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RESUMEN

En el presente trabajo se evalnaron algunos de los pardmetros involucrados en la extraccion del
colorante bixina que se encuentra en las semillas de achiote (Bixa orellana), para determinar si existe
alguna correlacién enire ellos y poder asi establecer un procedimiento éptimo de extraccion del pigmento.
El patrdn de comparacién entre tedos los parAmetros fue el porcentaje de norbixina (p:p) presente en et
polvo que se obtiene como producto final. Los pardmetros estudiados fueron: dilucién de extraccidn,
concentracion de alcali, acidez de precipitacion, horas de sedimentacién y temperatura de extraccion. El
tipo de sennlla utilizada fue de alto ¥ bajo contenido de bixina. Ambos tipos de semilla se diferencian en
que la de alto contenido es semilla de la cosecha actual, mientras que la de bajo contenido pertenece a la
cosecha del afio anterior. Los resuliados obtenidos indicaron que existen puntos Optimos para la
extraccion del pigmento en cuanto a concentracion de dlcali v horas de sedimentacion para semilla de bajo
contenido de bixina. asi como puntos Optimnos para la temiperatura de extraccidén para semilla de alto
contenido de bixina. Asimismio indicaron que algurnos de los pardmetros actualmente empleados en la

extraccién industrial de bixina se encuentran deniro del fntervalo de condiciones dptimas.
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I. INTRODUCCION

El achiote es un material colorante de origen vegetal que se obtiene de una sustancia pastosa que s
cncuentra en el pericarpio de las semillas de la plania Bixa orellana. Este colorante ha sido utilizado
desde tiempos antiguos en textiles y alimentos. asi como en cosmeéticos. Actualmentc este colorantc se
encuentra en varias presentaciones, como- suspensién o solucién de aceite vegetal, cristales, mezclas en
polvo con otros colorantes, colorante semiprocesado v en solucion alcalina acuosa.

Este trabajo involucra la cvaluacion de pardmetros relacionados con la extraccién afcalina acuosa que
es el método mas comiin de exiraccién del pigmento. De esta manera se logrard minimizar las
caracteristicas no deseadas que el colorante en polvo pueda tener, entre ¢sias, la turbidez en la
solubilizacion ¥ un bajo porcentaje de pureza.

La extraccion alcalina acuosa se basa en la remocién del pigmento por abrasion v solubilizacién. Una
vez obtenido el extracto. se agrega un exceso de dcido sulfirico para precipitar el pigmento, Gue al ser
secado da como resultado un colorante s6lido soluble en dlcalis.

Entre los pardmetros que s¢ estudiardn se encuentra: la temperalura de [avado, concentracion de
alcali, dilucion de extraccion y acidez en la precipitacion. De la mejor combinacidn de éstos resultard una
Optima extraccion del colorante con propiedades adecuadas, de tal forma que €1 pigmento sea competitivo
en ¢l mercado.

Un andlisis de costo-beneficio ayudard a cvaluar si seria mas rentable cmplear las condiciones con
rendimientos maximos (sugeridos por este estudio) o si resulta mds conveniente seguir irabajando en las

condiciones actuales (optimizar vrs, maximizar produccion).



II. ANTECEDENTES
A La planta de achiote

La planta de achiote es un miembro de la familia Bixaceae y tiene el nombre botdnico de Bixa
orellana. Esta puede ser un pequefio arbusto o un arbo! de mediano tamaiio, llegando a tener una altura
de 2 -5 metros dependiendo de las condiciones climatolégicas v 1a edad de la planta. El achiote crece
mejor en regiones de clima caliente v himedo; también crece en alturas hasta 1230 metros 5.N.M. pero
necesita bastante agua v suelos con un buen sistema de drenaje. EI follaje es dense y por ello ha sido
utilizado como rompeviento en plantaciones de café y t€ (Ingram v Francis, 1969).

La planta es originaria de América tropical, pero actualmente tanbién es cultivada en muchas otros
paises como lo son: Tndia, Africa del Este, Jamaica y Sri Lanka. En Kenya el achiote es utilizado como
planta ornamental {Ingram y Francis, 1969).

El achiote presenta una gran variedad de colores, desde arboles con tallos verdes, flores blancas y
vainas verdes hasta tallos rojos, flores rosa v vainas rojo oscuro. A pesar de estas difercncias, el pigmento
producido por las semillas no tiene variacion en su estructura. Lo que si se puede observar es {a diferencia
en rendimiento al momento de extraer el colorante. Como rendimiento se entiende la cantidad de
colorante por Kg de semilla.  Se conocen varios niveles de rendimiento y se ha reportado hasta un 7%
(p/p). Un contenide normal de colorante so encuentra en el orden de 2 - 3% (p/p) en base seca. En los
Oltimos afios se han llevado a cabo varios ensaves agricolas con el achiote, siendg el principal objetivo
maximizar el rendimiento de semilla por hectirea e incrementar el contenido de coloranie en la propia
semilla (Monge, 1967).

El fruto del achiote consiste de una vamma mgosa cubierta de espinas flexibles. A csta vaina sc le
conoce tambien como “pocha” v puede variar en tamario y apariencia, puede ser redonda o elongada. El
interior de las vainas se puede dividir en dos mitades las cuales contienen entre diez y cincuenta pequefias
semillas recubicrias de una pequefia capa de una resina suave, levemente pegajosa de color naranja/rojizo,

la cual es la fuente del pigmento comercial (Bressani v Brahaniy, 1983).



La planta de achiote se propaga usualmente por semilla, aungue también se puede llevar a cabo una
propagacién vegetativa. La germinacidn de la semilla toma aproximadamente 2 semanas y luego las
plantulas crecen rapidamente en 4 meses hasta un tamafio de 135 -25cm. cuando va cstan listas para ser
sembradas en el campo. Bajo condiciones favorables, la floracion comienza después de 18 meses de su
siembra v las cosechas completas de semulla se obtienen después de 3 - + afios (Bressani y Braham, 1983).

Las vainas que conticnen las semillas son recogidas una vez comienzan a3 madurar y por lo tanto, a
abrirse. Esto ocurre dos mescs después de la floracién. Las vainas son tomadas del arbol con mucho
cuidado para obtener otra cosecha de semilla el mismo afio, pero estos casos son muy raros. Un
rendimiento de 4.5 - 5Kg de semilla seca de un drbol por afio es lo esperado (Monge, 1967).

Las vainas cosechadas se secan al sol para prevenir el crecimiento de mohos v también detener la
germinacién durante el abmacenaje v transporte de la semilla. Durante ¢l proceso de secado, las vainas
que alm estaban cerradas se abren ¥ se les sacan las semillas manualmente. Es importante luego de sacar
las semillas. secarlas rdpida v eficientemente, ya que esto afecta la calidad final de la semilla. La
eficiencia de este proceso es vital, ya que la exposicién a la luz, oxigeno y almacenaje prolongado

conducen &l deterioro del pigmento contenido en la semilla (Monge, [967).

