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1.- INTRODUCCION

La industria alimentaria ha tenido un gran desarrollo en
los Giltimos afios, debido 2 la alta demanda de alimentos proce
sados, gque tienen que ser repartidos a sitios cada vez mis a-
partados de los centres de produccién y a um mayor nimerc de
consumidores, que ven en Su usc un gran ahorre de tiempo y dis
ponibilidad de una amplia variedad de alimentos durante todas
las &pocas del afio.

Esto ha promovido la busqueda de mejores técnicas en la
produccidén de alimentos, abarcando aspectos como:

- Mejorar la cantidad y calidad de las cosechas.

- Mejorar la calidaa y rendimiento del ganado.

- Comservar y aumentar la calidad nutritiva de los ali-

mentos.

- Mejorar los métodos de conservacidn y facilitar el trans

porte de los productos.

- Elaborar nueves productos a partir de materias primas

no aprovechadas.

- Desarrollo de alimentos de facil preparacidén y buen -

aspecto general.

En la elaboracidn de alimentos procesados, deben tenerse
en cuenta factores de gran importancia comeo son:

- Mantener o sievar ¢l valor autritive de los alimentos.

- Aumentar su vida de anaquel.



- Cuidar que su presencia sea agradable, va que si el a-
limento tiene alto valor nutritivo, pero pobre aparien
cia, no serd censumido, y por lo tanto el primer punto
ne cumple su cbjetivo.

De aqui surge la necesidad de recurrir a los aditivos ali
mentarios, los cuales son: "Sustancias distintas a las mate-
rias alimenticias bésicas, agregadas a los alimentos en peqgue-
fias cantidades durante su produccidn,procesamiento,almacenaje
o empaque, con el fin de mejorar ¢ mantener la calidad del ali
mento® (23) .

El procesador de alimentos cuenta con los siguientes ti-
pos de aditivos:

A.- ADITIVOS FUNCIONALES. Aguellos que desempefian una fun
cidn técnica en el alimento, tal como dar color,aroma,sabor,me
jorar su consistencia,etc.

B.- ADITIVOS DE ENRIQUECIMIENTO. Usados para elevar el -
valor nutritivo de un alimento.

C.- ADITIVOS DIETETICOS. Sustancias que sustituyen a in-
gredientes con valor energético elevado. '

El uso de aditivos alimentarios en México es controlado
por medio del Reglamento de Aditivos Alimentario de la Secreta
ria de Salubridad y Asistencia (SSA} (45) en cuyo articulo 6o.
establece: *Solo se permite el uso de aditivos en aliimentos y
bebidas, cuando se considere estrictamente necesario para una
buena elaboracifn, presentacidn y/o conservacidén de los mismos,

y nunca para enmascarar defectos de calidad.



Los aditivos y cantidades empleadas quedardn sujetas a -
las disposiciones sefialadas por la Secretaria de Salubridad y
Asistencia o por los reglamentos respectivos para cada tipo de

alimento".

El industrial debe estar al tanto de la lista de compuestos

generalmente reconocidos como seguros para su uso en alimentos
(LISTA GRASS), asi como las concentraciones maximas permitidas,
ya que el hecho de que un aditivo sea permitido no descarta la
posibilidad que en un futuro sea prohibido, esto como conse-
cuencia a las modificaciones rtealizadas a las pruebas ¥ a o-
tros criterios de seguridad (26).

En el caso especifico de los colorantes, su uso se hace-
necesario ya que los colores mnaturales de los alimentos tien-
de a modificarse e incluso desaparecer durante el procesamien
to, observiandose que la demanda de materias colorantes es pa-
ralela al desarrollo de la industria procesadora.

El uso de colorantes artificiales ofrece grandes venta-
jas entre las que se encuentra el presentar mayor poder de -
tincidn,uniformidad,disponibilidad,estabilidad,variedad de ma
tices,menos problemas de contaminacidn,etc,, pero a todas es-
tas relativas ventajas se oponen los aspectos toxicolbgicos,
ya que durante los Gltimos afios ha ido disminuyendo la lista
de colorantes artificiales permitidos en alimentos por demos-
trarse, mediante pruebas de laboratorio, que producen efectos
cancerigenos, teratolbgicos o algfin otro tipo de reaccidn pa-

toldgica (15,57) ,este panorama ha inducido a la busqueda de



de fuentes naturales de pigmentos, para sustituir a los arti
ficiales, entre los que encontramos: hollejo de uva,arindano,

betabel,tuna cardona,flor de jamaica, etc., que ofrecen pig-

mentos con tonalidades rojas.



2.- OBJETIVQ

La flor de jamaicaz se considera ccmo una posible fuente -
de sustitucién de los colorantes artificiales, cuyo consumo
involucra un factor riesgo en mayor o menor grado, de agui
el gran inter&s que se ha tomado en los Gltimos afios hacia el
estudio de los pigmentos de origen natural, sin embargo su uso
presenta varios inconvenientes que han limitado em gran medida
su uso:

- Pueden ser biotransformados por microorganismos, alte-
rando asi sus caracteristicas de color y estabilidad

- Pueden estar contaminados con materiales bioldgicos que
favorezcan el desarrollo.de microorganismos, disminuyendo asi
la vida de anaquel de los productos.

- Pueden impartir olores y sabores.

- Tienen baja estabilidad.

- Tienen bajo poder de tincidn.

El objetivo de éste trabajo fué el evaluar las posibilida
des de aplicacifn de los pigmentos rojos de la jamaica en ali-
mentos, para lo cual se contemplaron dos aspectos nuy importan
tes:

- Extraccidn de los pigmentos.

- Purificacidén de los pigmentos rojos, con lo que se espe

raba disminuir o eliminar los inconvenientes asociados con su

uso.



5.~ ANTECEDENTES

3,1 IMPORTAXCIA DEL COLOR EN LOS ALIMENTOS.

El color forma parte integral de un alimento, ya que
se asocia con caracteristicas como el grado de madurez, las ca
lidades microbioldgica y organocléptica, formindose un primer
juicio basado principalmente en &sta cualidad del alimento.

Pe aqui la importancia para el industrial de recomstituir
los coloies perdidos durante el procesamiento de los alimentos
y de mantener um patrdn de calidad estandar, recurriendo entre
otros tipos de aditivos al uso de materias colorantes, con las
que obtendri una mejor apariencia en sus productos, redundando
esto directamente en un mayor CONSUmo.

Para demostrar la influencia del color en los alimentos
se han realizado estudios como el 1llevado a cabo por Hall (1958)
en el que se determind la reaccidn del pGblico ante un producto
coloreado de manera impropia a su sabor (25).

Otro estudio realizado por Kostyla y Clydesdale {(1979)
cuantificd la relacitn entre el color y otros factores senso-
riales como dulzura y acidez, adicionando a una bebida pequeiias
cantidades de Rojo No. 40, se mostr8 un aumento aparente en la
dulzura del 5% al 10% .(20)

De los estudios anteriores se pudo concluir que el color:

- Causa una mayor impresidn que el sabor.

- Influye en la habilidad para identificar un saber, su

calidad ¥ fuerza.

- Influye en la forma de percibir otros factores senso-

rtigles.



_ 3.2. COLORANTES DE ALIMENTOS,

"Colorante se considera aquella sustancia gue se
agrega a los comestibles y bebidas con el fin de proporcionar
e intensificar su color”. {45)

Los tipos de colorantes para la industria alimentaria se
dividen en dos grandes grupos:

COLORANTES ORGANICO NATURALES. Provenientes de fuentes
vegetales o amimales. Dentro de este grupo los mids importantes
para la industria de alimentos son: carotenoides,clorofila, -
antocianinas,flavonoides,taninos,betalainas, hemoglobina y mio-
globina. (5)

La tabla 1 muestra algunas fuentes potenciales de colo-

rantes con tonalidades naranja a rojo.

TABLA 1. POSIBLES FUENTES DE COLORANTES ORGANICO NATURALES DE
USCG SLIMENTARIO.

