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Resumen

RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de estudiar un posible nuevo
método de extraccion del colorante presente en la semilla de achiote (Bixa orellana),
pigmento que es obtenido tradicionalmente por lavado con agua y a nivel industrial con

soluciones alcalinas y acidas

Se obtuvieron diferentes preparados fungicos que fueron evaluados de acuerdo a su
actividad sobre la celulosa. Después del analisis aplicado se eligieron dos

preparaciones fungicas. Ambas fueron identificadas como genero Aspergillus,

Cada cultivo fungico fue inoculado en un medio acuoso formulado con
micronutrientes y semilla de achiote como unica fuente de carbono. Los valores de pH
bajo los que se trabajo fueron de 3, 5y 7 con temperaturas de 25, 30 y 35 °C para
cada uno. Al término de 144 hr. se procedié a la recuperacion y deshidratacion de la

pasta de achiote liberada.

Se obtuvieron 27 tratamientos como resultado de las diferentes interacciones de
los dos cultivos fungicos y el control con los demas factores. Se establecieron tres
repeticiones para cada tratamiento, por lo que se analizaron un total 81 muestras de

pasta colorante recuperada.

Los resultados del analisis de varianza dieron a conocer que existe interaccion entre
los factores cepa fungica, pH, y temperatura y que ésta se ve reflejada en la liberaciéon

y recuperacion del colorante.

Las mejores condiciones de trabajo que se obtuvieron del andlisis se presentan
cuando se trabaja con el género Aspergillus (cultivo fungico # 7), a un pH de 7 y una

temperatura de 35 °C.



Resumen

La extraccion del colorante con hongos celuloliticos resultd ser mayor a la liberacion
ofrecida por el método acuoso. Con el método en estudio se obtuvieron rendimientos de
hasta un 80.7%, valor superior al reportado para la extraccién con agua, pero inferior al

registrado para el método alcalino que puede ser de hasta un 90%.
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1. INTRODUCCION

El color de los alimentos es un atributo que tiene mucha influencia dentro del juicio
del consumidor. Gracias a su facil percepcion por los sentidos del hombre es la primera
propiedad que causa impresion. El color puede llegar a ser determinante para que un
comestible sea aceptado o rechazado. La homogeneidad del color del producto durante
todo el tiempo es fundamental. El publico desea siempre encontrar el alimento con la

misma tonalidad; de no ser asi, desconfia de su calidad (Badui, 1993).

La industria alimentaria utiliza una serie de sustancias, mejor conocidas como
colorantes; que tienen como funcion primordial impartir alguna coloracién en particular o
simplemente resaltar la que por la naturaleza de las materias primas y, en su caso, de

los procesos tecnologicos se tiene en el producto final.

Los aditivos que son utilizados como sustancias colorantes pueden ser obtenidos por
sintesis quimica en la industria (colorantes sintéticos) o provenir de fuentes naturales

como los vegetales (colorantes o pigmentos naturales).

En los ultimos tiempos los colorantes sintéticos han sido cuestionados debido a sus
efectos toxicoldgicos, inclusive algunos han sido eliminados de algunas legislaciones,
tal es el caso del rojo No. 3 o eritrosina el cual se demostré que puede llegar a causar
un mal funcionamiento de la tiroides (Vazquez, 2001). Lo anterior aunado a la
tendencia que tienen los consumidores, sobre todo en los paises desarrollados, a
consumir alimentos con un minimo o nulo contenido de sustancias sintéticas; ello ha
provocado que el uso de colorantes naturales haya ido en aumento y en sustitucion de

los sintéticos (Salas, 2003).

Para abastecer la creciente demanda de colorantes naturales sin problemas de

legislacidén, se procede a la extraccidon de los pigmentos presentes en los tejidos
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vegetales o animales por medio de diferentes métodos como son el uso de variados
solventes, enzimas, soluciones alcalinas, etc. Cada método presenta sus limitantes y

ventajas.

El colorante obtenido de las semillas de achiote (Bixa orellana), esta compuesto en
su mayoria por el carotenoide bixina, se utiliza en la industria lactica, carnica,
condimentaria, cosmética, farmacéutica, etc. Es un colorante natural exento de
certificaciéon que ofrece tonalidades del amarillo al rojo, siendo este ultimo uno de los
colores mas deseados dentro de la industria de alimentos. La extraccion mas
rudimentaria se basa en un lavado con agua en ebullicion, a nivel industrial se ha
implementado un proceso de extraccion alcalino que es de facil aplicacion, pero que
tiene el inconveniente de que el producto final contiene un maximo de 30 a 40% de

pigmentos (Vazquez, 2001).

Actualmente, y gracias a la biotecnologia, se pueden obtener pigmentos naturales
aplicando enzimas a variados sustratos vegetales e inclusive se pueden obtener como
resultado de metabolismo de microorganismos modificados genéticamente (Garcia et
al., 1999).

Las posibilidades de incrementar el rendimiento y la pureza del colorante obtenido
del achiote siguen siendo tema de estudio, se debe buscar un método de extraccion de
facil aplicacion, que eleve el grado de rendimiento, dando como resultado un extracto
exento 0 con un minimo de impurezas quimicas, que disminuya los riesgos al

consumidor que implica el uso de solventes.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General

Obtener el colorante presente en la semilla de achiote (Bixa orellana), mediante

biocatalisis utilizando hongos con comprobada actividad celulolitica.

1.1.2. Objetivos especificos

e Obtener semillas de achiote.

e Obtener, caracterizar y seleccionar microorganismos fungicos con probada

actividad celulitica.

e Establecer las condiciones optimas de pH, temperatura y tiempo a fin de tener
la mayor degradacion de pared celular de la semilla de achiote.

e Recuperar, cuantificar y caracterizar quimicamente el colorante obtenido

después del tratamiento microbiano.

1.2. Hipétesis

Es posible obtener el colorante presente en la semilla de achiote (Bixa orellana)
utilizando microorganismos capaces de producir exoenzimas que degraden la pared

celular donde se encuentra adherido, facilitando asi su liberacion.
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2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. Los colorantes

Los primeros atributos de calidad con los cuales tiene contacto el consumidor son sin
lugar a duda la apariencia y el color, éstos son los primeros en ser evaluados por el
consumidor al momento de elegir algun alimento. Lo anterior es debido a la capacidad

y facilidad que se tiene de percibir dichas caracteristicas (Fennema, 2000, Badui, 1993).

La naturaleza fisica del espectro electromagnético que contribuye al fenbmeno del
color y el desarrollo de los mecanismos bioquimicos para la percepcién de este atributo
son algunas de las facetas mas fascinantes de la evolucién de la vida. El color es la
principal caracteristica sensorial para los consumidores de alimentos. Su uso tiene una
larga historia en la civilizacion humana. Ademas de la atraccion psicologica que ejercen,
los compuestos que imparten color a los alimentos influyen en la fisiologia de los

consumidores por lo que existe un vinculo muy estrecho (Reyes, 2003).

2.1.1. Definicién

El color se refiere a la percepcion humana de los materiales coloreados: rojo, verde,

azul, etc.

Un colorante se puede definir como aquella sustancia quimica de origen natural o
sintético que tiene la capacidad de impartir o prestar algun color a aquellos materiales

en los que se aplica.

Los pigmentos son sustancias naturales de las células de tejidos vegetales y

animales que confieren color (Fennema, 2000).

Con respecto a los colorantes, un aditivo colorido de acuerdo con la U. S. Food and
Drugs Administration (FDA, 1986):
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“Es cualquier colorante, pigmento u otra sustancia obtenida por sintesis o artificio
similar 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 es afadida
o aplicada a los alimentos, medicamentos o cosméticos, al cuerpo humano o a
cualquier parte, por si misma es capaz (sola o a través de una reaccion con otra

sustancia) de impartir color” (Garcia et al., 1999).

En México, la definicion es enfocada por la Secretaria de Salud hacia el origen de la
sustancia, “caracterizandola como aquella obtenida de los vegetales, animales,
minerales o por sintesis y que es empleada para impartir o acentuar el color, sin

especificar su uso o aplicacion” (Garcia et al., 1999).

La variada gama de sustancias colorantes hace necesaria la existencia de una

clasificacion, para esto se han tomado diversos criterios, tanto fisicos como quimicos.

2.1.2. Clasificacion.

La clasificacion de los colorantes se puede realizar de diversas formas, estas se
pueden basar en su procedencia o fuente de origen, en su certificacion o por el grupo

cromoforo o el radical que provoca un determinado color en su apreciacion optica.

De acuerdo con su origen se pueden clasificar en colorantes naturales y sintéticos,
los primeros se obtienen de microorganismos, vegetales, animales o minerales; los
segundos por sintesis quimica, incluyendo aquellos que son idénticos a los
provenientes de fuentes naturales (Garcia et al., 1999). En la Figura 1 se observa una

clasificacion de los colorantes alimentarios en base a su origen.
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/ ~ ~ Antocianinas
Carotenoides

Vegetales< Flavonoides

[ Organicos < Clorofila

Otros

Acido carminico

Acidos kermésico

Colorantes Naturales < g Animales i Otros
Dioxido de titanio
L Inorganicos Minerales< Azul ultravioleta
Azo

Sintéticos Organicos < Antraquinonas
\ Otros

Figura 1. Clasificacion de los colorantes. Fuente: Garcia et al., (1999).

2.1.2.1. Colorantes sintéticos

La utilizacion de colorantes sintéticos es una practica que data desde hace muchos
anos, y las razones de su uso como aditivos alimentarios se deben mas que nada a las
ventajas que ofrecen sobre los colorantes naturales. En los ultimos afios se ha
descubierto que muchos causan problemas a la salud del consumidor (Garcia et al.,
1993, Shibamoto y Bjeldanos, 1996, Furia, 1972).

Actualmente los colorantes sintéticos han perdido popularidad y la situacion por la
que atraviesan se puede ver en el area de bebidas, considerada hasta hace poco una
de las que mas emplea colorantes artificiales en la industria alimenticia. En este sector

de la industria, muchos colorantes sintéticos han sido prohibidos; por ejemplo, el rojo
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# 2 en Estados Unidos, reemplazado por el rojo # 40 que no ha sido aprobado por la

mayoria de los paises.

Los colorantes artificiales han perdido popularidad porque se requiere de productos
con mejor calidad nutricional, ya que la mayoria de los consumidores buscan bebidas
saludables; por ejemplo, enriquecidas con vitaminas y provitaminas. No obstante,
muchos colorantes artificiales conducen a problemas técnicos cuando se tratan de

mezclar con estas sustancias (Garcia et al., 1999).

2.1.2.2. Colorantes naturales

Actualmente existe un considerable interés por ampliar el uso de colorantes naturales
debido a que se presenta la necesidad de expandir la variedad de los mismos y , por
otro lado, divulgar que son naturales y por ello son seguros para quien los consume
(Garcia et al., 1999, Salas, 2003).

Pueden ser compuestos puros o productos de extraccién. Los compuestos puros
como la riboflavina y el B-caroteno estan bien definidos quimicamente y pueden ser de
origen natural o haber sido obtenidos por sintesis; son siempre de calidad igual y
responden a unas especificaciones precisas. Los productos de extraccion proceden de
materias primas alimentarias y pueden estar asociados a numerosas impurezas; los
compuestos obtenidos no tienen composicion y propiedades colorantes constantes; lo
que hace que la obtencion de estas substancias sea mas facil por sintesis que por

procedimientos de extraccion (Multon, 2000).

La mayoria de los colorantes naturales se encuentran en los tejidos vegetales, a
excepcion del rojo cochinilla (rojo carmin), que se puede obtener de insectos (Multon,
2000). En el Cuadro 1 se hace mencion de algunas fuentes de colorantes o pigmentos

naturales.
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Cuadro 1. Colorantes naturales usados en alimentos

FUENTE AGENTE ACTIVO
Achiote, annato (Bixa orellana) Bixina (carotenoide)
Azafran (Crocus sativos) Crocetina (carotenoide).
Cuarcuma (Carcuma longa) Cucurmina
Cochinilla (Dactylopius coccus) Acido carminico
Pimiento rojo (Capsicum annuum) Capsantina (carotenoide)
Enocianina Polimeros de antocianina
Zanahoria (Daucus carota) - caroteno (carotenoide)
Cempoaltxochitl (Tagetes erecta) Luteina (carotenoide)
Plantas verdes Clorofila
Betabel (Beta vulgaris) Betalainas

Fuente: Badui (1993).

