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RESUMEN

EXTRACCION, CARACTERIZACION Y RESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS DE
CHILE ANCHO. Sawaya #.J.(1), solano P.A. (1), valdss m.g. 1) y
valle v.p. (2}, (1) FESC-UNAM, Cuautitl&n Izcalli, Edo. de
México, (2) Pacultad de Quimica, UNAM.

Dada la actual tendencia a la blsqueda y uso de colorantes
naturales, se probaron 2 procesos de extraccién diferentes para
pigmentos de chile ancho: uno con antioxidante (Pl), mismo que
permitié el estudio del pigmento sin interferencia de degradacién
por oxigeno atmosférico, y otro sin &1 (P4); los pigmentos
obtenidos (el capsanteno predomina) se compararon con oleorresina
comercial de paprika (P2) y extracto comercial de chile ancho
(P3) . Se determiné el rendimiento en peso seco de Pl y P2, asi
como la longitud de onda de maxima absorbancia. Se realizaron
pruebas de estabilidad en funcién de 3 variables (pH, luz visible
y temperatura) en 2 niveles de trabajo por 16 dias. Se efectud
el andlisis cromatogréfico via Cromatografia Liguida de Alta
Resolucidn (HPLC por sus siglas en Inglés) para P1, P2 y P4 en
columna C;g (no polar) de 25 cm de longitud con metanol y acetato
de etilo como eluyentes, usando gradiente lineal por 20 min, y
flujo de 1.8 ml / min, con deteccién espectrofotométrica a 460 nm.
Se realiz6é el andlisis de P1 via Espectrometria de Masas por
Bombardeo de Atomos Répidos (FAB-MS por sus siglas en Inglés) para
establecer su composiciodn, asi como la identificacién de 4dcidos

grasos via Espectrometria de Masas por Impacto Electrénico (EMIE) .



Los rendimientos fueron: Pl = 2.77 %, P4 = 2.1 %. Lambda
mixima fue de 460 nm; en general hubo mayor solubilidad en medio
bdsico; en el andlisis de estabilidad se observaron procesos de
degradaci6n, solubilidad y oxidacién; la degradacién de 1las
diversas pruebas hechas a Pl1, P3 y P4 obedeci6 para una ecuacién
de reaccién de primer orden (ln C/Co = -kt), mientras que P2 para
una de segundo orden (1/C = 1/Co + kt). La luz visible y 1la
temperatura aceleraron los procesos en cuestién (solubilidad o
degradaci6n, siendo éste Gltimo mds importante). El pigmento con
vida media mayor (5594 hrs.) fue Pl a pH 12. Los 3 cromatogramas
presentan 2 picos base en tiempos (tp) cercanos a 2 y 13 minutos.
Se concluye que Pl es el mejor de los pigmentos (aunque el método
de extraccién sea laborioso); la longitud de onda de absorbancia
mixima en la mezcla de pigmentos de chile ancho es de 460 nm.; es
importante la saponificacién y uso de conservadores durante la
exrraccién; el comportamiento general de los pigmentos es mejor a
baja temperatura y sin luz, aunque se presentan
probablemente procesog de saponificacidn, solubilidad,
polimerizacién, isomerizacién y degradacién; el pH bédsico permitié
mayor solubilidad al parecer debido a la formacién de sales y
saponificacifn; el chile ancho presenta al capsanteno como el
constituyente de un 80 ¥ de sus pigmentos rojos y como dcido graso

predominante al &cido palmitico.



1 TIV

1.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar y caracterizar los pigmentos de chile ancho.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar proceso de extraccién para pigmem:os:dechiie»

ancho, con un miximo rendimiento.

Comparar los pigmentos obtenidos con muestras de oleorresina

de paprika y extracto de chile ancho comerciales.

Realizar pruebas de estabilidad en funcién de pH, luz y
temperatura para las 4 muestras, con el fin de saber el orden de

importancia de los mismos.

Realizar anédlisis via Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) de la oleorresina comercial de paprika y chile
ancho comercial, asf{ como de 1los extractos obtenidos, para
comparar los picos base entre ellos y con los reportades en la

literatura.

Establecer la composicién del extracto de chile ancho via

Espectrometria de Masas por Bombardeo de Atomos Rdpidos (FAB-MS).



2 INTRODYCCION

El primer contacto que.tiene ‘el hombre con cada uno de los

objetos que le rodean: es en\inentemen:e viguall  ~Decimos que de la

vista nace'el-amor. y no es . para menos, ya‘'que una'cosa que nos es

agradable- a la eméh:e»‘ lc éys también para los demas

sentidos,

Déx{tﬁfd de la’ apariencia de una cosa, el color constituye una
propiedad imﬁorr.ante. vYa que sugiere diferentes caracteristicas
para ' los objetos y/o productos que lo poseen, acrecentando o
disminuyendo el gusto del consumidor hacia ellos. pDe ahi la
importancia del color a nivel industrial: éste es indispensable
para el consumidor moderno en la r&pida identificacién y dltima
aceptacién de diversos productos, como por ejemplo 1los
alimentos (27}, El uso de colorantes naturales o artificiales
permite cambiar, atenuar, acentuar o estabilizar el color de los

productos.

Los colorantes empleados en alimentos para lograr los
efectos antes mencionados, se clasifican en mnaturales (no
certificados) y artificiales (certificados(27)); estos dltimos, a
pesar de ser considerablemente mw&s baratos, estdn siendo
restringidos cada vez m&s por sus efectos téxicos, sobre todo
desde que se conocieron los efectos cancerigenos del alquitrin de

hulla.



Los colorantes = ‘certificados. estdn reglamentados para
utilizarse en' concentraciones limite en alimentos, medicamentos,
ete., 'y ‘requ’ier’eh pérmiso, de la Secretaria de Salud. Los

colorantes no'certificados, mismos que pueden obtenerse a partir

de minerales, 'baxl;iyi‘.mayl"és' o yégecales, no se hallan reglamentados

dado que-a1l o { encontrado que provoquen dafios a-la

salud(27) .

Dentro de'la aplicacién’ de' colorantes': sintéticos. rojos,
existe restricecién péra su’ uso en ‘alimentos; medicaknen_tos Yy
bebidas, debido a la evidencia toxicolégica en 'su contra (27, 62),
esta situacién ha provocado la bisqueda de oti‘os colorantes
rojos, entre ellos naturales, que sustituyan a los sintéticos

existentes.

Los colorantes naturales asi como los carotenos sintéticos
de naturaleza idéntica a los naturales no han sido restringidos:

la tendencia hacia lo natural estd en apogeo.

Dentro de los colorantes rojos naturales se encuentra el
capsanteno (Fig. 1); éste pertenece a la familia de los
xantSfilos, que a su vez procede de la familia de los carotenos
(E6rmula general C4pHsg), que a su vez proceden de los
carotenoides, los cuales son considerados lipidos y por ende son
solubles en 1lipidos y disolventes como acetona, alcohol,

cloroformeo y dietil éter.



A pesar de provenir de un beta-caroteno no se ha encontrado
‘que el capsanteno, (3R, 3'S, 5'R)-3, 3‘- dihidroxi-@ ,% -caroten-
6' ona, sea precursor de la vitamina A{7), misma que si lo es de
los retinoides, responsables directos de la visién en el ser

humano.

Una fuente natural de capsanteno es el chile ancho (Capsicum
annuum var. grossum); este vegetal ha sido comin por siglos en la
dieta diaria del mexicano y se le puede encontrar en précticamente

toda la repiblica.

En el chile ancho el capsanteno es el pigmento
predominante{2: 29), giendo 4ltamente coloride gracias a los
dobles enlaces conjugados que presenta en su estructura, los
cuales a su vez le hacen sensible a la luz, el calor, el oxigeno y

el pH.

Por otro lado, la oleorresina de paprika es un colorante de
importancia a nivel industrial, que se extrae del Capsicum annuum
1. y que contiene como pigmentos predominantes capsanteno y

capsorrubina (7. 30)

El enfoque del presente trabajo es meramente quimico, con el
£in de caracterizar un colorante obtenido a partir de chile ancho
y compararlo con muestras de colorantes comerciales (oleorresina
de paprika y extracto de chile ancho}. Aunque los objetivos no

incluyen la aplicacién de los citados colorantes en alimentos,



aquellos, por su origen natural, constituyen un campo de

aplicacién potencial muy importante en la industria alimentaria.