1. Pigmentos de achiote ¥ sus caracteristicas

Los extractos de achiote pueden dar una tonalidad que abarca desde amarillo a naranja y hasta
naraija/rojizo; son de los colorantes mds antiguos conocidos para ¢l hombre v han sido utilizados desde
tiempos inmemoriales como un colorante de alimentos y textiles, asi como de cosméticos. En la
actualidad la demanda del achiote se ha incrementado por su uso como colorante alimenticio en diferentes
aplicaciones (Herndndez et al., 1985).

Los principales pigmentos de las semillas de achiote son los diapocarotenoides C,s, conocidos como
bixina y norbixina. Estos se cncuentran en dos formas isomeéricas principales; cis v trans (Figura No. 1)

(Hereld, 1993).



co,l CO,H
C0,CH, CO.H
cis-bixina cis-norbixina
GI]OZcW/L,\)V\CQII HO,C vﬁy\y\r\/\)\/\/kf\coﬁ
trans-bixina {rans-norbixina
Figura No.1

Pigmentos Principales de la Semilla de Achiote (Hereld, 1995).

Para establecer fa estructura quimica del pigmento que actualmente se conoce como bixina, hubo que
esperar hasta 1825 cuando Boussingault la describio. Esto Ilevo a investigaciones cientificas por varios
autores. El pigmento fue cristalizado por primera vez en 1875. En 1917 Heiduschka y Panzer llevaron a
cabo un andlisis elemental, dando a conocer 1a férmula empirica CrsH5004. En el periodo de 1928 g 1933,
Kuhn y sus colaboradores encoutraron una formuola estructural para la bixina y Karrer sintetizo
perhidronorbixina, fo que confirmo esta formula (Chao, 1991).

A pesar de esto, no fue sino hasta 1961 que los detalles exactos de la estereoquimica de Ia cis-bixina,
fueron establecidos por medio de estudios de Protones de Resonancia Magnética Nuclear (NMR.). La

estereoquimica de la 9-cis bixina fie confinmada por una sintesis total reportada en 1970,

B. Métodos de extraccion de los pignentos de achiote

Para extraer ¢l colorante, es de suponer que 1a semilla puede ser molida, pero es ventajoso no molerla,
ya que asi es mids facil la remocion del pigmento de 1a semilla, el cual se encuentra sélo en el exterior de
fa misima. A continuacién se describen los tres métodos actualmente utilizados para extraer el pigmento

dc las semillas de achiote (Chao, 1991).




1. Extraccion con Aceite Vegetal Refinado

La principal razon para emplear este método es para proveer de un color adecuado para productos que
utilizan como base aceite o grasa, como cs cl case de Ia margarina. Las semillas de achiote son
sumergidas en aceite vegetal y luego por abrasién mecdnica se remueve el pericarpio de las mismas. Este
liquido relativamente viscoso, es calentado a baja presién a una temperatura que no exceda los 130°C,
para disolver los pigmentos. Luego de esto, la solucion es filtrada para remover materiales insolubles,
Los principales pigmentos carotcuoides de esta solucion de aceite son cis-bixina y trans-bixina asi como
un producto de degradacion térmica de color amarillo (Chao, 1991).

La solubilidad de la cis-bixina es relativamente débil en acelte y por medio de este método se obtiene
una solucidn de 0.2 - 0.5% de pureza -del 3% total- cn base oleosa. Esto depende del tiempo y temperatura

de extraccidn, asi como el tipo de aceite utilizado (Monge, 1967).

2. Extraccién con Alcali Acuoso

Este método es empleado comlnmente para obtener extractos liquidos tanto hidrosolubles como
nuscibles en aceite. Estos son agregados a productos como sopas instantdneas, helados, cereales, etc. Se
sabe que la bixina es un éster monometilado de un dcido dicarboxilico, el cual puede ser saponificado para
ser transformado en un compuesto hidrosoluble. Esto se logra por medio de la formacidn de la sal de un
hidréxido como por ejemplo el hidroxido de potasio (Tong, 1984).

Las semillas son colocadas en un tamiz y luego agitadas en una Solucién alcalina acuosa a una
temperatura que no exceda los 70°C. Este proceso se repite hasta que la semilla quede con la menor
cantidad de colorante postble (Tong, 1984).

El extracto alcalino se filtra para rcmover materiales insolubles y en csta etapa puede ser
estandarizado y utilizado directamente como un colorante alimenticio. Alternativamentc los pigmentos

del extracto alcalino pucden ser concentrados por neutralizacion de la solucion con un exceso de 4cido.

Esto da come resultado la precipitacion del dcido dicarboxilico libre no disociado (norbixina) el cual es



insoluble en agua. Este precipitado es filtrado y lavado con agua antes de ser secado para dar finalmente

un séhido con un contenido de 30 - 40% de pigmento total (Monge, 1967).

3. Exiraccién con un Solvente Organico

Este método se utiliza muy poco debido al alto riesgo que representa trabajar con solventes, aunque es
el método para obtener cristales de bixina en su forma mds pura. Los pigmentos del achiote pueden ser
extraidos con un solvente permitido y adecuado como la acetona. Este extracto es filtrado y los pigmentos
se cristalizan y lavan. Finalmente se remueve ¢l solvente hasta alcanzar los niveles permitidos del mismo.
Este método de extraccién produce el extracto mas concentrado que consiste mayorinente de cristales
de cis-bixina con mucho menor cantidad de trans-bixina y cis-norbixina. Eslos cristales pueden ser
disucltos o suspendidos en aceite o pueden utilizarse para producir una solucidn alcalina de colorante

hidrosoluble (Hereld, 1993).

C. LaBiosintesis de Bixina

La bixina fue el primer cis-polieno que se encontré en la naturaleza y fue motivo de estudios
estructuraies y estereoquimicos, asi como de una sintesis orgdnica total. Al referirse al tema de biosintesis
de bixina es necesaric resumir, de una manera general, la formacion de los carotenoides y de una manera
particular, 1a produccion natural de apo-carotenoides (Isler, 1971).

La biosiniesis de carotenoides en el reino vegetal ha sido muy bien estudiada, v debido a que éstos son
tetraterpenos, su biosintesis sigue el pairon general de la mayoria de los terpenoides. La moléeula inicial
es la acetil coenzima A (Acetil CoA), 1a coal luege de una serie de pasos produce una molécula de 35
dtomos de carbono, conocida como isopentenil pirofosfato (IPP). Esta molécula es considerada el
precursor de los carotenoides vy luego de varias condensaciones enzimaticas secuenciales forma otra
molécula que contiene 20 dtomos de carbono. A esta molécula se le conoce como tetraprenil pirofosfato
(TPP), la cual luego produce los primeros carotenoides incoloros de 40 &lomos de carbono (Figura No.2)

{Isler, 1971).



Acetil Co A
|

Isopentenil Pirofosfato

Tetraprenil Pirofosfato

Carotenoides Incoloros

Carotenoides
Apocarotenoides

Figura No.2

Diagrama General de Biosintesis de Carctenocides (Hereld, 1993).

