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RESUMEN

La utilizacion de las hojas desperdiciadas de algunos vegetales
representa una oportunidad de reciclaje y de eliminacion de grandes
volimenes de residuos que hoy en dia no son aprovechados y sin
embargo concentran muchas propiedades beneficiosas para el ser
humano.

La presente tesis ha establecido las condiciones favorables para la
extraccion de Clorofila a partir de las hojas de remolacha recolectadas en
el distrito del Callao. La extraccion se realizé por medio de etanol, usando
el equipo Soxhlet modificado.

Las variables que se controlaron fueron relacion masa de hojas / volumen
de etanol y el tiempo de extraccion, éstas se desarrollaron en un disefio
factorial de 9 experimentos en total, siendo los resultados evaluados en
forma cuantitativa mediante espectrofotometria.

De los resultados obtenidos, el dptimo nos indica que cuando la relacién
masa/volumen de etanol es de 1:5 y el tiempo de extraccion es de 60

minutos se obtuvo una concentracion de clorofila mayor a 405 mg/L.

Palabras clave: extraccion, clorofila, remolacha, equipo soxhlet.



ABSTRACT

The use of wasted leaves of some vegetables represents an opportunity
for recycling and disposal of large volumes of waste that nowadays are not

used and yet concentrate many beneficial properties for humans. .

This thesis has established the favorable conditions for the extraction of
Chlorophyll from the beet leaves collected in Callao district.
The extraction was carried out by means of ethanol. using the modified

Soxhlet equipment.

The variables that were controlled were leaves mass / volume ratio of
ethanol and extraction time, these were developed in a factorial design of
9 total experiments, with the results evaluated quantitatively by

spectrophotometry.

From the results obtained, the optimum indicates thet when the mass /
volume ratio of ethanol is 1; 5 and the extraction time is 60 minutes, a

chlorophyll concentration greater than 405 mg / L was cbtained.

Keywords: extraction, chlorophyll, beet, soxhlet equipment.



. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
1.1. Identificacion del problema

La utilizacion de hojas desperdiciadas como fuente de principios
activos de gran valor se viene desarrollando desde los afios cincuenta, y
cada dia gana mayor importancia, pues estos productos secundarios en
muchos casos son mas valiosos que el producto principal y constituyen la

base de la conservacion y el aprovechamiento integral de los recursos.

La Clorofila es el pigmento natural mas abundante presente en las
plantas, se producen en los cloroplastos de hojas y otros tejidos de los
vegetales, ademas de aportar energia vital proveniente de la fotosintesis,
desintoxica y oxigena nuestras células de forma muy efectiva, con la
ventaja de ser un alimento 100% natural y extremadamente saludable. La
clorofila es una fuente facilmente digerible de vitaminas y minerales, que
apoya la circulacién sanguinea, intestino, rifones e higado, y ayuda a

equilibrar nuestro metabolismo.

Actualmente los pigmentos clorofilicos son de gran demanda
comercial, pueden ser utilizados como pigmento, como antioxidantes o

como suplementos nutricionales.

Por esta razon se plantea la obtencion de clorofila a partir de las hojas

de remolacha que son desechadas debido a falta de conocimientos



adecuados, especialmente de su valor nutritivo , y asi elaborar productos
con un mayor valor agregado, incrementar los volimenes de produccion

de este derivado y reducir los costos.

El método para la obtencion de Clorofila sera basicamente una
extraccion solido-liquido en el equipo Soxhlet. este meétodo es
actualmente el principal método de referencia con el que se comparan

otros métodos de extraccion.

1.2 Formulacién del problema

1.2.1. Problema General

¢ Cuales son las condiciones favorables para la obtencion de
clorofila a partir de las hojas de Remolacha (Beta Vulgaris L.)

mediante el equipo Soxhlet modificado?

1.2.2. Problemas especificos

a. ¢Cudles son las caracteristicas fisicas y quimicas de la
hoja de Remolacha (Beta Vulgaris L.) usada para la
obtencién de Clorofila?

b. ¢Cuales son los valores experimentales de la
extraccion de la clorofila de las hojas de remolacha

con el equipo Soxhlet modificado?



1.3.

c.  ¢Cuales son las caracteristicas fisicas Y quimicas de la
Clorofila obtenida de las hojas de Remolacha (Beta

Vulgaris L.)?

Objetivos de la investigacién

1.3.1. Objetivo General

Determinar las condiciones favorables para la obtencién de
Clorofila a partir de las hojas de Remolacha (Beta Vulgaris L.)

mediante el equipo Soxhlet modificado.

1.3.2. Objetivos Especificos

a. Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de la
hoja de Remolacha (Beta Vulgaris L.) usada para la
obtencion de Clorofila.

b.  Obtener los valores experimentales de la extraccion de
la clorofila de las hojas de remolacha con el equipo
Soxhlet modificado.

¢. Determinar las Caracteristicas fisicas y quimicas y de
la Clorofila obtenida de las hojas de Remolacha (Beta

Vulgaris L.).

10



1.4, Justificacion

Las razones que justifican la investigacion propuesta son las

siguientes:

a. Ambiental: Plantear una solucidon al desecho de hojas de
remolacha tanto en el mercado donde se realizé el estudio, asi
como en casi todos los establecimientos que no aprecian la
hoja de remolacha como fuente rica en clorofila, aprovechando
sus caracteristicas nutritivas.

b. Tecnoldgico: Los resultados de este proyecto permitiran aportar
informacién valiosa para posteriores estudios, para que sean
sujetos a comparacioén entre la cantidad y calidad de la clorofila
obtenida. Los resultados a obtenerse permitiran pasar de la
produccién a nivel experimental en laboratorio a la produccion
a escala piloto.

c. Social: Ante la necesidad que presenta la sociedad de
reemplazar los productos quimicos por productos organicos o
naturales en la agricultura, es de importancia el estudio de la

obtencion de diferentes extractos vegetales.

11




1.5. Importancia

La presente tesis nos conduce a solucionar el problema de la
acumulacion de restos de vegetales no utilizados considerados como
desechos, nos ayuda a darle un nuevo y beneficioso uso a las hojas

de un vegetal del cual sélo se aprovechaba una porcién.

Obtener las condiciones Optimas para la extraccion de clorofila
aportara resultados muy significativos para la industria, si se requiere
obtener un gran volumen del producto, da pie al desarrollo de una

escala industrial del proceso.

12



MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Para el presente trabajo de investigacion se ha consultado diferentes
referencias bibliograficas que han realizado investigaciones similares

a la planteada en la presente tesis.

Con el objetivo de estudiar los efectos de las variables de proceso
sobre la extracciéon del aceite de las semillas de maracuya por tres
técnicas: ultrasonido, agitacion, y Soxhlet; y también los efectos de
tipo de disolventes menos impactante para el medio ambiente,
Cardoso et al. (2014) en la Universidad Estatal de Maringa, Brasil,
realizé el estudio “Efecto de las variables en el proceso de
extraccion de aceite de las semillas de maracuya por técnicas
convencionales y no convencionales” en el cual se evalu6 la
relacion variable de masa de semillas por volumen de disolvente (A),
el tiempo de extraccion (T) y disolvente (s). Concluyendo que las
variables que ejercen una mayor influencia en el rendimiento de
extraccion de aceite a partir de la semilla de maracuya eran el tiempo
de extraccion y la relacion de semilla/ disolvente para las tres técnicas
estudiadas, junto con el tipo de disolvente para las técnicas de

ultrasonido y agitador.
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La comparacion de las tres técnicas mostré que la técnica Soxhiet
tenia los rendimientos mas altos y se extrajo 65 % de la cantidad total

del aceite presente en la matriz inicial.