3.1 COLORANTES

Aunque cotidianamente y en éste trabajo se utilizan
indistintamente las palabras "colorante" y "pigmento", algunos
autores suelen definirlos como 2 cosas distintas. De este modo,
colorante es "toda aquella sustancia soluble capaz de transmitir
coloracién a otros «cuerpos de una forma mis ©O menos
permanente"(zz), mientras que pigmento es "aquél compuesto quimico
capaz de dar color y que es insoluble en el compuesto en el cual

se usa" (4) .

De manera mwuy general podemos considerar 2 formas
comerciales de colorantes, que son tinte: "Compuesto hidrosoluble
que manifiesta su poder tintéreo al disolverse"(27), se le halla
comercialmente en concentraciones cercanas al 90 % de principio
activo y en diferentes presentaciones; y laga: "Compuesto soluble
en disolventes orgdnicos, tratado generalmente en un sustrato de
alGmina hidratada, que imparte color por dispersién" y se le halla

comercialmente del 10 al 50 % de principio activo(27),
3.1.1 IMPORTANCIA

La importancia de los colorantes radica en impartir un

aspecto mds agradable y atractivo sobre el producto a colorear.



En ‘el caso de 1los colorantes naturales, éstos son
especialhente importantes en 1la industria alimentaria, donde es
" esencial. considerar el aspecto toxicol6gico (y en algunos casos
hasta .nutricional) que puede representar la ingestidn 'de los

miéﬁog
3.1.2 LEGISLACION Y CLASIFICACION

En el caso de 1los alimentos, el uso de colorantes estd
sujeto a restricciones, diferentes en cada pafs, adn cuando
diversos organismos internacionales como la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) o la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO, por sus siglas en Inglés),
traten de regularlos en busca de su libre comercio a nivel

mundial.

En México, 1la Secretaria de Salud regula el wuso de
aditivos alimentarios (entre ellos los colorantes) mediante el
Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Control
Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios
publicado en el Diario Oficial de la Federacién el 18 de Enero de
1988, donde se define a un colorante como "aquella sustancia
obtenida de los vegetales, animales o minerales, o por sintesis

quimica para impartir o acentuar el color".

Dicho reglamento reconoce 3 subdivisiones de los colorantes,

a saber:



I.- Colorantes orgénico-naturales. Son el aceite de
zanahoria, achiote, annato, azafrén, (3 -apo-8-carotenal, betabel
deshidratado, €] -caroteno, caramelo, c¢ochinilla, clorofila,
circuma, extracto de tegumento de uva, harina de semilla de
algodén cocida, tostada y parcialmente desengrasada, jugos de
frutas, jugos de vegetales, pimiento, pimiento-oleorresina,

Riboflavina y Xantéfilos.

Estos colorantes estdn exentos de certificacién por

considerarse innocuos.

II.- Colorantes oxgénicos gintéticos o colorantes
artificiales. Son el amarillo # S5 (Tartrazina), azul # 1 {azul
brillante F.C.P.), azul # 2 (indigotina), rojo # 3 (eritrosina),
rojo citrico # 2 (solo se permite para colorear la corteza de

naranja), rojo # 40 y verde # 3 (verde firme F.C.F).

III.- Colorantes orgénico-mineral y mineral. Ellos son

respectivamente el gluconato ferroso y el diéxido de titanio.
3.2 CAROTENOIDES
3.2.1 CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION

Los carotenoides, al igual que las clorofilas, representan

una de las clases mis extendidas de colorantes en animales y

10



plantas superiores, siendo responsables de la coloracién en
zanahoria, tomate, chile, jugo de naranja, langosta, etc. Su
esqueleto bdsicamente se compone de 8 unidades isoprenoides.
Algunas de sus funciones biolégicas importantes son las de proveer
pigmentos para la fotosintesis, proteger los aparatos
fotosintéticos contra el posible dafio de la luz visible; ademis,

de los aproximadamente 600 carotenoides identificados, un 10% son

precursores de retinoides (47), Los carotencides se pueden
clasificar en 2 grupos principales, "carotenog" y "xant6filos™
(Fig. 1).

Los carotencides se consideran lipidos, por 1lo que son
solubles en lipidos y solventes como acetona, alcohol, dietil éter

y cloroformo. Son ademis resistentes a medios alcalinos(30) .

En general son fécilmente oxidables (la reaccién se realiza
via radicales 1libres), sobretodo en presencia de luz y calor.
Por lo anterior se suelen emplear antioxidantes en su preparacidn,
principalmente fenoles (por ejemplo Butil hidroxitolueno), aminas

aromiticas y compuestos sulfurados (23}

Existen en 1la naturaleza en forma toda-trans y muchos
presentan actividad éptica. Cuande son sometidos a luz, calor o
&cido, ocurren isomerizaciones, resultando una mezcla de

estereoisémeros (20)

11



CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DE‘ALGUNOS CAROTENOIDES, {7)

‘Nombre: trivi

CAROTENOQ

- LICOPENO

o -CAROTENG - * “INACTIVO

INACTIVO

“CRIPTOCARSINA- Posib, octivo

CAPSANTENO INACTIVO

CAPSORRUBINA INACTIVS

12



Los carotenoides funcionales requieren, para la absorcién en
el visible, de un croméforo de tamafio adecuado; éste debe contener
suficientes dobles enlaces olefinicos conjugados para dar lugar a
carotenoides amarillos {(de 7 a 11 de esos enlaces), naranjas (de 9
a 12) o rojos (de 11 a 13). Para una buena funcién de
fotoproteceitn, el carotencide requiere de al menos 9 dobles
enlaces conjugados. La molécula debe ser lo suficientemente larga
como para acomodar los croméforos conjugados y tener cierta
rigidez {de)l croméforo} que imparta dureza estructural contra
cu;ﬁlquier membrana de la gue el carotenocide sea constituyente.

emis de una minima longitud, la molécula debe tener guficientes
stituyentes no polares (ej. grupos metilo} para tener afinidad
1lip E\iiica a los componentes de las membranas bicapa y suficientes
sitios polares (ej. oxigeno) en uno 6 2 extremos por si se
requiere anclar la molécula, como en el caso de complejos

proteinicos (18)

Los carotencides mias usados como colorantes son el {3 -apo-
8’ -carotenal (rojo), la cantaxantina (rojo pirpura) y el @ -
caroteno (rojo-naranja); este Ultimo emplea en su sintesis para
darle estabilidad, antioxidantes como butil hidroxianisol (BHA},
butil hidroxitolueno {BHT), Alfa-tocoferol Y palmitato

ascérbicof20. 30)
A nivel comercial tienen aplicaciones como colorantes de
mantequillas, margarinas, helados, aceites, bebidas, sistemas

acuosos, etc.(43), asi como en huevo de gallina y otros

13



prodﬁctos(") . Bl cuerpo humano absorbe y almacena carotenoides
de nianera relativamente inselectiva, por lo que podemos hallarlos
en higado, sangre y grasa de la leche materna(7), asi como en 1la
piel,‘ donde una de sus funciones es proteger al organismo contra
radiaciones de alta energial46); 1la biosintesis de diversos

carotenoides se esquematiza en la Fig. 2.

Las compafifas que a nivel mundial obtienen mejores ingresos
por la venta de carotencides, retinoides y vitamina A son Hoffmann

La-Roche y BASF AG(57’; en México es la empresa Bioquimex.
3.2.2 CAROTENOS: CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION

Los carotenos son derivados de naturaleza hidrocarbonada
directos de los carotencides; su f&rmula general es CygHgg: son
solubles principalmente en disolventes no polares como el éter de
petr6lec y el mn-hexano, debido sobre todo a su estructura

hidrocarbonada.

Los carotenos existen en forma toda-trans; en el caso de
beta-carotenos, teéricamente su nimero posible de estereoisSmeros

es 272.

Los principales son los alfa, beta y gamma carotenos, asi
como el licopeno(zo) (Fig. 1). En menor proporcién se hallan los
delta y kappa carotenos, cuya formacién depende de la forma

adoptada de uno o ambos extremos de la molécula”m .