Como se puede apreciar en la Figura No.2, se cree que los apo-carotenoides son preducides fuego de
la formacion de los carotenoides incoloros. El término apo-carotenoide se refiere a aquellos carotenoides
que tienen menos de 40 dtomos de carbono en su estructura, resultade de la ruptura de ciertos dobles
enlaces carbono-carbone. Esta ruptura de enlaces, que también se le conoce como degradacion oxidativa,
puede ccurrir en ambos extremos del esqueleto de 40 dtomos de carbono. Por esta razén ¢s que a la bixina
se le reconoce como un diapo-carotenoide (Isler, 1971).

Un compuesto que también se ha encontrado en las semillas de achiote es el trans-geranilgeraniol.
Este es importante, porque se sabe es un precursor de los carotencides; de tal nanera que esto confirima
que la bixina es producida por la degradacién oxidativa los carotenoides de 40 dtomos de carbono. Esta
suposicidn es bastante mds clara si se compara la bixina con el isdémero 9-cis del Beta-caroteno que se

presenta en la naturaleza (Figura No.3) (Hereld, 1995).

Figura No.3

Estructura del 9-cis Beta-caroteno (Hereld, 1993).



D. Reacciones Quimicas e Interacciones de los Pigmentos de Achiote

Cuando se formulan extractos de achiote para la industria alimenticia es muy iraporiante entender el
comportamiento de los pigmentos, en particular los cambios quimicos que pueden ocurrir y los efectos que
éstos puedan causar. La composicién exacta del extracto y por lo tanto su reactividad, dependerdn del
proceso de extraccion utilizado, asi como la temperatura, el periodo de calentamiento, el origen de la
semilla y Ia edad del producto (Preston y Rickard, 1980).

El pigmento principal del achiote es 1a bixina, la cual posée la reactividad tipica de los carotenoides.
Ademas preseuta dos caracteristicas interesantes que se deben mencionar:

1} la presencia de isdmeros geométricos, siendo el 9°-cis el predominante.

11) la funcionalidad de los grupos terminales; en el caso de la bixina un éster metilico y un é4cido
carboxilico (Preston v Rickard, 1980).

El croméforo de la bixina es el sistema conjugado de dobles enlaces carbono-carbono que le confiere
el color particular a la misma  Desafortunadamente son estos dobles enlaces el origen de la
susceptibilidad de la bixina al oxigeno, a lo que se debe la mayor pérdida de color como sucede con otros

carptenocides (Preston v Rickard, 1980).

1. Hidrolisis de Bixina a Norbixina

Como se indicé anteriormente, la bixina es un éster monometilado de un 4dcido dicarboxilico y bajo
condiciones alcalinas el grupo metilo puede ser saponificado, dando como resultade el dcide dicarboxitico
libre Hamade norbixina (Figura No.4). El prefijo “nor” se¢ utiliza cuando atomos de carbono son
removidos por procesos que no involucren la ruptura de un doble enlace carbono-carbono. De hecho la

semillas de achicte poseen una minima cantidad de cis-norbixina (Reith y Gielen, 1971).



N N N N - v P
= COH L WCO’H
=

20,CH, COH
Figura No.4
Hidrolisis de Bixina a Norbixina (Hereld, 19953).

En presencia de un exceso de alcali el Acido dicarboxilico es disociado para formar asi la sal del metal
alcalino, usualmente potasio o sodio. Existen varias aplicaciones en las que se requiere que el colorante
sea hidrosoluble, de tal forma que es asi como se utiliza. A pesar de todo se pueden encontrar algunas
dificultades, ya que en un ambiente cido el carboxilato es reprotonado y produce el dcido dicarboxilico
que es insoluble, por lo que precipita. Para prevenir que esto suceda se puede agregar un emulsificante y
dependiendo del mismo se puede encontrar un método de produccion para un extracto hidrosoluble que
puede ser estable hasta un pH de 2 (Engelhardt, 1988).

Una reaccién similar de fa que se debe estar consciente es el intercambio del potasio por el calcio,
presente en agua dura. Esto conduce también a la precipitacion del pigmento, pero con el uso de un

emulsificante se puede evitar la misma (Engelhardt, 1988).

2. Isomerizacion de Bixina

El aislamiento de una molécula inis estable de bixina se llevd a cabo en 1913 vy este descubrimiento
condujo a esiudios detallados de estereoquimica en el mismo. Las dos formas que se encontraron fueron
denomiinadas labil y estable, ¥ se¢ propuso que ambas poseiém una relacion geomélrica cis-trans, como
sucede con la reaccién con yodo, la cual produce el cambio de la bixina estable a 14bil. La cstereoquinica
real de las formas principales de la bixina fue establecida por medio de 1a técnica de espectroscopia de
Protones de Resonancia Magnética Nuclear -N.M.R.- de sus siglas en inglés. Con esto se logrd comprobar
que el isémero 9°-cis y el todo-trans, representan la forma 14bil y estable, respectivamente (Hereld, 1995),

Los dos factores principales que producent la isomerizacion, tanto durante la extracciéon como en las

aplicaciones alimenticias son la luz y el calor. Estas usualmente conducen a la formacion del isémero
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trans mas estable. Es importante hacer notar esto ya que este isémero posee una baja solubilidad y ademas
existe un cambio en la longitud de onda de absorbencia del colorante, asi como un cambio en la tonalidad

del mismo (Reith y Gielen, 1971).

3. Termolisis de Bixina

Se sabe que cuando la cis-bixina es tratada térmicamente, produce un cambio de color de naranja a
una tonalidad mas amarilla. Este cambio en la coloracién se debe a la formacion de m-xileno lo que
conduce a la formacion de un policno de 17 dtomos de carbono. Este absorbe a longitudes de onda mis
bajas v consecuentemente es més amarillo que el material inicial (Figura No.5). La termdlisis sblo acurte
con la cis-bixina; el isdmero trans no presenta las mismas reacciones. Esto demuestra evidentemente que

el enlace ¢is de la bixina esta involucrado en este proceso (Francis, 1987).

CH,0;
= = 2 P4 = =~ ot

polienc Ciy m-xtleno
Figura No.5

Productos de Degradacion Térmica del Colorante Bixina (Hereld, 1995).

El polieno de 17 dtomos de carbono puede ser producide durante el proceso de exiraccién v
principalmente sucede cuando se utiliza aceite caliente. D;ebido a que el polieno es amarillento y no
naranja, la tonalidad de los exiractos de achiote debe ser estandarizada (Francis, 1987). Esta molécula
también posee un éster monometilico asi como un acido carboxilico como grpos terminales por lo que

presentard reacciones similares a las de bixina en presencia de dlcali (Isler, 1971).
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4, Oxidacidn de Bixina y Norbixina

La reaccién mads importante de los extractos de achiote, particularmente en las aplicaciones, y commin
a muchos otros carotenoides, es la oxidacion. Esto se puede notar cuando el pigmento es colocado en los
alimentos y se obtiene como resultado la pérdida parcial o total del color del mismo, o gue es inaceptable
(Isler, 1971).