En la Universidad de Cuenca, Facultad de Ciencias Quimicas,
Ecuador, Caldas (2012) realizé estudios para la “Optimizacion,
escalamiento y diseio de una planta piloto de extraccion Sélido -
Liquido” y asi poder establecer los parametros de extraccién para
lograr la estandarizacion del proceso. Con los analisis preliminares
para la obtencién de los extractos de altamisa y eucalipto también se
pudo determinar y optimizar los parametros de funcionamiento del
equipo Soxhlet los cuales son de importancia ya que nos permitiran
realizar los respectivos calculos y diseno de la planta piloto de
extraccion solido-liquido.

El escalamiento de la planta piloto de extraccién sélido-liquido se
realizo en base a datos obtenidos experimentaimente en el equipo
Soxhlet IVA industria Argentina con manta de calentamiento de marca
BOECO tecnologia Alemana laboratorio LABHEAT, por tal motivo, el
disefio de un equipo a ofro variara ligeramente en algunos factores

tales como rendimiento o capacidades.

Espin (2011), realizé una investigacion con respecto a la

“Elaboracion de galletas de sal enriquecidas con clorofilas” en la
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“Escuela Superior Politécnica de Chimborazo”, Riobamba — Ecuador,
para determinar por degustaciéon cudl de los vegetales (ortiga, acelga
y espinaca) es favorablemente aceptado en las galletas de sal
enriquecidas con clorofila.

Mediante la realizacién de esta investigacion se logré elaborar
galletas de sal con clorofila proveniente de espinaca, después de
realizar pruebas y ensayos previos para elegir el vegetal fuente de
clorofila y el porcentaje de dicho vegetal en la galleta, la cual cumple

con lo estipulado en la NTE INEN 2085 (Galletas, Requisitos).

Cardenas et al. (2007) en Universidad auténoma Metropolitana,
México D.F., realiz6 el estudio del “Extraccion de aceite de
cacahuate”, de los resultados obtenidos podemos decir que la
semilla de cacahuate resulté ser una oleaginosa de la cual se puede
obtener una cantidad significativa de aceite. La combinacién de
diferentes métodos de extraccion de aceite, permitié recuperar casi el
98% del aceite contenido en la semilla de cacahuate, respecto a la
cantidad tedrica reportada.

El tamafio de particula utilizado en estos experimentos tuvo un
impacto importante en la extraccién del aceite, ya que entre mas
pequenc fue el didmetro de la particula, la extraccion de aceite

aumentd.
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Streit et al. (2005), realizé una investigacion en “Clorofilas” en la
Universidad Federal de Santa Maria, Brasil; cuyo objetivo fue tratar
varios factores que interfieren en la degradacion de las Clorofilas,
como la luz, radiacién, calor, acidos, oxigeno, alteracién enzimatica e
interaccién con otros pigmentos. Asi como también otro aspecto fue el
uso de las clorofilas como colorantes, concluyendo que la intensidad
de la absorcion de la luz realizada por la planta depende del entorno
en el que se encuentra. Incluyendo los factores ambientales tales
como el estrés de agua, pH, la reduccién de brillo, cambios
enzimaticos, la temperatura y el aumento de la atencion individual de
etileno deben ser tomadas durante la extraccién y analisis, asi como
durante el procesamiento de alimentos, con el fin de mantener la

integridad de la molécula de clorofila.

Para el “Escalado de la tecnologia de laboratorio de obtencién
de concentrado clorofila-caroteno a partir del follaje de Pinus
caribaea Morelet (pino macho)”, Amaro et al. (2004) realizé estudios
en el Centro de Quimica Farmacéutica, Instituto de Investigaciones
Forestales, Instituto de Farmacia y Alimentos, Cuba; con la utilizacion
alcohol natural como solvente. Los estudios de escalado permitieron
conocer los parametros tecnoldgicos del procedimiento de obtencién
del concentrado clorofila - caroteno y los indices de calidad. El equipo

de extraccion PERSOXH puede trabajar de forma satisfactoria en la

16




es muy rustica y produce muy bien en los climas templados y también
en los climas frios, y aun en los célidos, sin embargo es mucho mas
susceptible al frio que la remolacha azucarera. Existe un numero
considerable de variedades de remolacha; unas especiales para la
industria (azucareras y destilerias) y otras remolachas horticolas y
forrajeras; las variedades mas nutritivas son las amarillas, luego

siguen las blancas y menos ricas son las rojas {Larbaletrier 1901).

Sus caracteristicas principales son las siguientes: Raiz gruesa,
carnosa, azucarada y subterranea, tallo derecho, robusto, anguloso y
con ramas largas y rectas; hojas verdes o rojizas, obtusas, tiernas,
con frecuencia arrugadas y con peciolos anchos y carnosos en la
base; flores pequefias, reunidas de dos en dos y de cuatro en cuatro,
pocas veces solitarias, formando espigas largas, delgadas y
derechas; perigonio rojizo; frutos rugosos, amarillo-obscuros, del
grosor de un guisante, y encerrando en la capsula que forman de dos

a cuatro semillas aplastadas.

18



FIGURA N° 2.1 o

PLANTA DE REMOLACHA

Fuente: Revista Salud Alternativa (2017)

En el Peru la producciéon de remolacha se ha mantenido respécto a
los afios 2015 y 2016 TABLA N° 2.1. Las principales zonas
productoras de palta destacan Ilos departamentos: Lima
Metropolitana, Lima, Arequipa y Lambayeque. El GRAFICO N° 2.1 |

muestra la distribucin de la produccion del afio 2010.
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La composicion cuantitativa de la remolacha cambia con la
variedad; pero las diferencias se acentuan sensiblemente, cuando la
comparacién se establece entre variedades forrajeras, azucareras y de
destileria. Las primeras distinganse por ser muy acuosas, poco ricas,
por lo tanto, en materia seca, y abundantes en proteina y celulosa
bruta. Las segundas contienen, por el contrario, poca agua, menor
cantidad de principios proteicos y celulosa y mayor de hidratos de
carbono. Las ultimas representan un término medio entre los dos
grupos antes indicados, por lo que se refiere a la cantidad de materia
seca, pero son mas ricas en proteina que las azucareras y mas pobres

en celulosa, sobre todo que las forrajeras.

El consumo y la utilizacion de la remolacha, va a depender del
conocimiento que se disponga de sus componentes nutricionales que
son sustancias indispensables para el organismo de igual manera
otras propiedades que se le atribuye para sus posibles usos y
aplicaciones. La remolacha forma parte indispensable de la buena
alimentacion, en algunos casos resulta de mucha utilidad para tratar
ciertas enfermedades, aunque no es posible realizar un analisis
detallado sobre los beneficios nutricionales de la remolacha, debido a
la falta de estudios cémplementarios.

A continuacién se presenta la TABLA N° 2.2 de la composicion

guimica de la raiz y de las hojas de remolacha, y cuales son las

21



funciones beneficiosas que producen en el organismo los nutrientes

contenidos:

TABLA N° 2.2

COMPOSICION QUIMICA DE LA RAIZ DE REMOLACHA

Agua 87.5gr. - Vitamina A 36U
Energia 41 Kcal Vitamina B1 0.03mg.
Grasa 0.17gr. Vitamina BZ 0.04mg
Proteinas 131gr Niacina 0.334mg
Carbohidratos 9.56 gr. Vitamina B6 0.067 mg.
Fibra 2.80 gr. Yitamina C 4.90 mg.
Potasio 325 mg. Vitamina E 0.30 mg,
Sodio 78 mg. Magnesio 0.10 mg.
Fosforo 40 mg. Cobre 0.20 mg.
Calclo 16 mg Cobalto 0.001 mg.
Magnesio 23 mg Qoro 0.40 mg,
Hierro 0.80 mg, Fluor 0.02 mg.
Zinc 0.35mg Yodo 40 meg. -

Fuente: Ministerio de Salud / Instituto Nacional de Nutricién y Martinez (2009)

Elaboracion; Asociacién Regioha.' de Exportadores — AREX

2.2.2. Hoja de Remolacha

FIGURA N° 2.2

HOJAS DE REMOLACHA

Fuente: Revista Salud Alternativa (2017)
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En nuestro pais, de acuerdo a las costumbres y por
desconocimiento, las hojas de remolacha no son consumidas por las
personas, sino que son utlizadas como forraje para el ganado.

