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JUSTIFICACION

La restriccién en el uso de colorantes sintéticos, ha traido
como consecuencia una tendencia al aumento del uso de colorantes
naturales. Por 1lo anterior ha renacido el interés por los mismos,
siendo necesario contar con mis estudios que permitan su aplicacién
con seguridad en diferentes productos alimentarios. Debido a las
condiciones de elaboracién de los colorantes naturales, las
posibilidades de contaminacién microbiana son elevadas, no
propiamente por el proceso, sinc por el manejo subsecuente del
producto hasta 1llegar al 1los consumidores, entendiendo como

consumidores, a los productores de los alimentos.

Si a esto aunamos, la posibilidad de exportacién de las
colorantes naturales como materia prima, la calidad bacteriolégica
del producto es de vital importancia, es necesario asegurar que los
productos estén exentos de contaminacién microbiana, el uso de
radiaciones como un medio de esterilizacién puede ser un método
opcional para la conservacién de ellos. Por lo anterior es de vital
importancia conocer el efecto de las radiaciones ionizantes en la

estabilidad tintorea de los pigmentos.
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INTRODUCCION

Los colorantes son muy utilizados en la industria de los
alimentos, debido a que constituyen un factor muy importante para 1la
aceptacién de los alimentos por parte del consumidor, al ser uno de

los par&metros mas importantes en la calidad total (18,22,47).

Por cultura y tradiciones principalmente, es muy dificil
aceptar un alimento que no presente el color "tipico" con el que la
mayorfia de los consumidores lo han identificado, asi por ejemplo
para nuestra sociedad actual, seria sumamente dificil aceptar una
leche color verde , © una carne morada. Probablemente estos colores
podrian ser afiadidos al producto sin afectar o alterar el resto de
sus caracteristicas organolépticas como seria el sabor, la textura,
el olor, sin embargo, el simple hecho de que determinado producto
tenga un color "fuera de lo normal"™ es motivo suficiente para que el

consumidor, la rechace de inmediato (22,27}.

El color, es una de las primeras impresiones que reciben
las personas al momento de adquirir un producto, a menos que este
tenga un empaque muy vistoso en el cual se impida que el consumidor
se de cuenta del color real del producto, o quizds de algin modo no
se percate de este, sin embargo cuando esto sucede, el color es tal

vez el factor determinante para su aceptacién (22).



Se han hecho estudios organolépticos, asf{ como estudios
estadisticos, los cuales indican que dependiendo del color, asi como
de la intensidad de este, los jueces evaluarén el producto y formaran
un juicio, tal vez determinante, mucho antes de probar el alimento,
haciendo en determinados casos un juicio injusto, de la calidad del

alimento (22,27,36).

En cuanto a radiacién se refiere, este método de
conservacién ha tenido un enorme auge en los Ultimos afios, debido a
que ha probado ser, hasta el momento un método efectivo y seguro para
la esterilizacién de los alimentos, alargando asi su vida de anaquel.
Desgraciadamente en algunos casos en los cuales no se ha aplicado la
radiacién a dosis adecuadas o tal vez aun siendo las dosis adecuadas,
el alimento sufre decoloracicnes y cambios sensoriales. Por 1o que es
entonces importante investigar el efecto que estas radiaciones
producen en el color, que como ya se dijo anteriormente, es un factor

determinante para la aceptacién del alimento por el consumidor.

Las radiaciones, no son del todo aceptadas por las
sociedades, debido a la falta de informacién que las personas tienen
acerca de las mismas. Muchas personas, al momento de oir hablar
acerca de radiaciocnes, piensan de inmediato en 1la s'egunda guerra
mundial y de las mutaciones que estas provocaron a los habitantes de
Hiroshima, asi como del incidente pasado de Chernoville y de muchos
otros incidentes que han ocurride a lo largo de la historia. Sin

embargo la gente ignora que esta nueva tecnologfa, se puede usar para
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el bien dé la humanidad, como en el caso de la irradiacién de los

alimentos que alargan su vida de anaquel.

Poco se ha publicado de la gran ventaja que tienen las
radiaciones para la conservacién de los alimentos, existen
publicaciones en las revistas de ciencia como es el caso de: JOURNAL
OF FOOD SCIENCE, FOOD TECHNOLOGY, FOOD CHEMYSTRY, etc., revistas que
no est&n al alcance de muchas personas. Por lo anterior se dice que
las utilidades de la radiaciones en los alimentos se encuentran en

sus inicios, y principalmente en nuestro pais (2,9,11,24,47,49).

Otro factor importante que tal vez la gente a veces
ignora, es que para poder irradiar un alimento, las industrias se
basan en legislaciones, hechas por organizaciones como lé FDA, Y que
son ya cantidades probadas y que hasta ese momento no han causado
alteracién alguna en los animales de experimentacién . Ahora bien, se
podrfa dar el caso de que en un futuro, se llegara a disminuir las
dosis permitidas hasta el momento, como ha pasado con los diversos
aditivos que se encuentran en el mercado, esto podria suceder si se
encontrara alteracién en terceras generaciones, lo que significa afios
de experimentacidn toxicolégica, o sencillamente porque la tecnologia
avanza dia con dia, y tal vez en lugar de disminuir las dosis, se
compruebe una mayor eficacia en cuanto al alargamiento de la vida de

anaquel de los alimentos, entonces las dosis aumentaran.

La radiacién es tambien utilizada como un método

coadyudante de algln otro proceso de conservacién, como el caso de la
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congelacién donde se utiliza para asegurar el exterminio total de
todos los microorganismos dafiinos al producto o alimento

(19,40,45,48,49,57).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes niveles de radiaciones
iorizantes sobre la estabilidad y carga microbiana de los colorantes

naturales: Cochinilla y Betabel.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar el efecto de diferentes niveles de radiacin
ionizante, sobre la estabilidad del betabel ante variables como: pH,

temperatura, oxigeno, y luz.

2.1 Determinar el efecto de diferentes niveles de radiacién

ionizante, en la carga bacteriana de algunos pigmentos naturales.
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CAPITULO I
1.~ GENERALIDADES DE LOS COLORANTES
1.1 Colorantes definiciones

a) Son todas aquellas sustancias que se fijan sobre otras
proporcionando color y presentando cierta estabilidad sobre los

mismocs (22,27).

b) Los aditivos llamados colorantes, son definidos como
cualquier tintura, pigmento u otra sustancia hecha por un proceso de
sintesis, o de algGn derivado de un vegetal, animal, mineral o
cualquier otra forma de extraccién que para el cuerpo humano no
produzca alteracién en el mismo, o alguna reaccién con sustancias que

pueden provacar dafio (22,26,27).
1.2 Los colorantes se clasifican como:

a) colorantes certificados

b) colorantes no certificados

Los colorantes certificados son compuestos gque son
quimicamente sintetizados con un alto grado de pureza. Esta
certificacién fue originada y/o elaborada por la Pure Food and Drug

Act de 1906.
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Los colorantes no certificados son los obtendidos de
fuentes naturales, ya sea de origen vedgetal, animal, o mineral, y

son compuestos naturales-idénticos, sintetizados naturalmente.

Los colorantes no certificados est&n exento de certificacién a
diferencia de los certificados que necesitan para su uso de la
aprobacidn (principalmente en los Estados Unidos) de la FDA y en

México del Sector salud. (1,2,25,26,42,43)
1.3 Colorantes Certificados:

Los colores permitidos por la FDA hasta 1989 se muestran a

en la tabla. TABLA 1

Existen dos tipos de colorantes certificados: los pigmentos y

lacas.
1.3.1 PIGMENTOS

Los pigmentos o tinturas, son solubles en agua y descubren
su color cuando son disueltos en un solvente. Los mas importante en
estos colorantes es su gran poder de coloracién ya sea en forma
granular, liguida, la mezcla sin brillo, pasta y en dispersit6n. La
forma en la cual se va a aplicar el pigmento o tintura depende y es
seleccionada para cada alimento en particular después de considerar
algunos factores comos: la formulacién de los parémetroé de proceso,

empaque y los requerimientos de vida media en el producto final. En
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COLORES PERMITIDOS

POR FDA HASTA 1989.

COLOR MATIZ O BRILLO
AZUL # 1 AZUL BRILLANTE
AZUL # 2 AZUL ROYAL
VERDE # 3 VERDE MAR
ROJO # 3 ROJO AGUA
ROJO #40 ROJO ANARANJADO

AMARILLO # 6 ANARANJADO

TABLA # 1.




la tabla # 2 se muestran las diferentes formas de un pigmento, sus
ventajas y desventajas y sus aplicaciones tipicas a los productoa

alimenticios, primordialmente.

1.3.2 Lacas

Son definidas por la FDA como la sal de aluminio o de

calcio de los pigmentos sobre un sustrato de alumina.

Las lacas son ideales para colorear productos con grasas y

aceites y se les llama colores directos.

Las lacas se preparan por una precipitacién de los
pigmentos en una base insoluble, hidrato de alumina, la cual tiene la
funcién de hacer el pigmento insoluble en muchos mas solventes,
incluyendo dentro de estos al agua. Las propiedades de 1la laca son
determinadas de acuerdo a las condiciones de proceso como son
principalmente: pH, temperatura, y a la agitacién principalmente, y

por consiguiente la manera en la cual es afiadida la laca al alimento.
La fuerza de tintura o de coloracién de la laca mejoran
con un tamafio de particula pequefio y cuando estas particulas aumentan

en nimero.

Los principales factores que afectan la estabilidad de las

lacas son: presencia de metales, pH muy extremos, bajos contenido de
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FORMAS DE UN PIGMENTO

FORMA PUREZA (%) VENTAJAS DESVENTAJAS APLICACION

FACL DILUGION, CAMCTERSTICAS BEBIDAS

ESTANDAR e MEZCLA UNFORYE Y PROOUCTCS
YEAIO COST0. POBRES DE FLUO EXTRUDOS
N0 BUENO PARA
PRADUCTOS O
BAI VELOCDAD DORDE £ 00L0R
GUNLAA s LBE FLO Fpran SE DISUELVA
MAS ELEVADO QUE LA PAERD
ANTEROR
FAGLUSO INCREMENTA L DULCES,
LIGUDA 14 USTOPARA ESPACIO PARA PANADERA Y
USIBSE SERALUACENADA QUESO
INCREMENTA
; LA IPARENGA -~ BASE PASA
PLACA [: 24} VISUAL DE LA BEDIDAS
rarpy LITACA Y POSTRES
ESTABLIDAD o GOMAS
PASTA 0 MENENEL A, DESASCAR
coLoa LIMTADA YDULCES
ELEVADO
: GosTOY GOMAS DE
DISPERSION CL0R OPACO APLCACION WSCAR
LUTADA
FEBE RIEM 8. S0k AT OF 0c ) COD WY, 1009 TIEIOLKY, o811,
LA FORMA GRANULAR DE L0S
PIGMENTOS SE EMPLEA EN UN
15% BN LA INDUSTRIA DE LOS
ALIMENTOS.

TABLA2
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humedad - y. 1la - exposicién de ‘el producto . final a la 1luz

(13,18,22,26,27,50,61).
1.4 Colorantes no Certificadoes

La mayorfia de estos, que se emplean en la industria de los
alimentos son de origen ‘vegetal, se encuentran en nGmero muy
reducido. Los colorantes existentes en el mercado incluyen pigmentos
como: cGrecuma, cochinilla, clorofila, achiote, betabel, bixina, y

annatto entre otros.

La cochinilla es el colorante natural mas utilizado debido
a su gran estabilidad, a diferencia del resto de los colorantes

rojos.

Dentro de los colorantes no certificados, existe una
clasificacién mas, los llamados "colorantes naturales ldénticos®
(18,22,26,27). Estos colorantes son las contra partes idénticas y
sintéticas de 1los colorantes naturales obtenidos de una fuente
natural, son sintetizados como copia exacta, quimicamente, de los

colorantes naturales.

En la tabla 3, se muestra la clasificacién de los
colorantes naturales idénticos mas usados en la industria de 1los
alimentos:
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El nivel de uso de los colorantes naturales, ha tenido en
ios dltimos afilos una gran demanda a pesar de que su costo esta por
encima de los colorantes sintéticos. Los colorantes naturales tienen
una amplia gama de colores por lo gque se hace afin mas diffeil el

manejo de estos a diferencia de los colorantes sintéticos.

Los colorantes sintéticos son muy estables, mientras que los
colorantes naturales son inestables a condiciones como: 1luz, pH y
oxigeno principalmente, los cuales afectan, de diferentes formas
disminuyendo su vida de anaquel, cambiando su solubilidad, provocando

perdida del poder tintorial etec (18,22,26,27).
1.5 TOXICIDAD Y ESTUDIOS TOXICOLOGICOS DE LOS COLORANTES.

La FDA, realiza una serie de Jinvestigaciones en forma
periédica, sobre 1la toxicidad de los colorantes sintéticos
primordialmente, aunque también 1los realiza en los colorant_es
naturales. Esto ha dado como resultado, que algunos colorantes gque
habian sido aceptados en un determinado momento, se prohiban en un

presente o en un futuro.

En 1973 se encontrd mediante investigaciones japonesas que el
violeta nGmero 1 es un agente carcinog2nico en porcentaje del 5% en
la dieta de ratas, que son los animales de lahoratorio méas

ampliamente utilizados para investigaciones toxicolégicas.
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CLASIFICACION DE LOS COLORANTES

NATURALES.

[ ORGANICOS: R

1) VEGETALES:

1.- ANTOCIANINAS
A) MALVIDINA
B} PRONIDINA
C) DELFINIDINA
D) PETUNIDINA
E} CIANDINA

2.- BETALAINAS:
A} BETAXANTINAS
B) BETACIANINAS

3.- CAROTENIODES:
A) CAROTENO
B) LICOPENO
) XANTOFINAS
2_)’ R ANTINA 1.- RIDOIDES
F) APOCAROTENAL Q’) M

1) ANIMALES:

1.- AGDO CARMINICO
IRINIDES

2. AGIDO KERMESICO

3.- ANTRAXINONAS
1) MISCELANEOS:

4.- CLOROFILA
COMO LA ABC.