La pérdida de color en presencia de oxigeno depende de la temperatura e intensidad de iluminacién,
asi como de la disponibilidad de oxigeno. Si se exponen al aire, los pigmentos de achiote se descomponen
lentamente, ya que se oxidan los sistemas conjugados de dobles enlaces que le dan el color caracteristico
al pigmento. Los productos pulverizados, que poseen un area de exposicion nrayor, son mas susceptibles a
la oxidacion v algunas medidas deben ser tomadas para prevenir o limitar este efecto.

La exposicion de los extractos a la {uz actia como un catalizador de la oxidacién, acelerando la
pérdida de color en presencia del oxigeno. En ausencia del oxfgeno tiene un minimo efecto; de tal forma
que el grado de oxidacidn depende de la disponibilidad de oxigeno y exposicion a la luz (Isler, 1971).

La incorporacion de antioxidantes puede potenciar la estabilidad oxidativa, como es €l caso del acido
ascorbico, pero debe ser utilizado necesariamente en productos o extracto acuosos (Chao, 1991).

Otros factores que deben ser considerados para evitar o limitar Ia oxidacion son:

i) 1a temperatura de almacenaje; las altas temperaturas tienden a acelerar la oxidacion. Esto es
importante cuando sc trabaja con extractos concentrados, por lo que el alinacenaje en frio es beneficioso y
recomendable.

ii) la interaccion con iones metilicos en presencia o ausencia de aceites puede catalizar la
degradacion carotenoide. En el caso de sistemas de basc oleosa, 1a ruta usual de pérdida de color es por
medio de la oxidacion de aceites insaturados,

iti} la exclusion de aire donde sea posibie es obviamente efectiva para prevenir la oxidacidn.
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3. Interaccion con otros componentes de los alimentos

Este tipo de reacciones son las mas dificiles de predecir y por lo mismo controlarlas, debido a la
naturaleza compleja de los sistemas alimenticios. De todas maneras bajo algunas circunstancias la
mteraccion con un componente de un alimento en particular puede tener un efecto benéfico en términos de
estabilidad (Hereld, 1993). Un ejemplo de esto es la coloracion del queso, en donde a norbixina se une a
[a proteina (caseina}, lo que previene sangrado del color. Esta interaccién también debe ser considerada
en producto con base de harina, donde 1a interaccidén con cl gluten puede afectar la apariencia fisica del
color final del producto (Hereld, 1995}

Como s¢ indicé anteriormente, Ia acidez de los alimentos pucde causar la precipitacion de la
norbixina insoluble, a pesar de que algunos producios son formulados especialimente para prevenir este
efecto. La estabilidad hacia ambientes dcidos sc puede lograr por medio de la formulacion de extractos
con un emulsificante. Son las propiedades particulares v 1a concentracion del emulsificante las que
dominaran el mvel de estabilidad logrado. De tal forma que una baja concentracion de emulsificante evita
la precipitacion, pero ocurre un cambio de color lo que da como resultado un efecto batocromico en el
espectro de absorcion (Hereld, 1995).

Otra inferaccién importante puede ocurrir con los compuestos que poseen grupos carboxilo,
particularmente hidrocoloides, comwo lo es la pectina. Debido a que la norbixina contiene un grupo
carboxilo, podria ocurrir una “reaccidén de enlace” entre ¢l pigmento y el hidrocoloide, via una reaccidn
con un ion metalico divatente (Figura No. 6). Debido a que el hidrocoloide posee uma larga
infraestiuctura, esto provee proteccion de un dafio potencial para el pigmento como la luz y €l didxido de
sulfuro, como es el caso en la preparacidén de bebidas suaves que tienen turbidez debide a las gomas

vegetales utilizadas para las mismas (Isler, 1971).
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O O
1 1
Pigmento - C C - Hidrocoloide
\ /
O e M O
Figura No.6

Reacciom de Enlace entre Pigmento e Hidrocoloide (Hereld, 1993).

E. Aplicacién de Colorantes de Achiote

Histéricamente, el achiote ha sido utilizado para muchos propdsites: los indigenas del Brasil lo
usaban en su cerdmica y como repelente de insectos aplicindoselo en la piel. En las Filipinas, el achiote
ha sido utilizado como un ingrediente en la cera de pisos, y aceites para madera y zapatos, barniz de ufias,
laca de bronce y aceite de pelo. Ademads es utilizado como una especia o condimento (Ingram y Francis,
1969},

La produccion comercial de extractos de achiote para la industria alimenticia comenzo en Estados
Unidos y Europa y en 1870 fue utilizada inicialmente en mantequilla v gueso, de aqui que se derivaran los
nombres de “color mantequilla” o “color queso”. Otras aplicaciones surgieron en los afios 60 debido a que
algunos colorantes sintéticos fueron prohibidos (Ingram y Francis, 1969).

El uso de los colorantes de achiote se ha visto incrementado debido a la reaccién de los consumidores
en relacion a los colorantes “azo” y wuita tendencia general hacia el uso de colorantes naturales (Hereld,
1995). Debido a que el achiote se presenta tanto de forma hidrosoluble como soluble en aceite, es muy
versdtil y puede ser utilizado en una gran gama de productog alimenticios. ILas aplicaciones principales
varian en cada pais, ya que depende de sus alimentos y legislaciones (Francis, 1993). Las aplicaciones
geunerales donde el achiote puede ser utilizado son postres, salsas, helados, bebidas y sopas instantdneas,

cereales y reposteria (Hereld, 1993).
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1. Extracto Soluble en Aceite

Este tipo de pigmento consiste principalmente de bixina soluble en accite, ya sea disuelia o
suspendida en aceite vegetal comestible como acarreador. Tiende a ser utilizado en alimentos con alto
contenide de grasas, debido a que el color permanece en la fase apolar del alimento. El contenido de
bixina en estas preparaciones varia de 0.2% hasta 5% cn una suspension oleosa (Preston y Rickard, 1980).

La composiciénl exacta del pigmento depende del proceso de manufactura ya que, como se indico
anteriormente, si el producto es sometido a temperaiura, la formacion del polieno amarillo de 17 dtomos
de carbono puede resultar en cambio de tonalidad. Esto es importante cuando se trabaja con grasas

amarillas, donde una coloracion espacial es requerida (Preston y Rickard, 1980).

2. Extracto Soluble en Agua

Estos extractos no son mids que norbixina disociada en una solucién alcalina, usualmente hidréxido de
potasio o sodio. De esta manera, la solucion produce un color naranja-amarillo que en soluciones acuosas
es transparenie. Eslos extractos también pueden cncontrarse en polvo pero para que tengan la misma
funcionalidad del extracto liquido deben disolverse en soluciones alcatinas (Tong, 1984}

Las soluciones estindar de norbixina no resisten ambientes dcidos y se ven afectadas por iones
metalicos como el calcio. A pesar de esto pueden ser utilizados en alimentos acidos pero depende de la
acidez, matriz del alimento y método de adicion. Por ejemplo una jalea puede ser coloreada con achiote si
el extracto es adicionadoe antes que el deido citrico, ya que de esta manera la matriz gelatinosa protege el
colorante (Hereld, 1995).

