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RESUMEN

El presente trabajo tiene como propdsito la elaboracibn de un colorante azul
aprovechando la jagua destinada a la industria de alimentos como una alternativa a los

colorantes artificiales que, hoy en dia presentan problemas de seguridad.

En el desarrollo de este proyecto se lleva a cabo un andlisis sensorial, fisicoquimico y
proximal del fruto del arbol Genipa Americana L., este ultimo serd estudiado para ser
empleado en una extraccion sdlido-liquido por medio de una técnica convencional

Soxhlet, manejando etanol de alta pureza para diferentes cantidades de materia prima.

En relacion a lo anterior, se determinaron algunas caracteristicas fisicoquimicas en los
extractos obtenidos estableciendo las condiciones mas favorables con el fin de
concentrar e identificar un metabolito secundario conocido como genipina. En referencia
a la prepurificacion del analito, se efectuaron dos métodos distintos con el propdsito de

evaluar el rendimiento de extraccion para la concentracion de la aglicona.

Por dltimo, se desarrollé un estudio por medio de un disefio de experimentos para
determinar el aminoacido apropiado para la preparacion de un colorante azul a partir de
diferentes condiciones de concentraciéon aminoacido: jugo, pH y tiempo empleando
extracto de jugo de jagua en condiciones favorables de temperatura, luz y oxigeno
evitando la degradacion del compuesto de interés. Las muestras se analizaron durante

7 dias para precisar el color inicial, tono, intensidad y estabilidad de cada solucion.

PALABRAS CLAVE: Extraccion, genipina, colorante, fruto, Genipa americana L, aminoacido.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios, varios proyectos apuestan por el reemplazo de los colorantes
sintéticos por aquellos derivados naturalmente que, aporten beneficios a largo y corto
plazo para el consumidor; a causa de que los tintes artificiales han sido ampliamente
debatidos por la poblacion y la comunidad cientifica por ser precursores de

enfermedades y ser contaminantes ambientales [1][2].

Esta investigacion tiene como propdésito presentar una metodologia alternativa para la
sustitucién de colorantes sintéticos azules que son considerados tablues debido a su
escasez en la naturaleza [3]. La jagua es un fruto proveniente de la Genipa americana L.
gue posee una sustancia conocida como genipina. Este compuesto vegetal reacciona
covalente y espontaneamente con cualquier grupo amina promoviendo la formacién de

color siendo una opcién prometedora para diversas industrias [4].

El interés de este estudio radica en la baja demanda de colorantes naturales y a
limitaciones reglamentarias para su uso, por lo que, nuevas fuentes de productos a futuro
representan un gran potencial de aprovechamiento en las industrias en fuentes poco

exploradas [5].

Para abordar esta problematica, desde un punto de interés académico, se ha propuesto
realizar ensayos fisicoquimicos y sensoriales realizados a la jagua la cual sera empleada
como materia prima en la extraccién del iridoide con el propésito de determinar su estado

de madurez.

Aungue la mayoria de procedimientos sofisticados son eficientes y emplean tecnologias
verdes, estan sujetos a altos costos, estrictas reglamentaciones legales de seguridad
alimentaria y poseen dificultad para homologar las propiedades de los colores existentes.
Por ende, se propone una separacion a escala laboratorio del compuesto de interés
aplicando una técnica convencional con Soxhlet, en el que la genipina sera el reactivo
principal en la formacion de un colorante azul natural por medio de una reaccion con

lisina y glicina.
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Este proyecto no busca dar solucion a los problemas relacionados al manejo de
colorantes de la industria alimentaria y manufacturera. Por el contrario, presenta una
nueva oportunidad para el fruto de la Genipa americana L. al transformar uno de sus
iridoides mas abundantes en un producto de origen natural que tenga un mayor

aprovechamiento en alimentos.

En el capitulo 1 se abarcarad el marco teodrico con el fin de contextualizar algunas
definiciones necesarias para el entendimiento y la profundizacion de los objetivos a
trabajar, entre estas tematicas se encuentra la descripcion, distribucién, taxonomia y
usos del fruto Genipa americana L y su compuesto vegetal genipina. También se
describen algunos métodos de andlisis fisicos y quimicos utilizados en frutas y alimentos
con la finalidad de determinar las propiedades que contienen. Por otra parte, se departira
sobre los aminoacidos a usar, métodos de extraccion y solvente a utilizar, lo cual
permitira obtener el extracto rico en genipina, con la finalidad de poder obtener un
colorante azul esencial teniendo en cuenta la variabilidad de colorantes azules y su

reglamentacion.

En el siguiente capitulo se presentan los principales analisis proximales sensoriales de
caracter cualitativo, fisicoquimicos y bromatolégicos necesarios a realizar con
anterioridad a la extraccion, esto con la finalidad de obtener cada dato segun el fruto

obtenido del municipio ubicado en Bahia Solano, Choco.

En el capitulo 3 se desarrolla la extraccibn de genipina y andlisis de los extractos
obtenidos; mientras que, en la seccion posterior se evallua el rendimiento de los mismos
por dos técnicas diferentes. Por altimo, en el apartado final se realiza la obtencion del
colorante azul empleando extracto de la jagua y reactivos como la glicina y la lisina que,
interactdan con el analito de interés para determinar cual de ellos es la mejor alternativa

para la fabricacion de un colorante natural destinado a ser usado en alimentos.

18



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la extraccion del compuesto vegetal genipina, proveniente del fruto de la

Genipa americana L. a escala laboratorio para la obtencion de un colorante funcional.

Objetivos especificos

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del fruto de la Genipa
americana L.

2. Establecer las condiciones de operacion para la extraccion y purificacion de la
genipina.

3. Evaluar el rendimiento de extraccién total obtenido con presencia de genipina.

4. Establecer el aminoacido adecuado para la produccion del colorante azul por medio
de un disefio de experimentos.
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1. MARCO TEORICO

Hoy por hoy, se utilizan varias matrices vegetales para obtener una gran variedad de
colorantes naturales, desde esta perspectiva, sigue existiendo la necesidad de evaluar
nuevas fuentes naturales para la elaboracion de colores primarios como el azul, de los

cuales pueden desencadenarse otros colores desde el verde hasta el violeta.

Asi pues, se plantea el uso del fruto de la Genipa americana L puesto que muestra
perspectivas prometedoras y se identifica como una fuente poco desarrollada que

contiene metabolitos azules para la generacion de pigmentos de este color [1].

A continuacion, se presenta informacion relevante conforme con los métodos
fisicoquimicos usados para la caracterizacion de los frutos, el proceso de extraccion del
metabolito que se desea extraer y la reglamentacién de colorante alimentarios azules

empleados hasta la fecha.

1.1 Genipa Americana L.

Es un arbol de la familia Rubiaceae de tallo recto con aproximadamente 10 a 12 m de
altura, de origen amazonico que se extiende por toda América Latina por lo cual lleva su

nombre [6]. Es también conocida como tejoruco y jenipapeiro [7].

La planta tiene una tasa de crecimiento rapida y longevidad mayor a los 60 afios [8].
Requiere un clima humedo o seco por lo que necesita crecer en temperaturas entre los

18-28 °C, ademas de tener un periodo vegetativo de 6 a 8 afios [9].

1.1.1. Taxonomia

La clasificacion biologica de la Genipa americana L. fue descrita por Carlos Linneo segun

la Tabla 1 que se muestra a continuacion:
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Tabla 1.
Taxonomia de la Jagua

TAXONOMIA DE LA JAGUA
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Subfilo Angiospermae
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae.
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia IXiroideae
Tribu Gardeniae
Género Genipa L.
Nombre cientifico Genipa americana L.

Nota. Esta tabla muestra los niveles de organizacion de la Genipa
americana L. Tomado de iNaturalist, “Jagua (Genipa americana),” [En
Linea]. Disponible:  https://colombia.inaturalist.org/taxa/118965-
Genipa-americana y  https://www.tropicos.org/name/27900116
[Acceso: Feb 09, 2021]

1.1.2. Descripcion botanica

La jagua es una planta arbdrea caducifolia con estipulas interpeciolares lampifas,
caedizas y acuminadas, su fuste es largo, recto y levemente cilindrico como se muestra

en la Figura 1.

En su interior se destaca un color blanco cremoso de textura arenosa, mientras que su
corteza exterior es lisa, de ella se despliegan vigorosas y numerosas ramas de forma
verticilada[8], [9], [12], [13].
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Figura 1.
Arbol de Jagua.

Nota. La figura representa la fotografia del arbol
Genipa americana L. Tomado de: C. de arboles
urbanos en C. por U. y USFS, “Jagua, caruto,
huito, jaguo, jigua (Genipa americana),” 2018.
[En Linea]. Disponible:
https://catalogoarbolesurbanos.eia.edu.co/speci
es/428. [Acceso: Feb 09, 2021]

A lo largo de sus ramas crecen hojas verticiladas obovadas a oblongas de estructuras
simples y complejas entre 10-35 cm de largo. Estas hojas permanecen de forma
semicaducifolia en el arbol y cuentan con peciolos triangulares ovados con estipulas

como se evidencia en la Figura 2.

El haz de la hoja es de color verde y brillante, mientras que, su envés es de un tono mas
claro, el margen es liso y entero-sinuoso con un apice acuminado, agudo, obtuso o
cortamente pedunculado y base atenuada. Se caracterizan por ser glabras en ambos

lados y lustrosas [9], [12]-[14].
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Figura 2.

Hojas de la Jagua.

Nota. La figura representa la Fotografia follaje
del &rbol Genipa americana L. Tomado de: C.
de arboles urbanos en C. por U. y USFS,
“Jagua, caruto, huito, jaguo, jigua (Genipa
americana),” 2018. [En Linea]. Disponible:
https://catalogoarbolesurbanos.eia.edu.co/spe
cies/428. [Acceso: Feb 09, 2021]

Agrupadas en las axilas de las hojas se encuentran flores bisexuales de color blanco
amarillento con un ligero olor que forman racimos terminales en las cimas como se ilustra

en la Figura 3.

Generalmente tienen un tamafo variable de 1,2 cm con un caliz verde lobuloso con
corola blanca del cual brotan 5 I6bulos anchos extendidos, que en su mayoria son
fecundadas por abejas. Su floracién abarca los meses entre mayo y septiembre [8], [9],
[12], [13], [15].

Considerando que las hojas y flores se despliegan de la rama del arbol, de igual forma
lo hacen frutos en forma de baya globosa comestible con un color que abarca desde el
verde hasta el café -segun el estado de maduracion-; estos comienzan a formarse
después de 6 afios entre marzo y abril una vez sembrado el arbol como se expone en la
Figura 4. Sus medidas oscilan entre una longitud de 10 — 12 cm y un didmetro de 7 — 9
cm [8][9][12][15].
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Figura 3.

Flor de la jagua.

Nota. La figura representa la flor del arbol Genipa
americana L. Tomado de: C. de arboles urbanos en C.
por U. y USFS, “Jagua, caruto, huito, jaguo, jigua
(Genipa americana),” 2018. [En Linea]. Disponible:
https://catalogoarbolesurbanos.eia.edu.co/species/428.
[Acceso: Feb 09, 2021]

Figura 4.

Fruto de la Jagua.

Nota. La figura representa la fotografia de un racimo de

frutos del arbol Genipa americana L. Tomado de: C. de
arboles urbanos en C. por U. y USFS, “Jagua, caruto,
huito, jaguo, jigua (Genipa americana),” 2018. [En Linea].
Disponible:
https://catalogoarbolesurbanos.eia.edu.co/species/428.
[Acceso: Feb 09, 2021]
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El fruto se encuentra dividido en mesocarpio, endocarpio, cascara y semillas segun la
Figura 5. El mesocarpio es rico en genipésido, un iridoide empleado en Asia para la
elaboracion de colorantes amarillos; mientras que, el endocarpio representa el 12 + 3%
de la jagua y es abundante en iridoides como la genipina. Por otra parte, la cascara
contiene un alto porcentaje de fibra y varia su color de gris, en estado inmaduro, hasta
marrén oscuro, en su etapa madura. [16] Las semillas son robustas, pelosas o lampifias
[14]y son unos de los componentes organicos que mas abundan en la fruta [9]. Se estima
que por cada fruto existen entre 50 a 80 de ellas [15] que poseen altas tasas de lipidos

y proteinas [16].

Figura 5.

Partes del fruto de la jagua.

Nota. La figura representa la fotografia de un fruto del arbol
Genipa Americana L. cortado por la mitad. [En Linea].
Disponible:
https://i.pinimg.com/originals/9a/5b/al/9a5bal4a36fb8b92
161f7286633db035.jpg. [Acceso: Feb 09, 2021]

1.1.3. Distribucion de la Jagua

La distribucién geografica de la jagua es neotropical [17] y abarca desde México hasta

Argentina donde recibe diferentes nombres comunes [18].

La fruta se extiende en América Central y Ameérica del Sur tropical. Es una planta

originaria del norte de Sudamérica, el Caribe y sur de México [13]. Es probable que el
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origen de la Genipa Americana L. sea la Cuenca Amazonica [12] debido a que es una
especie helidfila [17] que crece en zonas ecoldgicas de tropico humedo o subhimedo
gue permanece en vegetaciones como bosques tropicales como se muestra en la Figura
6 [15].

No obstante, existe evidencia de que el &rbol crece en algunas islas y archipiélagos que
abarcan a Puerto Rico, Islas Virgenes, Santo Domingo, Haiti, Guadalupe y Trinidad en
las Antillas Menores [14].

Figura 6.

Distribucién geografica de la jagua.

Nota. La figura representa el mapa del espacio geogréfico en el cual se dispersa el arbol
Genipa Americana L. Tomado de: iNaturalist, “Jagua (Genipa americana),” 2021. [En Linea].
Disponible: https://colombia.inaturalist.org/taxa/118965-Genipa-americana. [Acceso: Feb
09, 2021]

1.1.4. Usos

Entre sus utilidades mas comunes se emplea la mayoria del arbol para la obtencion de
madera como provecho de forma comudn como lefia y carbon para combustible [15] o en
construcciones de vigas, columnas y pisos. Al mismo tiempo es empleada con el fin de
la fabricacion de chapas, esculturas, y carpinteria. [8][9] Al ser una madera dura, pesada
y flexible ha sido utilizada en la elaboracion de cajas, culatas de escopeta, arcos de

barriles, carretas y hormas de zapatos [17][13].
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De manera general, el fruto es destinado a productos de consumo alimenticios como
postres, gelatinas, jaleas[9] y para jugos, helados, refrescos, licores o vinos [12]. La fruta
contiene propiedades medicinales diuréticas, revulsivas y desobstruyentes. Asi mismo,
el zumo est4 indicado contra la enteritis cronica e hidropesia [14].

Las partes del arbol Genipa Americana L. se emplean comUnmente para infecciones
bacterianas y parasitarias. [18] En algunas zonas se ha considerado la capacidad
aromatizante de la flor para obtener aceites esenciales y como infusion medicinal
[15][17][12]. Ademas sus hojas son usadas como adelgazante que tienen propiedades
antidiabéticas y antilipidicas, que al ser decoccionadas, disminuyen los niveles de
colesterol mientras que, las semillas peladas en emulsion tienen efecto vomitivo rapido

y enérgico [12].

Algunas tribus colombianas y panamefias utilizan la fruta como tintura corporal y tinte
para herramientas y vestimenta,[17][15] al mismo tiempo, esta es repelente contra

insectos y parasitos [12][15].

Algunos estudios muestran que la raiz del arbol posee efectos purgativos[12], mientras
que la corteza en decoccion puede curar Ulceras de origen escorbutico y enfermedades
venéreas, ademas de combatir anemias y regurgitaciones del higado y del bazo [14].

1.2. Métodos de anélisis en alimentos
Los andlisis en alimentos son herramientas indispensables para conocer el estado,

composicion y seguridad de todo producto destinado a consumo para presentar a los

consumidores o usuarios la calidad de la misma.
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1.2.1. Métodos fisicos

1.2.1.a. Color. Es una apreciacion fisica que surge de las diferentes percepciones del
ojo humano en longitudes de onda que abarcan el espectro de la luz ente los 400 y 700

nm [19] como se indica en la Figura 7.

En los alimentos es un criterio de calidad visible para determinar el proceso de
maduracion de vegetales, hortalizas y frutas [20].

Figura 7.
Espectro de luz visible

WAVE LENGTH IN NANOMETER

RADIO WAVES

Nota. La figura representa la region del espectro electromagnético que el ojo humano
es capaz de percibir. [En Linea]. Disponible: https://www.freepik.es/vector-

premium/plantilla-espectro-luz-visible _6958648.htm. [Acceso: Feb 09, 2021]

Es afectado por diversas variables del entorno de mediciobn como la posicion del
observador, iluminacién y espectro, ademas de algunas propiedades caracteristicas del
objeto como la superficie, tamario, textura y brillo de la muestra. La medida del color es
evaluada para la calidad e inspeccion de alimentos que puede ser realizada de forma

visual o instrumental con un colorimetro o con vision digital [21].
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1.2.1.b. Olor. Es un analisis sensorial subjetivo perceptible por el sentido del olfato. En
los alimentos es una apreciacion de sustancias volatiles fragantes. La mayoria de olores
esta relacionada con la naturaleza quimica de los compuestos activos en adicion la

composicion y estructura de cada alimento [22].

1.2.1.c. Sabor. Es una percepcién organoléptica que esta relacionado con la deteccion
de estimulos amargos, dulces, umami, salado y acido/agrio por medio del sentido del
gusto. En frutas, hortalizas y vegetales favorece al rastreo de cambios bioquimicos como
un cambio palpable en el proceso de maduracion [20], [22].

1.2.1.d. Textura. Es una manifestacién sensorial y una mezcla de elementos relativos a
la estructura del alimento con los demas sentidos fisiologicos. Es una prueba funcional
de las propiedades mecanicas, estructurales y de superficie detectadas por medio de un
analisis sensorial y cinestésica [23], [24]. Para la medicidén cuantitativa de esta propiedad

se utilizan texturometros y penetrometros.

1.2.1.e. Densidad.La densidad de frutas, hortalizas, verduras y otros alimentos es
determinada a partir del tamafio de sus particulas sélidas, por lo que es necesario
distinguir 2 tipos de densidad [25]:

o Densidad real: Es el promedio de la masa por unidad de volumen de las particulas
individualmente. Se determina a partir del peso del solido en el aire y al ser colocada en
un medio liquido se indica su desplazamiento [25].

o Densidad aparente: Es la relacidon entre el peso seco y el volumen incluyendo los

poros o huecos de las muestras [25].

Los instrumentos mas utilizados para el analisis de densidad en alimentos son las

probetas y picnémetros.

1.2.1.f. indice de refraccion. Es el cociente de la velocidad de la luz en el vacio y la
velocidad de la luz en el medio en el cuél se efectua. Se trata de una variable
adimensional mayor a 1[26].Para determinar esta propiedad es necesario utilizar un
refractobmetro de Abbe.[26].
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1.2.2. Métodos quimicos

1.2.2.a. pH. Es un indicador general del estado de un producto debido a que tiene
influencia en multiples procesos de alteracion y estabilidad de los alimentos, asi como la
proliferacion de microorganismos [27]. Los alimentos pueden clasificarse como acidos o
alcalinos en una escala del 1 al 14 segun la Figura 8 indicando el contenido de hidrégeno

en la muestra por medio de un potenciémetro o de tiras de prueba universales [27].

Figura 8.
Escala de pH

Escala del pH

Muy acido Moderadamente Ligeramente Neutro Ligeramente Moderadamente Muy acalino
acido acido alcalino alcalino

Nota. La figura representa los niveles de pH por el grado de concentracion de los iones
hidronios (H+), [En Linea]. Disponible https://concepto.de/wp-
content/uploads/2015/03/escala-ph.jpg. [Acceso: Feb 09, 2021]

1.2.2.b. Acidez tituleable. Es un indicador de la cantidad de &cidos organicos y sales
contenidos en una fruta, durante los procesos de maduracion fisiolégica su contenido
disminuye [28]. El indice de acidez es una caracteristica importante en la calidad de
varios productos industriales como los jugos, vinos, aceites vegetales, plastificantes,

entre otros.

Las técnicas para la medicién de acidos grasos libres o mezclas de los mismos [29] se
basan en titulaciones directas por solucidon que emplean reactivos analiticos acido-base
para transformar acidos débiles y fuertes, o indicadores visuales que emplean sefiales

analiticas como el pH, densidad 6ptica, etc [29], [30].

30



1.2.2.c. Solidos solubles. Es un método de andlisis en frutas, hortalizas y verduras para
determinar la cantidad de sacarosa presente en la muestra. La medicion de esta
propiedad se realiza normalmente a temperatura ambiente a través de un refractometro

gue indica el porcentaje de peso del monosacarido en la solucién acuosa en °Brix [31].

1.2.2.d. Humedad. El contenido de agua en un alimento es de vital importancia en
procesos de control de calidad y almacenamiento. Segun la naturaleza del producto

natural puede contener entre el 60 y 95% de moléculas de H20 presentes [32].

Para la determinacion del porcentaje de agua en los alimentos se realizan procesos de
deshidratacion a 100-110 °C a presion atmosférica [33]. La metodologia estandar suele
ser el secado basado en la pérdida de peso de la muestra por la evaporaciéon del agua

en un horno o estufa [31].

1.2.2.e.Cenizas. Se define como el material inorganico que no se volatiliza a una
temperatura que fluctia entre los 500 y 600 °C de una muestra organica generalmente
en una mufla [31]. En un alimento es un indicador de calidad en el que los residuos
inorganicos provenientes del material organico surgen modificaciones por la interaccién

quimica de sus componentes o pérdidas por volatilizacion [29].

1.2.2.f. Proteinas. Son biomoléculas formadas por carbono, hidrogeno, oxigeno y
nitrogeno. Son consideradas polimeros de pequefios mondmeros denominados
aminoacidos unidas por medio de enlaces peptidicos [32]. A continuacion, en la Tabla 2
se enumeran los beneficios e inconvenientes de los métodos mas comunes para su

cuantificacion.:

1.2.2.g. Extracto etéreo.La grasa bruta es extraida con solvente organicos que arrastran
los ésteres de los acidos grasos, fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras y acidos grasos
libres[29][33].

La cuantificacion de los lipidos se realiza por medio extracciones semicontinuas y
continuas como el método de Soxhlet y de Goldfish respectivamente. Otras técnicas son
el método por lotes, Blight-Dyer, Rose-Gottlieb, Gerber y Mojonnier [29].
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Tabla 2.

Ventajas y desventajas de los métodos usados para determinacion de proteinas.

Método Ventajas Desventajas
Método de Kjeldahl. |v* Es apropiado para varios | v Llega haber interferencia de
tipos de productos. compuestos  nitrogenados no
v' Su alta confiabilidad vy proteicos.
disponibilidad. v Durante la digestion se produce
v' Esté incluido en los métodos demasiado humo.
aprobados por las | v Uso de catalizadores caros o
organizaciones téxicos.
internacionales. v' Baja sensibilidad.
v/ Tarda demasiado tiempo.
Absorcion a 280 v' Répida y no destructiva. v La interferencia de  otros
nm. ¥v" No se necesitan reactivos. compuestos que absorban en UV.
v' Alta sensibilidad. v Se necesita usar muestras limpias
v" Baja dependencia de Ila y lamparas relativamente nuevas.
respuesta de la sefial a la
composicién del aminoacido.
v' Baja interferencia de &cidos
nucleicos y nucleoétidos.
Método de Biuret v No hay interferencia de | v Interferencia de amoniaco, buffer,
aminoacidos libres. detergentes.
v Pequefia influencia de la | ¥ Bajasensibilidad.
composicion del aminoécido
en el desarrollo de color.
v' La operacion es simple y se
puede manejar un numero
grande de muestras.
Método de Lowry v/ Alta sensibilidad. v' Dependencia del color con la
v" Facil de operar. composicion del amino&cido.
v' Facil de manejar un gran | v Interfieren un buen ndmero de
namero de muestras. compuestos.
v Inestabilidad del reactivo Folin-

Ciocalteau a pH alcalino.

Nota. Esta tabla muestra el paralelismo de técnicas para la medicién del contenido de moléculas
proteicas. UNAM, “Fundamentos Y Tecnicas Analisis De Alimentos,” p. 58, 2008, [En Linea].

Disponible:

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/FUNDAMENTOSYTECNICASDEANALISISDEALIMEN
TOS_12286.pdf. [Acceso: Feb 09, 2021]
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1.2.2.h. Fibra cruda. Son todos aquellos compuestos organicos no nitrogenados que no
son insolubles tras hidrdlisis continuas en medios acidos y basicos. Entre los
componentes mas representativos se encuentra en un 90% la celulosa, y en menor

proporcion hemicelulosa, lignina y pectina [34].

1.2.2.i. Carbohidratos. Los hidratos de carbono son los compuestos mas abundantes en
la naturaleza empleados por los seres vivos como fuente y almacenamiento de energia,

como elementos estructurales y precursores de la produccion de otras moléculas [35].

Estas formados principalmente por atomos de carbono, hidrégeno, y oxigeno segun la
estructura (CH20)n, que forman fuertes enlaces quimicos covalentes. Los glucidos se

clasifican en monosacaridos, disacéaridos, oligosacaridos y polisacaridos [35].

Participan en reacciones de aminacion, esterificacion, reduccion y oxidacion [35].

1.3. Genipina.

La genipina es un secoiridoide proveniente de la Genipa americana L. y de la planta
Gardenia Jasminoides que se caracteriza por ser una sustancia polar e incolora [36].Esta
aglicona de férmula quimica C11H140s que fue descubierta en los afios 60 como una

molécula biodegradable y de origen natural [37].

1.3.1. Estructura quimica

Los enlaces y forma natural de esta molécula le confieren como nombre IUPAC
(1R,2R,6S)-2-Hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo [4.3.0] nona4,8-dieno-5-carboxilato de
metilo) [38].

