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1. RESUMEN

"/ En la actulaidad se puede observar una marcada tendencia hacla el uso de colorantes

‘de origen natural, principaimente en el 4rea de los rojos, pues éstos son ampliamente
utllizados en alimentos, tarmacos y cosméticos y son, de los colorantes artificiales los
que mas restriccion estan teniendo en su uso. Los colorantes naturales pueden parecer
inadecuados para su aplicacién en alimentos si se les compara con los colorantes
sintéticos en cuanto a estabilidad y poder tintéreo, sin embargo, investigaciones
racientes muestran propiedades superiores de los colorantes naturales respecto a
aspectos toxicos, quimicos y tecnoldgicos. Por otra parte, a fin de dar solucién a los
problemas de estabilidad que estos colorantes naturales puedan presentar, algunas
industrias buscan mediante su formulacion daries proteccion y por tanto una vida UGtil
mayor. Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue preparar un producto
en polvo a partir de oleorresina de chile ancho, a través de la adecuacion tecnolbgica del
método de emuisién seca, buscando dar mayor estabilidad a la oleorresina, asi como
una mejor maleabilidad, al formularia como un polvo.

La técnica de emulsién seca, es basicamente un sistema de secado de una emulsion
mediante su adsorcion, ésta es ampliamente usada en el drea de farmacia para proteger
farmacos susceptible a degradacion, obteniendo ademds un sistema de liberacion
controlado. Qurante el desarrollo de este trabajo se Hevd a cabo la adecuacion
tecnolégica de esta técnica para su uso en alimentos, para lo cual se variaron las
velocidades de agitacién para obtener la emulsion (4000, 8000 y 10,000 rpm) y fa
temperatura (ambienfe y 40 °C). Las variables de respuesta fueron: Formacion de la
emulsién seca (+ 0 -), aspecto del polvo-particula obtenida {polvo que pasara malla 100,
para reducir el efecto controlado) y tiempo de obtencion. Como variables en la
formulacion se manejaron 2 pH (2.5 y 6.0) y adicion o no de antioxidante (BHT 0.1 %), la
variable de respuesta aqui fue la estabilidad del polvo obtenido (emuision seca) con
respecto a la oleorresina comercial a 2 diferentes niveles de luz (presencia o ausencia),
aire {presencia o ausencia) y temperatura (4°C y ambiente 29°C}, en un periodo de 22
dias. Los resultados obtenidos para formar ta emulsion seca fueron: vel. de 8000 rpm a
temperatura ambiente. El producto obtenido tuvo que someterse a reduccion de tamario.
En cuanto a la estabilidad obtenida, ésta fue buena presentando ia misma tendencia
que &l extracto comercial.



INTRODUCCION

'Dhrénfe.sialos el color ha tenido un papel importante en la vida del hombre; en
valirynentos, el color es tradicional e inconscientemente es asociado a la calidad (82).
Varios estudios han demostrado que la percepcién del sabor no es comecta si los
’ alimentos no presentan la coloracién adecuada (62) lo cual se debe a que el color es
generalmente a primera impresion que tenemos de éstos y asi los consumidores tienden

a asociar colores y tonos particulares a cada alimento (45).

En la industria alimentaria los colorantes ayudan a satisfacer el aspecto y uniformidad
que todo producto hoy en dia debe poseer (56) éstos se caracterizan por contar con
grupos que les confieren cierta habilidad para absorber luz, razén por la que aparecen

como sustancias coloridas (69).

Los colorantes se clasifican en certificados y no certificados. Los colorantes cerificados
son compuestos que se sintetizan quimicamente con un alto grado de pureza; los ho
certificados incluyen a los colorantes naturales y a los compuestos naturales idénticos;
es decir, la réplica quimica de los colorantes naturales (53, 62). Los colorantes
artificiales o certificados han sido por afios ideales para reemplazar colorantes naturales
debido a la homogeneidad en tonalidad entre lotes y a su bajo costo (56). Sin embargo,
la situacién legal de estos ha cambiado paulatinamente con el paso de los afios, ya que
ha ido aumentando la restriccién en su uso por la Foods and Drug Administration
{F.D.A.), debido a que estudios toxicoldgicos han demostrado que algunos son nocivos

para la salud, como es el caso de los rojos No. 1, 2 y 4 (52,55).

Lo anterior provoca que la industria alimentaria influenciada por la legislacion y los

cambios en los patrones de consumo adopte una tendencia hacia el uso de colorantes



B _»cjle"étjg'an natural, principalmente en el drea de los rojos pues éstos son ampliamente

utilizados en alimentos (8,16).

Los‘colorantes naturales pueden ser de origen animal, vegetal o mineral (53). Dentro de
los colorantes de origen vegetal destacan por su importancia los carotenoides, ya que
algunos son precursores de vitamina A (26,43,62). Los carotenoides son componentes
caracteristicos de frutos como la zanahoria, el brécoli, el melon, la papaya y diferentes
tipos de capsicum (pimiento, paprica, chile ancho, etc.), entre otros, obteniéndose
extractos coloridos que van desde el amarillo hasta el rojo (36). De los pigmentos rojos
que se extraen de estas fuentes naturales, sobresalen aquellos obtenidos a partir de las

diterentes variedades de capsicum (24,36) entre los que se encuentra el chile ancho.

El extracto obtenido del chile ancho (Capsicum annum grossum), asi como de otras
variedades de capsicum, se presenta en forma de oleorresina; si se considera que ia
adicion de colorantes naturales en alimentos es en cantidades que van del 0.01 al 1 %
(17, Extract-Qil, S.A.) ya que son extractos concentrados, la aplicacion de las
oleorresinas como tal puede ser mds complicada que el empleo de un colorante en

polvo.

Para facilitar la manipulacién de las oleorresinas (principalmente la de paprika), tanto
para realizar estudios como en su aplicacion, se han empleado diferentes procesos para
solidificarla como son: la cristalizacion (24), la micronizacion, la microencapsulacion por
métodos como el secado por aspersion (58) y la absorcion en ciclodextrinas (27). Sin
embargo, aunque la cristalizacién es un método sencillo y rapido, el uso de los cristales
se ve restringido por el tipo de reactivos que se emplean para obtenerlos (cloruro de

bario, nitrato de plata, etc.) ya que pueden quedar presentes en los cristales y causar



(6xiddad. kesp’bcto a la micronizacién, ésta se encuentra en investigacién resultando un

B _mitodb'ad'orhis caro por la necesidad de emplear equipos sofisticados.

: En lo que se refiere a la microencapsulacion y la absorcidn en ciclodextrinas,
proporcionan productos de buena calidad y provocan un dafio minimo al colorante, pero
no debe perderse de vista que por si solo el pigmento tiene ya un elevado costo {debido
a toda la tecnologia que implica su obtencién y por ofra parte a que en todos los ¢asos
{os rendimientos de extraccidn son bajos), el cual se ve seriamente incrementado por la

aplicacién de estos procesos.

Tomando en cuenta lo anterior, surge ia necesidad de buscar alternativas tecnoldgicas
que permitan obtener productos de buena calidad y excelente estabilidad, ya sea
modificando, mejorando y/o redisefando su formulacion o mediante técnicas menos
sofisticadas o costosas que permitan obtener colorante en polvo al menor costo posible,
proporcionando ademas at pigmento mayor vida Oti, asi como ventajas en cuanto a su
manejo. Asi, en el presente trabajo se empled como esquema a seguir el método de la
emulsion seca, técnita que por las caracteristicas del equipo y material que emplea para
proporcionar proteccion al principio activo o en este caso colorante, puede ser una

buena opcion.



Objetivo General

Prebarar un prﬁducto en polvo a partir de oleorresina de chile ancho, a través de la :

adecuacion tecnolégica del método de Emulsion Seca.

Objetivos Particulares
« . Adecuacién de la técnica emuision seca para su uso en oleofresina de chile”’
ancho ’

« Evaluar experimentaimente los factores tecnélogicos que intervienen en »I'a ] .
tacnica emulsion seca durante la adecuacion de la misma i .

o Evaluar la estabilidad del producto obtenido (emulsién seca de oleofresiné dé-
chile ancho).




© 3. Antecedantes

3.1. Importancia del Uso de Colorantes en Alimentos.

Los colorantes empleados en alimentos representan una categoria especial dentro
de los aditivos (42,53). Su uso se remonta a por lo menos hace 3000 aifios,
empledndose en un inicio de manera natural al adicionar especias y condimentos
que impartian color al alimento y después adicionando extractos de animales,
plantas y suelos. En 1856 se crea el primer colorante sintético con fines
comerciales, el cual presentaba caracteristicas superiores de poder ftintéreo,

estabilidad y uniformidad que los colorantes de tipo natural (9,53,68).

Como se sabe, la importancia del color en alimentos no es una preocupacién actual,
ya que éstos han influido y siguen influyendo en la percepcion, motivacién, emocion,
aprendizaje y manera de pensar de los consumidores (20,44,45). Algunos estudios
han mostrado que los alimentos no gustan si no presentan el color adecuado,
afectando ademas caracteristicas de olor, sabor y textura (35,68). En alimentos
procesados esto es aun mas importante, pues durante el proceso puede perderse
intensidad en el color, presentarse cambios a coloraciones no deseadas e incluso
puede haber pérdida total del color, haciéndose indispensable el uso de aditivos

colorantes para restituir fa apariencia (5,10,35).

Los colorantes pueden ser adicionados a los alimentos por las siguientes razones

(20,22,35,53):

. Establecer la apariencia original cuando el color natural ha sido degradado por
el proceso,

- Garantizar uniformidad de color en un producto o lote

H



ntensificar el color presente.

S . :'Protecdén para otros componentes del alimento (como las vitaminas.).
Para dar una apariencia atractiva.

k .. Preservar caracteristicas por las que un alimento es reconocido.

. ' Servir como indice visual de calidad.

. Realzar la presentacién de! alimento,

Para que un colorante pueda ser adicionado a un alimento debe cumplir con ciertos

paramétros como son (17,22):

. No ser téxico en los niveles utilizados.

. Serinsaboros e inoloros.

. Presentar estabilidad aceptable frente a factores como luz, pH, potencia oxldo—
reduccién y actividad microbiana.

. Ser compatible con al menos un componente del alimento.

. Tener un elevado poder tintéreo,

Por lo anterior, los colorantes naturales pueden parecer inadecuados para su
aplicacién en alimentos, si se les compara con los colorantes sintéticos en cuanto a
estabilidad y poder tintéreo; sin embargo, en los Gltimos afos las investigaciones
realizadas muestran que los colorantes naturales presentan propiedades superiores
a los sintéticos con respecto a aspectos toxicos, quimicos y tecnoldégicos

(10,62,64).

Por otra parte debe tenerse en cuenta la tendencia de los consumidores (10,53), en
los cuales ha surgido una cierta angustia ante la evidencia del! vinculo entre

algunos colorantes de tipo sintético y enfermedades como el cancer, transtornos



" neviosos, ‘enfermedades cardio jlares y probl de comportamiento y

E -:aprendiza]e en nifios hiperquinéticos (28,44,62). En 1985 el Departamento de

Investigacién del Consumidor de E.U., realizd un estudio con 200 amas de casa, en
donde se analizo Ia actitud del consumidor hacia los colorantes y como afecta ésto
;n la decisién de compra, observandose un rechazo hacia los colorantes sintéticos y
la preferencia de los colorantes naturales, lo cual se ha confirmado con otros
estudios (22,44,45,50,62), donde se observa que la tendencia actual conduce hacia
los alimentos "naturales" y las etiquetas limpias; es decir, que no inciten temores en

el publico en cuanto a posibles enfermedades como las ya mencionadas (28).

En la mente del consumidor la palabra "natural" sugiere seguridad, razon por la que
éste busca cada vez mayor y mejor informacién en las etiquetas de los alimentos
que consume, principaimente aquella referida al contenido de componentes como el
colesterol, los conservadores, nivel de sal o0.azlcar y presencia de colorantes de
tipo artificial, evitando ingerir aquellos que puedan representar un riesgo para su
salud; o sea, que existe un interés creciente hacia la seguridad mas que hacia el

pracio (2,28).