FUENTE COLORANTE FUENTE COLORANTE
Zempazlchil Carotenoides | Achiote Carotenoides
Zanahoria Carotenoides Uva Antocianinas
Jamaica Antocianinas Fresas Flavonoides
Betabel Betalainas Jiotilla Betalainas
Tuna cardona Betalainas { Higos Antocianinas
Ciruelas Antocianinas | Cerezas Antocianinas

COLORANTES SINTETICOS. Son sustancias sintetizadas a par-
tir de productes derivados del alquitrdn de hulla o compuestos
con estructura quimica similar, los cuales no aportan ningGn-
valor nutritivo a los alimentos, Gnicamente desempefian un papel

estérico.



3.3. JAMAICA.

El nombre cientifico de €sta planta es Hibiscus -

sabdariffa , recibe diversos nombre de uso comiin tales como:

jamaica, sorrel, rtoselle o rama.

Es un producto muy apreciado por sus propiedades entre -

las que se encuentra:

Antimicrobiano [27, 44, 50)}.

Antihelmintico en teniasis (27, 44, 50).

Disminucidn de la presidn sanguinea (27).

Antiespasmddico al intestino y misculos del Gtero -

{44, 50).

Estimulante de 1a peristalsis (44).

Activacibn y neutralizacifn de la secrecifn hepdtica (14}.
Diurético (14}.

Obtencibn de fibras textiles {5, 7, 12, 35}.

Aceite de sus semillas con buenas caracteristicas (2, 513.
Para preparar bebidas, conservas, ensaladas o impartir
sabor a salsas (9. 24, 42, 46}.

Posible fuente de colorante rojo de uso alimentario

(9, 17, 18, 58).



En la tabla 2 se muestra la compesicidén de los cilices

frescos de la jamaica.

TABLA 2. COMPOSICION PE LOS CALICES FRESCOS DE LA JAMAICA {43}.

P

A B
AGUA 88.91% 78.22%
SOLIDOS 11.99 11.09
CENIZAS 0.5% 0.89
RESIDUOS INSOLUBLES 6.67 6.67
ACIDOS (AC. MALICO) 2.77 2.77
AZUCARES REDUCTORES 2.33 0.33
OTROS QUE SE PIERDEN (COLO-
RANTES , SUSTANCIAS AROMATI-
CAS, ETC) 0.3

A.- Segiin la Direccidn General de Extensidn Agricola, Chapingo
B.- Segln Bureau of Chemistry, del Depto. de Agricultura de -

Washington E.U.A.

PRODUCCION.

En la RepGblica Mexicana se distingue como principal zona
productora al estado de Guerrero, con una superficie cosechada
de 6 371 hectdreas y en menor propercidn el estado de Oaxaca.

La jamaica es un cultivo temporal, sembrado en mayo o ju-
nio y cosechado en diciembre y enerc.Casi la totalidad de 1la
flor de jamaica cultivada en Guerrero se siembra junto con el

maiz, teniendo un rendimiento medic por hectdrea de 107.8 Kg/Ha.



El1 70 % de ios producteres son ejidatarios no asociados-
para comercializar la flor.

El 25 % trabajan tierras comunales y venden a 1a merced
con ayuda de CONASUPO-COPLAMAR.

El 5 % restante son pequefios propietarios,

En 1la tabla 3 se presemntan algunos datos de produccidn.

TABLA 3. PRODUCCION DE LA FLOR DE JAMAICA (43). A

ANO | AREA MAIZ/JAMAICA (Ha)| PRODUCCION RENDIMIENTO
Kg FLOR SECA Kg/Ha

1980 30.5 3,295 108.0

1981 | 27.2 2,929 107.0

1982 40.2 -= -

El comportamiento de la disponibilidad de la flor de jamaica
depende bisicamente de la oferta y demanda, observindose que
dos afios aumenta su produccién y un afio baja considerablemente,
repitiéndose &ste ciclo, comportamiento debido bisicamente al
acaparamiento de la flor y a la baja demanda ejercida por los
intermediariocs.

La exportacidn es muy limitada ya que es comprada a un -
costo mucho menor que el del medio rural,

Los mercados que pueden satisfacer los productos de la
jamaica son:

a) Mercado de industrializadores,representandc una deman

da aproximada de 340 toneladas por afio. {Productores de jarabes,

extractos, esencias, polvos).

- 10 -



b) Mercado a ciudades cercanas; Acapulco, Chilpancingo, -

Cuernavaca, rvepresentando una demanda de 400 toneladas por afio.

c¢) Ciudad de México, que constituye el principal mercado

12 000 toneladas por afio.

En la tablz 4 se muestran las formas de comercializacién

actuales.

[PRPEPIPESE R —

TABLA 4. FORMAS DE COMERCIALIZACION DE LA FLOR DE JAMAICA (43)

o i

% CONSUMO
FLOR SECA GRANEL 78.8
BOLSA 12.5
POLVO 7.5
JARABE 1.2

-~

Se puede observar que el mayor consumo de la jamaica es -

como flor seca, reportidndose un consumo de 3.9 Kg/fhogar en el

aflo de 1982.

El consumo como productos elaborados es bajo, debido a -

que a su paso a través de los distintos canales de comerciali

zacidon se incrementa en gran medida su costo ademfis de los in

convenientes que implica su uso, la figura 1 muestra algumos -

datos obtenidos durante el afio 1981.

- 11 -



FIGURA 1. AUMENTO EN EL COSTO DE JAMAICA A TRAVES DE LOS DISTINTOS -

CANALES DE COMERCIALIZACION (43}).
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Segin investigaciones llevadas & cabc por Bu y Francis
(1973), las antoclaninas son las responsables del color pro-
pio de la jamaica (18).

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles, con carac
teristicas quimicas de glucbdsidos, Estdn formados por un aglu
cbn también llamado antocianidina,derivado del 2Z fenil benzopi
rilum. A continuacidn se muestran las estructuras de las -

seis antocianidinas més comunes en alimentos.

TABLA 5. SUSTITUCION EN LA ESTRUCEﬁﬁirﬁgzyEX;;é& FLAVILfd—_w
PARA ORIGINAR LOS PRINCIPALES ANTOCIANOS . (6)
Sustituyeﬁtes en el C nGmero FORMULA
3 4 5
Pelargonidina H OH H
Peonidina OMe OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina -OMe  OH OMe i
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH

El aglucdn estd unido a través de un enlace $H-glucosidico
a una porcidn carbohidratada, que puede ser un monosacidrido o
un disacirido unido en lus posiciones 3,5, 6 7 del nficleo ben
zopirilum, este conjuanto constituye las antocianinas.

En la jamaica se han encontrado las siguientes antocianinas:

Cianidin - 3 - sambubibsido

Delfinidin - 3 - sambubidsido

- 13 -



Cianidin - 3 - glucésido

Delfinidin - 3 - glucdsido

Se ha encontrado la presencia de sbéle cinco azficares:
glucosa,ramnosa, xilosa, arabincsa.

En 1a jamaica los azlicares separados por una hidrSiisis
dcida o con perdxido fueron identificados realizando uma cro
matografia en papel, la tabla & muestra los resultados obte-

nidos (16).

TABLA 6. PRODUCTOS DE UNA HIDROLISIS REALIZADA A LAS ANTOCIA-
NINAS DE JAMAICA (16).

ANTOCIANINA AGLUCON AZUCARES
Cianidin-3-sambubidsido Cianidin Glucosa-Xilosa
Delfinidin-3-sambubibsido Delfinidin Glucosa-Xilosa
Cianidin-3-gluctsido Cianidin Glucesa

Peifinidin-3-glucHsido Delfinidin Glucosa

EXTRACCION.

El método convencional para la extraccidn de antocianinas
es con alcohol acidificado (16, 22, 23, 32, 34, 37, 40).