No obstante, este compuesto también recibe el nombre de éster metilico de acido 1,4a-

alfa,5,7a-alfa-tetrahidro-1-hidroxi-7-(hidroximetil)- ciclopenta(c) pirano-4-carboxilico [39].
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Figura 9.

Estructura quimica de la genipina.

HO

Nota. La figura representa la ubicacién vy

enlaces de los &tomos de la sustancia

guimica conocida como genipina. J. C. S.

Culma, “Extraccion de genipina en planta

semipiloto para ser empleado como

entrecruzante de hidrogeles.,” Univ. ICESI, p.

43, 2017. [En Linea]. Disponible:

https://repository.icesi.edu.co/biblioteca_digit

al/bitstream/10906/83014/1/TG01787.pdf.

[Acceso: Mar 19, 2021]
En la molécula se evidencia la presencia de varios grupos funcionales como un grupo
carboxilo, éter, éster y alcohol que, en suma, de cada masa por &tomo constituye un peso
molecular de 226,226 g/mol, con una absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a
una longitud de onda de 240 nm [40]. La configuracién de este metabolito secundario le
otorga una naturaleza hidrofilica de forma que, tiene la facilidad de disolverse en

solventes polares como el agua, metanol, etanol, éter dietilico, etc [39].

1.3.2. Propiedades

En el organismo, el secoiridoide agrupa propiedades farmacolégicas en las que actua
como agente antimicrobiano, antioxidante y antiinflamatorio. Entre sus efectos
medicinales la genipina es antiproliferativa, [41] anticancerigena, antidepresiva y
antidiabética [42], [43].
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Algunos de sus beneficios en el cuerpo humano abarcan la proteccion del higado,
estbmago e hipocampo de enfermedades hepaticas, gastrointestinales y neuronales
respectivamente, incluso evitando la osteoporosis y afecciones periodontales hasta ser
un colerético genuino al ser absorbido en el intestino [44]. Asi mismo posee cualidades

antiinflamatorias, diuréticas, y hemostaticas [45].

1.3.3. Usos

El compuesto vegetal ha sido empleado a manera de colorante negro aplicado por tribus
indigenas en rituales al estar en contacto con el aire y para tintura en telas de paja [6].Hoy
en dia, es utilizado en paises asiaticos como Japén y Corea para teiiir el cabello, en la
elaboracién de un colorante alimentario y en tratamientos de enfermedades a partir del
arbol Gardenia Jasminoides, a diferencia de Estados Unidos y la Union Europea que
han aprobado los extractos de la fruta como un aditivo de color mas no como un

colorante [46].

La genipina es un compuesto versatil en la industria: En el sector textil su aplicacion se
basa como colorante natural en productos a base de algodon, lana y cuero, mientras
que, en el area forense se utiliza como un compuesto que interviene como revelador de
huellas dactilares o0 como agente de reticulacion de materiales en investigaciones
biomédicas [47]. Este ultimo estudio ha sido ampliamente examinado en sistemas de
liberacion de farmacos [45] en la busqueda por reemplazar al glutaraldehido por un
compuesto de menor toxicidad [37].

Recientemente la genipina ha sido estudiada con el objetivo de ser hidrolizada a fin de
obtener acido genipidico para producir nuevos colorantes rojos y marrones [48]. Mientras
gue reacciones del éster iridoide con aminoacidos se han utilizado como sensibilizadores

en celdas solares con el propdsito de aumentar su eficiencia [49].
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1.3.4. Aminoéacidos

La genipina es un compuesto muy activo quimicamente, por lo que, al reaccionar con
aminoacidos primarios, péptidos y/o proteinas produce un pigmento de diferentes colores

dependiendo de las condiciones y la naturaleza de los reactivos de la reaccion [4], [50].

Los aminoacidos son moléculas organicas que contienen por lo menos un grupo
carboxilo y un grupo amino funcional -NHz2—, -NH-, -N<, en su estructura. Se encuentran
en estado sdlido y poseen altos puntos de fusidon, adicionalmente se caracterizan por

ser solubles en agua e insolubles en solventes organicos no polares [51].

Figura 10.

Estructura quimica de un aminoécido.

Cadena lateral

)

H 0
SN—c—cZ

H | OH

Nota. La figura representa la ubicacion y
enlaces de los atomos de un aminoéacido con
un carbono central unido a un grupo
carboxilico, un radical amino, un hidrégeno y
una cadena lateral. [En Linea). Disponible
https://www.researchgate.net/figure/Figura-13-
Estructura-general-de-un-
aminoacido_fig2_340793783. [Acceso: Mar
13,2021]
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1.3.4.a. Glicina. Es un aminoéacido no esencial apolar, neutral, metabdlicamente inerte y
el mas pequefio de todos. Su estructura quimica se dispone de un atomo de carbono
central unido a dos &tomos de hidrégeno, a un grupo amino y un acido carboxilico. Esta
molécula no es toxica en altas dosis y juega un papel importante en la sintesis de
biomoléculas importantes como el colageno o nucleétidos de glucosa, creatina, porfirina
y purina, ademas de contener propiedades antiinflamatorias, citoprotectoras e

inmunomoduladoras [52].

La glicina es el aminoacido mas simple e importante en la mayoria de mamiferos al
aportar efectos beneficiosos en el tratamiento de enfermedades como el cancer,
diabetes, obesidad y transtornos cardiovasculares mejorando la calidad del suefio y

funciones neuroldgicas [52], con propiedades quimicas tales como:

Tabla 3.

Propiedades de la glicina.

Glicina
Estructura 2D

Estructura cristalina Estructura 3D

O
- H . H
. ~ N~
) | X
] H

Formula molecular C2HsNO2
Nombre IUPAC Acido 2-aminoacético
Otros nombres Glicocola
Simbolo guimico Gly,G
Apariencia Sélido blanco
PM 75,07 g/mol
Densidad 1,161 g/cm3 (20 °C)
Punto de fusién 233 °C
pH 59-6,3
Agua 250 g/l
Solubilidad Parcialmente soluble Acetona
Insoluble Etanol y éter etilico

Nota. Esta tabla muestra las caracteristicas de la glicina. Elaborado por los autores. Merck, “Glicina
CAS 56-40-6 _ 104201,” 2020. NIH, “Glicina | C2H5NO2 - PubChem.” [En Linea]. Disponible:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Glycine. [Acceso: Abr 11, 2021]
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1.3.4.b. Lisina. Es un aminoéacido esencial polar, que es un acido caproico (hexanoico)
con dos sustituyentes amino en las posiciones 2 y 6 [53]. Sus propiedades dependen de

su forma estereoisomérica o sus formas naturales [54].

La L-Lisina posee un valor comercial mas alto que las demas configuraciones de lisina y
su principal forma industrial es L-Lisina-HCI. Esta molécula ha sido utilizado como aditivo
alimentario para animales de corral como aves y cerdos, y como suplemento en la

alimentacion de peces [54].

En la Tabla 4 se presentan sus caracteristicas quimicas mas representativas:

Tabla 4.
Propiedades de la lisina.

Lisina

Estructura 2D

Estructura 3D

O
H ||
|
N H
(

‘ )

H 'N'H

5 G,%; ._

Formula molecular CeH14N202
Nombre IUPAC L-Lisina
Otros nombres Acido lisina
Simbolo quimico Lys, k
Apariencia Solido
PM 146,19 g/mol
Densidad 1,28 g/cm3 (20 °C)
Punto de fusién 224 °C
pH 5,5-6,0 (100 g/l, H,0, 20 °C)
Agua 64,2 g/100 ml
Solubilidad Insoluble Etanol , éter etilico ,
acetona y benceno

Nota. Esta tabla muestra las caracteristicas de la lisina. Elaborado por los autores. NIH, “LD-Lysine _

C6H14N202 -

PubChem.

"https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/866#section=MeSH-Entry-Terms.

[En

monoclorhidrato CAS 657-27-2 _ 105700.” . [Acceso: Abr 19, 2021]
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1.4. Método de extraccién

La extraccion sélido-liquido es una técnica de tratamiento con solventes para separar o
retirar compuestos de una fase homogénea. El propdsito de la extraccion es recircular
los vapores del solvente que se evaporan y ascienden por el extractor y son condensados
cayendo gota a gota por accion del refrigerante [55].

Al ser concluido este proceso continuo el solvente es eliminado por diferentes métodos,
de los cuales el mas comun es la evaporacion para el posterior pesaje del residuo final y
analisis del extracto [56].

1.4.1. Descripcion del equipo de extraccién

A escala laboratorio se requieren diferentes instrumentos para llevar a cabo la montura
de la extraccion entre los cuales se encuentran:
1) Barra de agitacion.

2) Matraz de fondo redondo.

3) Ruta de destilacion.

4) Dedal de fibra de vidrio.

5) Material sélido.

6) Sifén.

7) Salida de sifén.

8) Adaptador de expansion.

9) Condensador.

10) Entrada de agua de refrigeracion.

11) Salida de agua de refrigeracion.

Los anteriores utensilios [64] son empleados para la construccion del aparato Soxhlet

como se evidencia en la Figura 11.

Inicialmente la metodologia requiere de una muestra sélida que se coloca dentro de un

portadedal que poco a poco se impregna con el solvente, este se evapora y desciende
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del condensador dirigiéndose al recipiente de destilacion conocido como matraz de
destilacién, de manera que, el procedimiento se realice constantemente el tiempo que se
requiera [43], [57].

Figura 11.

Partes del extractor Soxhlet.
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Nota. La figura representa las piezas del
montaje de extraccion Soxhlet. V. J.
Perez, “Isolation & Characterization of
Organic Molecules from Mississippian-
age Crinoids by,” p. 49, 2013. [En
Linea]. Disponible:
https://kb.osu.edu/bitstream/handle/181
1/86165/1/VictorPerezSeniorThesis.pdf.
[Acceso: May 02, 2021]
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1.4.2. Ventajas y desventajas

El empleo de métodos convencionales de extraccidbn como la técnica de Soxhlet posee
beneficios como: La facilidad de operacion al ser un equipo de simple procedimiento y
tener una instrumentacion sencilla dado que no es necesario realizar un seguimiento

sobre el estado de la extraccion [9].

Algunas ventajas significativas comprenden la obtencion de altas tasas de recuperacion
al favorecer el cambio de estado del disolvente ademas de mejorar la transferencia de
masa manteniendo un contacto intimo y repetido entre la muestra y el solvente. Este
ultimo es evaporado evitando el uso de una filtracién posterior para la separacion del
analito [55].

En contraste, este procedimiento requiere altas dosis de solvente y un exceso de energia
de entrada para aumentar la temperatura del liquido generando una baja selectividad y
degradacion térmica de algunos compuestos. En ocasiones, estos Ultimos contienen
trazas del solvente teniendo en cuenta que diversos procesos utilizan solventes toxicos

por largos tiempos de procesamiento que no pueden ser acelerados [58].

1.4.3. Etanol

Es un alcohol orgéanico, alquilico, volatil y primario, su estructura quimica uno de los
hidrégenos laterales de la molécula es sustituido por un grupo funcional hidroxi. Es un
compuesto usado generalmente como farmaco antiséptico, desinfectante, metabolito y
agente teratogeénico [59]; algunas de sus propiedades se describen en la Tabla 5 a

continuacion:
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Tabla 5.
Propiedades del etanol.

Etanol
Pictograma de peligro Estructura 2D Estructura 3D
0
g H
Formula molecular C2HsO
Formula semidesarrollada CH3-CH2-OH
Nombre IUPAC Etanol
Otros nombres Alcohol etilico
Apariencia Liquido incoloro
PM 46,06 g/mol
Densidad 0,79 g/cm3 (20 °C)
Punto de ebullicién 78,3 °C
pH 7,0 (10 g/l, H,0, 20 °C)

Nota. Esta tabla muestra las caracteristicas del etanol. Elaborado por los autores. Tomado de: NIH,
“Etanol _ CH3CH20H - PubChem.” [En Linea]. Disponible:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/702. Merck, “Etanol CAS 64-17-5 | 108543.” [En Lineal].
Disponible: https://www.merckmillipore.com/CO/es/product/Ethanol, MDA_CHEM-108543. [Acceso:
May, 2021].

1.5. Colorante

Segun la definicién de la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos) un colorante es
un aditivo alimentario que comprende cualquier pigmento, tinte o sustancia con la
capacidad de otorgar color a un alimento, medicamento, cosmético o para el cuerpo

humano [1].

El Ministerio de Salud colombiano en el Decreto 210 de 1983 dispone como colorante a
cualquier sustancia o mezcla de sustancias capaz de conferir e intensificar el color de los
alimentos [60]. Estos aditivos pueden ser clasificados segun su origen, revestimiento y
solubilidad [61].
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1.5.1. Tipos de colorantes

Los colorantes pueden ser clasificados como naturales libres certificables y sintéticos
sometidos a certificacion:

1.5.1.a. Colorante natural o exento de certificacion. Es una sustancia o mezcla de las
mismas producida (s) a partir de materia vegetal o eventualmente de un animal cuyo

principio colorante ha sido aislado mediante procesos tecnolédgicos adecuados [1].

La materia prima para la produccion de estos aditivos se obtiene principalmente del reino
vegetal y animal, y en segunda instancia del reino monera. Son representativos por ser
renovables, biodegradables, sanos y ser productos sostenibles amigables con el medio
ambiente [61].

La demanda y produccion de este tipo de colorantes es escasa, por lo que es necesario
invertir en investigacion y desarrollo para poder encontrar abundantes fuentes de
colorantes naturales que permitan una aplicacién industrial técnica y econémicamente
viable [61].

1.5.1.b. Colorante sintético o sujeto a certificacion.Es una sustancia o mezcla de
sustancias que no se encuentra en productos naturales y es obtenida por sintesis

organica [1].

Estos colorantes se caracterizan por poseer mayor estabilidad y mejor facilidad de
manejo a diferencia de los aditivos naturales siendo producidos a un costo mas bajo. Sin
embargo, algunos pueden causar efectos secundarios téxicos a corto, mediano o largo
plazo una vez sean administrados para consumo humano, mientras que, en aspectos
medio ambientales han sido criticados por representar una amenaza al ser dafinos al
ecosistema debido a que, pasan al afluente industrial en donde se liberan en cuerpos de

agua [61].
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Cabe destacar que, existen alrededor de 10.000 tipos de tintes y pigmentos que se
emplean en la industria, a la vez que se producen cada afio aproximadamente 700.000

toneladas decolorante sintéticos en el mundo [61].

1.5.2. Colorantes azules

El color azul es empleado en la industria de alimentos para consumo humano y animal
en alimentos relacionados a algunas bebidas, productos a base de leche, sopay cereales
[47].

El color azul es un color primario atractivo sensorialmente y deseable, no obstante,
muchos de sus precursores y fuentes naturales con escasos, por lo que en la actualidad
es dificil igualar los tonos azules naturales con los artificiales [50]. Para la mayoria de
compuestos organicos el color azul es un fenémeno poco frecuente que surge de la

absorcion de fotones del rango de luz del espectro visible entre los 560 y 700 nm [61].

En el presente, se estima que el 90% de los pigmentos azules naturales y como se
expone en la Figura 12 pueden ser clasificado en 7 grupos estructurales: Antocianina,

indol, antraquinona, tetrapirrol, bispiridilo, azuleno y fenazina [61].

Actualmente existen fuentes confiables de colorantes azules, verdes y rojos como la
spirulina, la cual es un alga verde azulada que posee ficocianina en su estructura vegetal,
gue se emplea como un recurso potencial de pigmentos organicos, aunque posee
desventajas como su estabilidad a la luz y el calor, ademas de no funcionar a pH’s
acidos. Este compuesto esta aprobado en confiteria y para bebidas en polvo

reglamentado en los Estados Unidos [5].
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Figura 12.

Estructuras quimicas que representan cada una de las siete clases principales

de compuestos organicos naturales pigmentados de azul.

OH O OH 0
OH |
o v K ) T
(L
|
#~0H 0 O OH 0_0
OH
OH
Cyanidin Daunorubicin

OG

NH, Guaiazulene
(Anthocyanin) (Anthraquinone) (Azulene)
0
we ()
HN
o 4
O | | N A N+_
0 O=¢"“NH
‘ NH
HzN O HOOC
0]
Indigoidine Indigotin Pyocyanin Phycocyanobilin
(bis-Pyridyl) (Indole) (Phenazine) (Tetrapyrrole)

Nota. La figura representa las clases compuestas se muestran entre paréntesis. El enlace
quimico que se muestra en negrilla describe la estructura basica de cada clase. Tomado: A. G.
Newsome, B. T. Murphy, and R. Van Breemen, “Isolation and characterization of natural blue
pigments from underexplored sources,” ACS Symp. Ser., vol. 1138, no. July, pp. 105-125, 2013,
[En Linea]. Disponible: 10.1021/bk-2013-1138.ch008. [Acceso: May 1,2021]

Algunas flores y frutas poseen antocianinas con una amplia gama de colores desde el
escarlata hasta el azul con amplios beneficios para la salud, no obstante estos
compuestos tienden a modificar el color azul (pH=5-7) por tonos rosados o violetas en
los alimentos y liquidos acidos, de manera que la vitalidad del color desaparece y no se

puede mantener [5].

Por el momento se trabajan colorantes como el indigo carmin sintético, un tinte indigoide
triariimetano azul brillante y el azul patente V como se evidencia en la Tabla 6. Varias

peticiones de aprobacién se han presentado en la actualidad aunque han sido
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rechazados o restringidas debido a su inestabilidad en condiciones de calor, luz y medios
de distinto pH, de modo que, alteran las condiciones de procesamiento, almacenamiento

y composicion quimica del alimento [43].

Tabla 6.
Colorantes artificiales azules certificados.
Commercial | E-number | FD&C | Permitted C.l. Name Structure
name in EU or
us
Patent Blue E131 None | EU Only C.l. Food M M

Vv Blue 5 heVerd
=
O S0;Na
HO

SO3Na

Indigo E132 Blue Both C.l. Food NaosS i
Carmine No. 2 Blue 1 \Cf — OSON
Brilliant E133 Blue Both C.l. Food o

Blue FCF No. 1 Blue 2 (I

Nota. Esta tabla muestra los nombres y estructura de los colorantes azules aprobados. Bor la FDA
y la ESFA. Adaptado. Tomado de: T. Coultate and R. S. Blackburn, Food colorants: their past,
present and  future, vol. 134, no. 3. 2018. [En Linea]. Disponible:
https://eprints.whiterose.ac.uk/126336/3/Food%?20colorants%20review%?20final%20accepted%20
version.pdf. [Acceso: May 1, 2021].

1.5.3. Reglamentacion

Para evaluar los riesgos sobre la salud humana se realizé una alianza de la OMS con la
FAO estableciendo el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) con el objetivo de comprobar la inocuidad de los aditivos alimentarios. De
manera que, cada pais autoriza el uso de aditivos, dosis especificas y alimentos
concretos de uso asegurando la calidad e inocuidad de los productos destinado a
consumo. Cada autoridad nacional debe regular la presencia de estos aditivos y verificar

si cumplen su legislacion vigente y condiciones autorizadas [62].
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NORMA GENERAL PARA LOS ADITIVOS ALIMENTARIOS CODEX STAN 192-
1995. Adoptado en 1995. Revisién 1997, 1999, 2001, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015, 2016, 2017. La “Norma General
del Codex para los Aditivos Alimentarios” (GSFA, Codex STAN 192-1995) establece
las condiciones en las que se pueden utilizar aditivos alimentarios autorizados en
todos los alimentos, independientemente de que hayan sido regulados previamente

0 no por el Codex [63].

Resolucidén 10593 de 1985, 10 de septiembre de 1995, "Por la cual se adiciona la
Resolucién No. 10593 de 16 de julio de 1985, que regula el uso de Colorantes en
los alimentos para consumo humano”. Articulo 3o. Los colorantes pueden mezclase
y diluirse en los siguientes vehiculos, soportes y solventes: Carbonato de Sodio,
Bicarbonato de Sodio, Cloruro de Sodio, Glucosa, Lactosa, Sacarosa, Dextrinas,
Almidones, Acidos Citrico, Tartarico, Lactico, Cera de Abejas, Gelatina, Pectina,
Etanol, Glicerol, Sorbitol, Aceites y Grasas Comestibles, Alginatos de Amonio,
Sodio y Potasio, Agua, Glicerol Monoestereato, Sulfato de Sodio, Hidroxido de

Aluminio. Todos deben ser grado alimenticio [64].

Norma Técnica Colombiana (NTC 409), 1978-10-11. INDUSTRIAS
ALIMENTARIAS. COLORANTES ADITIVOS PARA ALIMENTOS. Esta norma
establece los colorantes permitidos en la industria alimenticia y los requisitos que
deben cumplir los mismos, como los limites de impurezas de los colorantes,
muestras, recepcion de producto, determinaciéon de pureza, empaque Yy rotulado
[65].

DECRETO No 002106 DE 1983. Por el cual se reglamenta parcialmente el Titulo V
de la Ley 09 de 1979 en lo referente a identidad, clasificacién, uso, procesamiento,
importacion, transporte y comercializacion de aditivos para alimentos.
Denominando aditivos para alimentos toda sustancia o mezcla de sustancias,
dotadas o no de valor nutritivo, agregada intencionalmente la minima cantidad

necesaria a los alimentos con el fin de impedir alteraciones, mantener, conferir o
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intensificar su aroma, color o sabor, modificar o mantener su estado fisico general
o ejercer cualquier funcion necesaria para una buena tecnologia de fabricacion del

alimento [66].

Resolucién 00002674 de 2013. Por la cual se reglamenta el articulo 126 del Decreto
Ley 019 de 2012 y se dictan otras disposiciones. La presente resolucién tiene por
objeto establecer los requisitos sanitarios que deben cumplir las personas naturales
y/o juridicas que ejercen actividades de fabricacion, procesamiento, preparacion,
envase, almacenamiento, transporte, distribucién y comercializacion de alimentos y
materias primas de alimentos y los requisitos para la notificacion, permiso o registro
sanitario de los alimentos, segun el riesgo en salud publica, con el fin de proteger

la vida y la salud de las personas [67].

48



2. ANALISIS DEL FRUTO DE LA GENIPA AMERICANA L.

El fruto de la Genipa americana L. fue recolectado en Bahia Solano, un municipio del
departamento de Chocé-Colombia. Se optd por escoger los frutos que se encontraban
en las ramas del arbol aparentemente en estado inmaduro debido a que, el compuesto

de interés se encuentra en mayor proporcion en la fruta verde.

Los 60 frutos de jagua recolectados se depositaron en una caja térmica con espuma de
poliestireno y gel refrigerante para cadena de frio BIOTHERMICS previamente
congelado durante 36 horas. Las bayas se trasladaron a la ciudad de Bogota D.C.
almacenadas en congelacion a las mismas condiciones a una temperatura oscilante
entre los -3 °C y -5 °C, para evitar pérdidas por maduracion indeseada y limitar la
reticulacion de genipina con las proteinas de la fruta.

La jagua se refrigeré hasta ser empleada en la extracciébn Soxhlet y ser utilizada en
andlisis fisicoquimicos y organolépticos como una exploracion de estudios para
contrastar la caracterizacion de los frutos previamente empleados en bibliografia y el

fruto recolectado.

2.1. Analisis sensorial cualitativo

Para la evaluacion de estos exadmenes se seleccioné un grupo de 10 panelistas, en
funcion de determinar el color, olor, sabor y textura de la jagua utilizando un test
sensorial. Se utilizaron 2 frutos de un mismo racimo descongelados a temperatura
ambiente, el analisis se realiza utilizando una Unica baya por cada 5 panelistas con el
objetivo de eliminar diferencias perceptibles por los efectos de uso de diferentes materias
primas; las jaguas se seleccionaron sin defectos fisicos y sin su pedunculo de forma no

probabilistica.

El andlisis sensorial consiste en evaluar las caracteristicas de la jagua, por medio de un

analisis estadistico aplicando pruebas de aceptabilidad con escala continua. Para
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realizar este andalisis se utilizard un test en el cual se detallaran las caracteristicas

evaluadas para cada uno de los degustadores.

La poblacion de estudio abarca un total de 10 panelistas de la ciudad de Bogot4, la mitad
de ellos de sexo femenino y el restante en personas del sexo opuesto entre los 18 y 50
afos. Previo a la evaluacion de los frutos, en conjunto los jueces fueron capacitados por
los investigadores segun la NTP ISO 5492 del 2008 [68] e indagados en factores
relacionados a la salud que puedan afectar la veracidad del examen; ningun encuestado
reconocio fumar durante los ultimos 5 dias, ademas unicamente un hombre y una mujer

confesaron tener problemas visuales de astigmatismo y miopia respectivamente.

Se realizaron pruebas de aceptacion para las siguientes variables independientes
estableciendo como variable dependiente la aceptacién organoléptica del fruto no para

Su consumo sino para la extraccion de genipina por medio Soxhlet.

2.1.1. Color

La determinacion de color se realizé para el mesocarpio, endocarpio y epicarpio segun
la Tabla 7. Se colocaron 10 platillos rotulados y numerados con rodajas gruesas de la
fruta, por consiguiente, se utilizaron 3 circulos crométicos cuestionando al panelista

acerca del color percibido por su sentido de la vista.

Tabla 7.

Prueba y analisis de color para las diferentes partes de la fruta.

Panelista
Parte de la 1 2 3 4 5 6 7

10

fruta

Mesocarpio B B B

8
|
Endocarpio - -
Epicarpio | [N |HIN || I | 0 N

B= Blanco
Nota. Esta tabla muestra el resumen de los colores registrados por los 10 panelistas en las hojas de
cata.

