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RESUMEN

La presente investigacion titulada “Influencia de las caracteristicas del solvente en la eficiencia
de recuperacion del beta caroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)”, es una
investigacion de tipo aplicada, por su nivel explicativo y por su disefio experimental, cuyo
objetivo es determinar la influencia del solvente en la extraccién del betacaroteno, que contiene
la Medicago sativa L, planta empleada como forraje pero aplicacion en la medicina natural por
sus propiedades nutritivas y por contener metabolitos secundarios de accion fisiol6gica como el
betacaroteno y las saponinas. El desarrollo de la tesis incluye una parte tedrica sobre el estudio
de las propiedades de los solventes y de la materia prima y una parte experimental en la que se
llevaron a cabo ensayos con cuatro solventes: éter de petrdleo, hexano, etanol y acetona, de
diferente indice de polaridad, con lo que se demuestra que las caracteristicas del solvente
influyen directamente en la extraccion de las sustancias como el betacaroteno que es un
hidrocarburo apolar, capaz de disolverse en todas las proporciones en sustancias totalmente
apolares como el éter de petréleo y el hexano. De esta manera se logré extraer con estos
solventes un promedio total para ambas variedades 20.1665 ug/g de betacaroteno a partir de la
alfalfa seca por el método modificado de maceracién y percolacion en frio, método que ademas

impide la degradacion del producto por efecto del calor y del oxigeno.

PALABRAS CLAVES: Betacaroteno, solventes apolares, éter de petréleo.



ABSTRACT

The present investigation entitled "Influence of solvent characteristics on the recovery
efficiency of beta carotene from alfalfa (Medicago sativa L.)", is an applied type investigation,
due to its explanatory level and its experimental design, whose The objective is to determine the
influence of the solvent on the extraction of beta-carotene, which contains Medicago sativa L, a
plant used as forage but used in natural medicine due to its nutritional properties and because it
contains secondary metabolites of physiological action such as beta-carotene and saponins. The
development of the thesis includes a theoretical part on the study of the properties of solvents
and raw materials and an experimental part in which tests were carried out with four solvents:
petroleum ether, hexane, ethanol and acetone, from different polarity index, with which it is
shown that the characteristics of the solvent directly influence the extraction of substances such
as beta-carotene, which is an apolar hydrocarbon, capable of dissolving in all proportions in
totally nonpolar substances such as petroleum ether and hexane. In this way, a total average of
20.1665 ug/g of beta-carotene will be extracted with these solvents for both varieties from dry
alfalfa by the modified method of cold maceration and percolation, a method that also prevents
product degradation due to the effect of heat and of oxygen.

KEY WORDS: Beta-carotene, apolar solvents, petroleum ether.



INTRODUCCION

En el campo de la extraccion de los principios activos de las plantas, con fines industriales,
como es el caso del beta caroteno que es un colorante permitido para uso alimentario y que tiene
una amplia aplicacion; juega un papel importante el solvente empleado en el proceso de
extraccion, este debe de reunir ciertas caracteristicas que le permitan ser para el caso en
cuestion, un solvente selectivo y de gran eficiencia. Por tanto, su seleccién no solo se basa en
cuestiones tedricas sino también experimentales ya que se requiere mediante ensayos establecer
los parametros adecuados que permitan una extraccion eficiente. Desde esa Optica en la presente
investigacion se propone el estudio de varios solventes aplicados a la extraccion del beta
caroteno, con el fin de seleccionar el que mejores posibilidades de una extraccion maxima

permita y que el producto final obtenido de la alfalfa, sea de buena calidad.



CAPITULO I

MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

Para el desarrollo de la parte tedrica y experimental de la tesis fue necesario revisar

antecedentes internacionales y nacionales de estudios desarrollados sobre el tema que en

esta tesis se aborda, siendo estos los que a continuacion en forma resumida

transcribimos:

1.1.1. A nivel internacional

En el afio 2000 Duran y Moreno [1], presentaron su tesis titulada “Evaluacion
de algunas mezclas de solventes en la extraccion de carotenoides del pericarpio
de tamarillo: (cyphomandra betacea sendt), a la Universidad Nacional de
Venezuela, en la que se evalud la extraccion de carotenoides totales (CT) a
partir del pericarpio de tamarillo (Cyphomandra betacea Sendt). Con el fin de
proteger al beta caroteno de la luz, los ensayos se llevaron a cabo en la
oscuridad, empleando como solventes: n-hexano, éter de petréleo y mezclas de
ellos en las siguientes proporciones: 75:25, 50:50 y 25:75 (v/v). Para medir la
absorbancia en el espectrofotdmetro se selecciond una longitud de onda de 440
nm. Lo reportes indicaron diferencias en cada uno de las extracciones, siendo
las méas adecuadas aquellas que emplearon las mezclas 50:50 (0,507g CT/g de
pericarpio) En estos ensayos también se evalu¢ el tiempo haciendo pruebas de
extraccion en tiempos que van desde una hora hasta 48 horas, estadisticamente
se concluyo que el tiempo méas adecuado fue el de 48 horas. Finalmente, los
autores concluyen que la extraccion idonea de beta caroteno se hizo empleando
como mezcla de solvente 50% n-hexano: 50% éter de petréleo y 48 h. de
remocion sin agitacion, obteniéndose 0,051 g CT/g de pericarpio.

En el afio 2017, Rubio y colaboradores [2], presentaron su investigacion
titulada Aspectos tedricos de la extraccion de carotenoides a partir de
microalgas, a la Fundacion Universidad de América. Bogotd Colombia,
investigacion experimental en la que se estudiaron tres fases del proceso de
extraccion de carotenoides a partir de microalgas: seleccion de la microalga,
cultivo de la cepa en diferentes condiciones para inducir la generacién del
compuesto y separacion del metabolito. En el estudio se llegaron a las
siguientes conclusiones: La acumulacion de carotenoides en las microalgas, asi
como el uso de solventes adecuados es un problema no resuelto en este estudio
ya se consideran factores muy criticos. Ademas, los solventes ensayados para la

extraccion resultaron ser muy contaminantes.



En el afio 2014, Quifiones [3], presentd su tesis titulada Extraccion de colorante
de chile jalapefio (capsicum annum 1.) a nivel laboratorio con tres solventes, a la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, cuyo objetivo principal fue la extraccion, a nivel laboratorio, de los
pigmentos colorantes del tipo carotenoides contenidos en los frutos maduros de
chile jalapefio (Capsicum annum L.) provenientes del departamento de Santa
Rosa. El autor trabajo con muestras de chile de 50 g empleando como
solventes: acetona, etanol (grado industrial) y metanol, por separado. El
extractor fue de cuchillas y se realizaron 5 ensayos con cada solvente. Los
extractos se concentraron en rotavapor a temperaturas inferiores a 70°C.
Mediante procedimientos adecuados se secaron los extractos y por
cromatografia y espectrofotometria se cuantifico el caroteno. El autor concluye
gue la acetona es el solvente adecuado con el cual se pudo extraer 0.6016% de
caroteno en relacion al peso de la muestra.

En el afio 2016 Cataldn [4]. Presentd su tesis titulada Extraccion y
caracterizacion de [-caroteno obtenido de la cascara de banano (musa
paradisiaca |.) evaluando el rendimiento de tres diferentes solventes de distinta
polaridad para su utilizacion como colorante natural, a escala laboratorio, a la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad San Carlos de Guatemala, en
la cual, se evaluo el rendimiento de tres solventes de distinta polaridad, en
extracciones sélido liquido empleando el equipo Soxhlet. Los estudios
experimentales realizados indicaron que el mejor solvente empleado fue el
etanol, con el cual se obtuvo un total de 0,9124 ppm, de B-caroteno de la
cascara de banano.

En el afio 2015, Roman y colaboradores [5], presentaron su trabajo de
investigacion titulado Implementacion de la extraccion y analisis de 3-caroteno
en zanahoria (Daucus carota I.) por fluidos supercriticos (FSC) y UPHLC-
DAD, al SENNOVA (Sistema de Investigacion Desarrollo Tecnoldgico e
Innovacién), el objetivo de este trabajo fue cuantificar el beta caroteno de la
zanahoria por UHPLC-DAD, utilizando la extraccion con fluidos supercriticos
(FSC). Los pardmetros adecuados para este método de extraccion fueron:
temperatura 80 °C y presion 450 bar, con los cuales se obtuvo entre 8,5y 19,5
mg de B-caroteno por cada 100 g de zanahoria. Segun el autor con el aumento
de la temperatura se logr6 un mayor rendimiento de B-carotenos de hasta
45,8%. Para la extraccion se empled el diéxido de carbono como fluido

supercritico.



1.1.2. A nivel nacional:

En el afio 2017, Nayhua [6], presento su tesis titulada Obtencion de colorante
natural a partir de la cascara de tuna puarpura (opuntia ficus-indica) por el
método de extraccion solido-liquido para su aplicacion en la industria de
alimentos, fruto proveniente del distrito de San Crist6bal-Moquegua. A la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano. El
estudio se disefi0 para extraer betalainas a partir de la cascara de tuna, la cual
constituye el 46,82% del peso total del fruto, el extracto de la cascara presenta
un pH igual a 5,39, solidos solubles 5,02 °Brix y humedad de 85,17%. La
extraccion fue sélido -liquidos utilizando etanol en diferentes concentraciones
(30 - 90%) y en tiempos que van desde 30 hasta 120 min, empleando cantidades
de céscara entre 5 y 15 g. La cantidad méxima de betalainas que se obtuvo fue
de 0,173 mg, su reconocimiento se hizo por esepctrofotometria UV-Visible.

En el afio 2012, Roque [7], presentd su tesis titulada Extraccion por accién
biocatalitica y cuantificaciéon de B-caroteno y licopeno de tomate de éarbol
(cyphomandra betacea de solanum betaceum) del distrito de Pariahuanca, a la
Universidad del Centro del Per(. En la parte experimental de la tesis se trabajé
con tomates maduros (indice de madurez de 4,71), que se llevaron a secado en
horno a 40 °C por 96 horas. Luego se moli6 y tamiz6 a malla 425.
Posteriormente este material se hidrolizo para extraer B-caroteno y licopeno,
utilizando un complejo enzimatico celul6sico, sintetizado de hongo Aspergillus
niger ATCC 10864. La relacién enzima: sustrato fue 1:16 y 1:23, la temperatura
30y 40°C y el tiempo 2 y 4 horas. Los solventes empleados fueron mezclas de
hexano, etanol, acetona y tolueno en relacion 10:6:7:7 en volumen, se trabajo a
35°C durante 3 horas para todos los ensayos. La oleorresina obtenida se
saponificd y se cuantifico por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
En el afio 2010, Lujan [8], presentd su tesis titulada Evaluar la estabilidad de
la pro vitamina a en la pulpa liofilizada de tres morfotipos de aguaje (Mauritia
flexuosa 1.f), a la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, cuyo objetivo
fue determinar la estabilidad de la pro vitamina A de tres morfotipos de aguaje:
Amarillo, Color, Shambo. La pulpa del fruto se liofilizé a -50 °C. se colocé en
capsulas de gelatina y se llevo a secado a temperaturas menores a 30°C para
luego evaluar el beta caroteno por espectrofotometria. Finalmente se estudio la
actividad antioxidante de cada morfotipo, con concentraciones de dilucion de
10000 pg/mL, 3000 pg/mL, 1000 pg/mL y 300 pg/mL en metanol, antes de que

las muestras fueran encapsuladas.



1.2.

En el afio 2017, Juscamaita [9], presentd su tesis titulada evaluacion de la
estabilidad de carotenoides y actividad antioxidante de la flor de mastuerzo
(tropaeolum majus 1) en la microencapsulacion por spray-drying, a la
Universidad del Centro del Perq, el carotenoide extraido de la flor de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) con hexano, cloroformo y éter de petrdleo a 12, 24 y 48
horas; el cloroformo en 24 horas permiti6 un mejor resultado. Después de
purificar se guardé en aceite de oliva. Luego se microencapsulé con
maltodextrina y goma ardbiga. La dispersion se llevo a un Mini Spray Dried B-
290 a temperaturas de secado de 130 °C, 150 °C y 170 °C; en el
microencapsulado se evalud el % de recuperacion de carotenoides totales
encontrandose diferencia en la actividad antioxidante que van desde 393,00

hasta 470,97 umol-TE/g. de muestra.

1.1.3. A nivel nacional:

Hasta la fecha no se registra en ninguna base de datos locales informacion
referente a Influencia de las caracteristicas del solvente en la eficiencia de

recuperacion del betacaroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)

Bases tedricas.
1.2.1. Solventes: definicién y caracteristicas.

Definicion.

Solvente se define como la sustancia en la cual se difunde el soluto (sélido,

liquido o gas con propiedades diferente), dando lugar a una solucion en la que el

solvente es el componente de mayor proporcién. Cuando el solvente interactda con el

soluto rodeandolo, se denomina solvatacion.

Clasificacion de los solventes.

Desde el punto de vista de la polaridad, los solventes se clasifican en:

Solventes polares:

Este tipo de solventes estd conformado por sustancias cuyas moléculas poseen
una distribucién electronica asimétrica, que dan origen a polos positivo y
negativo a cierta distancia uno del otro. En este caso decimos que existe un
dipolo y la sustancia que contiene este tipo de moléculas es una sustancia polar.
Las sustancias polares liquidas pueden disolver sustancias que tengan las
mismas caracteristicas moleculares y por tanto reciben el nombre de solventes
polares. A este grupo de solventes pertenece el agua, considerado un solvente
universal, ya que en ella se disuelven diversas sustancias, sobre todo sales de

muchos elementos de la tabla periddica.



