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Introduccion

1. Introduccion

Los pigmentos son los responsables del color y se pueden encontrar en cualquier
sitio, aun mas, son una caracteristica que hace mas llamativos a los alimentos. Esta
es asociada con el grado de aceptacion del mismo asi como de las condiciones de
su consumo, donde el hombre finalmente liga todo esto a la calidad comercial de un
producto.

La clasificacion de los colorantes puede hacerse de diferentes formas, una de
estas lo hace en funcién a su origen donde se pueden distinguir los sintéticos o
artificiales y los naturales; esta ultima denominacion es atractiva en el area de los

alimentos, ya que la palabra “natural” genera un prejuicio favorable (Multon , 2000).

Los pigmentos mas importantes de origen vegetal son los carotenoides, dicha
familia se encuentra formando diferentes compuestos quimicos, como la luteina que
esta esterificada con varios acidos grasos presentes en la flor de cempoalxochitl,

contenidos en los pétalos de la misma (Badui, 1988).

Actualmente estas flores son utilizadas como complemento del alimento de aves
de corral para alcanzar las pigmentaciones requeridas por el consumidor (Delgado,
1997).

El pigmento de la flor se extrae como una sustancia de origen lipidico, con
solventes organicos, este proceso reporta perdidas del pigmento (50%). Lo anterior
aunado al considerable problema ambiental y otros riesgos que implica el uso de
solventes organicos, han llevado a la utilizacién de procedimientos de extraccion
acuosa y/o con un pre-tratamiento enzimatico, que permitan incrementar los
rendimientos de extraccion y eliminar el uso de los mismos. Estos procedimientos

han demostrado ser funcionales en la extraccion de pigmentos, aunque todavia no a
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nivel industrial (Avila y col.,, 1990 ; Christensen , 1989; Williams, 1992; Pommer,
1994; Rosenthal y col., 1996; citados por Delgado,1997).

Debido a esto se ha propuesto en el desarrollo de este trabajo la implementacion
de un pre-tratamiento enzimatico con celulasas que permita la degradacién de la
celulosa contenida en los pétalos de la flor de cempoalxochitl, para asi obtener una
mayor recuperacion del pigmento mediante procesos de filtrado y de prensado,

obteniendo de esta manera un producto libre de agentes tdxicos y de contaminantes.

Objetivo General:

Evaluar un método de biolixiviacidn enzimatica en medio acuoso como alternativa

en la extracciéon de pigmento de la flor de cempoalxochitl.

Objetivos especificos:

e Realizar el analisis del sustrato (flor) para obtener componentes

mayoritarios, y asi determinar la factibilidad del uso de enzimas especificas.
e Evaluar condiciones 6ptimas para la realizacién de la hidrélisis enzimatica.

e Realizar la recuperacién del pigmento extraido mediante filtrado y prensado

del sustrato digerido.

e Caracterizar el pigmento obtenido mediante espectroscopia Infrarrojo.



2. Revision de Literatura

2.1. Colorantes

2.1.1. Definicion.

Los colorantes son importantes en la industria alimenticia, pues son utilizados
como aditivos. De acuerdo a la definiciébn proporcionada por la Food and Drugs
Administration (FDA, 1986) es cualquier colorante, pigmento u otra sustancia
obtenida por sintesis, o extraida, aislada o derivada, con o sin intermediarios del
cambio final de identidad a partir de un vegetal, animal o mineral u otra fuente, y que
cuando esta es afadida o aplicada a los alimentos, medicamentos, cosméticos u otra
fuente, el cuerpo humano o cualquier parte, por si misma es capaz (solo a través de

la reaccién con otra sustancia) de impartir color (Rodriguez, 2002; Fennema, 2000).

2.1.2. Importancia

El color es muy importante ya que es el primer contacto que existe entre el
producto y el consumidor; donde este ultimo juzga por su apariencia y
posteriormente por su textura y sabor, es ahi donde toma gran importancia. La
mayoria de los alimentos, tanto en forma natural como procesada, tienen una
pigmentacion caracteristica por la cual el consumidor los identifica; es por ello que
muchos fabricantes normalizan sus productos, con la ayuda de estos aditivos para
evitar que el consumidor tenga cierto grado de desconfianza al encontrar variacion
en estos (Badui, 1988).

La coloracion constituye entonces un factor decisivo en la eleccién de un
alimento. Esta propiedad se relaciona con la madurez, con la presencia de
impurezas, con la puesta en marcha apropiada o defectuosa de un tratamiento
tecnolégico, con las condiciones apropiadas o no de almacenamiento, alteracion
microbiana, etc. Esta informacion persuasiva ligada a la publicidad es la que
modifica el comportamiento del comprador, y éste tiende a evitar productos con un
color inhabitual; se puede decir también que en el espiritu del consumidor, el color

esta asociado al sabor o al aroma del alimento (Multon, 2000).
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2.1.3. Clasificacion

La clasificacién de los colorantes puede hacerse de diferentes formas: a partir de
su caracteristica fundamental, segun el color; de acuerdo a su naturaleza quimica, en
funcién a su solubilidad en base a su certificacidon, por su grupo cromoforo, y por su
origen, donde se pueden distinguir los sintéticos y los naturales (Multon, 2000;
Garcia, 1999).

Una de las clasificaciones anteriormente citadas hace referencia a su origen y los
divide en: naturales y sintéticos, los cuales a su vez pueden tener un origen organico
e inorganico. Los pigmentos naturales deben provenir de organismos vivos o de
seres inanimados de la naturaleza, en tanto que los colorantes artificiales son
sintetizados en el laboratorio (Deman, 1980; Bauerdfeind, 1981; citados por

Delgado,1997). En la Figura 1 se muestra la clasificacion.

[ / 4 Antocianinas

Vegetales ) Betalainas

Organicos Carotenoides
< Flavonoides
. ClAarnfila
Naturales < Animales Acido carminico
Acido kermésico
N Otros
Colorantes ]
. ) Azul ultravioleta
Inorganicos Minerales o o
Didxido de titanio
\ Nanrn rarhAn
Sintéticos . Azo
Organicos _
Antraquinonas
\ Nirne

Figura 1.Clasificacion de los colorantes (Garcia, 1999).
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La clasificacion con base en su certificacion, los agrupa en dos bloques; Los
colorantes que no requieren certificacion y los que la requieren . Los primeros
incluyen a los colorantes naturales y los segundos a sustancias quimicamente

sintetizadas con alto grado de pureza (Garcia, 1999).

2.1.3.1. Colorantes de origen quimico
2.1.3.1.1. Definicién

De acuerdo a su origen y procedencia, los colorantes producidos por sintesis

quimica y con un alto grado de pureza, se les consideran sintéticos (Garcia, 1999).

En 1856 el quimico Inglés Perkin descubri6 el primer colorante organico sintético
de importancia comercial, llamado mauve, purpura de anilina o purpura de Tiro. Este
descubrimiento permitid el incremento de investigaciones sobre otros colorantes

sintéticos (Garcia, 1999).

