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I. RESUMEN

El fruto de garambullo (Myrtillocactus geometrizans) contiene pigmentos rojos
purpura pertenecientes a la familia de las betalainas, las cuales presentan una mayor
estabilidad al compararse con las contenidas en el betabel. Estos pigmentos se han utilizado en
alimentos como aditivos, en productos que reciben un proceso limitado de calor, con baja
actividad de agua y corta vida de anaquel, principalménte productos lacteos. El objetivo del
presente trabajo fue extraer, estabilizar y aplicar el pigmento a un helado de crema sabor fresa,
logrando su aceptacién por parte del piblico consumidor.

Se realizaron extracciones del pigmento utilizando diferentes solventes y se evalu6 su
vida media de anaquel en presencia de diferentes agentes estabilizantes. Cuando se adicion6
etanol-HCI 1% se logrd extraer la mayor concentracion de las betalainas (0.9%); sin embargo,
el pigmento resulto muy inestable (Delta E = 14.6) comparado con la extraccién acuosa
(Delta E= 12.3). Los resultados mostraron que el pigmento tuvo la mayor estabilidad a pHs
de 4.8.y 5.2 a bajas temperaturas, lo cual se comprobé con lo tiempos de vida media. Por
ejemplo, en el caso de 25°C ésta fue de 11,436.6 min y para 60°C de 83.5 min. En presencia
de 4cido ascérbico al 0.1% se duplicé la vida de anaquel del pigmento con una energia de
activacién de 25.78 Kcal/mol en comparaciéon con 22.07 Kcal/mol para. el control . Se
concluy6 qué el 4cido ascérbico al 0.1% fue el mejor estabilizante de los utilizados en el
presente estudio, para el pigmento de Myrtillocactus geometrizans en solucion acuosa a pH
entre 4.8y 5.2.

Se identific el coloranté presente en un helado comercial sabor fresa, el cual fue
utilizado posteriormente para fines comparativos. Se elabor6 un helado a nivel laboratorio al

que se le adicion6 pigmento de garambullo con estabilizante, para un primer lote, a un




segundo lote se adicion6 pigmento sin estabilizante y al tercer lote rojo No.. 40. A dichos
helados se les tomé lectura de los parametros de color y se evaluaron sensorialmente respecto
a color, sabor, olor y aceptabilidad general, por 50 jueces consumidores no entrenados,
ut-ilizando una escala hedénica de 10 puntos donde 0 = disgusta mucho, 5 = indiferente y 10
= gusta mucho. La evaluacién sensorial también se llevé a cabo después de 8 dias de
almacenamiento en condiciones de comercializacién, bajo los mismos parametros utilizados
anteriormente. Durante la elaboracién del helado sabor fresa a nivel laboratorio los valores
obtenidos de a* fueron de 13.’89 y 17.52 para los helados que contenfan pigmento de
garambullo con y sin 4acido ascérbico y 29.40 para el que contenia rojo No. 40. En la
evaluacic';n sensorial, no existié diferencia signiﬁcativg en las calificaciones otorgadas para
color (6.50, 6.65 y 6.06), olor-(7.45, 7.20 y 7.64), sabor (7.63, 7.78 y 8.05) y aceptabilidad
general (7.50, 7.45 y 7.40) entre Tos helados mencionz:ldos con anterioridad, respectivamente.
En la evaluacién aplicada al helado elaborado comercialmente se observé un comportamiento
similar al que present6 el helado elaborado a nivel laboratorio para cada calificacion otorgada.
Sin embargo, para el primero, se observé diferencia estadistica significativa entre parametros
de color para el helado adicionado del colorante artificial y el de pigmento de garambullo con
4cido ascorbico, comparado con el adicionado solo de pigmento de garambullo siendo 8.5, 9
y 7 los valores promedio asignados por los jueces consumidores respectivamente.

Por los resultados obtenidos, se concluy6 que el fruto de garambullo es una fuente
potencial de pigmentos naturales para la industria alimentaria, recomendado especialmente
para su utilizacién, en alimentos que no requieren ser sometidos a procesos térmicos altos,

como es el caso de productos lacteos (congelados).