Fig.1.1: Disolucion de una sustancia iénica en el agua

Fuente: Pearson Prentice Hall, Inc. 2017.

La particularidad de los solventes polares, se evidencia con mayor sencillez al
estudiar la molécula del agua en la cual un &omo de oxigeno se una a dos
atomos de hidrégeno compartiendo enlaces covalentes, pero de distribucion no
igual, pues el &tomo de oxigeno atrae con mayor fuerza los electrones que los
atomos de hidrdgeno. La division desigual de electrones le brinda a la molécula
de agua una carga levemente negativa cerca de su 4tomo de oxigeno y una carga
ligeramente positiva cerca de sus atomos de hidrégeno. Esta caracteristica de la
molécula del agua le proporciona la particularidad de tener un polo negativo y
un polo positivo, es decir, una molécula polar. Cuando el agua estad en un
recipiente sus moléculas se atraen mutuamente de acuerdo a la polaridad

formando los llamados puentes de hidrégeno.

Fig.1.2: Unidn de las moléculas polares del agua.

Enlace de hidrégeno

Fuente: Timberlake. Timberlake — Quimica — 2017.



Fig. 1.3: Puente de hidrogeno generado entre las moléculas del agua.
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Los Puentes de Hidrdgeno son un tipo de enlaces de Van Der Waals, mediante
el cual se unen los hidrdgenos de una molécula con los dipolos negativos de
otra molécula cercana, los cuales estan representados por los &tomos de
oxigeno, de esta manera las moléculas del agua se encuentran unidas entre si en
un recipiente que contiene este liquido.

Como se ha descrito arriba, los &omos que conforman las moléculas polares
poseen acentuadas diferencias de electronegatividad, lo que hace que la
densidad electronica se concentre en determinadas regiones de la molécula, esto
hace que se formen los dipolos con un polo positivo y un polo negativo, esto es
fundamental durante la disolucion de sustancias i6nicas o polares, tal como
sucede cuando se disuelve el cloruro de sodio o cualquier otra sal en el agua o
cualquier otro solvente i6nico.

En estas moléculas, el atomo de H (polo positivo) se une con los polos
negativos de las moléculas cercanas creando el enlace de Puente de Hidrégeno.
El llamado puente de hidrogeno se forma gracias a la alta electronegatividad del
oxigeno, que constituye el polo negativo de la molécula, mientras que el

hidrégeno es polo positivo, esto da origen a sustancias polares de alta cohesion,



debido a ello los alcoholes de bajo peso molecular (de cadena corta) se
solubilizan en el agua y también se comportan como ella, solubilizando
sustancias polares. Como en el agua los polos positivos y negativos se atraen,
dando lugar a compuestos polares con una alta cohesion. Esto hace que los
alcoholes de cadenas cortas sean solubles en agua. La polaridad de los
enlaces C-O-H se da debido a que se generan cargas parciales positivas sobre
sobre el carbono y el hidrégeno, y una carga negativa sobre el oxigeno. Los
puentes de hidrdgeno crean moléculas asociadas que poseen puntos de
ebullicion y fusién mayores a los alcanos respectivos y mayor solubilidad en el
agua.

Los Solventes polares se clasifican en:

1. Solventes polares proticos: aquellos que tienen un enlace del tipo O-H
0 del N-H. A este tipo de solventes pertenecen el agua (H-O-H),
el alcohol etilico (CH3-CH,-OH) y el acido acético (CH5;-C(=0) OH).

2. Solventes polares aproticos: este tipo de solventes no poseen enlaces
O-H o N-H, como los del caso anterior. Ellos no dan ni aceptan
protones. Pertenecen a este grupo la acetona (CH3-C(=0)-CHy),
el acetonitrilo, la dimetilformamida o el THF (tetrahidrofurano), entre
otros.

Solventes apolares:
Este tipo de solventes son sustancias organicas con una nube electrénica de
valencia simétrica lo que le permite lo que les confiere la propiedad de no tener
polos positivo y negativo (apolares). No poseen dipolos permanentes, aunque
esto no implica que ciertos enlaces sean polares, ya que esto esta en funcién a la
geometria de la molécula. Cuando los momentos dipolares individuales de sus
enlaces se encuentran compensados, toda la molécula serd apolar. Algunos
solventes de este tipo son: Entre los solventes apolares mas empleados en la
industria y en los laboratorios estan: el éter etilico, los hidrocarburos
aromaticos, cetonas, hexano, ciclohexano, tetracloruro de carbono. Otras
sustancias, como el cloroformo, que posee un momento dipolar muy acentuado
debido a los tres cloros que tiene en su molécula de caréacter electronegativa,
permite que el carbono adquiera una carga parcial positiva y el Hidrégeno una
carga parcial negativa, lo que le da cierta polaridad. En este caso se habla de
solventes semipolares.

La mayoria de los solventes apolares son sustancias organicas que actiian sobre

el soluto disolviéndolo, lo que implica que las fuerzas intermoleculares que

unen las moléculas del soluto se rompen gracias a la fuerza de las fuerzas



intermoleculares del soluto, pero sin propiciar una reaccion. Las fuerzas de
solvatacion entre solvente y soluto, dependen de la naturaleza de cada una de las
sustancias que interactian y pueden ser: puentes de hidrdgeno, interacciones
polares y fuerzas de London.

Estos solventes son de una amplia aplicacion en diversos procesos Yy
operaciones industriales y experimentales, debido a sus caracteristicas de
volatilidad, densidad y selectividad en la disolucion de solutos. Ademas, porque
pueden mezclarse con otras sustancias similares sin reaccionar con ellas y por
tanto permanecen como tales, lo que permite emplearlos con mayor eficiencia
en procesos de disolucion.

Estos solventes tienen una amplia aplicacion no solo para disolver solutos, sino
ademas como limpiadores, para la extraccion de principios activos, aceites,
grasas, etc. Se emplean también para dispersar sustancias, para disminuir la
viscosidad de ciertos productos, para la limpieza de superficies 0 como agentes
tensoactivos.

El empleo de los solventes organicos debe de hacerse con mucho cuidado y
respetando las normas de seguridad establecidas ya que sus vapores causan
dafio al organismo humano y al medio ambiente, especialmente aquellos que
estan considerados dentro de los compuestos organicos volatiles (COV) vy los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), algunos de cuyos componentes
son cancerigenos y mutagénicos. Entre los solventes organicos de mayor uso
podemos citar al metanol, etanol, acetona, cloroformo, tolueno o el xileno, etc.
El empleo de los solventes organicos, constituye un peligro, debido a su
volatilidad, ya que en concentraciones significativas pueden ser incluso
explosivos en espacios cerrados. Ademas, estas sustancias pueden ingresar al
organismo por absorcién cutanea, y por inhalacion, causando serios dafios. Al
caer sobre la piel se absorbe y pasa a la sangre, causando efectos inmediatos y a

maés largo plazo.

1.3.  Marco conceptual.
Polaridad

Para establecer la polaridad de los solventes, existen ciertas escalas las cuales
tratan de dar una explicacion al comportamiento del solvente de acuerdo a las
caracteristicas eléctricas de la molécula. Estas escalas son las siguientes:

La escala de polaridad de Snyder, que se considera la de mayor aceptacion, esta se basa

en el Indice de polaridad (Pp) que mide la atraccion intermolecular entre el soluto y el



solvente, en funcion a la solubilidad de la sustancia en tres solventes: etanol
(propiedades aceptoras de protones), dioxano (propiedades donador de protones) y
nitrometano (propiedades dipolares del solvente), por lo que se considera como una
cuantificacion numeérica de la polaridad de dichos solventes.

Otra escala de vital importancia es la serie eluotrdpica, usada en cromatografia de capa
fina, mide la resistencia de un solvente por la capacidad de retencion del soluto, dando
resultados diferentes para cada solvente, de esta manera se establece un tiempo medio
de retencion para cada solvente.

Miscibilidad

Este es otro parametro de vital importancia, ya que los solventes deben ser miscibles
con otros para conformar mezclas estables que no se separen en todas las proporciones.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en cantidades pequefias un solvente de baja
densidad puede solubilizarse en el agua hasta cierta proporcion. Esto sucede con el agua
y el alcohol, el agua y ciertos hidrocarburos livianos, el agua y la gasolina, etc.

La miscibilidad del solvente también debe de estar en funcion con el soluto que esta en
contacto con él, la compatibilidad entre ambos debe ser méxima para lograr soluciones
homogéneas donde no exista separacion de fases.

1.3.3. Medicago sativa L (alfalfa)

Descripcion Botéanica.

La alfalfa es una leguminosa herbacea, perenne, muy erguida. Planta forrajera
que dura varios afios y renace después de cortada. Sus principales caracteristicas
morfoldgicas son:

Raiz: Sistema radicular con raiz principal gruesa bien definida, puede penetrar hasta

una profundidad de 7,5a 9 m.
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Fig. 1.4: Partes de la planta de alfalfa (Medicago sativa L.)
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Fuente: Elaboracion propia

Fig. 1.5: Plantacion de alfalfa variedades de Monsefu, San Pedro y Californiana

Fuente: Elaboracién propia

11



Tallos: Ligeramente pubescente, cuadrangular, ramificado, los tallos erectos alcanzan
una altura de 60 a 100 cm, puede haber de 5 a 25 0 maés tallos por planta que nace de
una corona lefiosa, de la que brotan nuevos tallos cuando los viejos maduran o se cortan.
Hojas: Estan dispuesta alternativamente sobre el tallo, son compuestas, pinnadas y
trifoliadas, con foliolos de tamafio variable, siendo la del centro mas grandes que las
laterales, generalmente aserradas en su mitad apical.

Flores: Pequefias de color purpura y nacen en racimos axilares de 7 a 10 flores.
Inflorescencia: Racimosa, terminal o axilar.

Fruto: Es una pequefia legumbre, es retorcida en forma de espiral. La semilla es
reniforme de color amarillo pajizo.

Clasificacion Taxonomica.

La clasificacion taxondémica de la alfalfa segin el sistema de clasificacion de A.

Cronquist (1988), es como sigue:

Divisién : MAGNOLIOPHYTA
Clase : MAGNOLIOPSIDA
Subclase : ROSIDAE

Orden : FABALES

Familia: FABACEAE

Género : Medicago

Especie: Medicago sativa L.

Nombre vulgar: Alfalfa

Sinonimia : Luzerne, erba médica.

Composicion quimica.

Segin el Instituto Nacional de Nutricion la composicién quimica de la alfalfa,

considerando 100 g. de muestra himeda, es la siguiente:

Agua 82,79
Fibra 31g
Proteinas 6,09
Cenizas l4¢g
Grasa 0449
Carbohidratos 95¢g
Calcio 12,0 mg
Fosforo 51,0 mg
Hierro 5,4 mg
Retinol 1125 ng
Tiamina 0,13 mg
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Riboflavina 0,14 mg

Niacina 0,50 mg

Acido Ascorbico 162 mg

Variedades que se cultivan en Ica.

En Ica se cultivan basicamente tres variedades de alfalfa, las cuales son: La Monsef(,
San Pedro y Californiana. Ambas son ecotipos nacionales y pertenecen al grupo de
verano o costa. La variedad monsefu se caracteriza por ser una planta de tallo vigoroso,
erecto, de seccidn transversal vacia y de crecimiento uniforme. Debido a la pubescencia,
sus hojas son de color plateado, mientras que sus flores son de color azul-violaceo. Esta
variedad posee la particularidad de recuperarse rapidamente después del corte,
rebrotando en corto tiempo.

La variedad San Pedro, se reconoce por sus caracteristicas de crecimiento y disposicion
de la planta, que posee un tallo vigoroso y erecto, de seccion transversal vacia y de
crecimiento no uniforme. Esta variedad presenta hojas de color verde grandes y jugosas,
sus flores son de color verde violaceo, de corona ligeramente superficial y de una
recuperacion rapida después del corte.

1.3.4. Betacaroteno.

El B-caroteno 0 provitamina A es un pigmento organico de color rojo
anaranjado intenso que se encuentra principalmente en las partes de las plantas, como
frutas, hojas, flores, raices. El beta caroteno pertenece a un grupo de compuestos
guimicos  organicos llamados  carotenoides, los mismos que son
terpenoides (isoprenoides), obtenidos por sintesis bioquimica a partir de ocho unidades
de isopreno, lo que indica que el beta caroteno tiene una cadena con 40 carbonos.

El p-caroteno posee anillos beta en ambos extremos de la molécula. El B-caroteno se
biosintetiza a partir del piranofosfato de geranilgeranilo. Se considera la forma mas
comun de los carotenoides presente en las plantas. Cuando se usa como colorante
alimentario, tiene el nimero E160a. La estructura fue deducida por Karrer. en 1930. En
la naturaleza, el B-caroteno es un precursor (forma inactiva) de la vitamina A, de aqui su
denominacion como Pro vitamina A, por actividad del betacaroteno 15,15-
monooxigenasa.

