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Resumen

Introduccion— El aumento del Aloe Vera como materia prima
en la industria, ha conllevado a una alta generacién de residuos.
Los altos contenidos de clorofila contenidos en la cascara puede ser
extraidos con solventes y ser aplicados como colorantes en los pro-
cesos de agroindustria de tipo alimentaria.

Objetivo— Extraer clorofila en forma de oleorresina por medio de
solventes a partir de las cascaras de sabila (Aloe barbadensis).

Metodologia— Se usaron tres solventes (acetona, etanol y tetra-
cloruro de carbono) para la extraccién de la clorofila contenida en la
cascara de Aloe Vera, mantenido los parametros fijos de concentra-
cion, volumen, velocidad de centrifugado, densidad optica, tempera-
tura y tiempo de almacenamiento, comparando el contenido de clo-
rofila total y el poder antioxidante por los métodos ABTS y DPPH,
los cuales analizan la capacidad de atrapar radicales libres que son
los responsables de la degradacion oxidativa (DPPH - 2,2-Diphenyl-
1-picryl-hidrazil), con los datos de capacidad antioxidante obtenidos
de una muestra comercial.

Resultados— Comparando el contenido total de clorofila obte-
nido con los diferentes solventes, se encontré que el valor mas alto
fue 155.8 mL/g utilizando acetona, siendo este el mejor solvente
extractivo, la prueba de poder antioxidante fue de 13826 mL equi-
valente de Trolox por 100 gramos de materia prima y 18 125 mg eq.
Trolox/100g.

Conclusiones— La clorofila en forma de oleorresina extraida de las
cascaras de sabila con acetona presenta los mejores resultados com-
parado con el uso de etanol y tetracloruro de carbono como solventes.

Palabras clave— Espectrofotometria; extraccion; pigmento; poder
antioxidante; solventes

Abstract

Introduction— The increase in Aloe Vera as a raw
material in the industry has led to a high generation
of waste. The high content of chlorophyll contained in
the peel can be extracted with solvents and applied as
colorants in food-type agro-industry processes.

Objective— Extract chlorophyll in the form of oleo-
resin by means of solvents from the shells of aloe (Aloe
barbadensis) for use as a pigment.

Methodology— Three solvents (acetone, ethanol and
carbon tetrachloride) were used for the extraction of
the chlorophyll contained in the Aloe Vera shell, keep-
ing the fixed parameters of concentration, volume,
centrifugation speed, optical density, temperature and
storage time, comparing the total chlorophyll content
and the antioxidant power by ABTS and DPPH with
those obtained from a commercial sample.

Results— The highest total chlorophyll content was
155.8 ml/g with acetone, this being the best extrac-
tive solvent, the antioxidant power test was 13 826 ml
equivalent of Trolox per 100 grams of raw material
and 18125 mg eq. Trolox/100g.

Conclusions— Chlorophyll in the form of oleoresin
extracted from aloe peels with acetone shows the best
results compared to the use of ethanol and carbon
tetrachloride as solvents.

Keywords— Spectrophotometry; extraction; pig-
ment; antioxidant power; solvents
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OBTENCION DE CLOROFILA A PARTIR DE CASCARAS DE SABILA (ALOE BARBADENSIS) POR MEDIO DE SOLVENTS

1. INTRODUCCION

El consumo de productos a base de Aloe Vera se ha masificado debido a un cambio en los
habitos de los colombianos a la hora de consumir productos saludables, generando una
fuerte competencia entre productores, los cuales la implementan como materia prima en
la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. El gran auge del Aloe Vera ha lle-
vado a la necesidad de tener una cantidad significativa de este cultivo a nivel nacional,
se registra solo en el departamento del Atlantico alrededor de 70 hectareas sembradas
[1]. La industrializacion de la sabila conlleva a una alta generaciéon de residuos, dentro
de los cuales se destaca la cascara, la cual actualmente no presenta ninguna utilidad a
nivel nacional, es decir, que esta generando un impacto ambiental y una posible conta-
minacion [2], [3].

Se han realizado estudios a nivel mundial de la extracciéon de pigmentos como antocia-
ninas y clorofila enfocandose en la aplicacién como colorantes en la industria alimenta-
ria [4] [19], evaluando su capacidad antioxidante, determinaciéon de color, la estabilidad
de los pigmentos [5], determinacién del contenido total del pigmento [6] en las diferen-
tes materias primas utilizadas como el maiz, el pimiento y la zarzamora, entre otros.
Asi mismo, se ha hecho extraccion de los pigmentos en forma de oleorresina a partir de
pimentoén, ajo, pimenta, entre otras [7], [8]. Nace la posibilidad de extraer la clorofila
presente en las cascaras de sabila en forma de oleorresina y encontrar el mejor solvente
para lograrlo.

II. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion es de caracter cuantitativo de tipo experimental siguiendo el método
espectrofotométrico propuesto por Hansmann en 1973 [7]. Este estudio se desarroll6 en
los laboratorios de Procesos Agroindustriales, Microalgas y Bromatologia de la Univer-
sidad del Atlantico (Colombia), a condiciones de poca iluminacién y una temperatura
ambiente de 20°C para evitar la degradaciéon de la clorofila. Se obtuvieron tres muestras
de clorofila utilizando para la extraccion tres solventes (acetona, etanol y tetracloruro de
carbono).

Se establecié un diseno experimental usando como variable el solvente acetona, etanol
y tetracloruro de carbono; la concentracién, el volumen, velocidad de centrifugado, densi-
dad 6ptica, temperatura y tiempo de almacenamiento se mantuvieron fijas. La variable
respuesta fue el contenido de clorofila presente en cada una de las muestras; cada ensayo
se realiz6 por triplicado. Finalmente se comparé el poder antioxidante de la muestra de
clorofila obtenida con una muestra de 100 mL de clorofila comercial.

Reactivos:

Acetona: MERCK/ 99.9%.

Etanol: MERCK/ 99.9%.

Tetracloruro de carbono: MERCK/ 90.0%.

Clorofila comercial: marca Funat, con registro Invima RSAA09I601.

A. Determinacion de clorofila

Se prepar6 una solucion de agua con cada solvente (acetona, etanol y tetracloruro de
carbono) a concentracion del 90% (v/v), 100 mL de esta soluciéon se agregaron a 100 g de
cascaras de sabila (aloe vero), la mezcla se trituré con una licuadora eléctrica durante
2 minutos en un bano de hielo. Se adicioné 3% de bicarbonato de sodio. Se procedié a
filtrar la muestra, la torta de filtrado se deseché y la solucién liquida se dejé reposar
en la oscuridad a 4°C durante 24 horas. La muestra fue centrifugada por 10 minutos a
5000 rpm (Fig. 1).
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Fig. 1. Proceso para la determinacion de capacidad antioxidante.
Fuente: Autores.

Se midi6 la densidad optica en 665, 645 y 630 nandémetros, de acuerdo con lo establecido por
el método espectrofotométrico [7], utilizando un espectrofotémetro GENESYS 10S UV-VIS/
Thermo Scientific. Para determinar cuantitativamente el contenido de clorofila en cada muestra
se uso la ecuacion propuesta por Parsons y Strickland en 1965 (1), (2), (3), (4):

Ca(mgA™') = 11,6D.0.665 — 1,31D.0.645 — 0,14D.0630 (1)
Ch(mgA™") = 20,7D.0.665 — 4,34D. 0. 645 — 4,42D.0630 (2)
Cc(mgA™') = 55,0D.0.665 — 4,64D.0.645 — 16,3D.0630 (3)

Ct= Ca+Cb+Cc (4)

Donde Ca, Cb y Cc son las concentraciones de clorofila A, B y C respectivamente, y D.O. es
la densidad 6ptica medida.

Los datos que se obtuvieron de cada ensayo se usaron como base para determinar que sol-
vente permite extraer clorofila con mayor eficacia, para ello se analizd estadisticamente el
diseno experimental planteado previamente con un Analisis de Varianza (ANOVA) con un
nivel de confiabilidad del 95%. Asi mismo, se aplic6 una prueba de diferencia de medias por el
método de Tukey (p < 0.05) con Excel y el software estadistico Statgraphics.

B. Extraccion de clorofila

La muestra fue sometida a un proceso de destilacion para la extraccion del solvente; dicha
extraccion se realizo usando un rotaevaporador (RE-LA-10/LABFREEZ INSTRUMENTYS), el
proceso se llevo a cabo durante 1 hora y 30 minutos a 54°C. Se separ6 el solvente del pigmento
resultante, lo que permitié determinar el rendimiento obtenido en la extraccion por diferencia
de peso, haciendo uso de (5):

gramos obtenidos +100 (5)

Rendimiento = ——
peso inicial
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C. Evaluacion de capacidad antioxidante por ABTS y DPPH

Para la aplicacion de los métodos ABTS y DPPH [9], se utiliz6 la curva de calibracion cons-
truida por a partir de un stock de Trolox, donde por medio de la absorbancia se determino el por-
centaje de inhibicién, que expresa la capacidad antioxidante como equivalente a Trolox (TEAC,
umol/gramo) basado en la cantidad de radical DPPH y ABTS neutralizados por el extracto en
cada prueba de acuerdo con (3) [9], [10], [20]:

A
Porcentaje de Inhibiciéon = %I = !

x 100 (6)

Donde:
A: absorbancia del blanco (solvente usado para la extraccion).
A,: Absorbancia de la muestra.