II. INTRODUCCION.

La mayoria de los procesos y métodos de conservacién causan algunos cambios en la
forma y la calidad de los alimentos, lo cual reduce la atraccién de dichos productos (Badui,
1989; Maga y Kim, 1990). Por esta razon es necesario utilizar aditivos tanto naturales como
sintéticos para el mejoramiento de sus caracteristicas funcionales como.sabor, color, textura,
apariencia, vida util, procesamiento, €tc. (Rossetta, 1986).

En los 10ltimos afios se ha observado un aumen;to en el interés por el empleo de aditivos
de origen natural, principalmente en cuanto a colorantes se refiere. Esto se debe a las
consecuencias de los efectos toxicoldgicos adversos que algunos colorantes artificiales han
presentado, por lo que alg}mos de ellos han sido eliminados de la legislacién. Se ha
restringido un niimero considerable de colorantes artificiales principalmente de la gama de los
rojos (Cuadro 1), debido a que se les ha asociado con la generacién de efectos mutagénicos,
carcinogénicos y teratogénicos. Las fuertes restricciones que han sufrido ha llevado a la
tecnologia a la bisqueda de nuevas alternativas que ofrezcan unrmenor ri€sgo en su utilizacién
(Francis, 1987; Duxbury, 1990).
| La variedad de colorantes naturales es muy amplia, se han identificado fuentes
opcionales que permiten obtener pigmentos que logran satisfacer los requerimientos que la
industria alimentaria exige. Estos aditivos se derivan de frutas, verduras, raices, semillas,
minerales y otras fuentes, estos han ganado radpidamente su aceptacion en el mercado, debido
a que ofrecen expandir las opciones de pigmentacion. Sin émbargo, la limitacién en el uso de
estos compugstos esta dada por sus costos y a la pobre estabilidad que algunos presentan a las
condiciones del medio como actividad de agua, temperatura, pH, presencia de trazas metalicas

i
que en conjunto afectan sensiblemente su funcionalidad. (Rodriguez , 1985)



Cuadro 1. Caracteristicas de Colorantes de la Gama dg los Rojos

ESTABILIDAD ‘
COLORANTE COLOR | Calor Ox-Red Luz pH | LIMITACIONES
Rojo No. 3 Rosa Buena  Excelente Pobre 7 -8 Alto costo
caliente No presenta
amarillos
Permitido su uso
sélo en cosméticos
Rojo No. 40 Rojo Deficiente Deficiente Buena 3-8 No proporciona
ladrillo brillo
Costo < Rojo No. 3
No presenta rosas
ni morados
Rojo Carmin ~ Rojo Excelente Excelente Excelente >3.5 Alto costo
magenta En potencia 2/3
partes < Rojo No. 3
Betabel Rojo Pobre Pobre Buena  3'-7 Sabor caracteristico
purpura Triple costo

Pobre estabilidad
No iguala los rosas
del Rojo No. 3




Por otra parte el uso de alternativas para el aprovechamiento de recursos no
convencionales es importante no solo como una via para elaborar nuevos productos sino como
un elemento de orden econémico para zonas, marginadas que cuentan con €stos recursos de
manera natural. En México existe una gran variedad de recursos silvestres susceptibles de ser
aprovechados para la produccion 8e alimentos, como es el caso del fruto de garambullo. Este
recurso tiene la ventaja de no requerir unidades e insumos para su desarrollo agricola. Su
produccién normalments, es estacional y corresponde a una o dos épocas del afio (Coronado y
Vega, 1990)

Los trabajos que existen sobre el fruto de garambullo son incipientes pero dan una idea
de las posibilidades de uso del pigme;nto contenido en dicho fruto. Las pruebas que hasta
ahora se han aplicado proporcionan informacién cientifica no existente sobre aspectos
quimicos, caracteristicas de estabilidad y riesgos toxicolégicos implicitos en la utilizacion de
este pigmento como aditivo colorante. El conocimiento generado por las investigaciones sobre
las propiedades del pigmento y los factores que las afectan, asi como su inocuidad, son
esenciales para su exitosa aplicacion en una variedad de productos alimenticios. Este
pigmento se clasifica dentro del orden de pigmentos de tipo betalainico y se han obtenido
concentraciones a nivel competitivo con las obtenidas de otras fuentes naturales (214.13 mg
de betalainas/100g) (Reynoso 1995).

