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Resumen

Titulo: Obtencion y aplicacion de un colorante natural de semilla de aguacate como indicador

de pH*
Autor: Juliana Hernandez Echeverri y Sara Sofia Medina Herrera**

Palabra Clave: Semilla de aguacate, colorante natural, indicador de pH, extraccion asistida

por ultrasonido, CIELab, biopolimero de almidon.
Descripcion:

El aprovechamiento de la semilla de aguacate, un subproducto agroindustrial de bajo valor comercial
motivo este trabajo, en el que se evalud su uso como fuente de un colorante natural sensible al pH. El
estudio se desarrolld en dos fases. En la primera se obtuvo el colorante mediante extraccion asistida por
ultrasonido a partir de semilla de aguacate criollo, en esta etapa, se analizo el efecto de la temperatura
(30, 40 y 50°C) v la relacion etanol:agua (50:50, 30:70 y 70:30) sobre el rendimiento de extraccion
mediante un disefio factorial 32. El analisis estadistico mostr6 que la temperatura y su interaccién con
la relacion de solvente influyeron de forma significativa, mientras que la relacion de solvente por si
sola, no tuvo efecto; con base en estos resultados se selecciono la condicion de 50°C y relacion 30:70
como parametros de operacion para obtener el extracto del colorante que se aplicaria en la segunda fase.
El extracto obtenido presenté un pH ligeramente acido (5,75) y una coloracion amarillo-anaranjada
(L*: 83,65, a*: 5,05 y b*:84,30) consistente con la “perseorangina”, pigmento descrito previamente
para la semilla de aguacate. A partir de este extracto se evaluaron distintas concentraciones del colorante
frente a variaciones de pH, y se seleccion6 el que reuni6 la mejor diferenciacion de color e intensidad
para su incorporacion en el biomaterial. En la segunda fase, el colorante se incorporé en biopeliculas
de almidon de papa a dos concentraciones de soporte (4% y 10%) y se evalud su respuesta frente a
soluciones reguladoras entre pH 3 y 11. La matriz de almidon conservo la sensibilidad al pH, aunque
con un rango de color atenuado respecto al colorante libre. La formulacion con mayor contenido de
almidon diferenci6 la totalidad de los intervalos de pH evaluados y present6 la mayor intensidad de
color tras la exposicion a las soluciones buffers, por lo que se selecciond para esta aplicacion. Los
resultados respaldan el potencial del colorante de semilla de aguacate como indicador natural de pH,
soportado en un biomaterial de almidén, que ademas tendria la viabilidad de usarse como un empaque

biodegradable para alimentos.

*Trabajo de Grado

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Lilia Carolina
Rojas Pérez. Doctora en Ingenieria.
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Abstract

Title: Application of a Colorant Obtained from Avocado Seed as a Natural pH Indicator™®
Author: Juliana Hernandez Echeverri and Sara Sofia Medina Herrera**

Key Words: Avocado seed, natural colorant, pH indicator, ultrasound-assisted extraction,

CIELab, starch biopolymer.
Description:

The valorization of avocado seed, an agro-industrial by-product of low commercial value, motivated
this work, in which its use as a source of a pH-sensitive natural dye was evaluated. The study was
carried out in two phases. In the first, the dye was obtained through ultrasound-assisted extraction from
criollo avocado seed; at this stage, the effect of temperature (30, 40, and 50 °C) and the ethanol:water
ratio (50:50, 30:70, and 70:30) on extraction yield was analyzed using a 3? factorial design. The
statistical analysis showed that temperature and its interaction with the solvent ratio had a significant
influence, whereas the solvent ratio on its own had no effect; based on these results, the condition of 50
°C and a 30:70 ratio was selected as the operating parameters for obtaining the dye extract to be applied
in the second phase. The extract obtained exhibited a slightly acidic pH (5.75) and a yellow-orange
coloration (L*: 83.65, a*: 5.05, and b*: 84.30), consistent with "perseorangin," a pigment previously
described for avocado seed. From this extract, different dye concentrations were evaluated against pH
variations, and the one that provided the best color differentiation, and intensity was selected for
incorporation into the biomaterial. In the second phase, the dye was incorporated into potato-starch
biofilms at two support concentrations (4% and 10%), and its response to buffer solutions between pH
3 and 11 was evaluated. The starch matrix retained pH sensitivity, although with a color range
attenuated relative to the free dye. The formulation with the higher starch content differentiated all of
the evaluated pH intervals and exhibited the greatest color intensity after exposure to the buffer solutions
and was therefore selected for this application. The results support the potential of avocado seed dye as
a natural pH indicator, supported on a starch biomaterial, which would additionally be viable for use as

biodegradable food packaging.

* Bachelor Thesis

* Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Lilia Carolina
Rojas Pérez. Doctor in Engineering
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Introduccion

El aguacate es una fruta de alta demanda mundial por sus beneficios nutricionales y
sensoriales. Colombia se ha posicionado como uno de los principales productores a nivel
mundial, alcanzando una produccion cercana a los 1,27 millones de toneladas en 2024
(FAOSTAT, 2024), destacandose la variedad Hass por su rentabilidad y demanda internacional
(Garciaetal., 2021). En el pais también se cultivan variedades como Lorena, Choquette, Fuerte
y Reed, ademas de aguacates regionales comiunmente denominados “criollos”, los cuales
presentan caracteristicas fisicoquimicas y composicionales con potencial de aprovechamiento
agroindustrial. Particularmente, el aguacate criollo ha generado interés debido a su amplia
produccion en diferentes regiones del pais y a las limitaciones asociadas con su
comercializacion, principalmente por su rapida maduracion y oxidacion. Estas caracteristicas
reducen su competitividad en mercados internacionales frente a variedades como Hass; sin
embargo, también han impulsado el interés por desarrollar alternativas de aprovechamiento
agroindustrial que permitan valorizar sus subproductos y contribuir a estrategias de

sostenibilidad y economia circular (Herrera-Rodriguez & Gonzalez-Delgado, 2025).

El procesamiento del aguacate genera una cantidad considerable de residuos, ya que
fracciones como la semilla y la cascara pueden constituir entre el 18% y 31% del peso total del
fruto, lo que representa mas de 1,2 millones de toneladas anuales de subproductos a nivel global
(Féliz-Jiménez & Sanchez-Rosario, 2024) La semilla, en particular, contiene compuestos
bioactivos que incluyen compuestos fenolicos, como &cidos hidroxibenzoicos, &acidos
hidroxicindmicos, proantocianidinas y flavonoides, asi como acetogeninas, fitoesteroles,
carotenoides y alcaloides, los cuales presentan propiedades antioxidantes y una potencial
aplicacion en diferentes sectores industriales (Nyakang’i et al., 2023; Salazar-Lopez et al.,
2020). Dentro de estos compuestos, los fenolicos han despertado especial interés debido a su

participacion en reacciones de oxidacién enzimatica asociadas a la accidon de la enzima
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polifenol oxidasa (PPO), responsable de la formacion de pigmentos naturales en la semilla de
aguacate. Dabas et al. (2011) reportaron que la semilla al ser triturada y expuesta al oxigeno
desarrolla una coloracion naranja dependiente del pH en un rango de 2,0 a 11,0, estable a bajas
temperaturas. Debido a la sensibilidad frente a variaciones de pH, este pigmento representa una
potencial aplicacion como colorante natural e indicador colorimétrico, siendo una alternativa
frente a los colorantes sintéticos (De Mejia et al., 2020). Asimismo, su origen natural responde

a la creciente preferencia de los consumidores por productos mas seguros y sostenibles (Giirses

etal., 2023).

En este contexto, la incorporacion de colorantes naturales sensibles al pH en
biomateriales de soporte ha sido reportada como una estrategia para evaluar su respuesta
colorimétrica en sistemas solidos, con potencial aplicacion como indicadores visuales. Estudios
recientes demuestran que estos materiales presentan cambios de color visibles y reproducibles
al variar el pH, lo que respalda su interés para el desarrollo de indicadores de pH de origen
natural (Tavassoli et al., 2022). Sin embargo, en Colombia persiste un vacio de conocimiento
sobre la obtencion del colorante a partir de la semilla de aguacate y la evaluacion de su
respuesta colorimétrica cuando es incorporado en un biomaterial de soporte. De lo anterior
surge la siguiente pregunta de investigacion: ;Como responde colorimétricamente un colorante
obtenido a partir de la semilla de aguacate criollo, incorporado en un biomaterial de soporte,

frente a soluciones con diferentes valores de pH?



COLORANTE DE SEMILLA DE AGUACATE 15

1. Objetivos
1.1. Objetivo general
Evaluar la obtencion de un colorante natural a partir de la semilla de aguacate mediante
extraccion asistida por ultrasonido y su aplicaciéon como indicador natural de pH al ser

incorporado en un biomaterial de soporte.