2.1.3.1.2. Usos y ventajas.

Los colorantes sintéticos han sido muy usados, por las ventajas que estos
representan sobre los naturales, como: uniformidad, valor tintéreo, gran variedad de
colores, firmeza del color, amplio intervalo de tinte, bajo costo en su uso, alta
efectividad, baja variacion de lote a lote, inodoro e insaboro (Madrid,1994). Sin
embargo muchos causan problemas para la salud. La FDA (Food and Drugs
Administration) en la clausula Delaney incorporada en 1958, se basa en la
determinacién de cierto riesgo de cancer por algunos aditivos coloridos y establece la
prohibicion de que ningun aditivo puede ser utilizado si se comprueba que induce el

cancer, cuando es ingerido por el hombre o por algun animal (Garcia, 1999).

Algunos otros causan al parecer dafios menores como alergias, por ejemplo
urticaria. La tartrazina, causa reacciones adversas como el asma o rinitis, ademas,
también parece agravar sintomas de hiperactividad, especialmente en nifios
(Walford, 1980; Garcia, 1999).
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Los colorantes artificiales han perdido popularidad porque se requiere de
productos con mejor calidad nutricional y sin problemas técnicos al momento de

mezclarlos con otras sustancias.

2.1.3.2. Colorantes naturales
2.1.3.2.1. Definicion

Los pigmentos o colorantes naturales, pueden provenir de dos tipos de fuentes
organica e inorganica, ambos se pueden encontrar en plantas, animales,
microorganismos y minerales (Deman 1980; Bauernfeind, 1981, citado por
Delgado,1997).

La mayoria de los colorantes naturales se encuentran en el protoplasma de las
células vegetales, dentro de los plastidos, y en algunos casos cuando éstos son

solubles en agua, se encuentran dentro de las vacuolas de las células (Badui, 1989).

Sin duda existe una gran variedad de colores en los alimentos que se consumen,
esto debido a ciertos compuestos organicos, se citan a los carotenoides en primer
lugar por considerarse de mayor importancia tecnolégica en el area de alimentos.
Aun cuando existe una gran variedad de pigmentos como: la clorofila, las
antoncianinas, los flavonoides, los taninos, las betalainas, la mioglobina y la

hemoglobina, por mencionar a los principales grupos de pigmentos naturales.

2.1.3.2.2. Usos

Existe hoy en dia un considerable interés mundial en el desarrollo de los
colorantes naturales (Santos, 1988). Esto se debe a la necesidad de expansion de la
variedad de colorantes y a la implicacion de éstos que al ser naturales son seguros
(Marmion, 1979).
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2.1.3.2.3. Legislacion

Los colorantes de origen natural asi como los idénticos a ellos, no requieren

certificaciéon, pero deben cumplir con las siguientes especificaciones:

Contenido de arsénico: no mas de 3 mg/kg

Contenido de plomo: no mas de 10 mg/kg.

Contenido de mercurio: no mas de 1 mg/kg.

Contenido de pérdidas por desecacién: no mas de 0.2%.
Contenido de residuos de ignicién: no mas de 0.2%.

Contenido de colorantes organicos naturales por cromatografia sobre papel, cepa

fina y de columna.

Estas especificaciones se encuentran aun como anteproyecto en las Normas
Oficiales Mexicanas (CANACINTRA, 1988).

Dependiendo del pais existe una legislacion diferente para el uso de colorantes, ya
sea naturales o sintéticos. En nuestro pais no existe un reglamento especifico que

regule la utilizacion de estos (Tafoya, 1999; en Garcia, 1999).
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A continuacion se muestran los colorantes permitidos en México (Cuadro 1).

Cuadro 1.Colorantes permitidos en México (Diario Oficial de la Federacion,
en: Garcia, 1999).

1. Colorantes organicos naturales.
Aceite de zanahoria (Daucus carota).
Achiote, annato (extracto de semillas de Bixa orellana)
Azafran, (estigmas de Croccus sativus L.).
[B-apo-8carotenol
Betabel deshidratado
[-caroteno
Caramelo
Clorofila
Cochinilla (extracto de Coccus cacti L. O carmin)
Curcuma (polvo y oleorresina del rizoma de Curcuma longa).
Extracto de tegumento de uva (enocianina).

Harina de semilla de algodén cocida y tostada (parcialmente
desengrasada).

Jugos de frutas
Jugos de vegetales
Pimiento
Riboflavina

Xantofilas, flavoxantina, rubixantina, zeaxantina y los productos
naturales aprobados que las contengan y otros.

2.- Colorantes organicos sintéticos o artificiales.

Amarillo N° 5 (tartrazina)

Azul N°2 (indigotina)

Rojo citrico N°2 (solo se permite para colorear la corteza de la naranja).
Rojo N°3 (eritrosina).

Rojo N°40

Verde N° 3

3.- Colorantes organicos minerales.
Gluconato ferroso
Dioxido de titanio

Fuente: Biotecnologia alimentaria. 1999. Pag.485
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2.1.3.2.4. Fuentes

Los colorantes naturales tienen una amplia fuente de obtencion, basta ver
alrededor para saber que la mayoria de las cosas que se encuentran en la naturaleza
tienen color y pueden proporcionarlo si se tienen las condiciones y técnicas
adecuadas de extraccion. Existen fuentes minerales, y las que proporcionan
materiales organicos (comestibles o0 no) como el: azafran, la semilla del achiote, el

betabel, la cochinilla, la paprika, la uva, los pétalos de la flor de cempoalxochitl, etc.

Estas materias son producidas ampliamente en toda la Republica Mexicana como

se muestra en la Figura 2.

A Azofrdn
ACH Achiate
B Batabal
CO  Cochinilla
CU Curcuma
P Paprika
U Uya

Figura 2.0rigen de las materias primas destinadas para colorantes naturales
(Garcia, 1999).
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Dentro de las antes mencionadas de mayor renombre es la flor de cempoalxochitl,
una de las fuentes importantes de carotenoides, principalmente luteina, estos
pigmentos ocupan un lugar importante dentro de la industria avicola, alimentaria y
farmacéutica. Actualmente los [(B-carotenos tienen un mercado de 19 millones de
ddlares, destinados de la siguiente manera: Industria alimentaria 13.3, suplemento de

vitaminas 4.0 , cosméticos 1.0 y otros 0.7 .

Su crecimiento es del 2 al 6% por afo, para usos tradicionales; este crecimiento
puede aun verse incrementado hasta en un 50% al poderse comprobar su aplicacion

como anticancerigeno y radio protector (Garcia, 1999).

2.2. Flor de cempoalxochitl

2.2.1. Caracteristicas.

El cempoalxochitl (Tagetes erecta L.). es una planta anual, erecta, que puede
llegar a medir hasta 1.6 m de altura, aromatica, de tallos estriados y pubescentes,
hojas de hasta 20 cm. de largo, flores liguladas de 5 a 8 6 mas flores, amarillas o

rojas (Delgado, 1997). El cempoalxochitl, es una planta muy ramificada, sus hojas

presentan nervaduras con bordes

dentados.