9
L1
1 |
L]
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Al analizar las respuestas seleccionadas en la prueba tres de los diez panelistas
percibieron el color blanco en la pulpa de la fruta, a la vez que tres grupos de dos
personas seleccionaron un color naranja amarillento, amarillo verdoso y azul; sin

embargo, una sola persona seleccion6 un color azul violaceo.

Respecto al color del endocarpio de la fruta que contiene las semillas de la fruta la mitad
de los encuestados reconocié un color naranja amarillento, aunque las demas personas
percibieron colores distintos cada uno observo desde el amarillo y el azul en diferentes

tonos hasta el color verde.

En la distincién del color de la cascara de la fruta el 90% de los panelistas observé el
color rojo violaceo en el circulo cromatico el cual es el mas cercano al color café

caracteristico del epicarpio.

Cabe resaltar que, al preguntarle a los encuestados la eleccion de su respuesta solo uno
de los panelistas reconocié marcar sus respuestas al azar. A pesar de los problemas
visuales de dos de los jueces sus respuestas fueron similares con los demas jurados por

lo que no representan una desviacién significativa.

Es necesario resaltar este pardmetro, debido a que permiti6 denotar las posibles
reacciones quimicas originadas en la fruta, tras ser sometida al proceso térmico de
congelacion y posteriormente permanecer a una temperatura ambiente, es decir, al
entrar en contacto con aire y luz, pudo generar una posible oxidacion de la misma y

alcanzar a madurar o degradarse.

2.1.2. Olor

Para la prueba de olor se les solicité a los panelistas emplear el sentido del olfato para
la percepcion de componentes volatiles de forma que se desencadenen una serie de
sensaciones olfativas en funcion de una escala del grado de intensidad del olor percibido
donde O es sin olor y 5 es muy fuerte. Se empled una sola porcion de fruta cortada de

forma transversal y la cascara cortada de la jagua.
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Figura 13.

Resultados de olor para las diferentes partes de la fruta.

Evaluacion de olor por panelista

Intensidad de olor

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Panelista
Pulpa ®m Epicarpio

Nota. La figura representa la muestra el resumen de los olores registrados por los 10 jueces

en las hojas de cata.

Al someter a los jurados a una percepcion sensorial de la pulpa de la fruta, de acuerdo a
la Figura 13 el 60% de ellos selecciond un olor fuerte proveniente de la misma; entre
tanto, el 30% noto facilmente la intensidad de la jagua, a pesar de que, una sola persona
distingui6 un olor muy fuerte. En relacién al epicarpio el 70% de los panelistas diferencié
un olor débil y muy leve, en comparacion con el 30% restante que percibié una intensidad

facilmente notable y fuerte.

Cabe resaltar que, los resultados obtenidos pueden variar debido a las condiciones de
temperatura, humedad, tiempo de exposicion y grado de atencion del fruto Genipa
americana L., afectando el olor percibido por los animales y seres humanos, para su
posterior consumo y por lo tanto esto influye en la aceptabilidad del alimento y posterior

manipulacion.

Por otra parte, para estudiar los olores de la genipa, es necesario extraer los

componentes aromaticos y analizarlos, antedicho este proceso es complicado, debido a
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gue algunas de las sustancias volatiles son responsables por el olor que se percibe por

medio del sentido del olfato.

2.1.3. Sabor

Con el proposito de determinar la sensacion de dulzor y acidez que bosquejan los andlisis
de azucares y acidos contenidos en la fruta se insto a los jurados a evaluar las muestras
de jagua cortada en trozos por medio de las sensaciones dentales, linguales y palatales
de manera que, se indicaran en una escala de 1 a 5 la percepcién de distintos sabores
donde 1 es “no perceptible” y 5 es “bastante perceptible” obteniendo los siguientes

resultados:

Figura 14.

Prueba y analisis de sabor para la pulpa de la fruta.

Evaluacion de sabor por panelista

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Panelista

Lo
w Ul U a

Intesnidad de sabor
o £ N
Ul = U1 N U1

o1

EUmami ®Acido ®Dulce ®Amargo HSalado

Nota. La figura representa el resumen de los sabores registrados por los 10 panelistas en
las hojas de cata.

Al poner a prueba a los panelistas el 60% de ellos no reconocio un sabor umami en la
fruta en comparacion con el 40% que percibié una alta intensidad de este sabor, por otra
parte, al evaluar la acidez de la fruta la mitad de los encuestados percibieron
caracteristicas agrias al ingresar la muestra a la cavidad bucal, por el contrario, los demas

jueces no lo percibieron de forma significativa.
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Al cuestionar la captacion del dulce y sal de las muestras segun la Figura 14 el 100% de
los panelistas concuerda en que son las sensaciones mas ausentes en relacion a los
otros 3 sabores principales. El Gltimo sabor del grafico anterior es representativo y
caracteristico de la baya presenciado por la mayoria de la poblacion donde solo tres de

ellos destacaron como muy perceptible este sabor.

2.1.4. Textura

Para determinar la madurez y resistencia de los frutos recolectados se empled un Unico
fruto en la prueba previamente lavado y descongelado. Durante la prueba de sabor se le
indicé al panelista que debia masticar al menos 2 trozos de fruta para intensificar los

aspectos tactiles de textura.

Figura 15.

Prueba y analisis de textura de la fruta entera.

Evaluacion de textura

10
9 1
o 3 4
3 o 7
n 6 9 8
= 5 10 10 10 10 10
c 4
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Tipo de textura

ES] mNO

Nota. La figura representa el resumen de las texturas registradas por los 10 panelistas en las
hojas de cata.

Segun los resultados de la Figura 15 es posible deducir que, la muestra presentada se
trata de una fruta muy compacta y resistente segun toda la poblacion muestreada. Al

solicitar a los jueces evaluar si su epicarpio es suave el 90% de ellos no reconocioé una
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sensacion blanda y en su lugar notaron aspereza en la cascara al usar su sentido del

tacto.

Todos los hombres y mujeres en este estudio estan de acuerdo en que la piel de la jagua
Nno posee caracteristicas elasticas, esponjosas, quebradizas, viscosas y pegajosas lo que
indica que el fruto es robusto y no es de facil penetracién por factores externos al no

presentar contusiones o deformaciones en su tejido orgénico.

En cuanto a sus propiedades fibrosas Unicamente 2 mujeres registraron que la fruta
contenia fibras en su concha, no obstante, es posible que se trate de un error humano,
de percepcion o de capacitacion puesto que el 80% de los encuestados califico a la fruta
con ausencia de fibras similares a las que se presentan el zapote y el coco en su

recubrimiento exterior.

En relacion a las propiedades crocantes y arenosas de la jagua, el 60% y 70% de los
jurados respectivamente calificé la muestra con escasez de este tipo de textura
sefialando la posibilidad de la existencia de poros o rugosidades en su corteza y que al
ser masticado en la zona de las molares se transmite una sensacion de ruido al

romperse.

2.2. Analisis fisicoguimico

La determinacién de la calidad de la fruta se evalla con el propdésito de determinar que
las caracteristicas de la jagua sean apropiadas para la extraccion de genipina. Se realiz
una revision bibliogréfica de la fruta y sus caracteristicas con el fin de conocer los
pardmetros que influyen en la aceptacion o rechazo del fruto. Los siguientes analisis
fueron desarrollados y comparados con datos de referencia de forma que el fruto sea

evaluado de manera objetiva.
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2.2.1. pH

La determinacion de pH se realizé con un PH700 Benchtop pH Meter segun el método
A.O.A.C 981-12 [69] en cumplimiento con la NTC440 [70] a una temperatura de 14,9 °C
con el fin de conocer el estado de madurez de la fruta, debido a que el contenido total de

iridoides disminuye en un 90% durante el proceso de maduracion [16].

Esta variable es de vital importancia como un indicador de la calidad, uniformidad y
seguridad alimentaria de la fruta ademas de que es necesario que la fruta cuente con

valores bajos de pH debido a que afecta la eficiencia de extraccién [37].

Primeramente, el electrodo empleado fue sumergido en una solucién buffer de KCl para
la calibracion del instrumento, después se tomaron frascos de 100 mL con jugo de jagua
homogeneizado proveniente de 3 frutos diferentes de la misma y se sumergio el
electrodo en cada extracto registrando el pH. El analisis se realizé por duplicado y fue

corroborado con un rollo de papel indicador de pH universal.

Tabla 8.
Valores de pH de extractos de pulpa.
# Fruto lra réplica 2da réplica
1 4,87 4,81
2 4,85 4,89
3 4,82 4,81

Nota. Esta tabla muestra los resultados del analisis de pH
para 3 frutos de Jagua para evaluar su viabilidad en el

proceso de extraccion de genipina.

Los anteriores resultados se encuentran en una escala 4cida sefialando valores menores
a 7 para el extracto de pulpa de la jagua. Al constatar cada medicion con una cinta de
pH se obtuvieron valores entre 3 y 5 confirmando el grado de acidez de la fruta
promoviendo el desarrollo de pigmento azul tanto en el endocarpio como en el

mesocarpio facilmente visible.
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Los valores &cidos indican cambios quimicos y fisicos relativamente bajos en la
maduracion de la fruta por lo que es posible que en el proceso de conservacion la fruta

aun no fermenta en su interior aztcares reductores y no reductores.

Neri Numa [41] y Bentes [71] obtienen resultados similares para la jagua inmadura y Silva

[6] muestra valores semejantes para el tratamiento en refrigeracion.

2.2.2. Densidad

En un principio, se emplearon 3 frutos distintos y se midié cada masa con ayuda de una
Bascula Electronica Digital Gramera 40 kg. Debido al tamafio de particula de cada jagua
se depositaron en un vaso de precipitados de 600 mL con 300 mL de agua en lugar de
una probeta. La densidad real de las jaguas se determin6 segun el coeficiente del peso
individual y el volumen desplazado al sumergir cada una de ellas segun la siguiente

formula:

mfruta

Pfruta = Ec(1)

Vdesplazado - Vinicial

Donde my,,;, corresponde a la masa de jagua colocada en el recipiente; Vgespiazado Y
Viniciar iNdican el volumen de agua movilizado e inicial en reposo al colocar la fruta en el

vaso de precipitados respectivamente.

De igual forma se cuantificé la densidad del jugo de fruta después de licuar vy filtrar el
zumo de cada jagua empleando un picnédmetro de 25 mL y realizando el pesaje del
mismo en una balanza analitica VIBRA HT (Max /d: 202/0.00019g) seguido del registro de

Sus pesos con la adicion de cada extracto empleando la consecuente ecuacion:

_ Myicnémetro+jugo — Mpicnémetro
pjugo - V.

picnémetro

Ec(2)
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Donde pj,,, sefiala a densidad del jugo de Jagua en g/ml, g/cm?3, kg/m?3, etc;
Mpicnometro+jugo Y Mpicnometro iNican el peso del picnémetro con el extracto de Jagua y

vacio respectivamente; Y Vyicnsmetro COrresponde al volumen del instrumento.

Este examen se realiza para analizar el tamafio de los frutos y ser comparado con su

estado de maduracion.

Tabla 9.

Densidad del fruto entero de la Jagua y su jugo.

Fruto
# Masa inicial Volumen inicial Volumen Densidad
(9) (mL) desplazado (g/mL)
(mL)
1 162 300 500 0,8100
2 146 300 470 0,8588
3 112 300 460 0,7000
Jugo
Volumen picnémetro (mL) 25
# Masa Masa Masa jugo (g) Densidad
picnémetro | picnémetro+jugo
(g/mL)
(9) (9)
1 21,5064 45,3260 23,8196 0,9528
2 21,5064 45,2974 23,7910 0,9516
3 21,5064 45,2128 23,7064 0,9483

Nota. Esta tabla muestra la densidad de la jagua y jugo de pulpa por medio de métodos fisicos

gravimeétricos.
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La densidad se determiné segun la Tabla 9 como un andlisis adicional con el propésito
de categorizar e identificar este tipo de fruto poco utilizado para el procesado de

alimentos o para futuros analisis en la industria.

Ademas, esta indagacion permite confirmar la cantidad de fruta a emplear en el proyecto
y asimismo brindar informacion acerca de la manipulacion, preparacion, almacenamiento

y/o transporte de futuras muestras.

El andlisis de la densidad se realiz6 a temperatura ambiente para el jugo después de
filtracion segun la metodologia de Atares [72] y para la fruta entera segin Moscoso y

Ochoa a partir del principio de Arquimedes [73] obteniendo los siguientes resultados:

Los resultados de la densidad para los tres frutos enteros difieren con el dato presentado
por Nathia-Neves [2], posiblemente por la variabilidad de las bayas empleadas para

ambos estudios por la diferencia de tamafio de los mismos.

2.2.3. Acidez tituleable

Se desarrollé segun la A.O.A.C 942-15 [74] efectuando un andlisis de acidez mediante
una valoracion a partir de una titulacion con una base fuerte empleando como factor

apropiado 0,070 para acido citrico mono hidrato

En un comienzo, se cortd la fruta en trozos pequefios hasta obtener el jugo de la fruta; al
ser catalogada como una solucion ligeramente coloreada se diluye en un vaso de
precipitado con 100 mL de la muestra en 250 mL de agua neutralizada, ademas de 5
gotas de fenolftaleina como indicador. Posteriormente, en la bureta se afladen 20 mL de
alcali al 0,1M, los cuales permitiran conseguir neutralizar la muestra. Se empieza a titular
hasta que se genere una coloracion rosada por 30 segundos y se registran los mL de

base gastados durante el proceso de neutralizaciéon de la muestra.
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) ml de NaOH = N(NaOH) * Factor acido citrico
% Acidez = ml de zumo de Jagua *¥100% Ec(3)

En la anterior ecuaciéon ml de NaOH indica el volumen en mililitros de la base fuerte
empleada en la titulacién; N(NaOH) corresponde a la normalidad de la solucién de
hidréxido de sodio usada, Factor acido citrico sefiala un elemento comun de la ecuacion

y ml de zumo de Jagua alude al volumen en mililitros de la muestra a analizar.

Este analisis fue llevado a cabo por un laboratorio externo que notificé una acidez total
de 0,629%, valor similar al alcanzado por Neri-Numa [41].

2.2.4. Sélidos solubles

El andlisis de sdlidos solubles se desarroll6 segun la NTC440 [70] por medio de un
método refractométrico a una temperatura constante para el jugo de 3 frutos diferentes

obteniendo un total de 6 réplicas de manera que el estudio se realizara por duplicado.

Este estudio se realiz6 con un Sper Scientific 300034 Lab Refractometro Digital Brix 0 ~
95 utilizando agua desionizada como blanco y posteriormente se tomaron alicuotas
menores a 5 mL de jugo de jagua homogeneizado realizando la respectiva lectura para

cada muestra presentando bajos valores como se muestra en la Tabla 10.

Varios autores han demostrado que el contenido de sélidos solubles tiende a aumentar
a medida que la fruta alcanza una etapa de desarrollo que la identifican como madura;
segun Neri-Numa este incremento es aproximadamente 4 veces mas en la fruta

madurada que en la fruta verde [41].

A pesar de que los volumenes de cada muestra presentaron valores con un bajo margen
de error es necesario realizar una modificacién a los datos obtenidos, debido a una
significativa diferencia en la temperatura establecida por la técnica colombiana y la
temperatura ambiente en el laboratorio; por lo que, se procede a utilizar una Tabla de
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correccion del porcentaje de soélidos disueltos cuando se trabaja a una condicion

diferente a los 20 °C obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10.
Solidos solubles totales iniciales y modificados por
cambio de temperatura.

Solidos solubles iniciales

Temperatura 14.8°C
# Fruto 1ra réplica (°Brix) 2da réplica(®°Brix)
1 4,1% 3,9%
2 4,2% 4,1%
3 4,2% 4,3%

Solidos solubles corregidos
#Fruto 1ra réplica (°Brix) 2da réplica(®°Brix)

1 3,8016 % 3,6024 %
2 3,9012 % 3,8016 %
3 3,9012 % 4,0008%

Nota. Esta tabla muestra los resultados del andlisis de
sélidos solubles para 3 frutos de jagua para caracterizar y
determinar el estado de maduracion de la materia prima en el
proceso de extraccion.

Estos valores demuestran que conservar los frutos en bajas temperaturas coopera en
inhibir el transcurso de maduracién de las bayas proximas a ser utilizadas en el proceso
de extraccion, por lo que se presenta una baja tasa de sales y azlcares como sacarosa
[75].

Los andlisis realizados difieren de los resultados presentados por Silva [6] a los pocos
dias de almacenamiento y Hamacek [76] debido a que los frutos empleados para su

respectiva caracterizacion se encontraban en temporada de cosecha.

2.2.5. indice de refraccion

El indice de refraccion se estimo con un refractometro de Abbe, para su uso, se ajusto
primeramente el ocular hasta obtener una imagen nitida de la escala ajustada y se coloco
una gota de agua destilada que corresponde como blanco a una lectura de 0% [80];

posteriormente se limpid el lente y se colocd una fraccién del zumo en el mismo hasta
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realizar la lectura en el equipo registrando un valor de 5% °Brix y un indice de refraccion

de 1,34027.

Tabla 11.

Correccion de temperatura (Comité Internacional de Control de Analisis de AzUcar)

Lectura refractométrica.
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

10 0,50 | 0,54 | 0,58 | 0,61 | 0,64 | 0,66 | 0,68 | 0,70 | 0,72 | 0,73 | 0,74 | 0,75 | 0,76 | 0,78 | 0,79
. 11 0,46 | 0,46 | 0,53 | 0,55 | 0,58 | 0,60 | 0,62 | 0,64 | 0,65 | 0,66 | 0,67 | 0,68 | 0,64 | 0,70 | 0,71
E’L.)/ 12 0,42 | 045 | 048 | 0,50 | 0,52 | 0,54 | 0,56 | 0,57 | 0,58 | 0,59 | 0,60 | 0,61 | 0,61 | 0,63 | 0,63
% 13| = 0,37 | 0,40 | 0,42 | 0,44 | 0,46 | 0,48 | 0,49 | 0,50 | 0,51 | 0,52 | 0,53 | 0,54 | 0,54 | 0,55 | 0,55
% 14| & 033]035|037|039|040| 041|042 | 043|044 | 045 | 0,45 | 0,46 | 0,46 | 0,47 | 0,48
g 15 g 0,27 10,29 | 0,31 |0,33|0,34|034|035|036|037|037]|038|0,39]| 0,39 | 0,40 | 0,40
% 16 8 0,22 |1 0,24 | 0,25 | 0,26 | 0,27 | 0,28 | 0,28 | 0,29 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,31 | 0,31 | 0,32 | 0,32
qg)- 17 0,17 | 0,18 | 0,19 | 0,20 | 0,21 | 0,22 | 0,21 | 0,22 | 0,22 | 0,23 | 0,23 | 0,23 | 0,23 | 0,24 | 0,24
2 18 0,12 | 0,13 | 0,13 | 0,24 | 0,14 | 0,24 | 0,11 | 0,45 | 0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16

19 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08

20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota. Esta Tabla muestra
de
https://www.mapa.gob.es/ministerio/pags/biblioteca/hojas/hd_1978_25.pdf. [Acceso: May 04,2021]

temperaturas

la Tabla de ajuste para corregir lecturas refractométricas a diferentes

la

solucion.

Adaptado.

[En

Linea].

Disponible:

Para un andlisis de mayor precisién es necesario realizar la correccion de la medicion

segun la Tabla 11, debido a significativas variaciones por la influencia de la temperatura

en la primera lectura para el indice de refraccion; de acuerdo con lo anterior el analisis

se realiz6 a una temperatura de 14,8°C en el laboratorio, la cual es de caracter sustractivo

por ser inferior a los 20 °C segun la norma.

Tabla 12.

Correccién de °Brix segun la temperatura ambiente.

Lectura refractométrica S
O o~ 14 0,35
s Z
95
T e 8
S E S 14,8 0,302
o 2 &
eNQ
) O
= 15 0,29

Nota. Esta tabla muestra el resultado del valor de correccion a

restar respecto a la lectura refractométrica T= 14,8 °C
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Este tipo de analisis también es necesario desarrollarlo para verificar el estado de
madurez de los frutos citricos, frutas climatéricas y no climatéricas, ademas de algunas
hortalizas como lo es el tomate, debido a que es una de las caracteristicas que se
consideran en todas las normas, obligatorias o aconsejadas, que se han elaborado para
asegurar que de tal forma los frutos satisfagan las exigencias del consumidor respecto a
calidad, siendo un determinante del mayor numero de rechazos en inspeccion v,

fundamentalmente, de las cualidades gustativas de la fruta [77].

Correccion °Brix = 5% — 0,302 = 4,698%

El valor anterior se alcanzo a partir de una interpolacién en la Tabla 12 que confirma los
resultados obtenidos en la cantidad de so6lidos solubles obtenidos con un Refractometro
Brix, reafirmando que mantener los frutos a bajas temperaturas permite inhibir el
transcurso de maduracién de los frutos préximos a ser utilizados en el proceso de

extraccion.

2.3. Analisis bromatol6gico proximal

La evaluacién quimica y nutricional de la jagua cruda se establece para comprender la
composicion de componente y nutrientes presentes en la fruta inmadura. Al ser un
alimento es necesario ser evaluado para la produccion de un producto destinado a

consumo y conocer la funcionalidad del colorante.

Es por ello que, se realizé un estudio bromatoldgico proximal de la jagua conforme a la
humedad, cenizas, grasa bruta, proteina total, fibra cruda y carbohidratos asimilables con
BIOPOLAB S.A.; un laboratorio externo ubicado en la ciudad de Bogota D.C., en el que
se suministraron 500 gramos la muestra cruda a una temperatura de 4 °C almacenados
en una bolsa plastica. Los frutos inmaduros fueron seleccionados sin defectos en las

mejores condiciones de almacenamiento y transporte posibles.
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2.3.1. Humedad

La humedad de la jagua se determiné por medio de un secado gravimétrico a 100 °C
segun la metodologia de la A.O.A.C. 931-04 [78].

A partir del reporte suministrado por el proveedor la humedad contenida en las muestras
de jagua equivale a 73,7 gramos de agua por cada 100 gramos de fruta. Este resultado
es similar a la cuantificacion de agua en la fruta para la zona del endocarpio obtenido por
Nathia-Neves [16]; de igual forma para los frutos verdes de Genipa Americana L segun

Larez [38] y para la baya entera obtenido por Rodriguez [36].

Al mismo tiempo, algunos autores obtuvieron datos mayores al 70%, la Genipa
Americana L. analizada por Porto registré valores de 75% [79], mientras que de Souza

registré una proporcion de agua alrededor de 93,48% [80].

El resultado obtenido en comparacion con otros estudios confirma la fruta en un buen
estado de conservacion y calidad, ya que la cascara de la fruta no es susceptible a

degradacion, por lo que, no es delicado al deterioro microbiano y enziméatico externo.

2.3.2. Cenizas

La determinacion de cenizas se realizd segun la metodologia de la A.O.A.C 923-03
sometiendo muestras de 5 gramos de mesocarpio y endocarpio a combustion a una
temperatura de 500 °C de forma que la materia organica sea oxidada y se obtenga un

residuo inorganico de la muestra durante 3 horas.

Se depositaron las muestras en los crisoles previamente desecados a 100 °C hasta
obtener cenizas entre un color morado y blanco, que se dejaron reposar en la mufla 30
minutos adicionales para analizar la pérdida de peso de los crisoles hasta ser constante.

La prueba se realiz6 por duplicado obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 13.

Resultados de cenizas para muestras de endocarpio y mesocarpio.

Crisol Muestra Peso Peso seco Peso seco final Cenizas (%)
muestra crisol (g) de la muestra (g)
(9
1 Mesocarpio 5,0205 20,2316 20,3908 3,171
2 Endocarpio 5,0358 19,3703 19,5526 3,620
3 Mesocarpio 5,0011 17,8214 17,9676 2,723
4 Endocarpio 5,0934 16,3526 16,5472 3,821

Nota. Esta tabla muestra los resultados del analisis de cenizas para ambas partes de la pulpa de las

bayas sin incluir semillas.

El dato del porcentaje de cenizas obtenido concuerda con los valores anunciados por
Nathia-Neves [16] para el endocarpio mas no se reporta en la bibliografia un valor similar

para la pulpa de la fruta.

De acuerdo con lo anterior, los resultados de la Tabla 13 fueron comparados segun la
metodologia A.O.A.C 940-26 [81] con la entidad externa empleando un analisis
gravimétrico en el que se calcina la muestra a una temperatura menor a los 525 °C de
la fruta entera obteniendo como resultado 1,16 g / 100 g. El valor anterior es idéntico al

publicado por Pérez [82] y al de Pacheco [83].

2.3.3. Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 por el proveedor segun el método Kjeldahl en
consideracion de la A.O.A.C 2001-11 Ed 21:2019 [84], el cual consta de tres pasos:

a. Digestion:

En un primer momento, se introducen de 1 a 5 g de jagua en un tubo de mineralizacion
y se colocan 3 g de catalizador (sulfato de potasio + sulfato de cobre). Después se
adicionan 10 mL de acido sulfurico concentrado y 5 mL de perdxido de hidrogeno.

Posteriormente se eleva la temperatura a 420 °C durante 2 a 3 horas.
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Una vez que la digestion ha finalizado la disolucion adquiere un color verde esmeralda
caracteristico, en esta etapa, el nitrdgeno proteico es transformado en sulfato de amonio

por accién del &cido sulfarico en caliente que se deja enfriar [81].

b. Destilacion:

Después de la digestion se adicionan al tubo de digestion 50 mL de agua destilada en el
soporte del destilador y se adiciona una cantidad suficiente de hidroxido de sodio (50%).
El amoniaco liberado es arrastrado por el vapor de agua inyectado en el contenido del
tubo durante la destilacion, y se recoge sobre una disolucion de acido bérico (al 4 % p/v),

alli la muestra a obtener se espera que sea de 40 mL aproximadamente [81].