14
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3.2.3 XANTOPILOS: CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION

Los Xant6filos . :Bon . los. derivados oxigenados de los

;_ qarotenés‘zu,)“ (Fig.  1); los principales son la =zeaxantina, el

B

adem&s  derivan otros. Log Xantéfilos son en general mds polares

po-8‘-carotenal, la cantaxantina y la bixina, de los cuales

que . los carotenos debide a la presencia de oxfgeno en su
estructura {el cual puede formar grupos polares como epéxidos,
alcoholes, ésteres, etc.); por lo anterior, son principalmente
solubles en. disolventes polares como son acetona, metanol, etanol

Yy otros alcoholes.
3.2.4 CAPSANTENO: CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

(3R, 3'S, 5'R)-3,3’-Dihidroxi- (3 , ¥ -caroten-6'-ona. En
diversas publicaciones 8e suele utilizar indistintamente 1los
términos capsanteno y capsantina; en el presente trabajo se
utilizé la primera. El capsanteno (C4qqHggO3) es el principal
carotenoide de las especies Capsicum annuum (chile) y representa
el 35 % del total de carotenoides en chile rojo(sz’. Las
variedades citadas contienen carotenoides con el grupo carbonilo
en la cadena central y un anillo ciclopentanol en un extremo; los
cetocarotenoides mds abundantes que presentan son el capsanteno,

seguido de capsorrubina y cripcoCapsina(Jo) (Fig. 1).

Existe evidencia de que los epédxidos de xantéfilos son

precursores de capsanteno y capsorn\bina(za); se cree que el
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precursor del capsanteno . es la 'anteraxantina “({los cromoplastos
llevan a .cabo esta reaccién), ' cuyo precuréof a - su vez es la

zeaxantina(:m); las reacciones se muéstran en la Fig. 3. )

El capsanteno se descompone principalmente por oxidacién, en
la cual al parecer los grupos hidroxilo pasan a grupos ceto donde
la luz actda como catalizador; la escisién de la cadena en los
enlaces C-C alfa al carbonilo, da lugar a la formacién de un nuevo
carbonilo{61, 62}, o bien, como en este caso a un grupo aldehido

(Fig. 4}.

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, forma agujas
color rojo oscuro en éter de petrSleo, tiene un punto de fusién
de 181 - 182 °C, absorcitn méxima de 483 nm (CHClz), es altamente
soluble en acetona y cloroformo, soluble en metanol, etanol, éter

Y benceno (28, 50) [oclpog + 36° (CHCly) (50)
3.2.5 METODOS COMUNES DE ANALISIS

Algunos métodos analiticos para el estudio de carotenoides
son los siguientes: cromatografia de gases, cromatografia en capa
fina (CCP), cromatografia en columna, cromatografia gas-1liquido,
electroforesis, espectrofotometria de absorcién (usando reactivos
cromogénicos), espectrometria de masas por impacto electrénico
(EMIB), espectroscopfa electrédnica (IR, UV, visible), resonancia
magnética nuclear (RMN), de carbono 13 (RMN-Cy3) y de hidrégeno

(RMN-H), asi como polarografia. Sin embargo, algunos métodos
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PRECURSORES DEL .CAPSANTENO

oH CAPSANTENO
(3'R,38,5'R)—3,3'-dihidroxi-3 ,¥ -Caroten-—8'-ona

Fig. 3
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~ ESQUEMA 'PARA LA DEGRADACI DEL:CAPSANTENO

3-cata- (3 -8’-Apo-CARQTENAL

(b -CITRAURINA

COMPUESTOS DE CADENA
CORTA

Fig. 4

19



mis eficientes y modernos son la cromatografia liquida de alta
resolucién (m&s comunmente mencionada como HPLC por las siglas en
Inglés de High Performance Liguid Chromatography},la cromatografia
en capa de alta presién (OPLC por sus siglas en Inglés) (2) y la
espectrometria de masas por bombardeo de &tomos répidos (mis
comunmente mencionada como FAB-MS por las siglas en Inglés de Fast
Atom Bombardment Mass Spectrometry). Un método adecuado de
cuantificacién de capsanteno es precisamente via HPLC, donde se

requiere de cantaxantina como esténdar interno(28. 2%)
3.3 CAPSICUM ANNUUM (CHILE)

Bl chile pertenece a la familia Solanaceae, género Capsicum
Yy especie annuum, Ha sido un ingrediente obligado en la comida
mexicana como condimento per mucho tiempo, ademds de usarse como
medicina e incluso como tributo; se le encuentra en diversos
cédices y se han hallado restos arqueoldgicos de su cultivo en el
valle de Tehuacén, Pue. fechados en el 7,000 A.C.; se sabe
también de su cultivo en la época prehispinica en Brasil y las
Antillas. Existen muchas evidencias que indican claramente que
el chile es y ha sido una constante cultural a través de las
diferentes épocas de la historia de México, abarcando todos los

estratos sociales(34),
El chile es una planta sensible al frio y muere a
temperaturas de 0 °C o menores; se le suele cultivar en almacigos

para protegerla del frio y conservar la humedad (34}, El fruto se

20



cosecha por lo regular entre mayo y septiembre, aunque lo anterior
depende de su demanda en el mercado; puede venderse verde o
dejarse secar para la fabricacién de chile en polvo, mole, para la

extraccién de sus colorantes, etc.

La figura 5 muestra un diagrama general de las especies
Capsicum annuum (aplicable a chile ancho y paprika), donde: a,
rama con hojas, flores y frutos; b, hojas; e, flor; d, cérola
abierta mostrando los. estambres; e, pistilo sobre pedicelo; £,

anteras; g, fruto; h, corte transversal del fruto; i, semilla.
3.3.1 CAPSICUM ANNUUM GROSSUM (CHILE ANCHO): CARACTERISTICAS

Su clasificacién boténica es la siguiente:

fmmmmmm e mm—eaeao e LR +
Divisgién Angiospermae
Clase Dycotyledoneae
Subclase Metachlamydeae
Orden Tubiflorae
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Bapecie Annuum
Variedad Grossum

R kel e m e ————— +
Tabla 1



Esquena General para las Especies Capsicum Annuum (54)




Dentro ‘del tipo - chile {a‘nch‘d “hay .‘variedad en cuanto a

caracteristicas, como altura“yihré'bi‘tg d cfe};iﬁien:oi_ de la planta,

tamafio y color de hojas,  tamaflo, fdma imero-de’ 1l6culos y color

del fruto (34}, .

Generalmente son plantas sin pubéscencia (con bajo contenido
de capsaicinoides), de aspecto herbdceo y altura cercana a los 70
cm., conteniendo por lo regular de 2 a 3 ramas, a su vez

ramificadas unas 4 6 5§ veces.

Las hojas son color verde obscuro brillante, de forma ovado-
acuminada, con venacién prominente. La flor tiene 5 pétalos de
color blanco "sucio". El fruto mide entre 8 y 15 cm; tiene
forma cénica o de cono truncado, cuerpo cilindrico o aplanado, con
un hundimiento bien definido en la base; el &pice suele ser
puntiagudo. Tiene 2 6 4 lbéculos; la superficie es mds o menos
surcada y con pared gruesa; el fruto inmaduro es liso y de color

verde, mientras que el maduro es rugoso y de color rojo(3‘” .

El chile es un fuente natural de carotencoides, y es el Gnico
fruto cuyos carotenoides presentan anillos acilciclopentano-

1es(30) |

En México se cultivan anualmente mis de 15,000 hect&reas con
este tipo de chile bajo condiciones de riego(“’ . Las zonas
productoras se ubican principalmente en los valles semifridos del

&rea central del pais, correspondientes a los estados de
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‘Guanajuato, “San:Luis Potosi, Durango, Zacatecas y Agrua'scalientebs;

.'se estima ‘unj rendimiento por m2 de 1 kg. (34} del fruto.

3.3.2 CAPSICUM ANNUUM LONGUM (PAPRIKA): CARACTERISTICAS

Capsicum annuum var. 1. Es un tipo de 'chile poco
pungente ("dulce"). Bl pimiento (también conocido como
Paprika) agrupa variedades como "Delphin", "valeta", "BEvident",

"Luteus* y "Pantser"; aungue es de origen americano, su cultivo se

extiende cuando menos a Europa y nsial6s),

BEs muy utilizada como condimento y en la extraccién de
colorantes a nivel industrial. Como alimento presenta un pequefio
valor energético, pero un alto contenido de vitamina c(66) , misma

que funciona como antioxidante natural.

La Paprika proviene de una planta anual de la familia
Sclanaceae, de la que también forman parte la papa, el tomate y la
berenjena. Sus tallos son erectos y muy ramificados; alcanza
hasta 1 metro de altura y sus hojas son ovaladas y de bordes
enteros; las flores que nacen aisladas de color blanco (66) (Fig.

6).