5.- FLAVONOIDES

8.- KAEMEFEROLES, KERATINA
MERCITINA

| INORGANICOS

1.- DIOXIDO DE TITANIO
2. AZUL NITRAMARINO

(MINERALES )

1.- NEGRO CARBON

. J

2.- ACIDO DE HIERRO

TABLA #3
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El rojo #1 en cantidades hasta de un 3% provoca dafios hepaticos

que pueden llagar inclusive a ser mortales.

Dichas reglamentaciones varfian de un pais a otro. Por ejemplo
el rojo #40 fue aprobado para su utilizacién en alimentos en 1974 en
E.U por la FDA, pero no fue asi para la Sociedad Econémica Europea en

donde esta prohibido.

En 1988 se prohibié la utilizacién del rojo #4 y en 1990 la

utilizacién del rojo #3, (FDA).

Por lo anterior, el uso de los colorantes naturales a tenide un
gran auge en los Gltimos afios, ademds de la tendencia, principalmente

en Eurcpa a lo natural.

En 1906 la FDA tenia una lista de colorantes sintéticos de 80,
dicha lista a venido decayendo hasta la lista actual que se conoce
ahora, de los cuales solo ocho son considerados completamente seguros
Yy son : amarillo 5 y 6, naranja 3, rojo citrico 2, rojo 40, azul 2 y

1, y verde 3.
1.5.1 REQUERIMIENTOS PARA REGISTRO DE ADITIVOS
Es importante conocer los requerimentos necesitamos para

poder registrar un aditivo, ya que en muchas ocasiones se pasa por

alto los puntos abajo mencionados y se pilensa que es muy sencillo
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utilizar determinado aditivo solo porque es funcional. Por 1o

anterior se exponen los siguientes puntos.
Las pruebas toxicolégicas incluyen:
1.- Estudios de toxicidad aguda en ratas.

2.- Estudio de toxicidad subecrénica en ratas de 90 dias de

duracién.

3.- Estudios de alimentacién crénica en por 1o menos dos

especies de animales.
4.- Un estudio teratolégico

5.- Un estudic de reproduccién mGltiple usando primordialmente

ratones.
6.~ Una prueba de mutagenicidad (44).
1.6.- LIMITACIONES DE LOS COLORANTES NATURALES
-Los pigmentos son una fuente menos definida y es muy posible

que -cambien su contenido variando el método de extraccién o las

condiciones.
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-~-Los colorantes naturales tienen una firmeza tintoreal mé&s baja
que los colorantes artificiales por lo que entonces se reguiere de
una adicién de colorante natural, lo que trae como consecuencia un
incremento considerable del costo de un determinado producto ademés

de que inicialmente estos colorantes son mas caros ( 43,49).

-La estabilidad de los colorantes naturales contra el calor,
luz, oxigeno, conservadores y pH, es baja, variando légicamente de
colorante a colorante pof que, en el caso de la cochinilla , esta
soporta temperaturas de hasta 115¢C y pH de 5, por mencionar ejemplos

(21,27,62).

-Los colorantes naturales tienen caracteristicas aromé&ticas

fuertes, principalmente el betabel y sus derivados.

-A excepcidén del betabel y las antocianinas, la gran mayoria de
los colorantes naturales son solubles en aceites y requieren de
modificaciones quimicas para su uso y estabilizantes para su

dispersién en alimentos.
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CAPITULO IIX

COCHINILLA

2.1 COCHINILLA ASPECTOS IMPORTANTES.
2.1.1 HISTORIA

Desde la antigfiedad en los paises préximos al mediterréneo se
daba especial importancia a los colores plirpuras y escarlatas y se
cree o se supone que el cultivo de la "grana" como comunmente se le
conoce al insecto que se utiliza para extraer el colorante
cochinilla, se remota al periodo Tulteque (Clavijero y Humboldt)
(siglo décimo de nuestra era).

En cuanto a los tintes escarlatas que se apreciaban en el
Mediterrdneo, estos se podian obtener apartir de los insectos

Margarodos polinucos y Kermes vermiljo originarios de la parte este

de Europa, sur de Francia y Espafia respectivamente.

El &cido carminico y la cochinilla se han obtenido desde
tiempos remotos del insecto hembra Dactylopius coccus costa, que se
encuentra como pérasito en las partes aéreas del cactus Opuntia y
Nopalea. Dicho colorantes es extraido del insecto justo antes de
ovopositar, ya que en este momento el colorante puede constituir

hasta un 22% del peso seco del insecto.

Se conocen dos tipo de cochinilla principalmente: La fina y La

Silvestre. En el caso de la fina, se utilizaba para obtener el
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.colorante de una forma continua y la segunda es la que crecfa de
forma espontanea en el campo o en las nopaleras de las casas Yy gue no
se destinaba a la extraccién del colorante. Los aztecas la cultivaban
para ofrecer el colorante como tributo o impuesto, debido a su gran

colorido.

Los Espafioles hicieron que la produccién de la grana se
incrementara en el siglo XVI e intentaron, sin tener éxito,
introducir el cultivo a zonas como Honduras. La cochinilla ya
cultivada se exporté a C4diz y de ahi 'a las Islas Canarias durante

los afios de 1824-1827, y fue aqui donde el cultivo tuvo gran auge.

Dichas exportaciones se intensificaron, lo que promocioné el
desarrollo de plagas en el nopal y en el insecto como tal. Esto
aunado al auge y necesidades el cultivo de maiz cereales y otras
plantas aimenticias fue poco a poco desplazando el cultivo de 1la

cochinilla hasta que 1legé a su menor actividad en 1818.

Después de la guerra de independencia, volvié a 1ncremgnt:arse
el cultivo de cochinilla por lo que se originé la competencia entre
los diferentes paises productores y por consecuencia 1légica los
.precios de dicho colorante fueron cayendo. Fue entonces, cuando mis o
menos en 1884, aparecieron los colorantes artificiales, a un costo
mucho mis. bajo en comparacién con la cochinilla, causando el

desplazamiento de este producto a nivel mundial.
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En los dltimos afios, el colorante de 1la cochinilla, ha
adquirido nueva demanda por su elevada estabilidad y por que los
colorantes sintéticos cada vez son menos,las permitidos por 1la

FDA. (43,44)

-2.1.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DE LA COCHINILLA

La clasificacion de la Cochinilla es:
CLASE: INSECTA

ORDEN: HOMOPTERA

SUB-ORDEN: STERNONHYNCHA

FAMILIA: DACTYLOPIDAE

GENERO: DACTYLOPIUS

ESPECIE: COCCUS

Dicha clasificaci6én fue hecha por el investigador Costa en

1835, quien la clasificé como Dactylopius Coccus.

Las hembras tienen el cuerpo cubierto por una secrecién blanca
algodonosa o polvorulenta y miden 2-5 mm de didmetro. Presentan
antenas de 6-7 artejos, pequeflas y cortas. Las patas tienen un
desarraollo normal de todas sus partes, pero son cortas. La abertura
anal es una hendedura transversa, cuyo borde anterior presenta una

banda esclerosada, la cual no tiene aspecto celular.

Las hembras adultas viven fijadas en las superficies de los

nopales donde insertan sus estilotas. Se presupone gque pueden
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reproducirse tanto en forma sexual como asexual. Los machos tienen
cabeza, térax y abdomen bien definidos, un par de alas mesatordxicas
y dos balancines, carecen de Srganos bucales, tienpen una vida corta
y un tamefio méds pequefio que el de las hembras, el abdomen termina en
dos largos filamentos cerosos. Tanto las hembras adultas como las
crias, se alimentan de los 3jugos de las pencas de los nopales

chupéndolos é&vidamente.

El ciclo biolégico es sencillo, pasande por los estados de
huevo, ninfa y adulto. Durante su ovoposicién, los huevecillos quedan
debajo del cuerpo de la hembra y eclosionan en un periodo de 15min
hasta 6 hrs., en este perfodo no se puede distinguir a las hembras de
los machos. Las ninfas en un lapso de 48hrs, insertan sus estilotas
en el tejido del nopal para alimentarse, quedando fijas por el resto
de su vida. Cuando las hembras se van desarrollando, al mismo tiempo
va aumentando su volumen y sus patas se retraen atrofiandose asf como
las antenas. Cuando se tienen condiciones ideales, el cultivo de
insectos requiere de 90 dias para su desarrollo desde el estado huevo
al adulto y las hembras estédn listas para ovopositar por lo que se
inicia un nuevo ciclo. La ovoposicién de la hembra dura unos 15 dias
y cada una de estas pone en promedio 350 huevecillos, cuando esta

operacién termina el cuerpo del insecto se contrae hasta su muerte.

Las plantas en las cuales se cultiva la cochinilla son el Nopal
de Castilla (Opuntia ficus-indica) y el Nopal de San Gabriel (Opuntia
tormentosa). En forma silvestre vive sobre el nopal Pluma o Nopal

Castarrita (Opuntia pilifera).

-21-



Las condiciones ecol6gicas de los 1lugares en los que
actualmente se cultiva la cochinilla son:
Cafiadas y pequefios valles de pendiente suave, cuyas alturas sobre el
nivel del mar varian entre 1,200 y 1,400m. En suelos delgados y
calizos, gque en grandes extensiones dejan expuestos el sustrato
rocoso. El promedio de temperatura es de 21.7¢C y el de precipitacién

pluvial es de 6600mm (27,62).

2.2 METODO DE OBTENCION

En el cuadro #1 se esquematiza el método de obtencién del
pigmento asi como de la laca de alumino del dcido carminico.

El &4cido carminico que es el principio activo de la cochinilla,
se encuentra hasta en un 22% del peso seco del insecto. Gran parte
del dcido carminico puede ser extraido por el tratamiento del insecto
femenino seco con agua caliente. Aunque los rendimientos pueden ser
incrementados si la preparacién seca es pulverizada, pero 1los
subsecuentes estados de purificacién se vuelven mis diffciles. En los
das casos, cantidades variables del pigmento quedan unidos a los

residuos insolubles.

Generalmente se requieren de 4-5 kgrs de cochinilla en bruto
para poder producir 1 kgr de carmin comercial. Los proceso de
extraccién acuosa pueden ser continuos o por lote con temperarturas
entre 90 y 100 grados centigrados.
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METODO DE OBTENCION DEL PIGMENTO

( EXTRAGTO ACUOSO} Y LA LACA
DEL ACIDO CARMINICO.
COCHNLA
OINSECTO
! FEMENNO
ANTES OE
OVOPOSITAR
CONETACL l CONSAL
AU DE CALGIO
ELEVADA EXTRACCION CALMING
CONCENTRACION ACUOSA ACTIVA
DEL COLORANTE
I 90-100°C +
SECADO
SECADO ¥
coN TRATAMIENTO !
ALTODEXTAINA g
LACA
l EXTRACTO v
ApHABAIO
| %7
FRODUCTO
CARMIN
SOLUBLE

CUADRO # 1
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Los pasos siguientes del proceso involucran un tratamiento al
extracto con sales de aluminio. En funcién del producto £inal
pretendido, el complejo resultante puede ser tratado con etanol a
alta concentracién para precipitar un carmin soluble, también se
podria aislar, en esa forma, la cual resulta ser insoluble abajo de

un pH 7 por adicién de una sal de calcio a la solucién final.

El aislamiento de un é&cide carminico puro depende de la
habilidad para formar un complejo insoluble con plomo y los métodos
basados en la precipitacién de plomo afin parecen ser usados en la
preparacién del é&cido carminico con fines histoldgicos. Se ha
establecido mediante investigaciones que los mejores rendimientos
pueden ser obtenidos si el insecto es tratado con soluciones acuosas
de enzimas proteoliticas en presencia de agentes surfactantes
adecuados y la purificacién es altamente simplificada usando una

cromatografia de intercambio iénico.
2.3 DEFINICIONES DE DERIVADOS DE COCHINILLA

1.- Cochinilla.- Es el insecto Dactylopius coccus del cual se

extrae el 4cido carminico.

2.~ Acido carminico.- O mejor conocido como rojo cochinilla, es

una antraquinona derivada, siendo el principio activo del colorante.
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Se conoce también con el nombre de carmin a la sal de alumino
alcalina (laca) preparada en forma directa del &cido carminico

teniendo un 10% minimo de este dltimo.
En el mercado existen preparaciones como:

a) Carmin.- Es de color rojo claxo y se obtiene por medio de
una extraccién acuosa de la cochinilla utilizando enzimas
proteoliticas. Se usa en alimentos donde la base principal sea agua o
alcohol como son los siguiente: Las bases para bebidas, bebidas
ligquidas y aderezos para ensaladas. Da coloraciones claras en
soluciones diluidas en agua y contiene como minimc un 50% del &cido

carminico como poder colorante.

b) carmin &cido estable: Es de color rojo claro, se obtiene por
medio de una extraccién acuosa y tratamiento proteolitico a partir de
la cochinilla. Su uso se prefiere en alimentos donde 1la base
principal sea agua o alcochol. Cuenta con un minimo de 2.5% de Acido

carminico como poder colorante disponible.

c) Acido liquido.- Es una solucién de color rojo magenta, esté
'principalmente compuesto por carmin, agua, hidréxide de amonio, sosa
’y glicerina. Se obtiene por medio de una extraccién acuoso-enzimitica

a partir de la cochinilla. Tiene un minimo de 3.3% de acido carminico
como poder colorante. Se utiliza en alimentos cuya base es agua y con

un pH superior a 3.5 como el caso de yogurts y malteadas.
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d) carmin-laca: De color rojo magenta , se obtiene por
extraccién acuosa-enzimdtica a partir de la cochinilla. Debe tener un
poder colorante no menor del 50% de &cido carminico,puede ser usado

en productos farmaceiiticos, cosméticos y confiteria.
2.4 QUIMICA DEL ACIDO CARMINICO

Recientes investigaciones muestran que el nicleo de la
antraquinona del &cido carminico tiene una estructura como muestra la

figura # 1; con un grupb carboxil en la sequnda posicién.