Es necesaria la investigaciéon y el analisis de los pigmentos extraidos del fruto
propuesto, aun mas su aplicacion en medios complejos principalmente s6lidos o integrados
de varios componentes. Existen'aigunos factores que afectan el color o su percepcion
incluyendo la s.uperﬁcie, el tamafio de particula, la homogeneizacion y la distribucion del

color, el pH, la cantidad y la actividad de agua, la naturaleza de sus constituyentes y sus




interacciones.

Hasta ahora la informacion existente sobre el garambullo es escasa y es conveniente el
desarrollo de trabajos de mayor alcance que propongan alternativas tecnoldgicas para l.a
conservacién y uso de este recurso vegetal llegando a mercados de otras regiones (Coronado
y Vega, 1990). Aunado a esto los resultados obtenidos permitirén ir"a la par de la tecnologia

actual y la demanda a nivel industrial que se exige para esta gama de pigmentos.

II. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

Todos los alimentos estan constituidos por sustancias cuya interaccién determina en
gran medida muchas de sus caracteristicas y propiedades. En la industria se requiere, por lo
tanto, la adicién de ciertos compuestos quimicos o aditivos, que han brindado desde afios muy
remotos el mejoramiento de las caracteristicas funcionales de los alimentos. Al ser
incorporados con fines tecnolégicos y organolépticos, permiten al tecndlogo, tener un mayor
control de las variables que intervienen en la produccién de alimentos.

La gama existente de aditivos es enorme, pero deben ser reconocidos como seguros
para su consumo, entre los mas importantes se encuentran los colorantes, los antioxidantes,
los conservadores, los emulsificantes, las vitaminas, los aminoacidos, etc. Existen desde
aquellos que mejoran o facilitan un determinado proceso como los antiaglomerantes hasta los
que modifican las ca-racteristicas sensoriales dentro de los cuales se encuentran a los
saborizantes y-a los colorantes (Rodriguez, 1990; Badui, 1989).

A. COLORANTES.

Los colorantes deben su funcién a la capacidad de poder absorber una parte de la luz

que reciben y reflejar el resto. Debido a que el color es una propiedad de la materia



directamente relacionada con el espectro de la luz, puede medirse fisicamente en términos de
su energia radiante o intensidad y por su longitud de onda. La materia actiia de esta manera
cuando contiene en su estructura un grupo de atomos que reciben el nombre de croméforos,
principal unidad estructural de un colorante. Consiste en un ntcleo que tiene atomos unidos
por dobles enlaces, atribuyéndose a éstos su poder colorante debido a que las reacciones que
originan el desdoblamiento de estas dobles ligaduras, transformarian el colorante en un cuerpo
incoloro. Un solo grupo croméforo no basta para producir color, pues la banda de absorcién
puede quedar en la zona del ultravioleta, por tanto, resulta necesario sumar los efectos de
varios croméforos en una misnia molécula para obtener la coloracién deseada (Santos, 1989;
Francis, 1989).

Desde hace varias décadas se ha considerado la existencia del color en la industria
alimentaria como un arte, pues de este factor dependeré la apreciacion o no del producto a
comercializar por parte del cliente y desde luego su preferencia y consumo (Birren, 1963).

Un aditivo colorante es cudlquier sustancia capaz de ofrecer un tinte o pigmentacion
para uso en medicamento$, cosméticos o alimentos. Esta sustancia puede ser fabricada por
proceso de sintesis o similares, con o sin intermediarios, o extraida, aislada o derivada de
diversas fuentes (vegetales, animales, minerales u otras). Los aditivos colorantes que se
utilizan en la industria alimentaria se clasifican en certificados (sintéticos) y exentos de
certificacién. Dentro de estos ltimos se encuentran los obtenidos de fuentes naturales y los
duplicados sintéticamente de ellos (idénticos al natural). Estos pigmentos estan sujetos al
mismo escrutinio que se utiliza en los colorantes sintéticos, esto es, la realizacién de analisis
quimicos, bioquimicos, toxicolégicos y médicos los cuales deben garantizar que no afectaran

la salud de los consumidores.