3.1.1. Clasificacidn de Colorantes

De acuerdo con la FDA (Food and Drug Administration), los colorantes se clasifican
en certificados y no certificados (20,42,50,62,70). Los colorantes certificados son
aquellos obtenidos por sintesis quimica y cuyas especificaciones de pureza son
establecidas por la FDA. Originalmente eran derivados de alquitran (parte de una

familia de compuestos quimicos conocidos como tintes anilinicos), que en la



¥ icfualidad'ya no se emplea como materia prima (28). Dentro de éstos pueden

qlstinqulrie 2 tipos: lostintes y las lacas.

Los tintes son sustancias solubles en agua, las cuales imparten color por

- disolucién y en general presentan problemas de estabilidad. Comerciaimente

pueden encontrarse en polvo, en forma granular, en liquido, pasta y para uso en
dispersién con biéxido de titanio. No se indican limites de aplicacion para éstos;
sin embargo, as buenas practicas de manufactura sugieren para su uso menos
de 300 ppm. (2, 28,45,70).

Las lacas son una extensioén de los tintes, tratadas en un sustrato de hidrato de
alumina. Son insolubles en agua y solubles en disolventes orgdnicos e imparten
su color por dispersidn. Estas son mds estables frente a factores fisicos y
quimicos que los tintes y producen tonos mas fuertes en el producto final, pero
tienden a la coalescencia necesitando un vehiculo para su aplicacion, aunado a
esta desvestaja, se encuentra ademas su alto costo mayor al de los tintes
(2,20,45,62,70).

Los colorantes no certificados son los llamados “colorantes naturales” (9,45,50).

Estos son obtenidos de fuentes vegetales, animales o minerales o como duplicados

sintéticos de los colorantes naturales (24,26), aunque en su mayoria son de origen

vegetal (62). Dentro de éstos se encuentran la clorofila, cochinilla, circuma, annato,

paprika, jugo de betabel, extractos de chile ancho, bixina, negro carbén, 6xido de

titanio, etc. (9,20,62,65).

Una clasificacion general de estos colorantes se muestra en el Cuadro 1. Como

puede observarse, los colorantes naturales provienen en su gran mayoria de

vegetales, ya que éstos ofrecen gran diversidad de fuentes asi como de colores

(5,53). Estos pigmentos vegetales pueden dividirse, seguin Bennién (1980), en tres



clases, con base en su estructura quimica y propiedades: 1) Clorofilas, 2)

‘Carotencides y 3) flavonoides.

CUADRO 1. CLASIFICACION GENERAL DE COLORANTES NATURALES

p
f y petunidina (holisjo de uva). \

y { )

Bixinay apo-8
v Iy ; 0

Curcumina (raiz de circuma)
Taninos (uvas}

Rol Acid
¢4

Animaies Hemoglobina
Mioglobina
Dioxido de titanio (anatasa)
Color fo (hidrd itica de azicares)

Fuente: Fonseca, L.A.; (1991) Curso Aditivos y Desarrolio de Nuevos Productos en la Industria
de Parte

Las clorofilas son pigmentos verdes que juegan un papel importante en fa
fotosintesis de las plantas y se encuentran dentro de los cloroplastos. Son
complejos de magnesio con compuestos porfirinicos y sus derivados, conteniendo
un anillo isociclico. Estos son extraidos de las plantas y estan aprobados para su

uso en alimentos en paises como Canada (5,17,28,53).

Los flavonoides constituyen un grupo héterogéneo, el cual incluye flavonas,
antocianinas, flavonoles, flavanoles, leucoantocianinas y otros componentes
fendlicos. Se encuentran ampliamente distribuidos en las frutas y vegetales, en la

savia de las células, son substancias hidrosolubles y e! grupo mas importante lo



‘representan las antocianinas, responsables del color rojo de muchas frutas, flores y

» ‘vegetales y del azul de las uvas (5,26,28).

‘Los carotenos, al igual que las clorofilas, son pigmentos liposolubles que dan
coloraciones de amarillo a rojo-naranja. Algunos estan presentes en los plastidos y
cloroplastos de las plantas junto con la clorofila, otros estan en los cromoplastos y
algunos méas se encuentran en el citoplasma en forma de pequefios cristales.
Quimicamente existen 2 tipos de carotenoides: Los carotenos, que contienen
unicamente carbono e hidrégeno y las xantofilas, que contienen carbono, hidrégeno

y oxigeno (4,28,28).

Los colorantes naturales presentan en su estructura quimica grupos cromoéforos
(28,68,71), que son substancias que absorben a déterminada longitud de onda y es
por esta capacidad de absorber luz que aparecen como substancias coloridas (68),
dentro éstos se encuentran incluidos los terpenos (carotenoides), compuestos
aromaticos (flavonoides, quinonas, antocianinas), alcaloides (sales cuaternarias de
amonio), fenalonas (curcuma) y las porfirinas (mioglobina, clorofila, y sus derivados)

(28,68,71).

3.1.2. Legislacién

“Los colorantes empleados en alimentos estan sujetos a restricciones diferentes en
cada pais, ain cuando organismos intemacionales como la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) o la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y [a
Alimentacién (FAQ), tratan de reguilarios en busca de su libre comercio a nivel

mundial (36,57).

10



Ay Eﬁ .g;nefal ,: el método de certificacion de los colorantes abarca una serie de

. éstudios (6] entré los cuales estan los de toxicidad aguda, toxicidad de corto y largo

pIaio. estudios de teratogenicidad y de mutagenicidad (Drake, J.J.P.-1980- citado
pof Hayward 1992, referencia 28). En los Estados Unidos, los colorantes han sido
legislados desde 1886 por el Congreso, quien establecid principios de uso para
estos aditivos; después, en 1907, se establecié un programa voluntario de
certificacién de colorantes (53). En 1938 el proceso de certificacion fue retomado
por la FDA, generdndose la legislacion federal en el drea de seguridad alimentaria
"Federal Food, Drug and Cosmetic Act.", ley manejada por el Departamento de
Salud, Educacion y Bienestar, la cual fue enmendada en 1960, definiendo el
término "aditivo colorante" como cualquier tinte, pigmento u otra sustancia capaz de
impartir color a un alimento o cosmético (5,45,53). Las reglas que gobiemnan el uso
de colorantes cambian constantemente, siendo al momento la FDA Ia autoridad que

establece el uso, limites y tolerancias de estos aditivos colorantes (42,45,51,62).

En Meéxico, la Secretaria de Salud es quien regula el uso de aditivos alimentarios
(entre ellos los colorantes) mediante el Regiamento de la Ley General de Salud en
Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servitios, publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 18 de Enero de 1988 y
aunque este no ha sufrido enmiendas hasta el momento, se consideraron para esta
reglamentacién muchos de los puntos que se marcaban por la FDA en éste y otros

rubros,

La legislacion mexicana define a un colorante como aquella sustancia obtenida a
partir de vegetales, animales o minerales o por sintesis quimica, para impartir o
acentuar el color. Dicho reglamento reconoce 3 subdivisiones de los colorantes a

saber:



e quoréht_es orgéhlcos-naturales: entre ellos estan el aceite de zanahoria, achiote,
annato, carctenos, caramelo, cochinilla, pimiento, pimiento-oleorresina, etc. Estos

" estan excentos de certificacion por considerarse inocuos,

- Colorantes organicos sintéticos o colorantes artificiales: Son el amarillo # &
(tartrazina), azul # 1 (azul brillante FPC), azul # 2 (indigotina), rojo #3 (eritrocina),
rojo citrico # 2 (s6lo se permite para colorear la corteza de naranjas), rojo # 40 y

verde # 3 (verde firme FCF).

- Colorantes orgdnico mineral y mineral permitidos: son el gluconato ferroso y el

dioxido de titanio.

3.1.3. Aplicaciones

El color en un alimento es sin duda una propiedad importante en cuanto a
aceptacion o rechazo por parte del consumidor, pues éste y la apariencia general
son el primer contacto que se tiene con los alimentos (21,22,68), razon por la que se
emplean colorantes naturales o artificiales que permiten cambiar, atenuar, acentuar
o estabilizar el color de los productos, a fin de hacerlos atractivos al consumidor

(9.,23).

En la actualidad, pese a que los colorantes artificiales ofrecen mayores ventajas en
cuanto a homogeneidad entre lotes y bajo costo, estan siendo restringidos cada vez
mds por sus efectos toxicos (23,28,56,68), representando asi los colorantes
naturales una gran alternativa como aditivos en la industria de alimentos (9,37),

muestra de ello es el numero de patentes registradas sobre la obtencion de
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.c‘olorantes .&e fué'ntes naturales que para 1987 fue de 356 (contra 71 patentes de
‘ ‘cqlorln‘t.es obtenidos de manera sintética), de las cuales el 22 % comesponde a
los carotenos, seguidos de las antocianinas con el 13.7 %, las betalainas con el
7.3 % , el annato con 6.38 %, la clorofila con 4.4 %, el color caramelo con 3.88 %,
los carmines de la cochinilla con 3.3 %, los flavonoides con 2.77 %, las ficocianinas
con 2.77 % y el cacao con 2.5 %; el 37.38 % restante comprende diferentes

compuestos coloridos clasificados como micelaneos (21).

En lo que respecta a los carotenoides, estos se han venido usando en la
manufactura de alimentos desde 1950 (30) y en la actualidad representan una de
las fuentes mas importantes en lo que a pigmentos se refiere, ya que numerosos
estudios muestran cierta relacion entre la ingesta de alimentos frescos ricos en
carotenoides y ia disminucién de enfermedades como cancer en pulmon, cervical,
es6fago, colon y préstata, asi como de enfermedades cardiovasculares, razones por
las que los alimentos procesados que indican en el marbete la presencia de éstos

como colorantes tienen gran demanda en el mercado (30,31,38,40).

Dentro de los carotenos, los mas empleados como colorantes son el beta-apo-8-
carotenal (rojo), la cantaxantina (rojo purpura), la astaxantina (rojo) y el B-caroteno
(rojo-naranja), los cuales tienen aplicacion en productos como mantequillas,
margarinas, helados, aceites, bebidas, aderezos, caramelos, huevo de gallina y
otros productos como los alimentos balanceados para pollo (2,26,28,30,36,58). Tal
es la importancia de éstos que a nivel comercial se estan elaborando de manera
sintética, llamandoseles también colorantes naturales idénticos, ya que se producen

con las mismas caracteristicas que los obtenidos de vegetales y plantas (53,58).



" Otros colorantes naturales que tiene aplicacion en alimentos son:
“,.{ : Pﬁbrika, la cual estd constituida por diferentes carotenoides y da coloraciones

’ ‘quo vhn de amarilio a rojo; ésta tiene aplicacion en cereales, reposteria, quesos

y condimentos (12,24,26).

Camin (rojo cochinilla), éste da tonalidades que van de los rojos intensos hasta
los rojos claros y se emplea en productos como caramelos, yoghurts, helados,
malteadas y jarabes (9,12,62).

Concentrado de ardndano, el cual es muy estable a pH acido y ha tenido gran
aplicacion en yoghurtr, pies (pay), cereales y tés (12).

Extracto de betabel, cuyo nombre comercial es beet; éste se emplea en
combinacién con caramelo obteniéndose diferentes tonalidades de rojo para su
aplicacién en productos como: pudines, caramelos, resposteria y productos
lactaos (9,12).

Clorofilas, son pigmentos verdes que se emplean en productos enlatados,
reposteria, sopas y productos lacteos (28,53)

Antocianinas de color azul, utilizadas en helados, refrescos, productos camicos
de proteina de soya y gelatinas (28,53)

Color caramelo, el cual imparte un color café obscuro, se emplea en refrescos
carbonatados y acidificados, en panaderia y reposteria (5,28).

Ctrcuma, ésta da un color amarilio-naranja y se utiliza en productos como sopas
de pasta, mostaza, consomeés, dulces, galletas, productos lacteos, confiteria y
otros productos deshidratados (35,61).

Extracto de zanahoria, el cual se emplea en productos como mantequilla,

margarina y queso (26).

Como puede cbservarse, los colorantes rojos tiene gran demanda en el mercado,

razén por la cual se siguen buscando altemativas de fuentes naturales para la
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S ob'te_‘ﬁcls‘ri de estas pigmentos; tal es el caso del extracto de chile ancho, que puede
S ,daf tdﬁalidadas desde amarillo-naranja hasta rojo (65) y el cual a nivel industrial esta

. Slehdo obtenido por empresas como Spectrum de México y Bioquimex,

3.2 Presentaciones Comerciales de Colorantes Naturales

Como ya se ha mencionado, e! color es un ingrediente muy importante de los

alimentos, ya que este puede ser la llave del triunfo o fracaso de los mismos (45),

razén por la que la industria de colorantes se preocupa dia con dia por ofrecer

alternativas especialmente en lo que a colorantes naturales se refiere (5,9,21).