(Larbaletrier 1901).

En los mercados callejeros, mercados interiores, y centros de
distribucion de frutas y vegetéles, sus hojas se cortan de la bombilla
para ser utilizadas como fertilizante organico y la alimentacion animal
o se desechan en el medio ambiente como residuos (Amaral et al.,

2004; Mello et al., 2008).

Las hojas tienen gran valor nutritivo, mayor que el de las grandes y
suculentas raices; las que se emplean en la alimentacion humana,
como forrajes y para la extraccion de azlcar segln las caracteristicas

de las distintas variedades y especies (Martinez et al., 2005).

Las hojas son mas densas nutritivamente que su raiz. Por otro lado,
el consumo de las hojas verdes y tiernas situadas en la parte superior
de la raiz aporta principalmente beta-carotenos, calcio y hierro. TABLA

N°2.3
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TABLAN°® 2.3

COMPOSICION QUIMICA DE LA HOJA DE REMOLACHA

(60 M0 S (0 (N0 13 I eSS FRPANH 10 FRNE) B3 = TR (ol

Agua 88.4 gr. Magnesio 72 mg.

Energia 34 Kcal Hierro 2.80 mg.
Grasa 0.5gr. Zinc 0.36 mg.
Proteinas 3.40 gr. Folacina 14.8 mg.
Carbohidratos 5.90 gr. Vitamina A 6.7 Ul

Fibra 11-37gr. Vitamina B1 0.30 mg.
Potasio 547 mg. Vitamina B2 0.15 mg.
Sodio 201 mg. Niacina 0.93 mg
Fosforo 56 mg. Vitamina B6 0.11mg.
Calcio 139 mg. Vitamina C 23 mg.

Fuente: Ministerio de Salud / instituto Nacional de Nutricién y Martinez (2009)

Elaboracién; Asociacién Regional de Exportadores - AREX

De acuerdo a esta composicion, las hojas de remolacha cada 100
g, reporta una buena cantidad de nutrientes, es decir, tiene un valor

nutritivo mas elevado que el tubérculo.

Tiene un valor proteico mayor, aunque el contenido de grasa es
escaso. Presenta una valor bajo de calorias y carbohidratos, pero

posee una buena fuente de fibra.
En cuanto a vitaminas, las hojas de remolacha contienen una

buena cantidad de Vitamina A y C, lo que escasea en el tubérculo. Las

del complejo B también tienen un valor un poco elevado que el anterior
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exceptuando la folacina que tiene un valor bajo. Por otro lado,

presenta una fuente muy buena en Potasio, Calcio y Hierro.

Estudios recientes han investigado la composicion los perfiles de
los alimentos infrautilizados y sus co-productos en el intento para
investigar su potencial como alimentos funcionales (Pereira et al.,

2003; Almeida et al., 2009; Boroski et al., 2011).

Tenemos el objetivo de utilizar estas hojas en el presente estudio.

2.2.3. Clorofila

Las clorofilas son los pigmentos naturales mas abundantes
presentes en las plantas y ocurren en los cloroplastos de las hojas y
en otros tejidos vegetales. Los estudios en una gran variedad de
plantas caracterizaron que los pigmentos clorofilianos son los mismos.
Las diferencias aparentes en el color del vegetal son debidas a la
presencia y distribucién variable de otros pigmentos asociados, como
los carotenoides, los cuales siempre acompanan a las clorofilas (Von
Elbe, 2000).

El nombre clorofila fue propuesto por Pelletier y Caventou en 1818
para designar la sustancia verde que podria extraer de las hojas con

la ayuda de alcohol. Actualmente pigmentos clorofilicos son de gran
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importancia comercial, pueden ser utilizados como pigmento, como

antioxidantes o como suplementos nutricionales. {Streit, 2005)

Clorofila es un término general que se aplica a varios tipos de
pigmentos verdes, estrechamente relacionados entre sf, que tienen en
comun la capacidad para absorber energia luminica y pasarla a otras

moléculas en forma de energia quimica.

La clorofila se encuentra contenida en los cloroplastos, en la célula
viviente, ésta y algunos pigmentos asociados ocurren en conjuncion
con proteinas, pero al ser extraidos de células muertas pueden no
contener proteinas. Por lo comun, existe en dos formas que preséntan
ligeras diferencias, llamadas clorofila a y clorofila b. La formula para la
clorofila a de extraccion difiere de la clorofila b porque esta tiene un
atomo mas de oxigeno y dos menos de hidrégeno. Hay aun otras
variantes de la clorofila que se presentan en algunas algas y

bacterias.
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FIGURA N° 2.3

ESTRUCTURA DE LA CLOROFILA
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Fuente: Portal Fruticola (2016)

La clorofila esencial en toda la fotosintesis de las plantas verdes es
la clorofila a, por lo cual estd presente en todas las plantas
fotosintéticas. Esta clorofila recibe energia luminica, tanto en forma
directa como por transferencia de otras clorofilas y pigmentos
accesorios. La clorofila b esta presente en la mayoria de las plantas
verdes, en las algas verde-azul, en su lugar hay ficocianina, en las
algas pardas fucoxantina y en las algas rojas ficoeritrina. (Vieira,

1996)
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TABLAN® 2.4

TIPOS DE CLOROFILA, FORMULA Y DISTRIBUCION

Clorofila s Clorofila d
) Formula CuHnONMg CaHpONMe
' emplrica
Grupo C3 CH=CH, -CHO
Grupo C7 -CH, -CH,
Grupe C§ -CH,CH; -CHxCH,
Grupo C17 | -CH:CH,COO- -CH,CH,C00-
Fitil Phyryl
Enlace C17- | Simple Simple
C18
Distribucién | Universal Algun alga
roja(3)

Fuente: Otra Medicina.com, 2010

El nucleo de la mo‘lécula de clorofila esta constituido por un atomo
de magnesio rodeado de cuatro atomos de nitrogeno, a los cuales se
fijan anillos y cadenas de carbono, hidrégeno y oxigeno. Una forma
mas compleja, pero mas util y precisa desde el punto de vista quimico
para considerar la estructura de la clorofila es comenzar con un pirrol,
el cual es un anillo con cuatro atomos de carbono y uno de nitrégeno.
La unién de cuatro pirroles ligados quimicamente entre si forma un
tetrapirrol; cuando un tetrapirrol por si mismo forma un anillo cerrado,
la sustancia es una porfirina. Una metalporfirina tiene en su centro un

atomo metalico. La clorofila es una metalporfirina que contiene
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magnesio. En la formacién de la clorofila también se emplea hierro, en
una forma que a la fecha no se conoce bien, pero este metal no esta
presente en la clorofila misma. De acuerdo con una especulacion
filogenética reciente, las primeras metalporfirinas de importancia
fueron porfirinas de hierro activas en la respiracion anaerébica y la
primera porfirina de magnesio fue resultado de un accidente
metabdlico antiguo. Se aplica el término clorofilida a una clorofila a la
que le falta el grupo fitil. Cuando le falta el atomo de Mg a veces se

- llama una clorofilina. (Schoefs, 2002)