1.2. Objetivos especificos

e Analizar el efecto de variables de operacion como temperatura y la proporcioén de
solvente de extraccion (etanol:agua) en la obtencion del colorante natural a partir de la
semilla de aguacate empleando ultrasonido como técnica no convencional de
separacion.

e Evaluar la respuesta colorimétrica del colorante obtenido al ser incorporado en un

biomaterial de soporte y sometido a soluciones con diferentes valores de pH.
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2. Estado del Arte

El aguacate (Persea americana Mill.) se ha posicionado como uno de los cultivos
fruticolas de mayor expansion y valor econdmico a nivel mundial. La produccion ha crecido
significativamente, alcanzando 11,22 millones de toneladas en 2024, siendo México el mayor
productor, seguido por paises como Colombia, Republica Dominicana, Pert e Indonesia
(FAOSTAT, 2024). En Colombia, el cultivo de aguacate ha mostrado un crecimiento estable y
se concentra principalmente en los departamentos de Bolivar, Antioquia, Tolima, Cesar,
Caldas, Valle del Cauca, Quindio y Santander, lo que representa cerca del 86% del area
cultivada (Herrera-Rodriguez et al., 2025). Dentro de las variedades de aguacate cultivadas en
Colombia, la Hass ocupa un lugar predominante en las exportaciones, gracias a su rentabilidad
y a su creciente aceptacion en los mercados internacionales (Garcia et al., 2021). No obstante,
el aguacate criollo representa una proporcion relevante de la produccién nacional. Por otro
lado, esta variedad enfrenta limitaciones de comercializacion debido a su rapida maduracion y
oxidacion, caracteristicas que reducen su competitividad en el mercado internacional y que, a
su vez, ha impulsado el interés por desarrollar alternativas de aprovechamiento agroindustrial
que permitan valorizar sus subproductos en el marco de estrategias de sostenibilidad y

economia circular (Herrera-Rodriguez & Gonzélez-Delgado, 2025).

El procesamiento industrial del aguacate, particularmente para la extraccion de aceite y
la elaboracion de productos como guacamole y salsas genera cantidades significativas de
residuos, ya que la semilla y la céscara representan entre el 18% y 31% del peso del fruto
dependiendo de su variedad, generandose mas de 1,2 millones de toneladas anuales de
subproductos a nivel global (Féliz-Jiménez & Sanchez-Rosario, 2024). Segun Salazar-Lopez
et al. (2020), entre el 39,6% y el 42,4% del aguacate procesado a nivel industrial termina como
un subproducto descartado, lo que representa una carga ambiental y una oportunidad de

valorizacion. Entre estos subproductos se han identificado compuestos de alto valor agregado,
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entre ellos compuestos fendlicos como 4cidos hidroxibenzoicos, flavonoides y
proantocianidinas, asi como acetogeninas, fitoesteroles, carotenoides y alcaloides, con
propiedades antioxidantes y con potencial aplicacion en diferentes sectores industriales (Féliz-
Jiménez & Sanchez-Rosario, 2024; Salazar-Lopez et al., 2020). Esta riqueza composicional ha
despertado el interés cientifico en sectores como la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética, posicionando a la semilla del aguacate como una fuente prometedora de compuestos
bioactivos con potencial de valorizacion agroindustrial (Féliz-Jiménez & Sanchez-Rosario,

2024; Rodriguez-Martinez et al., 2022).

La semilla del aguacate es un subproducto de composicion compleja, cuyo contenido
de carbohidratos puede variar entre 32 y 80% en base seca, ademas de contener fracciones
variables de proteina, lipidos y fibra que dependen principalmente de la variedad, el estado de
madurez y las condiciones del cultivo (de Dios Avila et al., 2023; Féliz-Jiménez & Sanchez-
Rosario, 2024). En cuanto a la humedad, Ceballos & Montoya (2013) reportaron valores entre
65,25% y 75,08% para la semilla de tres variedades de aguacate cultivadas en Colombia
(Booth8, Trinidad y Papelillo), evaluadas en estados de madurez fisiologica y de consumo.
Dentro de esta composicion, los compuestos fenolicos representan una fraccion de mayor
interés para su aprovechamiento, destacdndose derivados del &cido cafeico, procianidinas de
tipo A y B, epicatequina y catequina, reconocidos por su capacidad antioxidante (Salazar-
Lopez et al., 2020). Para el aguacate criollo, Miramontes-Corona et al. (2024) reportaron un
contenido fendlico total de 207,01 £ 1,38 mg GAE/g de extracto seco y una actividad
antioxidante de 1276,18 + 6,4 umol Fe*/g de semilla seca, confirmando su potencial como
fuente de compuestos bioactivos. Estos compuestos fenolicos, al entrar en contacto con el
oxigeno tras la trituracion de la semilla, son oxidados enzimaticamente por la enzima polifenol
oxidasa (PPO) generando pigmentos naturales cuya coloracion varia en funcion del pH del

medio. Este fendémeno fue documentado por Dabas et al. (2011), quienes observaron la
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formacion de una coloracion naranja dependiente del pH en un rango de 2,0 a 11,0,
confirmando el papel de la PPO al demostrar que la adicion de tropolona, un inhibidor
especifico de esta enzima eliminaba completamente la formacion del color. Complementando
este hallazgo, Hatzakis et al. (2019) identificaron al compuesto responsable de esa coloracion
como la “Perseorangina”, una benzotropona glicosilada de tonos amarillo-naranja con
absorcion maxima a 445nm, lo que ha orientado investigaciones hacia el aprovechamiento de

la semilla como fuente para obtener un colorante natural.

La recuperacion eficiente de este colorante depende principalmente de la técnica de
extraccion empleada. Entre las tecnologias convencionales, la maceracion ha sido ampliamente
utilizada por su facilidad operativa, aunque presenta rendimientos de extraccion limitados
(Dent et al., 2015); la extraccion Soxhlet proporciona resultados reproducibles, pero requiere
de tiempos prolongados y grandes volimenes de solvente (Yue et al., 2018). Teniendo en
cuenta estas limitaciones, las técnicas no convencionales han ganado relevancia como
alternativas mas eficientes: la extraccion por microondas destaca por su rapidez, aunque puede
comprometer compuestos termosensibles debido a las altas temperaturas que requiere el
proceso (Mao et al., 2023;Desai et al., 2010). Por otro lado, la extraccion asistida por
ultrasonido genera cavitacion en el medio liquido que rompe las paredes celulares del material
vegetal y facilita la liberacion de los compuestos hacia el solvente, ofreciendo mejores
rendimientos, menor tiempo de procesamiento y mejor recuperacion del extracto (Kumar et al.,
2021; Wen et al., 2018). Arlene et al., (2015) fueron de los primeros en aplicar esta técnica
para la extraccion del colorante de la semilla de aguacate, evaluando el efecto de la temperatura
y la relacion solido:solvente sobre el rendimiento, la intensidad del color y el contenido
fenolico, reportando resultados superiores frente a la maceracion convencional. Dentro de las
modalidades de ultrasonido, la sonda resulta mas eficiente que el bafio convencional, ya que,

al introducirse directamente en la muestra, genera una cavitacion mas intensa y localizada.



COLORANTE DE SEMILLA DE AGUACATE 19

Razola-Diaz et al., (2023) confirmaron esta ventaja especificamente en subproductos del
aguacate, demostrando que la extraccion por medio de sonda incrementd la recuperacion de
flavan-3-oles en un 54% y la actividad antioxidante entre 62% y 76% respecto al bafio de
ultrasonido convencional, dado que una mayor recuperacion de estos compuestos fenodlicos
representa un mayor potencial para la obtencion del colorante de interés. En cuanto al solvente
de extraccion, las mezclas de etanol y agua en proporciones intermedias permiten recuperar
tanto compuestos fendlicos hidrofilicos como los de mayor peso molecular, con menor
toxicidad que los solventes organicos (Féliz-Jiménez & Sanchez-Rosario, 2024). La
temperatura también juega un papel importante ya que rangos moderados favorecen la
solubilizacion de los compuestos fendlicos sin comprometer la estabilidad del pigmento, segin

reportan estudios en matrices vegetales similares (Ngamwonglumlert et al., 2017)

Es importante hacer una seleccion adecuada de estas variables de extraccion, ya que
permiten obtener un colorante con mayor concentraciéon de compuestos fendlicos activos, lo
que a su vez potencia su respuesta colorimétrica frente a variaciones de pH, caracteristica que
destaca como indicador natural (Dabas et al., 2011). Los indicadores de pH basados en
colorantes naturales funcionan mediante cambios estructurales en los grupos cromdforos que
generan las variaciones de color visibles y reproducibles segun las condiciones de acidez o
basicidad del medio (Ahmad et al., 2018). La cuantificacioén objetiva de estos cambios de color
se realiza mediante el sistema colorimétrico CIELab, que expresa las variaciones de tonalidad
a través de los parametros L (luminosidad), a* (componente verde-rojo) y b* (componente
azul-amarillo). A partir de estas coordenadas puede derivarse el croma (C*), que representa la
saturacion o intensidad del color como la distancia desde el eje acromatico, y la diferencia de
color total (AE), definida como la distancia euclidiana entre dos colores en el espacio CIELab

(Mokrzycki & Tatol, 2011). Este ultimo parametro, al asociarse con escalas de percepcion
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visual, permite evaluar de forma reproducible la respuesta colorimétrica de extractos naturales

frente a diferentes valores de pH (Sohany et al., 2021).