Un pigmento natural es aquel que es sintetizado, acumulado o excretado de células
pertenecientes a un sistema biologico. La mayoria de los colorantes de los frutos se encuentran
en el protoplasma, dentro.de los organelos llamados plastidos. En algunos casos, cuando son
solubles en agua, se concentran en forma disuelta en las vacuolas de fas células. El color
distintivo en frutas, vegetales y flores no estd dado normalmente por un' solo pigmento sino
por una combinacién o sistema de varios de ellos.(Rosseta, 1986)

Las principales razones para adicionar aditivos colorarites a alimentos son:

1. Restablecer la apariencia original del alimento..

2. Asegurar la uniformidad en color debido a las variaciones de origen natural en la intensidad
de color. |

3. Intensificar colores en los alimentos cuando en forma natural estos son muy débiles.

4. Mantener la identidad por-el cual los alimentos son reconocidos. ,

5. Proteger el sabor y vitaminas fotosensibles durante el almacenamiento al impec‘lir la
completa absorcion de la luz incidente (efecto sol-pantalla).

6. Mejorar o modificar la apariencia del alimento.

7. Actuar.como indicativos visuales de la calidad (Meggos, 1994).

Los colorantes de la gama de los rojos han sufrido limitaciones para su utilizacion en
alimentos, principalmente debido a sus caracteristicas de color, estabilidad y restricciones en
su uso (Cuadro 1). Esta gama de colorantes se ha visto severamente restringida ademas debido
a su asociacién con la generacién de cancer (réjo numero 2 6 amaranto) y problemas
hormonales (rojo numero 3, eritrosina) de algunos de ellos (Diario Oficial de la Federacion,
198'8; Duxbury, 1990). Ante la posibilidad de verse disminuidos cada vez mas, se han

propuesto colorantes obtenidos de fuentes naturales para los cuales las restricciones legales en



cuanto a sus niveles de utilizacién son mucho menos severas (Furia, 1990). En la mayoria de
los casos, estos compuestos se encuentran en forma natural en distintos alimentos
tradicionales por lo que la seguridad en su uso se ha comprobado a través de los afios (Badui,
1989). Sin embargo, la utilizacién de procesos quimicos en su obtencién ; su comportamiento
en los diferentes substratos no descarta las pruebas necesarias para asegurar la inocuidad hacia
el consumidor (Furia, 1990).

Los colorantes, ingredientes tinicos e insustituibles en alimentos, presentan diferente
fuerza tintorea y composicién, mas atn los obtenidos de fuentes naturales. La prediccién del
poder de coloracién en la preparacién de la formulaci6én en un alimento es dificil tanto como
conocer y controlar todos los componentes del pigmento; por lo que es importante
maximizar la selectividad del proceso quimico de obtencién y purificacion (Meggos, 1984)

Dentro de los pigmentos naturales mas importantes encontramos grupos como las
antocianinas, los carotenoides, las clorofilas, los flavonoides y las betalainas; ésta
clasificacién se da basada en sus caracteristicas quimicas y capacidad de proporcionar una
gama especifica de colores. Su composicion cambia de acuerdo a la variedad de la planta,
region y estacién. Debido a su naturaleza al ser extraidos, presentan una baja concentracion,
falta de uniformidad, baja estabilidad a factores como luz, pH, temperatura, actividad acuosa,
al igual que indices de contaminacién por otros compuestos propios de la fuente. Por todo esto
se hace necesaria la busqueda de diversos métodos mas selectos de purificacion, extraccion y
estabilidad de ‘colorontes de origen natural (Rossetta, 1986). Es fundamental la investigacion
de fuentes potencialmente interesante de pigmentos naturales que mejoren las caracteristicas
de estabilidad y que a la vez puedan ser utilizados como aditivos en la industria alimentaria tal

es el caso de el fruto de garambullo Myrtillocactus geometrizans.




B. GARAMBULLO.

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) pertenece a la familia de las cactéceas; es
un grupo de alrededor de 2000 especies, las cuales se ubican en zonas 4ridas y semidridas de
América del Norte y del Sur (Bravo, 1978; Dominguez, 1995): La planta almacena el agua
para su.subsistencia de la manera mas eficiente soportando la escasez o abundancia que
provoca la lluvia, ya sea por su rapida evaporacién o por provocar la erosion en la superficie
del suelo con poca penetracién a la tierra. Esta especie requiere de una menor cantidad de
agua respecto a la mayoria de las cactaceas.