Las clorofilas son verdes debido a que absorben la luz de manera
principal hacia los dos extremos del espectro visible, transmitiendo o
reflejando la mayor parte de la misma que tiene longitudes de onda
intermedias. Absorben la mayor parte de la luz roja y azul y transmiten
o reflejan la mayor parte de la luz azul-verde, verde y amarilla a que
se les exponga. Los diversos tipos de clorofila que se encuentran en
plantas distintas a las bacterias difieren muy poco en su espectro de
absorcion. Por otra parte, la mayoria de las clorofilas .bacterianas,
difieren en forma marcada de las no bacterianas en que el pico de
absorcion c.ercano al extremo rojo del espectro es desplazado hacia el

infrarrojo.
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La clorofila siempre va acompaiada por uno o mas pigmentos
asociados que no son verdes. En las plantas superiores, por lo
general se encuentran asociados con la clorofila dos pigmentos
amarillos, el caroteno y la xantofila, pero su presencia es encubierta
por la clorofila, que es mas abundante. Caroteno es el nombre de
varios compuestos que tienen una relacion estrecha entr‘e si, teniendo
todos, la formula C4oHsg, pero difieren ligeramente en la disposicion de
los atomos en la molécula. Las xantofilas difieren de los carotenos en
que tienen uno o mas atomos de oxigeno en su molécula. El
caroteno, la xantofila y otros pigmentos, en su mayoria colores que
van del amarillo al rojo o tirando al pardo, tienen ciertas caracteristicas
estructurales y quimicas en comun, se denominan pigmentos
carotenoides. Algunas veces estos pigmentos ocurren sin clorofila y

dan coloracién a muchos cromoplastos.

La clorofilina es un compuesto que se obtiene de la clorofila. En
contraste con la clorofila, la clorofilina es soluble en agua y tiene las
mismas propiedades que ella. La clorofila y la clorofilina se pueden
encontrar como suplementos nutricionales, tanto en comprimidos

como en liquidos.

La clorofila como suplemento alimenticio tiene una gran actividad

desodorizante. De gran utilidad para combatir los problemas de mal
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aliento ocasionados por el tabaco, bebidas alcohdlicas y alimentos;
ayuda a eliminar los olores provocados por la transpiracion, debido a
que posee acciéon antioxidante. Nutre y fortalece los sistemas

circulatorios e intestinales.

» Acciones de la Clorofila en el ser humano

La clorofila, ademas de aportar energia vital proveniente de la
fotosintesis, desintoxica y oxigena nuestras células de forma muy
efectiva, con la ventaja de ser un alimento 100% natural y

extremadamente saludable.

La clorofila es una fuente facilmente digerible de vitaminas y
minerales, que apoya la circulacién sanguinea, intestino, rifiones e

higado, y ayuda a equilibrar nuestro metabolismo.

La clorofila es un suplemento alimenticio que tiene una gran
actividad desodorizante. De gran utilidad para combatir los
problemas de mal aliento ocasionados por el tabaco, bebidas
alcohdlicas y alimentos; ayuda a eliminar los olores provocados
por la transpiracién, debido a que posee accion antioxidante.

Nutre y fortalece los sistemas circulatorios e intestinales.
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La clorofilina disminuye de forma significativa el colesterol vy
triglicéridos séricos en estudios preliminares en animales. La
clorofila y la clorofilina poseen potencial anticarcinogénico y
antimutagénico; pueden ayudar a proteger contra algunas toxinas

y pueden mejorar los efectos secundarios de algunos farmacos.

Es efectiva en la reduccion del olor urinario y fecal; en algunas
circunstancias puede ayudar a aliviar el estrefiimiento. Puede ser
beneficioso en el tratamiento de piedras de oxalato cdlcico y

pueden tener actividad antiaterogénica. (Breinholt, V, 1995)

2.2.4. Extraccion Sélido — Liquido

En la extraccién por disolveﬁte conocida como sélido-liquido, el
soluto contenido en fase solida se separa por contacto con el
disolvente liquido (Brennan, et al. 1970). La extracciéon por disolvente
se puede realizar de tres maneras: por percolacién, por inmersion y
por procedimiento mixto, es decir Percolacién - inmersion (Bernardini,
1981). El procedimiento de percolacién se lleva a cabo mediante una
lluvia del disolvente de manera tal que llegue a toda la masa, pero sin
llenar todos los espacios vacios existentes entre las semillas. En este
sistema el disolvente envuelve a todas las particulas de la materia
prima con una pelicula del liquido en continuo recambio. En el

proceso por inmersién la semilla va inmersa completamente en el
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disolvente. Durante este proceso la velocidad de recambio del
disolvente sobre la superficie de las particulas es necesariamente

lenta, incluso si circula rapidamente (Bernardini, 1981).

El procedimiento mixto, percolacién-inmersion, llamado también
“extraccion por medio de gases condensables” ha sido preconizado
como la de maxima eficacia, por que aprovecha mas el poder

disolvente del liquido (Colén, 1963).

Los disolventes mas comunes son el éter de petréleo, sulfuro de
carbono (este ultimo presenta el peligro de inflamabilidad),
hidrocarburos clorinados: por ejemplo tetracloruro de carbono
(Bernardini, 1981). La separacion del disolvente puede hacerse por
evaporacion o por destilacién, segun sea su volatilidad y la del soluto

contenido (Vian y Ocon, 1972).

Un proceso extractivo debe definir la selectividad del solvente a ser
usado en el proceso. Dependiendo del proposito al que destine, se
puede obtener un extracto cuya composicidon quimica contiene la
mayor parte en los constituyentes quimicos de la planta, o un extracto
gue contiene solamente constituyentes quimico con una determinada

caracteristica (Sharapin N.,2000)
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2.2.5.1. Estado de divisién

La eficiencia del proceso de extraccion sera mayor
mientras mas pequefio sea el tamafo de las particulas, ya
que de esta forma se tendrd una mayor area de contacto
con el solvente. Cabe resaltar que, la presencia de
particulas demasiado finas seria perjudicial para el proceso
de percolacion, ya que ocurre la compactacién y formacion
de falsas vias, y el proceso de maceraciéon, donde las
particulas pasan al extracto, haciendo necesaria una
filtracion como etapa adicional. La penetracién' del solvente
en fragmentos mayores de la muestra es lenta y la salida

de las sustancias extraibles es dificil.

2.2,5.2. Temperatura

La disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por
el aumento de la temperatura, que contribuye al
desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion
y aumenta la eficiencia del proceso. Sin embargo, muchos
principios activos son termolabiles y pueden ser destruidos,
total o parcialmente a temperaturas elevadas. El aumento
de la temperatura también puede causar la pérdida de

sustancias volatiles.
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2.2.5.3. PH
El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya

que permite la posibilidad de formacién de sales.

2.2.5.4. Naturaleza del solvente
Dependiendo de la finalidad deseada, el solvente utilizado

extrae, selectivamente o no, cierta clase de compuestos.

2.25.5. Tiempo de extraccion

Se determina en funcién del solvente y del equipo
seleccionado. Esta variable es resultante de todos los
factores antes mencionadoé. El tiempo de extraccion debe
ser suficiente para permitir la separacion de los

compuestos de interés.

La extraccion puede definirse como un proceso de separacion en el

cual un soluto se reparte o distribuye entre dos fases diferentes. Lo

mas comun es realizar una extraccion entre dos fases liquidas,

aunque también pueden realizarse extracciones sélido — liquido.

La extraccion solido — liquido recibe distintos nombres segin la

finalidad del proceso; asi, se le conoce como lixiviaciéon, macerado,
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percolacion, etc. La finalidad de esta operacion puede ser diversa,
pues en algunos casos es necesario eliminar algun componente no
deseable de un sdlido mediante disolucion con un liquido,

denominandose lavado a este proceso de extraccion.

La forma en que el soluto esté contenido en el sélido inerte puede
ser diversa, puede ser un solido disperso en el material insoluble o
estar recubriendo su superficie. También puede tratarse de un liquido
que este adherido o retenido en el sdlido, o bien estar contenido en su

estructura molecular.