Cada m2 de su cultivo llega a dar un rendimiento de 4.5

kgs. {65) del fruto. Es estable a medios alcalinos(30),
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Su clasificacién ;boté;\‘ic_a‘: ‘es la sigu;ente:

PAPRIEA(16)
o .| pivisisn Anglospermae
_Clase Dycotyledoneae
Bubolase Metachlamydeae
orden Tubiflorae
ramilia Solanaceae
agénerc Capsicum
Especie Annuum
vVariedad Longum
Tabla 2

En la paprika el capsanteno es el colorante principal,
seguido de 1la capsorrubina”); se encuentra en gran medida
esterificado, lo cual reduce su capacidad de absorcién pero

aumenta su estabilidad(61),
Los cambios de color en la paprika durante su almacenaje y

procesamiento se atribuyen a la oxidacién de sus pigmentos,

catalizada por 1uz (62),
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A pesar de ser un producto de origen natural, su empleo (asi
como el de su oleorresina) como aditivo en carne fresca tiene

algunas restricciones(4: 25),



4 DISENO EXPERIMENTAL
Se trabajé con 4 muestras,.a saber:

Pigmento 1 (P1): ,Ex!v::fac'to preparado mediante el método 1

(ver 4.1.1), a partir de chile ancho fresco de Puebla, Pue.

Pigmento -2 {P2): - Oleorresina comercial de paprika,

proporcionada por Productos de Maiz S.A. de C.V.

Bigmento 3  (P3): Extracto comercial de chile ancho,

proporcionado por Productos de Maiz S.A. de C.V.

Pigmento 4 (P4): Extracto preparado mediante el método 2

{ver 4.1.2), a partir de chile ancho fresco de Puebla, Pue.

En la figura 8 se muestra de manera general la metodologia
empleada en el presente trabajo, mwisma que se describe

detalladamente a continuacién.
4.1 EXTRACCION DE LOS PIGMENTOS

Debido a que el capsanteno (y en general los carotenoides)
se halla en material biol6égico muy diverso, no existe una técnica
estdndar para su obtencién, por lo que se buscaron 2 métodos de
extraceién diferentes (ver Fig. 6); por un lado uno que empleara

antioxidantes con el fin de obtener un pigmento durable, de buenas
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caracteristicas y que durante las pruebas  de estabilidad fuera
insensible al oxigeno atmosférico, y poi- otf6 lado uno que fuera
sencillo, requiriera pocos solventes para su extraccién y no
empleara antioxidantes, con el fin de cotejar con el anterior

extracto el efecto del oxigeno atmosférico.

En algunos métodos de extraccién se saponifica la muestra
para remover los 1lipidos no deseados; sin embargo algunos
autores (49)  consideran que el proceso de saponificacién puede
causar la transformacién estructural y/o destruccién de algunos

carotenoides.
4.1.1 METODO 1

Para extraer el pigmento 1 (Pl) ‘se realizan los siguientes

pasos (33} ;

El chile ancho se deja secar, para posteriormente quitarle
las semillas y molerlo. 10 g. de la mmestra (chile ancho en

polvo} se extraen con 200 ml de una mezcla 99 / 1 en peso de

acetona y Butil Hidroxitolueno (BHT} como antioxidante. Se
filtra al vacifo. Se concentra el filtrado; se repite la
extraccién al menos 3 veces. Se saponifica durante toda la

noche usando una mezcla de S ml de KOH al 50 ¥ + 50 ml de etanol +
20 ml de agua + 1 g. de &cido ascérbico como antioxidante. Se
diluye con una solucidén de NaCl al 10 %. Se extrae con n-hexano

/ Bt,0 (7:3) + BHT (1% en np-hexano). Se evaporan los
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disolventes.

4.1.2 METODO. 2

pasos (29} ;

El chile ancho se deja secar, ‘par'a pé’stei‘lc;’rﬁie'ntey’;;uit‘arlé
las semillas y molerlo. 3' g. de chiie “anc(hé ' (pblvb) se
homogenizan, .mediante un vortex (5 min a 2500 rpm), con 50 ml de
metanol y 1 g. de MgCO3. Se filtra al vacio. El residuo se
extrae con 100 ml de acetona / n-hexano (8:2) y se filtra al
vacio. El filtrado se transfiere a un exbudo de separacién con
150 ml de agua destilada. Se elimina la fase acuosa. Se filtra

la fase orgdnica, preferentemente con malla de 4 micrémetros.
4.2 DETERMINACION DE RENDIMIENTO EN PESO SECO

Una vez obtenido cada extracto con base en los métodos
citados, se deja secar perfectamente y se pesa; el peso seco de
cada extracto se divide entre los gramos de chile anchoc en polvo
usados originalmente en cada método para determinar el % de
rendimiento en peso seco de la mezcla de pigmentos, segin la

f6rmula 1:

g. obtenidos x 100

1) % de rendimiento = ----~----=-----a-oo-
g. de chile en polvo
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4.3 DETERMINACION DE LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORBANCIA

La literatura reporta la existencia de 3 bandas en la regién
del visible para los carotenoidesum, sin embargo, debido a la
presencia del grupo carbonilo en la cadena insaturada, se pierde
esta firmeza en la sefal. Lo anterior, aunado a la presencia de
otros pigmentos (con otras caracteristicas espectrales), ocasiona
que la grdfica a obtenerse tenga una sola longitud de onda de

méxima absorbancia.

Para la determinacién se utilizaron los pigmentos Pl y P2;
de cada uno se prepararon 100 ml al 0.004 % en NaOH 0.02 M(63),
Se buscé la absorbancia méxima de c/u usando como blanco NaOH 0.02
M y realizando el barrido en la regién del visible mediante un

espectrofotémetro Reckman mod. 25, de doble celda.

Existe ademds un mérodo matemd&tico (reglas de Fieser-Kuhn)
para calcular la longitud de onda de mdxima absorbancia de cadenas

largas de polienos, como los (@ -carotenos (20, La férmula es:
2) Lambda mdx. = 114 + 5M + n{48 - 1.7n) - 16.5 Rgpdo - 10 Rayo

en donde:
M = nmimero de grupos alquilo (sustituyentes)

n = ndmero de dobles enlaces conjugados totales

Rapnde = NUmero de anillos con dobles enlaces endociclicos
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Raxo = nimero de anillos con dobles enlaces exociclicos

4.4 DETERMINACION DE UNIDADES DE COLOR (U.C.)'lf !

Las unidades internacionales  de : color

mediante el método proporcionado por la éohpaﬁia Amco InCernacid—

nal S.A. de'C.V.:

En un matraz ambar aforado de 100 ml se pesan 30 a 50 mg de
la muestra y se afora con acetona al 100 %. En un segundo matraz
dmbar aforado de 100 ml se agrega 1 ml de la solucién anterior y
se afora usando acetona al 100 %. Se lee la absorbacia a 460 nm
usando acetona al 100 % como blanco; dicha lectura debe tomarse
en un tiempo de miximo 5’ a partir de la primera dilucién. Se

trabajé en un espectrofotémetro Beckman mod. DU-64.

El cédlculo de las unidades de color se realiza empleando la

f6érmula 3:

{Absorbancia) (66,000)
3) U.C, = momemccammcemcmm e mmm
g. de muestra

Segilin los datos proporcionados por la empresa citada, un
colorante de calidad aceptable debe tener al menos 20,000 unidades

de color.
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4.5 PRUEBAS DE ESTABILIDAD {CINETICA)

Con base en los espectros obtenidos, se designa la longitud
de onda de trabajo, a fin de evaluar la estabilidad, la cual se
maneja como absorbancia relativa (A.R.)(63), siendo esta una
medida del contenido de colorante que permanece sin cambio en la
muestra, y equivale a dividir la absorbancia de un tiempo dado

entre la absorbancia inicial.

Para conocer el comportamiento degradativo de las muestras,
éstas fueron sometidas al efecto de pH, luz, temperatura y oxigeno
atmosférico, a fin de conocer la influencia de estos factores en
la estabilidad de 1los pigmentos en estudio (63}, La dltima
variable se controlé wusande un extracte con antioxidante

(sensibilidad al oxigeno atmosférico despreciable)} y otro sin &1,

Se prepararon de cada uno de nuestros 4 pigmentos (P1, P2,
P3 Y P4) 500 ml de solucién al 0.004 ¥ en NaOH a pH = 12 y 500 ml
de solucién al 0.004 % en etanol + HCl a pH = 2 (ningGn pigmento
fue soluble en el sistema HCl / agua, por lo que se tuvo que
emplear el sistema HCl1 / etanol), gque nos dan un total de 8

disoluciones.
De cada una de las 8 disoluciones anteriores se tomaron 4

muestras (total 32), de las cuales 1 se aislé de la luz y se

sometid a temperatura baja constante de 7 °C, 1 se aislé de la luz
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y se sometié fa’t:emp‘e‘ryacux‘:a alta‘constante de 34 °C, 1 se sometid a
la accién 'dgy‘un‘:foco dbe‘:lor watts a 20 cm de ella y temperatura
éonstént:e de 34 °C ‘y~1 se sometié al efecto de luz y temperatura

ambientes’ (no.controlados).