C. Titulacion:

Por ultimo, para cuantificar la cantidad de nitrdgeno amoniacal se realiza una volumetria
acido-base del ion borato formato titulando con &cido clorhidrico o sulftrico 0,1 N usando
como indicador azul de metileno o fenolftaleina. Se registra el gasto concerniente a los

equivalentes al amoniaco destilados [81].

Por medio de las siguientes ecuaciones 4 y 5 se estima el porcentaje de proteinas del

fruto de la Genipa americana L.

(Gasto de HCI) x (Normalidad de Acido Clorhidrico) x (Factor del Nitrégeno)
Peso de muestra seca

%Nitrogeno =

Ec(4)

%Proteina = %N x Factor de Proteina(6,25) Ec(5)
C

En la ecuacién 4 %Nitrogeno sefiala el porcentaje de este compuesto en las muestras
a analizar, Gasto de HCI indica el volumen del acido fuerte , Factor del Nitrégeno sefala
un elemento comun de la ecuacién y Peso de muestra seca corresponde a la masa de

jagua destinada a su analisis.
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Por otra parte, %Proteina sefiala el porcentaje de estas biomoléculas en la fruta, %N
corresponde al porcentaje de nitrégeno de la formula anterior y Factor de Proteina es un

valor adimensional.

El método empleado por BIOPOLAB S.A. cuantificé 2,18 gramos de proteina por cada
100 gramos de pulpa de fruta, el cual es un dato muy cercano segun el estudio de Nathia-

Neves [16] para el endocarpio de la fruta.

El andlisis de esta propiedad es de vital importancia debido a que define la capacidad de
la genipina para producir una sustitucion biomolecular de un grupo éster con estas

biomoléculas para dar origen a pigmentos azules.

Nathia-Neves en otros estudios reportd para la fruta entera un total de 6,9 + 0.2%[2], en
su lugar, Pérez determiné una cantidad de 5,2 gramos de proteina por cada 100 gramos
de Genipa Americana L. [82]. Los anteriores estudios fueron contrastados con un valor
de 0,67% de Porto [79], 0,5% de Pacheco [83] y 0,21% de Souza [80] notificando de
esta forma que, los resultados reportados por varios autores son diversos para esta
propiedad y no son similares entre ellos, posiblemente por el estado de madurez de los

frutos o sus condiciones de almacenamiento.

2.3.4. Grasa bruta

El estudio del extracto etéreo fue llevado a cabo por Biopolab S.A. a partir de la técnica
empleada por la A.O.A.C 920-39 [85].

El método consiste en pesar 1 g de jagua seca y colocarla en un extractor Soxhlet
empleando éter de petréleo como solvente para remover la grasa durante 2 horas a una
temperatura de 80 °C, posteriormente la muestra es desecada por el mismo tiempo para
promover la evaporacién del solvente y se determina la cantidad de grasa segun la

siguiente ecuacion:
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Py

% Grasa total = ( 2 )x 100 Ec(6)
Donde P1 es el peso del recipiente con el extracto etéreo o residuo de grasa de la
muestra, P2 el peso del vaso vacio y P el peso de la muestra empleada. El valor de grasa

obtenida corresponde a 0,431% en el 100% de la materia seca.

El anterior valor coincide con el resultado alcanzado por Pérez [82] y de Souza [80]
presentando valores de 0,3 g/100 g y 0,34% p/p respectivamente, por otra parte Bentes

[71] cuantifico en el mesocarpio de la fruta 0,29% p/p y en el endocarpio 0,54% p/p.

Este resultado identifica a la fruta como una baja fuente de lipidos y acidos grasos.

2.3.5. Fibra cruda

El andlisis de fibra fue suministrado por la empresa Biopolab S. A. por medio de la técnica
de fibra filtrada por ceramica segun el método A.O.A.C. 962-09 [86] reportando un
contenido de 4,62 g por 100 gramos de fruta empleada, un minimo valor que no es

digerible por el cuerpo humano.

El método consiste en calcinar de 2 a 3 gramos del residuo secado de la prueba de grasa
anterior sometiendo la fruta a una hidrdlisis acida con H2SOa4 para extraer azlucares y
almidon, seguido de una hidrdlisis alcalina para eliminar proteinas, hemicelulosa y lignina
con NaOH. El total de fibra se cuantifica por diferencia de peso de los crisoles después

de lavar las muestras en HCl y éter de petréleo [87].

Esta propiedad no es considerada en andlisis de composiciones para la fruta en datos
bibliograficos de otros autores, en su lugar se presentan estudios de la fibra dietaria, por
lo que, posee baja trascendencia en la alimentacion humana y no ofrece una informacion
completa del contenido de fibra total, sin embargo, a mayor cantidad de fibra presente

en las bayas aumenta la complejidad del proceso de extraccion [43].
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2.3.6. Carbohidratos

El andlisis de carbohidratos fue suministrado por la empresa Biopolab S. A. realizado por
medio de un célculo con el método AOAC 986.25 [88].

El contenido de carbohidratos es posible obtenerse a partir de diferencia de pesos o de

porcentaje por medio de la ecuacion 7:
%CHO = 100 — (Y%Humedad + %Grasa + %Cenizas(0,) + %Proteinas) Ec(7)

Los términos de la anterior ecuacion corresponden a los resultados de las otras

propiedades previamente determinadas.

De acuerdo con los resultados de humedad (73,7%), grasa (0,431%), cenizas (1,16%) y
proteinas (2,18%) otorgados por el laboratorio se obtuvo un total de 22,529 % p/p que

representan los gramos de hidratos de carbono por 100 gramos de fruta.

El anterior valor es semejante al reportado por Porto [79], sin embargo, esta propiedad

depende de los resultados de las demas variables segun el tipo de jagua.

2.3.7. Aporte calorico

El andlisis de valor energético se realizé por medio de la siguiente ecuacién segun el
Factor Atwater [76].

9 kcal

4 kcal) Ec(8)

4 kcal i
VE = g Carbohidratos ( )x g Proteinas (

) x g Lipidos (

En la formula anterior VE es la cuantificacion del valor energético de la Jagua,
g Carbohidratos, g Lipidos y g Proteinas indican la masa en gramos de estas

biomoléculas en la fruta de acuerdo a su factor de conversion.
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Segun el anterior resultado de carbohidratos (22,529 g), grasa bruta (0,431 g) y proteinas
(2,18 g) el dato obtenido por el proveedor para esta propiedad es de 102,999 kcal/100 g,
este valor es semejante al del estudio de Pérez [82] y Tenesaca [39] que sefiala la jagua

como un alimento de alto aporte a la nutricion humana y animal.

A continuacion, se presentan en la Tabla 14 los resultados obtenidos para el examen

organoléptico, el estudio fisicoquimico y el andlisis bromatolégico proximal:
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Tabla 14 .

Resumen del estudio sensorial, fisicoquimico y bromatoldgico de la Jagua.

PROPIEDADES DEL FRUTO INMADURO DE LA GENIPA AMERICANA L.

PARAMETRO METODO NORMA PARTE DEL RESULTADO UNIDADES
FRUTO
ANALISIS ORGANOLEPTICO CUALITATIVO.
Color Fisico Mesocarpio 30% Blanco -
20% AV -
20% Amarillo -
20% Azul -
10% AzV -
Endocarpio 50% AN -
20% Azul -
10% Amarillo -
10% Verde -
10 % AV -
Epicarpio 90% RV -
10% Verde -
Olor Fisico Mesocarpio Fuerte -
NTP ISO 5492 Epicarpio Débil -
Sabor Fisico del 2008 Mesocarpio 40% Umami -
50% Acido -
50% Amargo -
Textura Fisico Epicarpio 100% Dura -
10% Blanda -
20% Fibrosa -
40% Crujiente -
90% Aspera -
60% Lisa -
30% Arenosa -
ANALISIS FISICOQUIMICO.
pH Quimico A.O0.A.C 981-12 Zumo de fruta 4,84+0,03 -
Densidad Fisico - Zumo de fruta 0,95+2,35E-3 g/mL
Fruto entero 0,79+0,08 g/mL
Acidez tituleable | Quimico A.O0.A.C 942-15 Zumo de fruta 0,63+0,00 %
Solidos solubles | Quimico NTC440 Zumo de fruta 3,83+0,14 °Brix
indice de Fisico - Zumo de fruta 1,34+0,00 -
refraccién
ANALISIS BROMATOLOGICO PROXIMAL.
Humedad Quimico | A.0.A.C. 931-04 Fruto entero 73,7+0,00 %
Cenizas Quimico | A.0O.A.C. 923-03 Mesocarpio 2,95+0,32 %
Endocarpio 3,72+0,14 %
A.O.A.C. 940-26 Fruto entero 1,16+0,00 %
Proteinas Quimico A.O.A.C 2001- Fruto entero 2,18+0,00 %
11 Ed 21:2019
Grasa bruta Quimico A.O0.A.C 920-39 Fruto entero 0,43+0,00 %
Fibra cruda Quimico | A.0.A.C. 962-09 Fruto entero 4,62+0,00 %
Carbohidratos Célculo A.O.A.C 986-25 Fruto entero 22,53+0,00 %
aritmético
Aporte caldrico Célculo Factor Atwater Fruto entero 103,00+0,00 %
aritmético

AV=Amarillo verdoso; AzV=Azul violaceo; AN=Amarillo-naranja; RV=Rojo violaceo
Nota. Esta tabla muestra la sintesis de los resultados para las propiedades de las Jagua inmadura.
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3.

PROCESO DE EXTRACCION

Con el fin de separar la aglicona conocida como genipina de la materia prima utilizada a

continuacion se expone en la Figura 16 la metodologia empleada desde la preparacion

de los frutos y la extraccion Soxhlet a escala laboratorio hasta abordar técnicas teoricas

gue permitan la identificacion y purificacion del secoiridoide.

Figura 16.

Diagrama de bloques del proceso de extraccion, identificacion y purificacion de genipina.

Proceso de extraccion

Acondicionamiento
materia prima

Fruto Genipa americana L.

T=20°C
t=1h

Mediciones
Lyd
Calibrador digital

Lavado y
Gotas de NaClO desinfectado

[ Pesado (Balanza Gramera) ]

w

Semillas

Epicarpio

Deshidratacion por lotes
T=50°C
1=6 horas

-Endocarpio (Color blanco a azul)
-Mesocarpio( Tonalidad celeste a un
azul oscuro)

[

Condicones de
operacion

Molienda
=6 horas

3 Extracciones
Soxhlet
T=80"C

t=2.5 horas
1 Ciclo con minima
de etanol sifonado

Etanol
V=90 mL

pH (pHmetro)
Solidos solubles
isi ——
Andlisis de extractos (Refractometra)
‘—| Densidad(Picnémetro)

|

Rendimiento de

extraccion
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\J
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Concentracion de
genipina por secado
en mufla

Caoncentracion de
genipina por filtracién

Espectrofotometros
o
espectrocolorimetros;

al vacio

|

Metodologia de
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Cromatografo
HPLC

Nota. La figura representa el paso a paso del proceso de extraccion, identificacion y purificacion de

genipina.
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3.1. Impacto social, econémico y ambiental del uso de la Jagua como materia

prima

Respecto a los efectos sociales, econémicos y ambientales de la recoleccion y
posteriores tratamientos del fruto Genipa americana L., se estima que el desarrollo de
este proyecto y similares, involucra el trabajo con comunidades afrodescendientes,
indigenas y campesinas en diferentes zonas y ecosistemas del pais, promoviendo y
apoyando el desarrollo de procesos de organizacion empresarial y formalizacién de la
actividad productiva a causa de la gran cantidad de los frutos que no son aprovechados

y se presentan pérdidas materiales y econdémicas del mismo.

En relacion a la comercializacién local del fruto inicialmente se recibe el pedido y se
decide el lugar de compra de la jagua de acuerdo al inventario de arboles productores
de Genipa americana L. , posteriormente los cosechadores recolectan el fruto en los
arboles silvestres y se costea a las familias poseedoras de los arboles. Posteriormente,

es transportado hasta la ciudad mas cercanay alli son despachados al comprador.

Para llevar a cabo este asunto se hace necesaria la intervencién de la Fundacion Espaveé,
Consejo Comunitario Mayor de la Asociacion Campesina Integral del Atrato (Cocomacia)
y la jurisdiccién de Codechocd, debido a que, dentro del desarrollo de esta cadena de
suministro se debe llevar a cabo el cumplimiento de la normatividad laboral en una zona

aislada y con altos costos de transporte [89].

Ambientalmente se desarrollan practicas de aprovechamiento, procesos sociales y
organizativos sostenibles con el cumplimiento de los principios y criterios del Biocomercio
en aspectos tales como conservacion y uso sostenible de la biodiversidad, distribucién
justa y equitativa de beneficios, cumplimiento normativo y responsabilidad social y
ambiental [89].
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3.2. Acondicionamiento de la materia prima

Los frutos se mantuvieron a temperatura ambiente aproximadamente por una hora
después del enfriamiento, se lavaron y se reposaron en agua con unas pocas gotas de
hipoclorito sédico. La fruta es secada con toallas de cocina para eliminar cualquier tipo
de contaminacion por suciedad, polvo, tierra o partes de insectos [90]. Cada jagua fue
rotulada y pesada con y sin cascara en una bascula electrénica digital gramera 40 kg.
previamente con ayuda de un calibrador digital electronico de 0-150 mm 6" PRD se

determinaron las dimensiones de longitud y diametro.

Cada fruto se descortez6 con un cuchillo metalico, se retiraron las semillas y se cortaron
en trozos de maximo 3 cm. Las partes de la jagua se deshidrataron en un horno de estufa

a una temperatura de 50 °C por un tiempo de 6 horas hasta sequedad.
Los ingresos de pulpa se cuantificaron segun la ecuacion de Hamaceck [76].

El proceso de deshidratacién se simul6é en condiciones de secado constante por lotes,
por lo que se modifico la siguiente ecuacion de Geankoplis para determinar el porcentaje
de humedad [91].

¥ - W — W, kg total H,0 Ec(9)
=

W; kg sélido seco

Donde W es la masa total del sélido humedo o sélido seco mas humedad, Ws es la masa
de solido seco en determinado tiempo t en horas, y X: es la relacién entre la masa del

agua y la masa del sélido seco a ese tiempo.
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Wy, — W
——x100
w,

La determinacion de humedad se evaluo, por lo tanto, segun la ecuacion anterior donde
Wh es la masa del solido humedo y Ws es peso de la jagua seca en determinado tiempo

t de secado evidenciando los resultados de la Tabla 15.

Los frutos evidenciaron un cambio repentino en el color de la pulpa y endocarpio a
medida que se mantenian dentro del horno, inicialmente el color blanco amarillento del
endocarpio torné rapidamente de blanco a azul en la primera hora lo que reafirma la
reaccion catalizada por temperatura de la formacion, mientras que el mesocarpio cambio

de una tonalidad celeste a un azul con una tonalidad oscura similar al café.

Tabla 15.

Resultados obtenidos para el analisis de humedad y dimensiones promedio de la jagua

Ne Masa () Humedad | Diametro | Largo
(%) (mm) (mm)
Total | Ingresos | Cascara | %Cascara | Total | Agua
inicial | pulpa final | pérdida
1 180 124 56 31 34 146 81 66,4 81,83
2 172 126 46 27 30 142 83 62,92 83,48
3 168 110 58 35 32 136 81 63,45 79,31
4 176 114 62 35 32 144 82 64,93 80,68
5 192 122 70 36 34 158 82 65,57 84,44
X 1776 | 119,2 58,4 32,8 32,4 | 14572 81,8 64,65 81,95

Nota. Esta tabla muestra las masas antes y después del proceso de secado y medidas del fruto de jagua
(Genipa americana L.).

Los anteriores resultados son equivalentes a los reportados por Hamaceck [76] y Bentes

[92] para el endocarpio y mesocarpio de la fruta verde en estado inmaduro.




3.3. Eleccion del disolvente

En el sistema de extraccion se realizo la preparacion del solvente, el liquido fue escogido
segun la polaridad del analito de interés, y al ser un compuesto que interviene en
productos destinados para alimentos la eleccién fue determinada asegurando la calidad,
inocuidad y seguridad de consumo.

En relacion con lo anterior, se postularon los siguientes solventes reconocidos como
seguros GRAS segun la FDA [93]: El éter de petrdleo fue sugerido para la extraccion de
genipina debido a su bajo punto de ebullicién que disminuiria el efecto degradativo de la
genipina y su polimerizacion con las proteinas de la fruta; acetato de etilo por su uso en
la produccion de tintas y como saborizante y por ultimo, alcoholes como el etanol,

metanol, y acetona para realizar la extraccion.

Es necesario el estudio de los solventes enunciados anteriormente, puesto que, la
relacion de muestra y liquido afecta proporcionalmente al rendimiento de extraccion [37].
El éter de petréleo fue excluido del proceso de extraccion debido a que es empleado
para la cuantificacién de grasa de las muestras, por lo que la concentracién del analito

posiblemente sea menor.

Por otra parte, el acetato de etilo fue descartado por ocasionar dafios a largo plazo en el
higado vy rifiones del cuerpo humano [94] a la vez que, junto con la acetona fueron
excluidos por ser sustancias quimicas controladas para la produccion de estupefacientes

en el pais [95].

Finalmente, el etanol al 99% fue seleccionado por ser una sustancia regulada por la FDA
como ingrediente alimentario en forma de aditivo [96], ademas de ser empleado en otro
tipo de extracciones no convencionales por medio de liquido presurizado PLE y altas
presiones HHP [43].
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Este compuesto es reconocido generalmente como seguro, lo que confiere al extracto
final una mayor pureza y menor toxicidad [16], asimismo no se consideran en la literatura

cambios significativos en la eficiencia de extraccion con otros disolventes [82].

3.4. Condiciones de operacion

Una vez retirados del horno los frutos en rodajas, se procede a la molienda de la muestra
seca del fruto Genipa americana L. con un mortero machacador de madera, hasta
obtener granulos de pequefos y diferentes tamafos de particula, al caracterizarse a
manera de una baya compacta y resistente como se determind en el capitulo anterior,

este proceso requirid mas de 6 horas para macerar en totalidad las muestras.

Se empled este tipo de molienda manual por recomendaciéon de otros autores que han
triturado la pulpa y semilla de la Jagua usando una licuadora industrial y que han
empleado extracciones de percolacion e inundacion, alli resaltan que, es importante
considerar un menor tamafio de particula para mejorar la transferencia de los pigmentos
contenidos en la matriz vegetal a la fase liquida (solvente) teniendo en cuenta: La difusion
del solvente en la matriz sélida, la difusion y conveccion de solutos al medio; y la

transferencia de masa de la interfase a la corriente de solvente [97], [98]

Cabe resaltar que, debido a factores externos que se presentaron e impidieron mejorar
la obtencién de la muestra seca con mejores tamafios de particula, entre ellos la
contingencia sanitaria ocasionada por el COVID-19, la cual no permitié que al momento
de realizar este proceso fuera posible utilizar un molino triturador de alimentos que

facilitara la trituracion de la jagua seca.

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo en los laboratorios de la Universidad de
Ameérica ubicados en la ciudad de Bogota D.C. en el mes de marzo a una temperatura y

presion ambiente.

Las relaciones S/F se determinaron variando la masa de las bayas y manteniendo

constante el volumen de solvente. Cabe resaltar que, la relacion disolvente-sélido es una
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variable directamente proporcional que afecta la recuperacion de genipina [41], por lo
gue, se realizaron 3 extracciones por duplicado con el menor tamafio de particula posible

para mejorar el &rea de contacto entre el sélido y el alcohol.

En primer lugar, se pesaron 30 g, 60 g y 90 g de muestra homogenizada con una
precision de £1 mg en un cartucho de extraccion fabricado con papel filtro formando un
cuadrado de aproximadamente un 12,5 cm de lado como se muestra en la Tabla 16.
Cada muestra se cerré y plegé hasta quedar completamente empacada formando un

pequefio cartucho.

En relacion con lo anterior, se emple6 una balanza analitica VIBRA HT (Max/d
220/0,0001 g) para determinar las cantidades de muestra en cada extraccion como se
muestra a continuacion:

Tabla 16.

Peso de muestras para las tres extracciones

por duplicado.

Volumen de Cantidad de muestra
Ne etanol Genipa americana L.
(mL) (9)
1 90 30,13
2 90 30,00
3 90 60,17
4 90 60,11
5 90 90,10
6 90 90,14

Nota. Esta tabla muestra la relacién de cantidad de
solvente (Etanol 99%) y muestra de Genipa americana

L utilizados en cada proceso.

Se propuso de esta forma un método convencional solido-liquido simple y de facil

operacion a partir del montaje Soxhlet como se muestra en la Figura 17 Las extracciones
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se llevaron a cabo a partir de diferentes proporciones de jagua:solvente a una

temperatura constante de 80°C para evitar la degradacion del iridoide.

Cada uno de los montajes se manej6 con un flujo de agua constante para evitar
variaciones en el porcentaje de extraccion del compuesto vegetal. El tiempo de
extraccion fue de 2,5 horas empleando 1 ciclo con una minima de etanol sifonado. El
equipo fue recubierto con papel plastico industrial oscuro en el dedal de vidrio donde se
aloja la pulpa de jagua para evitar el contacto de la luz ya que es un agente que permite
la aceleracion de la reaccion de la genipina con otras sustancias [1].

Figura 17.

Equipo de extraccion Soxhlet
para obtencion de extracto rico
en genipina.

Nota. La figura representa el montaje
Soxhlet con muestra del fruto Genipa
americana L.
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3.5. Descripcion del proceso de extraccion

En un principio, se monta la parte inferior del equipo con apoyo de un soporte universal.
A continuacion, se coloca en la plancha de calentamiento un balon de 250 mL con el
volumen correspondiente de etanol puro previamente medido con una probeta
esterilizada de 250 mL, es importante que el equipo transmisor de calor sea de f4cil

remocion para efectuar el enfriamiento lo mas rapido posible.

El equipo Soxhlet se construye con la implementacion de la cAmara de dedal de vidrio
donde se coloca la muestra situando en su extremo superior un condensador de bolas;
la unién de cada una de las partes del extractor se engraso con vaselina liquida blanca
para inhibir la entrada de aire, el escape del solvente evaporado y asegurar una condicién

de vacio para acelerar la condensacion del etanol.

Posteriormente, se vierte en el matraz de 250 mL la cantidad propuesta de disolvente
descrita en la Tabla 16, este volumen de etanol al 99% se formula de manera que, en el
proceso de extraccion no se recircule considerable cantidad del liquido para no provocar
la degradacion térmica de la aglicona de interés. El baldn se ajusta a la parte inferior del

Soxhlet y se da comienzo al calentamiento del solvente.

Figura 18.

Sifonado del etanol 99%

Nota. La figura representa el
proceso de extraccidn sifonado con

el disolvente Etanol 99%.
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Durante el proceso es posible observar como se ejecuta un efecto sifon al condensar el
etanol en el dedal de vidrio a medida que tiende a alcanza el punto de ebullicion como
se muestra en la Figura 18. Una vez completo el montaje de extraccion se regula el
caudal de flujo del agua y para garantizar el proceso isotérmico se rodea con papel
aluminio el bulbo de un termoémetro de alcohol rojo situandose en contacto con la plancha

de calentamiento realizando su lectura en intervalos de tiempo de 15 minutos.

Por consiguiente, la temperatura se regula alternando la posicién de la plancha de
calentamiento hasta alcanzar la temperatura de ebullicion del alcohol; el solvente en
estado gaseoso entra en contacto con el refrigerante condensandose lentamente y
desciende en el compartimiento donde se encuentra el cartucho con la muestra de

Genipa americana L.

El procedimiento toma aproximadamente de 3 a 4 horas en total, ya que solo se requiere
un ciclo de extraccion, posteriormente culminado el proceso se retira la plancha de

calentamiento cuando existe una minima cantidad de etanol en el matraz y deja de ebullir.

Se desmontan las partes del Soxhlet en frio y se extrae el cartucho humedecido, en
seguida se procede a envasar en frascos de 105 mL preliminarmente rotulados y
esterilizados la solucion resultante de la parte central. Los recipientes son protegidos de
la luz con papel osmético y son sellados al vacio evitando el contacto con el oxigeno

atmosférico.

Finalmente, se realiz6 un prensado para cada papel filtro que contenia en su interior la
pulpa de jagua para obtener mayor cantidad de extracto rico en genipina reforzando el

contacto solido- liquido entre las fases con un exprimidor de prensa metalico.

3.6. Caracterizacion fisicoquimica de los extractos alcohélicos

Para el analisis de los extractos se presentan los datos para cada una de las extracciones
a partir del calculo de propiedades tales como pH, sdlidos solubles y densidad a

temperatura ambiente como se muestra a continuacion:
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Tabla 17.
Resultados del analisis de los extractos resultantes del proceso de extraccion.

Cantidad de
Volumen de _ _ Temperatura
muestra Genipa Brix p )
N° solvente _ pH ambiente
americana L. % (g/mL) .
(mL) O
(@)
1 90 30,13 6,24 | 22,69 0,83 15,1
2 90 30,00 6,23 | 22,99 0,84 16,8
3 90 60,17 6,23 | 23,71 0,86 15,3
4 90 60,11 6,06 | 23,75 0,88 15,0
5 90 90,16 599 | 23,14 0,89 14,9
6 90 90,14 5,86 | 23,14 0,89 15,5
X 6,10 | 23,24 0,87 154

Nota. Esta tabla muestra la caracterizacion de la solucion rica en genipina a partir de la medicion de
sus propiedades fisicoquimicas después de la extraccién. Los datos obtenidos para Brix% son

corregidos segun la lectura de la temperatura ambiente para cada muestra

3.6.1. pH.

La determinacion de pH se realizé con un PH700 Benchtop pH Meter segun el método
A.O.A.C 981-12 [69] en cumplimiento con la NTC440 a una temperatura ambiente segun
el registro del equipo.