La gran mayoria de los colorantes naturales presentes en las frutas se encuentran
dentro de d6rganelos especializados llamados plastidos, éstos estan localizados dentro
del protoplasma de la célula vegetal y se pueden observar al microscopio. Cuando son

solubles en agua se encuentran disueltos en las vacuolas de las células (Badui, 1993).

Los colorantes naturales se pueden clasificar en: flavonoides, carotenoides,
melanoidinas, porfirinas, betalinas, quinoides y otros varios (curcumina, carbon vegetal,
indigo) (Rodriguez, 2002, Badui, 1993).

La aplicacion de colorantes naturales, asi como las especificaciones de sus usos

depende de la legislacion de cada pais, bloque econdmico, tratado, etc.

2.1.3. Normatividad de colorantes

Cada pais se puede regir por su propia normatividad, de acuerdo a su legislacion, lo

que conlleva a que algunos aditivos estén permitidos en ciertos paises y en otros no.

10
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Con el objetivo de reglamentar las caracteristicas de seguridad de los alimentos en el
comercio internacional, la Comision del Codex Alimentarius ha creado un cuerpo de
normas que son aceptadas internacionalmente. La coleccion de normas se encuentra
publicada en un documento titulado Codex Alimentrius, en este se incluyen las

disposiciones sobre los aditivos en la industria alimentaria (FAO/OMS, 1995).

Otro organismo regulador y que tiene un gran peso a nivel internacional, dado el gran
mercado que representa, es la Food and Drugs Administration (FDA) de los Estados

Unidos.

Las regulaciones de la FDA distinguen dos tipos de aditivos colorantes (Wong, 1989,
Fennema, 2000):

1. Colorantes no certificados, que son aquellos obtenidos a partir de fuentes

naturales o bien, son duplicados sintéticos de los colorantes naturales.

2. Los colorantes certificados no se encuentran en la naturaleza como tal, por lo
que se obtienen por sintesis quimica, entre éstos se pueden mencionar los tintes
y las lacas, de amplia aplicacion en la industria alimentaria. Comparados con los
colorantes naturales, los colorantes artificiales tienen una mayor capacidad
colorante, una mayor estabilidad y es mas facil normalizar el matiz de color y la

intensidad.

Las lacas son sales de aluminio de los colorantes artificiales y son una forma no

soluble del colorante, por lo que no se utilizan en sistemas acuosos (Wong, 1989).

En México, la utilizacion de colorantes dentro de la industria alimenticia, farmacéutica

y cosmética es regulada por las siguientes normas (Garcia et al., 1999):

11
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= NOM-038-SSA1-1993
= NOM-118-SSA1-1994
= NOM-119-SSA1-1994

El 22 de octubre del 2004, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios determind que las normas oficiales mexicanas anteriormente citadas son

obsoletas.

Estas normas han sido superadas por la normatividad internacional, asi como por
diversos ordenamientos legales vigentes en México, lo anterior no permite la creacién
de nuevos productos con una base sanitaria especifica que contribuya a reducir riesgos
en su caso (DOF, 2004).

21.4. Disponibilidad y demanda de colorantes

Se estima que el mercado de colorantes crece a razén de un 10% por ano. La
proporcion de pigmentos naturales es creciente, esto es debido a la toxicidad de
algunos de los compuestos sintéticos. Sin embargo, cerca del 80 % de las ventas
totales para esta area en Estados Unidos (uno de los principales mercados) es cubierto
por tres quimicos monoazoicos, como la tartrazina (amarilllo), dos azonaftoles y el rojo
40.

En México, se estima que la demanda es cubierta (excluyendo el color caramelo)
en su mayor parte por los amarillo-naranja (55%) y los rojos (25%). México es un

productor-exportador de colorantes.

La situacion y perspectiva actuales para los colorantes, sobre todo los naturales, se
pueden observar en el caso de los carotenoides. Estos pigmentos ofrecen las

tonalidades que se desean en el mercado. Se estima que estas sustancias tienen

12
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ventas de 19 millones de dodlares en el area de alimentos, medicamentos y cosméticos.

Es importante sefialar que sobresale el B-caroteno (Garcia et al., 1999).

2.2. Los carotenos

Son un grupo de pigmentos que se encuentran ampliamente distribuidos entre las
plantas superiores. Se caracterizan por tener como estructura principal un esqueleto
conformado por atomos de carbono que a su vez consisten en unidades repetidas de

isopreno (Wong, 1989, Fennema, 2000).

El nombre genérico deriva de la zanahoria, Daucus carota, ya que fue en esta

hortaliza de donde se aislaron por primera vez (Badui, 1993).

Los carotenos se clasifican de acuerdo a la estructura de su cadena.

2.2.1. Clasificacion

En la naturaleza se ha identificado un numero mayor a 420 carotenos, una gran
cantidad de éstos se encuentra en las hojas verdes, aunque su coloracion vaya del
amarillo al anaranjado, y se manifiesta en el invierno, ya que la clorofila; que es el

pigmento de mayor presencia, desaparece (Badui, 1993).

De acuerdo a Wong (1989), los carotenos se pueden clasificar en dos grupos:

1. Carotenos-hidrocarburos carotenoides.

2. Xantofilas (u oxicarotenoides)- derivados que contienen oxigeno.

13
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2.21.1. Carotenos-hidrocarburos carotenoides

Este grupo es conocido simplemente como carotenoides, presentan caracteristicas
de hidrocarburos, son compuestos solubles en petréleo y poco en etanol. Los
carotenoides hidrocarburos que mas destacan dentro de este grupo son los a, By y-

carotenos y el licopteno (Badui, 1993).

2.21.2. Xantofilas

Se caracterizan por presentar oxigeno en su cadena, se presentan como acidos,
aldehidos, alcoholes y son solubles en alcohol, metanol y éter de petréleo. Algunos

ejemplos de estos compuestos son la luteina y la fucoxantina (Badui, 1993).

Ademas, también estan muy extendidos en la naturaleza los ésteres de carotenoides

hidroxilados con acidos grasos (Fennema, 2000).

2.2.2. Distribucion.

Los carotenos se encuentran dispersos en la naturaleza, se pueden encontrar en los
citricos, zanahorias, tomates rojos, pimiento, mantequilla, aceite de palma, azafran,
yema de huevo, trucha, salmén y algas. Por razones comerciales, las principales
fuentes de obtencion son los residuos de pulpa y melazas procedentes de las fabricas
de citricos (Rodriguez, 2002, Multon, 2000).

2.2.3. Estabilidad

Como consecuencia de los dobles enlaces (insaturaciones) presentes en la cadena
principal, estas sustancias estan sujetas a manifestar variados cambios quimicos que

son el resultado de las diferentes condiciones de procesamiento (principalmente

14
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elevadas temperaturas, radiaciones electromagnéticas y el oxigeno) a que son
sometidos en la industria (Badui 1993, Fennema, 2000). Cuando se calientan en
ausencia de aire existe una tendencia de algunos dobles enlaces frans de los carotenos
a isomerizarse a cis, conforme aumenta el numero de dobles enlaces cis disminuye la
intensidad del color (Coultate, 1984).

Dentro de su ambiente natural, los carotenoides son generalmente estables, el
problema en su inestabilidad se ve reflejado cuando los alimentos en que estan
presentes son calentados, o cuando se extraen con aceites o disolventes organicos, se

vuelven mucho mas labiles (Coultate, 1984).

2.2.4. Propiedades fisicas, extraccion y analisis

El color de los carotenos varia del amarillo al rojo, se detectan a una longitud de
onda que va de 430 a 480 nm. Las longitudes de onda mayores suelen utilizarse para

algunas xantofilas a fin de prevenir la interferencia de las clorofilas.

Los carotenos son un grupo de compleja naturaleza y gran diversidad, por lo que su
separacion a partir de los tejidos vegetales exige cromatografia. La extraccion de
carotenos para un analisis cuantitativo implica el uso de solventes organicos.
Comunmente se utilizan mezclas hexano-acetona para este fin, pero a veces es
necesario utilizar disolventes y tratamientos especiales para alcanzar una separacion

satisfactoria.

Se han desarrollado muchos procedimientos cromatograficos, incluso HPLC, para la
separacion de estos (Badui, 1993, Coultate, 1984, Fennema, 2000).
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2.2.5. Los carotenoides como colorantes alimentarios

Los carotenoides no son un grupo de pigmentos que se haya caracterizado por su
amplia aplicacion en la industria de alimentos, esto se debe a que no son muy estables

y a que son sustancias insolubles en agua.
Dos excepciones a esto son la creocetina, pigmento mayoritario del azafran, y la bixina.

La bixina es el constituyente principal de la sustancia colorante annato, que se
obtiene de extractos de las semillas de la planta conocida como achote, annato, cocote,
bija, bixa, urucu (Devia y Saldarriaga, 2003, Pérez, 2003, Rosales, 1991), roccou o
achiote (Bixa Orellana) (Rodriguez, 2002, Coultate, 1984, Vazquez, 2001).

2.3. El achiote

El achiote, vocablo derivado del Nahuatl “achiotl”, es una planta util que ha sido
usada desde tiempos remotos por los indigenas quienes le daban multiples usos tales
como: cosmeético, adornos para la ropa y otros objetos, asi como para tincién del
cuerpo. Fueron los espafnoles quienes al considerarlo de propiedades semejantes al

azafran le dieron uso culinario (Arce, 1983).

El achiote es una planta originaria de América Tropical, se cultiva desde México
hasta Brasil, muy posiblemente su area de origen es la oya amazdnica. Fue descubierto
por los europeos a su llegada al nuevo mundo (Devia y Saldarriaga, 2003, Pérez, 2003,
Rosales, 1991).

El nombre cientifico Bixa orellana L. es en honor al conquistador Francisco de
Orellana, quien exploro el rio del Amazonas alrededor de 1541. Su clasificacién

taxondmica es la siguiente (Vazquez, 2001):
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Reino: vegetal.

Sub-divisién: Angiosperma.

Clase: Dicotiledoneas.

Orden: Parietales.

Genero: Bixaceae.

Genero: Bixa.

Especies: B. orellana L., B. excelsa G., B. platycarpa R., B. arborea H. y otros.

El achiote, cuya imagen se presenta en la Figura 2, es una planta arbustiva que
crece rapidamente hasta alcanzar una altura de 4 a 6 metros, es de aspecto robusto

con flores blancas o rosas, dependiendo de la variedad.

El fruto es una capsula de coloracion roja y en su interior contiene entre 30 y 40
semillas. Las semillas estan cubiertas en su periferia por un arilo de color rojo o
anaranjado, esto debido a su contenido de bixina, sustancia que constituye el pigmento

propiamente dicho (Devia y Saldarriaga, 2003, Roosevelt, 2005, Rosales, 1991).
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Figura 2. Planta de achiote con fruto y flor. Fuente:

http://redescolar.ilce.edu.mx/redescolar/publicaciones/publi biosfera/flora/achiote/achiote.htm

2.3.1. Generalidades del cultivo

Es una planta que se encuentra en armonia en zonas tropicales, aunque también se
puede adaptar a diferentes climas. Se desarrolla bien a temperaturas que van de los
24 a los 35 °C, siempre y cuando no se presenten heladas y las precipitaciones
pluviales anuales sean de 1000 a 1200 mm (Pérez, 2003, Roosevelt, 2005).

El suelo que mejor se presta para su cultivo es aquel que es rico en materia
organica, buen contenido de humedad, plano y de preferencia con aluviones en los

margenes de los rios (Vazquez, 2001).
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Los arbustos de achiote comienzan su produccién comercial entre los 3 y 4 afios de
edad. En promedio, una plantacion resulta redituable por un periodo de 12 afnos. El
momento de la cosecha se identifica por la firmeza de la capsula, siendo duras al tacto.

En la Figura 3 se puede observar el fruto maduro del achiote.

ll'_'n'n'ad'n:l. JF www.r:cbaf.cu_mfafhrhte.htm.l

Figura 3. Capsulas maduras de achiote. Fuente:
http://www.portalagrario.gob.pe/rrnn_achiote.shtml

El rendimiento de una plantacién depende de ciertas variables, pero en promedio se

obtienen de 500 a 600 kg de semilla por hectarea (Pérez, 2003).