Figura 3.Flor de Cempoalxochitl (Tagetes erecta) (Anénimo 2, 2005)
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2.2.2. Cultivo

Dentro de las labores culturales se describe, que la siembra se realiza en
almacigo, con una duracion de 20 a 45 dias (con temperaturas variables), durante
este tiempo se alcanza una altura de 10 cm. aproximadamente, posteriormente se
procede al transplante. La variedad criolla alcanza una altura de 1.60 m y la Hawai 1
m, con un diametro en su flor de 15 cm. La siembra generalmente se realiza en los
meses de marzo y junio, el primer corte se hace a los 3 meses después del
transplante; los cortes posteriores dependen de la técnica utilizada, manualmente se
registran de seis a siete cortes, cuando este es con maquinaria solo tres ( Delgado,
1997).

2.2.3. Localizacion

La flor de cempoalxochitl es nativa de México y cultivada en diversas regiones del
pais, principalmente en los estados de Michoacan, Guanajuato, Veracruz, Valle de
México, Tabasco, Chiapas, Hidalgo y Sinaloa (Mendieta y Del-Amo, 1981) asi como
en San Luis Potosi, Puebla, Tlaxcala y Veracruz; y en el extranjero en Panama y
Centro América (Delgado,1997). Su produccion es de 12 hasta 30 ton/ha, cuando se
aplican las cantidades adecuadas de nutrientes y dependiendo de la zona
geografica en donde se realice el cultivo, siendo la zona centro del pais la que

reporta una produccion mas alta (Delgado, 1997).

Las variedades utilizadas en México han sido la criolla, la Hawai y la Chilena, en

diferentes zonas del pais.

2.2.4. Importancia

Por tradicion en el pais se le ha dado un uso meramente ceremonial, dentro de las
festividades de dia de muertos, asi como usos religiosos y medicinales en ciertas

regiones del pais. Pero a nivel industrial esta planta tiene aplicacion por la obtencion
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de colorantes y aceites esenciales, para su uso en la industria avicola y en ramas

textiles y farmacolégica (Garcia, 1999).

La flor de cempoalxochitl tiene un amplio valor comercial debido a que estas son
fuente natural de xantofilas pertenecientes al grupo de los carotenoides,
principalmente de luteina. Su extracto saponificado es afiadido como aditivo al

alimento de los pollos (Navarrete, 2004).

Actualmente , debido a su gran contenido en carotenoides, y su asociacion de
estos con la vitamina A, sus extractos son utilizados como antioxidantes en células
humanas, como: saborizante, aromatizante en la industria de la perfumeria, en la
obtencion de resinas, con fines ornamentales, incluso se han realizado
modificaciones genéticas de la planta para el control de malezas, como insecticida,

nematicida, larvicida, atrayente o repelente de insectos (Serrato, 2004).

Debido a lo anterior y a que es una fuente natural importante de carotenoides, se
han realizado diversos estudios para identificar y caracterizar los pigmentos de la
flor de cempoalxochitl, uno de ellos fue reportado por Alam et al. (1968a). Los
pigmentos principales segun el estudio son luteina (64.1%), anteraxantina (31.1%) y
criptoxantina (3.5%) (Cuadro 2).
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Cuadro 2.Distribucion de los carotenoides en flores de Tagetes erecta.*

Pigmento % del Pigmento Total Aislado
Carotenos
Fitoflueno 0.4
a-Caroteno 0.15
B-Caroteno 0.6
Xantofilas
a-Criptoxantina 3.5
Luteina 64.1
Anteraxantina 31.1
Productos de oxidacién no 0.14
identificados 99.99
Total

* Alam y col., 1968a.

2.3. Carotenoides

Los carotenoides tienen una funcién importante dentro del proceso de la
fotosintesis, ya que estos al igual que la clorofila, absorben la luz y evitan, previenen
o0 minimizan la foto-oxidacién de la clorofila, dentro del aparato fotosintético (Cheftel,
1989).

Los carotenoides son los pigmentos de color amarillo naranja a rojo. Son
insolubles en agua, pero solubles en las grasas y solventes organicos, se los conoce
como lipocromos, en los vegetales, estos pigmentos se localizan en las hojas, y en
otras partes de la planta(Cheftel, 1989), aunque existe una excepcién “la crocetina”
que es el pigmento mayoritario del azafran. Este se encuentra en forma de glicésido,
presentando todos sus grupos carboxilo esterificados con moléculas del disacarido
gentobiosa (Coutate, 1986).
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Existen mas de 563 carotenoides, los siguientes son los mas comunes:

Carotenoides Fuentes
B-caroteno Zanahorias
Fucoxantina Algas
Luteina Pétalos de caléndula (Tagetes erecta)
Licopeno Tomates
Bixina Achiote
Criptoxantina Naranja, maiz.
Capsantina Pimientos rojos y pimentén

Los carotenoides (Figura 4) pueden clasificarse en dos grandes grupos de
acuerdo a su estructura quimica: a) carotenos hidrocarburos, que contienen un solo
carbono e hidrogeno, y b) xantofilas, también llamados oxicarotenoides, se trata de
alcoholes, aldehidos y acidos, los cuales contienen oxigeno; todas las xantofilas se
encuentran en las células como acidos linoléico, palmitico, estearico y miristico, y se
presentan como ésteres de zeaxantina y luteina (psialiena y heleniena)
respectivamente, en frutas . Los primeros son solubles en éter de petrdleo y muy
poco solubles en etanol, comportandose de manera inversa la solubilidad en los
oxicarotenoides (Cheftel, 1989).
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Figura 4.Tipos de carotenoides .

Una gran variedad de tejidos vegetales comestibles contienen carotenoides, las
frutas rojas, amarillas o naranjas, raices , hortalizas, ciertas flores: amarillas,
naranjas y rojas, y en muchos microorganismos. Los vegetales y microorganismo
sintetizan sus carotenoides, los animales los adquieren por consumo de plantas en
su dieta. Por lo tanto, los productos derivados de ellos, como leche, yema del huevo

y mantequilla, contienen a estos en sus componentes lipidicos (Owen, 2000).

En la naturaleza existen en forma libre o ligados a otras estructuras como
proteinas, carbohidratos y acidos grasos, generando diversas tonalidades de
acuerdo a la interaccidon que guarden. Algunos azucares reductores como la
gentobiosa, algunos acidos grasos como el palmitico y linoléico pueden encontrarse

interaccionando con los carotenoides (Badui, 1989).
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2.3.1. Obtencion

Todas las clases de carotenoides son compuestos lipofilicos, es decir solubles en

aceites y en solventes organicos.

Debido a la naturaleza de los carotenoides y a su diversa complejidad, es
necesario realizar procesos de separacion cromatografica. Segun Owen (2000), los
procedimientos de extraccion para la separacion cuantitativa en tejidos utilizan
disolventes organicos que penetran en la matriz hidrofilica, donde a veces en
necesario realizar mezclas de éstos o someter a un tratamiento previo para una

extraccion satisfactoria.