Esta propiedad ha sido estudiada en pigmentos como antocianinas, betalainas y
flavonoides, cuyos cambios de tonalidad en funcion del pH han impulsado el desarrollo de
films biopoliméricos incorporando colorantes como sistemas indicadores de origen natural
como alternativa a los indicadores sintéticos (Parlak et al., 2024). Un ejemplo de ello es el
trabajo de Choi et al. (2017) quienes desarrollaron un film indicador de pH incorporando
antocianinas de batata morada (camote, [pomoea batatas) en una matriz de agar y almidon de
papa, demostrando cambios de color visibles y reproducibles frente a soluciones de pH entre
2,0 y 10,0 lo que evidencid el potencial de los biomateriales a base de almidon como matrices

de soporte para sistemas indicadores colorimétricos de origen natural.

Precisamente, el almidon de papa (Solanum tuberosum) resulta una opcion adecuada
como matriz de soporte para colorantes sensibles al pH, gracias a sus propiedades que
favorecen tanto su procesamiento como la respuesta colorimétrica. Quimicamente el almidén
de papa estd compuesto por entre 18 y 27% de amilosa y a 73 a 77% de amilopectina, con una
temperatura de gelatinizacion de 58°C a 67°C, inferior a la de otros almidones como por
ejemplo el de maiz que oscila entre 62°C y 72°C (Badui Dergal, 2006, p. 83) Esta diferencia
de temperatura facilita la formacién de geles homogéneos a temperaturas moderadas,
reduciendo el riesgo de degradar pigmentos naturales termosensibles durante la elaboracion del
film. Asimismo, el almidén de papa se destaca por producir films de alta transparencia y buena
estabilidad, lo que permite que el pigmento presente cambios de color visibles y reproducibles
frente a variaciones de pH (Chavez-Marquez et al., 2023). Su disponibilidad, bajo costo y
biodegradabilidad, lo hacen una opcion viable como material de soporte adecuado para el
desarrollo de sistemas indicadores colorimétricos de origen natural, con ventajas sobre otros

almidones.
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A partir de la revision de la literatura, queda claro que, si bien existe evidencia sobre el
potencial colorante de la semilla de aguacate y sobre el uso de biomateriales a base de almidon
como sistemas indicadores de pH, aun persisten vacios importantes. Hasta la fecha, no se han
reportado estudios que evalien de manera integrada la extraccion del colorante de semilla de
aguacate mediante sonda ultrasonica, el efecto de las condiciones de extraccion sobre su
respuesta colorimétrica, y su incorporaciéon en un biomaterial de almidén de papa como
indicador visual de pH. A esto se suma que el aguacate criollo, variedad ampliamente
disponible en Colombia y con caracteristicas que limitan su competitividad en mercados
internacionales, representa una oportunidad poco explorada para el desarrollo de productos de
valor agregado a partir de sus subproductos, lo que representa una oportunidad de investigacion

relevante tanto cientifica como agroindustrialmente para Colombia.

3. Metodologia
3.1 Diagrama general del proceso experimental
En la Figura 1 se presenta el diagrama general del proceso experimental empleado para
la obtencion del colorante natural a partir de la semilla de aguacate y su posterior aplicacion
como indicador colorimétrico de pH. El procedimiento se dividié en dos etapas principales: 1)
obtencion del colorante natural y seleccion de la condicion de extraccion e ii) incorporacion
del colorante en un biomaterial de soporte para evaluar su respuesta frente a diferentes valores

de pH.
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Figura 1
Diagrama general del proceso.
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3.2. Fase 1. Obtencion del colorante natural y seleccion de la mejor condicion de
extraccion
3.2.1 Obtencion y preparacion de la materia prima

Las semillas de aguacate criollo fueron obtenidas en la Plaza de Mercado San Francisco
de la ciudad de Bucaramanga, seleccionando frutos en estado de consumo mediante una
inspeccion visual y tactil, procurando que cumplieran los criterios de calidad de la Categoria I
establecidos en la NTC 1248 para aguacate fresco (ICONTEC, 1994). Posteriormente, las
semillas fueron separadas manualmente de la pulpa, se retird la cubierta externa y se procesaron

inmediatamente para minimizar posibles cambios en su composicion.

Con el fin de determinar el contenido de humedad de la semilla, se realizaron analisis
por duplicado sobre tres muestras independientes utilizando un analizador de humedad
(Precisa, XM 60-HR, Suiza) y se calculo el valor promedio, el cual fue empleado para corregir
la cantidad de agua presente en la muestra durante la preparacion de la solucion extractora,

garantizando la relacion exacta de solvente en cada condicion experimental.

3.2.2 Diseiio experimental

Para evaluar el efecto de las variables de operacion sobre la obtencion del colorante, se
realizo un disefio factorial 32, considerando como factores la temperatura de extraccion (30, 40
y 50°C) y la proporcion de solvente etanol:agua (30:70, 50:50 y 70:30 v/v). La relacién
solido:liquido se mantuvo constante en 1:15 (m/v), empleando 13,33 g de semilla fresca por
cada ensayo y un volumen total de extraccion de 200 ml por ensayo. Cada condicion

experimental fue realizada por triplicado para un total de 27 ensayos experimentales.

Para cada ensayo, la semilla fue cortada en trozos de 1x1 cm y homogenizada en una
licuadora (Oster, 2114081, Estados Unidos) operada a velocidad minima como molino de

cuchillas, junto con 50 ml de agua destilada. Una vez homogeneizada, se adiciono el volumen
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restante de agua destilada y de etanol correspondiente a cada condiciéon. La mezcla fue
precalentada en una plancha de calentamiento (DLAB, MS7-H550-S, China) hasta alcanzar la

temperatura de trabajo definida, antes de ser sometida al proceso de extraccion.

3.2.3. Extraccion asistida por sonda ultrasonica

La extraccion se llevo a cabo mediante un procesador ultrasonico (Sonics & Materials
Part No. VCX750 y VCX500, Estados Unidos) equipado con una sonda de titanio de /2 pulgada
de diametro, operando a una frecuencia de 20 kHz, amplitud del 50% y en modo continuo
durante 15 minutos por ensayo. La sonda fue sumergida directamente en la mezcla contenida
en un vaso de precipitados. La temperatura fue monitoreada de forma continua mediante el
sensor de temperatura integrado al equipo, manteniendo el control mediante un sistema de bafio

termostatado, permitiendo una variacion maxima de +2 °C respecto al valor objetivo.

3.2.4 Separacion del colorante

Finalizada la extraccion, la mezcla fue sometida a una etapa de separacion solido-
liquido en tres etapas secuenciales: En primer lugar, se realiz6 una filtracion gruesa para retener
los solidos de mayor tamafio por medio de un filtro metalico con una abertura promedio de
aproximadamente 0,5-1,5mm. El filtrado obtenido se sometid a una etapa de centrifugacion
con control de refrigeracion (Thermo Scientific, SL 8R, China) a 6000 rpm durante 15 min a 4
°C. Finalmente, el sobrenadante fue sometido a filtracion al vacio empleando papel filtro

Whatman No. 1 y una bomba de vacio (BIOBASE, GM-0.33HP, China).

3.2.5 Caracterizacion del extracto

A cada extracto se le determin6 el pH mediante un pH-metro (Hanna Instruments Edge,
HI2002, Italia). Adicionalmente, se tomé 1 ml del extracto para la caracterizacion
colorimétrica. Se realizd un registro colorimétrico mediante captura digital de imagenes

utilizando una cdmara de iluminacion LED disefiada para garantizar condiciones constantes de
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adquisicion, con dimensiones de 39 x 29 x 21 cm, con una apertura para introducir el tubo de
vidrio conteniendo la muestra y un orificio para la cadmara del dispositivo mévil (Redmi Note
9, China). Las superficies internas de la camara fueron acondicionadas con un recubrimiento
negro para disminuir la reflexion de la luz en el interior del sistema. Esta configuracion permitiéd
reducir los efectos asociados a la dispersion y rebote de la iluminacion sobre las paredes de la
camara, evitando la apariciéon de zonas de brillo o sombreado que pudieran afectar la
determinacion de las coordenadas cromaticas de las muestras. Los parametros colorimétricos
L*, a* y b* fueron registrados mediante la aplicacion movil ColorGrab, metodologia basada

en el articulo (Peng et al., 2019)

Finalmente, se tom6 1 ml del extracto para la determinacion de azicares reductores
mediante el método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), siguiendo el protocolo estdndar de Miller
(1959), donde se relacion6 la concentracion de azicares reductores a través de la densidad
Optica del color con un espectrofotdometro a 540 nm. Al obtener los diferentes valores de
absorbancia, estos se correlacionaron con una curva de calibracion de un patrén de glucosa de

1g/1., con el fin de realizar la correccion correspondiente en el calculo del rendimiento.