La aplicacion mds importante de un extracto hidrosoluble es en Ia coloracién de quesos. En estos
casos, como se indicod anteriorinente, fa norbixina se une a la caseina en la leche y es asi como se
estabiliza el pigmento, dindole una coloracién naranja intensa al queso, que lo previene el sangrado del

colorante (Hemandez et al., 1985).




1L JUSTIFICACION

En la actualidad el uso de productos y colorantes naturales se ha visto incremeniado en relacion a los
sintéticos, debido a la fuente vegetal de la cual provienen y a que los colorantes artificiales actualmente
utilizados, contienen sustancias dafiinas al organismo, tales como las sales de bencen diazonio mejor

conocidas como compuestos “azo”.

Existen procedimientos de exiraccion de norbixing, pero debido a la alta confidencialidad de los
mismos, no se conocen estudios de optimizacion, Lo que si se conoce son las bases de 1a extraccidn, pero
sin determunar los puntos {pardmetros) optimos de extraccion se obtiene un producto de baja pureza, que

presenta problemas de solubilizacién, turbidez, y pobre tincion.

Debido a 1o anteriormente indicado, la deternumnacion de los pardmetros para la optimizacion de la
extraccion del colorante del achiote que se pretende en este estudio es relevante, puesto que es en base a
éstos que se logra finalmente un extracto, ya sea lquido o sélido, con las caracteristicas deseables para su

comercializacidn v uso.

Asf pues, correlacionando los distintos pardmetros de: concentracion de élcali, temperatura, pH de
precipitacion, relacion semilla-volumen y tiempo de sedimentacién, se espera encontrar la combinacidon
ideal de éstos para lograr una extraccién optima, la cual serd evaluada por medio de la determinacién de

1a pureza del producto final obtenido en forma solida,



IV.OBJETIVOS

A. Objetivos Generales:
1. Optimizar los parametros para la extraccion alcalina acuosa del colorante de achiote, variando los

mismos, hasta lograr encontrar una combinacion ideal.

B. Objetivos Especificos:
1. Establecer una reiacién entre Ios parimetros: concentracion de alcali, temperatura de lavado,
diluciéon de lavado, acidez en la precipitacion y tiempo de sedimentacion, para determinar el punto
optimo de extraccidn (rendimiento miximo de bixina).
2. Demostrar, por medio de la pureza del producto, determinada con espectroscopia visible, que existe
una relacion optima de los pardmetros.
3. Determinar estadisticamente Ia mejor contbinacion para lograr una extraccion alcalina acuosa del
colorante que lo haga competitivo comercialimente.
4. Establecer si existen diférencias entre semillas de alto y bajo contenido de bixina bajo las mismas
condiciones de experimentacion.
5. Evaluar si los parametros de extraccion con rendimiento maximo son econdmicamente mas

atractivos que las condiciones actuales de extraccién.



V. METODOLOGIA

A Muestreo

Las semillas de achiote analizadas en este trabajo, provienen del area de Carcha, Departamento de
Alta Verapaz. Las semillas fueron clasificadas como semilla “alta” y semilla “baja”. El criterio empleado
para la clasificacion de las semillas como altas o bajas fue establecido por medio de la determinacion del
contenido de norbixina asi como la “edad” de las semillas; alta -recién cosechada- v baja -1 afio mas de
almacenaje-.

Se trabajo con semillas tomadas aleatoriamente de un saco conteniendo semilla alta y otro con
semilla baja, las cuales provienen del productor previamente secadas. La humedad promedio de las
semillas almacenadas a una temperatura de 25°C varia de 4-5%.

B. Andlisis
1. Analisis del contenido de norbixina en la semilla:

Inmediatamente después de seleccionar las semillas, se procedio al analisis v el procedimiento es el
siguiente:

a) Pesar 25 gramos de semilla.

b) Hervir 1a semilla con una solucidn de jabon de aceite de castor.

¢}y Enfriamiento.

d) Hacer diluciones 1:100 (viv) y 2:100 {viv).

e) Obtener la lectura de absorbencia a 481nm en un espectrofotometro de haz simple, utilizando una

celda de vidrio dptico de 1 cm de paso.

Para la semilla de alto contenido de bixina un intervalo de absorbencia entre 0.474 y 0.502,
corresponde a una concentracion de bixina entre 3.3% y 3.5%. De la misma manera para la semilla de
bajo contenido de bixina un intervalo de absorbencia entre 0.238 v 0.287 corresponde a una concentracion

de bixina entre 1.8% y 2.0%.
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2. Obtencidn del colorante en polvo:
a) Pesar 300 gramos de semilla.
b) Lavado con solucion alcalina acuosa.
¢) Tamizado del extracto liquido.
d) Precipitacién con acido sulfitrico.
e) Filtracion al vacio.
D Secado del residuo.

g) Trituracion del sélido en mortero.

3. Analisis del contenido de norbixina en el colorante sélido en polvo:
a) Pesar 1 gramo de muestra,
b) Agregar agua e hidroxido de potasio al 45%.
¢) Calentamiento a 90°C.
d) Enfriamiento.
¢) Hacer diluciones 4:100 (viv) y 1:100 (v:v).
f) Obtener la lectura de absorbencia a 481nm en un espectrofotémetro de haz simple, utilizando una

celda de vidrio éptico de I cm de paso.



VL HIPOTESIS

Es posible obtener un conjunto de pardmetros optimos para extracr el colorante bixina de la semilla de

achiote por medio del procedimiento de solubilizacion en solucton alcalina.



VIL. RESULTADOS

Este estudio demuestra que existe un conjunto dptimo de pardmetros en la extraccion del colorante de
achiote (Bixa orellana). Los datos obtenidos fucron analizados por ANDEVA y los resultados para los
efectos promedio de las variables fueron los siguientes: la pureza de norbixina depende del tipo de semilla
(p<0.001), de la concentracidn de hidréxido de potasio (p<0.001), de Ia acidez de precipitacidn
(p<0.003), de las horas de sedimentacion (p<0.001) y de 1a temperatura (p<0.001), pero no depende de la
dilucion de extraccion (p=0.497).

A. Efecto del tipo de semilla

Se utilizaron dos tipos de semilla, alta en bixina v baja en bixina. Cada tipo se analizd 5 veces,
observiandose claramente que existe diferencia en la cantidad de pigmento presente en las mismas. Por lo
tanto se observa un efecto del tipo de semilla sobre la pureza de norbixina del extracio final. La semilla
alta producira siempre un extracto con mayor cantidad de norbixina que la semilla baja (p<0.0001)
(Figura No.7).

B. Efecto de la dilucién de extraccion

La dilucién de extraccidn se varid para determinar si con un mayor volumen sc lograba remover mds
pigmenio de la semilla. Existe diferencia significativa entre semitla de alto y bajo contenido de bixina
(Figura No.8), pero estadisticamente no existe un efecto de la dilucién sobre la concentracién del
pigmento (p=0.497) (Figura No.9).