El garambullo producé un fruto comestible de baya redonda de aproximadamente 2 cm
de diametro color purpura, el cual ha sido muy poco explotado. Una de sus principales
limitantes es la corta vida poscosecha de este fruto. En las comunidades productoras se
cosecha a mano y se vende en canastas de palma cubiertas con hojas de higuerilla tratando de
evitar el dafio por insectos y la contaminacién con polvo, basura, etc. Desafortunadamente es
necesario consumirlo de uno a dos dias después de su cosecha debido a su rapida
fermentacion; ya que generalmente si se recolécta en la madurez de consumo y es mantenido
a temperaturas de 22°C en recipientes cerrados, en menos de seis horas ocurre una rapida
fermentacion. Cuando el fruto es almacenado en recipientes abiertos, a los dos dias se observa
invasién fungica. Por otra parte si se mantiene en congelacion (-2°C) al descongelarse se
presentan dafios fisicos y una disminucién del aroma y sabor pero sin afectar la composicién
de los pigmentos del fruto.

La inexistencia de canales de comercializacion y baja capacidad de consumo del fruto
fresco por parte de la poblacién, conducen a grandes pérdidas de este recurso. La

transformacién del mismo, como medio de conservaciéon ocurre en algunas de las
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comunidades productoras aisladamente. Los frutos se consumen en general, frescas y en
algunos lugares se transforman en licores y mermeladas (Coronado y Vega, 1990).

Se han podido caracterizar los pigmentos del fruto de garambullo, los cuales se
ubican dentro del grupo de las betalainas (Reynoso,1995). Al conocer sus propiedades
quimicas bésicas ha sido posible integrar diferentes estudios que han hecho posible mejorar
su estabilidad para la dptima utilizacién de estos comp‘uestos.

C. BETALAINAS
Las betalainas pertenecen a los cinco aditivos colorantes de origen natural mas
ampliamente utilizados en alimentos, el término se refiere a la mezcla de pigmentos rojos
conocidos como betacianinas (Figura 1a) y amarillos llamados betaxantinas (Figura 1b). El
contenido de cada uno de ellos varia con respecto a la naturaleza de la fuente (Hendry, 1992;
‘Badui, 1989; Piatelli 1964)
Este grupo de pigmentos se encuentra en 10 familias de Centrosperma, siendo
la mas conocida la remolacha roja o betabel (beta vulgaris) (Czygan, 1980).
1. Composiciéon Quimica
Las betalainas son aminoécidos con un grupo amino cuaternario, de peso molecular de
400 a 500 que presentan un atractivo color rojo (Hendry, 1992) y son solubles en agua. Se
conocen unas 70 betalainas y todas tienen la misma estructura bdasica (Figura lc) que se
caractériza por tener el sistema 1,7-diazoheptametind. Su color es atribuible a las estructuras
de resonancia y grupos 1 y r' que extienden o no la conjugacién, cuando la sustitucion-de estos
grupos se da por el anillo aromético origina el croméforo rojo, que es caracterizado como
betacianina, por otra parte si la conjugacion no se extiende, el componente originado se

denomina betaxantina y es de color amarillo (Piatelli y Minale, 1964; Fennema, 1993).
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Figura 1. Estructuras quimicas de a) betacianinas, b) betaxantinas y c) betalainas

COCH

COOH

COOH
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2. Estabilidad
Existen una serie de factores fisicos y quimicos que limitan la aplicacién tecnologica
de estos compuestos eomo aditivos colorantes.

Las betalainas, como muchos otros pigmer;tos naturales son altamente termolabiles y
su velocidad de degradacién se inctementa con la temperatura (Rodriguez, 1985; Walford,
1989). Su susceptibilidad al calor, oxigeno y altas actividades de agua restringen su uso.como
colorante en alimentos. Sus aplicaciones estan enfocadas a productos que reci\ben un proceso
limitado de calor, con baja actividad de agua y que tengan una corta vida de anaquel (Maga y
Kim, 1990). Sin embargo es factible el uso de compuestos quin;icos antioxidantes que brinden
mayor estabilidad al pigmento para ser aprovechado favoreciendo la vida util del mismo y de
él en el alimento. (Murai y Wilkins, 1990; Mahoney y Graf, 1986). La maxima estabilidad ¢on
respecto al pH, como se ha informado para betabel, se encuentra en el intervalo de 4.5 a 7.0.,
en donde no existe variacién de color (Huang y von Elbe, 1987). Bajo condiciones 4cidas la-
tonalidad es azul violeta y en condiciones alcalinas, el color llega a ser amarillo oscuro por la
pérdida de betanina (Hendry, 1992). Para las betalainas de garambullo se ha informado un
intervalo de pH de 3.0 a 7.0, abajo de 3 el color cambia a violeta y por arriba de 7 a una
coloracién pirpura intenso (Reynoso,1995). En el caso de betabel la velocidad de degradacion
de sus pigmentos, a diferentes temperaturas, es fuertemente influenciado por la actividad
acuosa; altas actividades de agua disminuyen la estabilidad de las betalainas. Son muy
estables en productos deshidratados, sobre todo en alimentos con una actividad de agua menor
de 0.5. Con la reduccic?n de este valor de 1.0 a 0.37 unidades (a 75’ C) es posible incrementar
la vida del producto hasta en un 10% (Cohen y Saguy, 1983).