La estructura del &cido carminico es descrita correctamente
como 7-c-d-glucopiranosil-3,5,6,8-tetrahidroxi-i1-metil-9,10~-dioxi-2~
dcido antracenecarboxilico, y se consideraba que la configuracién
estereoquimica de la ligadura c-glucosil, es la responsable de la
reactividad del 4&cido carminico para formar complejos con una

variedad de metales.

Los carmines pueden ser aislados en forma directamente scluble
en los solventes base agua bajo un amplic rango de pH o en forma
insoluble abajo de pH 7. En la préctica comercial, los carmines
insolubles pueden ser solubilizados por un tratamiento en medio
acuoso arriba de un pH de 7, antes de la adici6én en alimentos o

bebidas (22,27).

Los siguientes pasos del proceso involucran un tratamiento del

extracto con sales de aluminio. E1 complejo resultante puede ser
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tratado con 'etanol a alta concentracién para precipitar un carmin
soluble, alternativamente puede ser aislado en esa forma, la cual es
insoluble abajo de pH de 7, por adicién de una sal de calcio a la

solucién final.

La clave para la permanencia tecnolégica y propiedades de
pigmentacién de todos los carmines, es la presencia del complejo
&cido carminico metal. Los factores fisico-quimicos bajo los cuales
la formacién y estructura eventual de estos complejos se lleva a

cabo, es motivo de numerosas investigaciones.

En la figura #2 y #3 , se presentan dos estructuras sugeridas

para la formacidn de complejos 4&cidos carminico-metal (27,61).
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CAPITULO 3
BETABEL
3.1 GENERALIDADES DEL BETABEL

El betabel es una planta gue viene de Europa, al inicio y hasta
hace poco tiempo fue empleada como hortaliza. Su centro de

diversificacién fue la regién oriental del Mediterré&neo.

Antes de conocerse como hortaliza, el betabel se utilizaba como
un agente mejorador del color del vino, ya que se pensaba que
mientras m&s intenso fuera el color de este, serfia por consecuencia

16gica de una mejor calidad.

En México, se le conoce también como remolacha azucarera.
Su clasificacién taxonédmica es la siguiente:

FAMILIA: CHENOPODIACEAE

ORDEN: CENTROSPERMA

GENERO: BETA

ESPECIE: VULGARIS

NOMBRE CIENTIFICO: BETA VULGARIS

NOMBRE COMUN: BETABEL

Los betabeles que se van a secar se cosechan con un estado de

madurez ligeramente rebasando el éptimo.

3.2 PIGMENTOS DEL BETABEL
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El betabel contiene pigmentos rojos y amarillos, que en
conjunto son denominados betalainas. Estas estén formadas por dos

tipos de compuestos: betacianinas y betaxantinas.

Las betacianinas son de color rojo violdceo y su principal
componente es la betanina, formando de un 75% a un 95% del total de
las betacianinas. Su naturaleza es altamente iénica debido a que
contiene tres grupos carboxilo, dos de ellos con un pKa de 3.4 y otro
con un pKa de 2.0 , ademd&s de un grupo fenélico con un pKa de 8.5,
caracteristicas que hacen a la betanina de muy diffcil separacién de

las betaxantinas.

Las betaxantinas est4n formadas principalmente por 1los
vulgaxantinas I y II, que imparten un color amarillento y son mucho

més lébiles que las betacianinas en relacién de la primera.

3,2.1 BETALAINAS

Se encuentran en un nimero restringido de plantas y estas
proveen de color a algunas flores y frutas, en las tonalidades que
van del amarillo a través de varios tonos de naranja y rojo S

violeta.

En la figura # 4, se muestra la estructura quimica de 1la

betalaina.
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FIGURA #4
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LA BETALAINA
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INDUCCION QUIMICA: Se conoce algunas hormonas y modificadores
de crecimiento que valga la redondancia, modifican la produccién de
betalafnas en un organismo. Ejemplo de esto es la kinetina que es
capaz de reemplazar el requerimiento de luz para la produccién de
dicho pigmento. Los estudios sugieren que la kinetina, como la luz,
actGa a dos diferentes niveles, principalmente en la activacién de
genes y por control, en la disponibilidad de compuestos ricos en
energia. Se ha reportado que otros agentes quimicos que incrementan

la produccién.de betalaina son: tirosina y dopa.
Las betalainas estén formadas por:

~BETACIANINAS: Por un largo periodo de tiempo se les considero
incorrectamente como antiocianinas nitrogenadas. Se ha demostrado que
las betacianinas y antocianinas no coexisten en la misma planta o
familia y que tienen estructuras diferentes, las cuales indican
diferentes patrones de sintesis. Una forma de diferenciarlas es por
medio de soluciones débiles 4cidas, ya que las betacianinas emigran
hacia el 4nodo y las antocianinas hacia el cétodo. Las betacianinas

difieren una de la otra en:
1) Su estequiometria del c-15
2) La naturaleza de su modelo glucosidico en el ¢-5

3) La esterificacién de los grupos de azicar, carboxile e
hidroxilo.
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DISTRIBUCION: es limitada, solo se encuentra presente en 10
familias de betabel y son 1las siguientes: Chenopodiaceae,
Didieraceae, Amaranthsceae, Nyctaginpaceae, teqnosperpaceae,
Phytolaceaceae, Ficoidaceae, Portulacaceae, Basellaceae y Cactaceae.
(3,5,13,16,31,65,66,67,72) .

3.3 ESTUDIOS QUE SE HAN REALIZADO SOBRE EL BETABEL

En 1960, Lucas y colaboradores realizaron un estudio de
betabeles enlatados determinando que el procesamiento a elevadas
temperaturas provocaba una disminucién considerable en la intensidad
del color hasta un color tal que la tonalidad llegaba a un

anaranjado claro.

Ootro factor de constante estudio por todos 1los investigadores,
en el betabel es la accién del oxigeno sobre la estabilidad del
colorante, en este punto se ha determinado, que tan solo una peguefia
cantidad de oxigeno; hablamos de un 6%, en el espacio vacio de
algunas latas, es suficiente para causar un severo enegrecimiento

cerca de la superficie de las mismas.

Igualmente en presencia de metales come Fe -2, Cu +2 y Fe +3,
causa una pérdida gradual del color rojo a un tono anaranjado. En
cambio er 1la adicién de agentes quelantes como el &cido
etilendiaminio tetracético, actlia como una prevencién del

oscurecimiento.
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La estabilidad del betabel depende en gran medida de pH y de la
temperatura. El rango de mayor estabilidad se encuentra entre pH's de
4 a 7. A pH's bajos el color se degrada a un amarilllec pédlido y a

pH's altos se va hasta un color violeta muy intenso.

3.4 APLICACIONES DEL BETABEL COMO COLORANTE
En la tabla # 5 se presentan los usos mids comunes del betabel

como colorante.

Se tienen mejores resultados en alimentos en los cuales durante
el procesc no se utilizan elevadas temperaturas, debido a 1la

degradacién tan dréstica, que sufre el betabel.

Su utilizacién es cada vez mis extensa, se puede utilizar en
mezcla con otros colorantes ya sea artificiales o naturales, con el
fin de aumentar su estabilidad y obtener una gamma de colores méis

grande (5,22,27).
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USOS HAS COMUNES DEL BETABEL COHO COLORANTE

HEZCLAS DE ALIMENTOS SECOS

SOPAS SECAS, SOBRE TODO SOPAS DE
TOMATE, MEZCLAS DE ESPECIES Y
PROTEINAS DE SOYA.

ALTHENTOS ENLATADOS

PRODUCTOS DE TOMATE ENLATADOS COMO
KETCHUP, SALSA PARA PIZZAS, FRUTAS
Y VEGETALES ENLATADOS TALES COMO
CEREZAS Y FRESAS.

ALTHENTOS EN ESCABECHE

RABANOS PICANTES Y OTRAS ESPECIES
EN ESCABECHE.

PRODUCTOS DE CARNE

SALCHICHAS, ESPCIES MIXTAS ESPECIALES
PARA LA CARNE  INDUSTRIAL Y
HAMBURGUESAS.

PRODUCTOS DE LECHE

HELADOS, CREMA PARA SANDWICH
Y CHOCOLATES CON CREMA Y FRUTAS.

POSTRES Y DULCES

JALEA DE FAUTAS, PASTELES, WERMELADAS
Y GELATINAS.

TABLA #5
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CAPITULO IV
IRRADIACIONES
4.1 HISTORIA

Los rayos X se utilizaron en 1916 para eliminar 1los
huevecillos, larvas y adultos de la plaga .x,ggiw_:ﬂgmg, la
cual producia enormes pérdidas en la industria del tabaco. Poco
después, en 1947, se increment6é el interés por la utilizacién de las
irradiaciones como un método de conservacién de los alimentos, fue
entonces que Arno Brasch y Wolfgang Huber ex-ciudadanos alemanes ,
descubrieron los aceleradores de electrones y el capacitron, ademés
de ser los fundadores de la Electronized tChemicals Corporation en

Brooklyn, New York.

Ellos reportaron que los alimentos podrfan ser esterilizados
por medic de las vibraciones de los electrones de alta energia, pero
en productos como la leche producian olores y sabores desagradables
debido a la irradiacién, por lo que entonces, para disminuir dichos
efectos, fue necesario aplicarla en ausencia de oxfigeno y a bajas
temperaturas, por lo que el costo del producto, se incrementaba

enormemente, no costeando el proceso.

Los estudios continuaron, modificando los aparatos, utilizando
entonces las irradiaciones con particulas alfa y luz ultravioleta,
pero pronto pasaron a ser de poca importancia debido a su poca

penetracién sobre la superficie del producto. Los rayos gamma no eran
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ailin estudiados, debido a que los isétopos no estaban aGn disponibles
en gran escala; sin embargo, la USAEC (United States Atomic Energy
Commission) realizaba ya estudios de los rayos gamma, a mitad de los
afios 50's, ¢ue fue cuando comenzaron a fabricar reactores con hasta

235,000 curies empleando como fuente Co-60.

En 1943 en 0ak Ridge, Tennesee, E.U; a principios de la década
de los sesentas cuando se llevan acabo los primeros esfuerzos de
investigacién sobre la eficacia e inocuidad de los tratamientos con

radiaciones ionizantes aplicados a los alimentos.

BEn 1960 en Canadéd, se irradiaban papas, para evitar la
germinacién, con una fuente de Co-60, se irradiaban con excelentes
resultados hasta 15,000 TON por mes. A partir de entonces, poco a
poco ha crecido el interés en el uso de las irradiaciones con rayos

gamma, provenientes de Co-60.

Los resultados de las investigaciones realizadas durante este
periodo, permitieron que en 1976 el Comité Mixto aprobara el
tratamiento con radiaciones ionizantes de solo algunos productos
alimenticios y después de 1976 el namero de productos que podian ser

jrradiados aumenté en gran medida.
El empleo de este sistema de conservacién, qued6 confirmado en

1984 con el proyecto de reglamentacién, propuesto por la oficina de

Administracién de Alimentos y Medicamentos de los E.U. (FDA).
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A mediados de ese mismo afio, en China se establecié un grupo
consultivo internacional sobre irradiacién de alimentos, integrado
por Argentina, Bangladesh, Canadd, Egipto, Filipinas, Francia,
Hungria, México, Irak, Israel, Los Paises Bajos, Repiiblica Federal de
Alemania, Siria, Tailandia y Turquia. Posteriormente otras naciones

se han unido a este grupo de investigadores.

En el cuadro # 2 se presentan los productos y paises en los
cuales estd permitida la irradiaci6n de alimentos hasta 1988. En el
cual se ve claramente la amplia difusién que ha tenido la irradiacién
el los Gltimos afios, asfi como la variedad de productos que en este
momento se irradian en el mundo, sin ningdn problema‘hasta el

momento.

La irradiacién de alimentos, por sus caracteristicas de
seguridad, higiene, reduccién de costos y volumen de alimentos
susceptibles de ser tratados tienen un futuro promisorio y serd un
aporte a la mejora de la calidad y disponibilidad de los alimentos en

el mundo (19,31,33,57,58,65).
4.2 DIFERENTES FUENTES DE IRRADIACION
Se les llama radiaciones ionizantes porque todos son capaces
de convertir &tomos y moléculas en iones, removiendo electrones. lLas

radiaciones ionizantes pueden ser particulas cargadas

energéticamente, tales como las electrones o fotones de elevada
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PRODUCTOS Y PAISES EN LOS QUE ESTA PERMITIDA LA IRRADIACION

HASTA 188
CUADRO No. 2

[ | PZr—HzmoD>
PHIZPIM 3

>Pom

PE2-HIO0O
DPZTVH T

FANP>»DD
PHID>DOrCW
»O0>»Z>0

>HCOR<Orn00mIn
MrAIT0
>ODP=Z>=z—O
PZ2>T00OM
>PHOZD>»DDT
PHIOZCT

PHOZPrIZ=T

PO Z
>PHOMZOUZH

PIDIDM—ADPFOZH

z

>PHOZ>rmN
®oLr»m OHMOMPD

PHZ20M

PCR

o]
o
<

>mD
»HOM

PHOZ>r=-D>—
<PpPCcmCOoDC
PHIPrHoOnc=<

JITOMATE

1 TOMO>»r-Hz=z>m

1%}

PAPAS

AGUACATE

*WH%

¢
!
»
Y
%]

%% k| %

#]

%]

o+
i
e

o
¢

4]

CEBOLLA

ES

B3

AJO

*ﬂw
*]

%
BHIE.
*
o
a+

HA#** [ B OHDIPOCH

Gt
<

(¥

CHAYOTE

*)
]|

4| %

N
|

*

P

*

>

%

CHANPIRURES

D

ESPECIES

POLLO

] %

*|%

ADC DERV.