2.3.2. Distribucion

La familia Bixaceae se distribuye desde México hasta Brasil y Argentina, se cultiva en
otras regiones tropicales y subtropicales, los principales paises productores son: Bolivia,
Brasil, Ceilan, Colombia, Republica Dominicana, Ecuador, Guayana, India, Jamaica,
Peru, Srilanka y México (con una distribucion de 50 hasta 1000 metros sobre el nivel
del mar). En México la planta se encuentra en los estados de Puebla, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche y
Yucatan (Vazquez, 2001).
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De acuerdo con el censo de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) del 2000, se produjeron en Quintana Roo 721
toneladas, en Campeche 515, en Yucatan 147 y en Tabasco 35, para consumo

nacional (Pérez, 2003).

2.3.3. Caracteristicas fisicoquimicas de la semilla de achiote

Los principales componentes de la semilla del achiote son los carbohidratos, ya que
segun Devia y Saldarriaga. (2003), estos componentes representan hasta un 48% de la

totalidad de las semillas.

La composicion quimica de la semilla de achiote es muy variada, y diferente de un
autor a otro. En el Cuadro 2 se puede observar la composicion general de la semilla de
achiote de acuerdo a Devia y Saldarriaga (2003), en tanto que en el Cuadro 3 se

muestra una composicion quimica mas detallada de acuerdo a Vazquez (2001).

Cuadro 2. Composicion quimica de la semilla de achiote.

COMPOSICION QUIMICA (%)

Humedad 8-13
Proteina 13-14.24
Celulosa 13.8
Fibra cruda 18.48
Almidones 11.45
Carbohidratos totales 39.91
Ceniza 450-7.97
Energia bruta 54 kcal

Fuente: Devia y Saldarriaga (2003).
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Cuadro 3. Composiciéon quimica desglosada de la semilla de achiote.

ESTRUCTURA DE LA COMPUESTO PORCENTAJE
SEMILLA
Celulosa 40.00 a 45.00
CUBIERTA EXTERIOR Humedad 20.00 a 28.00
(68%) Azucares 3.50a5.20
Aceites esenciales 0.25a0.85
Pigmentos 3.25a5.50
CUTICULA Celulosa y tanino 20.00 a 21.00
(22%) Resina 1.0a1.65
Aceites esenciales 0.05a1.10
Sustancias cerosas 0.3
ALMENDRAS Aceites esenciales 8.00a 11.00
(10%) Cenizas minerales 1.50a1.80
Alcaloides Trazas

Fuente: Vazquez (2001).

El principal componente del pigmento presente en el exterior de las semillas de
achiote es el carotenoide bixina, sustancia que llega a representar mas del 80% del

total de los pigmentos presentes (Devia y Saldarriaga, 2003, FAO, 1995).

El contenido total de pigmento presente en las semillas suele ser expresado como
bixina. Las mejores semillas, en cuanto a contenido de bixina, presentes en el mercado
pueden contener de un 2 a un 3%, siendo generalmente las primeras las de mayor
utilizacion. Este valor puede variar de acuerdo a las areas de produccion, e inclusive

varia dentro de las mismas areas (FAO, 1995).

Las semillas con mas alto contenido de colorante, y por ende de mayor calidad, cuyo

contenido de bixina representa un 3% de su peso, son producidas y exportadas por
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Jamaica y otras Islas del Caribe. Las semillas con un contenido del 2 % son producidas
en Centro y Sudamérica. En la India, las semillas de achiote producen un pigmento
amarillo conteniendo 1.3% a 1.5% y 0.4% a 0.5 % de pigmento rojo (Vazquez, 2001).

El colorante o extracto, se encuentra constituido principalmente, ademas de bixina,
por grasa, resina e isoprenoide. Estos ultimos han sido reportados como fuentes de
vitamina A, B y D (Vazquez, 2001).

2.4. La bixina

El principal pigmento del achiote es la bixina, esta sustancia confiere el color rojo-
naranja caracteristico presente en el exterior de las semillas, existe otro pigmento que
confiere un color amarillo que se conoce como orellina. La bixina representa alrededor
del 80 % de los pigmentos presentes en e la semilla (Devia y Saldarriaga., 2003, FAO,
1995, Rodriguez, 2004)

241. Propiedades fisicoquimicas.

Como se puede apreciar en la Figura 4, es un carotenoide en forma cis formado por
una cadena de carbonos que presentan dobles enlaces con un grupo carboxilo en un
extremo y un grupo metil éster en el otro, lo anterior determina la insolubilidad del
pigmento en el agua (Vazquez, 2001, Badui, 1993, FAO, 1995, Rodriguez, 2004).

HG-WWH

Bixina O
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Figura 4. Estructura quimica de la bixina. Fuente: Kalsec (2005).

La bixina es insoluble en agua, pero cuando se pone en contacto con alcalis y se le
aplica calor, se obtiene una sal soluble en esta. El producto es llamado norbixina, tanto
cis como trans. La estructura de la norbixina se presenta en la Figura 5, donde se

aprecia claramente la ausencia del grupo metil ester.

HO—-

-0OH

0

Norbixina

Figura 5. Estructura quimica de la norbixina. Fuente: Kalsec (2005).

La cis-bixina es insoluble en aceite. Con el tratamiento térmico usado en la

extraccion la cis-bixina se convierte en trans-bixina, de color rojo y soluble en aceite.

Devia y Saldarriaga (2003), reportan una maxima absorbancia en 480 nm para el
colorante del achiote. Toledo y Rocha (2004), reportan una absorcién maxima de 470 y
501 nm para la bixina liposoluble diluida en cloroformo, en tanto que para la forma
hidrosoluble disuelta en agua, reportan una absorcién maxima de 453 y 483 nm. Estos
extractos producen con acido sulfurico concentrado un color azulado debido a la bixina

o0 azul verdoso debido a la norbixina.
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24.2. Usos

Las coloraciones que van desde el amarillo natural del huevo, hasta el rojo ladrillo
son las de mayor ocurrencia al momento de utilizar colorantes en la industria
alimenticia, estas coloraciones son aportadas a los alimentos por el pigmento del
achiote en todas sus presentaciones comerciales, cuya calidad ya sea en extractos

liquidos o solidos (polvos) son proporcionados por la industria que los extrae.

Las caracteristicas de los extractos de achiote importantes para la industria

alimenticia son (Kalsec, 2005):

« Matices que van de amarillo natural a anaranjado;
e Larga vida de anaquel,

o Consistente color estandarizado;

o Compatibilidad con otros extractos colorantes;

« Calidad microbiologica superior (resistencia al ataque microbiano);

La caracteristica mas importante y que convierte al achiote en un material interesante
para extraer pigmentos es la posibilidad de obtener colorantes tanto solubles en agua
como en aceite, esto con sélo variar las condiciones en el proceso de extraccion
(Toledo y Rocha, 2004).

Existen extractos del achiote que pueden ser solubles tanto en sistemas acuosos
como grasos, comunmente los extractos comerciales contienen bixina y norbixina,
ademas de emulsificantes de grado alimenticio que permiten aumentar su solubilidad en
agua o aceite, esto también permite su aplicacion en sistemas con un pH bajo
(Sensient, 2005, Toledo y Rocha, 2004).
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24.21. Los extractos solubles en agua

Los extractos o formas solubles del colorante del achiote se utilizan en aquellos
alimentos que se caracterizan por su alto contenido de agua (sistemas acuosos) tales
como los quesos, las pastas, productos de panaderia, salsas, confiteria. Los extractos
comerciales, generalmente, contienen una mezcla de sales de sodio y potasio de los
isdbmeros de cis de la norbixina, estas sales son el producto final de la transformacion
de la bixina durante el proceso de extraccion (FAO, 1995, Vazquez, 2001, Kalsec, 2005,
SIRE, 2005).

El colorante soluble del achiote puede ser utilizado en los cereales, ya que
dependiendo de los métodos de procesamiento, los matices de amarillo-naranja a

dorado-café pueden ser obtenidos (Kalsec, 2005).

El uso de la norbixina debe considerar aspectos tecnolégicos como la solubilidad, el
pH, la estabilidad y la capacidad del pigmento para interactuar con las proteinas del
medio. La solubilidad de la norbixina en agua esta directamente relacionada con el pH,
por lo que su uso se restringe a ciertos limites. Una caracteristica interesante de este
pigmento es que puede adherirse a proteinas, esto representa un gran interés para su

aplicacion en ciertos productos (Toledo y Rocha, 2004).

De acuerdo con Wong (1989), la mayoria de los alimentos tienen un pH acido, por lo
que cuando se les anade una solucion de norbixina, el pigmento se insolubiliza debido
al descenso del pH y queda en suspension. Por estd razén la norbixina es
particularmente util en la elaboracidn de cereales para desayuno cuando no se desea

que el color pase a la leche.
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2.4.2.2. Los extractos solubles en el aceite

Estos productos pueden contener bixina o norbixina o una combinacién de ambos,
se usa en aquellos alimentos que se caracterizan por su alto contenido de grasa. Se
venden como polvo o en forma de soluciones o suspensiones listas para usar en

aceites vegetales comestibles.

Los productos solidos pueden contener hasta un 99% de bixina, mientras que las
soluciones en aceite vegetal pueden presentar concentraciones tan bajas como 0.1%.
Los niveles de la dosificacion de bixina/nor-bixina en productos alimenticios se
extienden generalmente entre 0.01 y 0.5%. El competidor principal para los extractos

del annatto es el betacaroteno sintético (Toledo y Rocha, 2004).

El pigmento del annato es usado también como un repelente para insectos el cual es

aplicado directamente a la piel (SDIC, 2005).

2.4.3. Estabilidad

La estabilidad de la bixina o annato varia, dependiendo de los medios, y se debe probar

para cada uso. Algunos factores a considerar incluyen (Sensient, 2005):

e Luz — el annato se degrada con la exposicion prolongada a la luz fuerte,

directa.

e Medios acido-basicos — en medios acidos las soluciones alcalinas acuosas de

norbixina se precipitan, en medios alcalinos dichos extractos son estables.

e Oxidacién — los colorantes del achiote son susceptibles a la degradacion a

causa de la oxidacion.

e Ataque microbiano — los colores del achiote son resistentes al ataque microbiano.
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Existen diversas formas para extraer el colorante de las semillas de achiote, algunas

son muy rudimentarias, los métodos mas actuales son utilizados a nivel industrial.

2.5. Métodos de extraccion del colorante

La composicion de los extractos obtenidos varia segun el método utilizado, debido a
que la bixina se isomeriza con el calor aumentando el contenido de isobixina y se
hidroliza en medio alcalino dando lugar a la norbixina. Por lo tanto, el método que se
utilice para extraer el colorante de las semillas influira en la calidad del producto final
(Pérez, 2003).

2.51. Extraccion rudimentaria

La extraccion tradicional del colorante del achiote consiste en sumergir las semillas
en agua a temperatura ambiente o en ebullicién con constante agitacion. Si las semillas
se lavaron en agua a temperatura ambiente. El liquido coloreado se libera y es
sometido a ebullicion hasta obtener una pasta como producto final. Las semillas que
son sometidas directamente en agua, se hierven hasta obtener la pasta. Esta técnica
presenta bajos rendimientos, con pérdidas elevadas en el contenido de bixina, debido al

prolongado tiempo de coccion (Pérez, 2003, Devia y Rocha 2003, Roosevelt, 2005).

2.5.2. Extraccion Industrial

A escala industrial la extraccion se realiza utilizando solventes como soluciones de
alcali diluido, aceites comestibles, entre otros. Se evita el uso de altas temperaturas.
Con este método se obtienen altos rendimientos, ya que la molécula de bixina es afin a
estas sustancias y permite obtener extractos puros del pigmento. Sin embargo, el
método resulta muy caro debido a la cantidad de solvente y equipo necesarios (Pérez,
2003, Devia y Saldarriaga, 2003).
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Los principales mercados de exportacion (Estados Unidos, Europa y Japon) desean
que se eliminen los métodos de extraccion que utilizan productos quimicos (Liceras,
1988).

2.5.2.1. Extraccion con solucion alcalina

Al presentar un grupo carboxilo dentro de su molécula, la bixina puede reaccionar
con una base para formar sales que son solubles en agua (Devia y Rocha, 2003, FAO,
1995).

Tiene altos rendimientos de extraccion, hasta mayores a 70%, y es econdmicamente
accesible (Pérez, 2003, Vazquez, 2001).