Una de las principales causas de la pérdida del pigmento, parece:ser la reaccion entre
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betalainas y oxigeno molecular (Attoe y von Elbe, 1985). Su degradacién en presencia de
oxigeno puede llegar a ser hasta de un 15% en sdlo seis dias.

Los antioxidantes que contienen azufre y los compuestos fendlicos no son efectivos en
estabilizar a las betalainas, lo cual indica que el mecanismo de oxidacién no involucra una
reaccion en cadena de radicales libres. Se ha sugeridos que dicho mecanismo via de radicales
libres no ocurre durante la perdida de las betalainas del garambullo. Se ha demostrado que es
mejor utilizar compuestos que eliminan oxigeno del medio como es el caso de los 4&cidos
ascorbico e isoascorbico (Attoe y von Elbe, 1985). Sin embargo, existe controversia en la
literatura en cuanto al comportamiento de las betalainas del betabel en presencia de estos
agentes estabilizantes.

La presencia de metales por ejemplo del hierro tiene un efecto sobre el centro
electrofilico de las betalainas del betabel, lo desestabiliza y ocasiona un desarreglo de enlaces
y pérdida del poder colorante por destruccién del grupo croméforo. (Santos, 1989). Para el
garambullo es conveniente la adicién de acido ascorbico a partir de temperaturas de 40°C
para mantener la integridad quimica del pigmento. La presencia de metales actiia como pro-
oxidante, por transferir electrones, liberando radicales y formando hidroper6xidos. Se
realizaron pruebas con betalainas de garambullo adicionadas de metales como cromo y hierro
encontrando diferencia estadistica entre las muestras control y las muestras del pigmento de
garambullo con dichos metales a los niveles de 2 mg/l. y 15 mg/L respectivamente. Los
resultados sugieren que existe un mayor impacto en la velocidad de oxidacién del pigmento en
presencia de estos metales.

También existe una relacion directa de la pérdida de color del pigmento de garambullo

en solucidén al incrementarse la temperatura, no obstante que su energia de activacion fue de
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20.8 Kcal/mol resulto mas estable que otros colorantes naturales Reynoso (1995).
3. Aplicaciones

Las betalainas pertenecen a los cinco aditivos colorantes de. origen natural mas
ampliamente utilizados en alimentos, principalmente en productos lacteos y carnicos

Dentro del grupo de alimentos para ser incluidos en la aplicacién del pigmento se
encuentran helados, confiteria, productos carnicos a base de soya, embutidos, postres,
productos lacteos, etc. (von Elbe et al, 1974 a).

Las betalainas también son utilizadas para alimentos tostados, adicionandose después
de la extrusién, asi como en productos cérnicos con bajo contenido de humedad y que no
contengan SOz tales como embutidos estilo salami.

La aplicacion en helados es una de las mas importantes para las betalainas, en paiées
|
europeos la mayoria de los helados color rosa contienen betalainas de betabel, utilizando
niveles de 15 a 25 mg/1. El color obtenido depende de la variedad de betabel utilizado y de las
condiciones de extraccién empleadas. (Hendry, 1992; Dziezak, 1987).

La industria de alimentos necesita continuar desenvolviéndose en é4reas para el
desarrollo de nuevos productos, procesos y sistemas de incorporacion de- sabores, aromas y
colores en alimentos. Sin duda la industria de elaboracién de helados en sus diversas
aplicaciones debe contar con estos principios, sobre todo al ser productos con un alto nivel de
consumo por parte de la poblacion mundial.