2.2.6. Método de extraccion con Soxhlet
La extraccion Soxhlet es la técnica de separacion solido-liquido
comunmente usada para la determinacion del contenido graso en
muestras de diferente naturaleza. De igual modo, puede ser usada
como técnica preparativa de muestra como paso previo al analisis
mediante otra técnica instrumental, por ejemplo, la exfraccién de
acidos grasos en muestras de tocino para su posterior determinacion

mediante cromatografia de gases.
Aunque su campo de aplicacion es fundamentaimente el

agroalimentario es también de utilidad en el area medioambiental, asi

es el método de analisis recomendado para la determinacién dei
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aceite y la grasa total recuperable en aguas de vertidos industriales
permitiendo la determinacion de hidrocarburos relativamente no
volatiles, aceites vegetales, grasas animales, ceras, jabones y

compuestos relacionados.

FIGURA N° 2.4

EQUIPO DE EXTRACCION SOXHLET

2
= wateroutput.
Refrigerant
- % water input
Thimble-holder “ mlfﬂmﬂor
* Solvent.
Heating mantie

Fuente: World Journal of Chemical Education (2017)

La extraccion con Soxhlet presenta las siguientes ventajas:

* La muestra esta en contacto repetidas veces con porciones

frescas de disolvente.
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e La extraccion se realiza con el disolvente caliente, asi se
favorece la solubilidad de los analitos.

* No es necesaria la filtracion después de la extraccion.

¢ La metodologia empleada es muy simple.

e Es un método que no depende de la matriz.

e Se obtienen excelentes recuperaciones, existiendo gran
variedad de métodos oficiales cuya etapa de preparacion de

muestra se basa en la extracciéon con Soxhlet.

Por otra parte, las desventajas mas significativas de este método

~ de extraccion son:

» El tiempo requerido para la extraccidon normalmente esta
entre 6-24 horas.

* La cantidad de disolvente organico (50-300 m)

e La descomposicion térmica de los analitos termolabiles, ya
que la temperatura del disolvente organico esta proxima a
su punto de ebullicion.

e No es posible la agitacion del sistema, la cual podria
acelerar el proceso de extraccion.

¢ Es necesaria una etapa final de evaporacion del disolvente
para la concentracion de los analitos.

o Esta técnica no es facilmente automatizable.
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En relacion a los equipos, el Soxhlet consta basicamente de cuatro
partes fundamentales, las cuales son: vaso extractor, calderin, torre
de relleno y reéstatos. Adicionalmente, se tiene un distribuidor de flujo
a la entrada del vaso extractor para lograr un mejor esparcimiento del
solvente sobre la torta de extraccion. En las condiciones ambientales
se observan los factores ambientales que ejercen influencia en el
proceso a estudiar. Las condiciones ambientales del equipo estan
controladas por la presion y la temperatura ambientes, que
determinan los valores de las propiedades fisicoquimicas reportadas

en la literatura de los compuestos involucrados.

La extraccién Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continua siendo)
el método estandar de extraccion de muestras sélidas mas utilizado
desde su disefio en el siglo pasado, y actualmente, es el principal
método de referencia con el que se comparan otros métodos de
extraccion. Ademas de muchos métodos de la EPA (U.S.
Environmental Protection Agency) y de la FDA (Food and Drugs
Administration) utilizan esta técnica clasica como método oficial para

la extraccion continua de solidos.
2.2.7. Solvente: Etanol

Debe seleccionarse un solvente conveniente de tal forma que-

ofrezca el mejor balance de varias caracteristicas deseables:
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e Alto limite de saturacion y selectividad respecto al soluto por
extraer capacidad para producir el material extraido con una
calidad no alterada por el disolvente

« Estabilidad quimica en las condiciones del proceso

« Baja viscosidad, baja presion de vapor baja toxicidad e
inflamabilidad

» Baja densidad baja tensién superficial facilidad y economia

de recuperacion de la corriente de extracto y bajo costo

Cada solvente diferente produce extractos y composiciones
especificos. El solvente mas ampliamente utilizado para extraer

extractos vegetales de las plantas es el etanol.

En este trabajo se selecciondé como disolvente al etanol porque en
investigaciones previas al proyecto se encontré que en ensayos de
antagonismo, la accién inhibidora de varios extractos vegetales ante
Botrytis cinérea y Alternaria spp es efectiva al igual que compuestos
metandicos. Se optd por el uso de etanol en lugar de metanol por sus
propiedades parecidas, por su disponibilidad y menor toxicidad que el

primero.

El compuesto quimico etanol, conocido como alcohol etilico, es un

alcohol que se presenta en condiciones normales de presion y
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temperatura como un liquido incoloro e inflamable con un punto de
ebullicion de 78 °C y punto de fusién de -114,1 °C. Es altamente
inflamable, soluble en agua en cualquier propgrcién. reacciona
violentamente con oxidantes fuertes y lentamente con hipoclorito

célcico, 6xido de plata y amoniaco

La investigacion cientifica que se ha llevado a cabo en las dltimas
décadas ha demostradd el papel que juegan ciertos componentes
quimicos-nutricionales en la prevencion y tratamiento de muchas
enfermedades. Esta situacion ha provocado un cambio del simple
concepto de alimento como fuente de nutrientes a uno mas integral
que traduce la potencialidad que los alimentos pueden tener, no sélo
de nutrir sino también de prevenir y curér enfermedades. Aqui entran
a jugar un rol importante, en la nueva focalizacion de la industria
alimentaria, los denominados alimentos funcionales, los cuales segun
la Academia Nacional de Ciencias (EEUU) ha definido como:
«Alimentos modificados, 0 que tengan un ingrediente que demuestre
una accion que incremente el bienestar del individuo o disminuya los
riesgos de enfermedades, mas alla de la funcién tradicional de los
nutrientes que contiene». Para la Comunidad Europea, se define
alimento funcional como: «Alimento que contiene un componente

nutriente o no nutriente que posea un efecto selectivo sobre una o
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varias funciones del organismo, cuyos efectos positivos justifican que

pueda reivindicarse que es funcional (fisiolégico) o incluso saludabley».

En general, todos los alimentos funcionales son apreciados al ser
considerados como promotores de la salud. Asimismo, los alimentos
funcionales se distinguen por ser un aporte a la salud en cuanto
contienen sustancias quimicas que contribuyen a prevenir ciertas
enfermedades crénicas no trasmisibles; reducen el riesgo dé algun
tipo de anomalias de caracter fisiolégico y, en general contribuyen al
buen estado de salud del individuo que le permite prolongar o mejorar

su calidad de vida.

En funcion de lo expresado en los parrafos precedentes y por las
investigaciones cientificas realizadas sobre la composicion y las
propiedades de la hoja de remolacha, donde se demuestra que posee
caracteristicas y propiedades especificas y beneficiosas para la salud
y nutricion humana, dichas hojas pueden ser consideradas como
materia prima para la obtencion de Clorofila ingrediente principal en la
elaboracion de alimentos funcionales. Consecuentemente, la clorofila
se convierte en una excelente fuente de productos quimicos
nutricionales para el desarrollo y comercializacion de nuevos

productos para la industria de alimentos funcionales en el Peru.
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2.3. Definicion de términos

2.3.1. Escalamiento:

Proceso mediante el cual se desarrollan los criterios y las reglas de
asignacion numérica que determinan las unidades de medida
significativas para llevar de un tamafo dado a otro tamafio mayor o

menor una operacion u objeto (Durand et al, 2008).

2.3.2. Equipo soxhlet:
Soxhlet {(en honor a su inventor Franz von Soxhlet) es un tipo de
equipo de vidrio utilizado para la extraccion de compuestos,

generalmente de naturaleza lipidica.

2.3.3. Etanol:
Compuesto quimico también conocido como aicohol etilico y de
formula quimica C,HsOH, incoloro e inflamable con punto de

ebullicién 78.4 °C.