El proceso mas comun para obtener productos solubles en agua a partir de la semilla
implica la extraccidén directa con alcali acuoso (generalmente hidréxido de sodio o de
potasio) como primer paso. Tipicamente, la semilla se empapa o se revuelve en alcali
acuoso diluido en un recipiente de acero inoxidable por cerca de 10 minutos a una
temperatura no mayor que 70 °C. Esta operacién transforma la bixina natural de la capa
de la semilla a un derivado soluble en agua simple, la sal norbixina. El extracto se
escurre del recipiente y el proceso de extraccion se puede repetir en las semillas para
asegurar la recuperaciéon maxima del pigmento. El extracto alcalino se filtra y después
se acidifica con acido mineral diluido (generalmente sulfurico o clorhidrico) para
precipitar la norbixina libre. El precipitado se deseca parcialmente en una prensa-filtro
para obtener una goma débil. Esto se puede concentrar por la evaporacion del agua
para la venta como goma o someterla a la deshidratacion completa, seguida por

proceso de molido para obtener un producto secado, pulverizado (FAO, 1995).
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2.5.2.2. Extraccién con aceites vegetales

Los extractos liposolubles de achiote se obtienen mediante la extraccién de la
cubierta exterior de los granos por medio de: 1- la extraccién directa de aceites y/o
grasas comestibles; 2- la incorporacion en los aceites y/o grasas comestibles del
extracto obtenido a disolventes organicos (acetona, diclorometano, etanol, hexano,
metanol, isopropanol, tricloroetileno), seguida de la eliminacion del disolvente (Toledo y
Rocha, 2004).

Recientemente se han desarrollado técnicas que emplean fluidos supercriticos,

también se ha dado paso a la biotecnologia.

2.5.3. Aplicacion de fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos se han utilizado para extraer una amplia gama de sustancias

a partir de muestras botanicas. Estos analitos extraidos pueden ser aceites esenciales.

Los extractos pueden ser utilizados para propositos de analisis, para obtener sabores

o fragancias.

La bixina fue obtenida usando didxido de carbono supercritico, después de analizar
los resultados del proceso de extraccion y aplicar HPLC al producto final, las
condiciones Optimas para la extraccion de bixina fueron 60.62 Mpa y 40 °C con 4% de
acetonitrilo y conteniendo 0.05% de &acido trifluoroacético como solvente (Rozzi y Sing,
2002).

2.5.4. Métodos biotecnolégicos

El uso de enzimas (pectinasas, celulasas, hemicelulasas) que degradan la pared
celular, facilitaria la extraccion acuosa del colorante. Estas enzimas que actuan sobre

componentes insolubles tales como celulosa, hemicelulosa y pectina permitirian obtener
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un colorante de mayor pureza y calidad. Asimismo, permitiria dejar de lado las
sustancias quimicas utilizadas actualmente en los métodos de extraccion industriales
(Campos y Salva., 1997).

Segun Campos y Salva (1997), con la extraccion enzimatica se incrementa el
rendimiento de extraccion en 24 % (13 % en bixina 'y 11 % en norbixina) con respecto a
la extraccion acuosa. Respecto a la extraccion alcalina no se reportan diferencias
significativas en el rendimiento de extraccion. Sin embargo, se obtiene un incremento
de 15 % (10 % y 5 % en bixina y norbixina, respectivamente) en la pureza del colorante

obtenido.

Bouvier et al. (2003), localizaron en el achiote los tres genes que producen la bixina
demostrando que el precursor de la sustancia es el licopeno, el mismo pigmento que
hace que los tomates sean rojos y que también esta presente en las sandias y en las
uvas tintas. En segundo lugar insertaron los genes en E. coli transgénicas que ya
estaban transformadas para producir licopeno, de esta manera se indujo la
transformacién del licopteno en bixina que resultd ser idéntica a la presente en las

semillas de Bixa orellana.

Otro método que puede ser utilizado en la extraccion del colorante, también

biotecnoldgico, es la biocatalisis microbiana.

2.6. Biocatalisis

Las enzimas se han distinguido por su habilidad para biocatalizar en forma altamente
especifica la velocidad y eficiencia de diversas reacciones quimicas. Dichos atributos
son ya una marca de clase, que les ha valido para ser utlizadas ampliamente en

infinidad de procesos analiticos e industriales. Multiples procesos de fermentacién y
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bioconversiones de importancia tecnologica, industrial y econdmica son procesos

multienzimaticos.

El manejo de conceptos, modelos y casos de estudio seran clave del avance y
analisis de esta area de gran relevancia para el sector industrial. La tecnologia
enzimatica y bioconversiones son procesos claves para los sectores farmacéutico,
alimentos, energia, salud y medio ambiental, apoyados en areas como la microbiologia
industrial, ingenieria enzimatica, ingenieria de solventes, ingenieria de proteinas y
disefio de reactores, seran relevantes para emplear la biocatalisis como base en los
procesos de innovacion tecnologica y desarrollo econdémico de la bioindustria (Baez,
2005).

2.6.1. Definicion

La biocatalisis es el fendomeno por medio del cual se llevan a cabo las reacciones
quimicas en los seres vivos. Se le llama asi porque son reacciones llevadas a cabo por
catalizadores especiales, de origen organico, es decir enzimas (Chamizo et al., 2004).
Con la produccion de enzimas enddgenas como exodgenas, los microorganismos

pueden transformar los sustratos con los que hacen contacto.

Cabe senalar que algunos microorganismos desarrollan esta capacidad de forma
natural y otros cuando son forzados por las condiciones del medio donde estan

presentes (Barzana, 2002).

Para los procesos de biocatalisis son ampliamente utilizados las bacterias,

levaduara y hongos principalmente (Barzana, 2002).

Los hongos se caracterizan por asimilar sustancias simples presentes en el medio
circundante. Si las moléculas son muy complejas, éstos utilizan complejos enzimaticos.

Muchos hongos se distinguen por degradar celulosa.
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2.6.2. Microorganismos degradadores de celulosa

La celulosa es mucho mas insoluble que el almidon y, generalmente, se digiere con
menor rapidez. La celulosa forma largas fibrillas y los organismos que la digieren se

encuentran a menudo intimamente asociados con ellas (Brock, 1978).

La celulosa es uno de los componentes mas abundante de la biomasa vegetal que
es degradada por una serie de microorganismos mediante la accion de varias enzimas
no asociadas en complejos, como en los hongos filamentosos y en algunos
actinomicetos o formando un complejo denominado “celulosoma”, como en Clostridios y

en bacterias del rumen (Ramirez y Coha, 2003).

Muchos hongos son capaces de digerir la celulosa y ellos son los principales
responsables de la descomposicidn de los materiales vegetales en el bosque. Entre las
bacterias, sin embargo, la digestion de la celulosa esta restringida a s6lo unos pocos
grupos de entre los cuales las mixobacterias, los Clostridios y los actinomicetes son los

mas comunes (Brock, 1978).

2.6.3. Hongos

2.6.3.1. Generalidades

Los hongos son por lo comun filamentosos. Los filamentos individuales se
denominan hifas. Las hifas crecen so6lo en sus extremos, por lo que los hongos
presentan crecimiento apical, dando como resultado una red de hifas que se denomina
micelio (Brock, 1978).

Todos los hongos son heterétrofos, debido a la pared rigida no pueden fagocitar el
alimento; mas bien, absorben nutrientes simples y solubles que obtienen de la

degradacion de polimeros complejos con enzimas extracelulares que liberan al medio.
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Estan adaptados fisiolégicamente a vivir en condiciones mas severas que la mayor

parte de los microorganismos.

Comparando con las bacterias, los hongos en general, tienen requerimientos

nutritivos extraordinariamente simples (Brock, 1978, Deacon, 1988).

Las moléculas organicas mas simples, como monosacaridos, aminoacidos y acidos
organicos, se obtienen a través de la membrana celular. Sin embargo, las moléculas
mas complejas que incluyen quizds muchos disacaridos, deben degradarse a
mondémeros en el exterior de la célula por medio de enzimas liberadas a través de las

paredes o unidas a éstas (Deacon, 1988).

Los hongos son eucariéticos, se reproducen tanto sexual como asexualmente, pero
en cualquier caso forman esporas como producto final de diferenciacion (Deacon,
1988).

Entre los hongos filamentosos de mas facil adaptacién, y que se caracterizan por su

alta produccion de enzimas se encuentran los del genero Aspergillus.

2.6.4. Aspergillus

Los hongos filamentosos se caracterizan por ser un grupo de gran interés para la
industria, ya que se utilizan principalmente en la produccién de algunas enzimas, entre
estas es posible citar a un gran numero de glucanasas, capaces de degradar totalmente

a la celulosa (Gretty y Marcel, 2003).

Las glucanasas son enzimas con un gran espectro de aplicacion industrial, se utilizan
en el blanqueo, en la extraccion y clarificacion de jugos, asi como en la industria textil,

entre otras.
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Estos microorganismos ofrecen algunas ventajas para ser utilizados en la obtencion
de enzimas a nivel industrial, sobresalen: alto nivel de produccién, la facilidad del
cultivo, y el que sus productos sean considerados “GRAS” (generally regarded as safe),
lo que permite que se utilicen en la industria de alimentos tanto para el hombre, como

para los animales (Gretty y Marcel, 2003).

2.6.4.1. Morfologia

El color es la principal caracteristica macroscépica para la identificaciéon de los
grupos de Aspergillus. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y
negro. Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas basicas:
globosa, radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas grandes suelen

parecer diminutos alfileres sobre el substrato (Carrillo, 2003).

2.6.4.2. Cultivos

La mayoria de las especies crecen sobre Czapek-Levadura pero los Aspergillus
osmofilos, particularmente los miembros de las secciones Aspergilli y Restricti, se
desarrollan sobre Czapek-20% Sacarosa. La temperatura de incubacién corriente es de
25°C pero para algunos miembros de la seccidn Fumigati es conveniente 37°C. La
ornamentacion de los conidios cambia con la edad y en dos semanas las esporas estan

totalmente maduras (Carrillo, 2003).
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3. MATERIALES Y METODOS

Para desarrollar la presente investigacion se plantearon las siguientes etapas:

3.1. ETAPA 1. Obtencién de la materia prima

Se trabajé con semillas enteras de achiote procedente del estado de Chiapas. El

achiote se obtuvo en un mercado del municipio de Acala.

Las semillas fueron mantenidas en envases plasticos y almacenados en condiciones

de oscuridad.

3.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la semilla de achiote

Para los objetivos de la investigacidn, solo se procedio a realizar analisis de ceniza,
humedad, bixina, grasa, fibra cruda, celulosa y lignina. Todas las determinaciones se
realizaron en base a los métodos establecidos por la AOAC (1980), excepto la
determinacién de celulosa y lignina, que se hicieron de acuerdo a Van Soest y Wine

(1968). La bixina se determiné de acuerdo a Vazquez ,2001 (anexo 7.3).

3.2. ETAPA 2. Obtencion, seleccién y caracterizacion de microorganismos

fungicos con probada actividad celulolitica.

De la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila, se
obtuvieron 7 muestras diferentes de hongos, los cuales demostraron en estudios
previos actividad celulolitica. Las muestras fueron valoradas y seleccionadas en funcion

a dicho atributo.
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3.2.1. Seleccién del microorganismo con mayor actividad celulolitica

Los hongos fueron viabilizados en un medio liquido y posteriormente inoculados en
placas de agar carboximelticelulosa (CMC). Después de 7 dias de incubacion a 28 °C
se evaluo su actividad sobre la carboximetilcelulosa aplicando la técnica del rojo congo

de acuerdo con los lineamientos propuestos por llina (2002, anexo 7.1).

Los cultivos fungicos fueron enumerados del 1 al 7 en tanto eran identificados.

3.2.2. Caracterizacion de los microorganismos seleccionados

El objetivo de esta etapa es determinar especificamente el tipo de hongo con que se
esta trabajando a fin de elucidar de mejor manera la naturaleza del mismo, asi como el

comportamiento de éste en el proceso.

Los microorganismos que presentaron la mayor actividad fueron analizados tanto
macroscopica como microscopicamente, mediante analisis de morfologia, esporulacion
y asimilacién de nutrientes. Todos los analisis fueron realizados de acuerdo a los
lineamientos propuestos por Barnett y Hunter (1987) y Romero (1993). Dichos estudios
fueron realizados en el Centro de Investigacion para los Recursos Naturales (CIRENA),

localizado en el ejido Salaices perteneciente al municipio de Lopez, Chihuahua.

3.3. ETAPA 3. Establecimiento de las condiciones de pH y temperatura para
la degradacion de la pared celular y liberaciéon del colorante

Esta etapa se realizé mediante un proceso aerobico en medio acuoso.