3.2.6. Concentracion del colorante y determinacion del rendimiento

El extracto obtenido fue concentrado mediante un rotoevaporador digital (DLAB
RE100-Pro, China) empleando una presion de 180 mbar, velocidad de rotacion de 200rpm,
bafio frio a 8°C y una temperatura inicial de 50 °C para favorecer la recuperacion del etanol.
Posteriormente, la temperatura se increment6 hasta 55 °C con el fin de reducir el contenido de
agua hasta obtener un volumen aproximado de 12 ml + 2ml de colorante concentrado. El
concentrado se llevd a un horno de conveccion operado a 40°C, registrando el peso
periddicamente hasta obtener peso constante, valor que correspondio a la masa de extracto seco

obtenido.
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El rendimiento fue calculado en base humeda y base seca, realizando la correccion por

el contenido de azucares reductores, segin la ecuacion 1:

R(%) — Meoiorante — Maztcares %100
Mgemilla (EC. l)

Donde mcolorante corresponde a la masa del extracto seco obtenido (g), Mazicares a la
masa de azucares determinada por el método DNS (g) y Mmsemilia @ la masa de la semilla

utilizada (g).

3.2.7 Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados mediante estadistica descriptiva calculando
la media, desviacion estandar y coeficiente de variacion para cada tratamiento. Debido a que
los ensayos fueron realizados a escala de laboratorio, se consideraron aceptables valores de CV
inferiores al 15 %, criterio empleado para verificar la consistencia de los resultados obtenidos
en los experimentos realizados por triplicado. Posteriormente, se realiz6 un analisis de varianza
factorial (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %. Las comparaciones multiples de
medias se realizaron mediante la prueba de Tukey (HSD), calculando la diferencia minima
significativa a partir de los valores criticos del rango studentizado (q) para un nivel de
significancia 0=0,05, considerando los grados de libertad del error y el nimero de tratamientos

comparados. Los célculos se realizaron de forma manual empleando Microsoft Excel®.

3.2.8 Determinacion de la concentracion del colorante

La concentracion del colorante se determiné a partir de los extractos obtenidos bajo la
condicion de extraccion seleccionada mediante andlisis estadistico para las etapas posteriores
del proyecto. Para cada una de las réplicas consideradas, se calculd la concentracién como la
relacion entre la masa de colorante, corregida por el contenido de azucares reductores, y el

volumen del concentrado correspondiente. El promedio de estos valores se establecido como la
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concentracion caracteristica del extracto obtenido, empleada como referencia para los calculos

siguientes.

3.2.9 Evaluacion de la respuesta colorimétrica preliminar del extracto

Con el fin de evaluar la respuesta colorimétrica del extracto frente a diferentes valores
de pH y seleccionar la concentracién de colorante a emplear en el biomaterial de soporte, se
prepararon soluciones buffer de pH 3, 4, 6, 7, 9 y 11. A partir de la concentracion promedio
del extracto determinada en la seccion 3.2.8, se evaluaron cuatro niveles de concentracion
equivalentes al 1, 2, 5y 10% de dicha concentracion. Para cada nivel, el volumen de colorante

a adicionar fue calculado mediante la ecuacion de dilucidn, ecuacion 2:

V1C1 = Vzcz (EC 2)
Donde Vi corresponde al volumen de extracto a adicionar (ml), C: a la concentracion

promedio del extracto (g/ml), V2 al volumen total final de la mezcla (2 ml) y C: a la

concentracion objetivo correspondiente a cada fraccion evaluada (1, 2, 5y 10% respecto a Ch).

El volumen restante hasta completar los 2 ml fue aportado por la solucion buffer
correspondiente a cada valor de pH. Las muestras fueron homogeneizadas mediante un Vortex
(Thermo Scientific. LP Vortex Mixer, Estados Unidos) y posteriormente analizadas en la
camara de adquisicion de imagenes descrita en la seccion 3.2.5, registrando los parametros L*,
a* y b*. En el sistema CIELab, L* representa la luminosidad (de 0, negro, a 100, blanco), a*
corresponde al eje verde-rojo (valores negativos hacia el verde y positivos hacia el rojo) y b*

al eje azul-amarillo (valores negativos hacia el azul y positivos hacia el amarillo).

A partir de los valores L*, a* y b* obtenidos, se calcul6 la diferencia de color (AE)
entre pares de pH consecutivos [AE (3-4), AE (4-6), AE (6-7), AE (7-9) y AE (9-11)] y entre

los valores extremos [AE (3-11)], empleando la ecuaciéon CIE76 (ecuacion 3):
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AE = \/(Lz — L1)?2 + (a2 — a1)? + (b2 — b1)? (Ec. 3)

El valor de AE expresa la distancia entre dos colores en el espacio CIELab y, por tanto,
la magnitud del cambio de color percibido. Para interpretar estos valores en términos de
percepcion visual se adopto la escala propuesta por Mokrzycki & Tatol (2011), verificada
experimentalmente, que clasifica la diferencia de color en cinco intervalos: para AE entre 0 y
1 el observador no percibe diferencia; entre 1 y 2 la diferencia es percibida inicamente por un
observador experimentado; entre 2 y 3,5 también la percibe un observador no experimentado;
entre 3,5 y 5 la diferencia es claramente apreciable; y para AE superior a 5 los colores se
perciben como distintos. A partir de esta escala se establecio el valor de AE =5 como umbral
de referencia, por corresponder al punto en que dos colores resultan diferenciables a simple

vista, criterio acorde con la finalidad del colorante como indicador de pH de lectura visual.

Adicionalmente, se calcul6 el croma (C*) como medida de la intensidad o saturacion

del color, a partir de la expresion:

* — /g2 + p2
¢"=Vai+b (Ec. 4)
Ambos pardmetros se emplearon como criterios para la seleccion de la concentracion

de colorante a incorporar en el biomaterial de soporte en la fase 2.

3.3 Fase 2: Incorporacion del colorante en el biomaterial de soporte y evaluacion de su
respuesta colorimétrica
3.3.1 Preparacion del biomaterial de soporte

Para continuar con la segunda fase, se prepararon biomateriales de soporte a base de
almidon de papa comercial (MadreTierra, Colombia), glicerol USP como plastificante
(SUQUIN S.A.S, Colombia) y el colorante natural extraido bajo la condicion de extraccion

seleccionada. Se evaluaron dos concentraciones de almidon: 4% y 10% (m/v).
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Para la preparacion de cada formulacion se fijo un volumen total de 100 ml, conformado
por agua destilada y el colorante en la concentracion seleccionada en la seccion 3.2.9. Se
adiciono el agua destilada en un vaso precipitado metélico de 250 ml, se afiadi6 el almidon y
se mezcld mediante un agitador mecanico (Lightnin 33498, Estados Unidos) a 400 rpm durante
15 minutos a temperatura ambiente para favorecer la dispersion homogénea. Finalizado este
tiempo, la mezcla fue sometida a calentamiento sobre una plancha de calentamiento (DLAB,
MS7-H550-S, China) bajo la agitacion constante a la velocidad mencionada. Al alcanzar la
temperatura de 50°C, se incorporo el glicerol en una proporcion del 40% respecto a la masa
del almidén y el colorante. Se continud calentando hasta alcanzar la temperatura de
gelatinizacion (67°C), llegado a este punto se mantuvo la temperatura durante 10 minutos

adicionales para favorecer la homogenizacion del sistema.

Transcurrido los 10 minutos, se adicionaron aproximadamente 25 ml de la mezcla en
moldes rectangulares de plastico de 12 cm x 8 cm y 3 mm de profundidad. Posteriormente, los
moldes fueron llevados a un horno de conveccion a 40 °C durante aproximadamente 24 h para
favorecer la evaporacion del agua. Finalizado el secado, las peliculas fueron retiradas de los

moldes para su posterior evaluacion colorimétrica.