Existen diversas presentaciones comerciales de colorantes naturales como:

I. Cochinilla

De la cochinilla se obtiene diferentes colores rojos, los cuales tienen diversas

presentaciones a saber (21,23,62):

L

Carmin: colorante rojo claro el cual se usa principalmente en alimentos donde la
base principal es agua o alcohol. Proporciona coloraciones claras en soluciones

diluidas de agua.

. Carmin é4cido estable: Este colorante posee una tonalidad rojiza clara,

ligeramente viscoso, presenta un minimo de 2,5 % de acido carminico y esta
disponible tnicamente en polvo. Puede utilizarse en alimentos donde la base
principal sea agua o alcohol.

Acido liquido: Solucién color rojo magenta, compuesto por carmin, agua,
hidréxido de amonio, sodio y glicerina; contiene como minimo 3.5 % de acido
carminico y esta disefiado para alimentos a base de agua con un pH mayor a

3.5.



e f."'d."vCannln'chr. Color rojo magenta con poder colorante no menor de 50 % de

** &cido carminico.

1l Curcuma
La cdrcuma es un vegetal que se seca, muele y granula para ser empleado como
colorante, el cual se conoce con el nombre de curcumina. El producto se
comercializa principalmente en dos formas, en mezcla con bixina en solucién/aceite
© como curcumina pura en forma de polvo fino de color amarillo-naranja, pero se
encuentra también en solucién alcohélica, como oleo y acuarresina, la raiz seca
molida, suspendida en aceite vegetal y como laca. Es soluble en aceites y grasas,
poco soluble en agua fria y soluble en agua caliente, asi como en disolventes

organicos (21,35,51).

1ll. Otras presentaciones de colorantes naturales.

Para poder emplear los carotenoides obtenidos de fuentes naturales a nivel
comercial es necesario formularlos a fin de mejorar su dispersibilidad y estabilidad
en agua o en ‘sustancias solubles en grasa (28). Comercialmente se encuentran

cuatro diferentes formulaciones (12,28,53):

1.- Como emulsiones en liquido o en forma de particulas esféricas desecadas
(beadlets): Se emulsifican soluciones de aceite caliente sobresaturadas de
carotenoides en soluciones acuosas de emulsionantes coloidales con la ayuda de
plastificantes. Ejemplo de estos son el annato, las betalainas y el p-caroteno.

2.- Preparaciones coloidales (polvo secado por aspersion). Se disuelven los
carotenoldes en un disoivente volatil y entonces se homogenizan en una dispersién
coloidal con un agente surfactante. Entre estos se encuentran preparados de

annato, betabel (betaxantina y betalainas) y paprika.
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3- ,.Sdludo'nes en aceite: Se disuelven los carotenoides en aceites vegetales
3 éallerﬁes y se estabilizan con antioxidantes. Ejemplos de éstos son la oleorresina
- de annato o de paprika.

4.- Suspensiones en aceite: Los carotenoides se micronizan o micropulverizan con
un molino coloidal en ausencia de oxigeno y se suspende el producto en aceite
vegetal grado alimenticio. E| aceite forma una barrera contra el oxigeno, lo cual

evita la necesidad de antioxidantes. Ejemplo de éstos es la oleorresina de paprika.

En el mercado se encuentran también carotenocides obtenidos por sintesis quimica
(colores naturales idénticos) entre los cuales estan : pB--caroteno (en bealets), el cual
es soluble en agua y da coloraciones de amarillo a naranja; p--caroteno en polvo
(secado por aspersion), éste es sensible a la luz, aire, temperatura y a la humedad,
da colores de amarillo muy pélido a naranja; apo-caroteno, que puede aplicarse en
alimentos sdlidos, semisolidos y liquidos, da coloraciones de naranja a rojo-naranja;
cantaxantina, compuesto que da colores en la gama de amarillo a rojo, puede
aplicarse en alimentos secos y liquidos, existiendo productos solubles en grasa o

en agua (30,32).

3.3. Caracteristicas de los Carotenoides

De los colorantes naturales, aguellos de origen vegetal representan la mayoria (62);
de éstos, la clase mds extendida de colorantes la constituyen los carotenoides y las
clorofilas, ya que estdn presentes en todas las frutas, vegetales y plantas, siendo

los mas abundantes en la naturaleza los carotenoides (4,5,24,26, 58).



' . “ Los carotenoides derivan su nombre del mas representativo que es el B-caroteno,

el cual-fue ‘obtenido en 1831 (12), éstos son derivados del isopreno y son
disiﬁcados dentro de los lipidos, siendo hidrofébicos y solubles en disolventes
corﬁo acétona, alcohol, dietil éter y cloroformo (26). Su estructura consiste de una
cadena larga que contiene gran cantidad de dobles enlaces conjugados con anillos
en ambos extremos, éstos absorben en la regién visible en el intervalo de 380 a 550
nm., dando lugar a carotenoides amarillos (7-11 dobles enlaces), naranjas (9-12

enlaces) y rojos (11-13) (14,47,60).

Los carotenoides se encuentran ubicados en los cloroplastos, cromoplastos y en el
citoplasma de las células, en ocasiones unidos a proteinas 6 dcidos grasos que

estan presentes de forma natural en los frutos de donde se extrae (5,24,25,47,48).

Entre las funciones que desempefan los carotenoides esta su participacion en la
fotosintesis, donde actian como protectores contra el dafio que pueden causar
factores como la luz (14,43,60); se producen por biosintesis y catabolismo en los
frutos (14) y pueden ser precursores de metabolitos primarios; por ejemple, de los
aproximadamente 600 carotencides identificados, el 10 % son precursores de
retinoides, vitamina A (14,43). Otras funciones son: 1) impartir dureza a la estructura
de membranas celulares, para lo cual requieren de por lo menos 9 dobles enlaces y
tener afinidad lipidica hacia los componentes de la bicapa de las membranas (14),

2) Actuar como colorantes naturales (amarillo, naranja y rojo).

En general, los carotenoides son faciimente oxidables, sobre todo en presencia de
luz y calor, razén por la que en su preparacién se emplean antioxidantes,
principaimente fenoles como el butil hidroxi tolueno (BHT), aminas aromaticas y

compuestos con azufre (18).



C&rﬁo ya se menciond, los carotenoides pueden clasificarse en dos grupos:

T ;-Camtenos y Xantofilos (4,26,28, 60):

- Los carotenos con formula general C4oHsg, son solubles principaimente en
disolventes no poiares como el éter de petroleo y el n-hexano. Los principales
carotenos son los alfa, beta y gama carotenos, asi como el licopeno (71) y en menor
proporcion los delta y ceto carotenos (26). En la figura 1, puede observarse la

estructura de algunos carotenos (3,47).

Figura 1
CAROTENOS
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- Los xantdfilos, son derivados de los carotenoides en diferentes estados de
oxidacién (60,71); entre los principales estan la zeaxantina, el -apo-8-carotenal, la
cantaxantina y la bixina, pudiendo derivarse otros; son mas polares que los
carotenos debido a la presencia de oxigeno en su estructura. Son solubles en
disolventes polares como la acetona, metanol, etanol y otros alcoholes. En la Figura

2 se muestran [as estructuras de algunos xantdfilos (3,47) :



Figura 2.
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Capsanteno

El capsantenc (C40H5603) es el principal carotenoide de las especies de Capsicum
(chile), representando el 35 % de) total de carotenoides en chile rojo (59); para su
estudio se ha empleado indistintamente el término capsanteno y capsantina. En la
composicién de los capsicum, el capsanteno es seguido por la capsorrubina y la

criptosantina (26).

El capsanteno se descompone principalmente por oxidacién, forma agujas color rojo
oscuro en éter de petroleo. Se cree que el precursor del capsanteno es la
anteraxantina, cuya sintesis se lleva a cabo en los cromoplastos teniendo como

precursor a su vez a ia zeaxantina (26).



""'3.3.1. Procesos ds Obtencién

Los extractos de carotenoides que se obtienen de diferentes frutos son mezclas de
diferentes componentes como el p-caroteno, luteina, violaxantina, apo-caroteno, a-
caroteno, xantéfilas, licopeno, etc. dependiendo del fruto del que son obtenidos; por
ejemplo, para el caso de los capsicum en sus diferentes variedades se han

encontrado capsantina, capsorubina, xantofilas y p-caroteno (3,24,26,65).

Para llevar a cabo la obtencién de pigmentos oleosos se emplean basicamente 2
etapas: La de extraccion y la de saponificacién (26), la segunda etapa no siempre
es necesario realizarla y esto depende del tipo de carotencides que estén presentes
en el fruto de donde se extraera (26,29). Previo a estas etapas se lleva a cabo una

seleccién de materia prima.

Extraccién:

Para llevar a cabo la extraccidn no existe una técnica estandar o una linea a seguir,
pero en todos los casos se emplean disolventes puros o mezclas de éstos; en
algunos casos se incluyen antioxidantes como el butil hidroxi tolueno o butil hidroxi
anizol (BHT 6 BHA) y/o neutralizantes (Trishidroximetil-aminometano, carbonato de
calcio o carbonato de magnesio), dependiendo del tipo de carotenoides presentes

en el vegetal o fruto (24,26).

Tomando en cuenta la ubicacién de los carotenoides dentro de los diferentes frutos
(en cloroplastos, cromoplastos y citoplasma), para su obtencién es necesario, previo
a la extraccion, llevar a cabo una reduccion de tamario de particula del material de
donde se extraerd a fin de facilitar esta operacion. Como los carotenoides son

lipidos, para su extraccién se emplean disolventes organicos los cuales deberan
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E vesu’r libres de componentes que-provogquen oxidacién, &cidos o halégenos, ser

. puros y no téxicos (7,26,29).

Para realizar la extraccién se debe tener en cuenta las siguientes consideraciones

. (24,28):

« Seleccidén de materia prima (eliminacion de frutos dafiados por microrganismos,
asi como clasificacion de frutos con base a su estado de madurez).

« Si el fruto o vegetal es fresco o congelado.- En este caso existe gran contenido
de humedad, por lo cual se recomienda el uso de disolventes miscibles en agua
como la acetona, el metanol y ei etanol.

« Siel vegetal o fruto es seco.- En este caso se recomineda el uso de dietil éter.

« Llevar a cabo una reduccion del tamario de particula, independientemente de las
caracterisitcas del fruto (fresco, seco, congelado).

Entre los procedimientos empleados para extraer carotenoides estan (7,24,26,

29,58,85):

e Extraccion con una mezcla de acetona (60%) y metanol (40%), filtrando con
ayuda de vacio, realizando a la fraccion sélida una segunda extraccion con éter

de petroleo, precipitando el colorante con etanol a 60 °C (aplicado en paprika).

¢ Extraccién con acetona, incluyendo agitacion durante 30 min, la fase liquida se
separa filtrando al vacio. Se realiza también una segunda extraccion con una
mezcla de cloroformo/2 propanol/acetona en relacion 2:1:1, separando

nuevamente la fase liquida por filtracion (aplicado en paprika).
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‘_0_ : Eim}iccién con acetona a 4°C; en este caso puedé emplearse acetona anhidra o
‘al B‘OV%I(con 20 % de agua) dependiendo de si se extraerdn pigmentos de
. piinlénto rojo o verde. El extracto se deposita en éter de petroleo para separar

las clorofilas y las xantéfilas en una columna de celulosa, eluyendo con acetona.

« . Extraccidn con acetona, adicionando suifato de sodio anhidro y carbonato de
magnesio como desecantes y BHT como antioxidante, después se filtra a vacio

(empleado para extraer de frutos frescos).