Metivier y colaboradores (1880), probaron la extraccidn
de antocianinas de la uva, con solventes acuosos y etandlicos
acidificados con HC1l, citrico, tartirico,f&rmico, acético y -
propidnico encontrando la mayor extraccidn con dcido citrico

en metanol y en menor proporcidn la realizada con HC1l en meta

- 14 -




Philip (1974) sugiere la extraccidn de las antocianinas
del desperdicio de uva con dcido tartdrico/metanol seguida de
una precipitacidn del exceso de Acido tartdrico como cremor-
tartaro (40).

El uso de enzimas pécticas puede utilizarse para mejorar
la extraccidén de los pigmentos, ya que al actuar sobre las -
sustancias pécticas que forman parte del cemento intracelular
y de las paredes celulares liberan las antocianinas del conte
nido celular,facilitando y mejorando su extraccitn.

En la actualidad hay un gran interés hacia el uso de en-
zimas en la industria de alimentos la que ve en estas varias-

ventajas.

ESTABILIDAD.

Las antocianinas presentan estabilidad quimica baja, debi
do a la deficiencia de electrones del nficleo flavilium.

Entre los factores que afectan la estabilidad de las an-
tocianinas se encuentran:

Estructura quimica.- El nlGmero y crientacidn de los gru-
pos hidroxilo y metoxilo, junto con el azficar unlda determinan
la estabilidad y tono de las antocianinas, correspondiendo a
un mayor nimero de grupos hidroxilos una menor estabilidad con
un aumento en el tono azul, mientras que un aumento en los
grupos metoxilo aumenta la estabilidad y tono rojo.

pH.- Son muy susceptibles a los cambios de pH dado su
estructura idnica, la tabla 7 muestra los cambios de estructura
del pigmento antociano en funcidn del pH y coloraciones respec

tivas.
- 15 -
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TABLA 7. CAMBIO DE ESTRUCTURA DEL PIGMENTO ANTOCIANO EN -
FUNCION DEL pH (19).

INTERVALO DE pH FORMA QUIMICA COLORACION

© m———t ot et

i 1 - 3 Sal de flavilium Rojo

; - 5 Base carbinol Incoloro

g 5 - 7 Base anhidra quinoidal Pdrpura

; 7 - 8 Base anhidrz ionizada Azul intenso

| Mayor de 8 Chalcona Café amarillento




SULFITOS 0 SO, .- Lla adicibn de &stos compuestos a las
antocianinas provoca ridpida decoloracifn produci&ndose pigmen
tos amarillos, debido a una reaccidn de adicién del sulfito en
posiciones Z 6 4 produciéndose finalmente compuestos incoloruos,
se logra la eliminacidn del sulfito ¥ la regeneracidn de la an
tocianina mediante ebullicifn y acidificacidn, de aqui que se
use este tipo de reaccidn para la conservacibn de frutas a -
granel (6).

ACIDO ASCORBICO.- Se cree que los perdxidos formados por
degradacidon del 4cido ascOrbico provecan la destruccidn de las
antocianinas, &sta reaccidn se ve acelerada por compuestos de
cobre y hierro (19).

IONES SOD1O, POTASI{, CALCIO, MAGNESIO.- Al formar las -
antocianinas las sales respectivas de &stos iones, cambian su
tonalidad.

IONES FIERRO Y ALUMINIO.- La presencia de estos iones pro
voca cambios en las coloraciones de las antocianinss.

DEGRADACION ENZIMATICA.- Existen diversos sistemas enzimid
ticos capaces de decolorar los pigmentos antocianos:Fenolasa,-

glucosidasa vy peroxidasa.



PURIFICACION,

Entre los mé€todos de purificacifn estudiados tememos (21,
32} tenemos:

- BExtraccidn con solventes,

- Precipitacibn con acetatos de mercurio,zinc ¥ plomo.

- Electroforésis.

- Ultrafiltracibn,

- Tamizado molecular.

- Cromatografia en capa fina.

- Cromategrafia de intercambio idnico,.

Fuleki ¥y Francis (1968} evaluaron aigunos de &stos méto-
dos para la purificacidn.de los pigmentos de la uva, entre -
ellos:Precipitacidn con acetate de plomo, cromatografia de
intercambio idnico, columnas de poliamida, resultando la cro-
matografia de intercambio ifnico la mejor (21).

Lin y Hilton {(1980) determinaron que entre los mejores

,métodos para remover casi ean su totalidad los contaminantes
de los pigmentos de la uva estaban: Ultrafiltracidn combinada
con intercambio idnico,(resina catidnica fuerte), Hltrafiltra

cidbn o didlisis.



4.- MATERIALES Y METODROS

4.1. MATERIALES.

MATERIA PRIMA.- Para la obtencifn de muestiras no se
escogit ningun lugar en especial, ya que toda la jamaica dis-
ponible en tiendas y supermercados pertenece a la misma varie
dad comestible. En algunos casos se obtuvo a granel y en otros
en paquete.

- Balanza analitica Sartorius. Cap. Mixima 160 g.

- Balanza granataria OChaus,

- Bafio de temperatura comstante New brunswick. Mod. R 76
- Columna de vidrio (27 x 1.7 cm}.

- Espectrofotfmetro U¥-Visible. Perkin Elmer Mod 202.

- Percolador.

- PotenciSmeiro Beckman. Mod.3 500 digital.

- Refract6metro Binko No. 9025, 0 - 32 §.

- Resina Dowex 50 W - X - 8. Catifnica fuerte.

- Rotavapor Buchi.

- Termobalamza Ohaus. -

- Todos los reactivos utilizados fueron grado reactivo.

- Se utilizé agua destilada y desionizada.

- 19 -



4.2 EXTRACCION DE 10S PIGMENTOS.

Las flores de jamaica se limpiaron eliminando pedidn-
culos, hojas y flores en malas condiciones, ademi3s de basura
en general gque arrastran durante su cosecha y almacenamiento,

En este estudio la extraccidn de los pigmentos contenidos
en las flores de jamaica se 1levd a cabo por:

A. PERCOLACION.

B. INMERSION.

En los gue se varid:

- Disolvente ( Agua, etanol, metanol)

- Acido ( Citrico, tartidrico, HC1 )

- Temperatura

- Tiempo de extraccidn.

METODO POR PERCOLACION.

Se colocaron 50 g de flores completas de jamaica en el -
percelador, realizindose dos extracciones sucesivas con la mi
tad del volumen del 1iquido de extracci6n correspondiente, ba-
io las condiciones mostradas en la tabla 8 . Se determind la

concentracidn de antocianinas a las fracciones finales.

TABLA 8. CONDICIONES DE EXTRACCION BEL METQDO POR PERCOLACION.

DISOLVENTE DE EXTRACCION TEMPERATURA _TIEMPO TOTAL DE
EXTRACCION.
Ac. citrico 1%-MeOH 10% 8§0° C 70 min

Ac. tartirico 1%-EtOH 103 80° € 90 min

R S - e v P .



METODO POR INMERSION.

Se pesaron 5 g de flores de jamaica trituradas y se colo-
caron en bolsas de gasa para evitar la salida de hojas que pudie
ran interferir en la toma de alicuotas del liquido extrayente,
al que se determimaron la concentracién de antocianinas.

ias bolsas fueron sumergidas en 100 ml del liquido extra-
yente respectivo, manteniéndolas en un bafioc de temperatura con
trolada (Tabla 9).

5 g de flores trituradas se introdujeron en 100 ml de -
pectinasa al 1% (Preparacidn comercial) a un pH=3, y se mantu-
vieron a una temperatura de 40° C. Cada 10 minutos se tomaron
alicuotas, las que tenian que sumergirse en yn bafio de hielo -
para detener la accidn del enzima y posteriormente se determi-

naba la concentracidn de antocianinas.

TABLA 9. CONDICIONES DE EXTRACCION DEL METODO POR INMERSION.

DISOLVENTE DE EXTRACCION TEMPERATURA.