En el Cuadro 4 se muestra la composicién del medio formulado en base a las
pruebas realizadas en la Etapa 2, utilizandose semillas enteras de achiote como uUnica

fuente de carbono.
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Cuadro 4. Medio para el proceso de biocatalisis

COMPONENTE | GRAMOS
Semillas 20
NaNO; 0.6
KH,PO, 0.1
MgSO, 0.1
KCI 0.1
K>SO, 0.02
Buffer 200 ml

El medio se mantuvo a pH 3, 5y 7, de acuerdo a la técnica propuesta por Lynch et
al. (1987).

Una vez preparado el medio, se procedioé a adicionar cada unidad experimental con
un inoculo que contenia 2, 000, 000 de esporas/ml. El conteo de esporas se realizé de

acuerdo a los lineamientos propuestos por Ilina (2002, anexo 7.2).

Posteriormente, cada unidad experimental (medio inoculado con esporas) fue
colocada en “bafio maria” para el control de la temperatura a 25, 30 y 35 °C, durante
144 hr.

Durante este tiempo se monitoreo la formacion de azucares totales y reductores, los
primeros se determinaron de acuerdo a los lineamientos propuestos por Dubois et al.
(1956) con fenol sulfurico, los azucares reductores se analizaron de acuerdo al método

descrito por Miller (1959), que comprende el uso de acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS).
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3.4. ETAPA 4. Recuperacion y caracterizacion del colorante liberado

3.4.1. Recuperacion del colorante

Una vez terminado el proceso de biocatalisis, cada sistema fue esterilizado en
autoclave, para detener el crecimiento y actividad fungica. Después del proceso de
esterilizacion se recuperd el colorante mediante tratamientos en medio acuoso de
calentamiento, prensado y filtrado, hasta obtener la mayor cantidad de colorante

posible.

El material obtenido en las operaciones antes citadas, fue sometido a un proceso
final de evaporizacién en horno a una temperatura entre 60-65 °C hasta la eliminacion
completa de la humedad residual, monitoreado como peso constante de la muestra. La

determinacién del rendimiento se realizé por analisis gravimétrico.

Los datos arrojados por el analisis gravimétrico fueron sometidos a un analisis de
varianza con arreglo factorial de tratamientos con P < 0.05, esto para determinar que

condiciones ofrecen una mayor liberacion de colorante.

3.4.2. Caracterizacion del producto final

Los informacién obtenida en el analisis de pesos ofrecen datos sobre la cantidad de
materia bruta extraida a partir de la semilla del achiote después del tratamiento, mas sin
embrago, no revelan cual es la pureza del extracto recuperado. Para esto se procedio a
aplicar un analisis por espectroscopia infrarroja (IR) a los extractos obtenidos, mediante
la metodologia propuesta por Devia y Saldarriaga (2004), consistente en preparar la
pastilla de KBr con la muestra del colorante en polvo y se obtiene el espectro infrarrojo
en un espectrofotomero Perkin — Elmer. El extracto obtenido se comparo con una

muestra comercial de achiote de la empresa la yucateca.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA 1. Obtenciéon de la materia prima

La semilla de achiote que se adquiri6 no fue obtenida bajo requerimientos

especificos como tamano, peso, etc., unicamente se busco obtener semilla de achiote

que estuviera en su madurez fisiolégica. La semilla no presento signos de algun tipo de

alteracion, por lo que se utilizo sin ningun problema.

4.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la semilla de achiote

Los resultados de los analisis quimicos que se aplicaron a la semilla de achiote se

detallan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Resultados de analisis quimico de la semilla de achiote

COMPONENTE CONTENIDO
(% bMS)

Humedad. 1.61
Ceniza. 3.51
Grasa. 4.52
Fibra cruda. 16.9
Celulosa. 9.74
Lignina. 3.76
Bixina 1.4
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Se puede observar que uno de los menores componentes de la semilla utilizada en la
presente investigacion es la humedad, esto se traduce en un alto contenido de materia

seca que se caracteriza por su elevado contenido en fibras.

Lo anterior permite proponer que en la semilla puede ser utilizada en el proceso de
biocatalisis como una fuente de carbono representada en parte por fibras que pueden

ser desdobladas por complejos enzimaticos presentes en organismos como los hongos.

El porcentaje de grasa, reportado en el Cuadro 5, es muy similar al reportado por
Vazquez (2001), que es de 4.6%.

El porcentaje de de bixina (Cuadro 5) obtenido en el analisis quimico aplicado a la
materia prima que se utilizd en la presente investigacion, es inferior al reportado por
Vazquez (2001) y la FAO (1995), que es 2 al 3%. Sin embargo, es un valor cercano al
2% y la posible causa de que sea inferior se puede deber a que la friccion entre las

semillas, al momento de su manejo, ocasiona desprendimiento del pigmento.

Devia y Saldarriaga (2003), reportaron un contenido del 13.8% de celulosa, valor
que se encuentra por encima del obtenido en esta investigacion. Por otro lado el
contenido de fibra cruda que reporta el mismo autor, que es del 18.48%, es similar al
16.9% presente en las semillas utilizadas para los fines del presente trabajo de

investigacion.

Es evidente que los resultados obtenidos en el analisis quimico pueden ser
diferentes en comparacién con los que otros autores reportan lo que se puede deber a
la variedad, estado fisiolégico de madurez, asi como el tiempo y condiciones de

almacenamiento de la semilla con que se trabajé.
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4.2. ETAPA 2. Obtencion, seleccion y caracterizacion de microorganismos
fungicos con probada actividad celulolitica

4.21. Seleccion de microorganismos con mayor actividad celulitica

En la Figura 6 se puede observar como el rojo congo revela la actividad fungica

sobre la carboximetilcelulosa.

Figura 6. Ensayo de rojo congo en el cultivo 7. A: placa con hongo. B: placa con rojo congo.
C: placa después de lavado con solucién salina

En la Figura 6A se puede apreciar el crecimiento fungico sobre la periferia de los
circulos presente en la placa. Una vez que se aplica la solucion de rojo congo (Figura
6B) la placa se adquiere coloracion roja. Después que se procede al lavado con
solucién salina se obtienen las zonas decoloradas observadas en la Figura 6C que
ponen de manifiesto la actividad celulolitica de las muestras de hongos analizadas, en

este caso particular el cultivo ensayado fue el 7.

Los resultados obtenidos aplicando la técnica del rojo congo fueron sometidos a un
analisis de varianza (P < 0.05); esto con la finalidad de elegir con mayor seguridad cual

o cuales microorganismo son los que mas se adecuan a la investigacion.

Los resultados del analisis se reportan en el Cuadro 6, como las medias analizadas por
la prueba de t-Student (P< 0.05).
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Cuadro 6. Resultados de rojo congo analizados mediante t-Student (P< 0.05)

PROMEDIOS
CULTIVO ESTIMADOS POR
FUNGICO MiNIMOS
CUADRADOS
Cultivo 7 A 3,90 cm.
Cultivo 5 B 3,40 cm.
Cultivo 2 B C 3,23 cm.
Cultivo 6 C D 3,10 cm.
Cultivo 1 C D 3,05 cm.
Cultivo 4 D 2,91 cm.
Cultivo 3 E 2,63 cm.

El analisis de medias permite concluir que el cultivo con mayor produccién de
celulasas, es el cultivo 7, ya que en el analisis estadistico fue el mejor, mostrandose

una diferencia significativa con el resto.

Por otro lado, el cultivo 5 y el cultivo funico 2 resultaron estadisticamente semejantes
al no existir diferencia significativa entre ambas. Estos dos cultivos fungicos
estadisticamente presentaron menor actividad que el cultivo 7, pero mayor que el resto

de los demas preparados fungicos .

Los cultivos 7, 5y 2 fueron caracterizados y probados en el proceso de biocatalisis,
para seleccionar el mejor de acuerdo a su pureza y adaptabilidad al proceso de

extraccion del colorante.
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4.2.2. Caracterizacion de los microorganismos seleccionados.

Los resultados de los estudios llevados a cabo en el CIRENA se reportan en el

Cuadro 7. Se puede observar que el género Aspergillus es predominante.

Los cultivos fungicos 7 y 5, que presentaron una mayor actividad celulolitica; fueron
identificadas como Aspergillus. De acuerdo con Gretty y Marcel (2003), este género se

caracteriza por su alta produccion de glucanasas y facil crecimiento.

En la cepa 2 se encontré que no se trataba de un solo género, sino de una mezcla de
Aspergillus 'y Penicillum. Este fendmeno puede deberse a la existencia de una relacion

simbidtica entre ambos géneros que dificulta su purificacion.

Cuadro 7. Resultados de la caracterizacion de los microorganismos

CULTIVO GENEROS FUNGICOS
FUNGICO

7 Aspergillus

5 Aspergillus

2 Penicillum y Aspergillus

El cultivo 2, al no ser puro, presento dificultades para su crecimiento, por o que no

se utilizé este microorganismo en el proceso de biocatalisis.
Los hongos se diferencian de las bacterias por ser microorganismos eucarioticos de

facil desarrollo, crecen en condiciones ambientales y nutricionales mas criticas que

estas.
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4.3. ETAPA 3. Establecimiento de las condiciones de pH y temperatura para
la degradacion de la pared celular y liberaciéon del colorante.

4.3.1.

Monitoreo de azucares totales.

Se monitored el comportamiento de azucares totales y reductores por un tiempo de

144 hrs. Esta prueba se realizé para mostrar la existencia de actividad celulolitica bajo

las condiciones aplicadas al proceso.

En las Figuras 7, 8 y 9, se puede observar que los niveles de los azucares en el

medio aumentan y disminuyen su concentracion. Esto se debe al propio metabolismo

de los microorganismos inoculados, asi como el de la flora nativa, el cual consiste en la

hidrolisis de los polimeros que integran la pared celular de las semillas del achiote,

presente como unica fuente de carbono disponible en el medio para posteriormente

asimilar los azucares mas simples formados a partir de dicha degradacion.

Azucares (g/l)

Comportamiento de azucares totales a 25 °C
A — _
A ' ~

.- N 'A

TN v A A
-
60 80 100 120 140
Tiempo (hr)
—m C5pH7 —®m— C5pH5---m--C5pH3 —a—C7,pH7 — &4 C7,pH5---4--- C7,pH3

Figura 7. Comportamiento de niveles de azucares totales en el reactor con cultivo fungico 5

y 7 apH 3,5y 7 en funcion al tiempo con temperatura de 25 °C.
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Comportamiento de azucares totales a 30 °C

Azucares (g/l)

Tiempo (hr)

— = C5pH7 — - —C5,pH5---m--- C5,pH3 —a&—C7,pH7 — -~ —C7,pH5 4 C7,pH3

Figura 8. Comportamiento de niveles de azucares totales en el reactor con cultivo fungico 5

y 7 apH3,5y 7 en funcién al tiempo con temperatura de 30 °C.

Comportamiento de azucares totales a 35 °C

Azucares (g/l)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (hr)

— = C5pH7 — & —C5,pH5---m--- C5 pH3 —&—C7,pH7 — &~ —C7,pH5 ---A--- C7,pH3

Figura 9. Comportamiento de niveles de azucares totales en el reactor con cultivo fungico 5

y7apH 3,5y 7 en funciéon al tiempo con temperatura de 35 °C.

En las figuras anteriores, se observa a temperaturas de 25 °C (Figura 7) que ambas
cultivos bajo los diferentes pH muestran incrementos y decrementos en cuanto a la
concentracion de azucares totales de manera inestable, contrastandose contra las
temperaturas de 30 °C (Figura 8) y 35 °C (Figura 9) en la cual destaca la estabilidad del

cultivo 7 a pH 7. Es posible apreciar que se mantienen la tendencia de incremento de
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la variable en estudio lo cual muestra la existencia de actividad celulolitica. Sin
embargo, el comportamiento. El comportamiento que se irregular de las graficas se
puede estar relacionado con el consumo de glucosas liberadas. Brock (1978) y Deacon
(1988), consideran que para el desarrollo fungico se absorben los nutrientes simples y
solubles que obtienen de la degradacion de polimeros complejos con enzimas
extracelulares que liberan al medio. En el caso del cultivo7 se observo la formacion de
una gran cantidad de micelio flotando en el medio y rodeando a las semillas del achiote.
Por otra parte, la cepa 5 a pH 3 y temperatura de 30 °C presenta un comportamiento
inestable en la que hay una gran formacion de azucares a las 48 hr para su posterior
consumo a las 72 hr apreciandose pobre formacion de micelio y crecimiento
levaduriforme, corroborado, ademas de la apreciacién visual, por la deteccidon de olores

a solventes, los cuales pueden ser el resultado de algun tipo de fermentacién.