En un comienzo, el electrodo es colocado en una solucion buffer de KCI para la
calibracion del instrumento, después se tomaron los recipientes de 105 mL y se sumergio
el electrodo en cada extracto registrando el pH.

Referente a esta propiedad se mantuvo constante acido-neutro con valores oscilantes
para su escala entre 5y 7 para cada extraccion y su duplicado, indicando baja actividad

enzimatica que impiden el desarrollo de microorganismos [75].

Segun los datos obtenidos es posible apreciar un efecto significativo de la cuantia de
masa de jagua empleada sobre el valor del pH para la solucion de manera inversamente

proporcional, de manera que, al considerar un pH neutro para el solvente [99], los acidos
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organicos presentes en la fruta acidifican el medio acuoso obteniendo valores acidos

segun la escala.

Para las extracciones de 30 g y 60 g no se identifica un cambio considerable en estos
valores, aunque al obtener una relacion 1:1 de fruta: solvente el medio se acidifica en

mayor proporcion.

El analisis se realiz6 por duplicado y fue corroborado con un rollo de papel indicador de
pH universal en el que se observaron colores que denotaban un color entre 5y 7, sin
embargo, esta medicién posee un mayor margen de error impidiendo su fiabilidad debido
a que las soluciones se encontraban coloreadas, aunque confirman los valores del primer

instrumento.

3.6.2. Soélidos solubles

El estudio se desarroll6 seguin la NTC440 [70] a partir de un método refractométrico a
una temperatura constante para cada extracto por duplicado. Se empled un Sper
Scientific 300034 Lab Refractémetro Digital Brix 0 ~ 95 manejando agua desionizada
como blanco y en consecuencia se tomaron alicuotas menores a 5 mL realizando la

respectiva lectura para cada uno.

Cada valor proyectado por el equipo en comparacion con los demas posee un bajo
margen de error. Sin embargo, es conveniente efectuar un cambio a los datos obtenidos,
puesto que la lectura correcta es establecida a 20 °C por la norma técnica colombiana

como se abordé en el capitulo 1.

En relacion con lo anterior, se procede a utilizar la Tabla de correccion segun la
metodologia del capitulo anterior para modificar el porcentaje de sélidos disueltos cuando
se trabaja a una condicion diferente a los 20 °C obteniendo los resultados que se

muestran en la Tabla 17.
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Los valores presentados por el equipo denotan que existen una relacion directamente
proporcional con la cantidad de fruta empleada por extraccion y los solidos solubles
presentes en cada extracto, lo que indica una alta concentracion de azucares como

sacarosa a medida que aumenta la masa de Genipa americana L. en la extraccion.

3.6.3. Densidad

Para cada uno de los extractos se determiné la relacion masa: volumen por un método
gravimétrico [72] empleando un picnémetro de 25 mL. Asi se cuantifica la masa del
instrumento en seco y se coloca la muestra en el cuerpo del mismo hasta que una parte

de la solucion rebose el capilar del tapon.

Esta propiedad extensiva expresa un comportamiento lineal y directamente proporcional
a la masa de jagua empleada para cada extraccion por lo que, su valor tiende a
incrementar conforme aumenta la cantidad de fruta en la solucion posiblemente por la

presencia de sélidos y compuestos organicos insolubles.

3.7. Metodologia de purificacion e identificacion de genipina

3.7.1. Espectrofotometria UV

En primer lugar, es necesario considerar que la genipina posee un espectro de maxima
absorcion entre los 240 nm [41][40], 241 nm [37] y/o 243 nm [36]. Por consiguiente, es
perceptible en un rango ultravioleta que abarca longitudes de onda entre 100 y 400 nm.

Las condiciones se fijan a una temperatura y presion ambiente de manera constante.

Para la lectura e identificacion del metabolito de interés se realiza una solucién stock o
patron del mismo segun la metodologia de Alvarez empleando diferentes diluciones de
genipina pura en metanol por duplicado. [45] No obstante, la curva puede ajustarse a
otro tipo de mezcla compuesta de agua ultra pura, etanol y cloroformo en la que el analito
sea soluble realizando el experimento con varias réplicas, de manera que, el dato mas

preciso sea un promedio de otros datos de calibracién [36].
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Es posible usar espectrofotbmetros o espectrocolorimetros que se ajusten a barridos con
pasos preferiblemente de 2 nm entre un rango especifico en el rango de luz ultravioleta.
Alli se ilustra el comportamiento de la concentracion de genipina determinando la
absorbancia a diferentes longitudes de onda para obtener el espectro de absorcion
adecuado; una vez determinado el rango de luz se identifica el pico de aquella longitud

de onda en la cual la absorbancia es maxima [100].

La pureza del compuesto vegetal se determina por alta intensidad de sefial de genipina

y baja sefial de otros compuestos [37].

Por consiguiente, para cada extracto se utiliza la disolucion que contiene el analito de
identificacion y es colocado como blanco para la lectura espectrofotométrica. A
continuacion, se retira reemplazandolo por la muestra del extracto previamente diluida si
los valores de absorbancia son mayores a 2; la celda se tapa para evitar la evaporacion

del solvente y se analiza el comportamiento de la absorbancia vs longitud de onda.

3.7.2. Cromatografia HPLC

Previamente se recomienda desgasificar y purificar los solventes usados como fase movil

debido a la sensibilidad del compuesto de interés.

La purificacion de genipina y separacion de compuestos se realiza a presion constante
en una columna T3 Atlantis® (150 mm x 6 mm, 5 ym) o en una columna Kinetex C18 de
nucleo condensado (150 x 4,6 mm di, 2,6 ym) segun el tipo de equipo empleado, en un
cromatégrafo HPLC con un detector de matriz de diodos para la deteccidén de la molécula
[40].

Se propone el uso de una alicuota de 0,5 mL a 1 mL de cada muestra disuelta en 1 mL
de etanol homogeneizado manualmente, sin embargo, es posible Unicamente centrifugar
a las condiciones a 12000 rpm durante 15 min sin necesidad de homogeneizar puesto

gue el iridoide se encuentra solubilizado en etanol al 99% [50].
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Inmediatamente el sobrenadante se filtra utilizando una membrana de nailon (0,45 um)
y se inyecta en el cromatdgrafo 10 yL previamente filtrados en una membrana de acetato
de celulosa 0,22 ym [50].

Como fase movil se utiliza agua (A) y acetonitrilo (B) de grado analitico ambos
acidificados con acido férmico al 0,1%, con el siguiente gradiente: 0 min, 99% A; 9 min,
75% de A; 10 min, 99% Ay 13 min, 99% A 35 ° Cy 1,5 mL / min, condiciones a las cuales
se han registrado los mejores rendimientos cromatogréficos identificando la genipina en

tiempos entre 6 y 8 minutos a una longitud de onda de 240 nm [40].

El anterior método es de alto rendimiento, no obstante, es posible trabajar con una
relaciéon metanol: agua pura de grado HPLC 45:55 v/v como fase movil a 29 °C y 0,9
mL/min [4].

El limite de deteccién (LoD) y el limite de cuantificacion (LoQ) se determinan mediante

el célculo de la relacion sefal / ruido. Se considera una relacion sefial / ruido de 3:1 para

estimar la LoD vy la relacién sefial-ruido de 10:1 correspondiente al LoQ [40].
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4. RENDIMIENTO DE EXTRACCION TOTAL CON PRESENCIA DE GENIPINA

Los extractos previamente analizados fueron almacenados en refrigeracion a una
temperatura de -4 °C en oscuridad y herméticamente sellados hasta ser sometidos a un
proceso de purificacion para concentrar la genipina, esto con el propdésito de conocer la

viabilidad de la extraccion.

Al analizar el color de las muestras a contraluz se identifico una tonalidad violeta-rosada
para los extractos que empleaban la menor cantidad de fruta, los recipientes con 60
gramos de fruta evidenciaban color azul y los resultantes con 90 gramos de jagua

demostraban un fuerte color azul que tornaba a negro.

Lo anteriormente expuesto indica que, la cantidad de fruta empleada en la extraccion
utiliza al etanol como medio de reaccion para ocasionar variaciones en el color una vez
se ha completado la transferencia de masa al romper las paredes celulares de la fruta
[44]. De esta manera, se desarrollan las distintas reacciones que dan origen a los
compuestos quimicos que colorean la solucion. No obstante, es necesario resaltar que

son varios los factores que posiblemente desencadenan este tipo de resultados.

La separacion de la fase acuosa y la fase rica en genipina se realiz6 de distintas formas
para la produccién de polvillo azul. Inicialmente se llevé a cabo la formacién de una nueva
fase para precipitar el iridoide y, al mismo tiempo, se retiré el solvente de la extraccion

por evaporacion.

4.1. Concentracion de genipina por secado en mufla

Para concentrar la genipina se decidio utilizar la técnica propuesta por Pérez [82] para
el tratamiento de las muestras como intento de aumentar la proporcion de masa extraida

y, por lo tanto, incrementar el rendimiento de extraccion total.
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El procedimiento consiste en separar la fase organica y la fase sdlida a partir de la
evaporacion del solvente por medio de un secado, con el fin de concentrar el solido de

interés y eliminar cualquier traza del destilado de la siguiente manera:

Inicialmente se consigna el peso himedo de 6 crisoles diferentes, cada uno de ellos es
colocado en una mufla a una temperatura de 120 °C durante un periodo de 20 minutos
y, a continuacién, se registran los pesos de los crisoles secos y frios hasta obtener una
medida constante de esta propiedad para eliminar la humedad de los mismos en un

desecador.

Una vez completado el paso anterior, en los 6 extractos resultantes se ocupan 1,5 mL de
cada muestra alcohdlica y se depositan en los recipientes desecados en el menor tiempo
posible para que la porcelana no adsorba agua presente en el ambiente como se muestra
en la Figura 19. Cada crisol se rotula de acuerdo con su respectivo numero del extracto
y es transportado nuevamente a la mufla a una temperatura de 70°C por un tiempo
minimo 20 minutos para eliminar el etanol y compuestos volatiles de las muestras;
culminada la evaporacion se repitié el procedimiento anterior tres veces hasta que el
peso fuera invariable.
Figura 19.

Enfriamiento de los crisoles con

muestra de genipina.

Nota. La figura representa el proceso de
desecado para cada uno de los

extractos etandlicos.
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El rendimiento total de extraccion se definié a partir de la siguiente ecuacion:

%Rendimiento del sélid _ Feen-Fees 109
orhendimiento del solldo seco _T EC(ll)
Donde Pcen es el peso del crisol con el extracto himedo y Pces €s el peso del crisol con el
extracto seco. En complemento, se estima el rendimiento de extraccion total a partir de

la modificacion de la féormula usada por Nathia-Neves [16]:

Masa extraida

YoRendimiento total = Masa alimentacion *100 Ec(12)

Gramos de genipina prepurificada
—— x
Gramos materia prima

%Rendimiento total = 100 Ec(13)

Tabla 18.
Rendimiento del extracto total obtenido con presencia de genipina por secado.
_ Rendimiento o
Materia . Rendimien
Pch Pes Pcen Pces Pcen-Peces . del solido to total de
N® prima extraccion
(@) (9) (@) (9) (9) seco ’
(9) (%)
(%)
1 | 16,3503 | 16,3482 | 16,3593 | 16,3928 | 0,0335 | 30,13 0,2044 0,1112
2 |19,2688 | 19,2666 | 19,2837 | 19,3059 | 0,0222 30,00 0,1149 0,0740
3117,8221 17,8199 | 17,8513 | 17,8928 | 0,0415 60,17 0,2319 0,0690
4 | 20,2376 | 20,2346 | 20,2665 | 20,3198 | 0,0533 60,11 0,2623 0,0887
5 (19,3078 | 19,3655 | 19,5127 | 19,9657 | 0,4530 90,10 2,2689 0,5028
6 | 16,7941 | 16,7908 | 16,8459 | 16,9162 | 0,0703 | 90,14 0,4156 0,0780
Pch = Peso del crisol himedo. Pcs = Peso del crisol seco.

Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados de rendimiento de extraccion para el sélido seco y

total obtenido para cada extracto por el método de secado en mufla.

Conforme a la técnica empleada en la Tabla 18, es posible deducir que la recuperacion
de genipina es significativamente menor a la esperada debido a que posiblemente

reacciond con grupos amina o proteinas de alto peso molecular que, al ser catalizadas
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por la temperatura, aumentaron la saturacion del color en la muestra y disminuyeron la
concentracion de la aglicona en la solucion. Por lo tanto, esta practica es de baja

eficiencia al presentar bajos rendimientos y recuperar poca cantidad de extracto.

4.2. Concentracion de genipina por filtracion al vacio

Referente al método anterior se plantea pre purificar la genipina de otra manera
empleando una segunda extraccion liquido-liquido para la obtencién de un pigmento azul
separando la fase organica que contiene genipina reaccionada y la fase solida con

genipina sin reticular sin efecto de la temperatura y con ausencia de luz y oxigeno.

Para llevar a cabo esta separacion se emplearon 90 mL de cada una de las seis
extracciones y fueron colocadas en un embudo de decantacion de 100 mL adicionando
10 mL de acetona como se muestra en la Figura 20 . Este Ultimo compuesto es agregado
a cada solucion para provocar la precipitacion del iridoide [38] y al finalizar la
transferencia de masa, es posible apreciar que el sélido sedimentado es de color azul,

entre tanto la fase organica es violeta.

Figura 20.

Separacion de la fase acuosa y genipina libre.

Nota. La figura representa el proceso de separacion de genipina de la muestra acuosa

para los extractos de 30 g ,60 g y 90 g respectivamente.

A continuacion, a cada instrumento se le colocé un corcho en la parte superior para evitar

la evaporacion del solvente y reacciones asociadas a la presencia de gases
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atmosféricos, los embudos fueron sellados y almacenados en oscuridad durante 2 horas,

tiempo suficiente para ocasionar la separacion de fases.

Posteriormente, se coloca un Erlenmeyer con brazo lateral y se fijja a una manguera de
goma de pared gruesa, alli el tubo grueso es conectado a una trampa de vacio (250 mL)
y luego a una bomba de vacio Rocker 400.

Figura 21.

Filtracion al vacio de separacion del solvente-analito.

£l |

Nota. La figura representa el proceso de filtracién al vacio para la separacion

del sélido de interés y mezcla de solventes.

En relacion a la Figura 21 cada Erlenmeyer es tapado con un corcho adaptado al embudo
Buchner que contiene papel filtro doblado y plegado previamente pesado en seco de tal
forma que, sean cubiertos los orificios del embudo para evitar el arrastre del pigmento
por los bordes. En consecuencia, la llave del embudo de decantacién se abre dejando
caer lenta y conjuntamente el sélido y liquido resultantes, al unisono se enciende la
bomba de vacio, la cual permitird extraer el polvillo azul rico en genipina como se

evidencia en la Figura 22,23 y 24.
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Figura 22.

Pigmento rico en genipina para extractos de 30 g.

 —

Nota. La figura representa el sélido resultante de la

prepurificacion de genipina en extractos de 30g.
Figura 23.
Pigmento rico en genipina para extractos de 60 g.

Nota. La figura representa el sélido resultante de la

prepurificaciéon de genipina en extractos de 60g.
Figura 24.

Pigmento rico en genipina para extractos de 90 g.

Nota. La figura representa el sélido resultante de la

prepurificaciéon de genipina en extractos de 90g.
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Una vez terminada la filtracidon al vacio, se transfiere el papel filtro con el solido a una
mufla a 50°C durante 20 minutos y se registra la masa del sdélido seco para la

determinacion del porcentaje de rendimiento de extraccion del pigmento.

My ¢, M.
%Rendimiento del pigmento = —PIP=TRIS L 100

oo Ec(14)

Donde Mpip es la masa en gramos del papel filtro con el pigmento azul y Mpss es la masa
del papel filtro en seco. En adicion, se cuantifico el rendimiento de extraccion total segun
la ecuacion 13.

Tabla 19.

Rendimiento del extracto del pigmento y total obtenido con presencia de genipina por

filtracion al vacio.

Materia prima | Rendimiento Rendimiento
° Mpfs Mpfp Mpfp‘ Mpfs . total de
N del pigmento 2
(9) (9) (9) (9) (%) extraccion
(%)
1 1,7398 | 1,7491 0,0093 30,13 0,5317 0,0309
2 | 1,7374 | 1,7848 0,0474 30,00 2.6557 0,1580
3 | 18012 | 1,9001 0,0989 60,17 5.2049 0,1644
4 | 1,7893 | 1,9017 0,1124 60,11 5.9105 0,1870
5 | 1,8079 | 2,003 0,2924 90,10 13,9218 0,3245
6 1,8121 | 2,3001 0,4880 90,14 21,2164 0,5414

Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados de rendimiento de extraccién para el pigmento y

total obtenido para cada extracto por el método de filtracién al vacio.

A partir de la metodologia propuesta de separacion del iridoide del medio acuoso por
filtracion al vacio se obtuvieron diferentes porcentajes de recuperacion debido a que cada
extraccion se realiz6 por duplicado. Cabe resaltar que, este pigmento posee otro tipo de
subproductos de alto peso molecular como algunos iridoides, proteinas, sustancias
insolubles, entre otros que deben ser eliminados por técnicas mas robustas como las

expuestas en el capitulo anterior.
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Conforme a la Tabla 19, el porcentaje de rendimiento del pigmento y total obtenido de la
extraccion son directamente proporcionales con la masa de jagua empleada. Po
consiguiente, el mayor valor de rendimiento total es de 0,5414% para genipina pre
purificada, el cual es mayor al dato obtenido por Larez de 0,44% por maceracién [38] y
similar al obtenido por otros métodos como percolaciéon en el que se reportd un
rendimiento maximo de 0,61% [37] , teniendo en cuenta que estos Ultimos anuncian

rendimientos de genipina en mayor grado de pureza analitica.

Es importante destacar que, el empleo de un método como la filtracion al vacio es poco
eficiente para la purificacion de un metabolito secundario como la genipina, por lo que,
los rendimientos obtenidos son menores en comparacién a técnicas mas robustas no
convencionales como extracciones de alta presion (HHP) [101], asistidas por ultrasonido
(UAE) [92], por liquido presurizado (PLE) [16] y asistidas por enzimas (EAE) [71] que han
aislado este compuesto con rendimientos de 34 mg/g, 7,85 mg/g, 48,6 mg/g y 196 mg/g

respectivamente.

94



5. PRODUCCION DE COLORANTE AZUL

Conforme a los rendimientos presentados en el capitulo anterior se plantea la posibilidad
se utiliza el jugo de Jagua rico en genipina para la produccién del colorante azul en el
gue se evalla su color inicial, intensidad, tono y estabilidad por medio de disefios de
experimentos que empleen dos aminoacidos diferentes que tengan la capacidad de
reaccionar con la aglicona para la formacion de complejos azules. La interaccion entre la

molécula de genipina y compuestos de naturaleza proteica se expone a continuacion:

5.1. Mecanismo de reaccion de la genipina

La genipina alojada en los frutos de Genipa Americana L. es empleada como el reactivo
principal polar y originalmente incoloro para la produccién del colorante, este compuesto
al entrar en contacto con péptidos, proteinas y grupos amino primario como la glicina y
la L-Lisina monoclorhidratada, es susceptible en la formacion de color azul irreversible
por medio de enlaces covalentes en fases acuosas por medio de una reaccion de

monosustitucion [4].

Los anteriores aminoacidos fueron propuestos segun la naturaleza de la reaccion que
aporta a la produccién de pigmentos azules, puesto que, sustancias tales como el
triptéfano y la prolina reaccionan con genipina para la formacién de colores verdes y
negros respectivamente, a la vez que; valina, metionina y tirosina contribuyen un color
verde azulado [102], esta gamas de colores surgen debido a que la absorcién de la
genipina se encuentra en el espectro ultravioleta, de manera que, tiene la capacidad de
absorber el espectro visible una vez entre en contacto con compuestos de naturaleza

proteica [49].

En ese orden de ideas, la creacion del color azul es dependiente de la propagacion de
moléculas de oxigeno y del incremento de la temperatura en el medio liquido para inducir
a la polimerizacion de la genipina, en lo que, ocurre una sustitucion biomolecular de un
grupo éster de esta molécula por una amina secundaria a medida que se polimeriza

como se ilustra en la Figura 25 [50].
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El proceso de polimerizacion es de alta complejidad y a la fecha no se encuentra claro.
En él intervienen radicales de oxigeno y deshidrogenaciones inducidas por distintos
intermediarios de varias reacciones, que tienen un mayor grado de dificultad y al mismo
tiempo, estas interacciones promueven la union de diferentes monémeros solubles en

compuestos polares que otorgan el color azul a las soluciones [103].

En consideracion a lo anterior, el color azul esta notablemente relacionado con factores
como el pH, temperatura, fuente de aminoacidos y proporcion de genipina a fuente de

aminoacidos [102].

Figura 25.
Reaccion entre una amina primaria y genipina

Genipin

_OH

s, heat, and time

Cross-linking

Primary amine
Nota. La figura representa el entrecruzamiento entre genipina y un grupo
amino catalizada por presencia de Oz y variables como tiempo y
temperatura. [En Linea]. Disponible: 10.1016/j.ifset.2020.102333.
[Acceso: Jun 01, 2021]

No obstante, algunos estudios determinaron que la genipina puede desencadenar 2 tipos
de reacciones diferentes de acuerdo con las condiciones que favorecen la velocidad de
reaccion de cada una de ellas segun el sitio activo y la polaridad de los enlaces en el que
el aminoacido ataca la estructura quimica de la genipina como se muestra a

continuacion:
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Figura 26.

ler tipo de reaccion de entrecruzamiento entre una amina primaria y

genipina.
HaM——%
: @
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Nota. La figura representa la primera forma de reaccion de entrecruzamiento entre
genipina y un grupo amino. [En Linea]. Disponible: 10.1007/s11101-014-9383-z.
[Acceso: Jun 02, 2021]

En la Figura 26 se evidencia la interaccién entre el enlace del acido carboxilico de la
genipina con una amida primaria en el que se realiza una sustitucion molecular liberando

metanol para la formacion de un nuevo enlace con una amida secundaria [44].

Figura 27.
2do tipo de reaccién de entrecruzamiento entre una amina primaria y
genipina.
0 CHH;, 0 CH 4] I Hy
. A o,
S ~uﬂh..ﬁ[f___;uw;||.L S S
N S
C—NH—RK |
H . s M.
2/ X e
CHyOH OH CHyOH CHLOH Nou CHyOH

Nota. La figura representa la segunda forma de reaccion de entrecruzamiento entre
genipina y un grupo amino. [En Linea]. Disponible: 10.1007/s11101-014-9383-z. [Acceso:
Jun 02, 2021]

En la Figura 27 se expone el ataque nucleofilico de un radical de amina primaria en el

carbono C-3 que conforma el grupo éster de la molécula de genipina formando un grupo
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amina intermedio. Esta reaccion es mas lenta que la presentada en la Figura 26 y rompe

el anillo para la formacion de un nuevo compuesto heterociclico [44].

Por otra parte, para la formacion de pigmentos azules a base de glicina y genipina se
han realizado estudios que demuestran el mecanismo de reaccion de ambos
compuestos, ademas se ha ilustrado este comportamiento con metilamina y tirosina, no
obstante, la lisina es un amino&cido poco empleado y su interaccion con genipina no ha

sido ampliamente examinada.

En la Figura 28 pueden apreciarse dos tipos de reacciones para el compuesto vegetal y
la glicocola, que pueden llegar a formarse a diferentes condiciones. En la primera
reaccion ilustrada se presentan enlaces tipo C-N obteniendo como subproducto agua,
entre tanto en la segunda reaccion surge metanol y aparecen enlaces tipo N-H [49].
Figura 28.
Tipos de reaccion entre genipina y glicina.

GENIPINA GLICINA PIGMENTO A BASE DE AGUA
GENIPINA Y GLICINA

GENIPINA GLICINA PIGMENTO A BASE DE _
gy GENIPINA Y GLICINA METANOL

OH

+ CHgOH

Nota. La figura representa las posibles estructuras de formacion de la interaccion entre
genipina y glicina. [En Linea]. Disponible: http://bibdigital.epn.edu.ec/handle/15000/18848.
[Acceso:Jun 05, 2021]
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En la reaccion posterior de la Figura 29 expone el mecanismo de polimerizacion de la
genipina con glicina catalizada por oxigeno: Inicialmente los compuestos forman un
complejo quimico que posteriormente da origen a un dimero azul conocido como
genipocianina G1 que, en conjunto con mas moléculas de esta naturaleza conforman el
polimero de color azul.

Figura 29.

Formacioén del polimero azul por reaccion entre

genipinay glicina.
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Nota. A figura representa el proceso de polimerizaciéon de la
genipina y la glicina para la formacion de compuestos que
aportan el color azul. [En  Linea]. Disponible
https://repositorio.uss.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12802/76
65/V%C3%Alsquez%20Sempertigue%20Wilder%20%26%C2
%A0D%C3%ADaz%20Centuri%C3%B3n%20Edinson.pdf?seq
uence=1&isAllowed=y. [Acceso: Jun 09, 2021]
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5.2. Preparacion de las muestras

Los frutos son cortados y descortezados al momento de someterlos a temperatura
ambiente aproximadamente 1 hora en el que reposaron en agua desionizada con unas
pocas gotas de NaClO en la ciudad de Bogot4 D.C. en los laboratorios de la Universidad
de América. Al iniciar, a cada una de las bayas se le retiran las semillas y, posteriormente,
con ayuda de una licuadora se propone extraer la mayor cantidad de jugo segun una
proporcion 1:2 de fruta: agua desionizada con el fin de minimizar la cantidad de sélidos

insolubles.