El aislamiento de -caroteno a partir de frutas abundantes en carotenoides se realiza en
laboratorio generalmente por cromatografia en columna. La separacion del B-caroteno
de la mezcla de otros carotenoides se basa en la polaridad de un compuesto. El B-
caroteno es un compuesto no polar, por lo que se separa con un solvente no polar como
el éter de petréleo. Al estar altamente conjugado, tiene un color intenso v,
como hidrocarburo que carece de grupos funcionales, es una sustancia muy soluble en

grasa o aceites por lo se le considera liposoluble.
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La formula quimica del beta caroteno es C4Hse y su nombre segin la [UPAC es B, B-
caroteno, posee una masa molecular de 536, 888 gramos/mol, fisicamente se presenta
como cristales de color anaranjado oscuro. Su densidad es 1,00 g/mL se funde a los
183°C descomponiéndose a esa temperatura, hierbe a 654,7°C a presion atmosférica
normal (760 mm Hg) Es soluble en solventes organicos semi polares (parcialmente) y
en solventes apolares (totalmente). Es insoluble en el agua y en glicerina, presenta
solubilidad en ciertos compuestos como el disulfuro de carbono, benceno, acetona y
etanol. El indice de refraccion del betacaroteno es de 1,565 a temperatura de 20°C.
Debido a su estructura isoprenoide posee un numero variable de dobles enlaces
conjugados, que le confieren la propiedad de absorber la luz visible en diferentes
longitudes de onda, desde 380 hasta 500 nm, lo que les confiere colores que van desde
al amarillo al rojo y son ampliamente empleados como colorantes.

El betacaroteno es una sustancia que posee gran reactividad debido a sus enlaces no
saturados, por lo que tiende a oxidarse rapidamente frente a la luz, el oxigeno, y se
descomponen por accion del calor. Esta condicion de inestabilidad hace que la

extraccion del betacaroteno, sea muy dificil y deba de realizarse con extremado cuidado.

Fig. 1.6: Estructura de la molécula de betacaroteno.

B-Carotene

Fuente: Noller- Quimica de los Compuestos organicos-2018

1.3.5. Solventes empleados en las extracciones del betacaroteno.

Eter de petroleo

Este solvente es un liquido conformado por hidrocarburos liquidos de menor peso
molecular que hierben entre los 36 y 50°C. Corresponde a la primera fraccion de la

destilacion fraccionada del petrdleo. Estd compuesto principalmente por pentano y
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hexano, con un minimo porcentaje de butano, en su composicién solo hay hidrocarburos
parafinicos. Es un solvente no polar, con un indice de polaridad de 0,01, muy volatil y
de baja densidad (0,63 -0,70 g/mL) es un solvente que disuelve sustancias grasas,
aceites vegetales y animales y se utiliza como componente de solventes y pinturas.
Formula y estructura

El éter de petroleo no es un solo compuesto quimico, todo lo contrario, en tanto es una
fraccion de la destilacion del petrdleo, estd constituido por un conjunto de hidrocarburos
y sus homologos, todas esas sustancias que lo componentes hierben desde los 36°C
hasta los 50°C. Los hidrocarburos que lo conforman poseen entre 1 y 6 carbonos, los
cuales, estan saturados con atomos de hidrégeno, por lo que reciben el nombre de

hidrocarburos saturados o parafinas. En la figura siguiente se muestra la estructura del

pentano:
Fig.1.7: Formula estructural del pentano.
AR
H-C-C-C-C—C-H CH;CH,CH,CH,CH;
| | | | I
HHHHH
F. desarrollada F. condensada
pentano
(Fuente: DEVORE Y MUNOZ- 2015)
Fig. 1.8: Componentes del éter de petrdleo.
NOMBRE N°de C FORMULA
Metano | CH,
Etano 2 CH ?,(:H 3
['ropano 3 CI1;,CILCII,
Butano 4 CH,(CH,).CH,
Pentano 5 CH3(CH»):CH;
Hexano 6 CH;(CH,),CH,

(Fuente: DEVORE Y MUNOZ — 2015)
Como se puede observar en las formulas los componentes del éter de petréleo no
contienen en su férmula oxigeno, como en el caso del éter etilico, que tiene un punto de

ebullicion similar. EI éter de petréleo es un liquido muy movil debido a su baja
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densidad y muy volatil debido al bajo peso molecular de sus componentes. Su caracter
apolar por ausencia del oxigeno o de algin otro heterodtomo o grupo funcional lo
vuelve un buen disolvente de grasas. EI éter de petrdleo es insoluble en agua y en
general en sustancias ionicas, debido a que todos sus componentes son apolares e
hidrofébicos. Su presion de vapor es igual al tercio de la presion atmosférica. Como tal,
el éter de petréleo es una sustancia menos volatil comparada con el butano o
diclorometano.

Entre sus propiedades fisicas més importante citaremos las siguientes:

Liquido incoloro o ligeramente amarillento, transldcido y volatil.

Peso molecular: 82,2 g/mol

Densidad: 0,653 g/mL

Punto de fusion: -73 °C

Punto de ebullicion: 36 — 50 °C

Solubilidad: insoluble en agua, soluble en hidrocarburos

Presion de vapor: 256 mmHg (37,7 °C).

Densidad del vapor 3 veces la del aire

indice de refraccion (nD): 1,370

Punto de ignicién: <0 °C

Temperatura de autoignicién: 246,11 °C

Entre los usos que se le da al éter de petroleo, estan los siguientes:

Como Solvente:

El éter de petroleo debido a sus caracteristicas como sustancia apolar (no polar) se
emplea para disolver manchas de grasa, aceite y cera, como detergente, combustible e
insecticida, asi como en la elaboracidn industrial de pinturas y barnices. Se emplea en la
limpieza de alfombras y tapices. Sirve también para retirar la grasa y aceites minerales
de las maquinas y mecanismos de vehiculos e industriales. Por otro lado, este solvente
también sirve para remover la goma de los sellos autoadhesivos (etiquetas).
Cromatografia

El éter de petrdleo se usa conjuntamente con la acetona en la extraccion y andlisis de
algunos pigmentos vegetales. La acetona cumple la funcién de extraccion. Mientras, el
éter de petroleo tiene una alta afinidad por los pigmentos, por lo que cumple la funcién
de separador en la cromatografia de ellos.

Industria farmacéutica

El éter de petrdleo se usa en la extraccion en farmacia para la extraccién de algunos
principios activos de las plantas, que tienen caracteristicas propias de las grasas y

aceites (oleosolubles) tales como aceites esenciales y pigmentos como los carotenoides.
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Ventajas
En muchos casos, el éter de petrdleo es usado en los procesos de extraccion de

productos naturales de las plantas como solvente Unico. Esto reduce el tiempo de la
extraccion y los costos del proceso, ya que la produccion del éter de petrdleo es de
menor costo que el éter etilico. Es un solvente apolar no miscible con el agua, por lo que
puede ser utilizado para la extraccién de productos naturales en tejidos vegetales y
animales con alto contenido de agua.

El éter de petroleo es de menor volatilidad e inflamabilidad que el éter etilico, el
principal solvente utilizado en la extraccion de productos naturales. Esto determina que
sea menos riesgoso su uso en los procesos de extraccion.

Riesgos

Inflamabilidad

Los vapores del éter de petréleo, son muy inflamables, por lo que existe el riesgo de la
generacion de explosiones e incendios durante su manipulacion.

Efectos en el organismo

El éter de petrdleo, cuando es inhalado en demasia o penetra al organismo por absorcién
cutanea afecta el sistema nervioso central, produce dolor de cabeza, irritacion de las vias
respiratorias, afecta los pulmones, el higado, el corazon y los oidos.

Hexano

El hexano es un liquido incoloro, volatil, inflamable, con olor caracteristico similar al
de la gasolina, de la cual forma parte. Es insoluble en agua y menos denso que esta.
Soluble en muchos de los solventes organicos como éter y cloroformo. Es un solvente
nato de ceras, grasas y resinas. Al igual que el éter de petréleo por ser una parafina
posee homologos y comercialmente se distribuye como una mezcla de n-hexano y otros
hidrocarburos tales como metilpentano, metil ciclopentano, ciclopentano, metil hexano,
etc. Los vapores del hexano son mas pesados que el aire, y no se visualizan y se
distribuye a nivel del suelo, por lo que puede inflamarse a distancia.

Propiedades fisicas del hexano:

Peso molecular: 86,17

Punto de ebullicién: 68,7 °C

Punto de Fusién: - 95 °C

Punto de inflamacion - 21 °C
Temperatura de Autoignicién: 261°C
Densidad Relativa (agua=1): 0,66
Densidad de Vapor (aire=1): 3
Solubilidad en agua: Ninguna
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Caracteristicas Quimicas

El hexano es un producto estable, en condiciones normales de empleo. El calor puede
ser causa de inestabilidad quimica favoreciendo su descomposicion, en la que se
desprenden gases y vapores toxicos como es el monoxido de carbono. Puede reaccionar
vivamente con agentes oxidantes fuertes, descomponiéndose y siendo causa de incendio
y explosién. No ataca a los metales y si lo hace con los plasticos, goma y algunos
revestimientos.

Efectos en el organismo

Inhalacion:

Los vapores del hexano en cantidades grandes pueden actuar en el organismo como un
narcotico, produciendo en él: vértigos, dolores de cabeza, respiracién entrecortada y
somnolencia. Su alta concentracion en lugares confinados produce asfixia por
deficiencia de oxigeno en el aire. En pequefias cantidades los vapores, irritan las vias
respiratorias superiores, afecta el sistema nervioso periférico dando lugar a polineuritis
mas 0 menos graves segun la duracion de la exposicién. Los sintomas se presentan
como disfunciones motoras y parestesia en las piernas. Debe tenerse en cuenta el
contenido en benceno, en caso de tratarse de hexano comercial, para los efectos toxicos
gue pueda producir el benceno.

Piel:

El hexano liquido en contacto con la piel la desengrasa, produciendo dermatitis si el
contacto es prolongado.

Ojos:

Irrita las mucosas oculares, a altas concentraciones, causando dolor y enrojecimiento.”
Ingestion:

Cuando se ingiere produce dolores abdominales y nauseas y si llega a los pulmones
produce neumonia quimica.

Riesgo de explosidn

El hexano es volatil e inflamable, que en altas concentraciones forma mezclas
explosivas con el aire, sobre todo en recipientes cerrados que contengan residuos del
producto. El calor produce un aumento de presion, con riesgo de inflamacién vy
explosion. Por ello no debe exponerse a llamas abiertas o chispas. Durante el manejo
del producto se prohibira fumar. Debido a su baja conductividad eléctrica, se pueden
generar cargas electrostaticas durante operaciones de carga, descarga, trasvase,
agitacién, etc. No debera emplearse en dichas operaciones ni oxigeno ni aire
comprimido. Se utilizaran sistemas estancos en los procesos en que sea posible, con

ventilacion adecuada de los locales, y el equipo eléctrico y las instalaciones de
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iluminacion estardn conectados a tierra y serdn antideflagrantes. Se utilizaran
herramientas manuales anti chispas.

Acetona

La Acetona es un solvente orgdnico que se presenta fisicamente como un liquido
incoloro con un olor dulce similar al de las frutas y un sabor caracteristico. Se evapora
facilmente, es inflamable y muy soluble tanto en agua como en solventes organicos
tales como el éter, metanol, y etanol. La Acetona se usa en la fabricacion de pléasticos,
fibras, drogas y otros quimicos. También se usa como solvente.

Las principales propiedades fisicas de la acetona son las siguientes:

Peso Molecular (g/mol) 58,08

Punto de Ebullicién (°C) 56,2 , (760 mmHg)

Punto de Fusién (°C) -94,6

Presion de Vapor (mmHg) 181,72; 20 °C 231,06; 25°C

Gravedad Especifica (Agua = 1) 0,78998; 20 °C 0,78440; 25 °C 0,78033; 30 °C
Densidad del VVapor (Aire =1) 2,0

Velocidad de Evaporacién (Acetato de Butilo = 1) No Reportado

pH =25

Solubilidad en Agua Miscible; 20°C Log Kow -0,24 Log Koc 0,73

Limites de Inflamabilidad (% vol) 2,15 —13; 25°C

Temperatura de Auto ignicion (°C) 465

Punto de Inflamacion (°C) -9; copa abierto -18; copa cerrado.

Propiedades quimicas de la acetona.

La Acetona pura es inerte frente al oxigeno del aire bajo a condiciones normales. En
presencia del agua esta estabilidad disminuye y puede reaccionar violentamente, en
espacios confinados. La Acetona presenta las reacciones tipicas de las cetonas
saturadas. Estas reacciones incluyen adicion, 6xido — reduccion y condensacion,
generando alcoholes, &cidos y aminas.

La acetona puede formar perdxidos explosivos en contacto con oxidantes fuertes como
acido acético, acido nitrico y peréxido de hidrdégeno. Reacciona violentamente
(explosivamente) con el cloroformo y bromoformo. Las mezclas de Acetona con
Cloroformo pueden reaccionar violentamente en presencia de alcali.

Usos

La acetona se emplea como disolvente y como compuesto intermedio en la produccion
de sustancias quimicas. Sus principales aplicaciones como solvente para retirar resinas,
tintes, barnices, lacas, adhesivos y en acetato de celulosa. La Acetona también se
emplea para extraer aceites y grasas de vegetales, lo cuales se emplean en la elaboracién

de aceites comestibles.
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Fases de Riesgo

R11: Facilmente inflamable

R36: Irrita los 0jos

R66: La exposicion repetida puede causar sequedad y grietas en la piel

R67: La inhalacion de vapores puede provocar somnolencia y vértigo

La Acetona tiene una toxicidad baja para el organismo humano, pero cuando esta
expuesto produce irritacion en las mucosas, afecta al sistema nervioso central, el
corazon y puede producir la muerte si la exposicion es frente a grandes cantidades y
durante mucho tiempo.