. Extraccién supercritica con CO2. En la actualidad, se estan buscando
nuevos métodos de extraccion a fin de asegurar la inocuidad del pigmento obtenido.
Tal es el caso del método de extraccion critica de carotenoides con COz2 (66). L
extraccion supercritica es un proceso de separacion que utiliza gases por arriba de
sus condiciones criticas de presion (Pc) y temperatura (Tc), incrementando asi su
capacidad de solubilizar grasas, aceites, colesterol, cetonas, aidehidos y ésteres,
sin daiiar proteinas, aztcares y otros carbohidratos. En la actualidad este método
se emplea en la extraccioén de (13,54,66):

- Cafeina de café y té

- a~-acidos (grupo acido en un carbono a) y aceites aromaticos

- Oleorresinas y aceites esenciales de especias

- Carotenoides

- Principios activos en la elaboracion de madicamentos

- Extraccion del acido eicosapentandico (EPA) del aceite de pescado
- Purificacién de productos biotecnolégicos

Nota: FPara todos Jos casos en los que Se utiiza disolvents en /a extraccion, éste se eimina a pmsvdn reducids
ampleando un rolavapor. R e
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- De 'm'anera general el método de extraccion supercritica consiste de 3 etapas

o sagey

1. Extraccién
2.- Separacion del soluto y del disolvente

3.- Reestablecimiento de fas condiciones de operacién

Como ya se menciond, existen diversas altemativas para la extraccion de
colorantes, siendo al momento los mas difundidos aquellos que emplean
disolventes, aunque hay que resaltar que la tendencia guia hacia el empleo de ia
extraccién supercritica, ya que éste es un método que ofrece algunas ventajas

sobre la convencional extraccién con disolventes, como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2 Comparacién Entre Extraccién con Disolventes y Extraccién

Supercritica
Extraccion con Disolventes Extraccién Supercritica

Ventajas
- Disponibilidad inmediata - No deja residuos de disolvente
- Bajo costo - Permite extraer a bajas temperaturas
- Manejo ampliamente conocido - Diversidad de Tc y Pc

- Puede hacerse extraccion selectiva

- No contamina el medio ambiente
Desventejas:
- Algunos disolventes son - Elevado costo de inversion
altamente toxicos - Introduccién reciente en alimentos
- Quedan residuos de disolvente
- Contaminacién al ambiente
- No en todos los casos permite
extraccion selectiva
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) Sjponlﬂciclén:
Lé saponificacion es un método de liberacion de los acidos grasos mediante el uso
de un dlcali. Este es un método de purificacion, ya que elimina lipidos y clorofilas y
no afecta a algunos carotenoides. Puede llevarse a cabo de diferentes maneras
como (26, 29,42) : a) Se adiciona KOH 0.5 N en alcohol y se hierve durante 30 min.
b) Se adiciona KOH 0.5 N en alcohol y se deja reposando toda la noche a
temperatura ambiente en atmaésfera de nitrégeno ¢) se realiza un calentamiento con
KOH 0.5 N a 40 °C/ 3 hrs. En los 3 casos se mezcla después con éter, se lava con
dlcali y se evapora a vacio. d) Se saponifica con hidroxido de potasio y metanol con

una concentracion del alcali del 5 o 10 %.

La saponificacién se omite cuando en el extracto estadn presentes pigmentos como
astaxantina, fucoxantina (que contienen una fraccién dcida) y/o carotenoides
esterificados (24,26,29) debido a que éstos son suceptibles a reaccionar o

descomponerse.

3.3.2, Colorante de Chile Ancho

El chile ancho pertenece a la familia Solanaceae, género Capsicum y subespecie
annuum_grossum. Este ha sido empleado como ingrediente en la comida
mexicana haciéndola atractiva al consumidor, abarcando todos los estratos sociales

(33).

El chile es una fuente natural de carotenoides y es el Unico fruto cuyos carotenoides
presentan acilciclopentanoles (26). Entre los carotenocides que se encuentran en

mayor proporcién en estos frutos estan la capsantina 6 capsanteno, la capsorubina,
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: )'(antdlﬁla"éi.'y :6f B-caroteno, aunque hay presentes otros como componentes
minoritarios (24.26). El chile ancho presenta diversidad de variedades en cuanto a
cémcteristicas de la planta como altura, tamario y color de las hojas, forma, numero
de Iéculos y color del fruto (33). Dadas las cracteristicas del género al que
pertenace, el pigmento que de éste fruto puede obtenerse es una oleorresina®, ya
que los carotenoides se encuentran unidos a acidos grasos presentes en el fruto
(25,65), siendo el carotenoide mayoritario la capsantina representando cerca del 80

% de ios pigmentos rojos presentes (65).

De estudios previos, se sabe que el rendimiento de pigmento que se obtiene, esta
en funcién de! tipo de extraccién que se realice, teniéndose un rendimiento de
2.77% en peso (65), el cual comparado con un rendimiento del 2.2 % de olecrresina
de paprika decolorada (24), es significativo. La calidad del colorante esta en funcién
de la edad del lote del que se extrae, es decir, de que tan fresco es el fruto,
obteniéndose extractos con 46,200 Unidades de Color (U.C.) como maximo y
20,625 U.C. como minimo. El pH de la oleorresina de chile ancho es de 2.5,
presenta una densidad de 0.90 a 0.94 a un intervalo de temperatura de 20 a 28°C,

es estable en medio basico, es sensible a ia luz y a altas temperaturas (65).
El analisis realizado con espectrometria de masas-gases, indica la existencia de
capsanteno libre y en forma esterificada con acido palmitico (65), el cual es el acido

graso predominante en el chile ancho (52.2 %), asi como en la paprika (25).

* Las olecrresninas se han definido como e liquido viscoso, ido, obtenido por jén y que posee todo el

caracter organoléptico de la especia (aceites voldties y fijos , pil iy y
naturales), con base en ésto y en las ceracteristices mencionadas, es que & #lgunos extractos de carotenos se les da ef

nombre de olsorresinas.
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‘, Otré's' iﬁidoi grasos presentes en la oleorresina de chile ancho son laurico (trazas),
- “ miristico (15.25 %), linoléico (5 %), oléico (28.79 %), estedrico (3.76 %) y linolénico

(trazas) (65).

El orden de reaccion al que obedece la degradacién de estos pigmentos es de
primer orden, a diferencia de la oleomesina de paprika, que presenta una

degradacién de segundo orden (26).

3.4. Emulsién Seca

En la industria farmacéutica, asi como en la de alimentos se han desarrollado
diversas técnicas para proteccion de compuestos sensibles a factores como la luz,
el oxigeno, efc., que aceleran su degradacion. Estas técnicas ademas de
incrementar la vida util del producto, facilitan su manipulacion y almacenamiento;
entre éstas se encuentra la microencapsulacion (6,34,67), la formacion de
microesferas (6), el empleo de ciclodextrinas (27), el uso de liposomas vy

actualmente en la industria farmaceutica el empleo del método emulsion seca (6).

3.4.1 Principio

La emulsién seca ha sido definida por Farah, en 1986, como "una dispersién de
particulas hidrofilicas e hidrofdbicas cuya estructura fue iniciada por la
obtencién previa de una emuisién agua en aceite o aceite agua”.

E! objetivo de esta nueva tecnologia es la de lograr proteger un principio activo
hasta su llegada, dentro del cuerpo humano, al lugar éptimo de liberacién. Para

logrario es necesario el formar una emulsién que sera estabilizada y protegida por
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" dos fnitorialos adsorbentes inactivos; estos son una sflica altamente polar y capaz

de'ibsorber la tase acuosa y una sflica con baja polaridad compatible con la fase

" oleosa (6).

3.4.2 Desarrolio de ia técnica

De manera general, fa preparacion de una emulsién seca involucra pasos sencilios
como puede verse en el diagrama 1. Por otra parte emplea tecnologia econémica,
de facil implementacion y uso. A fin de obtener un polvo al final del proceso, es

necesario el empleo de materiales adsorbentes, que ademds sean inocuos y no

téxicos. (6)

Diagrama 1. Esquema General Para la Obtencién de una Emulsién Seca.

Obtencién de la Emulsion
‘E‘:‘lﬁl’l‘::n‘l’: Temperatura =60 °C
Agltacion= 12,000 pm

Adicidn de la Siiica
Hidrofilica

Temperaturas §0 °C

Agitacidén = 12,000 rpm

Obtencién deun
Liquida Cremoso

Adicién de la Silica
Hidrofébica

Temperaturas §0 °C

Agltacién= 5000 rpm

Obtencidn de Patvo
(Emuisién Seca}

me- Berthod, A et ), (1988); Dry Adsorber Emulsions: An oral Sustained Drug Delivery System; :
of Farmaceutical Sciences 77(3):218-221, -

.

28



L El pﬁm;f :pa'so', como se ‘abserva en el Diagrama 1, consiste en obtener una
’ ebmuls‘Ién agua-aceite 6 aceite-agua, colocdndose el material a proteger en alguna
v de la; fasas. ya sea la acuosa o la oleosa. (8). Como la técnica fue desarrollada en
fa industria farmaceutica, se han empleado en la fase oleosa aceite mineral y
silicona, razén por la que se recomienda trabajar a altas temperaturas (60, 80 °C)
esta etapa, a fin de mantener en estado liquido la fase oleoéa. agitando ademas a

una velocidad de 12,000 mm.

E! segundo paso consiste en adicionar alguno de los materiales adsorbentes (silica
hidrofilica ¢ silica hidrofébica) a la temperatura a la que se realizd la emulsion y
continuar agitando a 12,000 rom. En este punto se obtiene un liquido de

caracteristicas cremosas (6)

Finalmente, se adiciona el otro material absorbente a una velocidad de agitacion de
5000 rpm y a la temperatura a la que se ha estado trabajando. Ei liquido cremoso

se transforma en una pasta y eventualmente en un polvo (emulsion seca) (6).

Los polvos obtenidos de esta manera han sido caracterizados en cuanto al tamario
de particula obtenido, tiempo de liberacion del principio o sustancia absorbida,
estabilidad con respecto al tiempo y por microscopia electrénica, encontrandose que
pueden obtenerse tamarios de particula entre 300 y 2000 micras, siendo el tamafio
de la particula déterminante en el tiempo de liberacion, observandose tiempos
mefiores con tamarios de particula pequefios y que el componente a proteger
queda dentro de una matriz formada por la emulsién adsorbida en las silicas. Se ha
probado que a un afio de almacén, las caracteristicas del componente a proteger
son las mismas que las de uno recién elaborado y que el polvo se conserva en buen

estado y sin cambios al fluir. (6)

29



. 3.4.3. Material Adsorbente (Silicas Hidrofilica e Hidrf6bica)

El miforlal absorbente empleado en la industria farmacéutica (silicas hidrofilica e
hidrofébica), se ha venido usando en la formacion de tabletas, cdpsulas de gelatina,
pastas para dientes, cosméficos y pomadas, entre otros; en algunos casos se
emplea para facilitar el proceso y en otros para mejorar las caracteristicas del
producto final, aunque pueden obtenerse los 2 efectos al mismo tiempo (11). Por
ejemplo, para polvos se emplea para favorecer su fluidez en el proceso y para evitar

su aglomerado y endurecimiento en el producto final (11,51).

Estas silicas (hidrofilicas e hidrofébicas), se han distinguido principaimente por su
alta pureza quimica, pues se encuentran libres de NazO As, By Pb, presentan HCL
<0.05 %y TiO2 < 0.03 % (49, 50). Entre los medicamentos en que se emplean
estdn: Acido .acetilsalicilico (45 % + 5), Vitamina C (45 % +5), Acido
feniletilbarbitarico (45 % +5) y Codeina (71 % + 5), etc. (11)

Para ambas silicas, se ha revisado el aspecto toxicologico, encontrandose en
estudios con ratas a las que se administré estas silicas en 500mg/kg de peso del
animal durante 6 meses, que no se reportan dafios patolbgicos, ni gastricos, ni
alteraciones en sangre o cambios superficiales, ni en tejido (11,51). También se
estudi6 el posible dafio a embriones, en este caso el suministro fue de 100 y 500

mg/kg. de peso del animal, sin encontrarse darios (11).

Gértner, 1952 (citado por Ferch, 19.) menciona que estas silicas no producen
silicosis y que no imitan la mucosa gastrica, Estas silicas han sido empleadas en
tratamientos para gastritis y enteritis, con resuitados favorables (11). Por otra parte,

se ha reportado que se eliminan en excretas (51).
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. 4. Metodologia
) kDe icudrdo conel bilgrama 2, se propuso llevar a cabo la adecuacion tecnologica
del método emulsién seca, para lo cual se efectuc el andlisis de las operaciones

involucradas en el desamollo de la técnica (Diagrama 1, pag. 27), evaluando
ademés los factores que intervienen.