I1I. REsurTAaDOS Y DISCUSION

A. Determinacion de clorofila

1) Clorofila extraida utilizando como solvente tetracloruro de carbono

De acuerdo con los resultados del espectrofotometro se observa que los picos de absorbancia
en las 3 muestras se encuentran en longitudes de onda entre 660 nm y 670 nm para las mues-
tras 1 y 3. En la muestra 2 el pico mas alto se registra entre 620 nm y 630 nm; lo anterior
puede deberse a que en esta muestra hay un mayor arrastre de clorofila a. La Fig. 2 muestra
los resultados de las muestras en el espectrofotémetro.
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Fig. 2. Analisis espectrofotométrico de muestras extraida con Tetracloruro de Carbono.
Fuente: Autores.

Las muestras de clorofila extraidas utilizando tetracloruro de carbono presentan un color
verde claro y brillante caracteristico de clorofila A y xantofila, como se observa en la Fig. 3.

Fig. 3. Muestras de clorofila extraida utilizando tetracloruro de carbono.
Fuente: Autores.

En la Fig. 4 se muestra el contenido de clorofila A, B y C y contenido total de clorofila para
las tres muestras obtenidas utilizando tetracloruro de carbono como solvente.
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Fig. 4. Contenido de clorofila extraida utilizando tetracloruro de carbono.
Fuente: Autores.

Los resultados de la Fig. 4 muestran que el uso de tetracloruro de carbono favorece la extrac-
cion de la clorofila A, siendo coherente con el color verde claro y brillante que presentan las
muestras.

2) Clorofila extraida utilizando como solvente etanol

En la Fig. 5 se registra el comportamiento de la absorbancia de las 3 muestras utilizando
etanol como solvente. Para las tres muestras se observan picos de absorbancia en longitudes
de onda entre 660 nm y 675 nm.
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Fig. 5. Analisis espectrofotométrico de muestras extraida con Etanol.
Fuente: Autores.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del contenido de clorofila obtenidos utilizando eta-
nol como solvente en la extraccién. Los datos muestran que el etanol logré extraer una mayor
cantidad de clorofila A y C con respecto a la clorofila B.

TaBLA 1. CONTENIDO DE CLOROFILA UTILIZANDO ETANOL COMO SOLVENTE

Clorofila A | Clorofila B | Clorofila C | Clorofila total
Muestra
(mg/g)
1 25.70 10.90 27.26 63.86
2 18.73 3.89 10.54 33.16
3 21.24 4.95 10.95 37.14

Fuente: Autores.

De acuerdo con los datos de la Tabla 1, se observa que el contenido de clorofila total en la
muestra 1 es mayor que en las muestras 2 y 3, lo cual se atribuyo6 al estado de madurez de las
cascaras de sabila; debido a que las cascaras utilizadas para la muestra 1 presentaron mayor
grado de madurez que las utilizadas para las muestras 2 y 3. Estos resultados reflejan que la
edad de la planta, procedencia y grado de madurez son factores que afectan directamente el
contenido de clorofila.
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Las muestras presentaron color verde oscuro debido a la presencia de la clorofila C que pre-
senta tonalidades marrones rojizas [11]. En la Fig. 6 se presenta una muestra de la clorofila
extraida utilizando etanol como solvente.

Fig. 6. Muestra de clorofila extraida utilizando etanol como solvente.
Fuente: Autores.

3) Clorofila extraida utilizando acetona como solvente

La Fig. 7 muestra el comportamiento de tres muestras analizadas en el espectrofotometro.
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Fig. 7. Analisis espectrofotométrico de muestras extraida con acetona.
Fuente: Autores.

Las muestran registran los picos de absorbancia en el rango de longitud de onda de 650 nm
entre 675 nm [7]. De acuerdo con los valores obtenidos durante los ensayos se pueden estable-
cer que la acetona presenta una extraccion mayor para la clorofila tipo C en comparacion con
la A y la B. El color de las muestras es verde intenso y opaco, siendo consistente este resultado
con el color que presenta la clorofila C [11]. La Fig. 8 presenta la fotografia de una muestra de
clorofila extraida utilizando acetona como solvente.