2.3.4. Extraccion:
Es la técnica mas empleada para proceder a la separacién vy
purificacién de los componentes de una mezcla o para aislar un

compuesto organico de sus fuentes naturales.
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1l VARIABLES E HIPOTESIS
3.1 Variables de la investigacién
La presente investigaciéon se caracteriza por ser experimental y
aplicada, por ser éste el determinante en la relacién causa éfecto.
Por - su na.turaleza',,'.las variables identificadas son del tir.io
_ cuantitativas. Por su dependencia Y es dependiente, y las variables
X1, Xz, X3 son ind‘e'pendientes.- |
Es decir: Y=f (X1, X2, X3). La FIGURA 3.1 fnuestfa'!a ré_l_acién entre

las variables.

- FIGURA 3.1

RELACION DE LAS \_IARIABLES DE LA INVESTIGACION

‘ fY = CONDICIONES FAVORABLES PARA LA
pem=———=—==] OBTENCION DE CLOROFILA A PARTIR DE LAS HOJAS
DE REMOLACHA (BETA VULGARIS L) MEDIANTE
EQUIPO SOXHLET MODIFICADO

" J

" ' ' ™
X, = CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA
—»| HOJA DE REMOLACHA (BETA VULGARIS L.) USADA
PARA LA OBTENCION DE CLOROFILA

" J

X, = VALORES EXPERIMENTALES MAS IMPORTANTES
DE LA EXTRACCION DE CLOROFILA DE LAS HOJAS DE
REMOLACHA CON EL EQUIPO SOXHLET MODIFICADO

X3 = CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA
CLOROFILA OBTENIDA DE LAS HOJAS BDE
REMOLACHA (BETA VULGARIS L.)
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3.2 Operacionalizacion de variables

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TABLA 3.1

Vulgaris L.)

VARIABLES DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
X = Condiciones favorables para la | v Relacién masa /| g/mL
obtencién de Clorofila a partir de Volumen de etanol
Método de extraccion
las hojas de Remolacha (Beta | v Tiempo de | min :
, Soxhlet.
Vulgaris "1.) mediante equipo Extraccién
Soxhlet modificado v Temperatura °C
. VARIABLES INDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
X; = Caracteristicas Fisicas y | v Materia Seca % Materia Seca PEC-022
quimicas de la hoja de Remolacha | v Composicién % de nutrientes PEC-009
{Beta Vulgaris L.) usada para la nutricional
obtencidn de Clorofila ¥’ Cenizas % cenizas PEC-012
X; = Valores experimentales mas
‘ v Relacién masa /
importantes de la extraccién de ; g/mL Método de extraccién
'Volumen de etanol
clorofila de las hojas de | Soxhlet.
v Tiempo de
remolacha con el equipo Soxhlet min
: Extraccion
modificado
X; = Caracteristicas  Fisicas y | v Concentraciéon de
' mg/L SM 10200 H
quimicas de la Clorofila obtenida clorofila en *
de las hojas de Remolacha {Beta extracto
v’ Composicién PEC-009

nutricional

% de nutrientes
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3.3. Hipoétesis general e hipétesis especificas

3.3.1. Hipodtesis General

Las condiciones favorables para la obtencioén de Clorofila a partir
de las hojas de Remolacha (Beta Vulgaris L.) mediante equipo
SOXHLET modificado son relacion masa/volumen 1:5 y 60 min de

extraccion.

3.3.2, Hipétesis Especificas

e

-

a. Las caracteristicas fisicas y quimicas que presentan las hojas
de remolacha Beta Vulgaris L.) son: % de materia seca, % de
nutrientes y % de cenizas.

b. Los valores experimentales mas importantes de la extraccion
de clorofila de las hojas de remolacha con el equipo Soxhlet
modificado son la relacién masa/volumen y el tiempo de
extraccion.

c. Las caracteristicas que presenta la clorofila son: concentracion

de clorofila y % de nutrientes.
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Iv.

4.1.

METODOLOGIA

Tipo de Investigacion
Los tipos de investigacion que se realizaran en la presente tesis
son:
4.1.1. Por su finalidad
Es de tipo exploratorio, puesto que busca identificar nuevos rumbos
para la investigacion en campos del conocimiento no estudiados o

poco estudiados.

4.1.2, Por su disefo interpretativo

4.2.

Es experimental porque permitird manipular distintas variables para
conseguir el efecto deseado, se tomaran en cuenta los registros y
analisis de cada variacion.

4.1.3. Por el énfasis de la naturaleza de los datos manejados

Es del tipo cuantitativo porque las variables de la investigacion se
obtuvieron realizando mediciones, y con estos se busca interpretar

los cambios producidos.
Disefno de investigacion

El disefio de la presente investigacion ha considerado tres etapas,

los cuales se ven la FIGURA 4.1
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En la presente tesis buscamos la estrategia mas eficaz para
obtener la informacion que necesitdabamos para dar respuesta
a cada una de nuestras hipotesis, dado esto utilizamos un

disefio experimental que presentamos a continuacién:

¢ Diseno Experimental
Este disefio nos permite determinar el numero de
experimentos necesarios en la investigacion, para tal fin

utilizamos la formula estadistica:

N=n'
Donde:
f = nimero de variables o factores a manipular
n = numero de valores que adopta la variable
N = nume-ro de experimentos a realizar

Por lo tanto para esta tesis:

N=3%=9 .
A: Relacion Masa / Volumen 1/3  1/4 1/5
B: Tiempo de extraccién (min) 40 50 60
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TABLA 4.1

MATRIZ DE DISENO EXPERIMENTAL

N° de

experimento
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4.3. Poblacién y Muestra
El concepto de poblacion y muestra no se aplica en la presente

investigacion y se considera el criterio de muestra experimental.

4.3.1. Muestra experimental

La muestra estd constituida por 50 gr de hojas de remolacha
recolectadas en el mercado TRABAJADORES UNIDOS DE SANTA
ROSA, ubicado en el cruce la av. Santa Rosa con la av. Colonial en
el distrito de Bellavista, Callao. La muestra es representativa
considerando que todas las hojas se encuentran en estado éptimo

- de conservacién y con las facultades para el tratamiento posterior.

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Materia Prima

* Hojas de Remolacha

Equipos

¢ Equipo Soxhlet modificado

e Espectrofotémetro

+ Rotavapor R-205 marca Buchi
« Bafio Maria

e Balanza al 0,1g

¢ Balanza analitica al 0,0001g
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4.5.

Material Basico

¢ Matraces erlenmeyer de 250mL, 500mL y 1000M|
* Pipetas graduadas 1 mL y 10 mL

* Vaso Precipitado de 250mL

» Bureta de 10,00mL con pinza de Mohr

e Tubos de ensayo 15 x 100

* Probeta

+ Espatula

¢ Embudo

Reactivos
+ Etanol (99.9%)

e Agua destilada

Procedimientos de recoleccién de datos

4.5.1. De la materia prima
Las hojas utilizadas en el estudio provienen de hojas de
remolacha recolectadas pasaron previamente por un pre-
tratamiento de selecciéon, limpieza, y desinfeccién,

posteriormente se dejo secar ligeramente a temperatura
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ambiente para luego ser trituradas y obtener tamaﬁos de

particulas homogéneos.

FIGURAN® 4.2

' SELECCION DE LA MATERIA PRIMA -

FIGURAN®°4.3 -

PESAJE DE HOJAS DE REMOLACHA
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4.5.2.

4.5.3.

Andlisis Fisicoquimico de la materia prima
En este punto se senala la metodologia utilizada para el
andlisis de las hojas de remolacha utilizado en el presente

estudio.

- Determinacion de materia seca. Se determiné la
cantidad de materia seca de las hojas de remolacha
segun el método PNT PEC-022.

- Determinacion de cenizas. Se determiné el porcentaje
de ceniza a través del método PNT PEC-012.

- Determinacion de nutrientes. Se determiné Ia
cantidad de metales en las hojas de remolacha usando -

el método PNT PEC-009.