Ac. citrico 1% en agua 20°, 40°, 60°, 96° C
EtOH 98%-Ac. citrico 1% 20°, 40°, 60° C
Pectinasa 1% en agua 40° C

*En todos los casos se ajustd el pH de las soluciones con HCl

6 NaOH.

Se hicieron determinaciones por duplicado.
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CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS.

Las soluciones con los pigmentos extraidos fueron concen
tradas al vacio, manteniendo una temperatura externa mixima
de 30 * 2° ¢ y protegido de la luz, con objeto de disminuir
algunos de los factores que causan inestabilidad a los pig-
mentos.

Una vez concentradas las soluciones se dejaron reposar a
4° C durante aproximadamente 24 horas, con objeto de favore-
cer la aglomeracifn y precipitacidn de sustancias de alto peso
molecular como sustancias pé&cticas y mucilaginosas que pudie-
ran interferir en pasos posteriores,el precipitado fué sepa-
rado del medio por una filtracidém en gasa.

Los extractos obtenidos hasta este punto corresponden a

los “Extractos crudos",

4.3 PURIFICACION DE LOS PIGMENTOS ROJOS.

La purificacidn de los pigmentos rojos de la jamaica
se 1llevé a cabo por cromatografia de intercambio ibnico, usin
dose vna resina Dowex 50 W-X-8, que es una base de poliestire
no con un grupo catiénico fuerte ( -803‘ }.

La resina fué acondicionada seglin el ACAC {38) en un pro
ceso disefiado para remover contaminantes tales como materiales
residuales de la fabricacidn o productos de degradacién de Ia
resina, ademds de hidratarla proporcionando asi acceso adecua
do a los sitios ionizados de las moléculas que se adsorberin
(41), una vez acondicionada se equilibrd con 1la disolucifn
amortiguadora respectiva al método de elucidn.
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Se aplicaron 5 ml del extracto crudc (3.3 mg de antocia-
ninas/5 ml) sobre el lecho de resina de 25 cm de largo.

Las condiciones iniciales de elucidn fueron:

Amortiguador de acetatos 0.0 M a pH = 4.5, seguida del
mismo amortiguador con 0.5 M de Nacla y una tercera elucién -
con 1.0 M de NaCl segfin Lin y Hilton (32).

Se hicieron modificaciones a las condiciones anteriores
eluyendo tinicamente dos fracciones, la primera de ellas elui-
da Gnicamente con el amortiguador, con objeto de sacar de 1la
columna compuestos que no interaccionaron o lo hicieron leve
mente, los pigmentos purificados se eluyeron en la segunda -
fraccidn con las disoluciones mostradas en la tabla 10,

Se tomaron lecturas del porcentaje de s6lidos en el re-
fractbmetro al extracto crudo y a los pigmentos purificados.

Se corrieron muestras por duplicado.
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TARLA 10, PUR ACION. VARTIACIONES EN LAS CONDICIONES DE
ELUCION. 1

AMORTIGUADOR® NaCl ALCOHOL

Citratos 0.01 M 0.00 M 50 % Etancl g

Citratos 0.01 M 0.25 M 50 % Etancl %

Citratos 0.01 M 0.50 M 50 % Etanecl

Citratos 0.01 M 0.75 M 50 % Etanol

Citratos 0.01 M 1.00 M 50 % Etanol

Citratos 0.01 M 0.50 M 10 % Etancl

Citratos 0.01 M 0.50 M 25 % Etanol

Tartrato 0.01 M 0.50 M 50 % Etanol

Tartrato doble de Na y X 0.50 M 50 % Etanol

0.50 M

S

a.- Disolucidn amortiguadora utilizada para la elucidn de

la primera fraccifdn



4.4, DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS
ROJOS.

Con el fin de comocer la influencia del pH, tempera
tura, luz y aire en la estabilidad de las antocianinas de la
jamaica se realizaron las siguientes pruebas al extracto crudo
y al purificado.

EFECTO DEL pH.

Aljcuotas del extracto crudo se diluyeron con disoluciomnes
amortiguadoras de fosfatos, citratos, succinatos y acetatos a
pH ‘s 2,3, 4 y 5 respectivamente, se les determind sus espec
tros de absorcidn en el espectrofotbmetro UV-Visible Perkin -
Elmer.

EFECTO DE LA TEMPERATURA.

Para determinar el efecto de la temperatura se utilizaron
los extractos de jamaica con los pigmentos crudos y purifica-
dos a pH= 2 y 3 donde muestran el tono rojo y mayor estabilidad
al pH. |

Las muestras de los extractos crudos y purificados dilui-
das con las disoluciones amortiguadoras ccrreé@ondientes a -
pH s 2 y 3 se colocaron en tubos de ensayo protegidos de la
luz y saturados con N,. Se introdujeron en bafios de temperatu

ra controlada (40, 20°, 70° y 96° £ 2° ).

Cuando las disoluciones con los pigmentos antocianos fue
ron calentadas, el color disminuyd gradualmente, lo que se de
termind tomando lecturas de absorbancia a intervalos de tiempos
particulares para cada temperatura, dependiendo esto de su -

velocidad de degradacidn.



El cambio er el color fué estudiado Jdeterminande el re-

manente de antocianinas ( %R } con la siguiente férmula:

s p== BE de antocianinas al tiempo X x 163
mg de antocianinas al tiempo 0

Se graficd el logaritmo de la concentracién de antocia-
nina remanente [3R) contra el tiempo de tratamiento de cada -
temperatura de experimentacidn, generandose una linea recta,
lo que indica que la degradacidn de los pigmentos sigue una
cinética de primer orden, lo que estd de acuerdo a lo repor-
tado en la literatura para gran cantidad de nutrientes y pig-
mentos (39, 47, 53, 55, 56).

Las pendientes de las rectas correspenden a las constan-
tes de velocidad {k} conociémndo &stas y el orden de reaccifén
se calcularon lo tiempos de vida media de acuerdo a la siguien

te f6rmula:

Se calculd el valor D o tiempo en minutos requeride para

icsmos o algfin nutriente microbia

4

destruir al 20t &
no presente en un alimento a una temperatura constante. De la
grifica de % R contra el tiempo, el valecr D correspende al
inverso negativo de la pendiente. A mayer valor D mayor esta-
bilidad térmica.

Conociendo los valores D o tiempo de reduccitn decimal, s&



se calculd Z o temperatura en ° F necesaria para lograr una -
reduccifn decimal en D, la cual varia en forma directamente -
proporcional con la estabilidad de un nutriente o pigmento,

Se determina graficando el logaritme decimal de los va-
iores D contra temperatura en °F, donde el inverso de las pen
dientes de las rectas trazadas corresponden a los valores Z.

EFECTO DE LA LUZ Y EL AIRE.

Las muestras con el amoriigunador respectivo se mantuvie-
Ton en una caja de material aislante de las siguientes dimen-
siones : Largo 35.7 cm, ancho 26 cm, altura 14.5 cm enx cuyo ~
interior se colocS una limpara que mantenia una temperatura -
de 60° 2* C en el interior de los tubos.

Se hicieron cuatro combinaciones para cada unoc de los ex

tractos a pH's 2 y 3.

Oscuridad -~ Nz
Oscuridad - 02
Luz - 02

Se realizaron las pruebas por duplicado y se manejaron los

datos como en el caso anterior.

CUANTIFICACION DE LOS PIGMENTOS.

Para la evaluacibn de los procedimientos de extraccifn, -
purificacidén y determinacidn de la estabilidad de los pigmentos
fué necesario la cuantificacién de antocianinas, para 1o cual -
se utiilizd un m&Etodo colorimétrico tomande lecturas de absorban

cias de las muestras a una longitud de onda de 520 nm.

.}



El contenido total de antocianinas fué€ expresado en base
a Delfinidin-3-glucdsido, utilizando un coeficiente de extin-

cib6n molar de 2.9 x 104 y un peso molecular de 518 g/mol (16).