Fig. 8. Muestra de clorofila extraida utilizando acetona como solvente.
Fuente: Autores.
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El contenido de clorofila cuantificado a partir de las ecuaciones 1, 2, 3 y 4 se muestra en la
Tabla 2. Se observa que el contenido de clorofila C extraido es mucho mayor que el contenido
de Clorofila A y B cuando se utiliza acetona como solvente.

TaBLA 2. CONTENIDO DE CLOROFILA UTILIZANDO ACETONA COMO SOLVENTE.

Clorofila A | Clorofila B | Clorofila C Clorofila total
N° de muestra
(mg/g)
1 38.30 37.66 102.72 178.58
2 34.60 25.73 66.68 127.01
3 35.90 36.13 90.03 162.06

Fuente: Autores.

4) Comparacion del contenido de clorofila total

La comparacion del contenido total de clorofila muestra que cuando se utiliz6 acetona como
solvente se obtuvo la mayor cantidad de clorofila total, la Tabla 3 presenta los datos de las
tres muestras.

TaBLA 3. COMPARACION DEL CONTENIDO DE CLOROFILA TOTAL EXTRAfDA CON CADA UNO DE LOS TRES SOLVENTES.

Solvente
N° de
Tetracloruro de carbono Etanol | Acetona
muestra
(mg/g)
1 19.86 63.86 178.58
2 17.46 33.16 127.01
3 20.28 37.14 162.06

Fuente: Autores.

Analizando el contenido total de clorofila extraido con los tres solventes estudiados, se tiene
como resultado que la acetona presenta una extraccion mas eficiente con un contenido de clo-
rofila total de 178.58 mg/g y en las muestras predomina la clorofila C.

Estos resultados concuerdan con los encontrados en la extraccion de clorofila presente en
stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), utilizando acetona [7]. La clorofila extraida correspondié a
Clorofila C y se sometié a un proceso de absorcién y remocion usando carbon activado y cal de
grado alimentario. Asi mismo se encontré una similitud con el contenido de clorofila extraida
de Phellinus spp. [12], donde se aplica la misma metodologia seguida en presente investigacion,
dando como resultado mayor contenido de clorofila C (36.55 mg/g) y un contenido de clorofila
total de 42.11 mg/g, analogo al resultado obtenido en el ensayo de acetona que arroja un pro-
medio clorofila C de 86.48 mg/g. Estos resultados concuerdan con los reportados por investi-
gaciones uruguayas para cascaras de fruto de guayabo [13].

En cuanto al mayor contenido de clorofila total registrado en el presente estudio (178.58 mg/g),
es comparable con el contenido de clorofila encontrado en tuna (Opuntia spp) [10], donde en una
extraccion con acetona al 80% obtienen un total de 170.2 mg/g de clorofila. Cabe resaltar que
la materia prima usada en los estudios anteriormente mencionados presenta caracteristicas
similares, como sus tejidos fibrosos, la capacidad de retencion de agua y de desarrollarse en
suelos aridos y con altas temperaturas.

5) Comparacion del contenido de clorofila extraido utilizando
acetona como solvente con un producto comercial

Se realiz6 un analisis a una muestra de un producto que se comercializa como “Clorofila”,
los resultados del contenido de Clorofila A, B y C se muestran en la Tabla 4 comparado con
los mejores resultados obtenidos en el presente estudio.
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TaBLA 4. COMPARACION DEL CONTENIDO DE CLOROFILA A, B, C Y CLOROFILA TOTAL.

Clorofila A | Clorofila B Clorofila C Clorofila total
Muestra
(mg/g)
Muestra comercial 5.5 58.18 76.56 140.24
Muestra extraida con Acetona | 38.30 37.66 102.72 178.58

Fuente: Autores.

El mayor contenido de clorofila se presenté para la Clorofila C en ambas muestras, lo que
se coincide con el color que presentan; en cuanto a los contenidos de clorofila A y C fueron
mayores en la muestra extraida con acetona como solvente; sin embargo, la muestra comer-
cial presenté un contenido mayor de Clorofila B. El contenido de clorofila total fue mayor
en la muestra obtenida en este trabajo, lo que indica que las cascaras de sabila tienen un
contenido de clorofila con potencial para ser utilizado como fuente de clorofila en productos
naturistas.

B. Cdlculo del rendimiento

Luego del proceso de rotaevaporacion se obtuvo una oleorresina, con una consistencia vis-
cosa y una textura oleosa de color verde aceituno brillante (Fig. 9).