C. Efecto de l1a concentracidn de hidréxido de potasio

L.a extraccion del colorante involucra dos lavados con hidréxido de potasio, siendo ¢l primero siempre
mas concentradoe que el segundo a manera de dejar decolorada la semilla. Existe diferencia significativa
entre la semilla de alto y bajo confenido de bixina (Figura No.10). Se observe un efecto de la

concentracidn unicamente sobre la semilla de bajo contenido de bixina (p<0.0001) (Figura No.11).
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Figura No.9

Pureza de Norbixina {p:p)

Pureza de Norbixina vs Dilucion de Extraccion

324
3221

3184
316
314
32]

31
30.81£

it .

_Semilla

an&*f: .

- AT
illlﬂ!!lﬂl!i!

A

TR

|
I

de Alto Contenido de Bixina_

*EﬂﬁiﬁiﬂﬁiﬁﬂiﬂﬂiﬁlﬁﬂiEEE!ﬁﬂiﬁIlii5553EEEEEEEHE%EEEHHEEEEE&EHEHH

ih

.

GG

TN

SEEY

Eﬂ

. @EEHH_F_EEE_iEEIEIMﬁﬁliﬂﬂﬂﬁliiﬂ!ﬁﬂiﬂiiﬂﬁﬂﬁiﬁﬁ

12.0

e

b
I
i

Bl

A

Relacion SemillaVolumen de Exdtraccion

Pureza de Norbixina (p:p)

Pureza de Norbixina vs Dilucion de Extraccion

28
26_ 3
24,

22.2-

21.84

216+

Semilla de Bajo Conttenido de Bixina

1:3.5

1:30

1.4.0 14.5 1:5.0

Relacion Semilla:Volumen de Extraccion

ﬂiﬁiﬁiﬁiﬁ&ﬂiﬁﬁﬁéﬁﬁ@""""""""

23



Figura No.10
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Figura No.11
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D. Efecto de 1a acidez de precipitacién

La acidez de precipitacién se varid para determinar si a un pH alto se lograba obtener un mejor
producto final, y reducir de ¢sta manera el consumo de dcide sulfirice. Se varid la acidez dentro de un
intervalo donde se nota a simple vista que se produce la precipitacion del pigmento (1.50 - 2.15). Existe
una diferencia significativa entre los tipos de semilla wtilizados (Figura No.12). Se puede observar un
efecto de la acidez sobre la pureza del extracto final solamente para la semilla de alto contenido de bixina
(p<0.0001) (Figura No,13).
E. Efecto de las horas de sedimentacién

A manera de reducir el tiempo de sedimentacion necesario para la precipitacién del pigmento y
posterior filtracién, se varié el mismo para determinar si se observaba un efecto sobre la pureza del
extracto. Se determind una diferencia significativa entre los tipos de semilla utilizades (Figura No.14).
Existe un efecto de las horas de sedimentacién sobre 1a pureza final de extracto (p<0.0001), tanto para la
semilla de alto como para la semilla de bajo contenido de bixina (Figura No.13).
F. Efecto de la temperatura de extraccion

La temperatura es un factor importante a considerar, ya que el proceso de extraccion es una hidrolisis
alcalina, 1a cual necesita de calor para levarse a cabo. Se obvservd una diferencia significativa entre
semilla de alto y bajo contenido de bixina (Figura No.16). Asimismo se observé un efecto de la
temperatura sobre la pureza de norbixina del extracto final (p<0.0001) para ambos tipos de semilla

(Figura No.17).
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Figura No.13
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Figura No.14
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Figura No.15
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Figura No.16
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Figura No.17
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VIIE DISCUSION

Los resultados demuestran claramente que ¢l rendimiento de norbixina depende del tipo de semilla que
se utiliza, ya que el porcentaje de bixina es mayor en semilia fresca o “alta”, pues se obtiene un extracto
con 32% de pureza mientras que con semilla “baja” se obtiene un 22% de pureza. Esta diferencia es
altamente significativa (p<0.0001). El pigmento del achiote tiende a oxidarse durante el almacenaje de
las mismas. Esta oxidacidn produce la pérdida de color de 1a molécula de bixina presente en las semillas,
ocasionando de esta manera que la pureza de norbixina en el extracto final sea baja en semilla que no se
procesa pronto.

La dilucidn de extraccion es un parametro que no afecta significativamente la pureza del extracto final
(p=0.497), va que no se observa un avmento dristico de la pureza en el misino, aungue se observa un
aumento muy sutil en la Figura No.9 para ambos tipos de semilla, logrando Unicamente aumentar el
volumen de extracto, lo cual no es deseable cuando se trabaja a niveles industriales, por razones de
espacio, tiempo ¥ capacidad de equipo.

La concentracién de hidroxido de potasio afecta significativamente (p<0.0001) la pureza de norbixina
del exracto final. El hidréxido de potasio, por medio de una ludrdlisis alcalina (saponmificacion),
convierte al pigmento presente en las semillas (bixina), en el componente principal del extracto final
(norbixina). Seﬁ intentd descubrir, si a mayor concentracion de dlcali aumentaria el contenido de
norbixina, pero no sucedio asi. Esto se debié a que al concentrar gradualmente la soI_ucién de extraccion
se saturo el medio con hidroxido de potasio, lo que dié como resultado la cristalizacidn del mismo en el
producto final. Esto se comprobd por medio de la solubilizacion del polvo en agua, y posterior medicion
del pH.

Se abservo claramente un efecto de la concentracion de hidroxido de potasio sobre el rendimniento de la
semilla de bajo contenido de bixina (Figura No.11) para una concentracion de hidréxido de potasio de

[.2% y 0.8%. Para la semilla de alto contenido de bixina no se logra diferenciar entre tres distintas
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concentraciones de hidroxido de potasio, pero a large plazo podria ser que la concentracién con
rendimiento maximo fuera 1.2%y 0.8% 6 1.0% y 0.6%, para obtener productos con alta pureza.

La acidez de precipitacion afecta de manera significativa la pureza del extracto final (p=0.003),
aunque s¢ observo un raro comportamiento del pigmento respecto a la pureza (Figura No.13j,
principalmente para la semilla de alto contenido de bixina. La molécula de norbixina, por sus
componentes, debe tener un solo punto de precipitacion, por lo que este comportamiento sugicre dos
hipotesis que faltaria comprobar; (a) los tres puntos de acidez donde aumenta ¢l rendimiento de producto
solido, 1.535, 1,80 y 2,00 se deben a la precipitacion de tres pigmentos de tipo carotenoide, que absorben a
la misma longitud de onda que la norbixina, o (b) los tres puntos de acidez donde aumenta la purcza,
representan tres puntos dptimos de precipitacion del pigmento. Dado que es dificil que un compuesto
tenga mas de un pH de precipitacion, la hipotesis (a) es la mdas probable y puede verificarse analizando la
composicion de los tres extractos por medio de un analisis infrarojo (IR) u otra técnica que sugiera
diferencias en la identidad de Jos posibles pigmentos,

El comportamiento del pigmento respecto a la pureza de norbixina del extracto final, es menos
marcado en la semilla de bajo contenido de bixina, debido a que posiblemente por degradacion, los
pigmentos s¢ han convertido en uno solo, es decir con la misma estructura y composicién, v por lo tanto se
observa un selo punto de precipitacion. Estas hipotesis puede ser comprobadas con la ayuda de un analisis
infrarojo (IR). .

