (2922-2854cm™), el estiramiento C=0 (1716cm™), la
deformacion axial asimétrica C=C (1612cm™), el estiramiento C-O (1254-1175cm™) y la vibracion del grupo
metileno (962cm™), estas asignaciones corresponden a los datos tedricos encontrados para este compuesto [17].
En la Tabla 4, se pueden observar las bandas principales identificadas en las diferentes muestras de bixina. Si
bien, se obtuvieron tres espectros para cada tipo de base empleada (NaOH, KOH y TEA) y para cada estado de
semilla (entera y molida) inicamente se presenta los valores de un espectro por nivel, ya que no se evidencian
diferencias aparentes en las sefiales de absorcion entre réplicas.

Tabla 4. Sefiales de espectros FT-IR experimentales para cada nivel (cm™)

egg";ggr KOH NaOH TEA Molida Vibraciones
3179 3170 3198 3186 3193 Estiramiento del OH del grupo -COOH
2918 2919 2916 2920 2922 Doblamiento del H-C-H de alcanos y alquenos
1716 1715 1716 1716 1717 Estiramiento del C=0 del -COOH
1608 1607 1606 1606 1608 Doblamiento del O-H
1561 1563 1562 1562 1563 Doblamiento del O-H
1516 1510 1508 1520 1509 Estiramiento C=C
1426 1425 1425 1425 1426 Estiramiento C=C
1378 1377 1377 1377 1378 Doblamiento en balanceo de los grupos CH3
1254 1254 1253 1254 1254 Estiramiento del C=0
1209 1209 1208 1209 1209 Vibracion simétrica y asimétrica del grupo -C-O-C estiramiento del C=O
1158 1158 1157 1159 1160 Vibracion simétrica y asimétrica del grupo C-O-C
962 961 961 961 962 Vibracion de balanceo del CH2
849 848 847 848 849 Acoplamiento de vibraciones de estiramiento C-O
826 825 825 826 827 Vibracion del metileno terminal
727 740 726 726 730 Vibraciones de balanceo del CHz de cis-carotenoide

De manera cualitativa, analizando las diferencias en los espectros de cada alcali, se observa que poseen una
alta similitud frente al estandar, lo que permite afirmar que el metabolito obtenido es bixina para cada tipo de
extraccion realizada. Lo anterior, se soporta ademas en la presencia de los picos caracteristicos de dicho
pigmento, los cuales se exponen en la Figura 7. Adicionalmente, se identific6 que los nimeros de onda
mostrados para la bixina extraida mediante las tres bases de estudio son bastante similares, presentando la mayor
diferencia en la vibracion correspondiente al estiramiento del —OH, sin embargo, las bandas de estos espectros
comparativamente frente al estandar presentan una variacion que no supera el 0.60%
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Figura 7. Espectro FT-IR de bixina extraida a partir de semilla entera en medio KOH

Respecto al analisis del segundo disefio de experimentos, Unicamente se presentan las absorciones
correspondientes al estado de la semilla molida, ya que para la semilla entera los valores coinciden con el medio
KOH, debido a que en la segunda etapa solo se realizo la extraccion empleando esta base diluida. Al evaluar
las vibraciones del metabolito obtenido a partir de este estado de la semilla, se determina que los valores para
las tres réplicas presentan alta similitud entre si. Adicionalmente, comparando el estandar de bixina frente a las
bandas de absorcion identificadas en este espectro, las cuales se exponen en la Figura 8, se determina que son
bastante similares presentando una variacion inferior al 0.45%.
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Figura 8. Espectro FT-IR de bixina extraida a partir de semilla molida en medio KOH

Finalmente, mediante la comparacion de estos espectros y las diferencias identificadas respecto al estandar
se puede indicar el contenido de otros posibles compuestos en el extracto. De acuerdo a literatura encontrada
sobre el tema, se sugiere la presencia de carotenoides menores, como el B-caroteno, la criptoxantina, la luteina,
la zeaxantina y la metil bixina, sustancias que podrian justificar las variaciones mencionadas [23].

3.3.2 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Se realiz6 la medicidn en el espectrofotometro UV-Vis del estindar empleado, el cual presento los picos de

maxima absorbancia caracteristicos de la bixina, a un lambda (A) de: 487, 457 y 429 nm (Figura 9).
Adicionalmente, comparando estos valores frente a los espectros obtenidos para las muestras experimentales
correspondientes a los dos disefios de experimentos, se identificd que estos coinciden totalmente con los
presentados en la literatura, ademas se determin6 que el método de extraccion (medio alcalino y estado de la
semilla) no genera una variacion aparente en las longitudes de onda obtenidas para cada metabolito. Lo anterior,
permite verificar por medio de este estudio colorimétrico que el producto obtenido es bixina.
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Figura 9. a) Espectro UV-Vis de bixina estandar b) Espectro UV-Vis de bixina extraida en medio KOH con semilla molida