3.3.2 Evaluacion de la respuesta colorimétrica del biomaterial

La respuesta colorimétrica de los biomateriales obtenidos con ambas concentraciones
de almidon (4% y 10% m/v) fue evaluada mediante su exposicion a soluciones buffer de
diferentes valores de pH. Para ello, se utilizaron las mismas soluciones buffer descritas en la
seccion 3.2.9. A partir de las peliculas obtenidas, se cortaron muestras cuadradas de 2 cm X 2
cm, las cuales fueron sumergidas individualmente en Sml de cada solucion buffer durante 5

minutos.
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Transcurrido el tiempo de contacto, las peliculas fueron retiradas de las soluciones y
evaluadas colorimétricamente mediante la camara previamente descrita en la seccion 3.2.5.
Debido al caracter semitransparente de las peliculas obtenidas, se empled un soporte blanco de
dimensiones ligeramente superiores a la muestra con el fin de proporcionar un fondo uniforme
durante la captura de imagenes. Los parametros colorimétricos L*, a* y b* fueron registrados
mediante la aplicacion mévil ColorGrab en el dispositivo (Redmi Note 9, China). A partir de
las coordenadas cromaéticas obtenidas se calcularon la diferencia de color (AE) y el croma (C*),
empleando las ecuaciones (3) y (4) descritas anteriormente. Esto permitié comparar la
respuesta colorimétrica de los biomateriales frente a los diferentes valores de pH y evaluar su

comportamiento como indicador, segun el contenido de almidon.

4. Resultados

4.1 Fase 1: Obtencion del colorante natural
4.1.1 Caracterizacion de la materia prima

El contenido de humedad de la semilla de aguacate cominmente denominado “criollo”,
determinado en base humeda fue de 64,19 + 0,44%, con un coeficiente de variacion inferior al
1%. Esta baja dispersion indica una alta reproducibilidad entre las muestras que se analizaron.
El valor refleja que la semilla fresca retiene una gran proporcion de agua en su composicion,
comportamiento esperado al haberse procesado inmediatamente luego de su separacion de la
pulpa, sin etapas previas de secado. El valor de humedad obtenido es consistente con lo
reportado para la semilla de aguacate cultivado en Colombia en estado de madurez de consumo
por Ceballos & Montoya, (2013), quienes registraron contenidos de humedad de 65,39%,
66,09% vy 70,05% para tres variedades de aguacate (Booth8, Trinidad y Papelillo). La leve
diferencia que se observd puede atribuirse a la variedad evaluada, en este caso el aguacate

criollo, asi como al grado de madurez al momento del andlisis. El valor obtenido se empled



Colorante de semilla de aguacate como indicador de pH 31

para corregir el volumen de agua a utilizar durante la preparacion de las soluciones extractantes,

garantizando asi la proporcion exacta de solvente en cada condicion experimental.

4.1.2 Rendimiento de extraccion

Con el fin de estimar la proporcion de compuestos no pigmentarios co-extraidos, se
determiné el contenido de azlcares reductores mediante el método DNS para cada condicién
experimental. Dado que estos azucares provienen principalmente del almidén de la semilla, su
magnitud se expres6 como porcentaje de recuperacion respecto al contenido teodrico de
almidon, tomando como referencia un valor promedio del 30 % en base seca, estimado a partir
de wvalores reportados en la literatura para diferentes semillas de aguacate; valor
correspondiente a un méaximo teérico de azucares del 33.3% para la unidad experimental de
esta investigacion. Los contenidos de azlicar y su recuperacion se presentan en el Apéndice A,
estos representaron entre el 14,45% y el 27,70%, influenciados principalmente por la cantidad
de agua del solvente de extraccion. Para las tres temperaturas ensayadas, la relacion 30:70
presento los valores mas altos (27,70%, 19,65% y 17,63% a 30, 40 y 50 °C respectivamente) y
la relacion 70:30 los mas bajos (18,59%, 14,45% y 16,68 %), lo que es consistente con el
caracter hidrofilico de los azlicares reductores. Esta tendencia no fue estrictamente mondtona:
en la condicion de 50 °C, la relacion 50:50 (20.35%) superd a la 30:70 (17,63%). Estos valores
muestran que logro co-extraer maximo un 27,70% del almidon presenta en la semilla como
azucares reductores usando el ultrasonido. Dado que los azlicares reductores no contribuyen a
la respuesta colorimétrica de interés, esta fraccion se descontd en el calculo del rendimiento de
extraccion del colorante conforme a la Ecuacion 1, de modo que representara inicamente la

masa atribuible al colorante.

Los rendimientos corregidos para el colorante se determinaron para los nueve
tratamientos por triplicado, y se expresan como un promedio con su respectiva desviacion

estandar, en base himeda y en base seca (Tabla 1). El rendimiento medio en base humeda
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oscilo entre 3,68 %y 5,13 %, y en base seca entre 10,28 % y 14,32 %; en ambas bases, el valor

mas alto se obtuvo en el tratamiento de 50 °C con una relacion etanol:agua de 30:70.

Tabla 1

Rendimiento de extraccion en base humeda y base seca (%), corregido por aziicares

reductores (DNS)
T (°C) Etanol:Agua Rell:g::l;g:t((z/ls)a 5¢ Remlgz;e(r:;?)base CV (%)

50-50 4,06 £ 1,21 11,34+ 3,39 29,89

30 70-30 3,68+1,44 10,28 = 4,01 38,97
30-70 4,06 £ 0,61 11,35+ 1,71 15,04
50-50 4,40 £ 1,56 12,30 £ 4,34 35,31

40 70-30 4,83 +£0,48 13,49+ 1,34 9,92
30-70 3,97 +£ 0,60 11,08 + 1,68 15,18
50-50 5,10+ 0,39 14,24 + 1,08 7,58

50 70-30 4,32 +£0,92 12,07 + 2,58 21,37
30-70 5,13+ 0,59 14,32 + 1,65 11,55

Al comparar la dispersion entre las réplicas, el comportamiento resultd bastante
heterogéneo. Algunos tratamientos fueron muy consistentes, con coeficientes de variacion por
debajo del 10, por ejemplo, 9,9 % en 40 °C 70:30 y 7,6 % en 50 °C 50:50, mientras que otros
superaron ampliamente el 15 % (criterio definido en la seccion 3.2.7), llegando a valores
cercanos al 39 %. Esta variabilidad se relaciona con las condiciones propias del montaje
experimental: la semilla de aguacate criollo es una materia prima no estandarizada, con
diferencias de composicion y madurez entre frutos, asimismo el proceso se ejecutd de forma
manual a escala de laboratorio, donde pequefias diferencias en la operacion se reflejan con
facilidad en el resultado. Adicionalmente, al tratarse de un procedimiento desarrollado por dos
personas, no se descarta la influencia del error de operador, asociado a ligeras variaciones en

la ejecucion del ensayo entre réplicas.
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4.1.3 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de la temperatura y de la relacion etanol:agua sobre el
rendimiento, se realizo un analisis de varianza factorial (ANOVA). Al analizar todos los datos,
ningun factor ni su interaccion resultod estadisticamente significativo (temperatura p = 0,20;
relacion de solvente p = 0,83; interaccion p = 0,86) (Apéndice B). Los resultados del ANOVA
confirmaron que, para el conjunto completo de datos (n=27), ninguno de los factores evaluados
(temperatura, relacion etanol:agua, interacciéon) presentd un efecto estadisticamente
significativo sobre el rendimiento de extraccion. Este resultado es coherente con la elevada
dispersion entre réplicas descrita previamente, donde varios tratamientos superaron el umbral
de CV, alcanzando valores de hasta 39 %. La alta variabilidad intra-tratamiento reduce la
potencia del analisis de varianza para detectar diferencias entre niveles de los factores, lo cual

explica la ausencia de significancia estadistica en este primer analisis.

Dado que el primer objetivo especifico de este trabajo estuvo orientado a analizar el
efecto de la temperatura y la relacion etanol:agua sobre la obtencion del colorante y
considerando que el desarrollo de la Fase 2 requeria contar con una condicion de extraccion
definida, se realizd un analisis complementario sobre los datos. Para cada tratamiento se
identifico el valor que presentd la mayor diferencia respecto a las otras dos réplicas, y se
conservaron los dos valores restantes, de mayor proximidad entre si, la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion resultantes se reportan en la Tabla 2. Es importante
sefialar que este procedimiento no implico la eliminacion de los datos originales, los cuales se
presentan en su totalidad en la Tabla 1, sino que constituyd un criterio operativo para avanzar

con la seleccion de una condicidn de extraccion para la Fase 2 del proyecto.
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Tabla 2
Rendimiento de extraccion en base humeda, corregido por azucares reductores (DNS)

acotada a 2 réplicas

T (°C) Etanol: Agua  Media (%) CV (%)

50-50 4,74+ 0,42 8,78
30 70-30 4,51+ 0,21 4,74
30-70 4,41 +0,16 3,59
50-50 3,58 £0,89 24,75
40 70-30 4,57+ 0,20 4,31
30-70 3,65+0,35 9,72
50-50 4,90+ 0,22 4,41
50 70-30 3,82 £0,46 11,95
30-70 5,46 £0,23 4,25

Sobre este conjunto se repitié el ANOVA factorial (Tabla 3). Alli la temperatura resultd
significativa (F[2, 9] = 6,22; p = 0,020), mientras que la relacién etanol:agua no mostré un
efecto significativo (F[2, 9] = 0,38, p = 0,69). La interaccion entre ambos factores también fue
significativa (F[4, 9] = 5,97, p = 0,013), lo que indica que el efecto de la temperatura sobre el
rendimiento depende de la proporcion de solvente empleada. Este cambio respecto al triplicado
completo se explica por la reduccion del cuadrado medio del error, que paso de 1,127 a 0,166
al disminuir la dispersion dentro de los tratamientos; al reducirse la varianza residual, los

efectos de los factores pudieron diferenciarse del fondo de variabilidad.