Las horas de sedimentacidn afectan significativamente ¢l contenido de norbixina del producte final
(p<<0.0001) aunque nuevamente se observd un comportamiento muy raro en ambos tipos de semilla. Esto
podria sugerir de nuevo fa hipdtesis de los tres diferentes compuestos, mencionada anteriormente. No se
cuenia con una explicacion del porqué de este comportamiento, solamente que el menor porcentaje de

pureza a las 10 horas podria representar un pase de transiciéon entre degradacion y formacion de dos

compuestos.



La temperatura de extraccidn mostré un efecto altamente significativo para ambos tipos de semilla
{p<0.6001). La extraccién del colorante es una hidrélisis alcalina y por lo tanto necesita de calor para ser
llevada a cabo. Se observan tres temperaturas para las cuales la pureza del extracto es buena, por lo que ¢l

rango de 55°C a 65°C, que incluye las condiciones actuales, es Optimo para la extraccion del colorante.

A, Analisis “Costo-Beneficio”

A nivel industrial es muy importante hacer este tipo investigaciones, ya que los resultados ayudan a
ajustar procesos va existentes ¢ implementarios si se carece de ellos. Asimismo, los costos de produccion
ent una planta industrial deben ser controladoes para sacar la mayor utilidad del producto que se fabrica. A
continuacién se presenta una coinparacion entre fos puntos que actualmente se utilizan en el proceso para
cada parametro de estudio, con los resultados obtenidos, asi como una justificacion de como deben ser
interpretados los resuitados obtenidos para extrapolarlos a nivel industrial.

El tipo de semilla que se utilice debe ser fo mas reciente posible, para obtener asi productos de fa mds
alta pureza. Actualmenic por cuestiones de almacenaje se ha perdido una cantidad considerable del
pigmento presente en las semillas. Puesto que el costo de extraccion es aproximadamente el mismo,
procesar semilla de bajo contenido de bixina resulta un 31% mds caro que procesar semilla de alto
contenido. Dado que las propiedades pigmentantes dependen de la pureza de norbixina del extracto, la
semifla de alto contenido de bixina dard como resultado un producto de mejor calidad v con un mayor
atractivo comercial.

La dilucién de extraccion, no afecta [a pureza del extracto, aunque se podria interpretar que la dilucion
1:2.5 sea la éptima, por el pequefio aumento en pureza de norbixina que se observa en la Figﬁra No.9 para
ambos tipos de semilla. Actualmente se utiliza la dilucién 1:1 y por razones de espacio no se puede
aumentar a la dilucién “6ptima” porque se reduciria i3 capacidad de proceso de la planta y la utilidad que
s¢ obtendria al subir aproximadamente un punto de porceniaje de purcza no justifica el aumento en ¢f
volumen de extraccién. En este caso, es mejor procesar un mayor nitmero de lotes por dia y aprovechar

asi que fa semilla es reciente y no permitir su degradacién.
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La concentracion de hidréxido de potasio que se utiliza actualmente es 1.6% y 1.2%. Esta es alta para
la concentracién que podria ser dptima, la cual es 1.2% y 0.8%. Este resultado es muy importante porque
representa una reduccion de costos, por 1o que la utilidad que se obtendria de Ia ven(a seria mayor.

La acidez de precipitacion, se comporté de una manecra extraiia, pero aian asi el pH de precipitacién es
1.80. Esto indica que el proceso actual estd bien, pero se debe hacer una andlisis infrarrojo (IR) para
comprobar si el compuesio que precipita en este punto es norbixing y no otre posible derivado de tipo
carotenoide.

Las horas de sedimentacion al igual que la dilucion de extraccion son importantes, ya que en una
plauta industrial el tiempo vale dinero, por lo que mientras menos tiempo se espere, es mejor.
Actunalmente se deja sedimentar 8 horas, ya que la precipitacién se realiza al final del dia para dejar que
sediente durante [a noche. De nueve se debe realizar un andlisis infrarrojo (IR) para comprobar que el
producto final contenga en su inayoria norbixina y no otro derivado del achiote, que fue una de las
hipdtesis planteadas con anterioridad.

En cuanto a temperatura respecta, cualquiera de las tres (55°C, 65°C y 75°C) llevaria a cabo la
saponificacion, pero el costo de elevar diez o veinle grados, representa tiempo y consume de energia. Por
lo que mientras mds baja sea la temperatura, menor serd el costo y mas rapido se llevara a cabo la

hidrolisis.



X, CONCLUSIONES

A. El contenido de norbixina en el extracto final, es mayor si el pigmento se extrae de semillas con

alto contenido de bixina, es decir, recién cosechadas (no almacenadas).

B. La diluci6én de extraccion no afecta la pureza del extracto final, por lo que por razones de costo se

debe trabajar cont la menor dilucién posible.

C. La concentracion Optima de hidréxido de potasio para maxirnizar la extraccion del colorante de las
semillas es 1.2% para el primer lavado y 0.8% para el segundo lavado. Este resultado implica
reduccion de costos actuales de extraccion, ya que Ia concentracién de hidréxido de potasio empleada

hasta ahora era 1.6% y 1.2%, respectivamente.

D. La acidez de precipitacién actual (pH 1.80) esta situada en el intervalo optimo (pH 1.55 a pH 2.00)

para la extraccion de norbixina.

E. El tiempo actual de sedimentacion (8 horas) se encuentra dentro del intervalo éptimo (8 a 12 horas)

para la extraccion de norbixina.

F. Se determind que la temperatura éptima de extraccion del colorante de achiote oscila entre 55°C y
75°C, por lo que por razones de costo, ain la menor temperatura producird un extracto final con

buena pureza.

(3. El analisis costo-beneficio mostré que el Unico parametro gue necesita ser modificado en el actual

procedimiento de extraccion, es la concentracion de hidréxido de potasio.



X. RECOMENDACIONES

A. Realizar el presente estudio con semillas de una sola especie de achiote, para que los resultados que

sc obtengan sean mas representativos y estables respecto a cada parametro de estudio.

B. Utilizar el rendimiento y no s6lo la pureza de norbixina como pardmetro de comparacion, para

obtener resultados que respondan directaniente a un analisis de costos.

C. Estudiar otros parametros de extraccion como el porcentaje de grasa en ¢l extracto final y la

humedad de las semillas utilizadas.

D. Realizar este tipo de extraccion, utilizando solventes para determinar si ésto facilitaria la obtencion

del colorante, asi como la pureza del producto final.

E. Realizar un analisis infrarrojo (IR) de cada uno de los extracto obtenidos en los puntos maximos,
para los pardmetros de acidez de precipitacion, asi como horas de sedimentacion y comprobar asi que

se trata de norbixina, lo que se obtiene al final de la extraccion.