CAMARON CONG.

[ | %

PESCADO CONG.

ANCAS DE RANA

| ARROZ Y DERV.

PAN DE CENTENO

[ BUEVS_EN_POLVD

AVES

o+ 4]

COCOA

PRI Pt [ o st loke [26]% | e o4]

DATILES

L EGUMINOSAS

PAPAYAS

MANGO

%] ot

oot | 2+

T

FRAESAS

TODOS LOS ALIMENTOS

PARA PACIENTES QUE
NECESITEN DIETAS
ESTERILIZADAS.

41—




energia, tal como los rayos X o los rayos gamma. No todos los tipos

de radiaciones ionizantes pueden utilizarse para alimentos.

La FAO/IAEA/WHO Joint Expert Committee on Irradiated Foods y el
Codex General Standart for Irradiated Foods recomiendan irradiaciones

para los alimentes como sigue:

1) En el caso de los rayos gamma, que estos provengan de un

radiofsotopo de Co-60 o Cs-137.

2) Rayos X generados por. midquinas cuyas fuentes operen a/o

abajo de un nivel de energia de SMeV.

3) Electrones generados por mdquinas cuyas fuentes operen a/o

abajo de un nivel de enrgia de 10 MeV.

El ev (electrovolt) es la unidad de energia que se utiliza para
medir y describir la energia de los electrones y de otro tipo de

irradiacién.

La energia de 1 ev es eguivalente a la energia cihética
adquirida por un electrén cuando comienza a acelerarse a través de
una diferencia de potencial de 1 volt. El ev es la unidad més pequefia
de energia, por lo que es mds comin hablar de 1los KeV
(kiloelectronvalt= 1000 eV ) o de los MeV ( megaelectrovolt= 1 millon

de eV) y a su vez 1 MeV es igual a 1.602 x 10 -13 Joule (J).
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Los rayos gamma Y los rayos X forman parte de un espectro
electromagnético (figura 5). Las cuales van desde una baja energia
con una muy alta longitud de onda, hasta una gran energfa con una
longitud de onda peqguefia, como es el caso de las radiaciones
cosmicas. Las ondas de radie, infrarrojo y la 1luz visible no se

consideran radiaciones ionizantes.

cuando la radiacién ionizante penetra dentro de un medio, en
este caso de un alimento, toda o gran parte de la energia es
ahsorbida por dicho medio. A esto se le llama dosis absorbida. La
unidad que se utiliza para medir dicha dosis es el Gray (GY) que es

igual a la absorcién de 1J3/Kg. Un KGy (kilogray) es igual 1000 Gy.

La energla absorbida por unidad de tiempo se le 1llama
velocidad de dosis. Las fuentes de rayos gamma proveen relativamente
velocidades de dosis bajas, generalmente de 100 a 10,000 gray's/hrs a
diferencia de los aceleradores de electrones que dan una velocidad de
9

dosis muy elevada de 10 e 4 hasta 10 e gray's/segundo.

4.3 FUENTES DE RADIACIONES GAMMA

Antes de pasar a las fuentes de radiaciones gamma, debemos

entender lo que es una desintegracién de radioisétopos.

La desintegracién de los radioisétopos estd relacionada con la
liberacién de una o m4s formas de radiacién, dichas formas son las
siguientes:
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a) Particulas alfa, que son nGcleos de helio moviendose

rapidamente y consisten de 2 protones y 2 neutrones.

b) Particulas beta positivas y negativas que son positrones o

electrones a gran velocidad.

c) Fotones de rayos gamma, que son paquetes de ondas

electromagnéticas moviéndose a la velocidad de la luz.

d) Neutrones que son particulas que no tienen carga y con una

masa cercana a la de los protones.

A la velocidad de decaimiento radiocactive se le conoce como
vida media y se define como el tiempo requerido para 1la
desintegracién de la mitad de &tomos para dar sustancias radioactivas

20-40.

Para obtener los rayos gamma, inicialmente se utilizaba el Cs-

137, pero su usoc fue prohibido por el presidente Carter en 1977.

Debido a lo anterior se buscaron otras fuentes de rayos gamma,

dando origen a la utilizacién del Co-60.

EL Co-60 es insoluble en agua, tiene una vida media de 5.27
afios y da una emisién de radiacién gamma con una energia de 1.17 y
1.33 MeV, con una radiacién beta de 0.31 MeV. El Co-60 llega a una
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forma estable por medioc de su desintegracién, llegando a Niguel 28-

60.

El Cs-137 y el Co-60 se transportan en cdpsulas o cilindros de
acero para evitar las emisiones radioactivas al medic ambiente, antes

de llegar a su destino (31,33,52,53,58).
4.4 INTERACCCION DE LA IRRADIACION CON LA MATERIA

La interacecién de la radiaci6én con la materia se basa en 2

procesos fundamentales, los cuales son:

a) Proceso primario o de efecto directo

b) Proceso secundario o de efecto indirecto

El proceso primario implica el impacto directo de las
radiaciones sobre las moléculas, forméndose, como resultado,
fragmentos moleculares, iones Yy moléculas excitadas. El proceso
secundario involucra, la formacién de compuestos diferentes a los

originales.
La elevacién de la temperatura, que se da en cualquier forma de
irradiacién, depende de la dosis de 1la irradiacién y del calor

especifico del material que se sometera a la irradiacién.

Por ejemplo una dosis de 10 Kgrys causa una elevacién de la

temperatura como sigue:
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~ 2.3 K en agua (Cp= 1.0031 cal/g C)

- 6.2 K en proteina seca { Cp= 0.3821 cal/g C)
~7.1 K en Carbohidratos secos (Cp= 0.3343 cal/g C)
- 12.5 K en vidrio ( Cp= 0.1910 cal/g C)

Por lo que entonces a una dosis baja, se tiene una baja

elevaci6én de la temperatura ( 3 Kgy).

Esta pequefia elevacién de la temperatura, es el resultado de un

complejo proceso de la interacién de la radiacién con la materia.

cuando los rayos gamma, interactGan con el absorbedor, pueden

ccurrir tres tipos de interaccién:

- El efecto foto-eléctrico
- El efecto Compton

- Formacién de pares de electrones y positrones.

Ia absorcién fotoeléctrica ocurre con fotones de energia abajo
de 0.1 MeV y la produccién de pares con la energia de los fotones
arriba de 10 MeV. Ambos son de minima importancia en el caso de la

irradiacién de alimentos, donde predomina el efecto Compton.

Dicho efecto se esquematiza en la figura # 6, donde un fotén
incidente, interactud con un &tomo absorbedor, de tal mode que un
electrén del orbital sea expulsado. E1 incidente continta después de

la colisién en direcci6én cambiante y con menos energia gque la
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original. El1 electrén expulsado (electrén Compton) tiene suficiente
energfia cinética para causar excitaciones y iocnizaciones en los

4tomos absorbedores.

Debido a que los electrones compton son producidos cuando los
fotones de los rayos gamma interactudn con el medio, causan
ionizaciones y excitaciones del mismo modo que un acelerador de
electrones, la radiacién ionizante que induce cambios quimicos en el
medio irradiado, es la misma en los rayos X o gamma o aceleradores de

electrones (31,33).

4.5 DISTRIBUCION DE LA DOSIS

Ya que la mayoria de los alimentos, tienen una gran cantidad de
agua, es necesario mostrar la forma de penetracién de 1las

irradiaciones en la misma (figura 7).

Cuando un rayo de electrones penetra en un medio acuoso, la
dosis debajo de la superficie del producto es mids elevada que en la
superficie misma, esto es debido a la formacién de electrones
secundarios (baja energfia) mas eficientemente absorbida que la
energia de los electrones primarjos, También, la distribucién de los
electrones causa escapes de electrones secundarios desde 1la
superficie en direccién opuesta al rayo de electrones primarios.
Mientras mds y mds electrones primarios pierdan su energia debido a
la interaccién con las moléculas de la materia, la dosis absorbida

decrece conforme se incrementa la profundidad o el espesor del
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producto que va ha ser irradiado, debido a esto, se debe de irradiar
por todos los lados del producto, para que sea uniforme la dosis que
se le aplique al mismos. En contraste con lo anterior, la dosis dada

por los rayos gamma, decae de forma continua.

Por. lo anterior, 1la Airradiacién por ambas partes de un
producto, con rayos gamma, permite una distribucién de dosis més
uniforme como se muestra en la figura 8 . Si la densidad del medio
irradiado es menor que la densidad del agua, como es el ‘caso de
alimentos muy grasosos o alimentos deshidratados, porosos, la
profundidad de penetracién es muy grande. Como se muestra en las
figuras 7 y 8 , la distribucién de la dosis no es uniforme, aunque

la densidad del producto si lo sea (31,52,58).

4.6 PRINCIPALES EFECTOS QUIMICOS DE LAS RADIACIONES IONIZANTES

Existen dos tipos de efectos principales denominados primarios

y secundarios:

Los efectos primarios no son especificos, la estructura es
formada al azar y son por medio de una via accidental, por 1los
electrones cCompton, sin tener ninguna preferencia por ninguna
molécula o 4tomo. Los electrones que se eliminan de los Atomos o
moléculas en el proceso primario, tienen la energia suficiente para
causar mas ionizaciones, disociaciones o excitaciones. Si el material

irradiado es un s6lido, 1la reaccién causada por los electrones
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segundos, terceros, etc. , ocurre muchas veces cerca de la

ionizacién.

Las moléculas excitadas pueden sufrir una desexcitacidén, por un
instante, dando como resultado una energfa en forma de luz
(fluorescencia) o posiblemente reciban energfa adicional debido a las

interacciones resultando una disociacién o una ionizacién.

Los efectos secundarios, ocurren como resultado de la elevada
reactividad de los radicales libres producidos durante el efecto

primario, estos radicales sufren reacciones entre si.

Donde los efectos primarios, son impredecibles y 1los
secundarios dependen b&sicamente de la estructura quimica de los
compuestos y de la cantidad de impurezas y aditivos que dicho
compuesto contenga. La sustancia que reacciona répidamente con los
radicales libres, se le conoce como sustancia depuradora y a la que
produce mas radicales reactivos se le 1lama sustancia

sensibilizadora.

En moléculas muy grandes, la energia dada por la irradiacién
(absorbida) es distribuida de forma desigual en toda la molécula, lo
que da como consecuencia, una gran variacién en la densidad del
electrén donde los enlaces son muy débiles, cosa que también ocurre
cuando las moléculas absorben energfa térmica, y que es comiin en la
jrradiacién, por lo tanto, no es de sorpresa que existan rompimientos
en los enlaces en el mismo lugar de la molécula, por ende, los
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productos resultantes del rompimiento debido a la irradiacién, calor
o cualquier otra forma de energia, dan como resultado compuestos

jguales o muy similares.

El proceso que deja o conduce a todos los productos finales
hacia su estabilidad, como resultado de 1la irradiacién de algGn
medio, se le conoce como radiélisis, y a los productos resultantes de
los efectos primarios y secundarios se les conoce como productos
radioliticos. Dichos procesos ocurren solo en fracciones de

microsegundo.

En el caso de materiales s6lidos secos y congelados, la
reactividad de los radicales libres, es muy baja a diferencia de los
otros, no existe agua entonces, la difusién entre ellos es muy
restringida, y 1los radicales libres casi no se mueven. Tal
restriccién disminuye cuando el producto toma agua del medio

ambiente.
Estos radicales libres van a estar no solo en el alimento,
sino ocurre también dentro de los microorganismos y las células

vegetales.

4.7 EFECTO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES SOBRE ALGUNOS
COMPONENTES IMPORTANTES EN LOS ALIMENTOS.

A) CARBOHIDRATOS
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Se encuentran en la mayoria de los alimentos, tanto en
condiciones himedas o secas, son altamente sensibles a‘ las
irradiaciones dando como resultado una serie de productos incluyendo
hidrégeno, bidxido de carbono, aldehidos, cetonas, &cidos y otro tipo

de carbohidratos de cadena corta.

Cuando estén en una solucién acuosa, ocurre una degradacién
oxidativa, tanto por efectos directos como indirectos, generalmente
son atacados por radicales -OH. Los efectos indirectos son los que
juegan el papel mds importante en dichas reacciones. En el caso de
los sacAridos mAs bajos, la oxidacién produce al final &cidos. Los

aldehfdos son producidos por rupturas o separaciones en los anillos.
B) PROTEINAS Y AMINOACIDOS

Ya que las proteinas estdn compuestas por amincdcidos unidos
por enlaces peptidicos, el estudio de 1las reacciones de los
amincédcidos es vital para entender las complejas reacciones causadas

por la radiacién de las proteinas.

Los principales cambios radioliticos en una solucién acuosa de
un aminodcido simple alifético, son tanto: de aminacién como
descarboxilacién. Los radicales producidos reaccionan por via

dismutacién.

El hecho de que exista mayor cantidad de amoniaco y é&cido

piruvico indica que la deaminacién juega el papel mds importante que
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la descarboxilacién. La presencia de oxigeno durante la irradiacién
no altera el espectro de los productos radioliticos, pero si tiene
influencia en el rendimiento de los productos. Ocurre entonces una

deaminacién oxidativa en lugar de una aminacién reductiva.

La cistina, cisteina y metionina actdan como protectores porque
ellos reaccionan mAs réApidamente con los radicales libres a
diferencia del resto de los aminofcidos. Los productos finales, més
estables producidos por la hidr6lisis de 1la cisteina son
principalmente el hidrégeno, sulfito de hidrégeno, alanina y cistina.
Cuando la cistina es irradiada sufre una hidrélisis o desdoblamiento
de los puentes disulfuro y esta es la reaccién mé&s importante. La
histidina es el aminodcido mAs sensi_ble a las radiaciones, 1la

deaminacién es la reaccién predominante en este caso.