Tabla 3

Resultados del andlisis ANOVA con los datos acotados

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 2,0684 2 1,0342 6,222 0,0201 4,2565
Columnas 0,1262 2 0,0631 0,38 0,6946 4,2565
Interaccion 3,9676 4 0,9919 5,967 0,0126 3,6331
Dentro del grupo 1,496 9 0,1662

Total 7,6582 17
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Dado que la interaccion entre temperatura y relacion etanol:agua resulto6 significativa,
la prueba de Tukey (HSD=1,61) se aplico sobre las medias de los nueve tratamientos (Tabla

4).

Tabla 4

Distribucion de grupos segun la prueba de Tukey de acuerdo con su significancia

Tratamiento Media (%) Grupo (Tukey, HSD=1,61)

50°C —30:70 5,46 a
50°C - 50:50 4,9 ab
30°C - 50:50 4,74 ab
40°C —70:30 4,57 ab
30°C —70:30 4,51 ab
30°C —30:70 4,41 ab
50°C —70:30 3,82 b
40°C - 30:70 3,65 b
40°C — 50:50 3,58 b

Los tratamientos que comparten al menos una letra no presentan diferencias
significativas entre si. En este caso, la combinacién 50°C-30:70 (5,46%) fue la unica
clasificada exclusivamente en el grupo “a”, mientras que las combinaciones de menor
rendimiento se clasificaron en el grupo “b”. Esto indica que la diferencia entre 50°C-30:70 y
estos tres tratamientos es estadisticamente significativa. Las cinco combinaciones restantes se
clasificaron en el grupo “ab”, lo que indica que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre estas y los grupos “a” y “b”. En consecuencia, dado que 50°C-30:70 fue la
unica combinacidn clasificada exclusivamente en el grupo “a” y presenté ademas el valor

promedio mas alto entre los nueve tratamientos (5,46%), esta combinacion fue seleccionada

como la condicion de extraccion para la Fase 2 del proyecto.

Mas alla del analisis estadistico, la seleccion de la combinacion 50°C-30:70
(etanol:agua) como condicidn de extraccion para la Fase 2 también puede interpretarse a partir

de los mecanismos fisicoquimicos asociados a la extraccion de compuestos fendlicos. La
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discusion presentada a continuacion permite relacionar estos mecanismos con el efecto de la
temperatura, la relacion etanol:agua y la interaccion significativa observada entre ambos

factores.

En cuanto a la temperatura, el incremento del rendimiento al pasar de 40°C a 50°C es
consistente con un estudio sobre hojas de fresa, donde se determiné que 50°C proporciond la
mayor concentracion de compuestos fenodlicos, atribuyéndose este resultado a que a
temperaturas elevadas aumentan la difusion y la solubilidad de los analitos en el solvente
(Salazar Garcés et al.,, 2023). Este comportamiento es coherente con los principios de
transferencia de masa: a mayor temperatura disminuye la viscosidad del solvente y aumenta el

coeficiente de difusion de los compuestos fenolicos hacia el solvente.

En cuanto a la relacion etanol:agua, el mayor rendimiento obtenido con la proporcion
30:70 es coherente con estudios de optimizacion de extraccion asistida por ultrasonido en otras
matrices. En un trabajo sobre quinoa mediante metodologia de superficie de respuesta, se
reportd que el contenido de polifenoles totales aumento al disminuir la concentracion de etanol,
identificandose un Optimo cercano al 39% de etanol y 54°C (Luisetti et al., 2020), valores
proximos a los obtenidos en este analisis estadistico. De forma similar, en un trabajo sobre
extraccion de compuestos fendlicos a partir de subproductos lignoceluldsicos, optimizado
mediante disefio de superficie de respuesta, el mayor contenido fenolico se obtuvo con
proporciones de etanol entre 30% y 54% y temperaturas entre 45°C y 60°C (Benito de Valle-
Prieto et al., 2025). La condicion seleccionada en este proyecto se ubica dentro de ambos
rangos, lo cual sigue ratificando la condicidn del proceso escogida para la obtencion del mayor
rendimiento del colorante de la semilla de aguacate usando ultrasonido como técnica no

convencional de separacion.
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La significancia de la interaccion entre temperatura y la relacion etanol:agua, sin un
efecto independiente de la relacion de solvente, también encuentra fundamento teodrico. El
rendimiento de la extraccion de compuestos fenolicos depende en gran medida de la polaridad
del disolvente, y esta dependencia esta determinada por la composicion quimica de los
compuestos a extraer, particularmente por sus grupos hidroxilo y tamafio molecular (Soto-
Garcia & Rosales-Castro, 2016), lo que implica que el efecto de la relacion etanol:agua no es
constante, sino que depende del nivel de energia disponible para la difusion, gobernado por la
temperatura. Asimismo, se ha reportado que un mayor contenido de agua favorece el
hinchamiento de la matriz vegetal y la apertura de su estructura celular, facilitando la
penetracion del solvente y la difusion de los compuestos fenolicos (Novi et al., 2025). Estos
mecanismos resultan particularmente relevantes para la semilla de aguacate, cuyo perfil
fitoquimico, descrito en el estado del arte y caracterizado por el predominio de derivados del
acido cafeico, catequina, epicatequina y procianidinas tipo A y B (Salazar-Lopez et al., 2020),
presenta un elevado grado de hidroxilacién que favorece la formacion de puentes de hidrogeno
con el agua, lo cual es coherente con el mayor rendimiento obtenido en la combinacion con

mayor contenido de agua.

No obstante, no toda la literatura reporta proporciones similares como optimas: en un
estudio sobre pulpa liofilizada, la mezcla 70:30 etanol:agua presentd los mejores resultados,
atribuyéndose esto a que el disolvente determina el tipo de compuestos extraidos segin su
polaridad (Mufioz et al., 2015). Esta aparente discrepancia refuerza que la proporcion optima
depende de la composicion fenolica de cada matriz: en matrices con compuestos mas apolares,
mayor etanol favorece su extraccion, mientras que, en la semilla de aguacate, con predominio
de compuestos polares, una mayor proporciéon de agua resulta mdas favorable, como se
evidencid en este estudio. En conjunto, estos antecedentes respaldan la combinacion 50°C—

30:70 como una condicidon coherente con los mecanismos fisicoquimicos de extraccion de
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compuestos fendlicos y con el perfil fitoquimico de la semilla de aguacate, reforzando su

seleccion para el desarrollo de la Fase 2 del proyecto.

4.1.4 Caracterizacion del colorante obtenido bajo la condicion seleccionada

El colorante extraido bajo la condicion seleccionada (50 °C, relacion etanol:agua 30:70)
fue caracterizado en términos de pH, color y contenido de aztcares reductores, considerando
el promedio de las dos réplicas obtenidas para dicha condicion. El extracto presentd un pH de
5,75, valor ligeramente 4acido coherente con la naturaleza fendlica de los compuestos extraidos.
En cuanto al color, se registraron valores de L* = 83,65, a* = 5,05 y b* = 84,30. El valor de b*
marcadamente positivo, acompanado de un a* bajo y también positivo, resultados que
describen un color predominantemente amarillo con un leve componente naranja, mientras que
el valor de L* cercano a 84 refleja la elevada luminosidad del extracto liquido obtenido tras las
etapas de separacion. Esta coloracion es consistente con la que Hatzakis et al. (2019)
atribuyeron a la “Perseorangina’”, pigmento responsable del color en los extractos de semilla
de aguacate, descrito como un s6lido amarillo-naranja. El contenido de azlicares reductores del
extracto, determinado por el método DNS, fue del 29.38% del contenido total de la extraccion.
Este es el valor empleado en la correccion del rendimiento descrita en la seccion 4.1.2, y su
cuantificacion evidencia la coextraccion de compuestos solubles no croméforos junto con el

pigmento de interés.