~Durante 10 dfas se verificé la absorbancia (a 460 nm) de la
muestra de c/u de los 32 frascos mediante un espectrofotémetro
Bausch & Lomb mod. Spectronic 20, usando como blancos NaOH a pH =
12 para los pigmentos en medio bédsico (16 frascos) y HCl / etanol
a pH = 2 para los pigmentos en medio dcido (16 frascos). Todas

lag determinaciones fueron realizadas por triplicado.

La degradacién de los colorantes se determindé mediante la
lectura de absorbancia a intervalos regulares de ctiempo, para
posteriormente calcular la A.R., la cual es una medida del

colorante que se conserva a un tiempo dado.

La A.R. se calcula mediante la ecuaciébn 4:

(Absorbancia a t = x) (Ay}
4) AR, = -e--scemmmmeeommoeemee = ---=--
(Absorbancia a t = 0} (Ag)
donde :
A.R. = Absorbancia relativa al tiempo x
Ay = Absorbancia al tiempo x

A, = Absorbancia inicial (t = 0)
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4.5.1 TRATAMIENTO MATEMATICO

Una manera de cuantificar la pérdida o formacién de un
componente alimenticio  durante un determinado proceso ©
almacenaje, es mediante el uso de modelos cinéticos, entre los gue

se encuentra la determinacién del orden de reaccién del "proceso"

involucrado.

Dentro de 1los alimentos, sus componentes presentan
principalmente cinéticas de ordenes cero (lineal) y uno
(comportamiento exponencial), aungue hay sistemas gue presentan

cinéticas de segundo orden (como el reportado para los polvos de

Paprika(28)) y hasta de pseudo-primer orden.

8i la cinética de una reaccitén dada es de primer orden, se
tiene que la velocidad de reaccién por unidad de volumen es igual

a:

d (E/V)
5) . eseeemnae = Ke

donde:
E = avance de la reaccidn
¢ = concentracién del reactivo en cualquier momento
t = tiempo

K = constante de velocidad del proceso
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Integrando’lo 'ani:erior’(ls) ge tiene que.

6)

7) ) C = === .

donde:

Ay = absorbancia

‘e = coeficiente de absortividad molar (constante)
1 = longitud de la celda '
Por lo anterior, se tiene que
8) = Ln --=-- =.-KEt -
§ g

donde:

Ay = Absorbancia inicial.

Por lo anterior, si se grafica Ln Ay / Ay {absorbancia
relativa) en funcién de t, es posible saber si una reaccién
dada es de primer orden. Si los puntos experimentales yacen

sobre una linea recta, entonces la reaccién serd de dicho orden
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en DI15) “que” e y rla Vpendiem:e de la recta serd

igual ‘a =K. .La’otdenada’ lidealmente ‘cero) me representa

‘define como el tiempo en el que A, =

que“la“vida media estard dada. por

'Si la cinética de una reaccién es de segqundo orden, se tiene

que:la-velocidad de reaccién por unidad de volumen es igual a

. d (E/ V)
10) - . e = Ke?

donde:

e = concentracién del reactivo en cualquier momento.

Integrando lo anterior se obtiene

1 1
11) A
c Co

Aplicando la ley de Beer-Lambert (25) ge tiene que
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1 1 1
12) —es = ae-ee + Kt = ----
c A, Ay
Para confirmar si la reacci6n es de segundo orden, se
prueban los datos graficando 1l / Ay en funcién de t. 8i los
datos experimentales caen sobre una linea recta, la reaccién es de

segundo orden {15} , en’cuyo caso la pendiente de la recta-es-igual

a K. e T -
/3. ho) estars aada
por:..: E ;
S g Y L Cp b’ .
13) o tl/y = demsnmimiiie e
: Kag ER S m

donde:

b = ordenada al origen.
4.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO
4.6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucidén {High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) en Inglés) es una de las
técnicas analiticas mds adecuadas para la identificacién de
pigmentos fotosensibles presentes en mezclas, ya que no sufre de

los problemas que pregentan otras técnicas, por ejemplo
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degradacién - térmica (cromatografia de gases), fotosensibilidad
(polarografia), efectos adversos propios del sistema (acidez
ocasionada por los adsorbentes en la cromatografia de cépafiﬂa y:

de columna)}, asi como oxidacién.

El proceso congiste en inyectar una mezcla de sustancias
en el cromatégrafo; una mezcla de solventes, llamada fase mévil
(cuya composicién puede variar segin se quiera), " arrastrard la
mezcla problema a través de una columna donde se ir& separando,
segin la afinidad de cada componente de la mezcla con el o los
solventes en cuestifén y la fase estacionaria, para finalmente ser

identificadas con ayuda del detector.

Por medio del uso de un detector espectrofotométrico (a
lambda fija), solo es posible detectar aguellos compuestos gque
presenten absorbancia a esa longitud de onda: de los carotenoides
presentes solo el capsantenc y capsorrubina, asi como sus

derivados, se determinan.

Para el presente trabajo se siguid la técnica descrita por
Gregory G.(29), an&lisis para el cual se usaron los siguientes

aparatos:

Bomba binaria para cromatograffa liquida Perkin-Elmer modelo
250, columna Cjg (no polar) Pecosil Cartridge de 25 cm, detector
espectrofotométrico UV/Vis Perkin-Elmer modelo LC 290 e integrador

Hewlett Packard modelo HP 3396 serie II.
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La Fase mévil conamtié en ‘una. ezcla de mer.anol acetato de

usando grad:.ente linea

etiib,

previa -

vez,’

filtracién en malla de 0.4 micrometros

Se utilizaron Gnicamente las muestras P1;%' P2y P4, pues aln
no se contaba con P3. Se aislaron los picos principales de Pl
para someterlos posteriormente a andlisis via Espectrometria de

Masas por Bombardeo de Atomos R&pidos (ver 4.7).
4.6.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)

Para identificar los componentes de la muestra Pl, se
procede a analizar su comportamiento cromatogrdfico en capa fina
{CCF) . Para lo anterior se usaron placas cromatogréficas de
Silica-gel Merck AL-60 (200 X 50 X 0.2 mm), usando el sistema
Me>CO / n-hexano (2:8) y correlacionarlo con lo reportado en la

literatura(60)
4.7 ESPECTROMETRIA DE MASAS POR BOMBARDEO DE ATOMOS RAPIDOS

La Espectrometria de Masas por Bombardeo de Atomos R&pidos

{(Fast Atom Bombardment (FAB-MS) en Inglés) se ha establecido como
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el método de ionizacién.a elégir para los andlisis de

espectrometria de masas en :compuestos no volédtiles y térmicamente
lébiles, FAB-MS ‘es“simple y raﬁido en operacién; no sufre de la
contaminacién de la fuente iénica ni de problemas derivados de las
técnicas de filamehto caliente de impacto electrdnico (IE) y més
particularmente de lalionizacién quimica, dando predominantemente
iones cuasimo;eculares. Es un método especialmente bueno para

compuestos de cadena 1arga(5).

La fuente de dtomos rédpidos consiste en un cdtodo frio y una
cdmara de colisidn. La fuente produce iones Argén (Ar*) de
energia controlada, los cuales se conducen a la cdmara de colisidén
que contiene Argén a presién, lo que genera escape de Art y Ar.
Con dichos &tomos se bombardea la muestra, misma que antes de
llegar al detector pasar& por 4 barras (cuadripolo), que se
encargan de separar los iones formados. En el presente trabajo
se usé un espectrémetro de masas Heienigan-Mat modelo Incos 50-B
de insercién directa "DEP" (Direct Exposure Probe) . Se trabajd
con los 2 picos principales obtenidos del an&lisis cromatogrdfico

via HPLC del pigmento 1 (ti de 1.596 y 2.128 min respectivamente).