El liquido anteriormente obtenido es separado de la pulpa triturada con ayuda de un
colador de malla metélica; este procedimiento de filtracion se realiza dos veces para

evitar que la mayor cantidad de sélidos insolubles se encuentren en la muestra a analizar.

En un principio se esterilizan los frascos de vidrio en un bafio de agua a una temperatura
mayor a 100 °C por 5 minutos y, una vez secos, se vierte el jugo de jagua en 16 frascos
de los cuales la mitad son destinados para promover la reaccion de la genipina con glicina

y la cantidad restante con L-Lisina.

Al emplear recipientes de 105 mL se propone usar 100 mL de néctar de jagua por cada
uno de ellos con concentraciones de los aminoacidos de 0,2 g y 2,0 g; cantidades
propuestas segun la patente de Ecoflora SA US 7927637 B2 [104] estableciendo como
resultado relaciones aminoéacido:jugo de 1:50 y 1:500 respectivamente, en la que el agua
desionizada actia como el medio de reaccion y el portador de la genipina como reactivo

principal.

A continuacion, el ajuste del pH de la solucion resultante se realiza con un PH700
Benchtop pH Meter por medio de la técnica usada por la A.O.A.C 981-12 [69] en
cumplimiento con la NTC440 [70] a una temperatura de 15,3 °C. El pH se modifica con
sustancias GRAS segun la FDA [93] a condiciones &cidas a partir de la adicién de &cido
citrico en polvo estableciendo un valor de 4 para la mitad de las muestras, mientras que,
para tornar el néctar a un valor basico de 8 se emplean pocos miligramos de escamas
de NaOH.
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Cada uno de los frascos se homogeniza disolviendo CeéHsO7 o0 NaOH por agitacion y se

mide el pH en intervalos de 10 minutos durante 1 hora hasta estabilizar esta variable.

Después los recipientes se almacenan de manera que, la reaccion de la genipina y el
aminoacido primario sea catalizada al minimo por variables como la temperatura, luz y
oxigeno, por lo que, se plantea guardar las muestras a condiciones ambientales, privados

de la luz externa con vinipel oscuro y sellados al vacio evitando el contacto con el aire.

En un principio, se establecid la concentracion de la solucion empleando el extracto de
jagua como solvente y la masa de aminoacido como soluto obteniendo resultados

iniciales aproximadamente de 0,2% p/p y 2% p/p.

Una vez culminada la elaboracién de todas las muestras se procede a realizar las
respectivas diluciones para disminuir la concentracién de las soluciones madre, segun la

formula de Raymond Chang [105]:

MiVi = Mfo
Ec(15)
Donde Mi y Mt son las concentraciones molares de la disolucion inicial y final
respectivamente, Viy Vi son los volumenes respectivos de la disolucién inicial y final en

mL, en el que debe cumplirse que Mi >Mt y Vi <Vt.

A partir del peso molecular de los solutos (aminoacidos) de los anexos Ay B, y un
promedio de la densidad del jugo de jagua determinado en el capitulo 2 se efectlua el
célculo para las concentraciones molares iniciales obteniendo los resultados de la Tabla
20.
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Tabla 20.

Determinacion de las concentraciones molares para las soluciones de Jagua con

glicina y lisina.
Soluto. Peso Masa | Nsouwto | Densidad | Volumen | Concentraciones | Concentraciones
molecular. de (moles) dela de molares iniciales | molares finales
(g/mol) | soluto. solucion. | solucion. (mol/L) (mol/L)
)] (9/mL) (mL)
Glicina 75,07 0,2 0,0266 0,2529 0,0126
2 0,0027 | 0,9509 | 105,1635 0,0257 0,0013
Lisina 182,65 0,2 0,0109 0,1036 0,0104
2 0,0011 0,0105 0,0005

Nota. Esta tabla muestra la estimacion de las concentraciones para la lectura de Longitud de Onda vs

Absorbancia para las soluciones de glicina y lisina.

Las muestras con mayor concentracion de glicina y/o lisina que contienen fueron diluidas
segun la ecuacién de dilucion anterior empleando 1 mL de la solucién stock por 20 mL
de agua desionizada, en tanto que, los recipientes con menor cantidad de aminoacidos
requieren 10 mL de solvente por la misma cantidad de solucién madre de manera que

obedezca a la ley de Lambert-Beer.

Los experimentos fueron llevados a cabo en la ciudad Bogota D.C. en los laboratorios de

la Universidad de América en el mes de mayo a una temperatura y presion ambiente.

5.3. Disefio de experimentos

En primer lugar, cada arreglo factorial se desarrolla en un software estadistico conocido
como Minitab® para el color inicial, intensidad, y tono del colorante de ambos

aminoacidos.
Alli se emplean como factores cuantitativos constantes: La concentracion aminoacido:

jugo, pH y el tiempo, estas dos primeras variables independientes cuentan con 2 niveles

de prueba, mientras la ultima variable controlable posee 3 niveles.
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El arreglo factorial 22 x 3 se especifica en la Tabla 21 y cuenta con un total de 12
tratamientos, no obstante, los experimentos planteados se llevaron a cabo por duplicado
para contrastar y verificar el resultado de punto de partida estableciendo un total de 24
corridas, este tipo de arreglo factorial se postula debido a que otras variables como el
efecto de la temperatura a diferentes valores de pH ya han sido evaluadas por otros
autores y hasta la fecha no se ha evaluado la determinacion del color azul por la fuente

y proporcion de aminoacidos.

En ese orden de ideas, se aplica un modelo con replicacién de la siguiente manera:
Vijit = U+ 1+ B+ v + @Bij + @ik + (BY) ji + @BV ijk + €ijia Ec(16)
i=12,..,a;j=12,..,b;k=12,..,¢c;l =1,2,...,r
Donde r=2 es el numero de réplicas; n=abcr es el nimero de observaciones; U es la
media global; Ties el efecto del i-ésimo nivel del factor A; Bj es el efecto del j-ésimo nivel
del factor B; yk es el efecto del k-ésimo nivel del factor C; (1B)i, (TY)ik, (BY)ik son los
respectivos efectos de las interacciones dobles en los niveles ij, ik y jk; (TBY)iik es el efecto

de la interaccion triple en la combinacion ijk y €ix es el error aleatorio [106].

Por otra parte, las sumas de los cuadrados tienen las siguientes expresiones [107]:

_ 2 (yz)
Ser= zi,j,k,lyijkl ~ aber Ec(17)
2 (yz)
SeA = (Ziyi'") /(ber) = aber Ec(18)
2 (3’2)
5B = <Z] yj"') /@)~ ber Ec(19)
2 (3’2)
sec = (D »2.) fabr) - = Ec(20)
SC(AB) = < . )/( r) - (y ) ~—5CA - SCB Ec(21)
(yz)
SC(BC) = .ky,k /(ar) = === SCB = SCC Ec(22)
(yz)
SC(AC) = )/ (br) === — SCA = SCC Ec(23)
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2
SC(ABC) = (Zijkyizjk) Jr— zci —SCA = SCB — SCC — SC(AB) — SC(AC) — SC(BC)  E¢(24)

SCR = SCT — SCA — SCB — SCC — SC(AB) — SC(AC) — SC(BC) — SC(ABC)
Ec(25)

En las anteriores ecuaciones SCT hace referencia a la suma de cuadrados totales;
mientras que SCA, SCB y SCC son la suma de cuadrados totales de los factores A, By C
respectivamente y SC(AB),SC(BC),SC(AC)y SC(ABC) indican la suma de cuadrados
totales para los factores combinados.

Por otra parte, Zi,j_k_lyizjkl es la sumatoria de cada numero de observaciones del
tratamiento al cuadrado;Zijkyizjk indica la sumatoria de observaciones de los
tratamientos ijk al cuadrado y Z,yiz,zjy]?,z,(y,% corresponden a la sumatoria de

observaciones del tratamiento i,j y k al cuadrado respectivamente.

En este modelo, el objetivo del analisis es realizar los contrastes de hipotesis nula que,

junto al estadistico de contraste, se muestran a continuacién [107]:

CMA

Hy=1="=17,=0: [, = MR Hoa Fla—1),abcr-1) Ec(26)
CMB

Hyg=p1=-=B,=0: Fg = CMR = Hop Fp—1),apcr-1) EC(27)
CMC

Hyc=Ey1==vy.=0: Fc = CMR = Hoc Fle-1)aber-1) EC(28)
CM(AB)

Hop) = (TIB)U =0,V Fup = “CMR = Hopy Fla-1)(-1).abcr-1) EC(29)
CM(AC)

Hoacy = (TY)ik = 0,V Fucy = “CMR = Hoacy Fa-1)c-1).abcr-1) EC(30)
CM(BC)

HO(BC) = (ﬁ]/)jk =0,V F(BC) = “CMR - HO(BC) F(b—l)(c—l),abc(r—l) Ec(31)
CM(ABC)

Hoapey = (aﬁ]/)ijk =0,V k' Fuse)y = ——F5— = Howuse) Fla-nw-1)c-1).abcr-1)
CMR Ec(32)

En las ecuaciones 26-32 Hy,, Hyg ¥ Hy Sefialan la hipétesis nula de los factores A, By C

respectivamente; t; = 7,4, f1 = Bp Y ¥1 = Y. Sefialan el efecto del 1 0 a,b y c-ésimo nivel

del factor A, B y C respectivamente
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Asimismo, F,, Fg y F. corresponden al factor de tratamientos en A,B y C respectivamente
y sus combinaciones concernientes Figy, Flac),Fscy Y Frapc). Por otra parte, CMR es la

suma de cuadrados residuales y los demas términos que contienen ¢M sefialan la suma

de cuadrados de cada factor y sus combinaciones.

Tabla 21.
Modelo factorial de 3 factores con replicacion.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fexp
Factor A SCA a-1 CMA CMA/CMR
Factor B SCB b-1 CMB CMB / CMR
Factor C SCC c-1 CMC CMC/CMR

AxB SC(AB) (a-1)(b-1) CM(AB) CM(AB) / CMR

AxC SC(AC) (a-1)(c-1) CM(AC) CM(AC) / CMR

BxC SC(BC) (b-1)(c-1) CM(BC) CM(BC) / CMR
AxBxC SC(ABC) (a-1)(b-1) (c-1) CM(ABC) CM(ABC) / CMR
Residual SCR abc(r-1) CMR
TOTAL SCT abcr-1 CMT

Nota. Esta tabla muestra el andlisis de varianza para disefio factorial de 3 factores con réplica. Tomado

de http://wpd.ugr.es/~bioestad/wp-content/uploads/Factorial-tres-factores.pdf

Con respecto a la aprobacién de las hip6tesis nulas segun las ecuaciones 26-32 que
evallan las correlaciones lineales e interacciones entre dos y tres factores, se compara
el valor F de manera que Fexp< Fcritica, de |0 contrario se rechazan las hipotesis

planteadas.

Las mediciones espectrofotométricas para las soluciones de jagua con glicina y lisina
se realizaron empleando un Espectrofotbmetro Génesys 30 ® entre los 350 nm y 800
nm de longitud de onda con pasos de 1 nm por defecto. Inicialmente se proponen hacer
mediciones cada 2 dias por un periodo de 168 horas, puesto que, es transformado en
un producto procesado semi perecedero, en el que se usa una condicion acida (4) y
una condicién basica (8) para las muestras segun las relaciones previamente

establecidas.
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5.3.1. Color inicial paralas soluciones de Jagua

El color azul en un tiempo O se expreso a partir de la longitud de onda maxima Amax
correspondiente a la mayor absorbancia entre los 580 nm a 750 nm para cada una de
las soluciones de Jagua [108]. El rango anterior fue sugerido segun la Tabla 22 debido a
gue, es necesario utilizar un limite de longitud de onda en el que se absorbe la luz de la
solucion coloreada para determinar el color de la region visible, es decir, aquel que las
soluciones absorben son complementarios al color que transmiten [109].

Tabla 22.

Gama de colores que se absorben y reflejan en el espectro UV-Visible.

Longitud de onda aproximada Color de luz absorbido | Color de luz reflejado
390-435 Violeta Amarillo verdoso
435-490 Azul Amarillo
490-580 Verde Rojo
580-595 Amarillo Azul
595-650 Naranja Azul verdoso
650-780 Rojo Verde azulado

Nota. Esta tabla muestra los colores que son absorbidos y reflejados en el espectro
ultravioleta y de luz visible. [En Linea]. Disponible:
https://lwww.uco.es/dptos/bioquimica-biol-mol/pdfs/08_ ESPECTROFOTOMETRIA.pdf.
[Acceso: Jun 11, 2021]

En consideracién a la Tabla 23, las longitudes de onda anteriores demuestran que las
soluciones tienden a absorber el color amarillo y el color naranja; sin embargo, en
relaciéon con la Figura 7, los colores complementarios de luz apreciados por el sentido

de la vista humana son azul y azul verdoso.
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Tabla 23.

Color azul inicial para las soluciones de Jagua con glicina.

Tiempo pH Relacion glicina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 599,0 597,0
594,0 597,0
8 589,0 594,0
589,0 594,0
96 h 4 596,0 597,0
596,0 597,0
8 588,0 594,0
592,0 594,0
168 h 4 595,0 596,0
595,0 597,0
8 592,0 592,0
592,0 592,0

Nota. Esta tabla muestra los resultados de la méxima longitud de onda (nm) para las soluciones de

jagua a base de glicina.

Los resultados reportados por Brauch [7] son mas acordes a los valores obtenidos de
pH basicos en lugar de &cidos entre 3,6 y 5,0. Al utilizar glicina como fuente de
aminoacidos, Sang-Won Lee empled de igual manera soluciones acidas para la
determinacién colorimétrica de varios de ellos utilizando genipina derivada del arbol
Gardenia jasminoides, en el que se informan picos maximos de 593 nm para la glicocola
en diferentes tratamientos de pH, temperatura y tiempo [110] similares a los

presentados en la Tabla 23.
A fin de analizar el grado de influencia de las variables para el color azul inicial de las

soluciones con glicina se llevo a cabo el disefio de experimentos en el que se presentan

los siguientes resultados:
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Tabla 24.

ANOVA para color azul inicial de las soluciones de Jagua con glicina.

Fuente GL| SC Ajust. | MC Ajust. | Valor Feq | Valor Fertica Vagor
Modelo 11| 1,19E+5 1,02E+4 0,98 2,717 0,513
Lineal 4 | 3,85E+4 9630 0,92 3,259 0,482
Relacion glicina:jugo 1 9441 9441 0,91 4,747 0,360
pH 1 8288 8288 0,80 4,747 0,390
Tiempo 2 2,08E+4 1,04E+4 1,00 3,885 0,397
Interacciones de 2 términos | 5 | 5,18E+5 1,04E+4 1,00 3,106 0,461
Relacién aminoacido:jugo *pH| 1 | 1,09E+4 1,09E+4 1,05 4,747 0,326
Relacion dorjugoTiempo 2 | 2,05E+4 | 1,02E+4 | 0,98 3885 |0,403
pH * Tiempo 2 2,05E+4 1,02E+4 0,98 3,885 0,403
Interacciones de 3 términos | 2 | 2,15E+4 1,07E+4 1,03 3,885 0,386
Zf,"i?]%igg dojugorpHiTiempo | 2 | 215E+4 | 107E+4 1,03 3,885 |0,386
Error 12 | 1,25E+5 1,04

Total 23| 2,37E+5

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.
Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el pico maximo

de longitud de onda (nm) de las soluciones de jagua con glicina con a=5%.

De acuerdo con la Tabla 24, es posible deducir que para todas las interacciones
individuales y combinadas de los 3 factores se aceptan todas las hipétesis nulas, ya

gue se encuentran en la region de aceptacion.

Al mismo tiempo, el valor p para cada una de las correlaciones es mayor al criterio de
significancia por lo que no existe una variacion significativa en el color inicial de cada
una de las muestras al modificar el pH, concentracion de glicina y ser analizado en
distintos tiempos como se observa en la Figura 30 y 31.

Cabe resaltar que, la influencia de los 3 factores en conjunto segun el modelo
estadistico empleado no presenta diferencias considerables para las soluciones de

jagua con glicina.
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Figura 30.
Gréfica de efectos principales del color azul inicial de las
soluciones de Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para
las soluciones de Jagua con glicina. Todos los términos que se
muestran estan en el modelo. Tiempo en horas.

La relacién amino&cido:néctar juega un papel fundamental para establecer el color al
inicio para cada tratamiento, por lo que, al aumentar la cantidad de glicina en cada una
de las muestras es posible obtener un color mas azul sin emitir otros colores cercanos

del espectro visible como el verde o el violeta.

Por otra parte, el pH es una variable que afecta de manera inversamente proporcional el
color azul en un principio favoreciéndolo en condiciones alcalinas, en otras palabras, el
pH basico de las soluciones influye en la degradacion y reaccién de la genipina, mientras
que, en valores menores a la neutralidad la molécula tiende a permanecer inmutable.

Al analizar el cambio de color en el tiempo, este un factor determinante en el que tienden
a desarrollarse otros colores como verdes azulados durante los primeros 4 dias y tienden

a permanecer invariables hasta los 7 dias.
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Figura 31.

Grafica de interaccion del color azul inicial de las soluciones de Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con

glicina. Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Gli= Glicina. Tiempo en horas.

Al examinar las interacciones entre los 3 factores, es factible predecir que la relacion
entre la concentracion de glicocola'y pH muestra una tendencia similar a la representada
en la Figura 30 de glicina:jugo para un pH de 4, no obstante, para un pH alcali la media
de longitud de onda maxima tiende a permanecer constante demostrando que, no existe

un efecto significativo para la correlacién de ambas variables.

En consideracién a la correlacion de glicina: jugo en el tiempo se observan diferencias
en la media del pico maximo de longitud de onda para las 0 horas, mientras se normalizan
y permanecen relativamente invariables en el trascurso del tiempo hasta los 7 dias, por

lo que, es posible deducir que el color tiende a persistir hasta las 168 horas o mas.

Por ultimo, al estimar la influencia del pH en el tiempo, el primero posee una
predisposicion afin al resultado de la Figura 30 en el que se evalua el efecto del mismo
de forma individual desde el tiempo 0, sin embargo, al examinar los valores de Amax para
las 96 y 168 horas, no existen diferencias perceptibles en el efecto del pH en distintos

intervalos de mediciones.

En cuanto a las muestras con L-Lisina, se estimo de igual forma Amax:
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Tabla 25.

Color azul inicial para las soluciones de Jagua con lisina.

Tiempo pH Relacién lisina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 598,0 595,0
598,0 597,0
8 595,0 599,0
591,0 598,0
96 h 4 595,0 597,0
597,0 595,0
8 595,0 601,0
595,0 598,0
168 h 4 595,0 595,0
597,0 596,0
8 595,0 598,0
595,0 598,0

Nota. Esta tabla muestra los resultados de la méxima longitud de onda (nm) para las soluciones de

jagua a base de lisina.

Teniendo en cuenta la informacion presentada en la Tabla 22, los datos nanométricos
previos evidencian la absorcién de luz entre el color amarillo y naranja, para ser

percibidos como azul y azul verdoso, de forma similar a las muestras a base de glicina.

Al emplear L-Lisina como promotor de la aparicién de color azul en las soluciones,
nuevamente Sang-Won Lee uso este aminoacido para determinaciones colorimétricas
empleando ninhidrina y genipina reportando una longitud de onda maxima entre los 400
y 800 nm de 578 nm presentando el mayor valor de absorbancia, en comparacién con
otras aminoacidos [110].

Por otra parte, con el propdsito de identificar el efecto de las variables para el color azul

inicial de las soluciones con lisina se efectué una vez mas un disefio de experimentos

en el que se presentan los siguientes resultados:
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Tabla 26.

ANOVA para color azul inicial de las soluciones de Jagua con lisina.

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor Feyp | Valor Feritica | Valor p
Modelo 11| 7,21E+5 6,56E+4 3,66 2,717 0,017
Lineal 4 | 1,98E+5 4,94E+4 2,76 3,259 0,078
Relacion lisina:jugo 1| 1,84E+5 1,84E+5 10,26 4,747 0,008
pH 1 0,3750 0,3750 0,21 4,747 0,655
Tiempo 2 | 1,00E+4 0,5000 0,28 3,885 0,761
Interacciones de 2 términos 5| 4,80E+5 9,61E+4 5,36 3,106 0,008
Relacién lisina:jugo * pH 1| 4,00E+5 4,00E+5 22,35 4,747 0,000
Relacién lisina:jugo * Tiempo 2 1,00E+4 0,5000 0,28 3,885 0,761
pH * Tiempo 2 | 7,00E+4 3,5E+4 1,95 3,885 0,184
Interacciones de 3 términos 2 | 4,33E+4 2,17E+4 1,21 3,885 0,332
Relacién lisina:jugo * pH * Tiempo | 2 | 4,33E+4 2,17E+4 1,21 3,885 0,332
Error 12 | 2,15E+4 1,79E+4

Total 23| 9,36E+5

Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el pico maximo de

longitud de onda (nm) de las soluciones de jagua con lisina con a=5%.

De acuerdo con el analisis de varianza de la Tabla 26 es posible observar una influencia

significativa de la concentracion de lisina para todas las soluciones, por esta razén se

rechaza la hipétesis nula para el efecto de esta variable, entretanto el impacto del pH y

el tiempo es minimo, y en virtud de ello se aceptan sus hipotesis nulas.

Por lo que concierne a el valor p este reafirma que, para la influencia de las 3 variables

por separado Unicamente el valor de la relacion de lisina:jugo es mayor al criterio de

significancia 5%, lo que concurre en una alteracion relevante en el color azul inicial pese

a que no se aprecia un impacto sustancial por el pH y el tiempo como se observa en la

Figura 32.
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Figura 32.
Grafica de efectos principales del color azul inicial de las

soluciones de Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para
las soluciones de Jagua con lisina. Todos los términos que se muestran

estan en el modelo. Tiempo en horas.

Caso contrario a las soluciones de jagua con glicina, el comportamiento de la relacién
lisina y jugo influye de manera inversamente proporcional en el color inicial de las
soluciones, es decir, al incrementar la cantidad de lisina en las muestras el color azul
tiende a transformarse en colores verdes, lo que no favorece a la creacion del colorante

propuesto.

A diferencia de los anteriores resultados de la influencia individual del pH al analizar las
muestras de jagua y glicina, la funcién de tendencia lineal de las soluciones con lisina
posee una pendiente de menor valor, demostrando asi una inclinacion casi constante;
de manera que, la gréafica de esta funcion para ambos niveles tiende a ser paralela al
eje de las abscisas. En consecuencia, no se confiere una diferencia relevante del pH
para las medias ajustadas de longitud de onda maxima confirmando la aprobacién de

su hipaétesis nula.
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En lo que concierne con la longitud de onda absorbida por el equipo en distintos tiempos
para las soluciones de jagua y lisina, es posible observar un minimo impacto en el
cambio de color en las primeras 96 horas favoreciendo la aparicion de complejos que
otorgan tonos verdes en las muestras. A partir de este tiempo el color azul propende a
volver aparecer, posiblemente debido a la accion de otros compuestos como iridoides
ylo diferentes tipos de reacciones por lo que el color tiende a ser variable en distintos

intervalos.

Al analizar el impacto de las variables combinadas como se aprecia en la Figura 33, el
valor p=0 para la interaccion entre la concentracion de lisina y el pH de las soluciones
sefiala que la hipotesis nula es falsa, por lo que, si existe una diferencia perceptible en
el efecto de estos 2 factores para los maximos valores de longitud de onda.

Por otra parte, para la siguiente figura en cuanto a la relacion de lisina en cada
recipiente de jugo de jagua y su influencia en el tiempo es practicamente imperceptible
y la mayoria de las muestras parten entre medias de picos de 595 y 596 nm para una
proporcion de 1:50, mientras que, para las muestras con concentraciones de 2% p/p el
rango para Amax entre las 0 y 168 horas son de 596 y 598 nm, aceptando de esta forma
su hipétesis nula.

Figura 33.

Grafica de interaccion del color azul inicial de las soluciones de Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con lisina.

Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Lis= Lisina. Tiempo en horas.
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Finalmente, para evaluar la influencia entre el tiempo y el pH, este ultimo tiende a
obtener menores valores para la longitud de onda maxima en condiciones acidas
evidenciando colores mas azules paralos 0, 4 y 7 dias, aunque en un valor alcalino los
picos para la determinacion del color azul inicial en un tiempo 0 son similares a los
obtenidos en un tiempo de 168 horas para un pH=4 y aumentan proporcionalmente
durante las primeras 96 horas hasta que la media ajustada de longitud de onda maxima
se ubica entre los valores presentados para los 0 y 4 dias, razon por la cual no se
aprecia un efecto significativo y se acepta su hipotesis nula

Cabe destacar que, la influencia de los 3 factores en conjunto segun el modelo
estadistico empleado no presenta diferencias considerables para las soluciones de

jagua con lisina.

5.3.2. Intensidad del color para las soluciones de Jagua

La saturacion, colorido o pureza del color es determinada a partir de la metodologia
empleada por Brauch y en la que se estima el area bajo la curva entre los 580 nm y 750
nm para cada uno de los tiempos empleados [7].Con respecto a los valores de las areas
de los espectros resultantes, se ajust6é para cada una de ellas una regresion empleando
una linea de tendencia de un polinomio de grado 6, de forma que los coeficientes de
determinacién fueran lo mas cercanos a 1, con el fin que, este porcentaje sea de poca
variacion indicando que el modelo sea lo mas acorde a los datos.

Figura 34.

Intensidad del color azul.

Nota. La figura representa la saturacion del color azul. EI minimo y maximo de intensidad del mismo

se expone de izquierda a derecha respectivamente. [En Linea). Disponible: https://www.xn--

diseowebmurcial-1gb.es/modelos-de-color/. [Acceso: Jun 09, 2021]
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La pureza del color azul puede ser definida por la cantidad de gris que contiene como se

aprecia en la Figura 34.