4.5. EVALUACION MICROBIOLOGICA.

El extracto crudo y los pigmentos purificados fueron
analizados microbiolfgicamente realiiﬁndo un recuento en placa
de:

- Cuenta total de bacterias mesofilicas en Agar dextrosa.

- Hongos y levaduras en Agar de dextrosa y papa (Bioxon).

Se inocularon los medios de cultivo con las disoluciones
10'1, 1672, 10™%. se incubaron a 37 * 2° €, contando el nfimero

de colonias a las 24 y 48 horas.

4.6. AéLICACION DE LOS PIGMENTOS A UN SISTEMA ALIMENTARIO.
Para investigar las caracteristicas y posibilidades
de aplicacién dél colorante tojo de la jamaica, se usaron tan
to el extracto crudo como el purificado para la elaboracifn
de una gelatina sabor fresa.

Se usd la f£6rmula base siguiente en la cual finicamente se
varité el tipo de colorante: extracto crudo, pigmentos purifica
dos, mezcla de colorantes artificiales rojo y amarillo.

El saborizante y el colorante fueron agregados hasta igua
lar las caracteristicas organolépticas de una gelatina comer-
cial.

FORMULA BASE:

- Sacarosa 85.5 §

- Grenetina 11.7 %
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Ac. citrico 1.7 %

Citrato de sodio 8.2 %
~ NaCl 8.1 %
-~ Saborizante artificial

- Coleorante rvojo.

4.7. EVALUACION SENSORIAL.

En el desarrollo de muevos productos, asi como en
las reformulaciones es necesario la evaluacibn sensorial de -
€stos, para lo cual debe establecerse claramente los propdsi-
tos que desempefiarid el panel, en &ste caso se deseaba cono-
cer 1la preferencia de los consumidores asi como la deteccidn
de una diferencia, evaluando color y sabor de las gelatinas
preparadas con los distintos colorantes.

Se recurrid a un grupo de panelistas no entrenados a los
que se les aplicS una prueba triangular y una hed8nica ( Figu-
ras 2y 3 ). '

Los resultados se trataron estadisticamente por un anili

sis de varianza (30).

- 29 -



FIGURA 2. PRUEBA TRIANGULAR (3).

FECHA NOMBRE

PRODUCTO

PRUEBA TRIANGULAR

Instrucciones: Aqui hay tres muestras. Dos de ellas son iguales

Separe 13 que sea diferente.

1. COLOR

MUESTRA MUESTRAS IGUALES COMENTARIOS

Indique el grado de diferencia entre las muestras iguales y la

diferente.

Leve Moderada Mucha Extremada

II. SABOR

MUESTRA MUESTRAS IGUALES COMENTARIOS

Indique el grado de diferencia entre las muestras iguales y 1a

diferente

Leve Moderada Mucha Extremada.
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FIGURA 3. PRUEBA HEDONICA (3).

ESCALA HEDONICA

Instrucciones: Sblo para color, colocar una marca en la escala

para indicar la calificacién.

MUESTRAS IGUALES

N N

: l

Muy pobre  Pobre Regulaf Bueno

-

MUESTRA DIFERENTE

l ' s | |

Excelente

§ |

Muy pobre Pobre Regular  Bueno

Excelente

iDetectd alguna caracteristica diferente que no sea el color entre

las muestras?

No

9]
i

Si marcd "Si¥, indique el tipo de diferencia.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1, EXTRACCION DE LGS PIGMENTGS.

~-Método por percolacidn,

Este m€todo presentd varios inconvenientes que llg
varon a un bajo rendimiento, entre ellos:

- Temperatura de extraccifn elevada que puede zlterar la
estructura quimica de los pigmentos dado su naturaisza termo-
13bil.

- Tiempo de exposicidm largo del 1iquido de extraccibn
con los pigmentos en el fondo del percolador en donde se regis
tra la temperatura mis alta.

- Poco tiempo de coﬁfacto de las flores con el disolvente.

- Irrigacibn deficiente del liguido de extraccidn sobre
1a muestra, dejando gran cantidad de pigmentos sim extraer.

- Proceso continuo gque no permite la realizacidn de un -
perfil de extraccidn en el que se determine tiempo de mixima -

extracciodn.

- Método por inmersidmn.

En €ste método se tomaron en cuenta varios puntos con
lo que se esperaba mejorar los porcentajes de recuperacidn res
pecto al método por percolacidin, entre £stos:
- Trituracidn de las flores secas de jamaica para aumentar
el drea de contacto con el disolvente,
- Mayor tiempo de contacto flores - liquido extrayente.
- Variaciones en las temperaturas de extraccién.

- Realizacibn de perfiles de elucidn que permiten determi



mar temperatura y tiempe de mayor extraccidn.

Con objeto de mejorar la extraccifn de los pigmentos se
usé pectinasa, 1a cual actuar sobre las pectinés que forman
parte tanto del cemento intracelular come de la pared celular,
liberari las antocianinas del contenido e€elular, facilitando
¥ mejorando su extraccidm.

a. DISOLVENTE ACUOSO.- La extracciém con #cido citrice
al 1% logra un grado de extraccidn aceptable y minima degrada
cién de los pigmentos por efecto térmico, aunque el tiempo de
proceso es largo, lo que representa un inrconveniente.

En la figura 4 también se observa que el menor grado de
extraccidn corresponde al realizado a 96° C debido a 1a des-
iruccion térmica de los pigmentos, los extractos obtenidos en
£stas condiciones no es conveniente realizar la purificacidn
dado la gran cantidad de pigmentos degradados.y en caso de u-
tilizarse para colorear algun producto disminuiria considera-
blemente su vida de anaquel, ademids del color rojo parduzco,
sabor y color indeseable gque proporciomaria al alimento en ca
so de no estar purificados. '

Este tipo de procedimiento de extraccién es seguido gene
ralmente a nivel hogar ya que el extractc obtenido es consumido
de inmediato.

A 60° C se obtiene un buen grado de extraccidn em un
tiempo corto (40 min) ,seguido de un ripido descenso en la con
centracidén de antocianinas por efecto té&rmico, por lo que de

seleccionarse debe tenerse gran control del tiempo del proceso.



FIGURA 4. DISOLVENTE ACUOSO. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
EXTRACCION DE LOS PIGMENTOS
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* Se hicieron determinaciones por duplicado.
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El mayor grado de extracciOn obtenido con &cido citrico
al 1% fué el realizado a 40° C,

De la figura 5 se observa que la extraccidn de antocianinas
con pectinasa al 1% a 40° C, logré un constante aumento en la
cantidad de pigmentos extraidos desde el inicio de proceso, -
mejorando apreciablemente el grado de extraccibn.

Seria recomendable realizar estudios mis profundes acerca
del tipo de pectinas contenidas en las flores de jamaica, asi
como condiciones y concentraciones Optimas de operacidn.

El uso de enzimas involucra muchas ventajas:

- Su altsa espécificida&, lo que asegura que no actuarin
en perjuicio de otros constituyentes.

- Trabajan en condiciones moderadas de temperatura y pH.

- Funcignan a bajas concentraciones, por lo que su alto
costo estd contrarrestado por é€sto, asi como el que puedan uti
lizarse inmovilizadas para reutilizarse.

- Son faciles de inactivar una vez realizada su funcidn.

Para calcular los porcentajes de recuperacidn, se tomd -
como 100% los 204.6 mg de antocianinas/100 g de flor extrafdos
con la pectinasa.

En ninguno de los casos se realizd una extracciém exhausti

va de los pigmentos.

b. DISOLVENTE ETANOLICQ. En la figura 5 se observa que corn
el uso del disolvente etanblico se obtienen porcentajes de re-
cuperacidn menores que con el disolvente acuoso.