Una gota de la muestra (Pl) se pone a secar en el retenedor
de muestra ("probe"} y se introduce en la cdmara de ionizacidn; se
trabaj6é con un potencial de ionizacién de 70 eV; el calentamiento
del probe fue de 20 mA / seg, equivalente a 20 °C / seg durante

3’, lo que did una temperatura de operacién de 60 °C.
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4.8 IDERTIFICACION DR ACIDOS GRASOS PRESENTES

Los Xant6filos presentan grupos hidroxilo, los cuales tanto
en chile ancho como en paprika por 1lo regular se hallan
esterificados con &cidos grasos, mismos que interfieren en la
interpretacién de los espectros de masas, por lo gue conviene

identificarlos.
4,8.1 TRANSESTERIFICACION

Se extrajo el pigmento 1 mediante la técnica descrita (ver
4.1.1), pero omitiendo lo referente a saponificacién, dade que no
deben eliminarse los &cidos grasos. Para determinar si los
colorantes (carotencides), se encuentran esterificados y con qué
&cidos grasos lo estdn, la mayor parte de las técnicas requiere de

convertir a éstos primeroc a los ésteres wmetilicos correspondien-

te5(35).
REACCION DE TRANSESTERIFICACION
H il H
MR 4 MeoNer  eOHebe | R—C—OMe ~————e S + RO
o - i R” “OMe
RN OR*
Pig. 8
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El aée;l.tef extrafido se transesterifica para obtener los
e‘sﬁeréé metilicos gque ‘se inyectarin al cromatSgrafo de gases. Se
us6. la técnica de Jamieson y Reid{36), que es una sustitucién
‘acille.ucleofilica realizada en medio bidsico, consistente en
reflujax; entre 40 min y una hora 5.0 g. de la muestra (extracto)
con 16 ml de met6xido de sodio 0.2 N en metanol. La mezcla se
enfrfa'y se acidifica con Hp804 2.0 N (1 ml); a dicha mezcla se le
vierte un volumen igual o al doble de una solucién saturada y fria

de NaCl.

El met6xido de sodio usado se prepara agregando 0.5 g. de

métoxido de sodio en 50 ml. de MeOH,pg.

Los ésteres metilicos se extraen con 3 porciones de 10 ml de
&ter de petrdleo, éter etilico absoluto y/o acetato de etilo,

lavéndose con pequeflas porciones de agua fria hasta pH neutro.

El éter de petr6leo extraido es secado con sulfato de scdio
anhidro y se filtra, para luego evaporar el dimsolvente a presién
reducida y finalmente ser inyectado al sistema acoplado cromaté-

grafo de gases-espectrdmetro de masas.

4.8.2 CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS POR IMPACTO

ELEBCTRONICO (CG-EMIE)

Se us6é un equipo marca Shimadzu (cromatografo de gases mod.

GC-14A y espectrémetro de masas mod. QP-2000A); las condiciones de
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‘operacién en la cromatografia‘ifueron las's guientes:

-Inyector
Gradiente
Tiempo de Operacién

Gas portador
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5 RESULTADOS ¥ DISCUSIONES
5.1 EXTRACCION DE LOS PIGMENTOS

La extraccién por el método 1 es mis laboriosa que‘poﬁ el
método 2, pero permitié la obtencién de un  extracto de méjor
color, dado que al hacerles el barrido en la regién del visible,
P1 presentd una absorbancia a 460 nm de 0.17, hieptras que P4.en

iguales condiciones present6 una absorbancia de 0.09 .
5.2 RENDIMIENTO EN PESO SECO

Los extractos obtenidos por el método 1 de 10~g{~§e mueétra

dieron los siguientes resultados:

1) 0.3 g. (rendimiento del 3 %)

(rendimiento del 2.7 %)

3) 0.2705 g.

Los extractos obtenidos por el método 2. ‘dieron 1los

siguientes resultados:

1) 0.069 g. de 3 g. (rendimiento del 2.3 %)

2) 0.0815 g. de 4 g. (rendimiento del 2.04 %) +-- Promedio = 2.1 %
3) 0.2967 g. de 15 g. {(rendimiento del 1.97 %)

Bl tratamiento estadistico (tabla de ANOVA) hechc a los
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datos anteriores indica que el rendimiento de ambos métodos
presenta una diferencia significativa con un alfa igual al 5 %, es
decir, hay diferencia significativa entre los métodos empleados

mas no asi entre los rendimientos obtenidos de un mismo proceso.

La literatura reporta diferentes rendimientos en peso seco
de pigmentos ‘“puros® para diferentes especies de Capsicum(za).
entre ellos la Paprika Hingara (0.3 % a 0.8 %), la Paprika "deco-
lorada" {2.2%), la Paprika estadounidense (0.336 %) y el
chile estadounidense (0.323% a 0.734 ¥%). La paprika "deco-

lorada" presenta un rendimiento "extraordinariamente alto(28)n,

Con base en lo anterior se puede decir que los rendimientos
obtenidos son buenos, ain tomando en cuenta que presentan residuos

de 4cidos grasos (ver 5.7 y 5.8).
5.3 LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORBANCIA

Para el cdlculo de longitud de onda de absorbancia mixima
por las reglas de Fieser-Kuhn tenemos gue el capsanteno presenta 8
grupos alquilo sustituyentes, 11 dobles enlaces conjugados, 1
anillo con doble enlace endociclico y no presenta anillos con
dobles enlaces exociclicos; sustituyendo los anteriores valores en
la f6rmula correspondiente se obtiene un valor de 459.8 nm, muy
cercano al valor de 460 nm (NaOH como disolvente) determinado
experimentalmente {ver grdfica 2) y a valores reportados por otros

autores, mismos que caen en un ancho de banda ubicado entre 455 y

48



" ESPECTRO DE ABSORBANCIA
regién vislble

0.8 frorremremerrenriong ..... NN PO SRR LTS 3
A - &
b L ;
r
b
a
n 0‘4 R # R T B A e T P LI oo _‘;
c [’ fN EEES
i
a .
0.2 | e PR
o 1 1 1 ] ! 1 1 L i [} 1 1 1 1
33444 4666586886667 77
6§ 7026702670267 02¢6
060606 086060606060

Longitud de onda (nm)

—— P2 (Paprika) —+— P1 (chile ancho)

Ref; NaOH 0.02 M.

Gréfica 2




470 nm!3, 24, 49, 60}, que es precisamente el rango donde se

ubican los "rojos".
5.4 UNIDADES DE COLOR (U.C.)

Para Pl se obtuvo una lectura de absorbancia de 0.015 usando
- 0.048 g; de muestra, lo que nos da un total de 20,625 Unidades de
Color, en tanto que para P4 se obtuvo una lectura de absorbancia
de: ' 0.013 usando 0.069 g. de muestra, lo que nos da un total de
'12,435 Unidades de Color, el cual corrobora una mejor capacidad
tint6érea por parte del pigmento 1; sin embargo es menor al
obtenido en la oleorresina comercial de paprika (P2), cuyo valor

fue de 38,600 U.C.

Lo anterior indica que el pigmento 1 (Pl) satisface el
requerimiento estdndar de color proporcionado por la empresa en
cuestién (20,000 U.C.) en un 103.12 %, mientras que P4 lo hace en

un 62.17 %.
5.5 PRUEBAS DE ESTABILIDAD (CINETICA)

Se realizaron pruebas de solubilidad en medio &cido (pH = 2)
y basico (pH = 12), halléndose en general una mayor absorbancia en
medio bédsico para los 4 pigmentos (graficas 3 a 10), sobre todo
después de haber transcurrido 24 horas. Ningin pigmento fue
soluble en medio &cido (HC1 / H50), por lo se debié usar un

sistema HCl / EtOH con el fin de disolver el pigmento en el medio.
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El uso:del etanol no afecta las lecturas de absorbancia, debxdo aJ

que tzene efecto nulo sobre el especcro(3°)

Al parecer, la mejor solubilidad de los pigmentos en medio
basico se debe a la formacién de sales, ya que el xantéfilo
presenta hidrégenos que, por su posicién alfa al grupo.carbonilo y
sobre todo por efectos de resonancia, son &4cidos (ver Fig. 9).
También contribuye la hidr6lisis del enlace éster que une al &Acido

graso con el xantdfilo (saponificacién).

En cuanto a estabilidad, se observ6 que los 4 pigmentos
fueron méds estables en medio b&sico y que el comportamiento de P1
P3 y P4 obedece una ecuacién de primer orden, mientras que el
comportamiento de P2 obedece una ecuacién de 2490 5rdenf28) {ver

tabla 4).

En cuanto al efecto de la luz en la estabilidad, se tiene
que al comparar la constante de reacci6én (K) de las pruebas con y
sin luz a 34 °C, se obtuvo la desviacién esté&ndar con un
coeficiente de variacién mayor al 10 %. Se observé que la luz
aceler6 el proceso en cuestién (solubilidad o degradacién), como

se observa en la tabla 4.