Las intensidades fueron evaluadas en un programa que incorpora el procesamiento de
algebra y calculo numérico como Wolfram Alpha, asi mismo, se empled un motor de
respuesta que calcula soluciones paso a paso a problemas matematicos conocido
como Symbolab para corroborar los primeros resultados. En caso de presentar un alto
margen de error, se utiliza un dispositivo que realiza calculos aritméticos y se realiza un

promedio de los datos.

Cabe resaltar que, para la estimacion de intensidad se emplearon diferentes diluciones
y los resultados fueron denotados en [AU*nm]/g en lugar de [AU*nm]/ug como fue
reportado por algunos autores [7], [108] para que los datos fueran los mas acordes
posibles y cumplan la ley de Lambert-Beer, lo que conlleva a diferencias significativas
en la estimacion de las areas normalizadas.

Tabla 27.

Intensidad del color para las soluciones de Jagua con glicina.

Tiempo pH Relacion glicina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 4,38E+04 2,45E+06
3,76E+05 2,45E+06
8 7,81E+05 2,43E+05
4,65E+05 1,88E+05
96 h 4 2,69E+06 6,12E+05
2,69E+06 6,06E+05
8 1,44E+06 2,26E+05
1,50E+06 2,26E+05
168 h 4 1,37E+06 6,11E+05
3,59E+06 6,01E+05
8 2,00E+06 2,41E+05
1,02E+06 1,82E+05

Nota. Esta tabla muestra los resultados del area azul debajo de la curva de absorcién de los espectros

de glicina [AU*nm].
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En relacion a la Tabla 27 cada funcién fue integrada en los limites anteriores de longitud

de onda propuestos, obteniendo un total de 24 datos.

Segun los resultados de area bajo la curva, es posible apreciar que la magnitud de este
valor es directamente proporcional respecto a la intensidad del color azul, es decir, al
obtener menores areas el color primario es poco saturado y se aproxima a un color

neutro, mientras que para valores maximos de area el color tiende a ser mas brillante.

En ese orden de ideas, para las 96 y 168 horas en una de las muestras con pH=4 y una
concentracion 0,2% p/p se obtiene el maximo valor de intensidad en comparacion con
todas las soluciones a base de glicina, y desde otra perspectiva, para las mismas
condiciones enunciadas en un tiempo 0 se alcanza el menor valor de intensidad lo que

indica un color azul menos saturado y vivo.

Las menores purezas de color para los 4 y 7 dias corresponden a las mismas muestras
con un pH basico y una relacién 1:200 glicina:jugo, por lo que presentan un minimo de

intensidad exhibiendo un color con mayor presencia de matices grises.
Por otra parte, con el propdésito de estudiar la influencia de las variables en la intensidad

del color azul de las muestras, se llevo a cabo un andlisis estadistico en el que se

alcanzaron los siguientes resultados:

117



Tabla 28.

ANOVA para intensidad de las soluciones de Jagua con glicina.

Fuente GL| SCAjust. | MC Ajust. | Valor Fes | Valor Ferica Vagor
Modelo 11| 2,08E+18 1,89E+17 7,46 2,717 0,001
Lineal 4 | 8,11E+17 2,03E+17 8,00 3,259 0,002
Relacion glicina:jugo 1 3,62E+17 3,62E+17 14,29 4,747 0,003
pH 1| 3,82E+17 3,82E+17 15,09 4,747 0,002
Tiempo 2 | 6,61E+16 3,30E+16 1,30 3,885 0,307
Interacciones de 2 términos 5 8,91E+17 1,78E+17 7,04 3,106 0,003
Relacién glicina:jugo*pH 1 2,53E+16 2,54E+16 1,00 4,747 0,337
Relacién glicina:jugo*Tiempo 2 8,61E+17 4,31E+17 16,99 3,885 0,000
pH*Tiempo 2 | 5,25E+10 2,63E+10 0,10 3,885 0,902
Interacciones de 3 términos 2 3,77E+17 1,89E+17 7,44 3,885 0,008
gngr?;igg*pwﬂempo 2 | 377E+17 | 1,89E+17 | 7,44 3885 | 0,008
Error 12| 3,04E+17 2,53E+16
Total 23| 2,38E+18

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.
Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el area bajo la curva

de las soluciones de jagua con glicina con a=5%.

De acuerdo con los resultados previos de la Tabla 28, para la influencia del pH y la
concentracion de glicina como factores que afectan la intensidad del colorante, se
considera rechazar sus hipotesis nulas debido a que existen diferencias significativas
al manejar condiciones alcalinas y basicas para relaciones 1:50 y 1:500 como se

observa en la Figura 35.

Con respecto al efecto del tiempo en cada una de las soluciones no se evidencia una
interaccién considerable en el cambio de intensidad de las muestras al comparar por lo

gue se aprueba la hipotesis nula.
Sin embargo, al analizar el efecto combinado por estas 3 variables, no existen

diferencias ante la combinacion del pH con la relacién de aminoacido:jugo y tiempo, y

por ende se admiten sus hipotesis nulas; aunque para la concentracion de glicina a
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través del tiempo se valla un efecto contrario en el que se evidencian cambios

importantes para la saturacion, razén por la que se aprueba su hipotesis alternativa.

Al considerar el valor p para cada una de las combinaciones de los factores de manera
individual y mezclada, su magnitud es menor al criterio de significancia segun la Tabla
28, a excepcidn de la interaccion individual del tiempo y combinada para las variables
con pH, debido a esto se confirma la tolerancia o nulidad de las hipotesis planteadas
preliminarmente.

En relacion a lo anterior, se obtuvieron las siguientes representaciones de medias
ajustadas de intensidad en el que se muestran los efectos principales de la
concentracion de aminoécido, pH y tiempo respectivamente:

Figura 35.

Grafica de efectos principales para intensidad de las soluciones

de Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para las
soluciones de Jagua con glicina. Todos los términos que se muestran estan

en el modelo. Tiempo en horas.

En la grafica anterior es posible evidenciar una tendencia similar con relacién a la
respuesta de media de intensidad para la cantidad de aminoacido en las muestras y pH

demostrando un impacto verdaderamente significativo, es decir que, para valores bajos
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de pH y concentraciones pequefias de glicina tienden a obtenerse colores azules
cercanos a su maxima capacidad de pigmentacién, aun cuando para soluciones de
glicina ajustadas a condiciones 4&lcali y relaciones 1:500 se alcanzan bajas

saturaciones.

Acerca de la influencia del tiempo en la intensidad de las soluciones, en las primeras
96 horas se identifica un crecimiento lineal que refleja un comportamiento directamente
proporcional con altas purezas de los néctares, aunque disminuyen progresivamente al

4to dia hasta las 168 horas provocando desigualdad en la intensidad del color primario.

En la Figura 36 se observan 2 lineas de comportamiento paralelo para la interaccion de
la relacion glicina: jugo con pH en funcion de la media ajustada para el valor de
intensidad, de forma similar a la Figura 35, por consiguiente, es posible analizar que
para las soluciones con pH iguales a 4 se obtienen mayores saturaciones a
comparacioén con muestras a condiciones basicas independientemente de la cantidad
masica de aminoacido. No obstante, la concentracion de glicina en las muestras afecta

de manera inversamente proporcional la saturacién del color.

Figura 36.

Grafica de interaccion de intensidad de las soluciones de Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con

glicina. Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Gli= Glicina. Tiempo en horas.

Segun el gréfico de intensidad (Figura 36) para la interaccion entre relacion de glicina

y tiempo se aprecia un comportamiento similar a partir de las 96 horas para el valor de
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intensidad de las soluciones para relaciones de 1:50 y 1:500 glicina:jugo, sin embargo,
en un tiempo 0 para una concentracion de 0,2% p/p la magnitud de la intensidad es
baja desencadenando colores con mayor proporcion de grises y para una relacion 1:500

se obtienen areas mayores con un color azul mas vivo.

Por dltimo, al estudiar la influencia combinada entre pH y el tiempo, las lineas
resultantes muestran un comportamiento lineal similar. Alli, para un pH=8 se obtienen
areas menores que progresivamente tienden a aumentar y de forma similar ocurre para

pH bajos; a diferencia que, la saturacion es mucho mayor para estas muestras.

Para la determinacion de las areas bajo la curva para las muestras de jagua con I-lisina,
se recurrid a la misma metodologia utilizada con las soluciones de jagua a base de

glicina, dentro de los limites de longitud de onda sugeridos, logrando un total de 24

datos.
Tabla 29.
Intensidad del color para las soluciones de Jagua con lisina.
Tiempo pH Relacion lisina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 2,61E+05 6,53E+04
2,40E+05 9,37E+05
8 4,17E+05 2,59E+05
4,21E+05 8,01E+04
96 h 4 6,18E+04 1,09E+06
1,02E+06 2,71E+05
8 4,04E+05 3,07E+05
3,54E+05 1,85E+05
168 h 4 9,51E+04 7,61E+04
1,74E+04 6,96E+04
8 2,84E+05 2,13E+04
2,51E+05 7,91E+03

Nota. Esta tabla muestra los resultados del area azul debajo de la curva de absorcién de los espectros
de lisina [AU*nm].
De acuerdo con los resultados de area bajo la curva de la Tabla 29, es posible apreciar

gue la magnitud de este valor es directamente proporcional respecto a la intensidad del
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color azul con lisina, es decir, al obtener menores areas el color primario es poco
saturado y se aproxima a un color neutro, mientras que para valores maximos de area

el color tiende a ser méas brillante.

En ese orden de ideas, una de las muestras con un pH ajustado 4 y una concentracion
de 1:500 demostré a las 96 horas la mayor intensidad en comparacion con las demas
muestras identificado en un color azul muy saturado, mientras que, transcurridos 7 dias
una solucién con la misma relacion aminoacido:jugo expresoé la menor intensidad y se

observaron matices grises en el color reflejado.

Con el propésito de identificar la influencia del pH, la concentracion de lisina y el tiempo
se ejecuto un disefio de experimentos en el que se exponen los siguientes resultados.
Tabla 30.

ANOVA para intensidad de las soluciones de Jagua con lisina.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. VF"":X‘? \F/j.lt(.)cz V"’gor
Modelo 11| 9,61E+16 | 8,73E+10 0,87 2,717 0,588
Lineal 4 | 6,00E+16 | 1,50E+16 1,50 3,259 0,265
Relacion lisina:jugo 1 | 8,67E+16 | 8,67E+16 0,09 4,747 0,774
pH 1 |6,14E+10 | 6,14E+10 0,61 4,747 0,449
Tiempo 2 [ 530E+16 | 2,65E+16 2,64 3,885 0,112
Interacciones de 2 términos 5 | 3,42E+16 | 6,85E+10 0,68 3,106 0,646
Relacién lisina:jugo * pH 1|181E+16 | 1,81E+16 1,80 4,747 0,204
Relacién lisina:jugo * Tiempo 2 | 1,92E+10 | 9,65E+16 0,10 3,885 0,909
pH*Tiempo 2 (1,42E+16 | 7,10E+10 0,71 3,885 0,513
Interacciones de 3 términos 2 | 1,75E+10 | 8,79E+16 0,09 3,885 0,917
Relacién lisina:jugo * pH *Tiempo | 2 | 1,75E+10 | 8,79E+16 0,09 3,885 0,917
Error 12 | 1,20E+17 | 1,00E+16
Total 23| 2,16E+17

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.
Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el area bajo la curva

de las soluciones de jagua con lisina con a=5%.

En disposicién a los resultados del andlisis de varianza de la Tabla 30 se realiza una
comparacion entre el valor F de manera que, Fexp< Fcritica , Y Segun los valores

dispuestos por el software estadistico se aprueban todas las hip6tesis nulas, de forma
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gue ninguna variable o combinacién de las mismas refleja un efecto significativo para

los resultados de intensidad en las muestras de jagua con lisina.

Para corroborar el rechazo de todas las hipétesis alternativas se analizo el valor p segun
ANOVA, y al ser contrastado con el porcentaje de significancia se probé que para cada
factor y sus respectivas combinaciones p<a, razén por lo cual no existe ninguna
alteracion de las variables en valor de intensidad para los ejemplares de jagua con

lisina.

A continuacion, se evidencia el efecto de las 3 variables estudiadas en el arreglo
factorial sobre las medias ajustadas para los datos del area bajo la curva:

Figura 37.

Grafica de efectos principales para intensidad de las soluciones de

Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para las
soluciones de Jagua con lisina. Todos los términos que se muestran estan en el

modelo. Tiempo en horas.

La Figura 37 evidencia poca relevancia en el impacto de la concentracion de lisina en

las muestras sobre la saturacién del color azul, sefialando que para la disolucién de 0,2
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g y 2 g del aminoacido en las muestras la media ajustada se mantuvo por poco

inalterable.

Para el pH en un valor acido y otro alcalino la linea posee un comportamiento lineal de
mayor pendiente que el caso anterior, no obstante, no es posible apreciar un efecto
significativo en la variable ubicada en el eje de las coordenadas. En relacion a este
factor las muestras con un menor valor de pH muestran un color mas saturado que las

soluciones con un mayor grado de basicidad.

Para los 3 niveles de tiempo se aprecia un incremento de la pureza del color entre los
4 primeros dias alcanzando las mayores intensidades de color, sin embargo, a partir de
las 96 horas, el &rea bajo la curva posee un menor valor lo que refleja la adquisicién de
color gris 0 negro en las muestras.

Figura 38.

Grafica de interaccion de intensidad de las soluciones de Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con

glicina. Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Lis= Lisina. Tiempo en horas.

En la Figura 38, se aprecian 2 lineas perpendiculares para relaciéon de lisina:jugo y pH
vs medias ajustadas de saturacion, las muestras con un pH alcalino y acido, y una
relacion 1:50 poseen valores cercanos de intensidad, mientras que, para un pH acido
en una concentracion de 2% el color de las soluciones tiende a ser mas vivo, caso
contrario al mismo valor de concentracién con un grado de alcalinidad mayor en el que

se reflejan purezas menores.
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Considerando el impacto de la concentraciéon de aminoacido: jugo a traves del tiempo,
se aprecian para tiempos de 0 y 96 horas funciones lineales paralelas al eje horizontal,
lo que responde a la aprobacién de su hipétesis nula en el que no se identifica un efecto
significativo de la concentracion de lisina en el resultado de la integral, sin embargo,
para un tiempo de 7 dias se estiman bajas intensidades, posiblemente por la pérdida

de color natural y diferentes reacciones que ocurren dentro de las soluciones.
5.3.3. Tono del color para las soluciones de Jagua

El tono, matiz o tonalidad es una propiedad determinada a partir de la siguiente ecuacion:

Ec(33)

, Area Nicgo_ AU * nm
Y%hrea = — (580—-750) nm [ ]x100
Area N350-800) nm [AU * nm]

Donde Area N(sgo_750)nm COrresponde al valor de la intensidad azul previamente
determinado en unty Area N(3s0-g00y nm FEPresenta el area total bajo la curva de absorcion

de los espectros normalizados entre los 350 y 800 nm. [7]

Para ambos aminoéacidos se calcularon un total de 96 integrales definidas de 48
polinomios de grado 6 para estimar el porcentaje de area que corresponde al color azul.
Estas apreciaciones se llevaron a cabo en el programa de procesamiento de algebra y
célculo numérico Wolfram Alpha, y el motor de respuesta Symbolab para corroborar los
primeros resultados. Caso similar a la determinacion de intensidades se utiliza un

dispositivo que realiza calculos aritméticos para confirmar los datos.

Los resultados para el matiz de las muestras a base de glicina se muestran a

continuacion:
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Tabla 31.

Tono del color para las soluciones de Jagua con glicina.

Tiempo pH Relacion glicina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 59,60 51,94
52,27 51,94
8 39,53 51,82
40,40 51,85
96 h 4 52,56 53,40
52,56 53,45
8 51,86 51,50
49,17 51,50
168 h 4 50,37 53,42
52,53 53,47
8 51,56 51,62
52,72 50,55

Nota. Esta tabla muestra los resultados de la razon entre la intensidad y area total bajo la curva de

absorcion de los espectros de glicina [%].

En concordancia con la Tabla 31, el tono es directamente proporcional a la magnitud del
porcentaje de area, es decir, a medida que la region azul posea una mayor proporcion
respecto al area normalizada entre los 350-800 nm, el matiz del color primario estara
mas centrado, en lugar de, cerca de uno de los extremos del espectro visible entre el

violeta y el cian.

En la Tabla 31 es posible apreciar que, para un tiempo inicial una de las muestras con

un pH ajustado a 4 que emplea una proporcion 1:50 glicina: jugo presenta la mayor

tonalidad sin mezcla de blanco o negro, por lo cual es el color mas cercano al azul.

Por otra parte, una solucion alcalina con una relacion 1:50 glicina:jugo en t=0 y t=96h

muestra las menores tonalidades frente a otras muestras por lo que posiblemente el

matiz que manifiesta sea el violeta o el verde.
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Considerando el tono para las soluciones se evalud la influencia de algunas variables
COmo se muestra a continuacion:

Tabla 32.

ANOVA para tono de las soluciones de Jagua con glicina.

Fuente GL SC MC Valor Valor Valor
Ajust. Ajust. Fexp Feritica p
Modelo 11 325,59 |2,96E+04( 10,31 2,717 0
Lineal 4 120,99 |[3,02E+04| 10,54 3,259 0,001
Relacién glicina:jugo 1 18,96 |1,90E+04 6,60 4,747 0,025
pH 1 78,59 7,86E+04 27,38 4,747 0
Tiempo 2 23,44 |1,17E+04 4,08 3,885 0,044
Interacciones de 2 términos 5 101,98 |[2,04E+04 7,11 3,106 0,003
Relacién glicina:jugo * Ph 1 27,89 |2,79E+04 9,72 4,747 0,009
Relacién glicina:jugo * Tiempo 2 14,20 |7,10E+03 2,47 3,885 0,126
pH*Tiempo 2 59,89 |2,99E+04| 10,43 3,885 0,002
Interacciones de 3 términos 2 102,62 |(5,13E+04( 17,88 3,885 0
Relacién glicina:jugo * pH*Tiempo 2 102,62 |(5,13E+04 | 17,88 3,885 0
Error 12 34,44 2870
Total 23 360.03

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.
Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el area bajo la curva

de las soluciones de jagua con glicina con a=5%.

En relacibn a la Tabla 32 es indispensable rechazar todas las hipétesis nulas
relacionadas con el impacto individual del pH, tiempo, y relacion glicina: jugo, puesto que,
el valor p es menor al criterio de significancia empleado por lo que existen diferencias

significativas en el tono del color al usar diferentes niveles para cada factor.
Para la interaccién de 2 términos, se aceptan las hipétesis alternativas que abarquen al
pH como variable, sin embargo, para la influencia de relacion glicina:jugo*Tiempo para

el tono del color no se aprecia efecto significativo.

En contraste con lo anterior, se graficé el comportamiento individual por variable sobre

el tono como se muestra en la figura 39:
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Figura 39.
Gréfica de efectos principales para tono de las soluciones de

Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para las
soluciones de Jagua con glicina. Todos los términos que se muestran
estan en el modelo. Tiempo en horas.

El gréafico anterior evidencia un impacto realmente significativo para la tonalidad del color
en relacion a la proporcidon de glicina en las muestras, puesto que, al incrementar la
concentracion de aminoacido aumenta el porcentaje de area y por lo tanto las muestras

evidencian tonos mas puros.

Por otro lado, el tono en la Figura 39 evidencia un comportamiento inversamente
proporcional con respecto al grado de alcalinidad de las soluciones, de decir, al

acrecentar la magnitud del pH el area disminuye a valores menores al 50%.
En distintos intervalos de medicion se aprecia un aumento del tono en las primeras 96

horas para todas las soluciones, sin embargo, esta variable tiende a volverse constante

desde las 96 horas hasta el ultimo dia de analisis del color en un valor promedio del 52%.
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Figura 40.

Grafica de interaccion de tono de las soluciones de Jagua con glicina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con

glicina. Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Gli= Glicina. Tiempo en horas.

En cuanto a la doble interaccion entre la relaciéon de glicina:;jugo y pH es posible
determinar que para un pH acido se obtienen los mayores tonos para glicina de manera
constante sin considerar la concentracion del aminoécido, mientras que, para un mayor
grado alcalinidad se observa un comportamiento proporcional en cuanto a la proporcion
de glicocola, es decir, al incrementar la cantidad masica del aminoacido en las
soluciones, estas tienden a mostrar mejores tonos en comparacién con muestras que

poseen una relacion glicina:jugo menor.

Al considerar el impacto a través del tiempo de la media ajustada de tono en combinacion
con la relacion de glicina:jugo se evidencia un comportamiento paralelo constante al eje
X para las estimaciones del mismo a partir del 4to dia en adelante. Para las soluciones
con concentraciones de 2% p/p los valores de tono son cercanos, sefialando que no
existen diferencias significativas en el efecto combinado de estos factores en el resultado

del tono; aceptando asi su hipétesis nula.

Por altimo, para un pH acido los resultados de tono son cercanos en intervalos de 0, 96
y 168 horas, mientras que para soluciones alcalinas en un tiempo 0O los tonos de color
son diferentes en comparacion con las mediciones realizadas hasta ser constantes a

partir del 4to dia.
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Cabe destacar que los valores reportados en la Tabla 29 convergen con los resultados
reportados por Brauch para la determinacién del tono del color con areas aproximadas
del 51% en condiciones acidas [7].

De igual manera, los valores de tono de color fueron contrastados empleando lisina
como fuente de aminoacido de las muestras como se muestra a continuacion:
Tabla 33.
Tono del color para las soluciones de Jagua con lisina.

Tiempo pH Relacién lisina:jugo
1:50 1:500
Oh 4 53,36 46,33
53,08 53,07
8 52,95 52,76
52,90 52,58
96 h 4 45,79 52,42
53,85 51,98
8 51,73 51,64
51,75 50,73
168 h 4 50,84 46,64
65,65 46,58
8 38,87 39,30
39,42 38,93

Nota. Esta tabla muestra los resultados de la razén entre la intensidad y area total bajo la curva

de absorcién de los espectros de lisina [%].

En conformidad con los resultados de la Tabla 33 de las muestras ajustadas, inicialmente
en un tiempo 0 para un pH=4 y una concentracién de 0,2% del aminoacido se aprecia el
mayor tono en comparacion con las demas muestras, a las 4 dias se presenta un
descenso del tono, posiblemente por efecto de otras reacciones alternas o su factor de
dilucion, sin embargo, en contraste a las 168 horas siguen presentandose altos tonos del
color primario, mientras que para las mismas condiciones en un pH basico se aprecian

los menores tonos azules evidenciando tonos violetas y/o verdes.
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A continuacion, se realiza un altimo arreglo factorial para determinar la influencia de las
variables previamente estudiadas sobre el tono del color en las soluciones de Jagua a
base de lisina:

Tabla 34.

ANOVA para tono de las soluciones de Jagua con lisina.

Fuente GL | SC Ajust. Amgt. Valor Fexp | Valor Feritica | Valor p
Modelo 11| 700,51 63,68 4,61 2,717 0,007
Lineal 4 308,25 77,06 5,58 3,259 0,009
Relacién lisina:jugo 1 30,89 30,89 2,24 4,747 0,160
pH 1 88,28 88,28 6,40 4,747 0,026
Tiempo 2 189,08 94,54 6,85 3,885 0,010
Interacciones de 2 términos 5 339,03 67,81 4,91 3,106 0,011
Relacién lisina:jugo * pH 1 23,74 23,74 1,72 4,747 0,214
Relacién lisina:jugo * Tiempo | 2 45,93 22,97 1,66 3,885 0,230
pH*Tiempo 2 269,35 134,68 9,76 3,885 0,003
Interacciones de 3 términos 2 53,23 26,62 1,93 3,885 0,188
Iisiﬁ;‘ﬁ‘ggpr*Tiempo 2| 5323 | 2662 1,93 3,885 0,188
Error 12 165,65 13,80
Total 23 | 866,16

GL= Grados de libertad; SC= Sumas de cuadrados; MC= Cuadrados medios.
Nota. Esta tabla muestra el resumen de resultados del arreglo factorial 22 x3 para el area bajo la curva

de las soluciones de jagua con lisina con a=5%.

Para las hipétesis nulas planteadas en un principio, segun la Tabla 34 es indispensable
rechazar unicamente 2 de ellas respecto al efecto por separado de cada variable sobre
el tono del color concernientes al pH y el tiempo, mientras que, en relacion al valor p de
la relacion lisina: jugo y el intervalo de significancia se acepta la hipotesis nula al no

reconocer un efecto significativo sobre la variable respuesta.

En relacion a las interacciones entre 2 términos solamente se acepta la hipoétesis
alternativa para el impacto combinado del pH y el tiempo, que en contraste con los
efectos de la relacion lisina: jugo no se determinaron efectos apreciables sobre el tono

del color.
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Cabe resaltar que, para el efecto combinado de los 3 factores se acepta la hipétesis
nula debido a que el intervalo de significancia es menor al valor p.

Figura 41.

Gréfica de efectos principales para tono de las soluciones de

Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto individual de las variables para las
soluciones de Jagua con lisina. Todos los términos que se muestran estan

en el modelo. Tiempo en horas.

En relacibn a la Figura 41, el comportamiento de lisina: jugo es inversamente
proporcional a los valores de madias ajustadas de tono, es decir, al incrementar la
cantidad méasica de aminoacido en las muestras, estas tienden a mostrar bajos tonos
azules. Del mismo modo, en condiciones alcalinas los tonos azules disminuyen

interpretandose como la aparicién de nuevo color o tonalidad.

Conforme al tiempo de las mediciones se aprecia un comportamiento lineal descendente
de los porcentajes de areas para el matiz del color, en los primeros 4 dias los tonos
representan areas mayores al 50%, y a partir de las 96 horas se evidencia una caida
abrupta del tono del color, posiblemente por la degradacion del mismo por la influencia
de otro tipo de variables o vencimiento de la vida util del colorante organico.