Cabe resaltar que este andlisis no es totalmente riguroso, ya que sin realizar un posterior proceso de
purificacion, esta técnica se limita a reportar que en el contenido de la muestra evaluada se encuentra presente
la sustancia de interés, aunque existan otros compuestos encontrados en el extracto, los cuales no son detectables
o diferenciables mediante este metodologia instrumental como fue el caso de esta investigacion. Lo anterior, se
fundamenta en el funcionamiento y la teoria aplicada por el espectrofotometro UV-Vis, el cual identifica los
grupos cromoéforos para el analisis de la sustancia, razon por la cual compuestos similares como la bixina y
norbixina pueden obtener el mismo espectro. Por tal motivo, se desarrollaron métodos como la
espectrofotometria infrarroja para la identificacion del metabolito y el HPLC para la determinacion del grado
de pureza de las muestras obtenidas en el proceso.

3.3.3 Punto de fusién, biomasa y humedad

Se determind el punto de fusion del estandar mediante el método del capilar, para el cual se obtuvo un valor
de 216°C, presentando una variacion de 0.46% respecto al reportado en la literatura (217°C) para este
metabolito [33]. Adicionalmente, se realizdé la medicion para una de las muestras de bixina extraida
(seleccionada aleatoriamente), obteniendo un valor de 220°C, con una diferencia de cuatro grados
comparativamente frente al estandar empleado en esta investigacion. Esta discrepancia en los resultados se
puede justificar en la falta de pureza del producto, ya que la metodologia de extraccion empleada se enfoca en
la separacion del pigmento de otros compuestos contenidos en la semilla como: lipidos, proteinas y
carbohidratos, y no en la separacion entre bixina y demas tipos de colorantes quimicamente similares como la
norbixina.

A continuacion, se presentan los valores de las demas propiedades fisicoquimicos determinadas:

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de la bixina

Propiedades fisicoquimicas

Humedad 10.60%
Biomasa 79.40%

4. Conclusiones

Mediante la aplicacion de un proceso de extraccion alcalina a partir de semillas de achiote (Bixa orellana)
se logro la obtencion del colorante natural bixina, determinado como el metabolito de interés e identificado
mediante la ejecucion de diferentes técnicas instrumentales. Se evidencié el efecto que posee la variacion del
alcali en la cantidad final de material colorante obtenido, alcanzando la mayor recuperacion de bixina mediante
el empleo de KOH, con un rendimiento medio de 5.26 + 0.31%. Lo anterior, fundamentado en su alta
alcalinidad, siendo considerado como una base fuerte. Para la evaluacion de la calidad del extracto, se determind
el grado de pureza obtenido mediante las diferentes bases diluidas, donde se identific6 que los resultados
registrados para cada nivel no poseen diferencias significativas, por lo que el alcali no represent6 un factor de
variacion en los valores de pureza encontrados. Por lo tanto, mediante el andlisis en conjunto de las dos variables
de respuesta mencionadas, se determind como medio alcalino ideal para la extraccion de bixina el KOH.



Se evalu6 el proceso de extraccion alcalina de bixina mediante la variacion del estado de la semilla, molida
o entera, lo cual permiti6 evidenciar el efecto que posee este factor sobre la cantidad final de colorante obtenido.
Se determind que el proceso de extraccion a partir de semilla molida alcanzé mayores rendimientos, reportando
un valor medio de 35.36 + 0.44%, el cual representd estadisticamente un valor significativo. Para la
determinacion de la pureza del extracto obtenido, se identificé que los resultados encontrados para cada estado
de la semilla no son significativamente diferentes, por lo que iniciar el proceso a partir de material molido o no
molido, no genera un efecto en la concentracion final (ppm) del metabolito extraido. En consecuencia, mediante
la evaluacion simultanea de las dos variables de respuesta analizadas, se determiné la semilla molida como el
estado ideal para los procesos de extraccion de bixina.

Se determiné el punto de fusion (220°C), porcentaje de humedad (10.6%) y porcentaje de biomasa (79.40%),
correspondientes a las caracteristicas fisicoquimicas de la bixina, las cuales permitieron identificar y concluir
que el metabolito obtenido a través de la metodologia aplicada corresponde al colorante de interés; lo anterior
justificado en la comparacion de los valores tedricos y el estandar comercial empleado, respecto a los resultados
obtenidos; a través de las técnicas instrumentales realizadas. Asi mismo, de manera cualitativa se determind la
presencia de impurezas, que disminuyen la calidad del extracto, por lo que se recomienda para futuras
experimentaciones la aplicacion de tecnologias y procedimientos con etapas posteriores de purificacion que
permitan obtener un metabolito con un mayor grado de pureza.
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