El mejor grado de extraccidn fué el realizado con etamnol
al 95% con 4cido citrico 1% a 40° C.
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FIGURA 5.

mg ANT./100g FLOR

100+

DISOLVENTE ETANOLICO. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN
LA EXTRACCION DE LOS PIGMENTOS.
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* Se hicieron determinaciones por duplicado.
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Se utilizd Gnicamente etanol comc disolvente aicohdlico
¥a que aunque se reporta que el metanol es 20% mis efectivo -
para la extraccidén de antocianinas de uva (37), posee efectos
t6xicos no deseables para los fines en alimentas, ademis que -
se observd em el caso de la purificacidn una mayor elucién de
los pigmentos rojos de 1z jamaica de la columna intercambiadora
de iones com etanol en un 26% respecto al metanol, pudiendo te
ner estos datos una relacidn con la extraccidon de los pigmentos

de la materia prima.



5.2. PURIFICACION DE LOS PIGMENTOS.

Como se puede observar en la figura 6, en las condi-
ciones iniciales de elucidn, los pigmentos fueron eluidos al -
primer aumento de la fuerza idnica, no teniendo ningun efecte
un aumento posterior.

El rendimiento obtenido fué muy bajo, debido probablemen-
te a una fuerte adsorcién de los pigmentos en la resina, la -
cual al final del procedimiento tenia un color rojo intenso,
el uso de solventes orgidnicos tales come metanol o etanol elu-
yen algunos de &stos pigmentos adsorbidos.

VARIACION DE LA FUERZA IONICA.

En 1la figura 7 se observa que la elucibn de los pigmentos
varia directamente proporcional a la concentracidén de NaCl, -
debido a que los iones Na@ favorecen la desorcién de las anto
cianinas, ya gque compiten por los sitios de unidn en la resina
haciendo que &stas fluyan hacia abajo en la columna,

Se selecciond la concentracitn intermedia, por no ser muy
grande la diferencia de elucidn a concentraciones mayores de
NaCl, para evitar tener gran cantidad de iones Na al fin del
proceso, los cuales al momento de ajustar e£1 pH del extracto -
forman sales muy solubles en caso de usarse disocluciones amorti
guadoras de citratos o acetatos.

A concentraciones menores de 0.5 M de NaCl el grado de -
diferencia en la elucifin es mayor, aunque se observa que aun -

sin la presencia de la sal los pigmentos eluyen.
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FIGURA 6. PERFIL DE ELUCION DE LOS PIGMENTOS ROJOS DE LA JAMAICA
POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICC.
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FIGURA 7. VARTACION EN LA CONCENTRACION DE NaCl EN LA ELUCION

0%2 ] DE LOS PIGMENTOS DE LA RESINA INTERCAMBIADORA DE IONES.
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VARIACION DEL TIPO DE ALCOHOL Y EFECTO DE SU CONCENTRACION.

Con el etanol se logra una mejor elucidn de los pigmentos
en aproximadamente un 26% m3s respecto al metanol (Figura 8),
ésta comparacidn es de importancia relativa ya que aunque fue-
se mis eficiente no se usaria por sus efectos toxicos.

Los pigmentos forman polimeros que son adsorbidos en el
poliestireno teniendo el aicohol un papel importante en el me-
canismo de desorcidn. La figura 9 muestra la incapacidad de -
las antocianinas para eluir a concentraciones bajas de alcohol,
mostrandoc un marcado aumento en la elucidén al incrementarse la
concentracién de alcohol.

Se selecciond la concentracidén de 50% de etanol, por el -
grado de elucifn logrado y por que su uso no presenta proble-
mas ni al aplicarse a la columna, ni para su eliminacibn, a -
concentraciones mayores la columna se fractura debido a la des
hidratacidn de 1a resina. El uso de alcohol sin acidificar cau
sa un cambio en el color de la resina de rojo a violeta, indi-

cando posible degradacidn de los pigmentos via quinoidal.



FIGURA 8. VARIACION DEL TIPO DE ALCOHOL EN LA ELUCION DE LOS

PIGMENTOS DE LA RESINA INTERCAMBIADORA DE IONES.
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FIGURA 9. VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DE ALCOHOL PARA LA
ELUCION DE LOS PIGMENTOS DE LA RESINA INTERCAMBIADORA

DE IONES.
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VARIACION DEL TIPO DE DISOLUCION AHORTIGUADORA.

Debido a que los pigmentos purificados utilizando amorti
guadores de acetatos y citratos tenian un sabor salado total-
mente inaceptable, se probd la elucidn de los pigmentos de la
resina utilizando amortiguadores de tartrato y de tartrato do
ble de Na y K, la figuraz 10 muestra los resultados obtenidos:

El amortiguador de tartratos logrd la mejor elucidn de -
los pigmentos de la columna de intercambio iénico, su uso es
muy recomendable, ya que al final del proceso puede eliminarse
el exceso durante las neutralizaciones necesarias al final del -
proceso, utilizando KOH al 40 % para formar bitartrato de po-
tasio o cremor tidrtaro, que es un compuesto insoluble en agua
(40) ficil de separar del medio por filtracién o centrifuga-
cibn. '

El amorfiguador de tartrato doble de Na y X eluyd muy ba
ja cantidad de pigmentos debide a su baja solubilidad en la -
disolucidn alcoh&lica (36), precipitindose al momento de apli
carse a la columna, interfiriéndo asi em la adsorcidn y desor
cidn de los pigmentos. )

Con el amortiguador de citratos y acetatos se logrd el -
mismo grado de elucidn, siendo éste menor que el logrado con-
el amortiguador de tartratos con el que no se presenta el pro
blema de salinidad en el extracto.

Por otro lado, el NaCl y los dcidos citrico y tartirico
forman parte de los ingredientes de algunas formulaciones de
gelatinas, por 1o que si los pigmentos purificados con &ste -

método fueran usados con éste fin, se aprovecharia 1a presen-
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cia de &stos compuestos siendo necesaria umna reformulacidn.

Durante los distintos procedimientos se presentd una ban
da café rojiza, debido aparentemente a compuestos insolubles -
en agua o alcohol los que pueden ser productos de degradacidn
polimerizados.

Los s6lidos totales contenidos en el extracto crudo (12.8%)
disminuyen durante la purificacién hasta 2 3, por lo tanto el
intercambio ibdnico logrd purificar las antocianinas tanto de-
los aziicares como de los productos de degradacidn.

Todas las variaciones en la forma de elucidn se realiza-

Ton por duplicade.

Las condiciones finales de purificacién fuerom:

METDDO: Cromatografia de Intercambio Idnico.

RESINA: DOWEX 50 W-X-8 - Catidnica fuerte ( -S0; ).
TEMPERATURA: 20° 2° C.

AMORTIGUADOR: Tartratos 0.01 M - pH 3.5
CONCENTRACION DE NaCl: 0.5 M

ALCOHOL: Etanol,

CONCENTRACION DE ALCOHOL: 50 %.




FIGURA 2. VARIACICGN DEL AMORTIGUADOR EN LA ELUCION DE LOS
PIGMENTOS BE LA RESINA INTERCAMBIABORA DE IONES.

mg ANTOCIANINAS x10°
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0
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5.3 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS.

La disolucidn amortiguadorz de acetatos 0.01 M no -
logrd mantener estable el pH de las disoluciones con los pig-
mentos, ya que al parecer los extractos de jamaica poseen al-
tas concentraciones de dcidos orglnices, entre ellos el citri
co gque afectaron fuertemente 1la accidn del amortiguador usado,
por lo que fuf€ necesario usar distintas disoluciones amorti-
goadoras cuyos pKa's fueran cercanos al pH deseado a una con-

centracidon 1M.
AMORTIGUADOR pKa's pH

Fosfato 2.14 Zz
Citrato 3.09 3
Succinato 4,25 4

Estas disoluciones si lograron mantener estable el pH -
durante todo el experimento, eliminandoe asi 1a degradacidn de
los pigmentos por efecto del cambio de pH en las determinacio

nes de efecto de temperatura, luz y aire.

EFECTO DEL pH.