Respecto al factor temperatura, se observd que al comparar
la constante de reaccién (K) de las pruebas sin luz a 7 y 34 °C,
se obtuvo la desviaci6én estdndar con un coeficiente de variacién

mayor al 10 %; se observé que dicho factor afecta en mayor medida
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MECANISMO ‘PROPUESTO DE SOLUBILIDAD DEL CAPSANTENO
EN MEDIO BASICO,

v Rg o

Donde;

R, R'= H, Ac. Groso, Proteing, etc.

Fig. 9
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al proceso en cuestién  (degradacién o solubilidad) que el factor

luz, como se observa en la tabla 4.

Sobre las pruebas hechas a luz y temperatura ambiente, su
comportamiento coincide con los razonamientos Yy tendencias

anteriores, a pesar de ser condiciones no controladas.

Finalmente, es importante indicar gque los xantéfilos
presentan grupos -OH, los cuales pueden esterificarse con &cidos
grasos (ver 5.7 y 5.B); estos (ltimos pueden influir en la
estabilidad del pigmento debido a 1la capacidad natural de los

mismos a sufrir procesos de oxidacién.
5.5.1 TRATAMIENTO MATEMATICO

Se anexa la tabla 4, en la cual se incluyen los valores de
vida media en las pruebas de estabilidad para cada pigmento contra
cada factor, asi como la constante de velocidad de reaccidén "K".
También contiene los datos de las pendientes, ordenadas al origen
y correlacibnes, correspondientes a las graficas 3 a 10. La
energfia de activacién no se determiné debido a que los
experimentos 6e realizaron en 2 niveles de trabajo, siendo
arbitrario hacer una gridfica (Log;gK en funcién de 1/T) con solo 2

puntos.
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Datos de las Gréficas 3 a 10

| nrmn [ Prueba’ | oo | A | Pendiente | Ordensda | Corralacisn | Cte, de | Vida medis |
[ | ota | pfs | ™ | sl origen | (3] | vetocidad | (t‘/z) 1
|,’ | | | [ R i w | enhoras |
0|0 2 |- .6k0465 | 0SS | -.90887 640485 | 26.6256 (D) |

R 2 10 | .08845 | - 14752 | 9828 - L0885 | 213.12 (R)

02+ 0 2 |- .89 - .t283 | -9706 098 | 15.1259 (D)

2 0 | 1208 |- 178 | X8 - 12086 | 209.4986 (F)

03 ] 2 | 146452 ] L0577 | -.997BS 1.4452 | 12,408 (0}

R I 0| .27 | -2.7% | s |- 2o | 237.216 (P

[ 0 2 | -.7695 |- 035 | -8 | .75 | 20.52 (»)

S 2 10 | 1039 | - 15095 | 9434 - 0396 | 188.496 (F)

“P2pH2 (] [ 0| .01 | 12,076 | .%88 JO1 | 413.4432 (D)

B 02 ] 10 | 8801 | 170410 | 959 8.801 | 46.368 (0)
03 [ 10 | 2465 | 10.6% | .67 2.465 | 103.9248 (D) |
. o [ 10 | 33311 | 44968 | L9155 33310 | 104448 (D) |
P3pH2 0 o 10 |- 786k | - 1981 | 9554 7664 | 18.0024 (D) |

. 02 0 0 - | L1088 | -.9923 | 1472 | 13.032 (D)

o 0 0 |- | 3088 | -9 | ter22 | 163272 ()

[} [ 0 [- | o | . | t.846 | 9.009 (D)

PépHZ 0 ¢ 0 | | o | . | 4855 | 36,2576 (D)

02 [ w0 | | o | . | 2.565 | 6.4848 (D)

03 ° 10 | .33 | -959 | .65969 | 33.8088 (0

[ o 10 | o | . | 2.565 | 6.4848 (D)

ppHi2 | 01 t 0 | 18 | .88 1-.0606 | 735.8% (F)

02 LA IR | e | -9m | .0107 | 5594.0187 (D)

[ v ] ow | | 2.0 | -951% ] 05766 | 1162.384 (D)

% | t ] 1| | 193 | -9766 | .0312 | 2028.72 (D)

pepHI2 | 01 | 1} 10| | 2.1816 | 9585 | 1204 | 430.83 (D)

02 1] w0 | 2.8213 | .25 | .2902 | 253.328 (D)

[ 1] W ] 39608 | 9255 | .82 | 116.1816 (D)

[ 1] 10 }o2a9e [ 679 | 4504 | 116.7696 (D)

P3pH2 [ 01 0 | 10 |- .24917 | .0k078 | -.9593 | L2499 | 70.68 (®)

02 0 | 10 |-.1685 | -.2723 | -.922 | .1685 | 59.904 (D)

] 0 | 10 |-.2055 | -.0ms | -.0694 | .2053 | 69.936 (D)

o | o | 10 |-.19 | - 204 | -.909 | .19 | s1.68

PépHIZ | 01 | 1 | 10 34 | 2.2 ] .en | - .34 | 109.488 (F}

2 | 1] 1w 0408 | L0237 | .99 | - 408 | 421.68 <P

o | 1| % s | - .05 | 93 ] - .45 | 340.8 (P

o | 1| 1w A% | - .63 ] L9045 | - L1396 | 9.8304 (F)

Pruebs 01 = sin luz @ 7 °C (280 °K)

Pruebs 02 = Sin luz a 34 °C (307.15 °K)
Prueba 03 = Lut y temperatura ambientes
Prusbe 04 = Con {uz a 34 °C (307.15 °K)

F = Vida media de formocién de la sal

D = Vida medis de desintegracisén de ta sal

® = Pruebes con vida media msy corts

** = penctientes expressdas en Ln (A, /A )/dfas

v dias/A,

Tabla 4
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5.6 - ANALISIS CROMATOGRAFICO

5.6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESQLUCi

Comparando los cromatogramas obc idos con los reportados en-
la literatura(10. 23, 27, 28) se encom:ré que las prlmeras bandas
(tp m&s_bajos) corresponden 'a compuestos llbres {(primeramente
capsorrubina :(tp cercano. -a- 1.2 min.) vy 1uego capsanteno (tg
cercano a 2 min.)), los siguientes a compuestos monoesterificados

y lgs tltimos a compuestos diesterificados (ver grdficas 11 a 14).

Referente a la abundancia, con base en las &dreas relativas
que se obtienen de los cromatogramas (grdficas 11 a 14) para el
chile ancho  (P1) el pigmento mayoritario es el capsanteno, con

cerca del 80% de los pigmentos rojos presentes (grdfica 11).

Es apreciable que en Pl (extraido mediante el método de
extraccién 1 (4.1.1)) es mds abundante la forma diesterificada del
capsanteno que en P2 y P4, lo cual debié ser causado por una baja
efectividad de la saponificacién. En estos casos, la literatu-
ra(‘m) recomienda un calentamiento suave (no mayor a 40 °C) de la
mezcla de reaccién, mismo que no fue realizado para evitar toda

posibilidad de descomposicién de los pigmentos.
En los 3 pigmentos (Pl, P2 y P4) se hallaron 2 bandas
principales en tiempos de retencién cercanos a 2 y 13 minutos

respectivamente, lo que indica la presencia de capsanteno en sus
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formas libre y diesterificada (tg cercano a 13 min). Cabe sefialar
que esta técnica no permitié separar varios pigmentos con un
rendimiento suficiente (se obtienen microgramos en algunos casos)
para su posterior identificacién por otros métodos (3} . Al hacer
el barrido con el blanco, el eluyente formé una especie de
"montafia® en los cromatogramas, en un tiempo de retencién
comprendido entre 13 y 38 min, lo cual no afecta por ser

simplemente una variable aditiva. Cabe seflalar que de las
grdficas 11 a 14, aunque no estin a la misma escala, lo mis

importante son los datos sobre las dreas relativas gue presentan.
5.6.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)
Se anexa 1la tabla 5, que contiene los coeficientes de

particién y los tiempos de retencién obtenidos, asociados con

los obtenidos en la cromatograffia de alta resoluciébn.

_-—- .92 ———— Compuestos amarillos
(2 bandas juntas)

--- .64 —--- Banda color naranja

13.71 .55 .52 Capsanteno diéster

5.458 .276 .21 Capsanteno monoéster

2.128 .1149 Capsanteno libre

Formmem e 4mmmemma R N L L T +
Tabla S



La tabla anterior confirma la prevalecencia del  capsanteno
es esta especie del gnero capsicum; asi como’la poca eficiencia

de la saponificacién efectuvada (ver 5.1.1).
5.7 ESPECTROMETRIA DE MASAS POR BOMBARDEQO DE ATOMOS RAPIDOS

Se realizé este an&lisis a partir de 2 picos
representativos que se obtuvieron del anédlisis de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién del pigmento 1 (ver 5.6.1), en tiempos

de retencién (tg) de 1.596 y 2.128 min.