Debido a su naturaleza lipidica, el proceso de extraccion es similar a la de los
aceites. Los métodos comunmente reportados son por presion y extraccion con
solventes, o una combinacién de ambos; actualmente se reportan técnicas
innovadoras aun en estudio para su aplicacion a gran escala como lo es la extraccion

acuosa y con fluido supercritico (Delgado, 1997).

2.3.2. Técnicas de extraccion

Debido a la importancia que tienen los colorantes en diferentes ramas industriales,
se han realizado diversas investigaciones, para su extraccion. Los métodos son
diversos y han ido cambiando de acuerdo a las caracteristicas que se desean

obtener del producto.

Algunos colorantes eran extraidos de manera rudimentaria con el uso del agua,
método que en ocasiones mostraba el inconveniente de la insolubilidad del colorante
asi como de los bajos rendimientos obtenidos ( Sahaza, 2001), posterior a esto se
recurrié a la extraccion con solventes de mayor afinidad para su solubilidad, como los
organicos, técnica que actualmente es utilizada a gran escala por sus altos

rendimientos reportados, solo que las tendencias actuales por los productos
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organicos han ido desacreditando esta técnica por el riesgo que implica, ya que el

producto obtenido contiene residuos téxicos para la salud humana.

Las investigaciones han llevado a la utilizacion de técnicas como la extraccion con
fluido supercritico, la cual no ha sido llevada aun a escala industrial. En fechas
recientes se ha incurrido en el uso de enzimas para la extraccion de los colorantes,

técnica que sigue en constante crecimiento e investigacion.

A continuacion se citan las siguientes: Extraccién con solventes, fluido super

critico y uso de enzimas.

2.3.2.1. Extracciéon con solventes

Los carotenoides son solubles en lipidos o en solventes no polares, excepto
cuando forman complejos con proteinas y azucares, es por ello que se usan

solventes no polares para su extraccion (Delgado, 1997).

La extraccién con solventes consiste en un proceso de extraccion con hexano o de
algun otro solvente organico del material previamente molido y hojueleado, en un
equipo de calentamiento, donde posteriormente el hexano es evaporado y

recuperado. Finalmente se realiza una destilacion al vacio (Rosenthal et al., 1996).

El proceso que recibe la flor de cempoalxochitl, para la extraccion del pigmento se
describe en la Figura 5. La flor se recibe en fresco (70-80% humedad),
posteriormente se procede a su ensilado a cielo abierto por un tiempo de 3-4 meses,
reportdndose una perdida de 30% de xantofilas de la flor. Luego la flor es prensada
mecanicamente con la finalidad de eliminar humedad ( 20%) para después pasarla a
un proceso de secado, con gases de combustion que generen una atmosfera inerte
por algunos segundos a temperaturas que varian entre 105-115°C. Posteriormente

se obtiene una humedad del 14% en el producto. Se procede al molido y peleteado
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con un diametro de 0.25 y 0.4 mm. en la hojuela. La flor peleteada se pasa a un

extractor con solvente, siendo el mas comun el hexano, que presenta un punto de

ebullicién bajo de 63 — 69 (Gustone y Norris, 1983). Finalmente, de la extraccién con

solventes se obtiene una oleorresina que contiene carotenoides esterificados con

acidos grasos estearico, palmitico y miristico (Alam et al., 1968a; Philip y Berry,

1975; Fraser et al., 1993), con un contenido de 50-60% de acidos grasos 'y 40y 50%

de materia no saponificable, reportando un rendimiento de 70000 a 120000 ppm de

xantofilas. Debido a esto se procede a su saponificacion, ya que los carotenoides

resisten hidrdlisis alcalina, cuando los pigmentos sirven para pigmentacion de la piel

de pollos (Hencken, 1992).

Cultivo

v

Cosecha

v

Ensilado

v

Prensado

v

Secado

v

Molido

v

Harina de Cempasuchil

v

Particulado

v
Extraccion con Hexano

v

Oleorresina

v ' v
Hidrdlisis Purificacion
v v

Estabilizacion y formulacion del
nrodicta nara conannmao aoricola

Estabilizacion y formulacion del
nrodncta nara consiimao hiimanao

Figura 5.Proceso de extraccion de carotenos a partir de cempasuchil (Garcia,

1999).
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2.3.2.2. Extraccion con fluido supercritico.

La técnica con fluido supercritico, es una técnica rapida, donde se tiene un control
sobre la fuerza del solvente, estos solventes son gases bajo condiciones ambientales
y su toxicidad es baja (Wilson, 1985; Hawthorne, 1990; Randolph, 1990; Chester y
col., 1992). Esta técnica consiste en la extraccion con solventes que bajo condiciones
normales de presion y temperatura son gases, pero al aplicarles altas presiones se
convierten en liquidos, los cuales sirven para la extraccidn de los carotenoides,
donde si se retorna a las condiciones normales de presion y temperatura, se eliminan
los solventes debido a que estos retornan a su naturaleza gaseosa evitando con ello

su costosa recuperacion, generando un producto libre de solventes (Delgado, 1997).

2.3.2.3. Tratamientos enzimaticos

Hoy en dia, la utilizacion de enzimas en la industria alimentaria, ha cobrado vital
importancia, debido a que los procesos mediados enzimaticamente tienen ventajas,
ya que son especificos sobre el sustrato en el que actuan, requieren pH 'y
temperaturas de trabajo moderados, y el producto final se ve poco afectado por los

subproductos secundarios obtenidos (Delgado, 1997).

Se han reportado investigaciones desde los afos 50 del uso de enzimas en
diversos procesos de extraccion como lo es, la industria de aceites, la extraccion de

colorantes, en procesos de separacion, etc.

En la industria alimentaria el uso de enzimas puede encontrarse en tres ramas
principalmente: extraccion, licuefaccidén y procesos terminales. Asi que el objetivo de
utilizar procesos enzimaticos pueden ser variables, por ejemplo el desarrollo de
nuevos productos cuya obtencion solo es viable mediante procesos enzimaticos, o

en donde se requiere reducir el numero de operaciones unitarias (Delgado, 1997).
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Para que un proceso con enzimas sea util y por tanto rentable comercialmente, el
producto desarrollado bajo esta tecnologia debera contener las siguientes
caracteristicas: i) que la calidad del mismo sea superior a la del tradicional, ii) que
este sea mas util, iii) la reduccion en costos del producto; debido a que se reducen
los gastos de operacién, materia prima, equipo requerido, manufactura y iv) que
mediante el uso de enzimas se puedan obtener productos de existencia limitada o
que no se procesaban debido a la baja disponibilidad de fuentes naturales (Wiseman,
1991).

Existen un sin numero de investigaciones, donde se propone un pre-tratamiento
enzimatico para eficientar la extraccion de aceites esenciales asi como de
pigmentos, incluso el uso de estas, en técnicas como la del fluido supercritico.
Actualmente se han realizado estudios de la actividad enzimatica en medios con baja
actividad acuosa, lo cual favorece algunos procesos, recurriendo asi al uso de

soportes para su uso (Barzana, 2002).