Diagrama 2. Metodologia General

Seleccion de un
Maodelo Oleoso

Determinacién del Volumen
Miximo de Adsorcidn de
tas Silicas

Formacién de la Emulsion
Aceite-agua

o wem

e

A
4
e
;.- [ Formacion de In Emulsién Formacién de la Emulsion
o u = Seca a Temperatura Secs a Diferentes
: Ambiente y a 40 °C Velocidades de Agitacion
i (4000, 8000 y 10,000 rpm)
<o
° Y
) Seleccidn de las Condiciones
Optimas para Formar Ja
Emulsion Seca

Obtencién de la Emulsion Seca
de Oleorresina de Chile Ancho

Disefio
Experiment,

o

m
-
s
4
-2
]
gﬂ.
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; Con objeto de faccmar la etapa experimental, se planted trabajar en dos fases. La
pnmera fase incluyd, como se muestra en el Diagrama 2, la adecuacién de la
técnica; la segunda fase incluy6 la evaluacion de la estabilidad del colorante en
polvo obtenido con respecto a una muestra comercial donde se evaiué la pérdida de

colorante con respecto al tiempo.

4.1 Fase 1. Adecuacién Tecnolégica del Método Emulsion Seca

Dado que la Técnica de Emulsién Seca (E.S.), es un método empleado para
farmacos y se propuso su uso para un colorante que se empleara en la manufactura
de alimentos, fue necesario realizar una serie de ajustes a la técnica que se reporta
en la bibliografia (6), como se observa en el Diagrama 2, los cuales se describen a

continuacién:

Como en este caso se trabajo con una oleorresina, para la etapa de formacion de ia
emulsién base (aceite-agua), ésta fue considerada como la fase oleosa y por tanto
no fue necesario el empleo de aceite mineral ¢ silicona, que ademas estan

prohibidos en alimentos. En la fase liquida se empled agua destilada.

Una vez establecido el material adsorbente empleado (silicas hidrofilica e
hidrofébica), se llevd a cabo la déterminacion del volumén maximo de adsorcion
para cada uno, pues en los reportes de [a técnica original (diagrama 1, pag. 28), no
se indica. Para el caso de la silica hidrofobica, debido al costo de la oleorresina se
propuso el uso de un modelo oleoso en base a los dcidos grasos del extracto : dcido
miristico, &c. palmitico, ac. oléico y dc. estedrico (25,59,65). En el caso de Ia silica

hidrofilica, se empled agua destilada para obtener el volumen de adsorcion.
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El ﬁmm&inilonto para ambas silicas fue adicfonar el liquido (agua o modelo oleoso)
boco a poco mediante goteo en cantidades conocidas a un peso de sliica
astablecido, la cual se depositaba previamente en los tubos de ensayo graduados,
mezclandose suavemente con ayuda de un palillo largo de plastico a fin de facilitar
" 1a incorporacién del liquido y el material adsorbente; después se dejé reposar por 10
minutos y se procedio a centrifugar a 3500 rpm (cetrifuga Beckman GTR, rotor GH
3.7) durante 20 minutos, tomando como volumen maximo de adsorcion aquel en
donde ya no se excluyera de la fase sdlida agua o aceite segun correspondiera;
todo lo anterior se realizé a temperatura ambiente. En la Figura 3, se muestra un

esquema de la adicién de agua o modelo cleoso a la silica.

Uquido

00 04—-Admnlm

por Goteo

Figura 3

Una vez encontrados los volimenes de adsorcién, se procedié a realizar una
prueba en el caso de la silica hidrofébica con Ia oleorresina, con objeto de conocer
el volumen real de capacidad de adsorcion del colorante en la silica (la oleorresina
empleada en la etapa experimental fue donada por la Compariia Spectrum S.A, de

C.V.).

Ya establecidos los volimenes de maxima adsorcion en ambos casos (silica

hidrofilica y silica hidrofébica) se procedié a formar la emulsién aceite-agua o
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mﬁlsioﬁ bné, punto que corresponde a la obtencién de la emulsion del diagrama
L 6ﬁ§iﬁai (pég. 28), probandose las siguientes velocidades de agitacion: 4000, 8000 y
' 10.000 rpﬁ\. las cuales fueron establecidas en funcién de ta capacidad de! equipo
en el que se trabajé (homogenizador Vitis "23"). Por otra parte, la emulsion se
realizé a temperatura ambiente y a 40 °C, indicando como variable de respuesta (+)
& (-), dependiendo de si la emulsién se formé o no, es decir, al obtener una fase

homogenea era (+) si se observaba un sistema heterogeneo era (-).

Para conocer la diferencia de los resultados obtenidos, se propuso su evaluacién
con un andlisis de variancia de bloques aleatorios, tomandose las velocidades como

diferentes tratamientos.

En fa Figura 4 se muestra el sistema que se implementd para llevar a cabo la
emuisién base (asi como la emulsion seca en general), con ayuda de! agitador virtis
modelo 23, ef cual consta de una barra para la agitacién, un aspa de cuchilla plana,
una base para soportar el contenedor y un motor para proporcionar el impulso de
agitacién y las velocidades. El contenedor empleado fueron vasos de precipitados y
se implementd un tapdn de unice! forrado. Para {as muestras que se trabajaron a
40 °C, se utilizé un bafio maria y se controld ia temperatura con ayuda de un
termdmetro,

Figura 4
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"Ya v'és(a‘bleddﬁ la velocidad y temperatura de trabajo para la emulsion se procedit a

B la adicién de las sflicas.

Coh objeto de conocer si el orden de adicion afectaba las caracteristicas def polvo

final o el tiempo en el que éste se obtenia, es decir, se pretendia con ésto conocer

'si |a operacién de adicion de material absorbente podia ser en una etapa conjunta o

era necesario su adiciobn por separado, se probaron los siguientes érdenes de

adicién:

iy 100 % de la silica hidrofébica y despues 100 % de la hidrofilica

iy a) 50 % de la silica hidrofdbica, b) 100 % de la hidrofilica, c)50 % de la
hidrofobica

iiiy a) 50 % de la silica hidrofébica, b) 50 %de la hidroflica, c) 50 % de Ia‘ -
hidrofébica, d) 50 % de la hidrofilica

iv) .Mezclar las silicas relacién 1:1 y adicionartas poco a poco

Paralelo al paso anterior se trabajaron diferentes velocidades de agitacion (4000, .
8000 y 10,000 rpm) a l|a temperatura a la que mejor se formd la emulsion aceite-

agua.

Para estos factores (adicién de silica y velocidad de agitacion), se indicé come
variable de respuesta (+) 6 (-} dependiendo de si la emulsién seca se forméd o no, lo
anterior con base en las caracteristicas de formacién que se describen en la
bibliografia y que se detallan en el Diagrama 1 (pag. 28), asi como las caracteristas

del polvo obtenido y el tiempo total en que se obtiene la emulsién seca,
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42 Fqﬁ 2. Evaluacién de la Estabilidad de la Emulsién Seca de Oleorresina de

" Chile Ancho Obtenida (Disefio Experimental)

Para llevar a cabo esta parte, se propuso el uso de conceptos de Ingenieria de

Calidad en el disefio experimental, asi como en su desarrolio y andlisis (19,41,63).

Se prepararon emulsiones secas de oleorresina de chile ancho con antioxidante
(BHT) y sin éste, con objeto de evaluar {a necesidad de antioxidante al exponer las
muestras a un medio adverso (en presencia de oxigeno) y al pH de la oleorresina
(2.5) y empleado una solucién buffer de fosfatos para cambiar el pH a uno basico.
Esto se llevo a cabo, ya que con la adaptacion de la técnica lo que se perseguia era
dar mayor estabilidad al colorante, lo cual se pretendid reforzar con el uso de
antioxidante y un pH basico. En este caso la variable de respuesta fue la
estabilidad del producto final con respecto al tiempo y frente a condiciones de

almacen (luz y temperatura).
« Seleccidn de Factores y Niveles para el Diseiio Experimental

De los antecedentes bibliograficos se sabe que los colorantes naturales son
altamente sensibles a la temperatura, pH, luz y oxigeno. La presente fase de este
estudio se avoco a evaluar la estabilidad de las emulsiories obtenidas frente a estos

factores y comparando contra una muestra de oleorresina de chile ancho comercial,

Para el caso de las emulsiones secas, el pH y la presencia o ausencia de
antioxidante fueron factores de proceso {formulacion) y la temperatura y luz
factores que se manejan durante el almacenamiento y manipulacion, Para la

muestra comercial de colorante sélo se manejaron los factores de luz y temperatura,
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- pues ésta @s un pardmstro comparativo, la cual se expende a condiciones de pH y v

ausencia de antioxidantes establecidas por el fabricante.

"Enla tabla 1 se integran ios factores, asi como lon niveles a manejados para las

emulsiones secas:

Tabla 1. Factores y Niveles de Estudio Para la Emulsién Seca

FACTOR NIVEL 1 NIVEL 2
A) Temperatura 30°C 4°C
B) Luz Con luz Sin luz
C) Antioxidante Con antioxidante Sin antioxidante
D) pH 2.5 6.0

En la tabla 2 se muestran los factores y niveles para el colorante comercial:

Tabla 2, Factores y Niveles Para 1a Muestra Comercial de
Oleorresina de Chile Ancho

FACTOR NIVEL 1 NIVEL 2
A) Temperatura 30°C 4°C
B) Luz Con luz Sin luz

Para la seleccion del arreglo ortogonal, se procedio a obtener los grados de libertad
de los factores y de sus interaccicnes, cuya suma da los grados de libertad del
experimento. En el caso de la emulsion seca, se selecciond un L16, e} cual fue
adecuado para empleario con 4 factores en lugar de 5. Para la muestra comercial
se utilizé un L4. De esta manera en ambos casos se obtuvo informacién de la
influencia de cada factor por separado , asi como de sus interacciones, quedando la
siguiente distribucién para la emulsién seca:

- Efecto temperatura-luz A XB

- Efecto témperatura-amioxidante AXC
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- Efeg:to tempemtur#-pH AXD
- < Efecto luz-antioxidante B X C

o '7Efodoluz-pH 8xDd

- Efecto antioxidante-pH C X D

Para la muestra comercial, de acuerdo con el arreglo ortogona! seleccionado
unicamente se di6 la primera interaccion:

- Efecto temperatura-luz A X B

Cabe mencionar que el orden de los factores fue asignado con base en lo reportado
en la bibliografia (por la influencia que pudiese tener cada factor), correspondiendo
el nimero 1 a la temperatura, 2 a la luz, 3 a su interaccion y asi sucesivamente. El
orden para realizar los eventos fue aleatorizacién completa; en el Cuadro 3 se
resumen las combinaciones hechas para cada evento en el caso de la emulsion
seca:

Cuadro 3. Combinaciones de Niveles y Factores para ia Emulsién Seca

EVENTO FACTOR

‘h‘}n_—s.xwm_a_no

DCONOMAEWN A

[NYNFNY NIRRT VU RV PRGN

DN DS

NANSNSNANDINaNana|@
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"."‘En el Cﬁéﬁro 4 se resumen las combinaciones hechas para cada evento, para la

" muestra comercial de olsorresina:

Cuadro 4. Combinaciones de Niveles y Factores para la Oleorresina Comercial

EVENTO FACTOR
B

1 1 1

2 1 2

3 2 1

4 2 1

« Materiales y equipo para la fase 2
Refrigerador:

Para el manejo de las muestras a nivel bajo de temperatura se empleé un
refrigerador con puerta de cristal, en el cual se instalé un foco de luz con objeto de
garantizar la exposicion a la luz de las muestras que asi lo requirieron. Previo a la
colocacidn de las muestras a baja temperatura, se evalud la temperatura en el lugar
en el que se colocaron, con ayuda de un termométro, debiendo registrarse 4°C en
esa drea. Una vez que las muestras fueron colocadas se verifico la temperatura

cada 24 horas.
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Pirﬁ el trabajo de ‘Ias muestras al nivel alto de temperatura, se procedié primero al
momado de una gaveta o compartimiento, el cual constaba de una superfice blanca
y tres paredes, también blancas. En la parte superior se colocé un foco que
permitiera asegurar la exposicion a la luz de las muestras que asi lo requirieron. Al
igual que en el refrigerador, ia temperatura se evalué durante una semana antes de’
correr la fase experimental, empleando un termdmetro el cual fue colocado en el
4rea donde se colocaron después las muestras, encontrdndose una temperatura de
30°C. De igual manera que en el punto anterior, aqui se planted evaluar la
temperatura durante el tiempo que duré la experimentacion, con objeto de observar

si se presentaban variaciones en ésta.