La intoxicacion por acetona produce dolor de cabeza, embotamiento, confusion y mareo
y en concentraciones muy elevadas, puede provocar inconciencia. La corriente
sanguinea absorbe rapidamente la acetona presente en los pulmones y en el estbmago y
la distribuye a todos los 6rganos del cuerpo, aunque no permanece alli por mucho
tiempo. Si la exposicion se lleva a cabo con una baja concentracion de acetona, el
higado facilita su degradacion en compuestos que normalmente son inofensivos para la
salud y los usa como fuente de energia para las funciones corporales, como glucosa
(azlcar) y grasas; este proceso libera Dioxido de Carbono, que posteriormente se
elimina en la respiracion. No toda la Acetona que entra al cuerpo proveniente de fuentes
externas se degrada, la cantidad que no se descompone se libera en la respiracién o por
la orina.

Etanol.

El etanol, conocido también como alcohol etilico, fisicamente se presenta como un
liquido mavil, de olor caracteristico, agradable. En estado puro su densidad es de 0,806
a 0°C, su temperatura de ebullicion es de 78,30°C, su temperatura de fusién de -114°C.
El alcohol es miscible con el agua n todas las proporciones con una ligera contraccion y
ligero desprendimiento de calor.

El alcohol etilico es un alcohol primario que se presenta como un liquido incoloro e
inflamable con un punto de ebullicion de 78,30°C. Su formula quimica es CH3-CH,-
OH, principal producto de las bebidas alcohdlicas. Se trata del segundo alcohol primario
méas simple de todos después del metanol. Es muy soluble en agua y en muchos
solventes orgénicos, lo cual ha permitido el desarrollo de muchas de sus aplicaciones.

Propiedades fisicas.

. Estado de agregacién: Liquido

. Apariencia: incoloro

o Densidad: 810 kg/m3; (0,810 g/mL)
. Peso molecular: 46,07 uma

. Punto de fusion: 158,9 K (-114,1 °C)
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o Punto de ebullicion: 351,6 K (78,30 °C)

. Temperatura critica: 514 K (241 °C)
. Presion critica: 63 atm.
. Solubilidad en agua: miscible

Estructura del alcohol etilico.

En la imagen siguiente se muestra la estructura molecular del alcohol etilico, cuya
formula es CH3-CH,-OH, representada por un modelo de espacio lleno. Es una
molecular bastante polar, pues el grupo OH atrae densidad electronica hacia si del
esqueleto carbonado al cual esta enlazado.

Como resultado, las moléculas del alcohol etilico interaccionan mediante fuerzas
dipolo-dipolo, sobresaliendo las de tipo puentes de hidrégeno, CH3;CH,OH—
OHCH,CHas. Es por eso que este alcohol presenta un alto punto de ebullicion en
comparacion a otros solventes o liquidos organicos.

El etanol es miscible con el 4cido acético, la acetona, el benceno, el tetracloruro de
carbono, el cloroformo, el éter dietilico, el etilenglicol, el glicerol, la piridina y el
tolueno. También es miscible con hidrocarburos alifaticos ligeros, tales como el pentano

y hexano.

Fig. 1.9: Estructura del etanol

H H
1 |

CH,CHOH  H—C—C—OH -C—C-O
H H

(Fuente: Devore-Mufioz — 2015)
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CAPITULO IL.

PROBLEMA, OBJETIVO E HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION
2.1.Situacién problematica.

El beta caroteno es una sustancia liposoluble y como tal es soluble en una gran cantidad de
solventes organicos de diferentes polaridades, sin embargo, no todos ellos se pueden extraer
eficientemente, porque solubilidad en muchos de ellos no es total. Ademas, en esto
solventes muchos de la gran variedad de carotenoide presentes en los vegetales también son
disueltos en mayor o menor porcentaje, lo que conlleva a la equivocacion de que es beta
caroteno puro lo que es extraido o0 que esta sustancia ha sido recuperada en su totalidad de
la muestra tratada. La finalidad de esta investigacion es dilucidar que solventes es el méas
compatible con el beta caroteno, considerando la cantidad extraida y la calidad de este,

realizando las pruebas experimentales correspondientes.
2.2.Delimitacién del problema.
Delimitacion temética.

La investigacion comprende el estudio de las propiedades fisicoquimicas de los solventes,
de la quimica del beta caroteno y los métodos de extraccion de sustancias; asi como la

cuantificacion y andlisis de ella.
Delimitacion geogréfica.

El estudio se desarrollard en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad San Luis Gonzaga localizada en el Distrito de Ica, Provincia de Ica, Region

Ica.
Delimitacién Temporal

El estudio se desarrollaré en el transcurso de tres afios a partir del mes de mayo 2019 hasta
junio del 2022.

2.3.Formulacién del problema.
Problema principal.

¢Como influye las caracteristicas del solvente en la eficiencia de recuperacion del beta

caroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)?
Problemas especificos.

¢Qué caracteristicas del solvente deberian ser compatibles con el beta caroteno?
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¢Qué concentracion de beta caroteno contiene la alfalfa (Medicago sativa L.)?
Limitacién de la Investigacién

La principal limitacion para el desarrollo de la tesis es la falta de un equipo de un rotavapor
que permitiria la recuperacion del solvente y la separacion del beta caroteno a temperatura

controlada y asi evitar su degradacion por efecto del calor.

2.4. Objetivos
2.4.1. Objetivo general.

Determinar la influencia de las caracteristicas del solvente en la eficiencia de recuperacién del

beta caroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)

2.4.2. Objetivos especificos
- Determinar las caracteristicas del solvente que deberian ser compatibles con el beta caroteno.

- Determinar la concentracion de beta caroteno que contiene la alfalfa (Medicago sativa L.)

2.5. Hipotesis general.

Las caracteristicas del solvente influyen directa y significativamente en la eficiencia de la

recuperacion del beta caroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)

2.5.1. Hipotesis especificas.
- Las caracteristicas del solvente que deberian ser compatibles con el beta caroteno
son la polaridad y la miscibilidad.
- La concentracion de beta caroteno que contiene la alfalfa (Medicago sativa L.)

2.5.2  Variables e Indicadores

Variable Independiente.

Caracteristicas del solvente.

Indicadores:

1. Polaridad
2. Solubilidad
3. Densidad

Variable dependiente.
Eficiencia de recuperacion del beta caroteno.

Indicadores:

=

Temperatura de extraccion
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2. Tiempo de residencia

3. Relacion liquido — solido.
Operacionalizacion de las variables

La operacionalizacion de las variables del estudio se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 2.1 Variables e indicadores

VARIABLES INDICADORES

Variable independiente

Caracteristicas del solvente. Polaridad

Solubilidad

Densidad

Variable dependiente

Eficiencia de recuperacion del beta Temperatura de

caroteno. extraccion

Tiempo de residencia

Relacion Liquido -
Solido

Fuente: Elaboracion propia
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3.1.

3.2

CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.
Tipo y nivel de la investigacion.

Tipo de investigacion

En esta investigacion se plantea en desarrollar un nuevo solvente alternativo, con el fin
de tener una nueva extraccion sélido — liquido para la obtencién del betacaroteno a
partir de la alfalfa, es por ello que se trata de una investigacion aplicada.

Nivel de investigacion

Debido a que el objetivo general de la investigacién radica en Determinar la influencia
de las caracteristicas del solvente en la eficiencia de recuperacion del beta caroteno a
partir de la alfalfa (Medicago sativa L.), entonces la investigacion es de nivel
tecnoldgica operativa.

Poblacién y muestra de la investigacion.

En este estudio de la tesis la constituira las plantaciones de alfalfa que se cosechan en

los distritos de Guadalupe, Ica y San Juan Bautista.

La muestra de estudio estd compuesta por la siguiente formula:

Z.p.q
EZ

Donde:

N: Tamafio de muestra

Z: Valor de Z critico, llamado también nivel de confianza (evaluado en tablas)

P: Proporcion aproximada del fendmeno en estudio en la poblacion de referencia,
mayormente conocido como “éxito”

Q: Proporcidn de la poblacién de referencia que no presenta el fenémeno en estudio (1 -
p), mayormente conocido como “fracaso”

E: nivel de precision absoluta. Referido a la amplitud del intervalo de confianza deseado
en la determinacidon del valor promedio de la variable en estudio (evaluado en tablas).

Referido al Nivel de confianza al 95%, tenemos:

~196x0.8x0.2

n 0.0752

n = 55.75111
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Resultando 55.75111 Ib, por lo que se tomara 26 Kg de alfalfa recolectada de los puntos

de cultivo de los Distritos de Guadalupe, Ica y San Juan Bautista.

3.3.  Técnicas e instrumentos de la investigacion.

Las técnicas e instrumentos de la investigacion se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 3.1 Técnicas de recoleccion de informacion

TECNICAS INSTRUMENTOS
Analiticas Ensayos quimicos
Técnicas analiticas de la A.0.A.C. Ensayos experimentales
Para productos vegetales. Propuestos en las hormas.

Fuente: Elaboracion Propia

3.4 Técnicas de procesamiento y analisis de resultados

Las técnicas de procesamiento y analisis de resultados se representan en la siguiente tabla

Tabla 3.2. Instrumentos de recoleccién de informacion

TECNICAS OBJETIVOS

Seleccion de datos Clasificar los datos de acuerdo a cada

parametro investigado.

Tabulacién de datos Crear las tablas respectivas para ordenar los

datos obtenidos en los ensayos.

Interpretacion de resultados Interpretar los datos obtenidos de acuerdo a

sus magnitudes.

Discusién de resultados Comparar los datos obtenidos con los

resultados de otros autores.

Fuente: Elaboracion Propia
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CAPITULO IV:

METODOS Y PROCEDIMIENTOS

4.1.

Materiales, equipos e instrumentos empleados.
e Materiales:

- Material bioldgico: alfalfa.
e Equipos:
- Vasos de precipitados.
- Tubos de ensayo
- Gradillas porta tubos.
- Probetas graduadas
- Equipo Soxhlet
- Equipo Kjeldahl
- Bureta
- Pipeta
- Embudos
- Erlenmeyer
- Soporte universal
- Pinzas extensibles
- Crisol de porcelana
- Cépsula de evaporacion
- Equipo de destilacion
- Mangueras de latex
- Placa Fisher
- Tripode
e Instrumentos:
- Balanza analitica
- Sonificador.
- Cocinilla eléctrica con termostato regulable
- Molino analitico
- Horno de mufla
e Reactivos:
- Eter de petréleo
- Hexano
- Acetona.

- Etanol
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4.2.

- Cloruro de antimonio
- Cloroformo
- Tetracloruro de carbono

- Sulfato de sodio.

Preparacion de la muestra.

La planta de la alfalfa se recolect6 en los campos de cultivo de la zona de San Juan
Bautista, Guadalupe e Ica, cortando la parte aérea con ayuda de una hoz, para luego
extenderla sobre una superficie limpia y dejarla secar bajo el sol. Consiguiendo de esta
manera un material de color amarillento. Después de que la alfalfa ha eliminado un gran
porcentaje de agua, bajo el sol se lleva a la estufa a una temperatura moderada de 60°C,
por 12 horas para eliminar el agua residual.

El material seco obtenido se pica con ayuda de un machete en pequefios pedazos para
luego someterlo a pulverizacion en un molino aanalitico. EI material molido se tamiza a
fin de clasificar las particulas obtenidas y poder emplearlas en los respectivos analisis y
extracciones. Las muestras obtenidas se envasaron en bolsas de papel.

4.2.1 Anadlisis fisicoquimico de la muestra.

Con el fin de caracterizar la planta de alfalfa que se utiliz6 en las extracciones
se procedi6 primeramente a determinar su composicion quimica proximal,
determinandose fibras, grasas, humedad, cenizas, proteinas y carbohidratos, de acuerdo
a los métodos propuestos por la AOAC 1995, utilizando muestras pulverizadas.
Determinacion de cenizas totales.

2 g de muestra seca y desengrasada colocada en un crisol con tapa, se calcind en
mechero y se llevé a la mufla a 600°C durante 6 horas. Se enfrié en desecador y pesé
hasta peso constante.” El porcentaje de cenizas se calcul6 con la férmula:

%C = (Peso de la ceniza / Peso de la muestra) x 100

Determinacion de Humedad: método de destilacion con Tolueno.
Se pesd 10 g. de muestra colocandola luego en un matraz de destilacion de 250 mL, al
cual se agreg6 100 mL de tolueno, se armé el equipo y se dejé hervir por media hora a
temperatura moderada. Se mide el volumen de agua colectada en la trampa del equipo,
se determina la temperatura del agua corriente y se hace la correccion respectiva de
densidad para determinar el peso del agua colectada. El porcentaje de humedad se
calcul6 con la siguiente férmula:

%H = (Peso de agua colectada / Peso de la muestra) x 100
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Determinacion de Grasas.