La figura 11 muestra los espectros de absorcitn de los -
extractos de jamaica crudos a distintos valores de pH.

a pH=2 las antocianinas muestran la nafor estabilidad e
intensidad del color rojo, conforme aumeata el pH la estructu
ra de los pigmentos sufre cambios que repercuten en su estabi
iidad y coloracién (Tabla 7) . A pH=5 las antocianinas han -~
formado la base carbinol incolora, por lo que en la figura se
observa una planicie, es posible mediante una acidificacibn -

la formacibn de la sal flavilium con tonalidades rojas.



Debido a los cambios de estructura de las antocianinas a
diferentes pH's, se afecta la A mdxima recorriéndose de 3 a
5 nm del pH Z al 3.

El pH va a constituir una restriccién muy importante en
el uso de 1los extractos de jamaica, ya que fnicamente podrin
usarse en alimentos #cidos, tales como dulces, jaleas, refres-

cos, yogourth y gelatinas cuyos pH's fluctlian entre 2 y 3.
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FIGURA 11. EFECTO DEL pH EN EL ESPECTRO DE ABSORCION DE LAS ANTOCIANINAS

DE JAMAICA.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA.

Al ser sometidos a calentamiento tanto los extractos cru
dos como los purificados experimentan una pérdida gradual de
antocianinas, lo que se manifiesta con la aparicidn de pig-
mentos amarillentos.

Los pigmentos purificados mantenidos a pH = 3 aumentaron
su estabilidad térmica casi al doble respecto a los pigmentos

crudos como se observa en la tabla 11.

TABLA 11.ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS DE JAMAICA A pH = 2
CRUDO PURIFICADO

TEMP. Ty/p * D * Tyg * D *
(°C) (MIN) (MIN) (MIN) (MIN)
4 100 000 200 000 | 100 000 200 000
22 63 013 90 909 30 944 44 642
60 2 257 3250 | 3 209 4 621
70 88 127 126 : 179
96 15 22 31 45

Z (°F) 39.05 | 39.44

* Promedio de dos determinaciones

Los valores Z no tienen una diferencia significativa en-
tre si, pero también se observa un mavor valor para los pigmen

tos purificados.
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Los pigmentos crudos y purificados z pH = 3 presentan -
valores de tiempos de vida media y valores D no muy diferen-
tes entre si, indicando que tienen una estabilidad té&rmica -
muy similar.

A valores mids altos de temperatura { 70° y 96° C}, 1la
estabilidad térmica de los pigmentos purificados disminuye.

Los valores Z indican que los pigmentos crudos tiemen -
mayor estabilidad térmica que los purificados mantenidos a -

pH = 3 , la tabla 12 muestra los resultados.

TABLA 12. ESTABILIDAD DB LGOS PIGMENTOS BE LA JAMAICA A pH 3.

CRUDO - PURIFICADD

mve. | Ti/2 D T1/2 o b
; oy (MIN)  (MIN) (MIN) (MIN)
| 4 100 000 200 900 | 100 000 100 000
é 22 41 755 60 204 40 299 58 118
; 60 3 209 4621 ! 4 029 5 813
f 70 192 273 | a3 63
@ 96 38 a5 10 14

S . ]
Z {°F) 44,45 39.18

% Promedio de dos determinaciones.
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FIGURA 12. ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS DE JAMAICA A 4° C
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FIGURA 13. ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS DE JAMAICA A 22° C.
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FIGURA 14. ESTABILIPAD DE LAS ANTQCIANINAS DE JAMAICA A 96° C.
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FIGURA 15. EFECTO RE LA LUZ EN LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOGIANINAS
%e R

DE JAMAICA A pH = Z.
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FIGURA 16. EFECTO DEL AIRE EN LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

DE LA JAMAICA A pH = 2.
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FIGURA 17. EFECTO DE LA 1LUZ EN LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOCTANINAS

DE JAMAICA A pH = 3.
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FIGURA 18. EFECTO DEL AIRE EN LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

DE LA JAMAICA A& pH = 3.
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5.4. EVALUACION MICROBIOLOGICA.

La tabla 15 muestra las cuentas microbiamas obteni-
das a las 48 horas de incubacidén de los extractos crudos y pu
rificados.

Los extractos de jamaica crudos cemstituyen urn medio po-
co favorable para el desarrollo de microorganismos, debido a
su alta acidez, baja concentraci6n de aziicares y a gue los pig
mentos en si tienen accifn antiséptica (50).

El proceso de purificacidn logrf disminuir &stas cuentas
microbianas, debido a la eliminacidén de sustancias mutrientes
para los microorganismos, como puéden ser azlicares, sales mineg
rales, etc. El1 tipo de microorganismos que generalmente se de
sarrollan son: bacterias acidorresistentes asi como hongos y

levaduras.



..'[‘9-

TABLA 15. CUENTAS MICROBIANAS DE- LOS EXTRACTOS CRUDOS Y PURIFICADOS

DE LA JAMAICA.

© cew b s h o e— A e e e —

EXTRACTO CUENTA TOTAL/100 G DE FLOR HONGOS Y LEVADURAS/100 G DE FLOR
CRUDO 6 500 1 800
;
PURIFICADO i 4 200 1 100
.k — - - S

* PROMEDIO DE DOS DETERMINACIONES.



5.5. EVALUACION SENSORIAL.

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos
en la prueba triangular y hedbnica para los extractos crudos -

y purificados.

PRUEBA TRIANGULAR

a. EXTRACTO CRUDO. De la tabla 16 se concluye que las -
muestras fueron significativamente diferentes, ya que los pa-
nelistas lograron identificarlas con mds del 99 % de confiabi
1idad tanto en la evaluacidén del color como del sabor.

Los panelistas mostraron en un 35.5 % mayor aceptabili-
dad para la gelatina preparada con el extracto crudc, califi
cdndola como mads adecuada y de apariencia natural para el sabor
fresa; en cuanto al sabor se detectd que el colorante crudo le
confiere mayor acidez al producto y un sabor extrafie definido
como frutal, lo que en algunos casos fué aceptable.

b. PIGMENTOS PURIFICADOS. De 1a tabla 16, s6lo con 95 %
de confiabilidad se detect6 diferencia. El1 grado de 'diferencia
de color para el 87 % del grupo fué entre leve y moderado.

El 53 % del grupo mostr8 mayor aceptabilidad hacia las
muestras preparadas con los pigmentos purificados.

Los pigmentos purificados eluidos con el amortiguador de
citratos y acetatos le confirieron un sabor muy salado a las
gelatinas, por lo que se intentaron las otras formas de elu-
ci6én, siendo la realizada con el amortiguador de tartratos el
mejor por el rendimiento obtenido asi como por las caracteris-

ticas sensoriales de los pigmentos purificados.
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Las gelatinas preparadas con el extracto purificado sa-
lado Gnicamente se les evalud el color.

Se elaboraron algunas muestras comn los nuevos extractos
para comprobar que se habia eliminado el salado, no se apli-

caron evaluaciones sensoriales a €stas.

TABLA 16. COMPARACIONES TRIANGULARES (30).

NUMERO TOTAL NUMERC DE SELECCIONES CORRECTAS PARA IMPARES
DE 19:1 899:1 998:1
COMPARACIONES (Nivel de 5%) (Nivel de 1%) (Nivel de 0.1%)

4 - - -
6 5 6 -
8 & 7 8

10 7 8 9

1z 9 9 i0

15 10 11 iz

18 11 12 15

EXTRACTO CRUDO:
n = Nlmero total de comparaciones = 13
Selecciones correctas = 12
EXTRACTO PURIFICADO:
n = Nimero total de comparaciomes - 17

Selecciones correctas = 11
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PRUEBA HEDONICA.

Se evalubd Gnicamente el color de las gelatinas preparadas
con los distintos pigmenteos.
La escala fué traducida con los siguientes valores para

el analisis de varianza.