4.3.2. Monitoreo de azticares reductores

Las lecturas de azucares reductores revelan la presencia de las sustancias simples

como pueden ser la glucosa o la fructosa.

De acuerdo al monitoreo, se observa en las Figuras 10, 11y 12, que la concentracién
de azucares reductores se incrementa en un menor tiempo en funcion al aumento de
temperatura expresandose a tiempos tardios a 25 °C y tempranamente a partir de los
30 °C.
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Comportamiento de azucares reductores a 25 °C
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Figura 10. Comportamiento de niveles de azucares reductores en el reactor con cultivo

fungico 5y 7 apH 3,5y 7 en funcion al tiempo con temperatura de 25 °C.

Comportamiento de azucares reductores a 30 °C
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Figura 11.

Comportamiento de niveles de azucares reductores en el reactor con cultivo 5 y

7 apH 3, 5y 7 en funcion al tiempo con temperatura de 30 °C.
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Comportamiento de azucares reductores a 35 °C

Azucares (g/l)

Tiempo (hr)

‘—-—05, pH7 — - —C5,pH5 ---m--- C5,pH3 —&—C7,pH7 —&—C7,pH5 ---A- - - C7,pH3‘

Figura 12. Comportamiento de niveles de azucares reductores en el reactor con cultivo 5y 7

a pH 3, 5y 7 en funcion al tiempo con temperatura de 35 °C.

En funcién del pH se destaca el comportamiento del pH 7 en el cual se mantiene
practicamente constante la concentracion de la variable en estudio para ambos cultivos

fungicos y en todas las temperaturas monitoreadas.

En funcion al testigo, sin inéculo fungico, se presentaron resultados apenas
perceptibles y practicamente constantes lo que indica la nula presencia de actividad
celulolitica.

4.4. ETAPA 4. Recuperacion y caracterizacion del colorante liberado

4.41. Recuperacioén del colorante.

El extracto recuperado presenta la coloracion caracteristica del achiote, fue posible
observar fibras provenientes de las semillas tratadas con el hongo debido a la

degradacion experimentada durante el tratamiento.
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En la Figura 13 se aprecia el resultado del proceso de biocatalisis, ambas muestras
fueron sometidas a las mismas condiciones de temperatura y agitaciéon en medio
acuoso. La unica diferencia es que la muestra A no fue inoculada con esporas y la B si,
observandose claramente que la muestra B presenta severos dafios en su estructura,
debido a la accion fungica ejercida sobre la pared celular de esta, a diferencia de la A,
la cual presenta semillas integras.

&M

A

Figura 13. Semillas después del proceso de biocatalisis a 35 °C. A: semillas sin inoculo en el
medio. B: semillas inoculadas con hongo concepa7y pH 7.

En la Figura 14 se aprecia el extracto del colorante recuperado después de terminar
el proceso de biocatalisis. Ambas muestras fueron sometidas al proceso en estudio bajo
las mismas condiciones de trabajo, la diferencia radica en que la muestra A no incluyo

inoculacion microbiana alguna, en tanto que la B fue inoculada con esporas de hongo.

Figura 14. Extracto de colorante recuperado después del proceso de biocatalisis.

A: colorante obtenido sin indculo en el medio a 35 °C. B: colorante obtenido con Aspergillus
(cultivo7) a35°CypH?7.
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Se puede notar que existe una diferencia notable en cuanto a la intensidad del color,

siendo menos pronunciada en el testigo (muestra A).

Por otro lado, en la Figura 15 se muestra el colorante liberado, en soluciéon acuosa,
por el testigo y el liberado por el cultivo fungico bajo tres diferentes condiciones de pH 'y
temperatura de 35 °C. El colorante recuperado en las muestras B, C y D es el resultado
de un medio inoculado con esporas de hongo del cultivo 7 a temperatura de 35 °C,
variando el pH 3, 5, y 7. Se puede observar que a medida que aumenta el pH la

coloracidon es mas intensa.

Figura 15. Extracto de colorante recuperado en diferentes tratamientos de biocatalisis.

A: medio agua y 35 °C. B: medio con esporas pH 3, 35 °C. C: medio con esporas pH 5, 35 °C.
D: medio con esporas pH 7, 35 °C.

Los pesos de los extractos recuperados de cada ensayo (muestra) fueron sometidos
a un analisis de varianza con arreglo de tratamientos factorial con el objetivo de
determinar si cada factor actia independientemente o existe interaccion entre los

mismos.
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Se obtuvieron 81observaciones, ya que se trabajo con 27 tratamientos y tres

repeticiones.

En el Cuadro 8 se puede observar que el modelo resulté ser significativo (P < 0.05)

para los tratamientos en estudio.

Cuadro 8. Andlisis de varianza para todos los datos

Fuentes de Grzgos Suma de | Cuadrados Fe
variacion . cuadrados| medios
libertad
Modelo 26| 4,1149846 0,158269( 34,1805
Error 54| 0,2500402 0,004630( Prob>F
Total corregido 80| 4,3650248 <.0001

En el Cuadro 9 se observa un analisis de varianza para cada factor, asi como para

cada una de las diferentes interacciones.

En dicho cudro se muestra que todas las fuentes de variacion presentan

significancia, excepto el factor temperatura.

Cuadro 9. Andlisis de varianza para cada factor

F.V. gl SC Fc Prob > F
Cultivo fungico 2 2,5860263| 279,2459| <.0001
pH 2 0,1434548| 15,4906] <.0001
Cultivo fungico*pH 4 0,9323612| 50,3394| <.0001
Temperatura 2 0,0244957 2,6451 0,0802
Cultivo fungica*Temperatura 4 0,1215807 6,5643 0,0002
pH*Temperatura 4 0,1451940 7,8392| <.0001
Cultivo fungico*pH*Temperatura 8 0,1618720 4,3698| 0,0004

FV = fuente de variacion, gl = grados de libertad, Fc = F calculada, Prob > F = Probabilidad
Fc < F tedrica

Después de que el analisis de varianza demostré que la temperatura no es una
variable que afecte el proceso de extraccién, para efecto del presente estudio habra
que centrarse en las interacciones, especialmente en la triple (cultivo fungico x pH x
temperatura) ya que lo que interesa es el efecto de esta sobre la extraccién del

colorante.
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4411. Efecto del pH, temperatura y cultivo fingico sobre la
liberaciéon del colorante

El efecto de la temperatura y el pH sobre el microorganismo resulto ser significativa
(P<0.05), lo cual es relevante para efecto del presente estudio, ya que el buen
funcionamiento del microorganismo empleado estara en funcion del medio circundante,
constituido por la interaccion de dichos factores, lo cual favorecera la degradacion de
celulosa con la consecuente mejora en cuanto a la liberacidon y recuperacién del

pigmento, que es el proposito planteado.

4.4.1.1.1. Efecto del pH y temperatura sobre cultivo fungico 7 en la
liberacion del colorante (interacciéon doble).

En la Figura 16 se observan los efectos de la doble interaccion para la cepa fungica

Comportamiendo de cultivo 7 en funcion al pHy
temperatura.
~ 125
2 12 —_ , —
g 1.15 /_.\ —e—pH3
[
2 1.1 ./ —B—pH5
g 1.05 —a—pH7
] 1
7] ‘\’/
& 095 ‘ ‘ ‘
20 25 30 35 40
Temperaturaen °C

Figura 16. Efecto de pH y temperatura en peso de extracto obtenido con cultivo fungico 7.

En la misma figura se puede apreciar que el cultivo 7 ofrece la mayor liberacién y
recuperacion de la pasta colorante a pH 7, siendo siempre superior al 5y 3 en todas las

temperaturas. A pH 7 bajo temperatura de 35 °C se registran los mejores resultados.
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El pH 3 ofrece un comportamiento muy similar al pH 7, pero inferior, en todos los

valores de temperatura.

En cuanto al pH 5, este muestra valores superiores al pH 3, pero de niveles
inferiores al 7 bajo todas las condiciones de trabajo, presentando los mejores resultados

al interactuar con la temperatura de 30 °C.

4.4.1.1.2. Efecto del pH y temperatura sobre cultivo fungico 5 en la
liberacion del colorante (interacciéon doble).

En la Figura 17 se muestra el comportamiento de los rsultados obtenidos con el
cultivo 5 bajo las diferentes temperaturas y condiciones de pH estudiadas en el medio

circundante.

Comportamiento de cultivo 5 en funciéon a pHy
temperatura

~ 0.96

= 094 —*

T 092 -\\(/’//‘_3/\‘ —e—pH3

[

2 09 /\.\ A —m pH5

3]

@ 0.88 —Aa—pH7

+ 0.86

2 084 ‘ ‘ ‘

20 25 30 35 40

Tmperaturaen °C

Figura 17. Efecto de pH y temperatura en peso de extracto obtenido con cultivo flingico 5.

En esta figura se puede apreciar que la variable de respuesta tiene un
comportamiento inversamente proporcional con la temperatura cuando el pH del medio
es de 5.

En el pH 3 el comportamiento de la variable de respuesta es directamente

proporcional con la temperatura.
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El pH 3 ofrece su mejor resultado cuando la temperatura del medio es de 35 °C,

dicho valor es el mas elevado de los reportados para el cultivo 5.

El segundo mejor comportamiento de la variable peso de pasta recuperada, se

presenta cuando el pH del medio es de 5y la temperatura de 30 °C

En la misma figura se puede apreciar que la diferencia en gramos no es muy

significativa en el pH 3 y 7 bajo todas las condiciones de temperatura.

4.4.1.1.3. Efecto del pH y temperatura sobre el testigo sin inoculo en
la liberacién del colorante (interaccién doble)

En la Figura 18 se muestra el comportamiento del testigo bajo todas las condiciones

de trabajo.

El testigo no fue inoculado con ningun tipo de microorganismo, esto con el objetivo
de comparar cuales serian los resultados en el proceso de liberacion del colorante

cuando no se usara microorganismo alguno. Cabe mencionar la presencia de flora

nativa.
Comportamiento testigo en funciéon al pHy
temperatura

— 1
)
< 0.8
g ——pH3
2 08 A\\t/‘ e
o
1} —A—pH7
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i
o 0.2 . . ‘
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Figura 18. Efecto de pH y temperatura en peso de extracto obtenido sin cultivo fungico.
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En la figura anterior se observa que el comportamiento de la variable de respuesta
para el pH 7 y 5 es similar en todas las temperaturas, aunque en 30 y 35 °C el pH 7

ofrece mejores resultados que el pH 5, pero estadisticamente no hay significancia.

El pH 7 reporta su mejor comportamiento a temperatura de 25 °C, valor que es
inferior al que se registra bajo las mismas condiciones para el pH 5.

La variable de respuesta, gramos de pasta recuperada, es mayor que el pH 5y 7
cuando el medio se encuentra en pH 3 y se ve incrementada a medida que aumenta la

temperatura.

Cabe mencionar que el testigo a pH 3 es tiene un comportamiento muy similar al que

muestra la variable de respuesta con el cultivo 5 al mismo pH (Figura 17).

De manera general, la interaccidon de los tres factores (cultivo fungico x temperatura x
pH) se aprecia en el Cuadro 10. De acuerdo al analisis de medias con t-Student (P<
0.05) aplicado a todas las observaciones, se puede decir que la variable de respuesta
en estudio (gramos de pasta recuperada) se ve incrementada a medida que se

incrementa el pH y la temperatura del medio, aunque esta por si sola no es significativa.