10 g. de muestra seca se envolvid en un cartucho que se colocd en la camara de
extraccion del aparato Soxhlet; se agregé el éter de petréleo dejando macerar por 12
horas, después se refluj6 hasta que el solvente en la cadmara quede totalmente
transparente. Luego se destila para recuperar el solvente y separar las grasas que quedan
en el fondo del matraz y se coloca a la estufa a 110°C por una hora. Se deja enfriar en
un desecador y se pesa.” El porcentaje de grasa se calcula empleando la siguiente
formula:

%G = (Peso de la grasa / Peso de la muestra) x 100

Fig. 4.1: Esquema del equipo de destilacion azeotropica.
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Fuente: USP Farmacopea (2010)

Determinacion de Proteinas.
Se pesa 1 g de muestra desengrasada y se coloca en un matraz Kjeldahl. Luego se
agrega 30 gramos de catalizador de oxidacién (mezcla de K,SO, y CuSO,) y 40 mL de
H,SO, concentrado, se coloca el balon en la cocina de digestion. La digestion termina
cuando la solucién queda cristalina.
Se destila la muestra digestada se disuelve con 20 mL de agua y 40 mL de NaOH al
40%. Se conecta el refrigerante y se recibe el destilado en un Erlenmeyer en una
solucidén conteniendo 50 mL de &cido clorhidrico 0,1N. La destilacion termina cuando
ya no pasa mas amoniaco. Luego se procede a la titulacion con NaOH , con fenolftaleina
0 una mezcla de anaranjado de metilo, se anota el gasto y el porcentaje de proteinas se
calcula con la siguiente formula:

%P = [(Gasto x N x Meq. N, x 6,25) / Peso de la muestra] x 100
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Determinacion en Fibra bruta.
1 g de muestra sin grasa, se coloca en un balén de 400 mL y se agrega acido sulfarico al
1,25% y se hace hervir 30 min, renovando el agua que se evapore, luego se filtra y se
lava el residuo hasta que el pH sea neutro.
El residuo se trata con solucion de soda al 1,25% y se procede a hervir como en el caso
anterior, filtrar en un papel de filtro tarado y lavar hasta neutralizacion. Se seca en
estufa a 105°C, se enfria en el desecador y finamente se pesa (P,). Luego se incinera en
mufla a 500°C, se enfria y pesa (P,).” El porcentaje de fibra se calcula con la siguiente
formula:

%F = [(P; - P,) / Peso de la muestra] x 100

Determinacion de Carbohidratos.

Los carbohidratos se determinan por diferencia, sumando las determinaciones anteriores
y restandolas de 100.

%Carb. =100 - (%C + %P + %F + %H + %G)

4.2.2. Obtencion de los Extractos para la extraccion del beta caroteno.

Para la extraccion del beta caroteno a partir de la alfalfa, se ha tomado en
consideracién, las propiedades de esta sustancia la cual es muy inestable debido a su
estructura con enlaces libres, lo que lo hace susceptible a la oxidacion en presencia de
oxigeno y la luz, es afectada también por el calor, el cual la degrada drasticamente si se
supera los 50 °C. Por estas razones se ha convenido en utilizar para su extraccion el
método de percolacion a temperatura ambiente y la recuperacion del solvente a

temperatura controlada, sin llegar a los 100°C.

Preparacion de la muestra.

La alfalfa seca primero al sol, con ayuda de un machete limpio se procede a trozarla en
pequefios trozos tanto el tallo como las hojas y luego se muelen en el molino de
analitico, en donde se obtiene un material de diferente granulometria. Durante la
molienda se tiene el cuidado para evitar que el polvo que se genera en la operacion se
esparza por el ambiente del laboratorio. Este material también se utiliz6 en la extraccion
de beta caroteno.

El material molido se tamizé con mallas #4, #7 y #10, con las cuales se hicieron pruebas
preliminares para determinar con cual de ellas se puede obtener un mayor rendimiento

de beta caroteno.
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Pruebas preliminares.
Las pruebas se hicieron mediante el método Soxhlet, para lo cual se pesaron 10 gramos
de muestra de cada una de las granulometrias, colocandolas en un papel filtro que luego
se enrolla de tal forma que quede como un cartucho el cual se coloca en la camara de
extraccion del equipo y se agrega el solvente hasta que tape el cartucho y se deja en
reposo durante 12 horas para que la extraccion se realice por maceracion. Las muestras
se pusieron en tres equipos Soxhlet y se trataron con un mismo solvente, en este caso se
empled éter de petréleo. Durante la maceracion, en la parte superior del refrigerante de
reflujo se coloca un tapon a fin de que no se evapore el solvente.
Después de las 12 horas, se retira el tapon y se agrega por esa entrada un poco de
solvente, el cual va a permitir que el nivel de este, supere el nivel del tubo sifén y todo
el macerado pase al balon del equipo. Hecho esto se agrega mas solvente hasta tapar el
cartucho y se abre la llave del agua para gque esta circule por el tubo refrigerante, luego
se conecta y prende la cocinilla de termostato regulable, la temperatura se gradua a 5°C
mayor a la de la temperatura de ebullicién del solvente; en este caso es de 55°C.
Se deja recircular el solvente varias veces hasta que este sea totalmente incoloro,
entonces se desconecta la cocinilla y se retira, dejando que el agua siga circulando por el
refrigerante hasta que estée frio el equipo, que luego se desmonta y se retira el cartucho
con la muestra. El solvente conteniendo el extracto de beta caroteno se pasa a un equipo
de destilacién para recuperar el solvente y el extracto resultante se pone en una placa
Petri en un lugar oscuro para que se evapore totalmente el solvente y se pueda pesar y
analizar el beta caroteno.
Las pruebas realizadas permitieron determinar que la muestra pulverizada hasta malla -
10 (es decir el material molido que pasa la malla nimero 10), cuyo maximo diametro es
2 mm, es la que da un mayor rendimiento en beta caroteno. Es decir que cuanto mas
pequefia es la particula la extraccion del beta caroteno es mayor. En funcién a estas
pruebas preliminares se desarrollé la extraccion del beta caroteno en las muestras de
alfalfa.
Analisis de los extractos.
a. Analisis organoléptico.

Se determino el olor, color y consistencia.
b. Densidad.

La densidad se determind por el método del picnémetro.
C. indice de refraccion.

La determinacion del indice de refraccion se hizo con el refractometro ABBE.

d. Sélidos totales.
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25 mL de extracto se coloca en una cépsula de porcelana previamente tarada,
luego se evapora hasta que seque en bafio maria y luego en estufa a 130°C,
luego se enfria en desecador y se pesa. La cantidad de sélidos totales se

determina por diferencia de pesos.

e. pH.
El pH de los extractos se determind diluyendo una fraccion de estos en agua
destilada (solucion al 5%) se calent6 a 60°C por 10 minutos, se deja enfriar y

con papel pH con precision de 0,5 se determina el pH.

Extraccion del beta caroteno.

En base a los resultados de las pruebas preliminares, se tomd la decision de realizar las
extracciones del beta caroteno con la muestra pulverizada a malla -10 (- #10), ya que
con ella se obtiene mejor resultado. Las muestras de granulometria mas grande,
demoran maés tiempo y la extraccion no es total, con muestras de menor didmetro de
particula, la extraccion por percolacion es dificil pues el polvo se compacta en el fondo
del recipiente y la extraccion se dificulta e incluso se detiene debido a la nula
permeabilidad, lo que anula el flujo de solvente.

Para la extraccion del beta caroteno a partir de la alfalfa, se ha empleado la combinacion
de dos métodos, estipulados como validos y necesarios en la U.S. Pharmacopeia, para la
extraccion de metabolitos secundarios de los vegetales, como son la maceracion y la
percolacion.

La maceracion es el método de extraccion en el cual la muestra vegetal esta en contacto
prolongado con el solvente, mezclados ambos homogéneamente, debido a esto, el
solvente actlla simultaneamente con todas las porciones y direcciones de la muestra en
todo el tiempo en que permanecen en contacto. Durante este tiempo el solvente esta en
continuo movimiento a través de todo el contenido del recipiente en el que se realiza la
maceracion, hasta alcanzar un equilibrio de las sustancias dentro de las células vegetales
y el liquido, es decir en ambas fases estan en equilibrio. Durante la maceracion se debe
de proteger contenido de los recipientes en los que se esta llevando a cabo el
procedimiento para evitar la oxidacion por efecto de la luz y el flujo de aire que aporta
oxigeno. También es necesario agitar el recipiente dos o tres veces al dia para mantener
una mezcla homogénea del contenido.

En cuanto al tiempo de maceracion este puede variar de 12 horas hasta 10 dias, en
dependencia del tipo de solvente que se estd empleando, y la muestra que se esta
tratando. En las farmacopeas de distintos paises no hay un criterio uniforme sobre el

particular, por lo que el tiempo de acuerdo con las condiciones especificas de cada caso,
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los investigadores lo establecen. En nuestro caso el tiempo de maceracion es de 20
minutos, llevando la muestra a un equipo sonificador de ultra sonido.

En lo que se refiere a las cantidades de solventes y de muestra, es recomendable
emplear una relacion sélida: liquido, de 2:10, tal es el caso de esta investigacion en la
gue se ha tomado 20 gramos de muestra y 100 mL de solvente.

Este método de extraccién no extrae totalmente los principios activos, ya que, al
descargar el menstruo, queda un cierto porcentaje de extracto y de metabolito
secundario en el material s6lido. Por este motivo se optd por combinar este método con
la percolacion; con esto, se logra reducir el tiempo de percolacion y el gasto de solvente.
El método denominado percolacién consiste hacer pasar el solvente a través de la
muestra vegetal pulverizada en un solo sentido, alcanzando concentraciones crecientes
de tal modo que el equilibrio entre el solvente dentro y fuera del marco nunca se
alcanza, por lo que la droga bafiada siempre estd en nuevas proporciones de menstruo
acaba por ceder todos sus componentes solubles de manera progresiva. Con este método
se logra una extraccion total de los principios activos (practicamente se obtiene hasta el
95% de sustancias extraibles); para llevar a cabo la percolacién previamente se debe de
humectar la muestra vegetal, cosa que la hemos superado ya que la muestra que se usa
es la misma que se macerado, siendo la percolacion una segunda etapa de un
procedimiento total. La otra modificacion al método es que la percolacién se hace
controlando el flujo de tal forma que una gota del extracto que caiga, sea reemplazada
por una gota de solvente puro que ingresa al sistema.

Las pruebas de extraccion se hicieron de forma idéntica con los cuatro solventes (éter de
petroleo, hexano, acetona y etanol), de la siguiente manera:

Se pesaron 20 gramos de muestra pulverizada hasta malla -10 (-#10) pero + 12 (+#12) y
se colocaron en cuatro vasos de precipitados de 500 mL, a uno de ellos se agreg6 100
mL de éter de petroleo, a otro 100 mL de hexano, al tercero 100 mL de acetona y al
altimo 100 mL de etanol, se esper6 que toda la muestra se hidratara y luego se agregd
100 mL mas de solvente, si es preciso hacerlo. Hecho esto se, pasa al equipo sonificador
con la muestra, en un vaso precipitado sugetandolo con cuidado y se tapa con papel
aluminio el cual se enmata bien con ligas de latex. Se colocan los vasos en un lugar
oscuro y se dejan alli. Al término de la maceracion, el contenido de los vasos se filtra
adicionandole sulfato de sodio, para separar el menstruo y cargar el material en
embudos de separacion (04) en los cuales se va a llevar a cabo la percolacion de las
muestras.

El menstruo separado se guarda en frascos herméticos y se cubren con papel negro para
luego guardarlos debidamente rotulados para no confundirlas. EI material liquido se

carga a cuatro embudos de separacion (peras de bromo) con el cuidado suficiente para

33



no confundirlas, para ello previamente se roturaron los embudos con las mismas
notaciones que se han escrito en los frascos que contienen el menstruo. Luego, cerrando
la llave de paso, se vierte el correspondiente solvente a cada embudo, donde se hara una
homogenizacion dejandolo reposar por 10 minutos, observando que todo el material
liguido concentrado se acumule en la parte inferior y sea separado por fases.

La cantidad de solvente que se gastd en cada una de las muestras es mayor a un litro y

medio.

Cuantificacion del beta caroteno.

La cuantificacidn del beta caroteno se realiza mediante el método planteado por Burgos-
Calderén, que se lleva a cabo por espectrofotometria (T-9200, Mased) UV-visible de
doble haz a una longitud de onda de 450 nm. El calculo se hace de acuerdo a la formula:
betacaroteno (ug/g) = (AxVx10°) /(2 500 x 100 x Pm)

Donde:
A Absorbancia de la muestra
\Y/ Volumen total del extracto (mL)

2500 Coeficiente de absortividad del betacaroteno.

Pm Peso de la muestra.

Fig.4.2: Espectrofotdmetro Uv visible T-9200

- P g

T T

Fuente: Elaboracion Propia.

Reconocimiento del beta caroteno.

Para el reconocimiento del beta caroteno se emple6 el ensayo de Carr-Price. El reactivo
Carr-Price se prepara de la siguiente manera: En un vaso de precipitados se vierte 1.050
gramos de cloruro de antimonio y se completa los 5 mL con cloroformo o en su defecto,
con tetracloruro de carbono.

Preparado el reactivo a una alicuota del extracto obtenido se le adiciona 1 mL de
reactivo Carr-Price. La presencia de beta caroteno genera una coloracién verde

azulada.”
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Fig.4.3 Identificacion de muestras por placa fisher

A
’/ Reaccion Verde Azulado
seat |

Fuente: Elaboracion Propia.