Montaje del Equipo

En relacion al equipo, el Soxhlet consta basicamente de
cuatro partes fundamentales, las cuales son: vaso
extractor, calderin, torre de relleno y redstatos. En las
condiciones ambientales se observan los factores que
ejercen influencia en el proceso a estudiar. Las
condiciones ambientales del equipo estan controladas por

la presién y la temperatura del ambiente, que determinan
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los valores de las propiedades fisicoquimicas reportadas

en la literatura de los compuestos involucrados.

Una vez adecuado el montaje, se probé su
funcionamiento operandolo con agua solamente, se
observé que no tuviera fugas ni pérdidas significativas de
calor, que la alimentacion fuera adecuada y que la toma

de datos no presentara dificultad.

FIGURA N° 4.4

MONTAJE DE EQUIPO SOXHLET
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454,

FIGURA N° 4.5

PREPARACION DE SOLVENTE

Puesta en marcha y condiciones de operacion

Para la determinaciéon de las condiciones mas apropiadas
en la obtencién de clorofila de hojas de remolacha, se
utilizé como solvente al etanol 99.9% puro para la
extraccion de esta sustancia, utilizando como medio de
calentamiento una manta calefactora mantenida

aproximadamente a una temperatura de 80 °C.

Determinacion de la relacion masa y volumen empleados

La cantidad de hojas de remolacha empleada es de 50.0 g

y volimenes de etanol de 150mL, 200mL y 250mL con ello
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tenemos relaciones de masa / volumen de etanol de 1:3,
1.4 y 1.5, en tiempos de 40min, 50min y 60min; y la
recuperacion del extracto sigue los mismos procedimientos
de recuperacion del solvente en la pera instalada en la

parte superior del equipo. (FIGURA N° 4.7)

FIGURA N° 4.6

PROCESO DE OBTENCION DE LA CLOROFILA
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Figura N° 4.7

RECUPERACION DE SOLVENTE

4.5.5. De la caracterizacion del producto obtenido
Al extracto obtenido de las hojas de remolacha se le
realizaron analisis fisicoquimicos para determinar su
concentracion y el porcentaje de nutrientes contenidos en

el extracto (FIGURA N° 4.8).
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FIGURA N° 4.8

CLOROFILA OBTENIDA

4.6. Procesamiento estadistico y andlisis de datos

Se realizaron 9 corridas experimentales obtenidas del disefio factorial

32. Las variables fueron:

e Relacién Masa / Volumen de etanol: 1/3, 1/4 y 1/5

. Tiempo de extraccién: 40min, 50min y 60min

De estos experimentos se obtuvieron datos de masa de hojas /

volumen de etanol, tiempo de extraccion y concentracion de clorofila
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para evaluar las mejores condiciones para la méxima eﬁciencia. Ala
clorofila obtenida se le realizaron pruebas fisicoquimicas para conocer
los principales nutrientes y un analisis espectrofamétrico para conocer
la éoncentracién obtenida.

Las combinaciones realizadas se muestran en la siguiente tabla:

TABLAN® 4.2

CUADRO DE EXPERIMIENTOS

N° de Relacién masa/volumen Tiempo de Extraccién
Experimento (gr/ml) {min)
1 1/3 40
2 1/3 50
3 1/3 60
4 1/4 40
5 1/4 50
6 1/4 60
7 1/5 40
é 1/5 | 50
9 1/5 60
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V. RESULTADOS

5.1. Resultado Final

Con el objetivo de determinar las condiciones de favorables en el

proceso de extraccibn de clorofila de las hojas de remolacha se

modificaron las variables independientes tales como la relacién

masa/volumen del sol\iente y tiempo de extraccion, usando etanol

como solvente extractor.

Se ha realizado el programa experimental (véasé la TABLA N°4.2)

usando el equipo Soxhlet. en base al disefio factorial 3%, se hicieron 9

corridas con etanol! y se obtuvieron los resultados de la TABLA 5.1.

TABLA N° 5.1

CONCENTRACION DE CLOROFILA OBTENIDA

N°de Relacién masa/volumen Tiempo de Concentracién de
Experimento (gr/ml) Extraccién (min) clorofila (mg/L)
01 1/3 40 66.0024
02 1/3 50 70.3812
03 1/3 60 156.5688
04 1/4 40 172.2417
05 1/4 50 183.6960
06 1/4 60 211.0368
07 1/5 40 293.8068
08 1/5 50 404.2914
09 1/5 60 407.1750
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De los resultados se identifica que las condiciones favorables para
obtener una mayor concentracién de clorofila: 407.17 mg/L de etanol

son:

¢ Relacion masa / volumen de etanol: 1:5

. Tiempo de extraccion: 60 min
5.2. Resultados Parciales

5.2.1. Caracteristicas Fisico-Quimico de las hojas de
remolacha |
Los resultados experimentales del anélisis realizado a las
hojas de remolacha antes de la extraccién de la clorofila

son los siguientes:
 Cantidad de material seco: 18.85%

e Cenizas: 20.79%

¢ Nutrientes: Tabla N° 5.2
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CONTENIDO DE NUTRIENTES DE LA HOJA DE REMOLACHA

TABLAN°® 5.2

N° de Referencia: V-17/201701
Caodigo/descripcion del cliente RE'LO(‘,'&D;A
Cantidad de muestra 5009
Fecha muestreo 141272017
Hora muestreo NA

IParémetro Unidades |[Resultado
Imm
[8oro 8 ma/Kg 64.3
Catcio Ca % 2.56
Cotre o mgKg 16.3
|Hiero Fe mg/Xg 1286.4
[Pcmlo K % 317
IMagnesb My % 1.07
|Mengamo Mn ma/Kg 4809
|Mot!mem Mo ma/Kg <LC
|Somo Na mg/Xg 15209
|Fostoro P % 05
Azutre S % 0.84
Zine Zn myKp 95.8
|Fistco Quimicos
Fﬁaleﬂa seca % 18.85
Ic:am % 20.79

Fuente: Informe AGQ Perti SAC

Se observa que las hojas de remolacha tienen alto contenido de

nutrientes.
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5.2.2.

5.2.3.

Valores experimentales mas importantes de Ila
extraccién de clorofila de las hojas de remolacha con

el equipo Soxhlet modificado

Se identifica que los valores experimentales mas
importantes para el proceso a una temperatura 80°C y 50

g de hojas de remolacha son:

e Relacion masa / volumen: esta variable tiene una
mayor influencia para la obtencion de clorofila

¢ Tiempo de extraccidon

Caracteristicas fisicas y quimicas de la Clorofila

extraida

Se envid a realizar los analisis fisico-quimicos en el
laboratorio AGQ Peru SAC, los resultados obtenidos para

una concentracion de 407.17 mg/L fueron los siguientes:
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CONTENIDO DE NUTRIENTES DE LA CLOROFILA OBTENIDA

TABLA N° 6.3

N°¢ de Referencia:| EX-17/201702
Codigo/descripcion del cliente Em"(g;mwm
Relacion masal/volumen (g/mL) 15
Tiempo de Extracciéon (min) 60
Fecha muestreo 02/1212017

Hora muestreo 18:27
Parametro Unidades Resultado
{Metales
Boro 8 mgiL 0.3167
Calcio Ca mg/L 0.7380
Cobre Cu mgiL 0.0520
Hierro Fe mgiL 0.0319
Potasio K mgiL 153.20
Magnesio Mg mg/L 5.0941
Manganeso Mn mglL 0.0008
Molibdeno Mo mg/L  0.0003
Sodio Na moiL 1313
Fosforo P mg/L 19.80
Azufre mgl 33.44
Zinc Zn mag/L 1.265

Fuente: Informe AGQ Peri SAC
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VL. DISCUSION DE RESULTADOS
Se realizaron analisis estadisticos con los valores obtenidos en las
corridas experimentales para validar nuestra hipotesis. Para ello

evaluamos los valores de “p” (FIGURA 6.1) obtenidos por cada

variable.