Los aminodcidos muy sensibles a la irradiacién, son més
estables cuando se encuentran formando una cadena proteica y menos
accesibles a las reacciones con los radicales libres. Existe otro
factor que contribuye a la elevada resistencia de las proteinas a la
irradjiacién comparada con la forma aislada de los aminodcidos: Debido
a la estructura rigida de las moléculas proteicas, los radicales
formados como resultado de la irradiacién son mantenidos en una

posicién tal que tienen una gran oportunidad de recombinacién.

Los jones metdlicos de fierro, cobre y zine, particularmente
cuando limitan el anillo porfirinico de las proteinas, modifican

principalmente las reacciones de los radicales secundarios formados
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socbre la proteina, introduciendo nuevas vias para reaccionar, que

involucran la transferencia de electrones intramoléculares.

Las proteinas globulares, irradiadas en soluciones diluidas,
sufren reacciones de agregacién, lo que da como resultado un

incremento en la viscosidad.

Una gran energia de irradiacién depositada en una proteina
irradiada provoca aparentemente una desnaturalizacién de la misma,
cambios en la estructura secundaria y terciaria, pero naturalmente

dicha desnaturalizacién es mucho menor gque la provocada por calor.

El dafio provocado por la irradiacién, se puede determinar por
medic de un anflisis cromatogrdfico de los aminodcidos provenientes
de las proteinas hidrolizadas. En experimentos realizados no se ha
encontrade ningtn cambio significativo en la composicién de los

amincdcidos que las conforman hasta dosis de 50KGry.
¢) LIPIDOS

En dosis abajo de 50KGry, los cambios en indices comunes de la
cantidad de la grasa son pequefios. Pero ocurren cambios indeseables
en el sabor, incluso en dosis abajo de 20KGry, y en dosis arriba de 1
MGry se producen cambios significativos tanto en las caracteristicas

fisicas como en las quimicas.
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Existen dos tipos de cambios inéucidos en las grasas debido a
la irradiacién y son: auto-oxidacién y no-oxidativo. EY proceso auto-
oxidativo inducido por la irradiacién es muy similar al ocurrida en
ausencia de la misma. Este proceso produce radicales libre cuyos
tipos y velocidades de decaimiento son afectadas por la temperatura.
Después de la irradiacién, estos radicales libres pueden reaccionar
con oxigeno durante un largo periodo, estos radicales causan la
formacién de hidroperéxidos, los cuales producen una gran cantidad de
compuestos como alcoholes, aldehidos, hidrocarbonos, &cidos hidroxi y

ceto, cetonas, lactonas, entre otros.

Los cambios no-oxidativos ocurren cuando el oxigeno se
excluye durante y después de la irradiacién. Los productos.
radioliticos incluyen: hidrégeno, bi6xido de carbone, monéxido de

carbono, hidrocarburos y aldehidos.

El mecanismo general para la radiélisis no-oxidativa de los
triglicéridos involucra el rompimiento de cinco posiciones
preferentes en la molécula y casualmente en los restos de los enlaces
C-C de los &cidos grasos como se muestra abajo: (Las posiciones
preferentes son cerca de a,b,c,d y e n es el nimero de &tomos de

carbono en el &cido graso)

é ;’ /,’g”@'é‘ﬁﬁc 2

?\O"O"@V)
C=O~0 mCn
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Los radicales libres formados por divisién de esta forma, se
les agrega un hidrégeno obtenido por extraccién de otras moléculas, o
ellos mismos pierden un hidrégeno o se combinan con otros radicales
libres. Por esta via se forman un gran nimero de sustancias

radioliticas estables.

Los efectos de la irradiacién en los lipidos en conclusién, son
muy similares a los producidos por el calor. Los compuestos
responsables del sabor a irradiacién en las grasas aGn no se han

identificado.

D) VITAMINAS

Como es de esperarse el efecto de las radiaciones sobre las
vitaminas ser& elevado, dependiendo del medio en donde se encuentren.
En un sistema simple como una solucién de agua, especialmente en
dilucién, las radiaciones muestran un gran efecto y mientras mis
complejo sea el medio se reduce en gran medida la sensibilidad de las

vitaminas como es el caso de los alimentos.

Las vitaminas se clasifican en solubles en agua o grasa, lo que
depende de sus estructuras quimicas y al mismo tiempo también de esto
depende la respuesta hacia la irradiacién. Dentro de las vitaminas
solubles en agua, la tiamina B, es la méds sensible; debido a que su

estructura quimica la hace mis suceptible al ataque de electrones.
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La vitamina € (&cido ascérbico ) , es también sensible a 1la
irradiacién y forma produciendo al ser irradiada el 4cido
dehidroascérbico ademas de otros productos. El efecto de la radiacién
depende de la concentracién de esta vitamina en el agua. Otras
vitaminas solubles en agua son sensibles a la radiacién, como la
riboflavina, vitamina B-12 y la biotina. La niacina, &cido pantotéico

y el &cido f6lico son las vitaminas méas resistentes.

En cuanto a las vitaminas solubles en grasa, la vitamina E es
la mis sensible a la irradiacién. La vitamina A, carotenoides y 1la
vitamina D, sufren igualmente un cambio radiolitico. La vitamina D es

muy resistente en dosis abajo de SOKGry.

Las dosis que generalmente se utilizan en la irradiacién de los
alimentos no afecta, entonces la estabilidad de las vitaminas,

hablamos de 10KGry, que es la dosis mis empleada para alimentos.
E) ENZIMAS

Las enzimas son importantes constituyentes de los tej%dos
vivos y como algunos alimentos son organismos vivos como las frutas y
las verduras frescas, es de vital importancia el efecto que producen
las irradiaciones sobre las mismas, ya que todas las enzimas son
proteinas, seria de esperarse que tuvieran reacciones iguales a las
descritas por las proteinas, sin embargo las enzimas exhiben ciertas

caracteristicas funcionales especificas.
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La actividad de la enzima es usualmente un findice sensible y
conveniente de deteccién de la accién de la irradiacién en estas

proteinas.

como es de esperarse, cuando un alimento contiene enzimas y
este es irradiado, las enzimas participan en los cambios que tendria
el alimento debido a la irradiacién. Las enzimas son mucho més
sensibles a las irradiaciones cuando estdn en una solucién acuosa
diluida, en el momento que se incrementa la concentracién de las
enzimas, se requiere mds radiacién para causar la misma inactivacién.
El pH del medio asi como la cantidad de oxigeno presentes, son
factores que afectan la inactivacién y por lo tanto 1la

desnaturalizacién de las enzimas.

En el caso de las enzimas secas, estas, debido a la ausencia de
agua, son mucho mds resistentes a las irradiaciones gue las enzimas
en dilucién. En un sistema complejo, como es el caso de todos los
alimentos, las enzimas estdn muy bien protegidas por 1los otros
componentes, por lo gque entonces, se necesita una fuerte dosis de
irradiacién para que estas se inactiven y por lo tanto se vean

afectadas.

En términos generales, los diferentes compuestos gue conforman
un alimento, pueden sufrir alteracién por irradiacién, si y solo si,
se encontraran de manera aislada, y en solucién acuosa, por ende un
alimento como tal es difil afectarlo por medioc de irradiaciones, en

cuanto a estructura se refiere.

-6l



4.8 EFECTOS SOBRE MICROORGANISMOS
4.8.1 CONSIDERACIONES IMPORTANTES

Una de las aplicaciones importantes en la irradiacién de los
alimentos, es destruir microorganismos, asi como esporas que causen

dafic a la salud del consumidor.

Existen diferentes teorfas del como las irradiaciones afectan
a los microorganismos y a las esporas, entre ellos se piensa que la
formacién de téxicos radioclégicos en las células de los
microorganismos, asi como severos dafios en la membrana los alteran.
Hoy en dia se sabe que el DNA ( &cido desoxiribonucléico ) es el
principal blanco de las irradiaciones. Estas moléculas quizis son
ionizadas o excitadas, y dichos cambios causan serios problemas en
el microorganismos hasta llegar a su muerte, a estos primeros cambios
en las estructura de las células se les denomina efectos directos de
la irradiacién. Alternativamente, la irradiacién interactua con otros
&tomos o moléculas en la célula particularmente con agua, por lo gque
se produce radicales libres, los cuales se difunden por toda la
célula y dafian el DNA, a estos efectos se les denomina efectos
indirectos, y son sumamente importantes en el caso de las células

vegetativas, que contienen un minimo de 80% de agua.

Considerandec que la sensibilidad de 1las macromoléculas es
propprcional a su peso molecular, Pollard estimc que una dosis de 0.1
KGry causa un dafio al DNA del 2.8% en las células de las bacterias,
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0.14% en las enzimas y 0.005% a los aminodcidos de las células. Este
dafio al DNA del 2.8% puede ser letal y Fécil de reconocer por la
disminucién en el nimero de colonias a diferencia del dafio producido
en los aminoicidos 0.005% el cual es muy dificil de detectar atin con

aparatos electrénicos.

Debido a que el dafio en una molécula cualquiera dentro de los
microorganismos, causado por la irradiacién es proporcional al peso
moiecular, se explica entonces, que los insectos sean alGn mas
sensibles a la irradiacién a diferencia de las bacterias, ya que en
estos, el tamafio, y por lo consiguiente el peso molecular del DNA,

son menores, por lo que el dafic es mucho mayor, en los insectos.

otro factor que tiene efecto sobre la influencia de 1la
irradiacién es el arregle estructural del DNA en la célula, como se
sabe, dicho arregle es de doble hélice. Cuando se lleva acabo una
divisién celular, dicha hélice se abre para ser copiada, cuando se
encuentra separada el DNA es mucho més sensible a la irradiacién a
diferencia de la forma de doble hélice, por lo anterior en 15 fase de
crecimiento la resistencia a la irradiacién es mayor, siendo menor

en la fase logaritmica de crecimiento.
4.8.2 DOSIS DE INACTIVACION

Cuando se incrementa la dosis de irradiacién, el nimero de
organismos vivos decrece de forma exponencial, la cantidad de dosis

varia de una especie a otra, para obtener el mismo efecto. La media
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.dosis letal es la dosis requerida para matar 90% de la poblacién por
lo tanto es la dosis de reduccién decimal y se determina mediante la

siguiente f6rmula:
Dlo= D/ log No - log N

donde:

No= nfimerc inicial de organismos presentes

D= Dosis

N= el n@mero de organismos después de la irradiacién

D10= dosis de reduccién decimal

D10 se puede determinar también de forma grdfica, donde 1la
pendiente seré igual a -1/D10, graficando la dosis (%) KGry contra el

porcentaje de sobrevivientes (y).

La especificacién del medio que se estd irradiando es

importante ya que los valores de D10 difieren de forma considerable.

En un medio bajo en grasa, los microorganismos son més
resistentes a las radiaciones porgue existe una mayor cantidad de
proteina, la cual sirve como proteccién para los microorganismos.

.

La efectividad de 1la dosis, sobre 1la muerte de Ilos
microorganismos depende de diferente; factores como el medioc, 1la
temperatura durante 1la irradiacién, contaminacién inicial y el

almacenamiento del producto después de ser irradiado, al igual que la
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preser_xcia,o‘ausencia de oxfgeno en donde la sensibilidad a la
irradiacién de las bacterias se incrementa con la presencia de
dxigeno aunque no siempre es claramente observable, solo es notable
cuando se burbujea de forma continua el oxfigeno durante 1la

irradiacién , lo cual no se hace en la irradiacién de los alimentos.
4.9 SEGURIDAD TOXICOLOGICA

Por naturaleza, los alimentos tienen isétopos como es el plomo
20Pb, carbono 14C potasio 40K, entre otros. Estos isétopos podrian
convertirse en is6topos altamente radioactivos, si se les
administrara una irradiacién gamma muy elevada. La fuente mas
cominmente usada es la del Co 60, dicha fuente tienen una energia de
1.33 MeV, energia que es sumamente pequefia para poder inducir
radioactividad en los alimentos, solo una pequefia porcién de isdtopos
radioactivos se encontrarian en un alimento si este fuera irradiado
con 14 MeV de energia y por otro lado los radiois6topos que producen
hasta 20 MeV, tienen vidas medias de solo unas cuantas horas por lo
que entonces seria imposible que un alimento quedara radioactivo
después de una irradiacién en las dosis mis comunes en los alimentos

(10KGry).

Los estudios toxicolégicos realizados hasta 1990 por la Agencia
Internacional de Energfa Atémica sobre alimentos irradiados
utilizando animales de laboratorio y en algunos casos humanos,
déndoles en su dieta diaria alimentos irradiados a las dosis comunes
y hasta arriba de 50 KGry, no mostraron alteracién de anomalias
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histolégicas, ni problema's';d céncer por:lo’que no se'considera a los

alimentos irradiados ~ como * un--peligre’ tox

estudiadas, que son las més’ utilizadas ‘(i0:Kery') en lal irradiacién

de los alimentos.

En la tabla 6 se muestran , los paises, productos, y dosis
permitidas hasta 1991 por la JOIN FAO/IAEA DIVISION OF NUCLEAR
TECHNIQUE IN FOOD AND AGRICULTURE INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY,

VIENNA.

4.10 REGLAMENTACION MEXICANA SOBRE ALIMENTOS IRRADIADOS

A la Secretaria de Salud le compete el control sanitario de la
irradiacién en alimentos, con base en la ley general de salud y sus
reglamentos por lo que permitird la irradiacién de alimentos: cuando
se justifique plenamente la exposicién de radiaciones ionizantes
especificas, con el fin de reducir la carga microbiana o 1la de
microorganismos patégenos no esporulados, inhibir la brotacién,
" retardar la maduracién, ampliar la durabilidad de los alimentos o la
desinfestacién de insectos y pardsitos; pero en ningin caso se
permitird para ocultar defectos de calidad senitaria o para disimular

alteraciones o contaminaciones en los alimentos.