Fig.4.4
Las principales vias oxidativas en el metabolismo del B-caroteno, division central y excéntrica

B-caroteno = & 7

Division excéntrica

- )..rwm S— E-u.:::l:;mco
B-apo-8'-carotenal 1
Yy Wayvm . Wag I
Divisién central A mio carotenoico
x Y“ " P-ewpo s

B-apo-12’-carotenal

Retinal

W‘“"‘“ W‘““
Retinol Acido thmrorlco

Fuente de During, A., H. Earl and E. H. Harrison. 2004. Intestinal absorption and metabolism of
carotenoids: insights from cell culture. Arch. Biochem. Biophys. 430:77.
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CAPITULO V:

RESULTADOS, ANALISIS, DISCUSION DE RESULTADOS Y CONTRASTACION DE
HIPOTESIS

5.1.  Del analisis del material bioldgico.

Previamente se realizo el triturado y el tamizado a las variedades San Pedro y Monsefu.
En el tamizado se emplearon los tamices de malla 4, 7 y 10 respectivamente, cuyos
resultados fueron:

Tabla 5.1 Tamizado en mallas

MALLA ‘ Dt Dm PR %PR AR AP
4 4,75 4,75 50 54,3478261 |54,3478261 | 45,6521739
7 2,8 3,775 30 32,6086957 | 86,9565217 | 13,0434783
10 2 2,4 12 13,0434783 100 0
92 100

Fuente: Elaboracion propia

Donde:

e Dt: Diametro del Tamiz, extraido de la Serie de Tayler (mm)

e Dm: Didmetro medio, promedio del Didmetro del Tamiz (mm)

e PR: Peso retenido en el tamiz (Q)

e %PR: Porcentaje del peso retenido (%)

e AR: Acumulado Retenido, suma del procentaje retenido (g)

e AP: Acumulado Pasante, diferencia del Acumulado retenido (g)
Por ende se realizaron los siguientes gréaficos:

Gréfico 5.1 Grafico milimetrado de Acumulado retenido versus Diametro medio

GRAFICO MILIMETRADO

o 120 100
_'g 100 86.95652174 ® Series2
9]
£ 80
o 4782609 .
o 60 |y=-10.195x%+ 53.469x +30.399 ® Seriesl
3 R2=1
S 40
g 20 Acumulado Retenido
Q
< 0
0 1 2 3 4 5 Polinémica (Acumulado

., ) Retenido)
Diametro Medio (mm)

Fuente: Elaboracién Propia
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Grafico 5.2 Grafico milimetrado de Acumulado pasante versus Diametro medio

GRAFICO MILIMETRADO

55
45.65217391
45
° y = 10.195x2 - 53.469x + 69.601
£ R?=1 :
@ 35 ® Seriesl
(T
o
g 25 Acumulado Pasante
©
=
E 15
=] == Polindmica (Acumulado
< Pasante)
5
5 0 1 2 5
Diametro Medio (mm)
Fuente: Elaboracion Propia
Figura 5.1: Etapas del Tamizado
ALIMENTACION
MATERIAL A PROCESAR
MATERIAL
RETENIDO
CAJADE R
ALIMENTACION
MATERIAL
QUE PASA
Fuente: Elaboracion Propia
Donde:

e F: alimentacion
e R:rechazado

e T:tamizado
EFICIENCIA DEL TAMIZ:

La eficacia de un tamiz es una medida del éxito de un tamiz en conseguir una nitida

separacion entre los materiales finos y los gruesos, si el tamiz funcionase perfectamente,
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todos los gruesos estarian en la corriente superior (rechazo) y todos los finos en la corriente
inferior (cernido).

Tenemos lo siguiente:

e Rendimiento del tamizado:

rechazdo
Nr “rechazable x100

e Rendimiento del tamizado:

tamizado
—x1
nT'tamizable x100

e Rendimiento total o global:

Ne= (Nrx NT) x100

ANALISIS GRANULOMETRICO:

Figura 5.2: Eficiencia del Tamizado

P
T - ¥
- ! /
: /

_.-";' .’.____,.--""--- o _Z_/_ ________ ¥
/) L
[ j
Vi p
________________________ Xa
0 it Dt
Menor tamano Mayor tamafio
[Tamizado) [Rechazado)

Fuente: Florentino Cérdenas (2018)

Donde:

e Xg: fraccién tamizable en la alimentacion
e Xy: fraccién del tamizado en el tamizable

e Xg: fraccion de tamizable presente en el rechazado
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e Xg.F: cantidad de tamizable presente en la alimentacion
e Xi1.T: cantidad de tamizado presente en el tamizado

e Xg.R: cantidad de tamizable en el rechazo

o (1-XR).R: cantidad de rechazo

e (1-Xg).F: cantidad de rechazable

Conociendo estos términos reemplazaremos en las ecuaciones anterioresy  obtendremos:

nr = ’;T' 71; x100
REC (1)
_ (1-Xgr).R
= —(l—XF).F x100
.......... )

Luego haciendo un balance de materia:
F=T+R mm) R=F-T
Aplicando la ley de mezclas:
Xe.F = X1.T+Xg.R
Xe.F = X1.T+Xg. (F-T)
Xe.F = X+. T+Xg.F-XRg. T
Xe.F-Xg.F= X+.T-XR. T
(Xe-XR).F= (X+-XR).T

Obtenemos:

T _ (Xr — XRr)
F (Xp—Xg)

Aplicando ley de mezclas: para obtener relacion entre Ry F
Xe.F = X1.T+Xg.R
Xe.F = X1 (F-R)+X&.R
Xe.F = X1.F-X7+.R+XRr.R
Xe.F-X1.F = Xg.R-X1.R

(XF'XT)- F= (XR'XT)- R
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Obtenemos:

R (Xp —Xp)

F (Xg—Xr)

Reemplazando datos en ecuacion 1y 2:
_ Xr.(Xp — Xg)

n =
"7 Xe. (X7 — Xg)

_ (1= Xgp)(Xp — X71)
(1 —Xp)(Xg — X7)

ng

Por ultimo, reemplazamos en ecuacion de rendimiento total:

_ Xr.(Xp = Xp) (1 = Xp) (Xp — X7)
" X (Xr — Xg) (1 — Xp)(Xg — X7)

x100

1) Datos:
Figura 5.3: Eficiencia del Tamizado
1 :
5 //
/,*:»::'I _______________ 4| ¥ =0,65
T ;
L ; /
7 ! /
F /
_—_/
, T / """" X¢ =0,40
I -~ 1
;r _,.f"'/ : R ?-__,,
/ g
/ /'I' """"""""""""
Xg =0,15
0 N 65 o L.
Menor tamano Mayor tamano
(tamizado) (rechazado)
Fuente: Florentino Cérdenas (2018)
2) Planteamiento matematico: n=?, ng=? ,n=?
Tenemos:

- Xr.(Xr — Xg)
=t "R
Xp. (X7 — XR)

e = (1—-Xp)(Xp — X7)
B7 A - Xp)(Xg — X1)
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Nt = (NRx NT) X100
3) Desarrollando:
Reemplazando los datos en las ecuaciones anteriores:

Rendimiento del tamizado:

_0,60.(0,25 — 0,15)
T =10,25.(0,60 — 0,15)

ny = 0,5333

Rendimiento del rechazado:

_ (1-0,15)(0,25 — 0,60)
"R = (1-0,25)(0,15 — 0,60)

n» = 0.8815
Rendimiento total:

n, = (0,8815 x 0,5333)x100

n, = 47,01%

Fig.5.4 Determinacion del triturado y tamizado

Fuente: Elaboracion Propia.
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Tabla 5.2 Andlisis proximal de la alfalfa Variedad San Pedro (Medicago sativa L.)

Edad

Parametro Adulta Media Joven
Humedad (%) 9,02 8,22 9,07
Grasa (%) 2,08 2,47 1,92
Proteina (%) 5,78 8,46 8,45
Fibra (%) 8,91 8,17 8,29
Cenizas (%) 9,75 9,35 9,75
Carbohidratos (%) 64,46 66,33 62,52

Fuente: Elaboracién propia

La tabla 5.2 muestra los resultados del analisis proximal de la alfalfa variedad San
Pedro en la que se puede observar que la diferencia en la composicion quimica de los
metabolitos primarios de la planta de diferentes edades de crecimiento, es poco
significativa, pues la variacion es muy poca. La méaxima variacion que se observa es en

el porcentaje de proteinas de la alfalfa de edad adulta y las de edad media y joven.

Tabla 5.3 Analisis proximal de la alfalfa VVariedad Monsef( (Medicago sativa L.)

Edad

Parametro Adulta Media Joven
Humedad (%) 9,25 9,17 9,47
Grasa (%) 2,37 2,20 3,15
Proteina (%) 6,49 7,55 7,88
Fibra (%) 8,14 8,31 8,43
Cenizas (%) 6,38 7,06 7,25
Carbohidratos (%) 67,37 65,71 63,82

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 5.3 muestra los resultados del analisis proximal de la alfalfa variedad Monsef
en la que se puede observar que la diferencia en la composicion quimica de los
metabolitos primarios de la planta de diferentes edades de crecimiento, es poco

significativa, pues la variacion es muy poca. La méxima variacion que se observa es en
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el porcentaje de proteinas de la alfalfa de edad adulta y las de edad media y joven, dato

que también se observa en la tabla 5.2.

Comparacion de pardmetros obtenidos con otros autores:

Tabla.5.4.1 Determinacién de cenizas

Peso

N° de Nombre de F'es_o de papel Muestra Papel + Crisol + Crisol + Mugslra Ceniza % de
Muestra Muestra crisol filtro seca Muestra Muestra Mugstra Calcinada (ar.) Ceniza
(gr.) (ar.) (gr.) (gr.) (gr.) Calcinada|  (gr.)

1] ALFALFA 11.02625 | 0.46430| 1.52675 1.99105 12.55300| 11.14815| 0.12190| 0.12190 | 7.98428

2| ALFALFA 10.65190 | 0.47920| 1.52575 2.00495 12.17765| 10.77355| 0.12165| 0.12165| 7.97313

3| TREBOL BLANCO | 14.68285| 0.47340| 1.99995 2.47335 16.68280 | 14.98000| 0.29715| 0.29715 | 14.85787

4 | TREBOL BLANCO | 14.79875| 0.47600| 1.97505 2.45105 16.77380| 15.05265| 0.25390 | 0.25390 | 12.85537

5|PASTO OVILLO 10.86685 | 0.48945| 1.97490 2.46435 12.84175| 10.95175| 0.08490 | 0.08490 | 4.29895

6| PASTO OVILLO 11.79415| 0.48065| 1.94565 2.42630 13.73980| 11.88455| 0.09040 | 0.09040 | 4.64626

7| AVENA 14.69415| 0.47800| 1.97025 2.44825 16.66440 | 14.89950 | 0.20535 | 0.20535 | 10.42254

8| AVENA 14.80340 | 0.47500| 2.02725 2.50225 16.83065 | 14.91370| 0.11030| 0.11030 | 5.44087

9| CEBADA 11.02590 | 0.47450| 2.00410 2.47860 13.03000| 11.10740| 0.08150 | 0.08150 | 4.06666

10| CEBADA 10.65035 | 0.49445| 1.95750 2.45195 12.60785| 10.73070| 0.08035| 0.08035| 4.10473

Fuente: Edwin Casto Lima Fernandez la Paz — Bolivia (2004)

ANALISIS BROMATOLOGICO DE CINCO FORRAJERAS INTRODUCIDAS PARA
DETERMINAR SU APORTE EN LA ALIMENTACION DEL GANADO.

En la Fig. 5.3 y 5.4 Como evidencia se observa que el porcentaje de proteina y de

cenizas en la variedad san pedro y variedad monsefl se asemejan a la tabla de andlisis

proximal 5.2y 5.3.
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54.

Del analisis de los extractos.

Tabla 5.6 Extracto etéreo variedad San Pedro

Parametro Edad
Adulta Media Joven
Anadlisis organoléptico
Color Amarillo Amarillo Amarillo
Verdoso Verdoso Verdoso
Olor A gasolina A gasolina A gasolina
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Analisis fisicoguimico
Densidad (g/mL) 0,653 0,652 0,653
pH 75 7,6 75
Sélidos totales (%) 0,5127 0,5223 0,5215
indice de refraccion - - -
Fuente: Elaboracién propia
Tabla 5.7 Extracto hexanico variedad San Pedro
Parametro Edad
Adulta Media Joven
Analisis organoléptico
Color Amarillo Amarillo Amarillo
Verdoso Verdoso Verdoso
Olor A gasolina A gasolina A gasolina
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Anélisis fisicoquimico
Densidad (g/mL) 0,674 0,675 0,653
pH 7,6 7,5 7,6
Sélidos totales (%) 0,5234 0,5311 0,5253
Indice de refraccion - - -

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5.8 Extracto acetnico variedad San Pedro

Parametro Edad

Adulta Media Joven
Anélisis organoléptico
Color Amarillento Amarillento Amarillento
Olor A acetona A acetona A acetona
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Analisis fisicoguimico
Densidad (g/mL) 0,859 0,862 0,864
pH 7,6 7,6 7,5
Sélidos totales (%) 0,6213 0,6321 0,6355
indice de refraccion - - -

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5.9 Extracto etandlico variedad San Pedro
Parametro Edad

Adulta Media Joven
Anadlisis organoléptico
Color Verde claro Verde claro Verde claro
Olor A alcohol A alcohol A alcohol
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Analisis fisicoquimico
Densidad (g/mL) 0,792 0,794 0,793
pH 75 7,6 7,6
Solidos totales (%) 0, 6312 0,6344 0,6325

indice de refraccién

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 5.10 Extracto etéreo variedad MonsefU

Parametro

Edad

Adulta

Media

Joven

Anélisis organoléptico

Color Amarillo verdoso | Amarillo verdoso | Amarillo verdoso
Olor A gasolina A gasolina A gasolina
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Analisis fisicoguimico
Densidad (g/mL) 0,654 0,654 0,653
pH 7,5 7,5 7,5
Sélidos totales (%) 0,5235 0,5244 0,5236
indice de refraccion - - -
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 5.11 Extracto hexanico variedad Monsef(
Parametro Edad

Adulta Media Joven
Analisis organoléptico
Color Amarillo verdoso | Amarillo verdoso | Amarillo verdoso
Olor A gasolina A gasolina A gasolina
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Anélisis fisicoquimico
Densidad (g/mL) 0,676 0,672 0,672
pH 7,6 7,6 7,6
Sélidos totales (%) 0,5227 0,5329 0,5235

indice de refraccion

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5.12 Extracto acetonico variedad Monsefu

Parametro Edad

Adulta Media Joven
Anadlisis organoléptico
Color Amarillento Amarillento Amarillento
Olor A acetona A acetona A acetona
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Analisis fisicoquimico
Densidad (g/mL) 0,859 0,858 0,859
pH 7,5 7,6 7,5
Sélidos totales (%) 0,6243 0,6351 0,6350
indice de refraccion - - -

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 5.13 Extracto etanolico variedad Monsefu
Parametro Edad

Adulta Media Joven
Analisis organoléptico
Color Verde claro Verde claro Verde claro
Olor A alcohol A alcohol A alcohol
Consistencia Liquida Liquida Liquida
Anélisis fisicoquimico
Densidad (g/mL) 0,794 0,794 0,794
pH 75 7,5 7,5
Sélidos totales (%) 0, 6347 0,6349 0,6348

Indice de refraccion

Fuente: Elaboracion propia
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5.2.