Rubio y col. (1994) propusieron la utilizacion de un preparado comercial
multienzimatico de hidrolasas para mejorar los rendimientos en la extraccion de
luteina, esta tecnologia simplifica el proceso industrial eliminando la etapa de
maceracion y secado previos, previniendo perdidas por oxidacion de hasta 50%,

estos resultados fueron probados a escala planta piloto por Barzana y col. (2002).

Pommer (1994), propuso un método de extracciéon de oleorresinas vegetales y
pigmentos, donde el material es mezclado con agua y un acido organico inmiscible
en agua, con el uso de una enzima la SPSasa , sistema que reporta un incremento

en la extraccion de pigmentos de Tagetes erecta.

El uso de enzimas degradadoras de la pared celular de los sustratos, para la

extraccidn de aceites vegetales por métodos acuosos, es un area de investigacion
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donde hasta la fecha no se ha reportado su uso a nivel industrial que ademas limita

el uso de solventes organicos (Rosenthal y col., 1996).

2.3.2.3.1. Celulasas.

La pared celular de los sustratos es muy compleja contiene mananos,
galactomananos, arabinoxilogalactanos, celulosa, etc., y se utilizan para su
degradacion complejos enzimaticos con actividades multiples (Christensen, 1989;
Dusterhoff y col., 1993, citados por Delgado, 1997).

La celulosa es el material organico mas abundante, existe como componente
estructural de los tejidos vegetales en la pared celular, ademas a diferencia de
muchas fuentes de energia esta es renovable . En diversas industrias esta es

generada como desecho de muchos procesos (Wiseman, 1991).

La composicion de la celulosa, debido a que es parte estructural de los vegetales
presenta una elevada firmeza, debido a la cantidad de puentes hidrégeno que se
forman en cada residuo, lo que le confiere tal capacidad, la fibra celulosa con la
presencia de otras sustancias como la hemicelulosa, la pectina y lignina forman

capas donde estas ultimas tiene la funcion de cementantes.

Las celulasas son enzimas que tiene la capacidad de hidrolizar celulosa,
desdoblandola a sus unidades estructurales, la glucosa. La hidrélisis enzimatica de
celulosa a glucosa, es uno de los recientes logros de la ingenieria enzimatica. Esta
hidrolisis es catalizada por la celulasa (algunas provenientes por ejemplo de
Trichoderma viride) , la cual es una mezcla compleja de varias enzimas con diversas
actividades hidroliticas, utilizando soforosa como inductor, mediante fermentacién en

fase semisélida o sumergida (Wiseman, 1991).
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“El modo de accion de la celulasa no se conoce aun totalmente, aunque se cree
que el complejo celulasa incluye varias endo-3-1,4-glucanasas (Figura 6) una de las
cuales puede ser la enzima que actua en primer lugar sobre la celulosa” (Wiseman,
1991).

Endo-B-(1,4)-glucanasa

(FC. 221 4\ Celulosa
Celulosa >

susceptible)

Exo-B-(1,4)-glucanasa
(celobiohidrolasa)
(EC 3.2.1.91

Endo-B-(1,4)-glucanasa

Celobiosa Celobiosa + glucosa

B-glucosidasa
(EC 3.2.1 .21)\

Glucosa

Figura 6. Modo de accion de la celulasa en sistemas enzimaticos de celulosa-

celulasa (Ryu Mandels, 1980, citados por Wiseman, 1985).

Sus aplicaciones comerciales son a pequefia escala, como auxiliares digestivos en
la degradacion de celulosa en ajo y champifones. En diversas industrias como la
textil, para el aprovechamiento de sus desechos en la produccion de glucosa, asi
como la aplicacion en la rama ambiental para la degradacion de compuestos, para
mejorar la calidad del pan y su incursion en la extraccion de oleorresinas y de
pigmentos, la cual generalmente encontramos con mezclas de diversas enzimas

celuloliticas.

Delgado (1997) realizo en el CINVESTAV el estudio de los pigmentos contenidos

en la flor de cempoalxochitl su caracterizacién fisicoquimica, procesamiento y
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eficiencia pigmentante, donde propone el uso de un complejo multienzimatico (como
pre-tratamiento para la extraccion de los carotenoides contenidos, con el uso de
solventes organicos, lo cual le llevo a reportar un incremento favorable en su

extraccion.

Posterior a esto Barzana y col. (2002) propusieron la extraccion de los
carotenoides contenidos en la Tagetes erecta utilizando un espreado enzimatico
previo a la extraccidon con solventes organicos, lo cual reporta una recuperacion
elevada (97%) de los carotenoides contenidos en la flor. En este método se propone
utilizar flor en fresco con un tiempo de contacto enzima-sustrato, con condiciones
controladas, lo cual reduce sustancialmente la perdida de estos colorantes en
procesos tradicionales de ensilado, que si bien se trata de una fermentacion por la
microbiota natural , se lleva bajo en condiciones no controladas, y esto aunado a las

temperaturas de secado conllevan a perdidas de mas del 50%.

Cinar (2003) evaluo los efectos de concentracion enzimatica y el tiempo de
extraccion asi como el rendimiento de los carotenoides a diferentes concentraciones
de celulasas y pectinasas y combinaciones de estas , en zanahoria, cascara de
naranja y en boniato, como resultado se obtuvo que el mismo rendimiento del
colorante se puede obtener reduciendo la concentracion de enzima, pero

incrementado el tiempo de extraccion.

Sin embargo constantemente se realizan investigaciones que proponen el uso de
nuevas tecnologias para la extraccion de pigmentos basadas en la tendencia actual
de la mira industrial, la reduccion de tiempo y costos en procesos de extraccion.
Navarrete-Bolanos (2004) menciona que existe una relacién importante entre el
tratamiento previo adecuado y la eficiencia del proceso. Ya que asocia el mecanismo
de biolixiviacién bajo condiciones controladas de enzimas hidroliticas de la microbiota
natural de la flor, la cual facilitara los mecanismos de difusion entre la pared celular y

el intercambio de masas en fases inmiscible, afectando positivamente el rendimiento
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en la extraccion de xantofilas, resultados que tienen impacto en costo-eficiencia del

proceso.

Siendo aun un campo basto de investigaciéon la busqueda de nuevas alternativas
que conlleven amplios beneficios a la industria de extraccion de colorantes. Que
tengan inclinacion por el uso de fuentes naturales, de las cuales México, cuenta con
una gama impresionante para su explotacion, asi como la seguridad de generar

productos seguros e inofensivos a la salud del hombre.

Por lo anteriormente expuesto se planted la siguiente hipotesis:
Hipotesis
Es posible la obtencién, de pigmentos contenidos en la flor de Cempoalxochitl

mediante el uso de enzimas celuloliticas, proceso que genere un producto libre de

agentes toxicos para la salud humana.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Etapas del trabajo.

Este trabajo abarco etapas definidas, analisis de la flor de cempoalxochitl,
determinacién de las condiciones optimas de concentracion inicial de enzima, tiempo
de extraccidon de la celulasa utilizada, y la recuperacién del pigmento mediante

proceso de filtrado y prensado manual.