Los tipos de radiacién ionizante que se permiten son 1los

siguientes:

-Radiacién gamma de fuentes encapsuladas de los radionucleidos

Cobalte 60 y Cesio 137.
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-Rayos X generados por maquinas, con energias que no exceda de

5 Mev.

~Electrones generados por mdquinas con energias que no excedan

de 10 MeV.

ror lo que se refiere a los establecimientos de irradiaciones
iénicas a los alimentos, para que puedan trabajar,'ya sea del sector
pGblico, social o privado de nivel industrial, deberdn contar con
licencia sanitaria de funcionamiento y con 1la aut;arizacirﬁn
correspondiente de la Comisién Nacional de Energfa Nuclear Y

salvaquardias para su control.

Dichos establecimientos adem&s deberdn ser inscritos en el
registro Nacional y en el Internacional, tramitando ante la comisién
conjunta FAO/IOEA. Por lo que se refiere a las instalaciones de
irradiacién, deberdn estar disefiadas de manera que satisfagan todos
los requisitos de seguridad radiolégica y de eficiencia; pueden ser

de dos tipos, una de irradiacién continua y otra por lotes.

El control de los alimentos irradiados, deberd efectuarse por
métodos aceptados para comprobar las dosis absorbidad y acompafiado de

una vigilancia de los pardmetros fisicos del proceso autorizado.

Deberdn conservarse los registros de la intensidad de 1las

radiaciones aplicadas a los productos por més de un afio y estos
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deberdn ser mostrados a los inspectores debidamente autorizados por
la gecretaria de Salud y por la comisén, asi también, para la toma de

muestras para su control respectivo.

El titular de la autorizacién para irradiar alimentos serd el
responsable directo de 1la operacién, funcionamiento, seguridad
radiolégica ante la Secretaria de Salud y la Comisién Nacional de

Energia Nuclear y Salvaguardias.

El establecimiento donde se procesan alimentos irradiados
deberd contar con un responsable, con grado profesional y

especialidad de fisica nuclear, con las siguientes responsabilidades:

a} Que cada lote de producto se irradie conforme a los limites

‘establecidos.
b) Que cada lote se someta a comprobacién de la dosimetria.

d) Que cada lote sea remitido con la documentacién que ampare

el lote.

El responsable del establecimiento de irradiacién, deberd
manifestar por escrito y archivar el'procedimiento de irradiacién en
un libro de control. Los resultados de las mediciones, los cédlculos
de dosis, procedimientos de dosimetria cuantitativa para cada tipo de

producto y expedir la constacia de la dosis suministrada para cada
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lote de producto, sefialando la fecha de irradiacién y el nGmero del

cédigo de identificacién del lote.

A fin de proteger la salud del consumidor cada lote de preoducto
deber4 ser evaludado en su aspecto de. dosis de irradiacién,

nutricional y microbiolégico.

Los productos que ingresen al establecimiento, deberédn
colocarse apartados y debidamente etiquetados, de 1los productos
irradiados que salgan a fin de evitar una confusién peligrosa, deberd
colocarse en cada envase de producto irradiado una etiqueta de color

que lo sefiale.

En cuanto al material primario de los envases de alimentos
irradaidos, deberd ser de material resistente, a la irradiacién y no
produzcan sustancias que vayan a alterar, adulterar o contaminar los
alimentos y resulten perjudiciales & la salud; por lo que los
fabricantes de dichos productos deberdn demostrar ante la Secretaria
de Salud y la comisién, la inocuidad de los envases para cada tipo

de producte.

Respecto a la venta o suministro de productos irradaidos, se
requiere que la etiqueta tenga dimensiones apropiadas, con relacién a
las del producto unitario, con car;cteres visibles, en la que figuren
todos 1los textos reglaméntarios, con un texto visible que los
identifique que diga "Tratados por irradiacién" y presentar la figura

que internacionalmente los identifique, asimismo en su documentacién.
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En el caso de contenedores con producto a granel, por ejemplo:
papas, el citado texto deberd figurar también en los documentos
correspondientes. En ambos casos, se precisard el establecimiento y

la identificacién del lote.

Los productos irradiados para exportacién deberédn cumplir con
las disposiciones por las reglas establecidas por la Comisién del
Codex Alimentarius en 1lo relativo a lo etiguetado, comercio
internacional, documentacién embarque, factura de cada lote y deberé
acompafiarse de un certificado expedido por la Secretaria en el que se

constarén todos los datos relativos a su identificacién.

Los productos irradiados de importacién para su venta en el
pais, requieren de la autorizacién expresa de la Secretaria, para lo
cual es necesario que el interesado presente un certificado expedido
por la autoridad sanitaria del pais de origen, en el que consten el
registro internacional, el tipo de fuente de irradiacién utilizada,

las dosis y dem&s datos relativos al proceso (11,14,18,22,30,32).
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CAPITULO V
METODOLOGIA

5,1 JUSTIFICACIQN

Debido a las
naturales, las
elevadas, no propiami
producto. Esta situal

productos frente a ¢
costos, continua poni

colorantes si;n:ét:icos

La posibilidad ¢
materia prima no deb
bacteriolégico del px
asegurar que 1los prod
de contaminacién micr
esterilizacién puede

ellos.

Por otra parte ¢
dia mayor en cuanto al
toxicolégica adversa,
tiempos una tendencia
lo que a su vez provg

<

dichos colorantes,

pos]

sondiciones de elaboracién de 1los colorantes

lbilidades de contaminacién microbiana son

bnte por el proceso, sino por el manejo del
cién aunada a la baja estabilidad de estos
olorantes artificiales y a la diferencia en

:ndo en desventaja a los naturales frente a los

le exportacién de los colorantes naturales como
e perderse de vista por lo cual, la calidad
oducto es de vital importancia. Es necesario
uctos gque pueden ser exportados, estén exentos
pbiana. El uso de radiaciones como un medioc de

ser un método opcional para la conservacién de

s importante tomar en cuenta la limitacién cada
uso de los colorantes sintéticos por evidencia
por lo que se ha observade en los t1ltimos

al aumento del uso de los colorantes naturales,

ca la necesidad de desarrollar la industria de
de los

iendo necesario contar con estudios
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colorantes naturales que proporcionen informacién acerca de estos y

su potencial de aplicacién en alimentos.

En base a lo anterior se plantearon como objetivos del presente

trabajo los siguiente:

5.2 OBJETIVOS

1.~ OBJETIVO GENERAL. Evaluar el efecto de diferentes niveles
de radiacién ionizante sobre la estabilidad y carga microbiana del
pigmento cochinilla y polvo integro de betabel.

2.~ OBJETIVOS PARTICULARES

a) Evaluar el efecto de diferentes niveles de radiacién
ionizante sobre la estabilidad de algunos pigmentos naturales ante
variables como pH, temperatura, oxigeno y 1luz.

b) Determinar el efecto de diferentes niveles de radiacién
ionizante, en la carga bacteriana de cochinilla y polve de betabel
integro.

5.3 CUADRO METODOLOGICO

En el cuadro nGmero 1.5 se muestra la metodologia seguida en el

presente trabajo.
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a) Recepcién de Materia Prima: Se estudiaron los colorantes
naturales: Cochinilla (Dactilopius cocecus costa) y Betabel (Beta
vulgaris). Ambas muestras fueron proporcionadas por la Compafifa:
SPECTRUM de México S.A de C.V.

Dichas muestras fueron colocadas en frascos color &mbar para
evitar la degradacién que, en un determinado momento, pudieran sufrir
los colorantes antes de ser irradiados. Para la irradiacién de las
muestras de Betabel, se colocaron S0 dgrs en frascos color &mbar
contando con un total de seis frascos para cada muestra. Uno
destinado al blanco y el resto para los diferentes niveles de
irradiacién : 1, 5, 10, 20 y 30 KGy (kilograys=RGy= 1 Joule/Kg)
respectivamente. Para el caso de la cochinilla se colocaron 7 grs de
muestra en cada frasco, ya que de este colorantes no se contaba con

suficiente muestra como para poner 50 grs por frasco.

b) Antes de irradiar se llevaron a cabo pruebas para determinar

la lamda méxima de los colorantes.

Se realizé un barrido en la regién visible de 370 a 560 nm
(nanémetros) para las muestras de Betabel y Cochinilla que sirvieron

como blanco antes de la irradiacién de las muestras.

La cochinilla se solubilizé en agua destilada al 0.05%
agregando 200 ppm de benzoato de sodio como conservador, tantc para
el caso de los muestras a 70 °C como de las puestas a temperatura

ambiente. Posteriormente se filtraron en una tela de angel, papel
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filtro de poro grande y por Gltimo en un papel Whatman #42. Luego se
colocaron en vasos dé precipitado de 250 ml, cubiertos con papel
aluminio y fueron puestos en refrigeracién a 109C por 24 hrs; para
obtener la méxima estabilidad y, segquido a esto, se realizé la

lectura del espectro, en un espectofotémetro Beckmann DV-50 (27,61).

En el caso del betabel, la muestra se solubilizé en agua
destilada al 1% con 200ppm de benzoato de sodio como conservador,
dcido citrico en concentraciones de 100ppm con el propdsito de
precipitar fibra y proteina, para qbtener un producto més estable. A
continuacién las muestras se colocaron en vasos de precipitado y se
cubrieron con pépel aluminio, se dejaron en un refrigerador casero
durante 48 hrs a una temperatura de 102C. Transcurrido este pericdo
se f£iltr6 la muestra en manta de cielo, seguido de la filtracién en
un papel filtro de poro grande y por Gltimo se hicieron pasar por un
papel Wwhatman #42, después el filtrado se centrifugoe a 3000 rpm
durante 30 minutos y entonces se tomd el espectro en la regién
visible de 340-560 nm, para obtener el pico maximo de absorvancia en
un espectofotdémetrc Beckmann DV-50. Una vez determinado el pico
méximoc se paso a la estandardizacién de las condiciones de trabajo,
en donde solamente se leia como cambia la absorvancia en dicho pico a
las diferentes condiciones de experimentacién (pH, 1luz, oxigeno,

Temperatura e irradiacién) (48).

c) Evaluacién de la carga microbiana: Se prepararon diluciones

decimales de la muestra con el colorante homogeneizado con el medio




de cultive adecuado (agar Mc Conkey= coliformes, Agar soya-

triticaseina=bacterias mes6filas aerobias) .

Después de incubar las placas a 37 °C durante 72 hrs se calcula
el nGmero de microorganismos por gramo basandose en el nuamero de

colonias obtenidas.

Se determinaron mes6filos aerobios y coliformes con las

técnicas descritas en el apéndice # I

d) Irradiacién de las muestras: Las muestras colocadas en
frascos color &mbar antes de la irradiacién. fueron transportadas al
ININ (Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares) para ser
irradiadas a: 1, 5, 10, 20 y 30 KGy en un irradiador gammacell 220
(figqura 1-5), con una fuente de Co-60, que emite irradiaciones

gammma.

Después de haber irradiado las muestras, se llevaron a cabo los

pruebas de carga microbiana y estabilidad,

La carga de mes6filos aerébios y coliformes fue evaluada,

empleando las técnicas indicadas en el Apéndice 1I.

e) Determinacién del efecto de las irradiaciones scbre 1la

estabilidad de los colorantes.
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Con el objeto de evaluar el efecto de la irradiacién sobre la
estabilidad de 1los colorantes y ante factores como pH, 1luz,
temperatura y oxigeno, se empleo un disefio ortogonal L16 de

Ingenieria de Calidad.

Tal disefio, se eligio de acuerdo al ntimero y niveles de las
variables, en donde se acordoc tomar solamente dos niveles para cada
variable, tomando como apoyo el diagrama IshiKawa, el cual de una
manera esquemdtica indica los factores gue tienen influencia en 1la
estabilidad de los colorantes asfi como los niveles, como se muestra

en la figura 2-5 (27,61,62).

Para realizar el andlisis estadistico se toma como nivel m&ximo
de la irradiacién 10 KGy por ser la dosis més empleada en la

irradiacién de los alimentos.

De acuerde a las indicaciones del cuadro de Taguchi
correspondiente al arreglo ortogonal L-16, se prepararon los
diferentes muestras, tomande el namero 1 como nivel bajo y el nfimero
2 como nivel alto, por lo que si se observa el cuadro del apéndice II
(tabla 1-A) en donde todos los niveles corresponden al namero 1, el

ejemplo para cochinilla queda: irradiacién : 0 KGy

b luz : con luz
E aire : con aire
c pH : 9

B temperatura : ambiente

y asi sucesivamente.
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La manera de determinar el tipo de arreglo se muestra en el

apéndice II.

El gr&fico linear que se empleo es el que se muestra la figura

2-5 (5,27,52,61).

Para las condiciones de ausencia y presencia de luz, se empleo
papel aluminio y una caja de cartén de 30X30 cm aproximadamente,

completamente sellada de la luz.

Para la presencia de luz se empled con la ayuda de un foco de
'100 Watts puesto a una distancia directa de las muestras de 35 cm, en

un cuarto oscuro.

Para la ausencia de oxigeno, los tubos gque contenian las
muestra fueron burbujeados con nitrégeno durante 10 segundos, dicho
burbujeo se realizaba cada vez que el frasco con tapén rosca era

abierto para medir la absorbancia.

Los dos diferentes pH’s (3 y 9) se ajustaron con é&cido
clorhidrico e hidréxido de sodio respectivamente con la ayuda de un

potenciémetro y un agitador de vidrio.