De la extraccion del betacaroteno.

Tabla 5.14 Concentracion de betacaroteno en las variedades San Pedro y Monsef(

adultas.

Variedad San Pedro

. Peso de Muestra Absorvancia | Volumendel |Conversion Coeficiente de Volumen del | Carotenoide | Promedio
N2 MALLA |Ac. Retenido (g) Solvente N
(g) (nm) extracto (mL) (ug) | Abosrtividad molar (nm) | Solvente (mL)|  (ug/g) (ug/g)
Acetona 0.825 100 1000000 2500 100 16.500
4 741.850 20.0000 Eter de Petrdleo 0.907 100 1000000 2500 100 18.140 17.627
Hexano 0.912 100 1000000 2500 100 18.240
Acetona 0.897 100 1000000 2500 100 17.940
7 211.950 20.0000 Eter de Petroleo 0.959 100 1000000 2500 100 19.180 18.833
Hexano 0.969 100 1000000 2500 100 19.380
Acetona 0.998 100 1000000 2500 100 19.960
10 571.200 20,0000  |Eter de Petrdleo 1.028 100 1000000 2500 100 20.560 20420
Hexano 1.037 100 1000000 2500 100 20.740
Variedad Monsefu
Ac.Retenido | Pesode Absorvancia| Volumendel |Conversion Coeficiente de Volumendel  |Carotenoide| Promedio
N2 MALLA Solvente A
(g) Muestra (g) (nm) extracto (mL) (ug) | Abosrtividad molar (nm) |  Solvente (mL) (ug/g) (ug/g)
Acetona 0.825 100 1000000 2500 100 16.500
4 741.850 20.0000 |Eter de Petroleo| 0.848 100 1000000 2500 100 16.960 17.233
Hexano 0.912 100 1000000 2500 100 18.240
Acetona 0.897 100 1000000 2500 100 17.940
7 211.950 20.0000 |Eter de Petrdleo| 0.923 100 1000000 2500 100 18.460 18.593
Hexano 0.969 100 1000000 2500 100 19.380
Acetona 0.974 100 1000000 2500 100 19.480
10 571.200 20.0000 |Eter de Petrdleo|  0.998 100 1000000 2500 100 19.960 19.913
Hexano 1,015 100 1000000 2500 100 20.300

Fuente: Elaboracion propia.
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PROCEDIMIENTOS:
1- Se procedi6 a pesar las muestras de acuerdo al nimero de malla, empleando los solventes
acetona, éter de petroleo y hexano.

Fig.5.6 Determinacion de peso

Fuente: Elaboracion Propia.

2- Se armé el tripode con un embudo de vidrio a la cual se le puso el papel filtro.

Fig.5.7 Filtrado del extracto

Fuente: Elaboracién Propia.
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3- Extraccion con cada uno de los solventes empleados

Fig.5.8 Muestras en la pera de bromo

Fuente: Elaboracion Propia.

4- Por el método de burgos-calderdn hallaremos la cuantificacion del betacaroteno.

Fig.5.9 Lectura de absorbancia por espectrofotometria

YA d e

Fuente: Elaboracién Propia.
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5.3 CONTRASTACION DE HIPOTESIS
De la hipétesis general:

Las caracteristicas del solvente influyen directa y significativamente en la eficiencia de

la recuperacién del beta caroteno a partir de la alfalfa (Medicago sativa L.)

Se demuestra gue los solventes en la variedad San Pedro, tiene mayor influencia directa

de carotenoides.

De la Tabla 5.14 Concentracion de betacaroteno en las variedades San Pedro y Monsefu

adultas.
.. |Pesode Muestra Absorvancia | Volumendel |Conversion|  Coeficientede | Volumen del | Carotenoide | Promedio
NEMALLA |Ac. Retenido (g) Solvente iy
14} (nm) extrato(mt) | (ug) |Abosttividad molar (nm) |Solvente (ml)| (ugfe) | (uglg)
Acetona 0.825 100 1000000 2500 100 16,500
4 41850 200000 |EterdePetrdleo| 0907 100 1000000 2500 100 18.140 17.627
Hexano 0912 100 1000000 500 100 18.240
Acetona 0.897 100 1000000 2500 100 17540
1 21950 200000 |EterdePetrileo| 0,959 100 1000000 500 100 19.180 18.833
Hexano 0.969 100 1000000 2500 100 19,380
Acetona 0.998 100 1000000 500 100 19.960
10 571200 00000 |EterdePetroleo| 1,028 100 1000000 2500 100 0560 | 2040
Hexano 1037 100 1000000 2500 100 20.740

Fuente: Elaboracion propia

Resultado: Se comprueba la hip6tesis general

De la hipotesis especifica:

- Las caracteristicas del solvente que deberian ser compatibles con el beta caroteno son la

polaridad y la miscibilidad.

Segun Skoog et. Al'y Miller, se tiene el indice de polaridad en la siguiente tabla

Tabla 5.15 Polaridad de los solventes.

Disolvente indice de
polaridad
Eter de petr6leo 0,01
Hexano 0,1
Etanol 4,3
Acetona 51

Fuente: Skoog et. Al. y Miller.
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- Laconcentracion de beta caroteno que contiene la alfalfa (Medicago sativa L.)
- DelaTabla5.14 Concentracion de betacaroteno en las variedades San Pedro y Monsef(

adultas.

Variedad Monsefu

. |Peso de Muestra Absorvancia | Volumendel |Conversion|  Coeficientede | Volumen del | Carotenoide | Promedio
N2MALLA (Ac. Retenido (g) Solvente (i
4] (nm) extracto(ml) | (ug) | Abosrtividad molar (nm) |Solvente (ml)| (ugle) | (ugl)
Acetona 0.825 100 1000000 2500 100 16.500
4 T41.850 200000 |EterdePetrdleo|  0.907 100 1000000 2500 100 18.140 17627
Hexano 0512 100 1000000 2300 100 18.240
Acetona 0.897 100 1000000 2500 100 17940
1 211950 200000 |eterdePetrdleo| 0959 100 1000000 2500 100 19180 | 1883
Hexano 0,969 100 1000000 2500 100 19.380
Acetona 0,998 100 1000000 2500 100 19.960
10 571200 00000 |EterdePetrleo| 1,028 100 1000000 2500 100 20560 0420
Hexano 1037 100 1000000 2500 100 20.740

Variedad San Pedro

Ac.Retenido | Pesode Absorvancia| Volumendel |Conversion|  Coeficiente de Volumendel  {Carotenoide | Promedio
Ne MALLA Solvente K
() |Muestra(g) (om) | extracto(ml) | (ug) | Abosttividad molar (m) | Solvente(ml) | (uglg) | (uglg)
Acetona 0.8 100 1000000 2500 100 16,500
4 L850 | 200000 |terde Petroleo| 0.848 100 1000000 2500 100 1690 | 17233
Hexano 0912 100 1000000 2500 100 18,40
Acetons 0897 100 1000000 2500 100 17940
1 1950 | 200000 |EterdePetroleo| 0323 10 1000000 2500 100 18460 | 1859
Hexano 0.969 100 1000000 2500 10 19380
Acetons 0974 100 1000000 2500 10 19480
10 STL0 | 200000 |terdePetroleo| 099 100 1000000 2500 100 1990 | 18983
Hexano 1015 100 1000000 2500 100 20300

Fuente: Elaboracién propia

Resultado: Se demuestran ambas hipotesis especificas.

53



DISCUSION

El estudio experimental de la extraccion del beta caroteno con diferentes solventes,
tiene como objetivo determinar cual de ellos es el mas efectivo para extraer el maximo
de esta sustancia presente en el vegetal, que en este caso es la alfalfa de dos variedades
gue mas se cultivan a lo largo y ancho de nuestro pais: la San Pedro y la Monsefu. Para
llevar a cabo un proceso adecuado en el disefio de la experimentacién, primero se
realizo el analisis proximal de las dos especies para determinar la concentracion de sus
metabolitos primarios, pudiéndose establecer que ambas variedades son muy parecidas
guimicamente, encontrandose algunas diferencias que dependen de las condiciones
exogenas de desarrollo de la planta, como es el suelo y el agua de regadio, asi como las
condiciones medioambientales.

Posteriormente se hizo el estudio fitoquimico, con el fin de establecer presencia de
caroteno en los extractos de la alfalfa empleando los cuatro solventes escogidos
previamente por seleccion de acuerdo a su posicion en la serie eulotropica de
disolventes ordenada por su polaridad relativa creciente adoptada por Skoog y Miller,

tal como se indica en la tabla siguiente:

Tabla 5.15 Polaridad de los solventes.

Disolvente indice de polaridad
Eter de petréleo 0,01
Hexano 0,1
Etanol 4,3
Acetona 51

Fuente: Skoog et. Al. y Miller.

La presencia de beta caroteno es mas acentuada en el extracto etéreo y hexanico, esto
demuestra gque cuando menos polaridad tiene un solvente es mas efectivo en la
extraccion del betacaroteno. Esto debido a que esta sustancia es un hidrocarburo, su
constitucion quimica no contiene oxigeno como en el caso de los hidrocarburos
presentes en el éter de petréleo y en el hexano; esta es la razon de su mayor solubilidad
en esos solventes. En cambio, el etanol y la acetona contienen oxigeno en su molécula
lo que los hace menos compatibles con el beta caroteno.

La extraccion realizada mediante la union de dos métodos modificados como es la
maceracion y la percolacion para la extraccion del betacaroteno, tiene como finalidad,
evitar un largo tiempo de esta sustancia al calor, el cual la degrada. La maceracion a
temperatura ambiente en una primera etapa, permite la remocién de un gran porcentaje

del carotenoide y luego cuando se procede con la segunda etapa, es decir, con la
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percolacion de flujo controlado, la extraccién es més répida y el uso de solvente es
menor, lo que favorece desde el punto de vista econdmico y funcional al proceso.

Como resultado de la extraccion del beta caroteno con los solventes arriba sefialados se
ha podido comprobar qué bajo las mismas condiciones de ensayo, la extraccion con éter
de petréleo y con hexano, la cantidad de betacaroteno obtenida es igual para las
variedades San Pedro y Monsefl, con una cierta diferencia entre ellos; por lo que se
puede afirmar que la variedad San Pedro, tiene una mayor concentracion de esta
sustancia entre sus células. Por lo tanto también pueden utilizarse como materia prima
para la extraccion de la sustancia estudiada en la presente tesis.

La extraccion con la acetona y el etanol, para las mismas variedades y bajo las mismas
condiciones experimentales nos demuestra que son solventes que no se deben emplear
para la extraccion de betacaroteno, pues su capacidad para ello es deficiente y para el

caso del etanol debe ser un buen solvente de alta calidad.

Fig.5.10 Extraccion del betacaroteno

Fuentes: Elaboracion propia
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V1.

CONCLUSIONES

Experimentalmente se ha podido determinar que las caracteristicas quimicas de los
solventes que se emplean en la extraccion del beta caroteno, influyen directa y
significativamente en el nivel de recuperacion de este carotenoide. Su estructura propia
de un hidrocarburo, es compatible con los hidrocarburos que conforman el éter de
petrdleo y el hexano y por tanto muestra mas compatibilidad con el beta caroteno
presente en la alfalfa (Medicago sativa L.)

Las caracteristicas del solvente que deben ser compatibles con las del beta caroteno, son
fisicoquimicas entre las cuales se pueden citar su capacidad para disolver y disolverse
en sustancias grasas 0 aceitosas.

La alfalfa (Medicago sativa L) variedad San Pedro que se cultiva en Ica, Subtanjalla y
Guadalupe, extraidas de la malla 10 contiene en promedio 20,420 ug/g y la variedad

Monsefl 19.913 ug/g de betacaroteno concentrado de la muestra seca.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda mantener el equipo que se estd utilizando para la extracciéon de
betacaroteno en un cuarto o en un lugar del laboratorio donde no haya mucha luz o en
su defecto se debe de envolver en papel negro, con el fin de que no se degrade el
compuesto por reacciones fotoquimicas.

Durante el trasvase de los extractos, asi como la caida de las gotas desde el extractor al
colector no se debe hacer desde mucha distancia, se recomienda evitar el contacto del
extracto con el oxigeno del aire por lo que hay que adaptar al tubo de salida del
extractor un tubo de latex que permita la caida directa del extracto al fondo del colector,
el mismo que debe permanecer tapado con papel aluminio para evitar la entrada de aire

y la evaporacidn del solvente.
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ANEXO 1

ANEXOS

Tabla Al
Serie eluotrépica de disolventes ordenados de acuerdo a su

polaridad relativa creciente.