Fig. 9. Muestra de oleorresina obtenida.
Fuente: Autores.

Teniendo en cuenta el peso inicial de la materia prima que fue de 100 g de cascaras de
sabila y el peso del producto final, es decir, la clorofila en forma de oleorresina, utilizando (5),
se obtuvo un rendimiento del 8%.

El porcentaje que se obtuvo es bajo (8%), pero a su vez es aceptable, debido a que es un valor
similar al reportado en una investigacion realizada a diferentes oleorresinas comerciales a
base de Capsicum [14]; en esa investigacion se evalud el rendimiento utilizando diferentes sol-
ventes como el hexano, acetato de etilo, acetona, los rendimientos fueron 2.9%, 4.2% y 6.1%
respectivamente.

En investigaciones realizadas por la Corporacion Universitaria Lasallista (Colombia) [14], el
mayor rendimiento se present6 utilizando acetona como solvente (6.1%), lo cual concuerda con
los resultados de la presente investigacion; asi mismo, se contrast6 con una muestra comercial
extraida con el mismo solvente donde su rendimiento es del 15.1%.

Por otra parte, en un estudio realizado por la UTP (Colombia) [15], donde se evalud oleo-
rresina de orégano (Origanum vulgare) en base hiumeda y en base seca por medio de Soxhlet
con etanol se registraron rendimientos del 23.57% y 28.7% respectivamente.

Analizando los estudios anteriormente nombrados, se puede decir que la oleorresina
extraida con acetona presenta un buen rendimiento, que ademas es aceptado a nivel comer-
cial lo que valida la participacion de la oleorresina extraida de las cascaras de la sabila en
el mercado.
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C. Evaluacion de capacidad antioxidante

1) Método ABTS

El valor de la capacidad antioxidante para la clorofila extraida en esta investigacion por el
método ABTS fue de 13826 mg eq. Trolox/100g y para la clorofila comercial fue de 8 261 mg
eq. Trolox/100g.

Dentro de los estudios propuestos por otros autores se encuentran la determinacién de la
capacidad antioxidante en variedades de pimiento morrén (Capsicum annum L.), realizado
por la Fundacion BUAP [16], en el que se registran resultados desde 502 hasta 1281 mg eq.
Trolox/100g, también se tiene que en nopales frescos (Nopaleo cochenillifera) se encontr6 una
capacidad antioxidante entre 106.44 y 220.53 mg eq. Trolox/100g.

9) Método DPPH

El resultado obtenido al aplicar el método DPPH en la clorofila extraida a partir de las
cascaras de sabila fue de 18125 mg eq. Trolox/100g y en el caso de la muestra comercial se
obtuvo 9354 mg eq. Trolox/100g.

Se observo que con ambos métodos la clorofila de cascara de sabila present6 un poder anti-
oxidante superior al de la clorofila comercial, esto puede deberse al contenido de clorofila total,
compuestos fendlicos y aceites esenciales presente en la muestra que son los responsables de
la capacidad antioxidante en los compuestos.

En otras investigaciones llevadas a cabo como la determinacién de la capacidad antioxidante
en el jugo de murta (Ugni molinae Turcz) con un valor de 3643.70 mg eq. Trolox/100 g [17] ¥
en el tumbo costeno (Passiflora quadrangularis) arrojé un valor 7057.99 mg eq. Trolox/100 g
[18] Ambos estudios presentan resultados inferiores a los obtenidos en esta investigacion,
aunque el tumbo costenio presenta capacidad antioxidante comparable con la clorofila
comercial.

IV. CONCLUSIONES

La clorofila extraida de cascaras de sabila presentd diferencias significativas de acuerdo con
el solvente utilizado, cuando se utiliz6 tetracloruro de carbono, se encontré mayor contenido
de Clorofila A y cuando se utiliz6 acetona se presenté mayor contenido de clorofila C.

La acetona fue el solvente que mostré6 una mejor extraccion de la clorofila total (178.58
mg/g), la clorofila C esta presente en mayor proporciéon en las muestras obtenidas utilizando
acetona (102.72 mg/g).

La muestra obtenida utilizando acetona como solvente presenté mayor contenido de clorofila
total comparada con la muestra de clorofila comercial.

Se obtuvo una oleorresina de cascaras de sabila (Aloe barbadensis) con una consistencia
viscosa y una textura oleosa de color verde aceituno brillante, el rendimiento alcanzado en la
extraccion fue del 8%.

El poder antioxidante por DPPH y ABTS obtenido de la clorofila de cascaras de sabila fue
mayor al obtenido de la clorofila comercial.
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