Las Temperaturas elegfas fueron: temperatura ambiente vy
temperatura de 70 grados centigrados, para el primer caso, las

muestras eran colocadas al medio ambiente y en el segundo caso, se
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FIGURA 2-5 GRAFICO LINEAL UTILIZADO

PARA EL ANALISIS POR METODOS TAGUCHI
GRAFICO L16
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requirié la ayuda de una estufa de incubacién para mantener siempre

constante la temperatura de 70 grados centigrados.

f) Seguimiento: Pérdida de color: una vez especificado el tipo
de arreglo ortogonal y sabiendo las condiciones de 1los 16
experimentos, (apéndice II) se paso a la experimentacién, tomando
lecturas cada hora, por 5 horas en el caso de las muestra a 70¢C,
dichas lecturas fueron suficientes para observar una degradacidn
drédstica del color. En el caso de las muestras a temperatura
ambieni:e, las lecturas se realizaron cada 24 hrs por 5 dias, ya que
de igual manera, transcurrido dicho tiempo, existia ya una
degradacién severa en el color, asi como una disminucién importante

de la absorbancia.

Seguido a lo anterior se continué con la interpretacién de los
resultados mediante el anélisis estadistico-matemitico de los métodos
Taguchi y proseguir con los pasos que continuan en el cuadro

metodolégicao.
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y AﬁALISIS DE RESULTADOS

6.1 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Los andlisis microbiolégicos se determinaron wmediante 1la
técnica descrita en el Apéndice I, los resultados de los mismos se

muestran en la tabla 1-6.

Como lo muestra los resultados de la tabla , para el caso del
baetabel, la cantidad de microorganismos presentes en las muestras sin
tratamiento alguno, fue muy baja, la carga de meséfilos aercbios por
gramo de muestra de de 6.5 x 10 4, en la dilucién 10 e -1 y de 5000
colonias por gramo, en la dilucién 10 e-2. En el caso de la
Cochinilla, se presentaron 8 x 10 4 colonias de mesSfilos aerobios

por gramo en la dilucién de 10 e-1 .

En base a los resultados obtenidos sobre el efecto de las
radiaciones ionizantes, a 1las dosis normalmente usadas en 1la
industria de los alimentos (10 KGRy) sobre las muestras de ambos
colorantes estudiados son suficiente para destruir 1la carga
microbiana inicial que estuvo presente. El uso de rayos gamma como
medio de esterilizacién de los colorantes se recomienda no sea a
niveles mayores de 10 KGRy, ya que estos provocan cambios visuales en
la intensidad y tonalidad de los colorantes, siendo este efecto mucho

més acentuado para la Cochinilla que para el Betabel (14,22,32).
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RESULTADOS
TABLA 1-6

HUESTRA DILUCTON COLIFORMES PRONEDIO MESOFLIOS PROMEDIO

DE LAS LECTURAS

BETABEL BLANCO 10-1 NEGATIVO
10-2 NEGATIVO

BETABEL 1 KGy NEGATIVO*
BETABEL 5 Kay NEGATIVO*
BETABEL 10 KGy NEGATIVO*
BETABEL 20 KGy NEGATIVO*
BETABEL 30 KGy NEGATIVO*
COCHINILLA BLANCO  10-1 NEGATIVO*
COCHINILLA 1 KGy NEGATIVO*
COCHINILLA 5 KGy NEGATIVO*
COCHINILLA 10 Kay NEGATIVO*
COCHINILLA 20 Kay NEGATTVO*
COCHINILLA 30 Kay NEGATIVO*

* EN TODAS LAS DILUCIONES

DE LAS LECTURAS

65 e3 col/g
5 e3 colfg
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
8 ed col/g
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
NEGATIVO*
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6.2 ESPECTRO DE ABSORBANCIA

Para determinar la longitud de onda de méxima absorbancia de
las muestras se corrié el espectro de las muestras en la zona
visible del espectro de la 1luz encontrando que la méxima
absorbancia, para la Cochinilla es de 510 nm (nandémetros), dato que
coincide con lo reportado en la literatura (20,26), donde se reporta
como longitud de onda méxima 510nm de absorbancia para la
cochinilla. Para el caso del Betabel, la longitud de onda méxima
encontrada experimentalmente fue de 520nm, lo cual tambien coincide

con lo reportado en la literatura que es de 520 nanémetros (20,26).

En el caso de ambos colorantes se observé un cambio en la
tonalidad del colorante asi como en la intensidad de los mismos
después de la irradiacién por lo gque se realizé un andlisis de
espectroscopia de infrarrojo con derivada de Fourier, para observar
cambios en la estructura que pudieran relacionarse con los cambios en

tonalidad e intensidad.
6.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON DERIVADA DE FOURIER
Los barridos en el rango infrarrojo fueron llevados a cabo en

un espectroscopio de infrarrojo con deriva de Fourier. Las muestras

fueron preparadas de la siguiente forma:
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con la ayuda de un cilindro, se comprimié el polvo de 1las
muestras para hacerlas pastilla e inmediatamente después, se
colocarcon dentro del espectroscopio para realizar el barrido de 4000
a 400 cm-1 como longitud de onda , de 0 a 100 como % de transmitancia

y de 2 a 0.01 de absorbancia.

Los resultados del barrido se muestran en las gréficas de la
1-6 y 2-6. En estas, se muestran los barridos de colorante de la
cochinilla sin irradiacién (blanco) con el resto de las muestras
sometidas a irradiaci6n. De estas gréaficas se observa, que la
radiacién no provoca un cambio como era de esperarse debido a que la
irradiaci6én es una forma de energla, se esperaba dicho cambio por
medio de un rompimiento de la molécula por excitacién de los

electrones, en la estructura de la Cochinilla.

6.4 ESTUDIO DE INGENIERIA DE
CALIDAD POR MEDIO DE UN ANALISIS DE TAGUCHI

- Las condiciones de cada muestra se determinan de acuerdo al
arreglo ortogonal que se selecciond, en este caso se trata de un
arreglo ortogonal L16, como se demostrd en la metodologfa, de ahi, de

acuerdo la tabla # 1-5 .

Dicho disefio de ingenierfa de calidad tiene como objetivo,
determinar con el minimo de experimentos, 1la influencia de cada
factor para la degradacién de los colorantes, con el minimo de error
(61).
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El andlisis estadistico empleado se incluye en el apéndice II.

Los resultados del andlisis de Taguchi se muestran en las
tablas 2-6 y 3~6 para Cochinilla y Betabel respectivamente, en estas
tablas se muestra la influencia y la interacci6én a los diferentes

tiempos estudiados.

En la parte inferior de la tabla se muestra la suma de los

porcentajes, siendo en todos los casos mayor a 50%,

COCHINILLA: De la tabla # 2-6, se puede mostrar como el factor
de mayor relevancia al aire, sequido de la temperatura y del pH, no
encontrandose un efecto dristico para el caso de la irradiacién. El
nivel del aire es en 2 (con presencia de 02), el de la temperatura 2
{70 grados centigrados) y el del pH es el 1 (pH=3). Las condiclones
favorables para la degradacién de la Cochinilla que se encuentran en
la literatura, concuerdan con las obtenidas en el presente estudio,
(temperaturas elevadas, presencia de 02) (20,26,60). En el caso del
pH, en la literatura se menciona gque son sumameyte resistentes a pH
&cidos, pero en todos los estudios realizados dicho pH Acido de
experimentacién es de 5, por lo que no es comparativo, ya que el pH

empleado en el presente estudio es menor.

El efecto de los diferentes factores puede esquematizarse de la
siguiente manera para el caso de la Cochinilla:
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CONTRIBUCION PORGENTUAL  TARLA 3-

BETABEL

FACTOR TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 3  TIEMPO 4 TIEMPO 5
A 0.7240 0.3390  1.0380 1.5140 1.2050
B 313020 71.8270 45.8240  38.6730  35.9090
¢ 1.6460 1.5830 13,1600 1290 95330
D 6.6770 3I00 | 7 0.8960 0.0000
E 2.9920 0.0000  1.0790 1.6810 1.2610
pe 00000 01930 0000 03190 0.8250
| a0 0.7980 0.3160  0.9380 0.8350 0.3420
EXD 0.0590 4.2580 2.3470 1.7940 1.6470
BXC 5.2480 0.0470 11,4420 18,0150 19.5640
AXC 0.1760 4,050  3.3610 1.71170 1,1510
EXC 0,0590 0,020 0.0000 0.0010 0.2080
BXD 1.2220 0.3380  0.0000 0.0000 0.1830
0 3.7980 03290 5 1g 1.0090 1,4470
BXE 3.8590 0.4520 13,3470 0.6480 1.4140
AR 4.0600 0.0250 92,9710 0.8350 0.3420
SUWA 663590  87.5560 75,0800 76,2170 75,6270

A= TRRADIACION B= TEMPERATURA (= pH D= LUZ E= AIRE X= INTERACCION
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CONTRIBUCTON PORCENTUAL .
COCHINILLA LA 26

FACTOR TIEMPO 1 TIEWPO 2 TIEMPO 3  TIEMPO 4
A LAT4 0,000 00000 0009 |k rmmipracon
B 144965  7.6805 170890 16.4116  [ge TELPERATURA
¢ 68675 99058 90279 ILTIR ge pH
D 81980 6009 44070 38155 (0= LUz
E 11206 214207 qg.q45 168307 k= arge

ME 19149 ST678 oq7ap 3480 e INTERACCION

pp  Odsee 0.8 g gep  0.0013
g 08 o0 g0 00148

BiC 2,947 0,3509  0.1638 1.9468

AXC 20242 4,870  4.7620 3.5740
EXC .1.8881 41210 4,498 3.3760
BXD 0.0199 4.0000 0,000 0.0000

£x0 04752 08767 0.0600 0.6000
BXE 00647 .06 1.0p5 .97

M 16385 G008 4763 4817
SUBA 068645  69.2214  66.0066  69.57%0
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aire > temperatura > pH > luz > irradiacioén

‘La interaccién entre los factores estudiados, como se muestra
en la tabla 2-6, no tiene gran importancia, excepto en el caso de la
irradiacién - temperatura, este resultado no puede considerarse
16gico porque de antemano se sabe, que el factor de relevancia entre
estos dos factores es la temperatura mis no la irradiacién. En
términos generales, el resto de las interacciones es despreciable, y
como se puede observar, la contribucién porcentual se incrementa con

forme pasa el tiempo aungue el efecto continua siendo irrelevante.

La contribucién porcentual de las interacciones, es mds elevada
en el caso, en donde se encuentran los factores de mayor relevancia,
como ya se mencionaron anteriormente: aire, temperatura y pH,v
principalmente. Adem&s se tiene que poner hincapié, que la sumatoria
de las interacciones de los factores es menor de 50%, por lo que no
existe relevacia en estos resultados.

En la grdfica 3-6 se muestra claramente la influencia que
tienen las interacciocnes de los factores de mayor relevancia
(temperatura, pH y aire) en la concentracién del colorante expresada
en porcentaje. De donde obtenemos que las degradaciones méé
drésticas, ( menores concentraciones ), se obtienen cuande tenemos
una presencia de un pH 4cido (1), en condiciones de temperatura (2)

70 oC y la presencia de luz, de igual manera se noto una baja
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concentracién en la interaccién de la temperatura (2) 70 o€ ¥ la

presénciu de luz.

] La mayor estabi}idad , se obtienen manejando un pH (2) = 9 y
una temperatura ambiente, asi como la temperatura ambiente en

interaccién con la ausencia de luz.

BETABEL: Tomando en cuenta la tabla # 3-6 , el betabel, es muy
suceptible a la temperatura (principalmente a temperaturas elevadas)
dejando atrds, el resto de los factores, asf como a las
interacciones, que frente a una contribucién porcentual de 71 a 31 %,
el resto se pueden considerar despreciables. EL segundo factor en
importancia para ellbetabel es la luz Yy el aire, tomando en cuenta
que nuevamente, la temperatura tienen una gran importancia en cuanto
al porcentaje de degradacién, se puede esquematizar el nivel de

importancia de la siguiente manera: (20)
temperatura>>>>>>luz>aire>pH>irradiacién

La siguiente interaccién en porcentaje de importancia se
presenta entre aire e irradiacién, esto es légico, al ser el aire el
factor que presenta mayor relevancia individual, observandose también
en la interaccién combinada, seguido a este la siguiente interaccién
de moyor efecto se presenta con el pH y después la irradiacién, pero
en el Gltimo caso es de minima importancia a diferencia de 1los

anteriores por lo que se puede considerar despreciable.
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BETABEL GRAFICA 4-6
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Si se toma en cuenta la grdfica 4-6; se observa que se tienen
una degradacién muy severa cuando se manejan temperaturas de 70
grados centigrados (Tem 1), independientemente si se trata de
asusencia y/o presencia de luz, asi{ como de una variacién de pH, lo’

cual corrobora lo reportado en literatura (3,6,16,20,65,66).

Para finalizar, en las gré&ficas 5-6 y 6-6, se trata de
expresar de manera grdfica las variaciones que existen entre los
valores de contribucién porcentual de los factores con respecto al
tiempo de Cochinilla y Betabel respectivamente. Notdndose que para
el casc de pH, obtuvo mayor contribucién en el tiempo 1, este tiende
a disminuir para llegar a comportarse de manera constante no siendo
el caso as{, de la temperatura, la cual disminuye en importancia para
finalmente aumentar y tender hacer constante. En el caso del aire
este pasa de ser un factor de poca contribucién a diferencia de les
anteriores para aumentar y tender a ser constante al igual que el

resto de los factores.

El hecho de que los factores tiendan a aumentar y disminuir,
puede explicarse debido a la influencia del tiempo asi como el avance
que va tomande la degradacién del colorante, sin importar la
contribucién porcentual de los factores. Los cuales tienden a ser
constantes, por lo tanto existe un punto en que la degradacién del
colorante vya no avanza, 1llegando, a un punto 'crit:ico de

estabilizacién.
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En el caso del Betabel (gréafica 6-6) ocurre exactamente lo
mismo, a diferencia idnicamente de que el factor de mayor relevancia,

es - la temperatura.
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CONCLUSIONES

como concluciones del presente estudio tenemos:

1.~ La irradiacién es un método eficiente y de vanguardia, para

la esterilizacién de los colorantes naturales.