Es importante mencionar que a pH 5 se promueve el crecimiento de levaduras, por

lo que estas condiciones de trabajo no son recomendadas.
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Cuadro 10. Analisis de medias del extracto liberado mediante t-Student (P< 0.05)

TRATAMIENTO PROMEDIO
(cultivo, pH, temp.) ESTIMADO POR
MiNIMOS
CUADRADOS
77,35 A 1,2319
7,7,25 A 1,2137
7,7,30 A 1,2038
7,5,30 A|B 1,1401
7,5,25 BlC 1,0505
7,5,35 B|C 1,0487
7,3,35 B(C|D 1,0368
7,3,25 Cc|D|E 0,9704
7,3,30 C|D|E|F 0,9662
1,3,35 C|D|E|F 0,9497
5,3,35 C|D|[E|F 0,9466
5,7,30 D|E|F 0,9301
5,5,25 D|E|F 0,9257
1,3,30 E[F |G 0,9209
5,3,30 E[F|G 0,9117
5,7,35 E|F|G 0,8986
5,5,30 E[F |G 0,8851
5,3,25 E|[F|G 0,876
5,7,25 E[F|G 0,8692
5,5,35 E|F|G 0,8639
1,3,25 Flc 0,8554
1,5,25 G 0,8104
1,7,25 H 0,6165
1,7,35 H 1 0,5304
1,7,30 R 0,4657
1,5,30 R 0,4246
1,5,35 J 0,3572

Cultivo 7: 7, cultivo 5: 5, control: 1
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4.4.1.2. Rendimientos

En la Figura 19 se pueden observar los pesos de pasta de achiote obtenidos
después de terminado el tiempo 144 horas en cada tratamiento. Se observa que el

cultivo 7 ofrece los mayores rendimientos bajo todas las condiciones de trabajo.

Efecto de los diferentes tratamientos

1.4

O Cultivo 7
| Cultivo 5
O Testigo

o8 HMT (M FHHNI
o6 MMM
o4 M EIWHIN
o2 M FIWHIN

Pasta obtenidaen g

pH3, pH3, pH3, pHS5 PpH5 pH5 pH7, PpH7, pH7,
25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C

Condiciones de pH y temperatura

Figura 19. Pesos de pasta colorante obtenida por cada tratamiento.

De la misma manera que en el analisis de varianza, se observa que la combinacion
que ofrece el mayor rendimiento es cultivo fungico 7, pH 7 y temperatura 35 °C,
presentando 1.2 g. de extracto colorante. Por medio de un ensayo espectrofotdometrico
se demostrd que este extracto contiene 0.022 g de bixina total obtenidos a partir de una
muestra de 2 g. de semilla; por lo que se espera que de 100 g de semilla se obtengan
1.13 g de bixina lo que representa el 80.7% de extraccién ya que la semilla contiene
1.4 g de bixina por 100 g de semilla como se muestra en los resultados de la etapa uno
(Cuadro 5).

En la misma figura es posible apreciar que bajo las mismas condiciones, el cultivo 5
ofrece menores rendimientos que el 7, pero generalmente mayores que el testigo a pH
Sy 7.
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El rendimiento obtenido del 80.7% es superior al que se reporta cuando la extraccion
se lleva a cabo con agua. Esto concuerda con Dendy (1996), quien sefala que los
pigmentos carotenoides de las semillas de achiote, contienen 45 % de celulosa, por lo
que su degradacion parcial permitiria incrementar los rendimientos de extraccion del

colorante con respecto a la extraccion en agua.

Por otra parte, se reporta que la extraccion con métodos alcalinos ofrece
rendimientos superiores al 70% (Pérez, 2003, Vazquez, 2001). De acuerdo con Devia
y Saldarriaga (2003), el colorante de la semilla de achiote puede extraerse hasta en un
90% aplicando soluciones de KOH (método alcalino). Los extractos colorantes
obtenidos con métodos alcalinos contienen componentes celuloliticos u otros

biopolimeros solubilizados durante el proceso de extraccién (Campos y Salva, 1997).

La extraccion empleando hongos celuloliticos como el Aspergillus ofrecid en el
presente estudio un rendimiento de hasta un 80 %, valor que es superior a los
reportados cuando se aplica la extraccion con agua que de acuerdo a Campos y Salva
(1997) es de un 40%. Si bien este valor puede estar por debajo de los reportados por
los métodos alcalinos, cabe recalcar que en el método con hongos no se usaron
productos quimicos de riesgo a la salud humana. En los ultimos afos el uso de
sustancias quimicas en los procesos de extraccidn ha cobrado importancia, ya que la
union Europea esta reduciendo cada vez mas la Dosis Diaria Admisible de achiote,
basandose en estudios toxicologicos (Liceras, 1998), ya que como es sabido, la
totalidad del colorante de achiote exportado actualmente, es obtenido por método

alcalino.
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4.4.2. Caracterizacion del producto final.

El extracto recuperado no se encuentra constituido solamente por el carotenoide
bixina, ya que se pueden encontrar sustancias como restos de fibras, sustancias
solubles como azucares y muy probablemente otras que pueden ser el como resultado

del metabolismo del inoculo y/o la flora nativa.

En la Figura 20 se muestra un espectro de infrarrojo (IR) para la pasta colorante
recuperada utilizando hongos y uno para una muestra comercial de achiote. En esta
figura se puede observar la similitud entre ambas muestras, aunque en algunos casos

la muestra comercial presenta unos picos mas pronunciados y viceversa.
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Figura 20. Espectro IR para pasta recuperada y colorante comercial.

Estos espectros nmuestran un pico sobresaliente cercano a 1600

1

cm’, el cual es representativo de los grupos carbonil os,
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caracteristicos de la estructura de la bixina. Asi conb en |la
nmuestra obtenida se presenta un pico en el intervalo de |los 1700
a 1800 cm' aproxi madanente, que aunque no es nuy sobresaliente
es caracteristico de los dobles enlaces presentes en |as
estructuras organicas, las cuales son caracteristicas de la
bi xi na (Figura 4).

Se puede apreciar |la presencia de otros picos en | os espectros
presentados en la Figura 20, esto se debe nuy posiblenmente a que
la muestra con la que se trabajo conpb conparativo es un
condi nento conercial, por lo que acidos conp el acético y otras
sust anci as se pueden manifestar

5. CONCLUSIONES
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Se observo que el mayor constituyente de de la semilla de achiote (Bixa orellana) es

la fibra cruda, a la cual se encuentra adherido el pigmento de interés.

Se concluye que es posible liberar el colorante presente en la semilla de achiote

utilizando hongos productores de celulasas.

De los preparados fungicos evaluados, el que presentd mayor actividad celulolitica,
de acuerdo a la técnica del rojo congo, fue el designado como 7, identificado como una
especie de Aspergillus, lo cual fue posteriormente confirmado al monitorear la formacion
y consumo de azucares totales y reductores presentando un comportamiento tipico para
los hongos de este tipo al excretar la enzima al medio para obtener carbohidratos

simples y asimilarlos de una manera constante.

Las condiciones de pH y temperatura influyen en la actividad fungica lo que se

refleja directamente en la liberacion del colorante.

Fue posible establecer que las condiciones para el 6ptimo desarrollo fungico con su
consecuente efectividad en la degradacion de la materia en cuestion para facilitar la
liberacion del pigmento fueron de pH 7, y temperatura de 25 a 35°C el cultivo fungico 7

identificado como Aspergillus spp.

Comparando los procesos llevados a cabo bajo la presencia de los cultivos fungicos
en estudio y el testigo o control (reactor sin indculo) es posible citar que el tratamiento
utilizando la cepa de Aspergillus identificada en la preparaciéon 7 es 30% mas efectivo

que los antes mencionados.

Las condiciones antes citadas ofrecen un rendimiento de extraccion de la bixina de
hasta un 80%, valor que es superior a los obtenidos con agua. Cabe destacar que este

valor, aunque es inferior al reportado por lo métodos alcalinos, no contiene los residuos
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quimicos toxicos que se presentan en dicha extraccion, cuestionados recientemente por

la Unién Europea.

6. LITERATURA CITADA

62



Literatura citada

ARCE, J. 1983. Aspectos para el achiote y perspectivas para Costa Rica. CATIE.
Turrialaba, Costa Rica. 167 p.

AOAC. 1980. Oficial Methods of Analisis of the Association of Official Analytical
Chemists. Thirteenth edition. AOAC INTERNATIONAL 353 p.

BADUI, D. S. 1993. Quimica de los alimentos. Addison Wesley Longman de México,.
México D. F. pp. 379-402

BAEZ, V. M. 2005. Biocatalisis. [Fecha de consulta: 28/04/05 9:28 pm ]. Disponible en:

http://www.sistema.itesm.mx/va/topicos/Sinteticos/Analiticos/Ta95129.html

BARNETT, H. L. and Hunter, B. B. 1987. llustrated general of imperfect fungi. 4™
edition. Mc Millan Publishing Company. pp 70-85.

BARZANA, G. E. 2002. Biocatalisis en medios no acuosos: una historia de 20 afios,
desde los fundamentos a las aplicaciones industriales. Revista Academia de

Ingenieria. IV (2-5)

BOUVIER, F., Dogbo, O. and Camara, B. 2003. Biosynthesis of the Food and Cosmetic
Plant Pigment Bixin (Annatto). Science 300 (27)

BROCK, D. T. 1978. Biologia de los microorganismos. Ediciones Omega. Barcelona,
Espafia. pp. 703- 707.

CAMPOS, G. D. y Salva, R. B. 1997. Utilizacion de enzimas en la extraccion del
colorante a partir de semillas de achiote (Bixa orellana L.). Tesis Lic. Universidad

Nacional Agraria la Molina. Peru

63



Literatura citada

CARRILLO, L. 2003. Los hongos de los alimentos y forrajes. Universidad nacional de
Salta. Disponible en: http://www.unsa.edu.ar/matbib/hongos/htextocubierta.pdf
[Consulta: 15/01/05 5:30 pm)].

CHAMIZO, J. P. 2004. Categorias, conceptos y leyes de la bioquimica. Disponible en:

http://jaqua.cfq.sld.cu/bioquimica/leydebioghtm.htm#Biocatalisis.

[consultado: 28/05/05 9:48 pm.].

COULTATE, T. P. 1984. Alimentos, quimica de sus componentes. Ed. Acribia.
Zaragoza, Espafa. pp. 101-109.

DEACON, J. W. 1988. Introduccion a la Micologia Moderna. Ed. Limusa. México, D. F.
pp 120-125.

DENDY, D. 1996. Annato, the pigment of Bixa orellana. E. Afr. J. 32(2): 126-132

DEVIA, J and Saldarriaga, L. 2003. Planta Piloto para Obtener Colorante de la Semilla
de Achiote (Bixa Orellana). Julio- Septiembre 2003. Universidad EAFIT. Medellin,
Colombia. pp. 8-22

DOF. 2004. Diario Oficial de La Federacion. Aviso de cancelacion de Normas Oficiales
Méxicanas. Disponible en:
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/compi/av221004.html [consultado:
12/05/05 3:35 pm].

DUBOIS, M., Guilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A. and Smith, F. 1956.
Colorimetric method for determination of sugars and related substances. Anal.
Chem. 28:530.

64


http://www.unsa.edu.ar/matbib/hongos/htextocubierta.pdf
http://jagua.cfg.sld.cu/bioquimica/leydebioqhtm.htm
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/compi/av221004.html

Literatura citada

FAO. 1995. Natural colourants and dyestuffs. Serie No.4: Non-wood forest products.
Disponible en:
http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/V8879E/V8879e03.
htm_[ consultado25/02/05 9:20 pm.].

FAO/OMS. 1995. Codex Alimentarius. Segunda edicion. FAO. pp. 3-10.

FENNEMA, R. O. 2000. Quimica de los alimentos. Ed. Acribia. Zaragoza, Espafia. pp.
773-805.

FURIA, E. T. 1972. Handbook of food additives. Second edition. CRC PRESS. pp. 587-
602.

GARCIA, M., QUINTERO, R. y LOPEZ-MUNGUIA, A. 1999. Biotecnologia alimentaria.
Ed. LIMUSA. México D. F., México. pp. 479-502

GRETTY, K., V. y Marcel, G. C. 2003. Biopeliculas de Aspergillus Niger para la
produccion de celulasas: algunos aspectos estructurales vy fisiolégicos. nombre de
la revista (1): 78-87. Peru.

ILINA, A. 2002. Manual de Practicas del curso crédito 1. Introduccién a la Biotecnologia
U.A.de C. 38p.

KALSEC. 2005. Achiote. Disponible en:

http://www.kalsec.com/es/products/annatto _over.cfm [consultado: 15/01/05 3:40

pm].

65


http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/V8879E/V8879e03.htm
http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/V8879E/V8879e03.htm
http://www.kalsec.com/es/products/annatto_over.cfm

Literatura citada

LICERAS, L. 1988. Comentarios sobre el Forum: EI Achiote: Problematicas y
perspectivas. Revista Agroenfoque 3(20): 35-36.

LYNCH, M. J. R, S. S. Mellor, D. L. Spare, D. P. Inwood, H. M. J. 1987. Métodos de
Laboratorio. Vol 2. 22 ed. Nueva Editorial Interamericana. México, D. F. pp. 1446-
1447.