3.2. Localizacion.

El desarrollo de este trabajo se realizo en las instalaciones de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en la ex- hacienda Buenavista en la ciudad
de Saltillo, Coah. En el laboratorio del Departamento de Nutricion y Alimentos. El
material biolégico fue sembrado en las instalaciones del invernadero del

Departamento de Horticultura.

3.3. Materia prima.

Pétalos de la flor de cempoalxochitl. La flor fue deshojada manualmente y
posterior a esto se sometidé a un proceso de secado (temperatura ambiente) en

asoleadero.

Enzima celulasa donada por la Facultad de Ciencias Quimica de la U. A de C.

3.4. Metodologia.

3.4.1. Analisis de los pétalos de la flor de cempoalxochitl, para la

determinacién del componente mayoritario.

Se procedid a realizar el analisis quimico de los pétalos de la flor de
cempoalxochitl, dentro de los cuales se determino humedad, con una estufa de
secado a 60°C., se extrajo la grasa de la muestra, segun técnicas oficiales de la
AOAC (Lynch,1987), utilizando un aparato de reflujo Soxhlet, posteriormente, la
muestra desengrasada se sometio a la determinacion de fibra cruda. La celulosa y

lignina fue determinada por extraccién con detergentes ( Tejeda, 1980).
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3.4.2. Determinacion de las condiciones optimas de reaccion.

Una vez analizado el contenido de la muestra , se procedié a determinar las
condiciones de reaccién, para lo cual se establecieron cuatro tratamientos a
diferentes concentraciones de enzima inicial 1.0%, 0.1 %, 0.01 %, 0.001% vy
0.0001% en relacion (p/p) con 1 g de muestra de pétalos de la flor deshidratada.
Bajo las siguientes condiciones: pH 4.5, utilizando para ello solucion amortiguadora
acetatos (Lynch y col.,, 1987) a un temperatura de 55°C. en un bafio Maria con
agitacion continua lo cual se puede observar en la Figura 7. Los cuatro tratamientos
fueron monitoreados a diferentes tiempos(5, 60, 120, 240, 480 y 700 minutos),
mediante la formacion de azucares totales (Técnica del Fenol sulfurico, Dubois,

1956) y azucares reductores (Técnica del Acido Dinitrosalicilico, Miller, 1959).

Figura 7. Reactor para el sistema empleado en Flor de Cempoalxochitl

3.4.3. Determinacion del tiempo de reaccion enzimaenzimatica, en el cual

se tiene la maxima recuperacion del pigmento.

Se establecieron nuevamente las mismas condiciones de reaccion para la

celulasa en un sistema a temperatura de 55°C., agitacion constante, pH 4.5y a la
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mejor relacion sustrato enzima encontrada en la etapa experimental anterior.
Ademas se agrego un tratamiento testigo, el cual no contenia enzima, pero, se
sometid a las mismas condiciones de reaccion que el tratamiento con enzima.
Ambos tratamientos fueron monitoreados a diferentes intervalos de tiempo para
determinar la formacién de producto, en funcion al contenido de azucares totales
(Dubois, 1956) y reductores (Miller, 1959).

3.4.4. Recuperacion del pigmento.

Después del pre-tratamiento enzimatico, las muestras fueron sometidas a un
calentamiento a ebulliciéon por un tiempo aproximado de 15 minutos y posteriormente
se filtro el sobrenadante con una malla de poro mediano, la muestra restante se lavo
repetidas veces hasta obtener un filtrado claro, el cual se recupero en frascos (Figura
8), que posteriormente se introdujeron a una estufa de secado a una temperatura de

60°C., hasta su completa evaporacion.

Finalmente se obtuvo el pigmento mediante la determinacion de pesos constantes.

i

Figura 8 . Muestran el sistema de recuperacion, filtrado y prensado de la flor

hasta obtener la cantidad minima de color.
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3.4.5. Caracterizacion del pigmento obtenido.

El pigmento obtenido fue caracterizado mediante técnica espectrofotrométrica de

Infrarrojo, para determinar las fracciones obtenidas.



4. Resultados y discusién

4.1. Determinaciéon del componente mayoritario de los pétalos de la flor de

cempoalxochitl

De acuerdo a los analisis realizados a los pétalos, se obtuvieron los siguientes

resultados reportados en el Cuadro 3.

Cuadro 3.Porcentaje de los principales componentes de los pétalos de la

flor.
COMPUESTO PORCENTAJE (%)

MATERIA SECA (MS) 99.28
HUMEDAD 0.72
CENIZAS 4.47
GRASA 8.24
FIBRA CRUDA 10.93
CELULOSA 417
LIGNINA 2.92

Se observé que el compuesto de mayor porcentaje en los pétalos es la fibra cruda
(10.93%) y que la celulosa en su pared celular fue de 4.17%, encontrandose ademas
otros compuestos en menores proporciones, concordando con definiciones a cerca
de la composicién quimica de la pared celular (Encarta, 2005) en la cual se asevera
que la mayor proporcion de las paredes en tejidos vegetales es la celulosa y la
lignina, ademas de otros componentes en menor porcentaje, por lo cual se considera
de mayor influencia en el desarrollo de la presente investigacion a la celulosa y por
ello se justifica el uso de celulasas para la ruptura de las paredes dentro de las

cuales se encuentra el pigmento, facilitando con ello su liberacion.
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4.2. Determinacion de la relacion enzima-sustrato.

En esta etapa se determiné la concentracion optima de enzima inicial, para llevar
a cabo el proceso, dando seguimiento a la cinética de reaccidén enzimatica mediante
el monitoreo de la formacién de azucares reductores, variando la concentracion de
enzima inicial (Eo) desde 0.0001 hasta 1.0% a diferentes tiempos, con lo cual fue
posible obtener valores de velocidad inicial (Vo) para indicar la eficiencia del
proceso, ya que la velocidad inicial es el parametro que ayuda a calcular el
comportamiento de la cinética, sin esperar el consumo total del sustrato, por ello se
recurre a calcular este indicador antes de que se consuma el 10% del total del
sustrato (Anonimo 3, 2005).

Los valores obtenidos de velocidad inicial en funcidon a las diferentes
concentraciones de enzima estan reportados en el Cuadro 4, los cuales fueron
sometidos a un analisis de varianza, mediante el ensayo de t-Student (Apéndice a)
con P<0.05 (Figura 9), donde fue posible observar que las concentraciones 1.000 y
0.1 % son estadisticamente semejantes pero superiores a las de 0.01 y 0.001 las
cuales a su vez no presentan diferencias significativas entre ella, encontrandose
finalmente que la de 0.0001% es estadisticamente menor al restos de las
concentraciones ensayadas, por lo que por cuestiones de costos se opta por el uso
de la concentracién 0.1% ya que fue la que mayores velocidades iniciales reporté
junto con la de 1.0%. Dicho dato es similar al reportado por Delgado (1997) en un

estudio similar.
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Cuadro 4. Medias de las velocidades iniciales en funcion a la concentracion

inicial de enzima.