4.1.5 Determinacion de la concentracion de solidos solubles en el extracto

Para la condicidn seleccionada, se obtuvo una concentracion caracteristica de 0,06 g/ml
(Tabla 5), calculada segun el procedimiento descrito en la seccion 3.2.8. Este valor se empled
como concentracion de partida para el célculo de las diluciones evaluadas en la determinacion

de la respuesta colorimétrica frente al pH (seccion 4.1.6)
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Tabla 5
Determinacion de la concentracion caracteristica del colorante bajo la condicion

seleccionada

Réplica Masa del colorante [g] Volumen concentrado [ml] Concentracion [g/ml]

1 0.75 11 0.07
2 0.71 13 0.05
Promedio (concentracion caracteristica [g/ml]) 0.06

4.1.6 Respuesta colorimétrica preliminar del extracto frente al pH y seleccion de la
concentracion

La Figura 2 muestra el color desarrollado por cada concentracion a lo largo de la escala
de pH, donde se aprecia un desplazamiento general del colorante desde tonos amarillos en
medio 4cido hacia anaranjados y rojizos a medida que aumenta la alcalinidad. Este
comportamiento es caracteristico de los indicadores basados en colorantes naturales, en los
cuales las variaciones de pH inducen modificaciones estructurales en los grupos cromoforos
del pigmento, alterando su absorcion de luz y, en consecuencia, el color percibido (Ahmad et

al., 2018).

Figura 2
Respuesta colorimétrica de las cuatro concentraciones de colorante frente a soluciones

buffer de pH 3 a 11
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En términos de las coordenadas colorimétricas, este cambio se reflejé principalmente
en la componente a*, que vario desde valores negativos en medio acido, asociados a la region
verde, hacia valores marcadamente positivos, en medio alcalino, correspondientes a la region
roja. El componente b*, en cambio, se mantuvo en valores positivos elevados a lo largo de toda
la escala, indicando una contribucion amarilla persistente. Este comportamiento explica la

transicion observada desde los amarillos hacia los tonos anaranjados y rojizos.

Dado que el colorante incorporado debera permitir una lectura visual de los cambios de
pH, la concentracion seleccionada debia producir variaciones de color lo suficientemente
perceptibles a simple vista, caracteristica deseable en este tipo de indicadores (Choi et al., 2017;
Sohany et al., 2021). Esto implica atender a dos aspectos complementarios del color: que las
diferencias entre valores de pH sean lo suficientemente marcadas para distinguirse, y que el
color presente una intensidad suficiente para una lectura clara. El primero se evalué mediante
la diferencia de color (AE) y el segundo mediante el croma (C*). Los valores obtenidos para
cada concentracion se presentan en la Tabla 6, y su interpretacion se realizé conforme a la

escala de percepcion visual descrita en la seccion 3.2.9.

Tabla 6
Diferencias de color (AE) entre pares de pH consecutivos y entre los extremos de la escala,

para cada concentracion

Concentracion AE (3-11) AE(3—4) AE@-6) AE(6-7) AE(7-9) AE (9-11)

1% 59,29 10,01 13,20 13,95 21,01 23,79
2% 76,69 5,95 4,87 10,62 48,13 22,18
5% 104,40 7,70 8,20 17,85 42,55 38,77
10% 109,57 242 2,65 29,16 51,85 26,88

La seleccion se realizd de manera secuencial, evaluando primero la capacidad del

colorante para diferenciar entre valores de pH cercanos. El criterio determinante fue que cada
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par de pH consecutivo cumpliera con el umbral de color establecido en la seccion 3.2.9. La
figura 3 permite visualizar este comportamiento de manera conjunta para las cuatro
concentraciones. La linea continua sefala el umbral de percepcion de colores distintos (AE =

5

Figura 3

Grdfica de barras AE entre pares de pH consecutivos por concentracion
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Bajo el criterio mencionado, la concentracion del 2% y del 10% quedaron descartadas,
ya que en el 2 %, la transicion entre pH 4 y 6 (AE = 4,87) se situd por debajo del umbral; de
igual manera en el 10%, las transiciones entre pH 3 y 4 (AE =2,42) y entre pH 4 y 6 (AE =
2,65) se ubicaron muy por debajo del umbral, lo que limitaria la diferenciacion visual en la

zona acida.

Por otro lado, las concentraciones del 1 y 5 % superaron el umbral en todos sus pares
consecutivos, por lo que la distincion entre ellas se definid a partir del segundo aspecto: la
intensidad del color, evaluada mediante el croma (C*). Este parametro resulta relevante porque
un colorante de tonalidades palidas dificulta la lectura visual aun cuando las diferencias entre
valores de pH sean numéricamente perceptibles. Como se observa en la Figura 4, el croma de
la concentracion del 1 % se mantuvo por debajo del de las demas en todo el rango de valores

de pH, descendiendo hasta valores cercanos a 40 en la zona &cida, frente a valores
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consistentemente superiores a 80 en la concentracion del 5 %. Estas tonalidades restan claridad
a la lectura visual, por lo que la concentracion del 1 % fue descartada. De este modo, la
concentracion del 5% fue la Ginica que reunié ambos aspectos requeridos para la lectura visual
y la respuesta colorimétrica. Por este motivo, fue la concentracion seleccionada para la

elaboracion del biomaterial de soporte.

Figura 4
Croma (C*) de la concentracion 1% y 5% de colorante en funcion del pH
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4.2 Evaluacion de la respuesta colorimétrica del colorante incorporado en el biomaterial
de soporte

Una vez seleccionada la concentracion de colorante (5%), se obtuvieron dos peliculas
que se diferenciaron Unicamente en su contenido de almidon, al 4% y al 10%. Ambas
formulaciones dieron peliculas integras y manipulables, aunque con un aspecto distinto: la de
10 % resulté mas gruesa y consistente, y la de 4 % mas fina y fragil, diferencia que se relaciona
con su menor proporcion de almidon. Para cada una de ellas se registrd el color, donde el
biomaterial de 4% present6d coordenadas L* = 69,6, a* = 3,5 y b* =69,3; y el de 10 %, L* =

63,5,a*=9,6 y b* =67,6.

La fragilidad de la pelicula al 4% se evidencio desde la primera captura de imagen ya

que, al apoyarla sobre el fondo blanco de soporte, generd cierta adherencia a él. Para minimizar
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este efecto, se sostuvo levemente sus esquinas durante el registro fotografico, como se aprecia
en la Figura 5. Esta situacion no se presento en la pelicula de 10 %, la cual se mantuvo firme

por si misma sin necesidad de sostén adicional.

Figura 5
Aspecto inicial de los biomateriales de almidon al 4% y 10% con colorante incorporado,

antes de la exposicion a las soluciones buffer

PELICULA ALMIDON 4% PELICULA ALMIDON 10%

Tras la exposicion de las probetas de cada biopelicula a las soluciones buffer, el
colorante conservé su capacidad de respuesta dentro de la matriz, el color cambi6 de tonos
amarillos en medio acido hacia anaranjados y rojizos en el medio alcalino, igual que el
colorante libre (evaluado en la seccion 4.1.6). La Figura 6 muestra este comportamiento en
ambas formulaciones; las diferencias de color (AE) entre pares de pH consecutivos y entre los
extremos de la escala se recogen en la Tabla 7, y las coordenadas L*, a* y b* de cada

combinacion, en el Apéndice C.
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Figura 6

Respuesta colorimétrica de los biomateriales al 4 % y 10 % de almidon frente a soluciones

buffer depH 3 a 11
10% 4% 10%
pH3 pH7
pH4 pHO9
pH6 pH11
Tabla 7

Diferencias de color (AE) entre pares de pH consecutivos y entre los extremos de la escala,

para los biomateriales al 4 % y 10 % de almidon

Almidon % AE (3-11) AE (3-4) AE (4-6) AE (6-7) AE (7-9) AE (9-11)

4 40,16 2,64 7,21 12,35 21,74 2,45
10 37,26 8,47 11,99 8,33 17,26 5,04

Lo primero que se logr6 observar al comparar los resultados con los del colorante libre
es una atenuacion marcada del cambio de color. En solucion, el extracto a la concentracion del
5% habia alcanzado una diferencia entre los extremos de la escala (AE 3-11) de 104,40; dentro
de las peliculas, ese valor cay6 a 40,16 en el biomaterial de 4 % y a 37,26 en el de 10 %, una
reduccion superior al 60% en ambos casos. Esto se debe a que el colorante deja de estar libre,
es decir, en solucion. Anteriormente en la seccion 4.1.6, el pigmento estd disuelto y expuesto
al buffer, de modo que reacciona por completo al cambio de pH; al quedar incorporado en la
biopelicula, en cambio, se inmoviliza y se dispersa dentro de la red del almidon, y solo la

fraccion que el buffer alcanza a penetrar logra responder (Choi et al., 2017). Adicionalmente,
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el color de fondo que aporta la propia matriz de almidon y glicerol se superpone al del colorante
y reduce el contraste que se percibe. Sin embargo, la respuesta al cambio de pH se mantiene en
las dos formulaciones de almidon. Una vez realizada esta comparacion general, la evaluacion
se centro en contrastar los dos biomateriales entre si, con los mismos criterios usados al
seleccionar la concentracion. En cuanto a la diferenciacion, la pelicula de 10% mantuvo todas
sus transiciones consecutivas por encima del umbral de percepcion (AE = 5), mientras que el
de 4% cayd por debajo en dos tramos, entre pH 3 y 4 (AE = 2,64) y entre pH 9y 11 (AE =
2,45); en estas zonas, dos valores de pH se verian casi iguales. La respuesta de la pelicula de
4% se concentr6 en la parte media de la escala (pH 6 a 9), mientras que la del 10% se distribuy6
de forma mas pareja y cubri6 todo el rango sin zonas planas o poco diferenciables como se
puede observar en la figura 7. La linea continua sefiala el umbral de percepcion de colores

distintos (AE =5).