F. Establecer parcelas con las semillas de mejor rendimiento v hacerlas accesibles a los productores de

achiote, sobre la base de contratos previamente establecidos.
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APENDICE

¥** ANALISIS DE VARIANZA **#*

PUREZA
POR MUESTRA
POR SEMILLA
Suma de Promedio de Sigmif
Fuente de variacion Cuadrados G.L. Cuadrados ¥ de F
Efectos Promedio 55.899 3 11.180 2134295 0.000
MUESTRA 0.129 4 0.032 6.168 0.000
SEMILLA 55.769 1 33.769 10646.807 0.000
Interacciones de 2 vias 0.205 4 0.051 9,785 0.000
MUESTRA SEMILLA 0.205 4 0.051 9.785 (0.000
Explicado 56.104 9 6.234 1190.068 0.000
Residual 0.471 90 0.005

LA

Total 6.575 99 0.571

Variable PUREZA
vs Variable MUESTRA

Suma de Promedio de  Razdn de Prob.

Fuente G.L. Cuadrados Cuaffh"ados F . F
Entre grupos 4 0.3116 0.0779 10.3526 0.0000
Dentro grupos 45 0.3386 0.0075
Total 49 0.6502

Variable PUREZA
vs Variable MUESTRA
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Promediode  Razdén de Prob.
Cuadrados F F
0.0057 1.9193 0.1236
0.0030

*** ANALISIS DE VARTANZA ***

Suma de
Fuente G.L., Cuadrados
Entre grupos 4 0.0227
Dentro grupos 45 0.1328
Total 49 0.1555
PUREZA
POR DILUCION
POR SEMILLA

Suma de
Fuente de Variacion Cuadrados
Efectos Principales 3933.935
DILUCION 9.453
SEMILLA 3924 481
Interacciones de 2 vias 5
DILUCION SEMILLA
Explicado 3934.447
Residual 206874
Total 4141.321
Variable PUREZA

vs Variable DILUCION

Suma de

Fuente G.1. Cuadrados

Entre grupos 8 6.2587
Dentro grupos 81 73.9355

Total 89 80.1942

Test de rangos mnltiples

Promedio de Sigmif
G.L. Cuadrados F de F

9 437.104  342.290 000

8 1.182 925 497

1 3924 481 3073.205 000

8 064 050 1.000

8 064 050 1.000

17 231438 181.236 000
162 1.277
179 23.136

Promedio de F F
Cuadrados Razon Prob.
7823 8571 3560
9128
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Procedimiento Tukey-HSD
Rangos para el nivel .050

451 451 451 451 451 451 451 451
El rangos arriba son tablas de rangos.

El valor actualmente compuesto con Promedio de (1)-Promedio de (I) es..
6756 * Rango * Sqri( 1I/N(I) + 1/N())

Ninguno de los dos grupos es diferente significativamente al nivel 0,050

SUBGRUPO 1

Grupos Grp 1 Grp 2 Grp 8 Grp 9 Grp 7
Promedio de 31.2940  31.3700  31.4700  31.5170  31.6250

Grupos Gp 5 Grp 3 Grp6 Grp 4
Promedio de 31.6620 31.7380 31.8160 32,2300

Variable PUREZA
vs Variable DILUCION

Suma de Promedio de F F
Fuente G.L. Cuadrados  Cuadrados Razon Prob.
Entre grupos 8 3.7072 4634 2824 9700
Dentro grupos 81 132.9385 1.6412
Total 89 136.6456

Test de rangos mil(iples
Procedimiento Tukey-HSD
Rangos para el nivel .050
4.51 451 451 4.51 451 451 451 451
El rangos arriba son tablas de rangos.

El valor actualmente compuesto con Promedio de (J)-Promedio de (I) ¢s..
9059 * Rango * Sqrt(1/N(I) + 1/N())

Ninguno de los dos grupos es diferente significativamente al nivel 0.050



SUBGRUPO 1

Grupos " Gmp9  Gmpl Gip 8 Gp2  Gmp7
Promediode 220340 22.0550  22.1920  22.2310  22.2830

Grupos Grp 5 Grp 6 Gmp 3 Grp 4
Promedio de 22.2930 22.4200 22,4270 22.7390
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¥ ANALISIS DE VARIANZA *x*

PUREZA
POR CONCENTRACION
POR SEMILLA
Suma de Promedio de Signif
Fuentede variacion Cuadrados DF Cuadrados F de F
Efectos Principales 263 8 033 465.531 .0G0
CONC .003 7 000 5393 000
SEMILLA 262 i 262 3686.494 000
Interacciones de 2 vias 060 7 600 301 953
CONC SEMILLA .000 7 000 301 933
Explicado 265 15 018 248.423 .000
Residual 010 144 660
Total 275 159 002

Variable PUREZA
vs Variable CONCENTRACION

Suma de Promedio de Razon de
Fuente G.L. Cuadrados Cuadrados F
Entre grupos 7 0013 0002 2.2585
Dentro grupos 72 0059 0001
Total 79 0073

Test de rangos multiples

Prob.

0396



Tukey-HSD Procedimiento
Rangos para El 050 nivel -

441 441 141 441 441 441 441

El rangos arriba son tablas de rangos.

El valor actualmente compuesto con Promedio de (T)-Promedio de () es..
.0064 * Rango * Sqrt(1/N(D) + 1/N(I)

Ninguno de los dos grupos es diferente significativamente al nivel 0.050

SUBGRUPO 1

Grupos Gip 1 Gmp 8
Promedio de 3291 3296
Giupos Grp 5 Grp3
Promedio de .3365 3384

Variable PUREZA
vs Variable CONCENTRACION

Suma de
Fuente GL. Cuadrados

Entre grupos 7 .0015
Dentro grupos 72 0043
Total 79 0058

Test de rangos muiltiples

Tukey-HSD Procedimiento
Rangos para E1 .050 nivel -

Grp2 Grp 6 Grp 7

3315 3342 3344

Promedio de F F

Cuadrados Razon  Prob.
0002 3.6623 .001%
0001

441 441 441 441 441 441 441

El rangos arriba son tablas de rangos.

El valor actualmente compuesto con Promedio de (I)-Promedio de (I) es..
0035 * Rango ¥ Sgri(1/N(I) + 1/N(H)

(*) Denota pares de grupos significativamente distintos a un nivel de 0.050
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Promedio Grupos

2484 Grp 1

2485 Grp 2

2502 Grp 8

2502 Grp 7

.2559 Grp 6

.2566 Grp 3

2576 Grp 5

2604 Grp4 **
SUBGRUPO 1
Grupos Gmp 1 Grp 2 Grp 8 Grp 7
Promedio de 2484 2485 2502 2502
Grupos Grp 3 Grp 5
Promedio de 2566 .2576
SUBGRUPO 2
Grupos Grp 8 Grp 7 Grp o Grp3
Promedio de 2502 2502 2559 2566
Grupos Grp 4

Promedio de 2604

Grp 5
2576
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