Concentracion Eo mg Vo mg/ml /min
0.0001 0.004582
0.001 0.011008
0.01 0.011810
0.1 0.014462
1.0 0.014113

Medias reportadas Vo en funcion a Eo.

0.018

» 0.015 —

®

S 0.013 —

= 0.010 —

£ 0.007 —
0.005 —

0.003 \ ‘ ‘
0.0001  0.001 0.01 0.1 1

Concentracion EO

Figura 9. Medias de Vo en funcién a la concentracién inicial de enzima.

4.3. Tiempo de reaccion optimo para lograr la mayor recuperacion de

pigmento.

Una vez determinada la concentracién adecuada de enzima inicial, se realizaron
pruebas para identificar el tiempo optimo de reaccion, donde se obtuviera una mayor
recuperacion de pigmento, para lo cual se monitoreo la reaccién con la ayuda de un
indicador: la formacion de azucares totales y reductores, tal y como se sefiala en la
ruta para el modo de accién de la celulasa en sistemas enzimaticos de celulosa-

celulasa (Ryu y Mandels,1980). Se sabe que la celulosa es un polisacarido donde
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sus unidades estructurales son la glucosa, por lo tanto entre mayor formacién de
azucares tanto totales como reductores, se observara mayor degradacion de
celulosa. En las Figuras 10 y 11, respectivamente, se observa el comportamiento de
dichos azucares a diferentes intervalos de tiempo, las graficas reportan el
comportamiento de las medias estimadas en el analisis de varianza realizado. La

comparacion de medias de ambos graficos se reportan con una P<0.05 (Apéndice b
yc).

Formacion de aztcares totales.

0 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Tiempo (min)

Figura 9. Formacion de azucares totales en funcién al tiempo.

Las medias entre los tiempos 1200, 960 y 480 minutos fueron estadisticamente
similares siendo el tiempo de 1200 min. donde hubo una mayor formacion de
azucares totales, con diferencias significativas al ultimo tratamiento, el cual reporto

una media de 0.79001 veinte veces menor al tiempo maximo de formacién.
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Formacion de Azucares Reductores en funcién al tiempo.
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Figura 10. Formacién de azucares reductores en funcién al tiempo.

Los resultados reportan que las diferencias entre medias de los tiempos 1200,
960 y 480 minutos, son estadisticamente semejantes, donde los dos ultimos tiempos

fueron iguales pero diferentes al tiempo mas alto, que fue el de las 20 horas.

En los datos obtenidos se observa, que la mayor formacion tanto de azucares
totales como reductores se encuentra a los 1200 minutos, donde una vez analizados
estadisticamente se puede apreciar que no existe diferencia significativa entre los
480-960 y 1200 minutos siendo estadisticamente diferentes al resto de los tiempo y

estadisticamente semejantes entre si.

Posterior a estos resultados se analizé la correlacion existente entre formacion de
azucares totales y reductores con la liberacion de pigmento. Para lo cual se realiz
la recuperacion del pigmento a diferentes tiempos. La Figura12 muestra la relacion
de gramos de pigmento recuperado y el tiempo de tratamiento empleado, donde
finalmente después de haber realizado técnicas de filtrado y prensado, se obtuvieron
muestras con bajo contenido de colorante, esto fue posible ya que si el carotenoide
forma complejos con proteinas o azucares se vuelve soluble en solventes polares

como el agua (Delgado, 1997).
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Recuperacion del pigmento
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Figura 11. Valor medio de la recuperacion del pigmento en funcién al tiempo.

Los valores reportados en el grafico son las medias estimadas en el analisis
estadistico que muestran que no existe diferencia significativa segun comparacion
de medias con la prueba de t-Student (Apéndice d ) entre los 480-960 y 1200
minutos, por lo cual se establece que aun cuando la mayor liberacion de azucares
totales y reductores se da en un mayor tiempo de tratamiento, no es necesario dicho
tiempo para obtener un rendimiento aceptable, ya que estadisticamente los

rendimientos son semejantes en un tiempo menor de 480 minutos.

El tiempo de reaccion se determind mediante la correlacion entre formacion de
azucares totales y reductores, asi como la recuperacion del pigmento, en un tiempo
de 8 horas, tiempo 15 veces menor al reportado por Delgado (1997), donde empleo
un tratamiento de 120 horas para la mayor recuperacién de carotenoides, esta
diferencia significativa en la reduccion del tiempo de tratamiento, pudo darse debido
a la naturaleza de las hidrolasas utilizadas, asi como su efectividad frente al sustrato,
ya que en cuanto a la relacién de enzima-sustrato, se utilizo la misma. Cinar (2004)
dice que es posible reducir la concentracion de enzimas, pero extendiendo el tiempo
de extraccioén, situacién que propone una reduccion en los costos de enzima, lo que
a nivel industria es necesario analizar, ya que si es necesario extender el tiempo de

extraccion implica mayor consumo energético, probablemente es un punto necesario
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de discusion para saber en que se ahorra mas en el consumo de energia o en la

reduccion de la cantidad de enzima necesaria para el proceso.

4.4. Comparacion entre tratamientos.

En esta etapa se llevo a cabo la comparaciéon entre el tratamiento utilizando
enzimas y uno testigo, el cual no las contiene , en funciéon a la recuperacion de
pigmento en un periodo de tiempo de 20 horas. La Figura1l3 muestra el
comportamiento de ambos tratamientos donde se puede observar claramente las
diferencias significativas que existen entre el tratamiento a prueba y el testigo. Donde

el primero es ocho veces mayor que el ultimo tiempo el cual reporta rendimientos

minimos.
Comparacion entre tratamientos con y sin enzima
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Figura 12.Grafico que muestra la comparacién entre tratamientos con y sin

enzima.

Los rendimientos reportados para los tiempos 8, 12, 16 y 20 con tratamiento
enzimatico, no tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre si, de

acuerdo a la comparacién de medias con la prueba de t-Student con una p<0.05 .
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Estas diferencias existentes en los tratamientos con y sin enzimas, son
sustentadas por las investigaciones realizadas en el area de extraccion de colorantes
y aceites, donde Navarrete-Bolafios (2004) sefiala el incremento significativo en la
eficiencia de extraccion de xantofilas de Tagetes erecta por la aplicacién de un pre-
tratamiento enzimatico de hidrolasas sintetizadas por la microbiota de esta flor, el
inconveniente presentado por este método, probablemente sea que no se tienen
identificadas las condiciones ideales de trabajo, por lo cual puede existir el riesgo de
generar metabolitos secundarios que afecten el producto, ademas de que en la
industria es necesario estandarizar procesos para lograr su mayor efectividad,
ventaja que el método sugerido en la presente investigacion muestra, ya que las
enzimas ademas de trabajar a temperaturas moderas, son especificas sobre el
sustrato que actuan y pueden ser reutilizadas si se fijas a soportes logrando un
proceso continuo, ademas de una reduccion de costos en el mismo. Sineiro (1998)
sefiala un tratamiento con celulasas a las semillas de girasol para incrementar la
extraccion de aceites de un 30 hasta un 80%.Mencionamos también el trabajo
realizado por Cinar (2004), que propone la utilizacién de celulasas y pectinasas para
la extracciéon de carotenoides y recientemente Barzana, realizé un escalamiento a
planta piloto, donde se demostré el incremento en la recuperacion de pigmento
contenido en Tagetes erecta del 97% de extraccion, utilizando un método combinado
de enzimas y solventes. Todas estas investigaciones nos llevan a corroborar que la
utilizaciéon de enzimas como la celulasas en el proceso de degradacion de la
celulosa, llevan a una mejor recuperacion del pigmento encapsulado por paredes
celulares, logrando asi una ventaja altamente notoria contra métodos de extraccion

donde no se emplean.
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4.5. Caracterizaciéon del pigmento.