Figura 7

Diferencia de color (AE) entre pares de pH consecutivos para los biomateriales al 4% y 10%

25
20 AE (3-4)
. 15 AE (4-6)
10 B AE (6-7)
5 B AE (7-9)
0 [ | B AE (9-11)
4 10
% Almidén

La razén de esta diferencia estd mediada por fendmenos de transferencia de masa
especificamente en cuanto colorante retiene cada pelicula al sumergirse en el buffer. Durante
la inmersion, parte del pigmento tiende a transferirse del biomaterial hacia la solucion, y ese

colorante que se libera deja de aportar color a la pelicula. La formulacion con més almidon
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forma una red mas compacta que retiene mejor el pigmento y limita esa transferencia no
deseada, de modo que conserva mas colorante y asimismo una respuesta de color mas firme
(Che Hamzah et al., 2022). Adicionalmente, esa retencion se refleja en la intensidad del color.
Las dos peliculas partieron de un croma inicial parecido (69,4 el biomaterial de 4% y 68,3 el
de 10%), de modo que antes de sumergirse en los buffers eran igual de intensas. La diferencia
aparecio tras la inmersion, ya que el croma del biomaterial de 10% termin6 por encima del de
4% en todos los valores de pH como se observa en la figura 8, con un promedio de 62,9 frente
a 52,3. Es decir, la palidez del color del biomaterial de 4% no venia desde su origen, sino que
surgi6 al perder colorante durante el contacto con el buffer. El de 10% por otro lado, al retener
mejor el pigmento, conservo un color mas saturado en cada pH, haciendo mas fécil su lectura

de color a simple vista.

Figura 8

Croma (C*) de los biomateriales al 4% y 10 % de almidon en funcion del pH.

75
70
65

60 10%

> —— 4%
50

45
40

Croma (C*)

Respecto al comportamiento fisico durante la inmersion, el biomaterial de 4% tendid a
reblandecerse y perder firmeza al sumergirse, mientras que el de 10% conservd mejor su
integridad inicial. No se hicieron ensayos mecanicos que permitieran medir esta diferencia con

exactitud, por lo que se reporta como una observacion visual netamente cualitativa.

En conjunto, el biomaterial con almidén al 10 % ofreci6 la respuesta mas adecuada para

funcionar como indicador, ya que se evidencio una mayor diferencia en cada uno de los valores
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de pH consecutivos, conservé un color mas intenso tras la inmersion, adicionalmente mantuvo
mejor su integridad durante el contacto con las soluciones. El biomaterial de 4 % también
respondio al pH, pero con una diferenciacién menos pareja y una mayor pérdida de color y

firmeza.

5. Conclusiones

El efecto de la temperatura y la relacion etanol:agua sobre el rendimiento dependi6 de
la dispersion de los datos: con el triplicado completo, ningtn factor resulté significativo, debido
a la alta variabilidad entre réplicas (CV de hasta 39%), propia de una materia prima no
estandarizada y un procedimiento manual a escala de laboratorio; al reducir esa dispersion, la
temperatura y su interaccion con la relacion de solvente si influyeron significativamente,
mientras que la relacidon etanol:agua, de forma aislada, no mostr6 efecto. La combinacion
50°C-30:70 presento6 el mayor rendimiento (5,46%) y fue la tnica clasificada exclusivamente
en el grupo superior segun Tukey, seleccion coherente con el perfil fenodlico polar de la semilla

de aguacate reportado en la literatura.

El extracto obtenido bajo esa condicion presentd un pH ligeramente 4cido (5,75) y una
coloracion amarillo-anaranjada (L* = 83,65, a* = 5,05, b* = 84,30) consistente con la
perseorangina, compuesto cromoforo caracteristico descrito para la semilla de aguacate. A
partir de la concentracidon de colorante en el extracto (0,06 g/ml), la dilucion al 5% fue la tinica
que reuni6 diferenciacion entre todos los pares de pH consecutivos (AE > 5) e intensidad de
color suficiente para la lectura visual (C*), por lo que fue el pardmetro de proceso escogido

para la elaboracion del biomaterial.

Incorporado en la matriz de almidon, el colorante mantuvo su respuesta al pH en las
dos formulaciones, aunque con un rango de color atenuado frente al colorante libre,

comportamiento esperable al quedar el pigmento inmovilizado en la red del almidon. Entre
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ambas, la pelicula al 10% diferenci6 la totalidad de los pares de pH sin zonas planas, retuvo
mas color tras la inmersion y conservo mejor su integridad fisica, lo que la identificé como la

formulacion mas adecuada para esta aplicacion.

En conjunto, el colorante de la semilla de aguacate cominmente denominado criollo,
incorporado en un biomaterial de soporte a base de almidon de papa, respondié de forma visible

y coherente a las variaciones de pH, lo que respalda su viabilidad como indicador natural.
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6. Recomendaciones
Se recomienda aumentar el nimero de réplicas por tratamiento en estudios futuros, dada
la alta variabilidad observada (CV~20% en promedio), con el fin de mejorar la potencia del

analisis de varianza.

Se recomienda establecer criterios mas estrictos de seleccion y estandarizacion de la
materia prima, como el control del estado de madurez y el tiempo entre la obtencién del fruto
y su procesamiento, dado que parte de la variabilidad observada se asocio a la heterogeneidad

propia de la semilla de aguacate.

Se recomienda evaluar la estabilidad térmica del colorante, dado que los pigmentos
naturales suelen ser sensibles a la temperatura, mediante su exposicion a distintas temperaturas

y tiempos con seguimiento de sus parametros colorimétricos.

Se recomienda realizar ensayos mecdnicos (tension, elongacion) y evaluar propiedades
de barrera, como la permeabilidad al vapor de agua, para cuantificar de forma objetiva el

desempefio fisico del biomaterial como soporte.

Dado que el biomaterial desarrollado respondié de forma visible a cambios de pH, una
posible aplicacion a explorar en trabajos futuros es su uso como indicador de estado de
conservacion en la industria de alimentos, que permita monitorear visualmente el estado de un
producto a partir de su color. Como una primera exploracion en esta direccion, no contemplada
en los objetivos de este trabajo, se observo el comportamiento del biomaterial en contacto
directo con un alimento real (pollo) durante 24 horas, evidenciandose un cambio visual en su

coloracion a lo largo del tiempo como se observa en la figura 9.
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Figura 9
Cambio de color del biomaterial expuesto en un pollo a través del tiempo

Oh 4h 16h 24h

Si bien esta observacion es preliminar y no contd con réplicas, controles ni mediciones
colorimétricas cuantitativas, se recomienda profundizar en esta linea mediante un disefio
experimental en donde se incluyan réplicas, controles sin colorante, mediciones cuantitativas
de color y de pH del alimento, y comparacion con métodos de referencia para evaluar el

deterioro.
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Apéndices
Apéndice A
Azuicares reductores coextraidos (método DNS) y su recuperacion respecto al contenido
teorico de almidon de la semilla, expresados como promedio
R i0 to al
T (°C) Etanol:Agua Azicares base seca (%) ecup.erz,lcmn’rfespec oa
almidén tedrico (%)
50-50 6.52 19.59
30 70-30 6.19 18.59
30-70 9.23 27.70
50-50 5.94 17.82
40 70-30 4.81 14.45
30-70 6.54 19.65
50-50 6.78 20.35
50 70-30 5.55 16.68
30-70 5.87 17.63
Apéndice B
Resultados analisis ANOVA con los triplicados
Valor
Origen de las Suma de  Gradosde Promedio de critico
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad  para F
Muestra 3,9668 2 1,9834 1,7593 0,2005 3,5545
Columnas 0,4298 2 0,2149 0,1906 0,8280 3,5545
Interaccion 1,4203 4 0,3550 0,3149 0,8642 2,9277
Dentro del grupo 20,2928 18 1,1273

Total 26,1099 26
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Apéndice C

Parametros L*, a* y b* de las biopeliculas con diferente concentracion de almidon

Almidén % pH3 pH 4 pH 6 pH7 pH9 pH 11
Parametro
L* 86,1 84,8 78,6 69,3 64,4 63,3
4 a* -0,2 2,1 5,2 9,5 20,5 22
b* 42,6 42,5 40,5 474 65,5 67,1
L* 82,9 80,8 71,7 65,4 61,6 63,1
10 a* -6,5 -4.3 33 8,6 21,6 249

b* 65,7 57,8 56 54,7 65,4 68,9