En la gréfica 15 (tg = 1.596 min) se observan picos a 551
m/z. correspondientes probablemente a zeaxantina o capsorrubina
con la pérdida de un grupo OH™ (M-17)* y la pérdida de 92 unidades
correspondientes a un Tolueno (M-92)% = 476 n"/z, caracteristico
para los carotenoides; sin embargo, estd opacada por diversos

compuestos, probablemente productos de degradacién de zeaxantina.

En el espectro correspondiente a la gréfica 16 (tp = 2.128
min) se aprecian pérdidas de (M-18-92)% = 474 ™/,, lo que hace
suponer al compuesto como capsanteno no esterificado. Lo anterior
es validado por la separacién via Cromatografia Liquida de Alta
Resolucidén a tp = 2.128, que es el tiempo en el cual se aisla el
capsanteno. Ademds, en el mismo espectro se aprecian fragmentos
de M/, a 380 y 430, caracteristicos del capsanteno. Sin embargo,
la interpretacién de 1los espectros fue dificil debido a 1la

presencia de 4cidos grasos (se observan en picoes ™/, 55(100) y
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69 (70}, caracteristicos de cadenas hidrocarbonadas grandes (ver
espectros correspondientes a las grdficas 15 y 16)), los cuales
interfieren gréndemente con la caracterizacién espectral. Ademds,
comparando los espectros obtenidos con los datos reportados en la
1iteratura(13), en la zona de aparicién del ion molecular (M* 584)
no se aprecia el mismo, ya que los &cidos grasos libres enmascaran

el espectro caracteristico del carotenoide en estudio.
5.8 ACIDOS GRASOS PRESENTES

Con  base en el cromatograma correspondiente a la
transesterificacién del pigmento 1 {grédfica 17) y a los espectros
(grdficas 18 - 24) obtenidos del sistema acoplado cromatografia de
gases-espectrometria de masas por impacto electrénico, se obtuvo

la siguiente tabla:

Fommmnmma R e LT R s SR T +
t Pl Papr
(m§n) Acido Graso 8/sap Lit. j‘gi)
(%) (%)
bm—mmm . R e e L o mmmma .- e +
12.08 Laurico (C; sat.) Trazas 1
13.33 | Miristico (Cy4 sat.) 15.25 2
15.51 | Palmitico (Cpq sat.) 52.2 14
16.33 | Linoléico (Cyg insat.) 5 66
16.65 Oléico (Cpg insat.) 28.79 12
17.86 Estedrico (C,g sat.) 3.76 Trazas
18.45 Linolénico (C,g insat.) 2 5
Fom Y AL D LT LR R +
Tabla 6
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Lo anterior indica que el &cido palmitico es el predominante
en el chile ancho, mientras que el  1linoleico "o 'es - en 1la
paprika“ﬂ) . Los espectros obtenidos se corfelacionaton con los

reportados en la literatura (48},

Este resultado es muy importante ya que el &cido linoléico
por su nimero de insaturaciones, es mids susceptible de oxidacidén
que Acidos w4s saturados, no solo por efecto del oxigeno
atmosférico sino también por efecto de luz y r:emperatura(‘m); esto
puede ser una posible causa de 1la menor estabilidad de P2

comparada con Pl.
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6 CONCLUSIONED

1) A pesar de la importancia del capsanteno como unc de los
pigmentos predominantes en algunos frutos del género Capsicum, la
bibliografia reporta poca informacién del mismo; seria interesante
realizar m&s estudios al respecto, por ejemplo su contenido en

chiles mexicanos.

2) En cuanto a la extraccién, el método gQue emplea
antioxidantes (4.1.1) es bastante aceptable; sin embargo, se pudo
ver que la saponificacién efectuada en Pl no es del todo
eficiente, dado que los espectros obtenidos via FAB-MS asi como
los cromatrogramas obtenidos via HPLC indican 1la presencia de

&dcidos grasos.

3) Los 4 pigmentos son aceptablemente solubles en medio bésico
{(debido muy probablemente a procesos de formacién de sales y
saponificaci6én de los pigmentos), poco solubles en medio neutro y

pricticamente insolubles en medio &cido.

4) El rendimiento obtenido de ambos pigmentos (P1 y P4), que
fue de 2.77 ¥ y 2.1 % respectivamente, es aceptable para ambos
procesos, ya que fueron mayores a otros reportados en la

bibliografia para diversas variedades de esta especie.

5) Los pigmentos obtenidos por los métodos empleados presentan,

tanto para paprika como para chile ancho, una longitud de onda de
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absorbancia mixima de 460 nm; son solubles en medio bédsico y

prdcticamente insolubles en medio Acido (HC1/H50) .

6) El pigmento 1 satisface los requerimientos minimos de color
(su poder tint6reo es de 20,625 U.C.), sobre todo si se considera
que el polvo de chile ancho sufre procesos degradativos durante su
almacenaje. El pigmento 4, cuyo poder tintéreo es de 12,435 U.C.,
no satisfizo los requerimientos minimos de color (20,000 U.C.).
Por lo anterior, el método de extraccién mis adecuado entre los

realizados es el 1 (ver 4.1.1).

7) En cuanto a la estabilidad, se observaron comportamientos
distintos para los diferentes pigmentos obtenidos a diferentes
condiciones; se presentan al menos 3 procesos: oxidacién,
degradacién y solubilidad. Sin embargo, también es importante
tomar en consideracién otras reacciones o procesos que se pueden
presentar, como son polimerizacidén, isomerizacidén, saponificacién,
formacién de sales, etc., lo cual demuestra que el estudio de la

estabilidad es complejo.

8) Los pigmentos en general tuvieron vidas medias mis altas a
baja temperatura, pH bésico, en presencia de antioxidantes y en
ausencia de luz. Bajo éstas condiciones, como se ‘indica en

los resultados (tabla 4) la vida media mayor obtenida fue:

Pl = 735.84 hrs (Formaci6én de la sal del o los pigmentos)

P2 = 430.884 hrs. (Desintegracién de la sal del o los pigmentos)
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P3 = 70.68 hrs. (Desintegraé??nfde v1a" sal del o los pigmentos)
P4 =109.488 hrs. (Formacién dé,l‘é "sal ‘de'l'o los pigmentos)

9) En el presente ‘trraliaraj‘g,r _.factor mds importante en la

‘estabilidad es la temperatura; ’syeguida por la luz.

10) El comportamiento de los pigmentos Pl, P3 y P4 (todos ellos

de chile ancho) obedece una ecuacién de 1®F orden,

11) Se observé que en varias pruebas, la estabilidad (medida en
funcién del color) iba en aumento ain despues de varios dias: lo
anterior se puede deber a reacciones o procesos graduales entre
los pigmentos y el medio, como lo son la solubilidad de los
carotenoides tomando en cuenta que tienen secciones hidrofébicas
{sobre todo si estdn formando ésteres con &cidos grasos) e
hidrofilicas, formacién de sales, saponificacidén de los mismos,
etc., que incluso se observs, en general fueron catalizados por

luz y temperatura.

12) Por otro lado, el comportamiento de P2 (Paprika) obedece una
ecuacién de 299 orden. En base a lo que indican sus diagramas
de estabilidad, su preparaci6én debi6 incluir conservadores; seria
interesante saber si durante el proceso de su extraccién se le

sometid a algin proceso de saponificacién.

13) Se observd la importancia de la saponificacién y el uso de

antioxidantes en la extraccién de los pigmentos, pues Pl tuvo
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notables cualidades de color y estabilidad, mismas que no presentd

Pq.

14) El contenido de Acidos grasos afecta la estabilidad de los
pigmentos, siendo ésta mayor cuando dichos &cidos son saturados,

y menor para los correspondientes Acidos grasos insaturados.

15) Los 3 pigmentos analizados via HPLC presentan 2 picos
principales en tiempos de retencién similares, lo que nos sugiere
composiciones parecidas. Los compuestos libres salen en primer
plano, seguidos de mwonoésteres y diésteres, los cuales son
comprobables via CCF, dado qgue los Rg son particulares para cada

compuesto.

16) El espectro de masas del pico obtenido a tgp 1.596 min indica
la presencia de capsorrubina y zeaxantina no esterificados,
mientras que el espectro del pico obtenido a tp 2.128 min, indica
la presencia de capsanteno no esterificado, asf como &cidos

grasos libres.

17 El &cido Palmitico es el que se encuentra predominantemente

en el chile ancho, mientras que el Linoleico en la paprika.
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