Frascos:

A fin de tener una manipulacion adecuada de las muestras, se¢ colocaron en frascos
de cristal transparentes en el caso de aquellas que iban expuestas a la iuz y frascos
ambar en el caso de aquellas que se protegieron contra la luz. Cada muestra fue
rotulada para tener un control adecuado y se colocaron en el nivel de temperatura

correspondiente.

El cerrado de los frascos no fue hemético ni con condiciones controladas de
oxigeno, pues se pretendia evaluar el manejo del colorante en condiciones lo mas
cercano posible a las de trabajo (al ser manipulado para su aplicacién o

almacenamiento). Cabe mencionar que el efecto del oxigeno se evaludé de manera
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: ’Indi‘recta al déterminar la influencia sobre la estabilidad que tuvo la presencia o

: .ausoncla de antioxidante en la emulsion seca.

Espectrofotémetro:

Para llevar a cabo las déterminaciones de pérdida de colorante, unidades de color y
caracteristicas de intensidad, brillo y matiz; se empleé un Espectrofotémetro
Beckman DU-64 en el cual se midid la absorbancia con respecto al tiempo a una
déterminada longitud de onda. Para la etapa de pérdida de colorante fue necesario
realizar un barrido completo de una muestra de oleorresina de chile ancho
estableciendo el intarvalo de 300 a 900 nm. en el equipo, con lo cual se perseguia
encontrar el punto de méxima absorbancia para el colorante (459 nm), de igual
manera se corrid una muestra de cada una de las emulsiones secas obtenidas,
coincidiendo el punto de maxima absorbancia con lo cual se asumié que al
resuspender el colorante no se presentaba interferencia por parte del material de

proteccion en las lecturas de absorbancia.

El colorante se evalué a 459 nm cada 2 dias, siendo la variable de respuesta en
ambos diserios, el % de Pigmento Remanente (%P.R.) a un tiempo "X". El %P.R.,

se obtuvo al emplear la siguiente formula (49,62):

%P.R.= Abs, altiempo X  x 100
Abs. al tiempo 0

Donde : Abs. a! tiempo X, es la absorbancia al tiempo en ef que se quiere.conocé’r el ., S
% P.R. :
Abs, al tiempo 0, es la absorbancia inicial.



Otro rtmétm"que se détermind dentro de esta etapa fueron las Unidades de Color
eonknspoil:to al ﬁen‘ipd. que se planteron como una medida indirecta de la pérdida
de colorante. Para esta déterminacién se emple6 la siguiente formula, obtenida de

 fa déterminacién recomendada por AMCO INTERNACIONAL (Anexo 1).

U.C.=  Absorbancia x 6600
Peso de la muestra en g.

-Para llevar a cabo esta déterminacion se sigui¢ el procedimiento para evaluar

Unidades de Color en Capsicums (Anexo 1)

Otro resultado que se obtuvo, como parte integral del disefio experimental de la
evaluacidn del colorante y quiza el mas importante, fue el % de Influencia de cada
uno de los factores a los cuales se evalué la estabilidad, asi como el porciento de
influencia de las interacciones de éstos factores, mediante un analisis de varianza

de dos vias (41,63).
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5. Resultados y Discusion

o ‘Los datosl obtenidos a lo largo de la experimentacion, se presentan de manera

“paralela a la discusién de resultados con objeo de facilitar la interpretacion,

observacién y comentarios de los mismos.
Fase 1. Adecuaci6n tecnol6gica

Para llevar a cabo la seleccion del modelo oleoso se tomd en cuenta el tipo de
4cidos grasos presentes en los frutos de capsicum, principaimente los presentes en
el chile ancho (25,59,65), seleccionandose una mezcla de aceite de girasol y soya
en relacion 1:1 (en base a sus &cidos grasos), modelo oleoso similar a la

oleorresina.

Una vez establecido el modelo oleose, se procedié a realizar las pruebas para
determinar los volimenes de adsorcion mdaxima para las silicas hidrofilica e
hidrofobica, proponiéndose los siguientes volumenes de agua y aceite, para 1

gramo de material adsorbente:

Tabla 3. Volimenes de Agua y Aceite Propuestos para Encontrar el volumen
Maximo de Adsorcién en las Silicas

Silica Hidrofilica Agua Silica Hidrofébica Mezcla Aceites
. (mh) (9.) {ml)
1 3 1 2
1 4 1 3
9 5 1 4

Los primeros volumenes probados fueron los de 3 ml para el agua y 2 m| para el

aceite, encontrandose en ambos casos silica sin humectar o sin aceite; para estos
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"volame'nes no fue necesario realizar una centrifugacién, ya que como se menciono
" antes habia sflica en exceso. Los siguientes volimenes probados fueron de

manera paralela el de 4 y 5§ ml. para el aguay 3 y 4 ml. para el aceite.

Para el caso del modelo oleoso se observé que al adicionar 4 ml. se presentaban 3
fases en los tubos una fase de aceite en la superficie de 0.8 ml., una fase de silica
~ sobresaturada de aceite y una fase de silica con aceite compactada. Al adicionar 3
ml. se observd una exclusién de 0.3 mi de la mezcla de aceites, teniéndose asi un

volumen méximo de adsorcién de 2.7 ml en la silica hidrofébica.

En el caso de la silica hidrofilica para ambos volumenes (4 y 5 ml.), se observo un
exceso de material adsorbente y sélo se procedié a centrifugar en el caso de § ml
observandose zonas resecas y cuarteadas, para esta silica se probé un volumen
adicional de 6 mi de agua teniéndose al final del paso de centrifugado un

sobrenadante de 0.3 ml, dando asi un volumen maximo de adsorcion de 5.7 ml.

Tanto para la silica hidrofilica como hidrofobica, se realizaron las pruebas por

triplicado, para todos los volimenes.

Una vez establecidos [os voltiimenes de maxima adsorcion se procedio, para el caso
de la silica hidrofébica a una prueba con oleorresina de chile ancho, encontrandose
que con 2.7 m! de oleorresina después de centrifugar existian grietas blanquecinas
en la superficie del tubo. Se procedié entonces a incrementar la cantidad de
colorante con ayuda de una pipeta automatica, esta vez se adicionaron 3 ml de
colorante y se encontré una humectacion homogénea sin que se excluyera
colorante del material adsorbente. Por lo tanto, para la silica hidrofdbica se

consideré un volumen maximo de adsorcion de 3 mi de colorante y para la silica
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" hidrofiiica de 5.7

mi de agua. Ya con estos valores, de cantidad de fiquido que

: bédfa 'captar cada una de las silicas, se procedid a formar la emulsién base

colorante-agua con fas siguientes velocidades de agitacion: 4000, 800C y 10,000

rpm. . Los resultad

os se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. For

ién de la Emulsién Base (Colarante Oleoso - Agua), a
Difsrentes Velocidades

Velocidad
{pm)

Qbservaciones

4000

A esta velocidad se obtuvo una emulsién base (colorante
oleaso-agua) estableciéndose un tiempo minimo de 5 minutos y
un méximo de 15 minutos para que se formara, observandose
que no habia diferencia’ en el aspecto de la emuision
(homogeneo en los dos casos) a 5 o 15 minutos de agitacién.
Cabe mencionar que no se considerd importante evaluar si la
emulsién se desestabilizaba pues e! material adsorbente a
emplear en la etapa posterior a ésta, es empleade como
estabilizante de emulsiones. Por otra parte el proceso de la
emulsién seca es continuo y no se presenta una etapa de
reposo 0 un tiempo muerto dentro del desarrolio de la técnica
que pudiera alterar el sistema de la emulsién base. Otra
observacion, fue que a esta velocidad no habia pérdida de
colorante o agua sobre ias paredes det recipiente o su tapén.

8000

fgual que para ia velocidad anterior se establecid un limite
minimo de 5 minutos y uno méaximo de 15 min para que se
formara la emulsion base. A esta velocidad, por las cantidades
manejadas y fas caracteristicas propias del equipo, asi como del
contenedor donde se realizaba fa emulsian, se perdia parte de
la misma al ser expuisada por las aspas del agitador, razén por
{a que se considerd una velocidad inadecuada.

10,000

A esta velocidad fue imposible evaluar ia formacion de la
emuision, ya que por la velocidad y los volimenes empleados,
se tenia problemas de expulsién del colorante y el agua del
contenedor, sin que se formara la emulsibn base, slendo
insuficiente el sistema de tapén empleado, que en ocasiones
ora también expulsado.

Al hacer las coridas experimentales para las diferentes velocidades y una vez

comparados los resultados, se procedid a seleccionar la de 4000 rpm para esta

45




etabé.db la técnica, ya que con ésta se formaba la emulsion base y no se
' presentaban problemas de pérdida de liquido al ser expulsado por la fuerza de la

agitacién, como con las otras velocidades.

v En esta etapa no fue posible realizar el andlisis de varianza propuesto, ya que los
datos con las velocidades de 8000 y 10,000 rpm, no se consideraron validos al
existir pérdida de colorante o emulsién en 8000 rpm y por no poderse realizar las

observaciones a 10,000 rpm.

L.a comparacion realizada en esta etapa respecto a las temperaturas fue con objeto
de conocer si un incremento de ésta favorecia la formacién de la emulsién base
como se menciona en los antecedentes (6). Cabe mencionar que la variacién de
temperatura sélo se realizdé para la velocidad de 4000 rpm, observandose lo
sigulente:

Temperatura Ambiente

A ésta temperatura se tuvo
mayor facilidad para llevar a
cabe la operacién y no se
present6 problema alguno para
formar la emuisién. Por otra
parte habria que destacar que
el costo es menor a esta
temperatura, pues no incluye
una etapa’ de calentamiento
donde se requiere de una
fuente de calor, ast como de un
control adecuado de éste.

Temperatura 40 °C

Presenté la desventaja de la formacion
de un condensado ligero en las paredes
del contenedor que impedia observar el
interior; este condensado se presentaba
también en la parte superior del barra del
agitador, por arriba del tapon. Cabe
mencionar que el orifico del tapon era
mayor al diametro de la barra del agitador
a fin de permitir un giro libre de ésta, lo
cual podia representar un problema ya
que el condensado podia resbalar al
interior del contenedor y afectar el
volumen de agua manejado.
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En ﬁneml, no se observo diferencia entre la emulsién base obtenida a temperatura
ba‘mbianto' y a 40°C. A 40 °C se presentaron algunos problemas, ya que trabajar a
aQta _témpcratura exige un sistema de calentamiento y sostenimiento de la misma;
por otra parte la exposicién prolongada de la oleorresina a una alta temperatura
puede ocasionar dafos al colorante, debido a que puede favorecerse la oxidacion
de los &cidos grasos presentes, asi como la posible degradacion del color. En base
a ésto se considero adecuado trabajar a temperatura ambiente la elaboracién de la
emulsién base, quedando entonces las condiciones 'de operacion para esta etapa
del proceso de la siguiente manera:
Temperatura ambiente
Velocidad de agitacion = 4000 rpm

Tiempo de agitacién = 5 minutos
- Etapa de !a formaci6n de la Emulsién Seca

En este punto se evalué la velocidad de agitacion para formar el polvo (emulsion
seca), asf como el orden en que fueron adicionadas las silicas, estableciéndose que
el producto obtenido tenia que pasar la malla 100 con objeto de favorecer

posteriormente la liberacion del colorante.
En la Tabla 5 se muestran los tiempos para obtener la emulsién seca a 4000 y 8000

rpm, asi como para los 6rdenes de adicion (a) 100 % silica hidrofébica - 100 % silica

hidrofilica y (b) 50 % hidrofébica-50 %hidrofilica-50 % hidrofébica-50 % hidrofilica.
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= T.abi‘a‘ 5. Tismpos Obtenidos a Dos Ordenes de Adicién de las Silicas y a Dos

Velocidades de Agitacién
4000 (rpm) 8000 (rpm)
min. min.
11.5 10.0
(@ 11.8 11.0
1.6 10.2
= 11.63£0.20 | t= 10.400.43
() 17.0 15.0
17.5 14.7
17.3 15.1
= 17.26:0.20 | = 14.9310.16

) Donde:; (a)= 100 % silica hidrofébica-100 % silica hidrofifica
(b)= 50 % hidrofdbica-50 %hidrofilica-50 % hidrofébica-50 % hidrofilica

Como puede observarse, para el orden de adicion del material adsorbente (a) el
tiempo a 4000 rpm difiere en 1.23 minutos respecto a la de 8000 rpm y en 2.33
minutos para el orden de adicién (b); es decir, si pudiera tenerse un 100 % de
eficiencia en cuanto a tiempo, empleando 4000 rpm y adicionando las silicas por el
método (a) se disminuiria la eficiencia en 11.83 %. Para esa misma velocidad pero
adicionando el material adsorbente por el método (b) disminuiria 65.96 %, ésto
respecto de la agitacion a 8000 rpm y adicién (a), que para este caso fue el mejor

tismpo.