En contraste con lo anterior, se procede a obtener el grafico de las interacciones de 2

términos:
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Figura 42.
Gréfica de interaccion de tono de las soluciones de Jagua con lisina.
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Nota. La figura representa el impacto de las variables combinadas para las soluciones de Jagua con lisina.

Todos los términos que se muestran estan en el modelo. Lis= Lisina. Tiempo en horas.

Como se evidencia en la Figura 42 para un grado de acidez de las muestras a medida
que incrementa la proporcion del aminoacido en las soluciones menor es el tono de las
mismas, no obstante, en un pH bésico se aprecia un comportamiento lineal paralelo al

eje de las abscisas, lo que confirma la aceptacion de su hipétesis nula.

En lo que respecta a la relacion de lisina en el tiempo para una relacion 1:50 lisina: néctar
en un tiempo O se presentan los mayores tonos de color y progresivamente tienden a
desaparecer. Por otro lado, para relacion 1:500 el tono del color tiende a mantenerse en
los primeros 4 dias y progresivamente se desvanecerse, razon por la cual se acepta su

hipétesis nula.

Por altimo, la influencia combinada del pH y el tiempo afirma que, en valores &cidos de
pH, el tono tiende a permanecer constante, sin embargo, para soluciones alcalinas existe

un cambio drastico de color hasta obtener areas menores al 40% en el séptimo dia.

5.3.4. Estabilidad del color para las soluciones de Jagua

Para analizar la permanencia del color en el tiempo la estabilidad fue calculada para

todas las muestras de la siguiente forma:
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_ (Area N 580 — 750 nm), 100 Ec(34)
" (Area N 580 — 750 nm), x

Donde (A4rea N 580 — 750 nm), es la intensidad azul después de un periodo de tiempo ty
(Area N 580 — 750 nm), es la intensidad inicial del color azul antes del almacenamiento y

tratamiento quimico.

La estabilidad del color se determiné en un tiempo t de 7 dias respecto a un tiempo inicial.
En un principio, todas las muestras de glicina y lisina poseen una estabilidad inicial de
100% debido a que no se pueden apreciar cambios significativos en las primeras

mediciones.

Para las muestras de glicina se determind que las soluciones con mayor estabilidad son
aquellas que emplearon un pH basico y una relacién 1:500 con porcentajes de 99,5% y
96,91%.

Por otra parte, las muestras con el mismo pH y una concentracién menor a la anterior de

glicina poseen una estabilidad entre el 21,97% y 25,60%.

En contraste con lo anterior, para las muestras condicionadas con un valor de pH &cido
de 4 y una relacién 1:500 se estimaron estabilidades de 24,90% y 24,49%, mientras que,
para relaciones menores la estabilidad se encontraba en un rango entre el 9,54% vy
31,36%.

Los calculos para lisina, por el contrario, determinaron que el color mas inestable lo
presentaban las soluciones acidas con una relacion 1:50 con porcentajes de 3,65% y
7,26%; seguidos por muestras con una relacion 1:500 y pH=8 con un rango entre 8,23%
y 9,87%.

No obstante, para las soluciones con un pH acido y una concentracion del 2% de lisina
en las muestras se obtuvieron porcentajes entre 7,42% vy 11,65% y cabe destacar que el
color mas estable durante los 7 dias se presenta en condiciones alcalinas para una

relacion 1:50 con porcentajes entre el 59,67% y 68,11%.
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Se analiza que los pigmentos sintetizados con glicina presentaron una mayor estabilidad
frente a la lisina, ya que exhibe pérdidas menores en el proceso de descomposicion ante
cambio de temperatura, la cual siempre se mantuvo ambiente, esto permitié que no se
generara una pérdida del porcentaje de peso considerable, siendo asi el colorante mas

estable térmicamente.
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6. CONCLUSIONES

Por medio de los analisis del fruto Genipa americana L se logr6 llevar a cabo su
caracterizacion segun los métodos brindados en las A.O.A.C y NTC. Principalmente los
estudios denotaron a la Jagua como materia prima rica en genipina reticulada y sin
polimerizar, de olor fuerte con un sabor 50% acido y 50% amargo de trama 100% dura
y 90% &spera. Por otra parte, el andlisis fisicoquimico y bromatolégico confirman que se
trata de una fruta inmadura con pocos cambios quimicos en su interior al presentar una
tasa de 0,63% de acidos organicos y 3,83+0,14 % de azUlcares y glucidos, rica en agua,

carbohidratos, minerales y proteinas que brindan un alto aporte calorico.

El proceso de extraccion de genipina se desarrollé por duplicado para 3 porciones
diferentes de materia prima en fase homogénea a una temperatura constante de 80°C
empleando como solvente de alta pureza etanol al 99%. Las condiciones de operacion
empleadas no ofrecieron optimos resultados respecto al rendimiento total de extraccion
posiblemente por altos tiempos de procesamiento, baja selectividad y degradacion
térmica de este compuesto. De igual forma, se establecié la metodologia tedrica de
identificacion y purificacion de acuerdo a recopilacion bibliografica de varios autores que
presentan mejores rendimientos con respecto a otro tipo de técnicas por su sensibilidad,
idoneidad de separacion y reconocimiento, facil adaptacion y determinaciones

cuantitativas exactas.

Al implementar una técnica convencional para la extraccién de genipina se presentaron
maximos rendimientos de 0,5028% y 0,5414% para su prepurificacion con un secado en
mufla y una filtracién al vacio respectivamente, es posible que los anteriores resultados
se deban a las condiciones de operacion empleadas para el desecado de la materia
prima y la extraccion que, degradaron el iridoide a altas temperaturas o promovieron la
reaccion de entrecruzamiento de la aglicona con compuestos de naturaleza proteica, lo
cual disminuye su tasa de recuperacion y define a estas técnicas de baja eficiencia para

la separacién de este metabolito secundario.
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Por ultimo, por medio del estudio ANOVA planteado se establece la glicina como el
aminoacido adecuado para la produccion del colorante azul debido a que, presenta
intensidades altas, aumento del tono azul y mayor estabilidad a través del tiempo,
alcanzando asi una mayor coloracion cercana a su maxima capacidad de pigmentacion;
aun cuando para algunas de las soluciones de glicina adecuadas a condiciones alcali y

relaciones menores alcanzaran a obtener bajas saturaciones.
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GLOSARIO

Aditivo alimentario: “es cualquier sustancia que por si misma no se consume
normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos,
tenga o no valor nutritivo y cuya adicion al alimento en sus fases de produccion,
fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o
almacenamiento, resulte directa o indirectamente por si o sus subproductos, un

componente del alimento o bien afecte a sus caracteristicas” [111].

Aglicona: también conocida como genina, es la porcién diferente del azicar que se

obtiene por hidrolisis de los glicésidos [112].

Aminoacido: son compuestos organicos que forman las proteinas. Su esqueleto se
basa en un grupo amino (-NH2) y otro carboxilo o acido (-COOH) que se unen a un
carbono a (-C-). Estas unidades basicas son clasificadas como esenciales y no

esenciales segun su produccion en el cuerpo humano [113].

ANOVA: es un analisis de varianza la cual justifica la hipétesis de que las medias de dos
0 mas poblaciones son equivalentes. Ademas, permite estimar la importancia de uno o
mas factores al comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes niveles

de los factores [114].

Colorante alimentario: es una sustancia quimica con la capacidad de absorber ciertas
longitudes de onda en un rango determinado del espectro de luz que importan o
desarrollan color. Son empleados como aditivos en productos destinados a consumo
para recuperar, resaltar o dotar de color a un alimento tras un proceso industrial [115],
[116].

Estabilidad del color: resistencia de los materiales o compuestos a cambios de color

producidos por la luz o el envejecimiento [117].
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Extraccion Soxhlet: es una operacion unitaria de transferencia de masa basada en el
uso de disolventes la cual es simple y de facil operacion. Por lo general, la muestra se
encuentra libre de agua para evitar cualquier tipo de reaccion con el disolvente. En el
equipo, el tiempo que sea necesario, la materia prima se somete a determinadas
temperaturas para poder obtener los extractos con los compuestos afines al disolvente
[43].

Genipa: es una baya comestible de color pardo semiesférica y globosa con una textura
ligeramente escabrosa que crece en el arbol conocido como Genipa americana L de la
familia Rubiaceae. Recibe otros nombres tales como caruto, jagua, jenipapo y/o huito.
[17].

Genipina: es un monoterpeno incoloro de férmula quimica C11H1405 soluble en
compuestos polares [42]. Tiene la capacidad de reaccionar con moléculas y cadenas
organicas con grupos amino para producir tintes de distintos colores [46] ademas de
poseer propiedades anticolestasicas, antiinflamatorias y antidepresivas contra cancery
obesidad [4].

Hipotesis alternativa: es el resultado de respaldo que solo juega una parte en la prueba
si la hip6tesis nula conduce a un rechazo de la hipotesis [118].

Hipotesis nula: es la afirmaciéon que se pondra a prueba [118].

Intensidad del color: también denominado saturacion, es el grado de pureza de un

color, es decir que no se incorpora con otros colores, ni luz ni sombra [119]

Iridoides: son un grupo de monoterpenos biciclicos de estructura abierta o cerrada en
forma heterosidica mayoritariamente como glucosidos. Su estructura quimica abarca un
anillo de ciclopentano- [C] —pirano tipicamente fusionado con un heterociclo oxigenado
de seis miembros lo que les otorga propiedades amebicidas, antiinflamatorias y
antimicrobianas [40], [111] .
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Limite de cuantificacion: se define como la minima cantidad de analito que puede
determinarse cuantitativamente con una adecuada exactitud y precision. Con especial

interés en la determinacidén de concentraciones bajas de analito [120].

Limite de deteccion: es la minima cantidad de analito en una muestra que puede ser

detectado, no necesariamente cuantificado, con precision y exactitud [120].

Nandmetro: medida de longitud que equivale a la milmillonésima (107°) parte del metro.
Simbolo (nm) [121].

Proteina: es una cadena lineal de aminoacidos que poseen una misma estructura
central; la secuencia de aminoacidos determina la forma y, por lo tanto, su funcion.
Existen diversos criterios de clasificacion segun su funcidén, composicion, estructura, etc
[113].

Tono del color: es el nombre y estado etéreo de cada color, que posibilita caracterizar
y realizar el trayecto de un tono hacia uno u otro lado del circulo cromatico. También es
considerado como una cualidad coparticipe con la longitud de onda preponderante en la
mezcla de ondas luminosas, siendo la sumatoria de longitudes de onda que puede

reflectar una superficie [19]

Umami: es el quinto sabor que perciben las papilas gustativas, es una palabra japonesa,

significa delicioso [122].
Secoroide: es un tipo de monoterpenos derivados del geraniol. Tienen la formula general

del ciclopentanopirano, pero uno de los anillos esta roto, como la oleuropeina y sus

formas conjugadas. [123]
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ANEXO 1.
RECOMENDACIONES

Se considera necesario ejecutar una caracterizacion organoléptica y fisicoquimica del
fruto Genipa americana L. recolectado en otros municipios de Colombia, analizando las
posibles discrepancias que se puedan llegar a presentar respecto a los datos analizados
de este trabajo de acuerdo a su variedad, maduracion, clima, manipulacion, preparacion

y técnica de extraccion.

Es sugerible evaluar otro tipo de variables al establecer las condiciones de operacién
para la extraccion y purificacion de la genipina, estudiando el comportamiento de la
temperatura y pH a través del tiempo, asi mismo aplicar de manera practica la

metodologia de identificacion y purificacion de la genipina.

Se aconseja determinar el rendimiento de la extraccion total obtenido con presencia en
genipina, mediante otros métodos no convencionales y con otro tipo de disolventes, los

cuales permitan alcanzar mejores porcentajes de recuperacion del iridoide de interés.

Asi mismo, es recomendable emplear y validar otro tipo de disefio de experimentos que
permita demostrar un comportamiento de mayor precision de la influencia de cada factor,
ademas de evaluar otro tipo de variables como la temperatura que puedan ocasionar un
cambio a futuro del color azul en la distribucién, procesamiento y almacenamiento de

este producto.

En caso de desarrollar esta propuesta a escala semi-piloto o piloto, cabe resaltar la
posibilidad de usar equipos mas robustos como aspersores de riego, despulpaduras y
filtros industriales con el propdésito de limpiar, descortezar y separar las particulas sélidas
del fruto, de manera que faciliten la operacion y procesamiento de la Jagua, asi mismo
ofrecer distintas alternativas para el aprovechamiento de los residuos de la fruta en la
elaboracion de otro tipo de productos; teniendo en cuenta la evaluacién financiera de la

produccion de colorante azul a partir de los costos y gastos asociados al proceso.
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Glicina

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ANEXO 2.
FICHAS TECNICAS

LABORATORY REAGENTS
& FINE CHEMICALS

ISO 9001-2008

REGISTERED
Product Name GLYCINE 99% AR/ACS
Lot No. B310321908 Analyzed On 01-Aug-2019
Mol. Formula H2NCH2COOH Mol. Weight 75.07
Code No. 03976 CAS No. 56-40-6
Mfg. Date Aug-2019 Exp. Date Jul-2024
HAZ./P.G. - UN No. -
Sr| Tests Specifications Results

1 | Appearance

White crystalline
powder

White crystalline
poder

2 | Assay (by HCIO4 titration)

99.0-101.0%

99.69%

3 | Identification

Passes test

Passes test

4 | Solubility Passes test Passes test
5 | Appearance of solution Passes test passes test
6 | pH (5 % solution) 5.9-6.3 6.14

7 | Insoluble matter in water Max 0.005% < 0.005%

8 | Hydrolizable substance

Passes test

passes test

9 | Substance darkened by H2S0O4

Passes test

Passes test

10| Chloride (CI) Max 0.003% 0.0020%
11| Heavy metal (as Pb) Max 0.001% 0.0001%
12| Sulphate (SO4) Max 0.005% 0.0035%
13| Loss on drying (at 105°C) Max 0.2% 0.0083%
14| Residue on ignition Max 0.05% 0.05%

15| Ammonium (NH4) Max 0.005% 0.0037%
16| Iron (Fe) Max 0.001% 0.0004%
17| Arsenic (As) Max 0.0001% < 0.0001%
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18| Copper (Cu) Max 0.0005% 0.00014%
19| Nickel (Ni) Max 0.0005% 0.00005%
20| Lead (Pb) Max 0.0005% 0.0001%

This above product complies as per the specifications of LOBA CHEMIE PVT. LTD.

This document has been produced electronically and it is valid without signature.
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L-Lisina Monoclorhidratada.
LOBA =
LABORATORY REAGENTS
& FINE CHEMICALS

CERTIFICATE OF ANALYSIS ISO 9001-2008

REGISTERED

Product Name L-LYSINE MONOHYDROCHLORIDE 98.5% For Synthesis

Lot No. L3376622007 Analyzed On 30-Jul-2020

Mol. Formula C6H15CIN202 Mol. Weight 182.65

Code No. 04455 CAS No. 657-27-2

Mfg. Date Jul-2020 Exp. Date Jun-2025

HAZ./ P.G. Do UN No. -

Sr. | Tests Specifications Results

1 Appearance White crystalline powder White crystalline
powder

2 | Assay (by HCIOA4 titration; on dried basis) | 98.5-101% 99.69%

3 Identification To comply USP test Passes test

4 | Chloride content 19.0-19.6% 19.32%

5 Specific optical rotation ([]20/D; ¢=8 in HCI; | +20.4 to +21.4° 21.2458°

on driedsubstance)

6 Loss on drying (at 105°C ; 3 hrs) Max 0.4% 0.075%

7 Residue on ignition Max 0.1% 0.038%

8 Iron (Fe) Max 0.003% 0.0017%

9 Heavy metal (as Pb) Max 0.0015% 0.000046%

10 | Sulphate (SO4) Max 0.03% 0.03%

11 | Chromatographic purity (by HPLC) To comply USP test Passes test

12 | Residual solvents To meet the requirement | Passes test

CONCLUSION -This above product complies as per the specifications of LOBA CHEMIE PVT. LTD.
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Alcohol Etilico 99%

o,
Yequim...

REACTIVOS ANALITICOS

FICHA TECNICA
ALCOHOL ETILICO 99%
PT210952, PT310953, PT410954, PT510955, R2202, R2203, R2204, R2205

NIT. 830,012.275-1

GENERALIDADES

El reactivo ALCOHOL ETILICO 99% de YEQUIM LTDA es preparado siguiendo un riguroso
programa de calidad, administrado desde hojas de produccién computarizadas y pasando por
una serie de verificaciones compuesta por tres niveles: la primera de tipo metrolégico, la segunda
de control de proceso y la tercera de seguimiento al producto terminado, todo ello para
garantizar la confiabilidad del reactivo.

YEQUIM LTDA entrega la solucion en envases de:

Polietileno de alta densidad., lista para que usted la utilice con seguridad y confianza.

Ademas la etiqueta y certificado del producto contiene:

- La informacion basica sobre sus caracteristicas fisicas y quimicas.

- Las especificaciones como compromiso contractual.

- La informacién necesaria en cuanto a instrucciones|de

- Los cuidados minimos de manejo.

- Los primeros auxilios en caso de accidentes.

- La recomendacion basica para la disposicion ambiental de los residuos.

- Los codigos de riesgo.

- La indicacién sobre dreas de almacenamiento segin el riesgo estimado.

COMPOSICION
ALCOHOL ETILICO 99%

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Punto de fusién °C -114

Punto de ebullicién °C 78-79
Densidad (20/20 °C) 0.804 g/cm3
Tension de vapor (mbar) 59
Punto de inflamabilidad °C 12

ESPECIFICACIONES

Especificacion Limite Norma

Acetona, IPA. PASA TEST ACS 8a EDICION.

Acidos titulables 0 - 0.005 meq/g ACS 8a EDICION.
Apariencia PASA TEST ACS 8a EDICION.

Bases titulables 0 - 0.002 meq/g ACS 8a EDICION.
Carbonizables H2S04 PASA TEST ACS 8a EDICION.
Color 0 - 10 APHA ACS 8a EDICION.

Densidad (20/20 °C) 0.804 - 0.809 ACS 8a EDICION.
Metanol 0 - 0.1 % ACS 8a EDICION.

Reducibles por Minimo 5 min. ACS 8a EDICION.
Residuos 0 - 0.001% ACS 8a EDICION.

Solubilidad en agua PASA TEST ACS 8a EDICION.
Turbidez 0 - 0.4 NTU ACS 8a EDICION. e

Certificada segiin ANALISIS REFERENCIADOS ACS 82 EDICION. Carvera 81 B No. 8D - 51, Bogota DC.
PBX: (5/+1) 402 53 95 Fax Ext. 108
email: Calidad@yequiml.com
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Agua desionizada.

.
Yequim...

REACTIVOS ANALITICOS

NIT. 830.012.275-1
FICHAS DE INFORMACION TECNICA
AGUA DESTILADA (DESIONIZADA)
Sinénimos: Agua desmineralizada.
INCI: Agua.

Formula Molecular: H20

Peso Molecular: 18,02

Descripcion: El Agua destilada (desionizada) se prepara mediante el siguiente
método, a partir de agua destinada al consumo humano (agua de la

red publica):

1. Filtracién de macroparticulas a través de silex.

2. Microfiltracion a través de filtros de 1 y 5 ym.

3. Doble paso por 6smosis inversa.

4. Eliminacion de CO2 y otras sustancias gaseosas y volatiles.

5. Intercambio iénico mediante lecho mixto de resinas.

6. Filtracion de seguridad de 1 pm.

Datos Fisico-Quimicos: Liquido limpido e incoloro. Densidad: 0,997 - 1,002 g/ml. indice de
refraccion: aprox. 1,3330. pH: 5,0 - 7,0. Conductividad: < 4,3 uS/cm.

Propiedades y usos: El agua destilada o desionizada esta destinada a usos NO
farmacéuticos, como por ejemplo para uso en laboratorio (para

bafos de agua, etc...).

Efectos secundarios: La ingestién masiva de agua desionizada originaria una alteracion del
balance electrolitico.

Conservacion: En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ.

o

Carrera 81 B No. 8D - 51, Bogota D.C.

PBX: (57+1) 402 53 95 Fax: Ext. 108

email: calidad@yequim.com
yequim@hotmail.com

www.yequim.com
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ANEXO 3.
HOJA DE CATA

Mombre: Fecha: Panelista N*® Muestra: Genipa Americana L.
i Ha fumado en los dltimos 5 dias? i Padece usted alguna afeccidn visual?
¢ Recibid la capacitacion?

A continuacion, tache con una X el color gue considera mas cercano para la fruta evaluada segun el gjculo, aue tiene en frente:

« Analisis de Calor

1. Color del mesccarpio 2. Color del endocarpic 3. Color de la cascara
i3u respuesta fue seleccionada al azar? £5u respuesta fue seleccionada al azar? i3uU respuesta fue
seleccionada al azar?
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A continuacion, evallde los siguientes parametros de forma objetiva segun la siguiente escala:

Grado

A continuacion, evalle los siguientes parametros de forma objetiva en la siguiente escala.

Responda si o no segln |a textura de |a fruta entera que usted percibe segun los siguientes items

Ll =]

(9 B R Sy S

Analisis de Olor

Intensidad
Sin olor
Muy leve
Debil

Facllmente notable

Fuerte
Muy Fuerte

Analisis de Sabor

Analisis de Textura

iLa fruta es dura?

Aroma

i
(&5 ]

Pulpa

Cascara

Sabor
Pulpa

1

2

3

4

[Ap]

| Umami

Agrio

Dulce

Amargao

Salado

iLa fruta es suave/blanda?

ila fruta es fibrosa?

iLa fruta es crujiente?
iLa fruta es esponjosa?

ila fruta es aspera?
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iLa fruta es quebradiza?

iLa fruta es viscosa?



ANEXO 4.

RESULTADOS ESPECTROFOTOMETRICOS DE SOLUCIONES A BASE DE
GLICINA Y L-LISINA MONOHIDRATADA A t=0h,96h Y 168h.

Solucion Jagua:Glicina, pH=4, Relacién 1:50 t =0Oh

Glicina pH=4 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=4, Relacion 1:500 y t =0Oh

Glicina pH=4 Relacion 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacion 1:50 y t =0Oh

Glicina pH=8 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacion 1:500 y t =0Oh

Glicina pH=8 Relacion 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=4, Relacion 1:50 y t =96h

Glicina pH=4 Relacion 1:50 Original
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Solucion Jagua:Glicina, pH=4, Relacién 1:500 y t =96h

Glicina pH=4 Relacion 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacion 1:50 y t =96h

Glicina pH=8 Relacion 1:50 Original
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Solucion Jagua:Glicina, pH=8, Relacion 1:50 y t =96h Réplica

Glicina pH=8 Relacion 1:50 Réplica
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Solucion Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:500 y t =96h

Glicina pH=8 Relacién 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:500 y t =96h Réplica

Glicina pH=8 Relacion 1:500 Réplica
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Solucion Jagua:Glicina, pH=4, Relacién 1:50 y t =168h

Glicina pH=4 Relacién 1:50 Original
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Solucion Jagua:Glicina, pH=4, Relacion 1:50 y t =168h Réplica

Glicina pH=4 Relacion 1:50 Réplica
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Solucion Jagua:Glicina, pH=4, Relacién 1:500 y t =168h

Glicina pH=4 Relacién 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=4, Relacion 1:50 y t =168h Réplica

Glicina pH=4 Relacién 1:500 Réplica
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Solucion Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:50 y t =168h

Glicina pH=8 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:50 y t =168h Réplica

Glicina pH=8 Relacion 1:50 Réplica
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Solucion Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:500 y t =168h

Glicina pH= 8 Relacién 1:500 Original
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Solucién Jagua:Glicina, pH=8, Relacién 1:500 y t =168h Réplica

Glicina pH=8 Relacién 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =Oh

Lisina pH=4 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =0h Réplica

Lisina pH=4 Relacién 1:50 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =0h

Lisina pH=4 Relacién 1:500 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =0h Réplica

Lisina pH=4 Relacion 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:50 y t =0h.

Lisina pH=8 Relacién 1:50 Original
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Lisina pH=8 Relacion 1:50 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =0h

Lisina pH=8 Relacion 1:500 Original
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Solucion Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =Oh Réplica

Lisina pH=8 Relacion 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =96h

Lisina pH=4 Relacion 1:50 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =96h Réplica

Lisina pH= 4 Relacién 1:50 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =96h

Lisina pH=4 Relacién 1:500 Original
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Solucion Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =96h Réplica

Lisina pH=4 Relacion 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:50 y t =96h

Lisina pH=8 Relacién 1:50 Original
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Solucion Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:50 y t =96h Réplica

Lisina pH=8 Relacién 1:50 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:500 y t =96h

Lisina pH=8 Relacién 1:500 Original
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Solucion Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:500 y t =96h Réplica

Lisina pH=8 Relacion 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =168h

Lisina pH=4 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:50 y t =168h Réplica

Lisina pH=4 Relacion 1:50 Réplica

0,6

Absorbancia (AU)
o
fee

0,4
0,2

0
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Longitud de onda (nm)

183




Solucion Jagua:Lisina, pH=4, Relacion 1:500 y t =168h

Lisina pH=4 Relacion 1:500 Original
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Solucion Jagua:Lisina, pH=4, Relacién 1:500 y t =168h Réplica

Lisina pH=4 Relacion 1:500 Réplica
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:50 y t =168h

Lisina pH=8 Relacién 1:50 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:50 y t =168h Réplica

Lisina pH=8 Relacién 1:50 Réplica
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Solucion Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:500 y t =168h

Lisina pH=8 Relacién 1:500 Original
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Solucién Jagua:Lisina, pH=8, Relacion 1:500 y t =168h Réplica

Lisina pH=8 Relacion 1:500 Réplica
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