2.~ La irradiacién utilizada a las dosis normalmente usadas en
la industria de 1los alimentos (10 KGRy) no afecta en abscluto la
estabilidad de ninguno de los colorantes ‘estudiados: Cochinilla Y

Betabel.

3.- No se recomienda el uso de mayores dosis a 20 KGRy para el
casc de la Cochinilla, ya que se observaron combios en la tonalidad

del pigmento, aungue la estabilidad del mismo no se ve afectada.

4.- No es recomendable trabajar el pigmento de Betabel a
temperaturas elevadas va que se . presenta una degradacién
extremadamente severa (96%), cuando se sometio a condiciones de

temperatura de 70 grados centigrados.
5.- El Betabel, no es por tanto un colorante recomendable para

productos de reposteria, confiteria y todo aquel proceso que

involucre la utilizacién de temperaturas elevadas.
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6.- Tomando en cuenta los resultados obtenidos para el
colorantes de Betabel, no se recomienda utilizarlo en condiciones de

acidez elevada.

7.- Se recomienda, utilizar elBetebel a temperaturas bajas, asl
come trabajar en ausencia de luz, aire y pH's con tendencia a la
neutralidad. Esto reduce sensiblemente el potencial de aplicacién en

alimentos.
8.- El espectro de infrarojo con derivada de Fourier que se
corrié para el caso de la Cochinillas, demuestra que no se presentd

cambio alguno en la estructura quimica del colorantes.

9.- Por lo cual se puede concluir que la irradiacién no provoca

ningGn cambio estructural en la Cochinilla.

10.~ El factor de mayor relevancia en la degradacién de 1la

Cochinilla es la presencia de oxigeno.

11.~ La importancia para la degradacién, en orden descendente

de los factores para la Cochinilla es como sigue:

aire > temperatura > pH > luz > irradiacién

© 12.~ De igual manera para el caso del Betabel queda:

Temperatura >>>>>>> luz > aire > pH > irradiacién

-103~



13.- La contribucién porcentual de las interacciones, es wmés
elevada en. el caso donde se encuentran los factores de mayor

relevancia, para ambos colorantes.

14.~ La mayor estabilidad de la Cochinilla se obtiene manejando
un pH = 9 y una temperatura ambiente, asi como la temperatura

ambiente y la ausencia de luz.

15.- La Cochinilla es resistente a condiciones de pH é&cido,

temperaturas elevadas arriba de 70 grados centigrados.
16.- Tomando encuenta las condiciones de estabilidad por lo

cual se puede utilizar para una amplia gama de productos

alimenticios.
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APENCICE I
DETERMINACION DE LA CUENTA MICROBIANA TOTAL EN PLACAS:

Se prepaian diluciones decimales de la muestra colorante
homogeneizado con el medio de cultive adecuado. Después de incubar
las' placas a 30 grados centigrados durante 72hrs, se calcula el
nimero de microorganismos por gramo de muestra, basandose en el
nGmero de colonias obtenidas en cajas de Petri elegias con diluciones
que den resultados significativos.

ENUMERAACION DE LAS BACTERIAS MESOFILAS:

-Agar para el conteo bateriano en placa:

Agar Soya-Tripticaseina 30 grs
Agua destilada 1000 ml

Se ajusta el pH a 7, se vierte en tubos en volumenes de 15 ml y
se esteriliza -durante 20 minutos a 121 grados centigrados en
autoclave. Antes de utilizarlos es necesario licuar el medio,
sometiendo los tubos a bafio maria, manteniendolos a temperatura de

45-48 C.

~S0lucién reguladora de peptona:

Peptona 10.0 grs
Cloruro de sodio 5.0 grs
Fosfato disodico hidrogenado 9.0 grs
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Fosfato potésico dehidrogenado 1.5 grs
Agua Destilada 1000 ml

Se ajusta el pi a 7.0, se vierte en mmataces de 500 ml, en
volumenes de 225ml y en tubos con tapa rosca, en volGmenes de 9 ml.

Se esteriliza durante 20 min a 121 grados centigrados en autoclave.
PROCEDIMIENTO,

Se pesa 1 gr de muestra y se aflade a 100ml de solucién
reguladora de peptona. Se agita hasta homogeneizar perfectamente (+-
2.5 min). Se toma un mililitro de la mezcla con una pipeta
volumétrica, y se vierte en un tubo que contenga 9 ml; de solucién

reguladora de peptona; se mezcla cuidadosamente.

Con la misma pipeta se toma 1ml de la primera dilucién y se
vierte en un segundo tubo con 9 ml dee solucién rreguladora; se
homogeniza agitando cuidadosamente. De esta manera se obtiene 1la

segunda dilucidn.

Se repite la operacién dos veces mds, obteniendose 4
diluciones, de cada una de las cuales se toma 1 ml mezclando
uniformemente con 5§ ml de agar para computo bateriano, la mezcla
anterior se vierte en cajas de Petri previamente marcadas y por

duplicado, y se dejan solidificar.
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Las cajas asi preparadas se incuban, invertidas, durante 72 hrs

a 30 grasos centigrados.

Después de la incubacién se cuentan todas las colonias de las

cajas y se anotan los resultados por cada dilucién contada.

Cuando las cajas examinadad no contienen ninguna coleonia, el
resultado se expresa de la siguiente manera: menos de 10 baterias por

gramo de muestra.

Cuando las casja (dilucién 1:10) contienen menos de 30
colonias, el resultado se expresa: menos de 3 X 10 e 2 bacterias por

gramo de muestra.

cuando hay m&s de 30 colonias, se cuentan las colonias de las
dos placas de una misma dilucién y se calcula la media. la cual se
multiplica por el inverso de 1la dilucién correspondientes,
obteniendose el namero de bacterias por gramo de mueustra.

DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES

Preparacién de medios:

~-Agar para el compute en placa:

Agar McConkey: Gelisato 17 grs
Polipeptona 3 grs
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Lactosa 1o grs

8ales biliares 1.5 grs
-Cloruro de Sodia 5 grs
Agar 13.5 qrs
Rojo neutro 0.03 grs
Cristal violeta 0.001 grs

La manera de prpeararlo es disolviendo 50 grs del producﬁo
anterior en 1000 ml de agua destilada, obteniendose un medic con pH
final de 7.0 El procedimiento es idéntico al descrito para la cuenta

de baterias meséfilas.
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APENDICE IX
_ DISERO DE INGENIERIA DE CALIDAD

Para saber, la influencia que tienen las diferentes condicicnes
como: Temperatura, pH, Luz, Oxigeno y RADIACION en la estabilidad de
los colorantes se realizé un disefio experimental de Ingenierria de
Calidad por métodos Taguchi, para disminuir 1la cantidad de
experimentos a solo 32, y asi reducir el tiempo de experimentacién y
los costos del mismo, al mismo tiempo se garantiza el minimo error y
exactitud de los resultados con la minima cantidad posible de

experimentos.

Se determiné que el arreglo ortogonal del que se tratabe, era
un arreglo L16 mediante los grados de 1libertad, 1los cuales se

calcularon de la siguiente forma:

VA=RA -1
donde VA= grados de libertad del factor A o N

KA= n@mero de niveles

Para el caso del namero de niveles, estos en todos los casos

fueron dos, por lo que entonces:

VA= 2-1 = 1
VB= 2-1 =1
VC= 2-1 = 1
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VD= 2-1 =1
VE= 2-1 =1
Donde :

A= IRRADIACION
B= TEMPERATURA
C= pH

D= LUZ

E= AIRE

en donde las interacciones interasadas son:

interaccién
interaccién
interaccion
interaccidn
interaccién
interaccién

interaccién

de la irradiacién con la temperatura
de la irrradiacién con el pH

de la irradiacién con'la luz

de la irradiacién con el aire

del pH con el aire

del pH con la temperatura

del pH con la luz

intteraccién del aire con la temperatura

interaccién

interaccién

de la temperatura con la luz

de la luz con el aire

Por lo que de esta forma se evaluan todas las interacciones

posibles.

Los gardoé de libertad de le interacciones son:

v

AXB

= V A*V B
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V AXB = 1 V CXB =1
VAXC =1 V CcXD = 1
VAXD = 1 V EXB =1
VARE = 1 V BXD = 1
VCXE =1 VEXD=i

La sumatoria para todos los grados de libertad tanto de las

interacciones como de los factores = 5+10 = 15

Los grados de libertad totales; para un arreglo ortogonal es:

V LN= N-1
Vv LN = grados de libetrad TOTALES y n= NUEMRO DE EVENTOS

Tomando un arreglo L16 se cumple con las caracteristicas de:
VILN> 0 = V INTERACCIONES Y FACTORES

VLN = 16 - 1 = 15

N= 16 15=15

Por lo que se selecioné un arreglo ortogonal LI~.
El nimerro designado del grdfico a cad factor es tomando en
cuenta su importancia. El1 resto de los factores se asignaron en el

orden en que se pensaba influenciaban m&s a las caracteristicas a

evaluar, ain cuando los resultados implican orden de prioridad.
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De acuerdo a este arreglo, se obtuvo un disefio de resolucién de
3, en el que todos los factores e interacciones pueden estimarse sin
gue exista confusién entre ellos. Se decidio hacer una sola
repeticidn por evento para obetner un 90% de confiabilidad en la
deteccidén de un camino de aproximadamente 1 1/3 de la desviacién
estandar. E1 orden para realizar los eventos fue elegido por
ceonveniencia, para disminuir <costos, y tiempo en el caso

principalmente de la cochinilla.

El cuadro para determinar 1las caracteristicas de cada

esperimento, se muestra en la tabla # 1-a.
Una vez obtenidos los resultados se prosigulo al anélisis

estadistico de los mismos, en donde basicamente se utilizaron ANOVAS

(5,27,52,61).
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El andlisis estadistico empleado es como sigue:

Con las absorbancias obtenidas en las longitudes médximas
conforme el tiempo, que dependia de si era temperatura ambiente,
donde las lecturas se realizaban cada 24 horas, o a 70 grados
centigrados donde las lecturas se realizaban cada hora, y en base a
la tabla de taguchi ( tabla # 1-~A) se agrupaban los datos como
muestra en la tabla # 2-A. Posteriormente, dichas absorbancias se
traducen a concentraciones, tomando la inicial como un 100% y de ahi
por medio de una regla de 3, se calculan las demis. Después se

calcula la suma de cuadrados de cada factor para cada nivel:

SSA= (Al-A2)elevado 2/ N
Al= suma de cuadrados del bloque que se trate del nivel 1
A2= suma de cuadrados del bloque que se trate del nivel 2

N= total de observaciones, que en este caso = 16

Posterjormente se calculan 1los grados de libertad para el

factor del que se trate :

GLA= 2-1
porque se trata en todos los casos solo de dos niveles
después se calcula la varianza del factor

VA= SSA/GLA

después se calcula la suma de cuadrados totales para cada

bloque (SST), seguido del célculo de T (suma de todas las
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observaciones) osea, la suma de las absorbancias del blogue que se
trate, después se calcula el SSM { suma de cuadrados medios ) gue es
igual a T elevada al cuadrado entre N que es igual, como ya se dijo a
16. Después se calcula sstd que es igual SST- T, seguldo del célculo
de ssa que es la suma de todas la varianzas (de cada factor de un
blogue determinado), después se calcula SSE que es la suma total del
error y es igual sstd menos ssa y por Gltimo se calcula la VE que es
la varianza del error y es igual a SSE entre GLE (grados de libertad
del error) que es igual a nGmero total de observaciones menos 1,

entonces en este caso es igual a 16 menos 1.

Para mayor entendimiento de lo anterior, se muestra la tabla #

2~A.

Después de lo anterior, fabricé una tabla, en donde se acomoda
en orden ascendente, junto con la fuente, el 8§ y se procede a
rearreglar el error debido a que en algunos casos es negativo, y se

arregla como sigue:

si el error para el blogue 1 de la cochinilla es -0.00887 y el
8S primero es de 0.38, entonces su error serd: 0.38 + (-
0.00887), lo que da como resultado un valor igual a 2.50113 y la si
la segunda fuente tiene un S5 de 2.13, su error seri : 2.50113 + 2.13
y asi sucesivamente. Los GLE se van acumulando de igual forma como se
muestra en la tabla # 3-A, y la VE (varianza del error) serd igual a
_E/QLE. Después, se calcula la Fcal que es igual a SS de cada factor

entre VE (varianza del error), para saber a diferentes niveles de
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confidencia, si existe o no diferencia significativa, comparando esta
Fcal, con las reportadas en las tablas, seguido de esto se calcula la
contribuci6n porcentual de cada factor (Percent Contribution), la
cual es la porcién de la variacién total observada en el experimento
atribuida a cada factor significante y/o interaccién, es funcién de
la suma del cuadrado de cada factor significante. La contribucién
porcentual indica el poder relativo de 1los factores y/o de las
interacciones para reducir la variacién. Se calcula o es igual
(SSA'/S5ST)*100. El SSA' es la suma de cuadrados esperada para un

determinado factor y se calcula mediante:

8SA'= SS~VE
donde
SS es la suma de cuadrados de cada factor y se calcula como ya

se mencion6: SSA= (Al-A2) elevado al cuadrado /N.

otra forma para la interpretacién de los resultados es mediante
el método de observacién, el cual consiste en arreglar el cuadro de
taguchi (ver tabla 1-a) de acuerdo a las concentraciones obtenidas de
las absorbancias para el primer tiempo, para saber que nivel de cada
factor es el que afecta a la degradacién del colorante. Para mejor

entendimiento referirse a la tabla 4-A (5,9,21,27,52,61,62,66).
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TABLA 4-
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TRBLR DE EJEMPLO, PARA CALCULO DE
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