Analizando lo anterior y considerando también las caracteristicas del producto
obtenido, donde se encontré que al realizar un tamizado del polvo para 4000 rpm
quedaba el 61.82 % retenido en malla 60 y solo el 13.64 % pasaba malla 100, para
8000 rpm se retenia el 44.24 % en malla 60 y 20.61 % pasaba malla 100, se decidié

que la velocidad mas adecuada fue la de 8000 rpm, pues dié un mayor porcentaje
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de particulas que pasaban la malla 100 (parémetro establecido, a fin de favorecer la

: liberacion del colorante), asi como el menor tiempo para obtener la emulsién seca.

Para la velocidad de 10,000 rpm no fue posible evaluar siquiera el tiempo de
formacién de la emulsién seca, ya que se formaban grandes aglomerados
heterogéneos en los que pudo observarse, al trocearlos, que en su interior habia
silica sin emulsién base 6 que astaban sumamente humedas (habia emuisién base

en exceso).

Para llevar a cabo el analisis la comparacién del orden de adicion de material
adsorbente sobre el tiempo de formacion de la emulsién seca, se trabajaron otras
dos propuestas (é): 50 % silica hidrofobica-100 % silica hidrofilica-50 % silica
hidrfébica y (d)= Mezcla de silicas 1:1 adiciondas al mismo tiempo. Estas se
trabajaron a 8000 rpm y se compararon los tiempos obtenidos con (a) y (b), como se

muestra en |a tabla 6.

Tabla 6. Tiempo Promedio Obtenido a los Diferentes Ordenes de
Adici6 de las Silicas

@ b)_ ) (d)
Tiempo

promedio (min) 10.4 14.9 11.9 4.6

Donde: (a)= 100 % silica hidrofébica-100 % silica hidrofilica
(b)= 50 % hidrofobica-50 %hidrofilica-50 % hidrofébica-50 % hidrofilica
(c)= 50 % silica hidrofobica-100 % silica hidrofilica-50 % silica hidrfobica
(d)= Mezcla de silicas 1:1, adiciondas al mismo tiempo

Como pude verse el menor tiempo se obtuvo cuando se adiciond fa mezcla de

silicas (1:1), dando 4.6 minutos. E! mayor fue para la forma de adicién (b) con

14.9 minutos, lo cual se debe a los tiempos muertos que se tienen al incrementar el
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y 'nﬁrhefo de .ﬁisos en el proceso de adicién. Por otra parte, se observé en general
'qde el material adsorbente no presento problemas de incorporacién como se habla
: ‘pensado, caracteristica que aunado al hecho de adicionario en mezcla ayudé en

‘gran medida a disminuir el tiempo de formado de 1a emulsién seca.

£ producto obtenido era figeramente humedo y se secaba al contacto con el aire
del ambiente. Como atin a esta velocidad no se obtuvo un buen porcentaje de
polvo que pasara la malla 100, fue necesario llevar a cabo una disminucién del
tamanio de particula para lo que se empled un molino de cuchillas. E! producto asi
obtenido presentd caracteristicas homogéneas de tamario y color, ademas no

presentd problemas de higroscopicidad.

Ya establecidas las condiciones de trabajo para el proceso en general (ver tabla 7),
se procedié a la formacién de emuision seca de oleorresina con y sin antioxidante
(BHT al 0.02 %) evaludndose asi la necesidad de antioxidante al exponer las
muestras a un medio adverso como lo es la presencia de oxigeno., También se
. emplearon dos diferentes valores de pH (2.5 y 6), observandose la influencia de! pH
en la estabilidad de la emulsion seca, asi como de la oleorresina comercial de chile
ancho de la cual se encontrd en estudios anteriores que presentaba mayor

estabilidad a pH basico (44)

Tabla 7. Condiciones de Trabajo para Formar la Emulsion Base y
' la Emuslsion Seca

Emuision Base

Emulsién Seca

Velocidad
Agitacién (rpm) 4000 8000
Tiempo (min.} 5 4.6
Temperatura (°C) ambiente ._ambiente
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'”F_a‘u 2 Resultados y Discusién de la Evaluacién de la Estabilidad de la
- Emuslién Seca.

'En este punto se emplearon, como se menciona en ia metodologia, parametros de
Inyﬁnlefia de Calidad en el diselo experimental. Para la determinacion del
Porciento de Pigmento Remanente (%PR), se corié previamente un barrido
completo del colorante en el espectrofotémetro encontrandose que la mayor lectura
de absorbancia se presenté a 459 nm como puede observarse en la Grafica 1,
lectura que esta dentro del intervalo reportado para los carotenoides, el cual va de

426 a 502 nm (1,46,49).

Grafica 1. Espectro de Absorbancia para la Oleorresina de Chile ancho

Absorbancia
1.6 {

14 +
12 4
1+

f: ; .b . Los resultados obtenidos en cuanto a %PR, se pueden apreciar en las gréficas 2
para el control (oleorresina de chile ancho) y en 3 y 4 para la emulsién seca, a las

e te}nperaturas de 30 y 4 °C respectivamente.
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‘Griﬁca 2. Porciento de Pigmento Remanente
Oleorresina de Chile Ancho

% P-R. (Pigmento comercial)

100 o—a
—a—b

90 —a—C
80 —e—d

70
60
50

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (dias)
a=T1,cdluz;, b=T1,sluz;, ©=T2 cluz, d=T2, sfluz
Tt=30%C T2=4°C

En la gréfica 2 puede observarse que el control presenta mayor estabilidad a la
temperatura de 4 °C y en ausencia de luz, lo cual concuerda con lo reportado en el
estudio realizado por Sawaya y Solano (1993), existiendo una diferencia de 11.49 %
mas de pigmento remanente en "d" que en "a" (muestra a 30 °C, con fuz). Por otra
parte, se observa en el grafico que presentd una disminucion en el color seguida de
un aumento, después tendid a permanecer en cierta manera estable y luego
descendio; comportamiento que se observa también para la emulsion seca (gréficas
3y 4) y que se ha presentado en otros estudios de estabilidad para otros colorantes
naturales (56,61,82,65), el cual puede deberse a cambios en la estructura de los

componentes de los colorantes durante su almacenamiento.

En la grifica 3 se puede observar que para las muestras a 30 °C el % P.R.
descendit al dia 4 hasta el 85% y se mantuvo constante hasta el dia 12, a partir de!
cual se presentd una disminucién constante, teniéndose al dia 22 tan sélo el 75 %

de pigmento remanente.
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i le.'iﬁéa"S. Porciento de Pigmento Remanente de la
' Emulsién Seca de Oleorresina de Chile Ancho

Temperatura de 30 °C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo (dias)
1= T1,c/luz,c/antiox. pH 6; 2= T1,c/luz,c/antox., pH 2.5, 3= T1,¢/luz,s/antiox, pH 6
4= T1,c/luz,s/antiox,pH 2.5; §= T1, s/luz,c/antiox,pH 6, 6= T1,s/luz,c/antiox, pH 2.5

En la gréfica 4 se muestran los resultados para las muestras que permanecieron en
refrigeracion (4°C); se observa que del dia 0 al 20 las muestras se mantuvieron en
un intervalo de 90 a 95 % P.R., disminuyendo al 80-85 % el dia 22. Puede
observarse que las condiciones del punto 16 mostraron un comportamiento
diferente al resto de las muestras, lo cual puede deberse a errores en la

manipulacion.
Grifica 4. Porciento de Pigmento Remanente de la

Emulsién Seca de Oleorresina de chile Ancho
% P.R, Temperatura ded°C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 |-~
Tiempo (dias)

9= T2,c/luz,c/antiox,pH 6; 10= T2,c/luz, c/antiox, pH 2.5; 11= T2,c/luz,s/antiox,pH 6
12=T2,c/luz,s/antiox,pH 2.5; 13=T2,s/luz,c/antiox,pH 6; 14=T2,s/luz,c/antiox,pH 2.5;
15= T2,s/luz,s/antiox., pH 6; 16= T2,s/luz, iox, pH 2.5,
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. Su sé éompara la gréfica 3 con la 4, se observa que las muestras a 30 °C presentan
‘ 11.76 % mayor pérdida de color que aquelias a 4 °C, ésto viene a desmostrar que aun
Unl temperatura menor a 40 °C (30°C) para manipular carotenoides, como se
recomienda én la bibliografia (24,36), no es lo suficientemente baja como para evitar I2

degradacién del colorante.

Al comparar los 3 gréficos se observa que la emulsion seca almacenada a 30 °C
presentd un 6.25 % menos de pigmento remanente (P.R.) que el control a la misma
temperatura y 11.76 % P.R. menos que el control en refrigeracion. Que tanto las
muestras control como la emulsion seca a 4°C, mostraron un comportamiento
similar hasta el dia 14, a partir del cual la muestra comercial presenté una mayor
degradacion (85 % P.R. al dia 16, mientras que la emulsién seca se mantuvo en 90-
95 % hasta el dia 20), habiendo al final de la experimentacion una diferencia de 6

% mas pigmento en la emulsidn seca que en el control.

Puede verse también en estos graficos, que tanto para la muestra comercial
(control) como para la emulsion seca, se presenté mayor % de pigmento remanente
para las muestras a 4 °C que para aquellas que se mantuvieon a 30 °C y que en el
control las muestras "a y ¢" que se manipularon expuestas a la luz, se obtuvieron
porcentajes menores de pigmento que en "b y d" a su respectiva temperatura, lo
cual concuerda con lo reportado para carotenoides de paprika (24). Sin embargo,
esta influencia de la luz no se observa en el caso de la emulsion seca para ninguna
de las temperaturas (30 y 4 °C), donde se encontrd que el comportamiento se da
por igual para las muestras exptestas a la luz que para aquellas que permanecieron

en frascos ambar.
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- Resultgdos Unidades de Color

En las graficas 5, 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos respecto a las
Unidades de Color (U.C.), las cuales se realizaron a 462 nm como se marca en la

técnica recomendada por AMCO INTERNACIONAL (Anexo 1).

Gréfica 5. Unidades de Color del Control
{Muestra Comercial de Oleorresina de Chiie Ancho)

Unidades
de Color
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

0 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22
Tiempo (dias)
a=T1,clluz; b=T1, slluz; c=T2 clluz; d=T2, s/luz

En la gréfica 5, puede verse que al gual que en el caso del % P.R. primero hubo un
descenso en el valor de las unidades de color (U.C.) y después se presentd un
aumento; sin embargo, a partir del dia 10 las determinaciones de U.C., tanto para el
control como para la emulsién seca (graficas 6 y 7) muestran un comportamiento
erratico. .
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' Gréfica 8. Unidades de Color

" Seca de Ol ina de Chile Ancho
RN L Py
S unidades Temperatura 30°C
. ~deColor e ]
o - -a—-2
15000 ¥
~e 3
13000 ——
—=—5
11000 o
-7
9000
00 -—8
7000
5000 + 4
0 2 4 6 ] 0 12 14 16 18 20 22
Tiempo {dias)

1= T1,¢/luz,c/antiox.,pH 8; 2= T1,c/luz,c/antox., pH 2.5; 3= T1,c/luz,s/antiox, pH 6
4= T1.c/luz,s/antiox,pH 2.5; 5= T1, s/luz,c/antiox,pH 6, 6= T1 s/uz,c/antiox, pH 2.5

Grafica 7. Unidades de Color
Emulsién Seca de Qleorresina de Chile Ancho
Unidades - Temperatura4*®C.
de Color

25000

[ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tlempo (dias)
9= T2,c/luz,c/antiox,pH 6; 10= T2,c/luz, c/antiox, pH 2.5; 11= T2,c/luz,s/antiox,pH 6
12=T2,c/luz,s/antiox,pH 2.5; 13=T2,s/luz,c/antiox,pH 6; 14=T2,s/luzc/antiox,pH 2.5;
18= T2,s/luz,s/antiox., pH 6; 16= T2,s/luz,s/antiox, pH 2.5.
En las tres gréficas de unidades de color se observa que después de! dia 10 los
valores obtenidos aumentaron, en aigunos casos hasta el 14.4 % respecto del valor
inicial de U.C.; esto puede deberse a que los intervalos de longitud de onda a los

que absorben los carotenoides amarillos, naranjas y rojos se encuentran en valores
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Brcancs; ipor ejemplo, el p-caroteno (amarillo) absorbe en el intervalo de 426 a
: 470 Hiﬁ.“lﬂ capsorubina (rojo café) en 454 a 502 nm y el capsanteno (rojo) en 459-

1472 nm (49).