FIGURA 6.1

ANALISIS ESTADISTICO DEL MODELO EXPERIMENTAL

'Analysis of Variance

' Source DF Adj SS Adi MS F-Value P-Value
- Relacion masa/volumen 2 113858 56929 50.14 0.001
- Tiempo 2 8p25 4913 4.33 0.100
' Error 4 4542 1135

Total £ 128225

 Model Summary
i

5 R-sq R-sqg(adj) R-sqg{pred)
i33'69?0 96.46% 92.92% 82.07.%

A s

Existe evidencia suficiente de que los datos obtenidos reflejan un
seguimiento real y concordante con lo establecido en la
metodologia de la presente investigacion, puesto que los valores de

“p” son menores a 1.
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Ademas, del analisis estadistico (FIGURA 6.2) se identifica que de
alguna manera la variable “Relacion masal/volumen” es mas
importante que la variable “Tiempo de extraccion” para predecir el
valor de “Concentracién de clorofila” usando la regresién, debido a
que el valor de “p” obtenido es menor a 0.05.

Para el modelo elegido la ecuacion de regresion es:

FIGURA 6.2

ECUACION DEL MODELO FINAL

L Concentracion = 1825- 12059 X1 + 4.05 X2 + 18822 X1A2

= X4: Relaciona masa / volumen de etanol

= Xa: Tiempo de extraccion

Resumiendo los resultados anteriores (FIGURA N° 6.1), podemos
concluir que e modelo que se obtiene es el 6ptimo, pues éste nos
brinda un R? de 96.46% para la ecuacion de! modelo final (FIGURA

6.2) y tiene un valor “p" relativamente pequenio, lo cual indica que el

ajuste a los datos es bueno.
El R? explica en un 96.46% el ajuste a los datos. Ademas el valor

para R? {pred) nos dice que éste modelo tiene una capacidad

predictiva del 82.07%.
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¢ [Interpretacion de gi'éﬁcos

En el GRAFICO 6.1 de iﬁteraccién de variables las lineas no son
paralelas. Este efecto de interaccion indica que no existe relacion

directa entre las variables

GRAFICO 6.1

INTERACCION DE VARIABLES PARA LA bBTENCION DE

CLOROFILA

Interaction Plot for Concentracion de Clororfila

Relacion masa/volumen

Data Means
4 50 €0
#m——— - s Relecion .
masa/volumen
—— 13
F3%0 e
~$-15
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El GRAFICO 6.2 de efectos refleja que de las dos variables, la

relacion masa/volumen es la de mayor influencia para la obtencion

de clorofila.

GRAFICO 6.2

EFECTO DE VARIABLES PARA LA OBTENCION DE CLOROFILA

Main Effects Plot for Means
Data Means

T

Relacion masa/volumen Tiempo

&

El GRAFICO 6.3 reafirma el impacto que tiene la variable de

relacion masa / volumen de solvente sobre el resultado de

obtencion de clorofila.
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GRAFICO 6.3

IMPACTO INCREMENTAL DE LAS VARIABLES

Pl

Impacto incremental de las variables X
Las barras largas representan Xs que aportan la informadén
més importante al modeto.

=

.

0 25 50 b3
fncrease in R-Sauared %

La FIGURA 6.3 refleja el resumen del analisis de resultados

Optimos para la obtencion de clorofila.

FIGURA 6.3

CONDICIONES FAVORABLES PARA LA OBTENCION DE CLOROFILA

Informe de predicasn y optMn 1‘

Goal: Maximize Concentracio Solucion: Condicion eptima
Predicted ¥ 5 408879 x:sn 02
95% Pi {313.93, 503.82) X2: Tiempo de ex &0

Configuracion y sensibilidad para una sotucion optirma

Las ineas azules muestean das condiciones Optimas.
La linea negra muestra a tendencia de ¥ para dilerentes condicones.

Tlermpo de exiracdon
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VIl

RECOMENDACIONES

Realizar posteriores estudios para el aprovechamiento del residuo
de hoja de remolacha obtenido después de la extraccion de
clorofila. |

Profundizar en la evaluacién de otros solventes o mezclas de
estos.

No exponer la muestra por mucho tiempo a la luz, ya que es

sensible y se degrada facilmente.
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ANEXOS



CONDICIONES FAVORABLES PARA LA OBTENCION DE CLOROFILA A PARTIR DE LAS HOJAS DE REMOLACHA (Beta Vulgaris L.) MEDIANTE

MATRIZ DE CONSISTENCIA

EQUIPO SOXHLET MODIFICADO

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
¢,Cudles son las condiciones Determinar las condiciones Las condiciones favorables para la Y = Condiciones favorables | Relacién masa / | g/mL
favorables para la obtencion de favorables para la obtencidn obtencion de Clorofila a partir de las para la obtencién de Clorofila | v/ojumen de ,
Clorofila a partir de las hojas de | de Clorofila_a partir de las | hojas de Remolacha (Beta Vulgaris L) | a partir de las hojas de | . Método de
Remolacha (Beta Vulgaris L.) hojas de Remolacha (Beta mediante equipo SOXHLET Remolacha (Beta Vulgaris 1.) p min extraccion
mediante Equipo Soxhlet Vulgaris L.) mediante equipo madificado son relacién masa/volumen mediante  equipo  Soxhlet Tiempo“ e Soxhlet
modificado? Soxhlet modificado. 1:5 y 60 min de extraccion. modificado Extraccion .

Temperatura o0
VARIABLES ‘
SUB - PROBLEMA OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS INDEPENDIENTES DIMENSIONES INDICADORES METODO
a. ¢ Cudles son las a. Determinar las Las caracteristicas fisicas y quimicas X2 = Caracteristicas % Materia Seca | % PEC-022
Caracteristicas Fisicas y Caracteristicas Fisicas y que presentan las hojas de remolacha Quimicas y Fisicas de la % de nutrient C-00
Quimicas de la hoja de Quimicas de ia hoja de Beta Vulgaris L.} son: porcentaje de hoja de Remolacha (Beta Sdimuenios; | % PE o
Remolacha (Beta Vulgaris L.} Remolacha (Beta Vulgaris L.) materia seca, porcentaje de nutrientes Vulgaris L.} usada para la
usada para la obtencion de usada para la obtencién de y porcentaje de cenizas. obtencién de Clorofila % cenizas o PEC-012
Clorofila? Clorofila.
b. ¢Cudles son los valores b. Obtener los valores Los valores experimentales mas Xi = Valores experimentales Relacion masa / | 9/mL
experimentales de la extrgccién experimt'antales de la importantes de la extraccion de de la extraccion de la Volumen de Método de
de la clorofila de las hojas de extraccion de la clorofila de las clorofila de las hojas de remolacha con clorofla de hojas de etanol teaccibn
remolacha con el equipo Soxhlet hojas de remolacha con el el equipo Soxhlet modificado son la remolacha con el Equipo X &x
modificado? equipo Soxhlet modificado. relacién masa/volumen y el tiempo de | Soxhlet modificado. Tiempo de min Soxhlet.
raccl Extraccion
extraccion.
c. ¢ Cudles 'son las c. Determinar las Las caracteristicas que presenta la Xa = Caracteristicas Concentracion mg/L SM 10200 H
Caracteristicas Fisicas vy Caracteristicas Fisicas vy clorofila son: concentracién de clorofila Quimicas y Fisicas de la & ‘ool o
Quimicas de la Clorofila Quimicas de la Clorofila | en extracto y composicién nutricional, Clorofila obtenida de las
obtenida de las hojas de obtenida de las hojas de hojas de Remolacha (Beta extracto
e b \D ; 5
Remolacha (Beta Vulgaris L.)? Remolacha (Beta Vulgaris L.). Vulgaris L.) Composicién 5 e v PEC-009
nutricional
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