MUY POBRE POBRE REGULAR BUENO EXCELENTE
1 1 b ] 1 ¥
-2 -1 0 + 1 + 2
CALIFICACION CRUDO PURIFICADO CONTROL
2 2 ~ 2
£, fx fx .“fb ﬁﬁx fbx £, £x §§{p_%-
+ 2 4 8 16 6 12 24 5 10 20
+ 1 5 s 5 | 8 8 8 {19 19 19
0 3 0 0 3 0 0 ) 0 0
-1 1 -1 1 0 0 0 1 -1 1
- 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
| 13 12 22 117 20 32 30 28 40
f = Frecuencia = veces que se reépite un evento.

[H]

Pigmentos crudos

Pigmentos purificados

Control
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ANALISIS DE VARIANZA

60

94

n=f, +f o+ E 5 no=13+ 17 + 30 = 60
5fx=fax+fhx+fcx ;3 fx =12 + 20 + 28 =
éfxz = fax2 + fbxz + fcxz : ifxz = 22 + 32 + 40 =
FACTOR DE CORRECION F.C. _ (2§x)2 : F.C._ ggg)z_ 60

VARIANZA TOTAL ( corregida) = G'Ztot.(corr) = 2fxz - E.C.

"

2
¢ tot.{corr)

VARIANZA DE FORMULACIONES = fzform.

'y 2
(ifax2)2+ (sfble R (zfclez

fzform = : £ - F.C.
£, £, £
y; a2 o3’ (28?
“form = ; - 60 = 2.74
13 17 0
VARIANZA RESIDUAL = 02 residual = ¢ 2tot. - @ ’form.

¢ *residual = 34 - 2.74 = 31.26
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TABLA DE DUNCAN

FUENTE GRADO VARIANZA RELACION F REQUERIDA |
DE DE VARIANZA MEDIA DE PARA
VARIANZA  LIBERTAD {a) VARIANZAS SIGNIFICANCIA|

{b) {c)
5% 1%
FORMULACION 2 2.74 1.37 2.5  19.47 99.48
RESIDUAL 57 31.26 0.55 1.0 - - - -]
TOTAL 59 34.00 -- - - - - - -]

_ varianza
(a) VARIANZA MEDIA gdo. de libertad

« ) _ varianza media de formulaciocnes
(b) RELACION DE VARIANZAS = varianza mediz residual

(c) Tabla 92, Kramer y Twigg, 1979 (30)}.

Fcalculada*’ Fteérica s 2.51%.47

nes con ua rivel de significancia del 99%.
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6.~ CONCLUSIGONES Y RECOMENDACIONES.

- El mejor método recomendado para la extraccidn de los pigmen
tos de jamaica, fué el realizado con Pectinasa al 1% a una -
temperatura de 40° C, debido a que: a) Extrae mayor cantidad
de pigmentos b) Trabaja en condiciones moderadas de pHy -
temperatura, disminuyendo asi la degradacibn de los pigmentos

por é€stos factores c¢) Puede usarse inmovilizada.

- Es conveniente realizar estudios acerca de las condiciones -
dptimas de operacién de las enzimas pécticas utilizadas para

Ia extraccidn de los pigmentos de la flor de jamaica.

- La cromatografia de intercambio i6nico es un método de purifi

cacibn sencillo y aplicable a nivel industrial.

- Las mejores condiciones de elucidn durante la purificacién, -
fueron con la disolucién amortiguadora de tartratos 6.01 M -
NaCl 0.5 M - Etanol 50 %, con el que se obtuvo un buen rendi
miento y las caracteristicas sensoriales de los pigmentos fue

ron adecuadas.

- El1 exceso del amortiguador de tartratos es precipitadc como
cremor tirtaro al momento de ajustar el pH de las disoluciones
con los pigmentos purificados, utilizando KOH al 40%. El cre

mor té&rtaro es un subproducto con un buen valor comercial.

- El proceso de purificacifn logrd mejorar la estabilidad de
los pigmentos mantenidos a pif = Z, aumentando su termoestabi

1idad.



El proceso de purificaciln disminuyd ligeramente la estabili

dad de los pigmentos a la iuz y el aire.

Al eliminar contaminantes tales como sustancias pécticas, mu-
cflagos, iones metdlicos, etc., se mejoraz notablemente 1a to-

nalidad de los extractos en el proceso de purificacidn.

Las gelatinas preparadas con los pigmentos purificados tuvie-
ron mayor acepiacidn entre el grupo de panelistas, calificin-
dolias de apariencia mis natural que las preparadas con 1a mez

cla de colorantes artificiales.

No hubo diferencia significativa entre las gelatinas prepara-
das con los distintos colorantes (extracto crudo, pigaentos -
purificados y mezcla de colorantes artificiales), al 5% de -
significancia.

Los pigmentos purificados no impartieron ninguna caracteristi
ca adicional como olor y sabor a los productos coloreados con
ellos. .

La purificacifn logrd dismipuir ligeramente la carga microbia
na de los extractos,

Es posible la aplicacifn de las antocianinas dé jamaica purifi
cadas como agentes colorantes de alimentos; siendo capaces de
sustituir a los colorantes artificiales rojos dentro de cier-
tas restricciones como son: pH, temperaturas de proceso, vida
de anaquel, etc. que determinaran el tipo de productos en que

sean usados.



- Se sugiere la realizacidn de estudios acerca del aprovecha-

miento integral de la jamaica.
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APENDICE A

RESUMEN DE LAS CONDICIONES Y RESULTADOS DE LA EXTRACCION

DE LOS PIGMENTOS DE LA FLOR DE JAMAICA.

1. METODO POR PERCOLACION.

. DISOLUCION DE EXTRACCION T°C

" AC. TARTARICO 1% - ETOH 10% 80°

AC. CITRICO 1% - MEOH 10% 80°

t(MIN)?

75

g0

a.- Tiempo total de extraccidn

MG ANT/100 G FLOR

0.103

0.690




agL..

2. METODO POR INMERSION.

[P

b

 AC. CITRICO 1%
AC. CITRICO 1%
AC. CITRICO 1%

. AC. CITRICO 1%

iVPBCTINASA 1%

ETOH 95% - AC. CITRICO 1% 20
ETOH 95% - AC. CITRICO 1% 40

ETOH 95% - AC. CITRICO 1% 60.

20

40

60

96

50

70

60

50

70

449

60

80

40.61
148.11

120.3

140.7
183.3
156.7

50.8

204.6

a.- Tiempo de m&xima

extraccidn.

|

DISOLUCION DE EXTRACCION T ¢ t(MIN)? MG ANT/100 G FLOR l



APENDICE B

. EXTRACCION .
i .

| PERCOLACION- INMERSION
i .

|

Concentracidén al vacio

30° C.Filtracidno —»Sustancias de alto P.M.

}
EXTRACTO CRUDO

PURIFICACION |
P CROMATOGRAFIA DE INTERC&HBIO'IONICGf
‘ DOWEX 50 W-X-8 <catidnica fuerte'

————

y

Concentracidn

EXTRACTO PURIFICADO

f S
- i
PRUEBAS DE ESTABILIDAD APLICACION A DN

{pH, T° C, Iuz, aire) ALIMENTO

“

EVALUACION
MICROBIOLOGICS

EVALUACION SENSORIAL

- 79 -



APENDICE (.

PURIFICACION DEL COLORANTE ROJO BE LA JAMAICA.

1.- EXTRACCION PECTINAS 1%, 40° C
INMERSION

v
CONCENTRACION AL
VACIO 3?°-35° c

FILTRACION EN GASA

s b i = = o

EXTRACTO CRUDO

2.- PURIFICACION CROMATOGRAFIA DE

INTERCAMBIQ IONIGO
Dowex 50 W-X-8

ELUCION: TARTRATO 0.01 M
NaCl 0.5 M 3 50% ETANOL

|

pH = 3.5 con KOH 40%

i
FILTRACION AL VACIO
?

CONCENTRACION AL - I

pH = 3.5 con XOH 40%

i) i

FILTRACION AL VACID

— = o
b
[ ——

PIGMENTOS PURIFICADOS
—_— -'86 ) :
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