Considerando el hecho de que el extracto de chile ancho contiene contiene en su
composicién  capsanteno, capsorubina, xantofilas y p-caroteno (65) y que los
" mismos carotenoides son precursores de otros (24,36), puede pensarse que al
existir degradacién de unos componentes se estd dando lugar a fa formacion de
ofros compuestos o componentes que absorben a fa misma longitud de onda, lo
cual podria ser confirmado a través de una caracterizacion y seguimiento de dichos
componentes, tal vez mediante cromatografia (HPLC) o espectrometria masas-

gases.

Con base en lo anterior, se puede decir que fas unidades de color no son un

pardmetro confiable en este case para evaluar pérdida de color (estabilidad).

- Porciento de influencia de los Factores Temperatura, Luz, pH y Antioxidante,
Asi Como de sus interacciones.

En la tabal 8 se presenta el andlisis de varianza, tanto para el arreglo ortogonal del
control como para el de la emulsion seca.

Tabla 8. Porciento de Influencia de los Factores Temperatura, Luz y su
interaccion Sobre el Control

Factor Tiempo en Dias
6 10 16 20
Temperatura A 42.17 44.53 4218 31.10
Luz 8 1531 9.0 42.18  37.08
AxB 42.17 4453 12.84 31.39
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En la tabla 8, puede observarse que tanto el factor temperatura como su
"'csnilbinl&én ‘con la luz (interaccién de factores), tienen gran influencia en la
d‘egmdaelén del colorante durante los primeros dias, este efecto se mantuvo hasta
el dia 16 donde se observa una disminucién en fa influencia de {a interaccién y un
incremento en la influencia de la iuz. Para el dia 20, la ingerencia que tienen tanto
los factores en forma independiente como en interaccion es evidente y se da en
forma igualitaria; el comportamiento de éste fendmeno se aprecia mejor en la

gréfica 8.

Grifica 8. Porciento de influencia de la Temperatura, Luz y su Interaccién
Sobre el Control

[—e—A  ~—w—8  —+—aB]|

% Influencin

50
« ~— = e
30 o~ -

20 W/»‘\\-/-/

10

0
[] 10 16 20
Tiempo (dins)

A= Temperalura B=Luz AB= interaccion Temperatura-Luz

En el comportamiento que se observa en la grafica 8, puede verse que la
temperatura fue el factor conn mayor efecto y que se mantuvo constante; que la luz
comenzoé a influir a partir del dia 16 y finalmente el colorante es susceptible a
cualquiera de estos factores, asi como a la combinacién de los mismos. Los
anterior coincide con lo reportado en estudios anteriores sobre la estabilidad de

colorante de chile ancho (65).

En la tabla 9, asi como en la grafica correspondiente (9), se muestran los resultados
obtenidos del porciento de influencia de los factores temperatura, luz, pH y

antioxidante, sobre la emulsién seca,
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“Tabla 9. Porclento de lnnuoncll de los Factores Sobre ia Estabilidad de la
Emulsién Seca de Chile Ancho

: Tiempo (dias)
Factor 2 4 6 10 4 18
Temperaturs A 11.88 18.12 36.8 46 425 5357
Luz B 684 75 10.13 23 10 571
Asgtioxidante C 427 44 — 145 -— 55
pH D 0.48 19 10.66 69 - —

Griéfica 9. Influenca de los Factores Sobre la emulsién Seca

" %Influencia
€0

——A -8B & C %D

-0 2 4 6 10 14 18
Tiempo (dias)

A= Temperatura; B=Luz; C= Antioxidante; D= pH

Tanto en la tabla como en la grafica 9, puede observarse que al igual que en el
control el factor con mayor porcentaje de infiluencia en la pérdida de color fue la
temperatura, sin embargo, para la emulsién seca dicha influencia fue en aumento
iniciando el segundo dia con 11.85 % y alcanzando al dia 18 53.57 %. El efecto de
los otros factores en la degradacién fue minimo, sin representar importancia la

ausencia o presencia de un pH basico o antioxidante en la formulacion de la
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i émuIQiOn seca.blo cual puede deberse a la accion protectora de !as silicas hidrofilica

. & hidrofébica (11).
vR'especto al efecto de las interacciones de los factores, los resultados se muestran

en la tabla 10 y su recpectiva grafica:

‘Tabla 10. Porciento de Influencia de la Interaccién de los Factores En la
Emulsién Seca

Interaccion de Tiempo (dias)

Factores 2 4 6 10 14 18
AB 11.84 71 eae 2538 104 30
AC 0.94 6.7 m—— 10.61 16.87 -
AD ——— 4.13 4.7 — 4.0 ——
BC 0.94 647 9.7 ——- J—
BD 18.18 7.1 —— — 1.38 e
cD 55 8.75 18.66 — 3.1 0.54

— Valores menores a 0.5

Gréfica 10. Influencia de la Interaccion de los Factores Sobre la emulsién Seca
de Cleorresina de Chile Ancho

%de Influencia

~—eo— AB

» P g R A
. v AD
% [
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ién t -luz, AC= Interac.temp.-antioxidante, AD= Interac. temp.-pH
Bc-' interac. luz-antloxidante, BD= Interac. luz-pH, CD= Interac. antioxidante-pH

,:
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En l.l tabla y gréfica 10, puede observarse que de las interacciones de los factores
la n.alacibn temperatura-luz fue la que mostré una mayor influencia, iniciando su
efecto a partir de! segundo dia igual que el factor temperatura. Otra interaccion que
‘presenlé un efecto importante, pero a partir del décimo dia fue la de luz-
antioxidante, lo cual puede deberse a la presencia de acidos grasos en la

oleorresina.

En general se observa un comportamiento errético en el porciento de influencia de
las interacciones las cuales mostraron valores que suben y bajan constantemente,
lo cual al igual que en caso de la s unidades de color puede deberse a la presencia
de difrentes compuestos que absorben a Ja misma longitud de onda que el
colorante. En este caso hay que sefialar que la presencia de dichos componentes
como pueden ser proteinas 6 substancias que proporcionan el sabor y aroma
propios del chile ancho y que no fueron eliminados de la oleorresina, pueden estar
interactuando caon el buffer o el antioxidante o con el material de proteccién, dando
lugar a lecturas de absorbancia erraticas. Por otra parte, el mismo efecto que se
presenta al evaluar las unidades de color (lecturas efroneas por formacion de

compuestos que pueden estar absorbiendo a la misma longitud de onda).

Pese a este comportamiento ninguna de las interaccidnes presentd un efecto
importante sobre la estabilidad de la emulsion seca de oleorresina de chile ancho
(porciento de influencia mayor al 20 % en este caso), lo cual aunado a la poca
importancia del efecto de los factores por separado (excepto la temperatura)
demuestra que el material empleado en la formulacion de la emulsién seca (silicas
hidrofilica e hidrofébica) cumplié con su objetivo en gran medida, que es la de

proteger al colorante.
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Conclusiones y Recomendaciones

- Conclusiones:

- La adecuacion tecnoldgica del metodo emuslién seca resulté efectiva y presenta la
ventaja de no incluir una etapa de secado, lo cual puede disminuir costos en el
secado de colorantes. Por otra parte, equipo empleado en la obtencion de una
emulsién seca es de tecnologia sencilla y de facil manejo.

- Las condiciones de trabajo para obtener la emulsion seca en este caso fueron
4000 rpm/5 minutos para la emulsién base y 8000 rpm/5 min para cbtener el polvo,
todo a temperatura ambiente.

- Las Unidades de Color no resultaron un buen parametro de evaluacion de la
etabilidad del colorante, ya que al degradarse éste puede estar produciendo
compuestos que absorben a la longitud de onda marcada por la técnica (462 nm).

- Al obtener los porcentajes de influencia de los factores temperatura, luz,
antioxidante y pH, se encontré que la temperatura es |a que ejerce un mayor efecto
en la degradacion del colorante (53.57 % de influencia). ‘

- De las interacciones de los factores manejados en la evaluacion de estabilidad se
encontro que la relacion temperatura-luz fue la de mayor infiuencia (30 %).

- El antioxidante no mostré ninguna ingerencia en la estabilidad del colorante, por lo
que la presencia de éste en la formulacion de la emulsion seca no se considera
necesaria. '

- Respecto al pH no es necesario el llevar a cabo el paso de adicién de buffer, ya
que no hay diferencia entre las muestras a pH acido (2.5, que corresponde al del
extracto) o basico (muestras a las que se adicioné buffer)

. Tant.o el método de emulsion seca como las silicas empleadas en la proteccion del
colorante cumplieron con el objetivo de preservaro y por tanto prolongar la vida util

de la oleorresina.
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: -El polvo obténido de colorante de chile ancho por el método de emulsion seca,
presenta buenas caracteristicas de manejo ya que aun expuesto al medio ambiente
no presentd problemas de higroscopicidad o adherencia al envase.

- La Gnica desventaja que puede presentar la emulsién seca de oleorresina de chile
a.ncho. es que solo puede emplearse en sistemas emuisionados para obtener una
liberacion total del colorante.

- La emulsiSn seca de oleorresina de chile ancho presentd el mismo
comportamiento que la muestra comerclal de oleorresina en la evalucion de la
estabilidad.

- Las muestras que dieron los mejores resuitados de porcentaje remanente de
colorante fueron las de emulsion seca a 4 °C, manteniendo el 95% de colorante

hasta el dia 20, mientras que la muestra comercial abtuvo a ese dia sélo el 85 %.

Recomendaciones:

- Es necesario realizar estudios sobre la aplicacion del colorante en polvo obtenido
por el método de emulsion seca, en alimentos y probar su estabilidad dentro de
éstos.

- Se considera necesario también el llevar a cabo un disefio de aspas para el
homogenizador tipo helicoidal que permita manejar volimenes mayores de
colorante y silicas, para asi poder proceder después a llevar a cabo el escalamiento
de la técnica.

- Seria recomendable el empleo de este método para otros colorantes, ya que porla
caracteristica de incluir una fase oleosa y una acuosa puede aplicarse en la

formulacion o secado de colorantes acuosos y oleosos 0 una combinacion de éstos.
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‘_S‘e‘ roéom‘éndarfa iémbién flevar a cabo un seguimiento de los cambios quimico
: ’.q'iv:éi.so dan Ian los colorantes naturales durante su almacenamiento, ya que el
B thipommionto de éstos no es el mismo que el de |os colorantes artificiales.

-Se recorhien&a ‘ol empleo de la técnica emuisién seca en otras areas de alimentos
.como seria la de saborizantes, en donde podria aprovecharse la caracterislica de

liberacién controlada.
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ANEXO

o DETERMINACION DE UNIDADES DE COLOR EN OLEORRESINAS DE PAPRIKA Y
R : CAPSICUM

‘a) Pesar en un matraz aforado de 100 ml. color ambar, utilizando una balanza analitica,

de 0.3 a 0.5 g. de muestra homogenizada (agitar antes de tomar ia muestra).
b) Aforar hasta la marca con ACETONA al 100 % grado reactivo.

¢) Tomar una alicuota de 1 ml. con pipeta volumétrica e introducirfa en un matraz aforado

color ambar de 100 m.
d) Aforar hasta la marca con acetona al 100 % .

6) Leer la absorbancia a 462 nm. de esta Gltima solicion, utilizando ACETONA como

blanco, empleando una celda de 1 cm de longitud.

f) Calcular las Unidades de Color (U.C.) con la siguiente formula:

UC= Absorbancia x 66,000
peso de la muestra en g.

NOTA; El tiempo maximo que debera transcurrir desde que se hace la primera dilucién

hasta que se lee la absorbancia, no debera exceder los 5 minutos.
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