Disolvente Ind!ce de .
polaridad P
Pentano 0,0
Eter de petrélao 0,01
Ciclohexano 0,04
Hexano 0,1
Tetracloruro de carbano 1,6
Talueno 2.4
Bencano 2.7
Clorurc de metilenc 3,1
n-propancol 4.0
Tetrahidrofurano 4.0
Clorofarmo 4,1
Etznol 4.3
Acetato de etilo 4.4
Dioxano 4.8
Acstona 5,1
Metanol 5,1
Agua 10,2

Fuente: Skoog y Miller (2016)
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ANEXO Il REGISTRO FOTOGRAFICO

Foto 1. Recoleccion de la alfalfa Monsefu y San Pedro

Fuente: Elaboracién propia

Foto 2. Muestras de alfalfa empleada en las pruebas experimentales

./

Fuente: Elaboracién propia
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Foto 3. Estufa para el Secado de la muestra

Fuente: CiteAgroindustrial

Foto 4. Extraccion del betacaroteno por maceracion

Fuente: Elaboracion propia



Foto 5. Equipo Soxlhet para la extraccion de grasas

Fuente: Elaboracién propia

Foto 6. Extraccion del beta caroteno por percolacion.

Fuente: Elaboracion propia
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Foto 7. Extraccion del betacaroteno.

% S
. >
3

Fuente: Elaboracién propia

Foto 8. Entrega de muestra a laboratorios externos

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO Il

Foto 9. Bioseguridad de los reactivos

CLOROFORMO:

>
'e
>

REACTIVO DE CARR -PRICE:

»

VVVY

REACTIVO DE CLORURO DE ANTIMONIO: (Asociacio ional de P

>

VVVY

Toxico por inhalacién (provoca tos somnolencia, nauscas)
Toxico por contacto (enrojecimiento, dolor)
Debe tenerse estricto cuidado y evitar la exposicion al reactivo.
- Basado en la etiqueta de Modelo Rombo 704
e Inflamabilidad 1 - Ligero
e Salud 2 - Moderado
e Reactividad I - Ligero
.

Riesgo especial CORR - Corrosivo IDENTIFICACION DE PELIGRO

Toxico
Nocivo
Corrosivo
Evitar el contacto con la piel
En caso de quemaduras no untar pomada.
- Basado en la etiqueta de Modelo Rombo 704
e Salud 2 - Moderado
e Inflamabilidad 3 - Serio
e Riesgo Especial ALK - Alcalino
e Reactividad 1- Ligero

Modelo ROMBO-70

| Fire Proctection A iati

on contra ||

Irritable
Ignifugo
Toxico
Puede ser nocivo en caso de ingestion.
Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias
- Basado en la etiqueta de Modelo Rombo 704
e Reactividad 0 - Minimo
e Riesgo Especial CORR - Corrosivo
e Salud 4 - Severo
o Inflamabilidad 2 - Moderado

REACTIVO DE TETRACLORURO DE CARBONO:

r

>
>
>

Nocivo
Irritable
Toxico
En contacto con superficies calientes o con llamas esta sustancia se descompone
formando humos toxicos e irritantes.
- Basado en la etiqueta de Modelo Rombo 704
e Inflamabilidad 2 - Moderado
e Reactividad 3 - Serio
e Riesgo Especial CORR - Corrosivo
e Salud 3 - Serio

Hexano:

»Inflamable (Facilmente Inflamable)
»Nocivo (enrojecimiento, dolor, si se ingiere puede causar dafio pulmonar)
>Irritante (Trrita la piel)

»>Toxico (Por inhalacién provoca tos somnolecia, nauseas)
»Debe tenerse estricto cuidado y evitar la exposicion al reactivo.
- Basado en la etiqueta de Modelo Rombo 704
« Inflamabilidad 4 - Severo
« Salud 4 - Severo
« Reactividad 3 - Serio
« Riesgo especial CORR - Corrosivo

IDENTIFICACION DE PELIGRO

INFLAMABILIDAD

Eter de Petroleo:
»>Toxico (Por inhalacién provoca tos somnolecia, nauseas)

RIESGO ESPECIAL

»Nocivo ( Riesgo de efectos para la salud en caso de exposicién | ...° oo REACTIVIOAD
prolongada por inhalacién) e, Py
»Inflamable (Fécilmente Inflamable) i =i
> Irritante (Lrrita la piel) ,
- Basado en la eti de Modelo Rombo 704

Modelo ROMBO-704

« Reactividad 2 - Moderado Fire Pr

« Riesgo especial CORR - Corrosivo ( 6n Nacional de P 6n contra
« Inflamabilidad 4 - Severo

« Salud 4 - Severo

Etanol:
»Irritante (lrrita la piel, Irritacion ocular grave)
»Nocivo ( Riesgo de efectos para la salud en caso de exposicién
prolongada por inhalacién)
»Inflamable (Inflamable para liquidos y vapores)
»Toxico (Por inhalacién provoca tos somnolecia, nauseas)
- Basado en la etiq de Modelo Rombo 704
« Riesgo especial OXI - Oxidante
« Salud 4 - Severo
« Reactividad 3 - Serio
« Inflamabilidad 4 - Severo

Acetona:

»Inflamable (Facilmente inflamable)

»Irritante (Trrita la piel, Trritacion ocular grave)

»Nocivo ( Riesgo de efectos para la salud en caso de exposicion
prolongada por inhalacién)

»Toxico (Por inhalacién provoca tos somnolecia, nauseas)

bo 704

R d.

- enla
« Inflamabilidad 4 - Severo

« Salud 4 - Severo

« Reactividad 3 - Serio

« Riesgo especial CORR - Corrosivo

tiqueta de Modelo R

Fuente: Elaboracion Propia
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Foto 10: Constancia de laboratorio

UNIVERSIDAD NACIONAL "SAN LUIS GONZAGA™
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Y PETROQUIMICA
Esculn Acodémion Profesiongide Ingenena Quimico

“Ano-del Fortudecimiento de la Soberania Nacional”

CONSTANCIA &

El Director del laboratorio de la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, hace constar que el alumno
GIRALDO ANCHANTE, JERSON BRIAN, bachiller en Ingenieria Quimica,
identificado con DNI Nro. 75315115, ha desamollado la parte experimental de su
tesis titulada “INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS DEL SOLVENTE EN
LA EFICIENCIA DE RECUPERACION DEL BETACAROTENO A PARTIR DE
LA ALFALFA (Medicago sativa L.)", durante los meses de setiembre, octubre
y noviembre del afio 2019, en el Laboratorioc de Quimica Analitica de esta
facultad.

Se expide el presente documento para los fines que estime
convenientes.

Ica, 09 de mayo de 2022.

UNIVERSIDAD NACIONAL” SﬂNLU SGU'@M
afumunﬁ GEND Lyt

MgAmandoT vid Mshtoludn
DIRECMIR DedAR

Fuente: Facultad de Ingenieria Quimica y Petroquimica de la Universidad Nacional San Luis

Gonzaga
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Foto 11: Constancia de laboratorio

“Afio del Fortalecimianto de la Sobarania Nacional”

J‘p“-h WI% m——
{' §  FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA 3
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICAS \-:-.:.i_,f
CONSTANCIA

Quien suscribe Dr. Felipe Artemio Surco Laos, identificado con DNI 21466230 adscrito
al departamento de Ciencias Quimicas de la Facultad de Farmacia y Bioguimica,
responsable del Laboratorio de Andlisis Instrumental v control de calidad hace de
comocimients que Egresado GIRALDO ANCHANTE JERSON BRIAN de |a Facultad de
Ingenieria Quimica ha realizado las determinacidn analiticas correspondiente a su
proyecte de tesis INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS DE UN SOLVENTE EN LA
EFICIENCIA DE RECUPERACION DEL BETACAROTENO A PARTIR DE LA ALFALFA
(Medicago Sativa L.)

Se expide la presente solicitud del interesada para los fines que estime conveniente.

lca, 24 de agosto de 2022,

DR. SURCD LAOS, FELIPE
Principal D.E.

Fuente: Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga
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Foto 12. Anélisis fisicoquimico y microbioldgico

BioSLab:

INFORME DE ENSAYO N° 6133/ 07 - 22

1. SOLICITANTE:
Nombre o razén social : BRIAN GIRALDO ANCHANTE
Domicilio legal : Av. Fernando Le6n Arechua Lt-14, Ica, Ica.
Contacto : Brian Giraldo Anchante
Teléfono / e-mail : 955 976 903 / br1an1j2018@gmail.com
2. DATOS DE LA MUESTRA:
Muestra : B liquido p de Alfalfa.
: Procedencia: Universidad "San Luis Gonzaga" - Laboratorio de la Facultad
Identificacion de la musetra Ingenieria Qu::nia. Ciudad Uni ia Av. Los M A
Punto de muestreo: Frasco de vidrio color caramelo de 500 mL de capacidad.
Fecha de muestreo: 2022-07-12 Hora: 16:00
Responsable del muestreo : Solicitante - Brian Giraldo Anchante
Forma de presentacion : Frasco de plastico (conservado en cadena de frio: 3.9 °C)

3. LUGAR DE ANALISIS:
Area Ambiental y de Alimentos

L BlOSLAB. : Laboratorio de Alimentos
4. ASPECTOS TECNICOS DE

LA MUESTRA

Cantidad de muestra : 400 mL

Fecha de recepcion : 2022-07-12

Fecha de inicio del ensayo : 2022-07-12

Fecha de término del ensayo : 20220717

5. ENSAYOS Y RESULTADOS:

Ensayo Resultado

Escherichia coli (NMP/ mL) 0
Mohos (UFC/ mL) 140
Levaduras (UFC/ mL) 820
Salmonella spp. (en 25 mL) Ausencia
pH - 7.69
Sélidos disueltos totales (mg/L) 552

UFC/ mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro, NMP/ mL: NGmero més probable por mililitro.
pH: expresado £ DS: 0.00, T* ensayo: 25.0°C.
SDT: expresado + DS: 0.00, T* ensayo: 25.0°C.

Método:
Escherichia coll (NMP) i 180 7251:2005 (E) - Third Edition. muwmmwmm Horizontal method for the
and coli

Recuento de Mohos : mmawnnmmdrmcmm = 21.51, Fifth Edition.
2015. Yeasts and Molds.

Recuento de Levaduras 1 APHA Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. Chapter 21 ~ 21.51, Fifth Edition.
2015 Yeasts and Molds.

Deteccion de Salmonella spp. | 1SO 6579-1: 2017/Amd. 1:2020. Muwmwuum enumeration and
serotyping of Salmonella-Part 1: Detection of Saimonella spp/Amendment 1: Broader range of incubation

. amendment 0 the status of annex d, mmuumammw
pH : SMEWW-APHA-AWWA-WEF, Part 4500-H+. 23rd Ed. 2017 pH Value
Solidos disueltos totales i SMEWW-APHA-AWWA-WEF. Part 2540. 23rd Ed. 2017. Solids.

Este documento al ser emitido sin el simbolo de la acreditacién, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacién otorgada por INACAL-DA

BioSLabe re WVMF_
Calle Fermin Tanguis 150 Urb. San Miguel, Ica - Ica / © 51-56-603681 www.biosiab.com.pe Fecha :2021-06-11
@omail.com / com Pégina - 1de 2
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CITEagroindustrial

Ica

CENTRO DE INNOVACION PRODUCTIVA Y TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AGROINDUSTRIAL ICA
Panamericana Sur Km. 293.2, Distrito Salas — Guadalupe Ica — Peru.
TELEFONO (056)406056 TELEFAX (056)406224;
E. MAIL :_citeagroindustrial@citeagroindustrial.com.pe

LABORATORIO AGROINDUSTRIAL

INFORME FINAL DE ENSAYO N°240LAl/2022

DATOS GENERALES

Nombre del Solicitante: JERSON BRIAN GIRALDO ANCHANTE

Direccion: CENTRO COMERCIAL EL AYLLU 616 -Ica

DATOS DE LA MUESTRA

Nombre de la Muestra: ALFALFA

(Descripcion por el Solicitante)

Cadigo de la Muestra: 45

Identificacion y Estado: 01 muestra de alfalfa en bolsa de plastica, con un peso de 300 g aproximadamente. Identificada como

“MEDICAGO SATIVA L SAN PEDRO Y MONSEFU".

(Descripcion por el Solicitante)

Lugar del Muestreo: Distrito De San Juan - Ica

(Descripcion por el Solicitante)

Muestreado por: Sr. Jerson Brian Giraldo Anchante
(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Recepcion de la Muestra: 01/08/2022

Fecha de Ejecucion del Ensayo: 01/08/2022 al 05/08/2022

RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Valor Método
Humedad % 9.22 TERMOGRAVIMETRICO

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio Agroindustrial de CITEagroindustrial Ica

Condiciones ambientales del ensayo Temperatura maxima ambiental 25 °C

CONDICIONES DEL INFORME

FIRMA

Los resultados obtenidos se refieren Ginicamente a la muestra analizada.
Este informe no puede reproducirse, mas que en su totalidad, sin la
autorizacion por escrito del laboratorio.

Los resultados del ensayo no deben ser utilizados como una certificacion de
conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de
calidad de la entidad que lo produce.

Laboratorio queda liberada de responsabilidad cuando el Solicitante (cliente)
proporciona informacion acerca de la muestra y pueda afectar la validez de
resultados.

Firmado digitaimente por ANCHANTE
CARRASCO Ely Giovanna FAU

20131369477 solt
Motivo: Soy el autor del documento
Fecha: 10.08.2022 11:28:57 -05:00

Responsable de Laboratorio Agroindustrial
Fecha de Emision del Informe: 10.08.2022
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