El pigmento obtenido, se analiz6é para determinar los compuestos encontrados en
las muestras mediante espectro infrarrojo Figura14 donde se compard con una

muestra quimicamente pura, una oleorresina de luteina.

Graficas del espectro infrarrojo de muestras de flor de cempoalxochiti
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Figura 13. Espectro infrarrojo de muestras en Flor de Cempoalxochitl.

En el espectro IR anteriormente mostrado se observa que existen picos
pronunciados entre los 1742.26 cm ' lo cual indica segun Philip y Berry (1975) que
existe luteina, la grafica superior tomada como patron tiene un pico mas
pronunciado a los 1730.26 cm™ cercano a los 1725 cm™ lo cual indica que la

muestra es una oleorresina la luteina se encuentra enlazada a los acidos grasos.
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En el area c) se observa un valor muy aproximado a los 3300cm ', 3291.01cm™,
lo cual indica segun la referencia se trata de un monoester o en su caso que el
pigmento se encuentra en “forma libre”, en tanto que la curva patron registra un
comportamiento en el area de los 3325.69 cm™ lo cual indica que puede tratarse de

un diester.



5. Conclusiones

Al concluir la presente investigacion puede citarse que los resultados en la
composicién quimica de los pétalos , contiene una mayor proporcién de fibra cruda

10.93%, de la cual un 4.17% era celulosa y el 2.92% lignina.

Posterior a esto se determino la relacion optima enzima-sustrato, probando
diferentes concentraciones de enzima inicial y a diversos intervalos de tiempo, para
lo cual se analizo el comportamiento de la cinética enzimatica determinando la Vo
(velocidad inicial) obteniendo valores de 0.014462 mg/ml/min para la concentracion
0.1000 % (p/p) no habiendo diferencias significativas entre el tratamiento con 1.0000
% de enzima (p/p), concluyendo que la concentracion ideal para llevar a cabo este

proceso de biolixiviacion fue de 0.1000 % (p/p) sustrato-enzima.

El tiempo de reaccién optimo para la mayor degradacion de celulosa fue a las 20
horas, no encontrandose diferencias significativas entre 480-960 minutos,
posteriormente se procedié a la recuperacion del pigmento para su cuantificacion y
caracterizacion, donde después de haberse degradado la mayor cantidad de celulosa
contenida en el sustrato, los pétalos se encontraron casi totalmente degradadados.
La recuperacién represento casi el 80% del total de la muestra tratada, en un tiempo
de 480 min. por lo cual se puede observar que aun cuando la mayor degradacion de
celulosa se presento a las 20 horas, la recuperacion del pigmento liberado mostrd
mejores resultados a las 8 horas, no habiendo diferencias significativas entre estos

tiempos.

Finalmente se identifico el producto obtenido mediante espectroscopia infrarrojo,
realizando una comparacién entre una muestra quimicamente pura y la obtenida
mediante tratamientos enzimaticos, se tienen valores de 1742.26 cm™ muy cercanos
a los 1725 cm™los cuales indican la presencia de luteina ademas de lecturas en el
area de 3300 cm ', 3291.01cm™, lo que indica que el pigmento es un monoester o

se encuentra en forma libre Philip y Berry (1975).



6. Resumen

En la presente investigacion se propone el uso de un sistema de biolixiviacion
enzimatica en medio acuoso, para lograr la mayor extracciéon del pigmento contenido
en los pétalos de la flor de cempoalxochitl, reduciendo con ello el impacto al medio

ambiente y la obtencion de un producto sin residuos toxicos como los de un solvente.

Los resultados obtenidos demostraron que la concentracion de enzima inicial
optima es del 0.1% (p/p) en relacién al sustrato, en un tiempo de 8 horas para lograr
una maxima recuperacion, a temperatura de 55°C , pH 4.5 y agitacion constante.
Estos resultados son discutidos con trabajos similares donde se encontré como
concentracion de enzima inicial la misma que la reportada por Delgado (1997),
ademas de la reduccion de tiempo de tratamiento a 8 horas, diferente al tiempo
propuesto por Delgado (1997) de 120 horas. Se encontré ademas que la diferencia
es notoria entre tratamientos mediados con y sin enzima, dando una ventaja

relevante en tiempo y recuperacion de pasta pigmentante.

Finalmente se realizé |la caracterizacidon de la pasta recuperada, la cual se analizé
mediante espectroscopia infrarrojo, encontrandose similitudes en comparacién con
una muestra quimicamente pura., las cuales posteriormente se discutieron, para
observar que los graficos mostraban picos a los 1742.26 cm™ caracteristicos de la
luteina, asi como a 3291.01 cm™, lo que indica que se trata de un monoester o en su

caso que el pigmento se encuentra de forma libre.
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Least Sq
Level Mean
0.100 0.01446222
1.000 0.01411300
0.010 0.01181000
0.001 0.01100773
0.0001 0.00458206

a)T-Student comparacion de tratamiento Vo en funcién a Eo.

Least Sq

Level Mean
0.001,1200 20,614771
0.001,960 20,059302
0.001,480 18,643248
0.001,720 16,695196
0.001,120 16,116257
0.001,240 E 14,0665
0.001,60 E 12,008919
0.001,0 0,790017

b)T-Student de azucares totales para tiempo optimo
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Least Sq
Level Mean

0.001,1200 5.1577064
0.001,960 4.6757428
0.001,480 4.591275
0.001,720 4.327934
0.001,120 2.9521018
0.001,240 2.9411706
0.001,60 2.5714996
0.001,0 D | 0.4597406

c)T-Student de azucares reductores para tiempo optimo.
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Least Sq
Level Mean
C/E,20 A 0,89750000
C/E,8 A 0,88055000
C/E,16 A 0,87080000
C/E,12 A 0,87070000
CIE 4 A 0,69555000
CI/E,2 C 0,58750000
S/E,12 clp 0,51765000
S/E,20 clpD 0,46910000
S/E,16 clpb 0,45650000
S/E,8 clpD 0,44140000
C/E,0 clpb 0,34690000
S/E,4 clp 0,33480000
S/E,2 D 0,27370000
S/E,0 0,10195000

d)T-Student para tratamiento con y sin enzima en funcion a la recuperacion de pigmento.
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