MILLER, G. L. 1959. “Use of dinitrosaliclylic acid reagent for determination of reducing
sugars” Ana. Chem. 31: 426-428.

MULTON, J. L. 2000. Aditivos y auxiliares de fabricacion en las industrias
agroalimentarias. Ed. Acribia. Zaragoza, Espafa. pp. 343-351

PEREZ, M. y Becerra, R. 2003. El achiote. Biodiversitas, Boletin bimestral de la
CONABIO. 46: 7-11

RAMIREZ, P. y COHA, J. M. 2003. Degradaciéon enzimatica de celulosa por
actinomicetos termdfilos: aislamiento, caracterizacién y determinacion de la

actividad celulolitica. Peru Biol. [en linea] 10(1) : 67-77

REYES, M. C. 2003.Libros y revistas. Avance y Perspectiva.[en linea]. Octubre-
diciembre. Disponible en:
http://www.cinvestav.mx/publicaciones/avayper/octdic03/libros.pdf  [consultado:
28/01/05 11:40 am].

RODRIGUEZ, M. K. 2004. Evaluacién del colorante liquido obtenido a partir del fruto de

la planta de onoto (bixa orellana) para uso en productos alimenticios.Centro de

66


http://www.cinvestav.mx/publicaciones/avayper/octdic03/libros.pdf

Literatura citada

Investigaciones Cientificas (CITEC). Universidad Nacional Experimental

Francisco de Miranda. Venezuela

RODRIGUEZ, M. M. C. 2002 Alimentos con color natural. Disponible en:
http://www.consumaseguridad.com/web/es/investigacion/2002/10/29/3885.php
[consultado: 08/06/05 5:12 pm.].

ROMERO, C. S. 1993. Hongos fitopatégenos. Universidad Autonoma Chapingo,
México. 348 p.

ROSALES, de S., G. 1991. EIl Cultivo de annato en Venezuela. Fonaiap Divulga 36
abril-junio. Disponible en:

http://www.ceniap.gov.ve/publica/divulga/fd36/texto/cultivo.htm

[consultado: 12/05/05 10:12 am].

ROOSEVELT, l. D. 2005. El achiote. Disponible en:
http://www.sica.gov.ec/agronegocios/biblioteca/lng%20Rizzo/perfiles productos/A
CHIOTE.pdf [ consultado: 23/04/05 9:40 pm].

ROZZI, N. L y Sing, R. K. 2002. Supercritical fluid and the food industry. April de

2002. Comprehensive reviews in food science and food safety. Vol. 1.: 33-34

SALAS, G. L. 2003. Educacion Alimentaria, manual indispensable en educacion para la
salud. Ed. Trillas. México, D. F. pp. 97.

SDIC. 2005. Secretaria de Desarrollo Industrial y Comercial. Achiote. Disponible en:
http://oaxaca.gob.mx/sedic/agronegocios/spanish/achiote.html) [consultado:

04/11/04 4:28 pm].

67


http://www.consumaseguridad.com/web/es/investigacion/2002/10/29/3885.php
http://www.ceniap.gov.ve/publica/divulga/fd36/texto/cultivo.htm
http://www.sica.gov.ec/agronegocios/biblioteca/Ing Rizzo/perfiles_productos/ACHIOTE.pdf
http://www.sica.gov.ec/agronegocios/biblioteca/Ing Rizzo/perfiles_productos/ACHIOTE.pdf
http://oaxaca.gob.mx/sedic/agronegocios/spanish/achiote.html

Literatura citada

SENSIENT, 2005. Descripcion del extracto del innato. Disponible en:

http://www.sensient-tech.com/cosmetics sku color/annatto extract overview.htm

[consultado: 23/02/05 6:10 pm ].

SHIBAMOTO, T. y Bjeldanos, L. F. 1996. Introduccién a la toxicologia de los alimentos.
Edt. Acribia. Zaragoza, Espafna. pp. 171-173.

SIRE. 2005. Paquetes tecnoldgicos: Bixa orellana L. Disponible en:

http://www.conafor.gob.mx/programas nacionales forestales/pronare/Fichas%20

Tecnicas/Bixa%20orellana.pdf [consultado: 18/05/05 12:20 pm]

TAKAHASHI, M. Y., Yabiku H. Y, and Martins. M. S. 1993. Levels of benzo[a]pyrene
and other polycyclic aromatic hydrocarbons in liquid smoke flavour and some
smoked foods. Food Additives and Contaminants 10 (4): 85- 98.

TOLEDO de Olivera T. y ROCHA da Costa M. 2004. Propiedades biologicas de los

tintes naturales. Ars Farmaceéutica., 45 (1): 5-20.

VAZQUEZ, H. C. 2001. Estudio preliminar de la degradacion de bixina en polvo en los
diferentes tipos de empaques y temperaturas establecidas. Tesis Lic. Instituto

Tecnoldgico de Villahermosa. Villahermosa, Tabasco, México.

VAN SOEST, P. J. y Wine, R. H.1968. Determinacion de fibra por el método acido
detergente/ determinacion de lignina, celulosa y silicio por el método de

permanganato. J. Anal. Chem. 51: 780 p

68


http://www.sensient-tech.com/cosmetics_sku_color/annatto_extract_overview.htm
http://www.conafor.gob.mx/programas_nacionales_forestales/pronare/Fichas Tecnicas/Bixa orellana.pdf
http://www.conafor.gob.mx/programas_nacionales_forestales/pronare/Fichas Tecnicas/Bixa orellana.pdf

Literatura citada

WONG, W.S., Dominic.1989. Editorial. Quimica de los alimentos, Mecanismos y teoria.

Ed. Acribia, Zaragoza, Espaia. pp. 171- 189.

7. ANEXOS

7.1.Técnica de rojo congo para evaluar actividad celulolitica
(Ilina, 2002)
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Se prepara el medio agar-carboximetilcelulosa (CMC) a un pH 6.0 + 0.3 conteniendo
los siguientes elementos: 0.5 g de carboximetilcelulosa (una forma soluble de la
celulosa); 0.1 g de KCI; 0.1 g de NaNOs; 0.1 g de KoHPO4, 0.005 g de MgSOg4; 0.005 g
de extracto de levadura y 0.1 g de glucosa para cada 100 ml de medio agregando para

solidificacion un 1.7 g de agar-agar.

Mojar en alcohol un taladro para corcho de 5 mm de diametro (o un sacabocados).
Prenderlo hasta que el alcohol se consuma. Precaucion: Mientras que se realiza esta
operacion, el taladro (o sacabocados) debe sostenerse en posicién horizontal, para
evitar que la llama atraviese el orificio central del taladro y produzca quemaduras en la

mano.

Vaciar 15 ml del medio agar-CMC en cajas Petri y esperar hasta que solidifique.
Sujetando la placa con el medio de cultivo, cortar con el sacabocados 4 circulos del
mismo. Separar dicho tapén de agar del sacabocados, utilizando una aguja si resulta

necesario y volver a paso anterior cada vez antes de hacer agujero.

Identificar cada caja con el numero de la cepa, marcar 3 de los orificios de la caja
con la letra P (problema) y otro con la letra C. Inocular con pipeta estéril el cultivo
microbiano, que con anterioridad fue sembrado en medio de propagacion liquido, en
cada orificio de circulo de caja marcada como Px y 0.1 ml de agua estéril en caja
marcada como C. Observar el crecimiento (no mas de 1 semana) a temperatura
ambiente. El crecimiento se observa monitoreando formacién de hifas observado por
apariencia de zonas de color claro que no deben de extenderse mas que 10 mm de

diametro.

Lavar las placas con disolucion de rojo Congo (1 mg/ml) durante 15 minutos. A
continuacion, eliminar el tinte con una dilucién de sal (NaCl a 1 M) durante 10-15

minutos. Las zonas que no se hayan tefiido indican que el medio de cultivo se ha

70



Anexos

hidrolizado en beta-(1-4) glicanos con siete 0 menos unidades de glucosa por cadena.
El diametro de la zona despejada puede medirse para obtener una comparacion

cuantitativa de la actividad litica sobre celulosa.

7.2. Técnica para obtenciéon y conteo de esporas
(llina, 2002)

El hongo es sembrado en matraces Erlenmeyer con agar Sabouraud (o equivalente
disponible), mediante el agregado de una solucion de esporas seguido de agitacién en
forma de 8 6 en su defecto si se proporciona una cepa conservada del hongo, tome

una asada e inocule por puncién del agar. Estos se incuban por 7 dias a 30 °C.

Posteriormente se prepara una suspension de esporas empleando una solucion de
elementos traza previamente esterilizada. La recoleccion de esporas se hace
agregando 50 ml de una solucion estéril de sales traza (FeSO47H20, 5 mgllL;
MnSQO4-7H,0, 15 mg/L; ZnSO4-7H,0 30 mg/L y CuSO4-5H,0 1mg/L) a cada uno de los
matraces con cultivo. Estos se colocan en agitacion a 250 rpm durante una hora, para
lograr el arrastre de las esporas por la solucion que se adiciona de manera aseéptica a
los matraces que contenian el cultivo. Finalmente la solucion se filtra a través de lana
de vidrio estéril, recuperando el filtrado en un matraz estéril de 100 ml. El numero de
esporas se determina por conteo en una camara de Neubauer. La solucion se almacena
a4°C.

Para determinar la cantidad de esporas por mililitro de las soluciones extraidas, se
utiiza una camara de Neubauer. El fondo de la cual, esta constituido por un
portaobjetos que tiene grabados cuadrados microscopicos de dimensiones conocidas;
la tapa es un cubreobjetos que se halla separado del portaobjetos marcado mediante

unas barras de elevacién también conocida.

La distancia entre porta y cubre es de 0.1 mm. Cada zona de la cuadricula

corresponde a un cuadrado de 3 mm de lado, dividido en 9 cuadros grandes, cada uno
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de 1 mm? El cuadrado central se divide a su vez en 25 grupos de 16 limitados por
lineas triples; cada uno de los 25 cuadros pequefios mide 0.04 mm? y cada uno de los

400 cuadros menores tiene 0.05 mm de lado.

Se pone el cubreobjetos sobre la camara y con ayuda de una micropipeta se coloca
una gota de solucién de esporas (diluida en 10 veces) hasta que la plataforma de
recuento quedé completamente cubierta. El liquido es atraido al interior por capilaridad.
La camarilla se lleva a la platina del microscopio y se deja en reposo durante 2 minutos
para que las esporas sedimenten y se utiliza el objetivo 10x para asegurarse que éstas
se hayan distribuido homogéneamente. Con el seco fuerte (40x) se procede a contar las
esporas en ochenta cuadros pequefnos; 5 cuadros medianos, uno en el centro y 4

angulares del gran cuadrado central.

Para obtener la cantidad de esporas por mililitro se realizan las siguientes

operaciones:
Area de cada cuadrado pequefio: 0.05 mm x 0.05 mm = 2.5 x 10 mm?
Volumen de los 80 cuadros pequefios: (2.5 x 10° mm?) x (0.1 mm) x 80 = 0.02 mm?®
(Total de esporas contadas) x (1/dilucion) x (1/0.02mm?) = Esporas /mm®.
(Total de esporas contadas) x (1/dilucién=1/10) x (1/0.02) x 1000 = Esporas / mL
De donde se obtiene la siguiente férmula:
N x (5 x 10°) = Numero de esporas por mililitro.

Donde N es igual a las esporas contadas en los 80 cuadros y el factor de dilucion

utilizado es de 10.

7.3.Técnica para cuantificacion de bixina
(Vazquez, 2001)
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Se disuelven 0.1 g de la muestra en cloroformo y se diluyen con cloroformo en un
matraz volumétrico a 100 ml. Medir la absorbancia en el espectrofotometro usando

una celda de 1 cm entre 500 nm y 404 nm y correr un blanco con el solvente.

El contenido de bixina se determina aplicando la siguiente formula:

[A 500 + Asos - (0256 X A 500 )] x 100

% de color puro (como bixina) =

2866 x1x a

Donde:

A = Absorbancia de la solucién problema a la longitud de onda indicada.
1 = Longitud de la celda patrén (en cm)
a = Concentracion de la muestra (en g/L)

286.6 = Absortibidad de bixina a 500 nm en cloroformo (coeficiente de extincion

molar)

0.256 = Factor relacionado con la absorbancia de bixina en cloroformo a 404 nmy

500 nm
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