D. HELADOS DE CREMA

El helado, tal como se conoce hoy en dia, es el resultado de una evolucién de cinco

siglos que se inici6 en Europa. A principios del siglo XX, las fabricas de helados en los

Estados Unidos utilizaban todavia congeladores a base de hielo y sal. Hoy en dia los
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congeladores continuos de cilindros multiples producen mas de 4000 litros de helado
congelado uniformemente por hora.

En la fabricaciéon del helado y productos andlogos se emplean ingredientes lacteos
diversos. La composicién del helado es a base de grasa de leche (grasa butirica) y s6lidos de
leche no grasos derivados de ingredientes como azicar, estabilizador, emulsionante,
materiales saborizantes, colorantes, agua y aire.

La combinacién de estos componentes, antes de la incorporacién de aire y de la
congelacion, se conoce como la base para helado. Su composicion puedé variar en cuanto al
contenido de grasa, sélidos de leche no grasos y total de sélidos, de acuerdo con las
necesidades del mercado.

El helado se define como una espuma en que se presentan celdas de aire que
constituyen el aumento de volumen, las peliculas de mezcla de los ingredientes mencionados
anteriormente rodean las celdas de aire. Dentro de las peliculas se. encuentran, glébulos de
grasa solidificados dispersos, cristales de hielo, azlcares, sales, proteinas y otros
componentes de la base, algunos insolubles otros disueltos (Potter, 1990).

Es necesario el empleo de colorantes en la fabricacién de helados de crema, debido a la
importancia de mantener la calidad y presentacion de un producto, especificamente los
elaborados con bases de frutas, ya que.los pigmentos provenientes de éstas varian con la
estacion y variedad, ademas de ser muy débiles e inestables.

La evaluacién de las propiedades organolépticas de los productos fabricados, tiene
gran importancia comercial para la industria alimentaria. Es necesario asegurar niveles de
calidad y frecuentemente desarrollan nuevos productos que correspondan a los gustos del

consumidor. Por lo anterior cuando se introduce al mercado un producto cuya formulacién
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incluye un aditivo nuevo o. diferente es necesario llevar a cabo evaluaciones sensoriales.

E. EVALUACION SENSORIAL.

Esta ciencia utiliza los sentidos humanos para medir las caracteristicas particulares de
un alimento o ingrediente como son sabor, color, olor, textura, apariencia, etc.-La evaluacién
sensorial se utiliza principalmente para revisar los efectos de nueyos ingredientes o
formulaciones, asi como nuevos procesos, ¢ incluso el monitoreo de los efectos del
almacenamiento sobre determinados productos. El desarrollo de una evaluacion sensorial debe
considerar diversos aspectos técnicos especificos ya que contempla la utilizaciéon de factores
fisicos, sicolégicos y respuestas a estimulos que nos brindaran sus respuestas de acuerdo a los
términos de descripcién que se utilicen. La aplicacién de las medidas sensoriales puede
incluir desde detectar fallas en la linea de produccién hasta estudios complejos sobre la
respuesta de una sola fibra nerviosa ante un estimulo quimico.

Es importante tener el control del proceso y las variables que participan para lograr
confiabilidad y reproducibilidad. Por el amplio campo de aplicacién que este analisis tiene, se
requiere definir el objetivo de estudio y asi seleccionar los métodos apropiados para lograr la
informacién deseada, de igual forma deben efectuarse los-analisis sensoriales de una manera
cientifica con tanto cuidado comg si se tratara de un andlisis quimico,
En general, se puede clasificar dichos métodos en dos grupos: Métodos Analiticos y Métodos
Afectivos. Los primeros a su vez incluyen métodos sensitivos (umbral y diferenciacion)
cuantitativos (gradiente y duracién) y cualitativos (anélisis descriptivos). Para los de caracter
afectivo se consideran las pruebas de aceptacion, preferencia y nivel de agrado .

En los métodos de tipo analitico debera contarse con jueces entrenados ampliamente

en las 4reas de evaluacion especificas, el numero necesario de ellos serd minimo (maximo de
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10 a 15 personas), deberan cumplir con las exigencias y requisitos propios a las reglas
establecidas para ellos. Por el contrario para los métodos de cardcter afectivo el unico
requisito que los jueces deberan cumplir es que sean consumidores potenciales o habitualés
del producto a evaluar. Desde luego no se descartan las reglas propias que se establecen para
llevar a caBo dichas evaluaciones como pudieran ser el lugar de prueba, el material de
enjuague, la preparacion y la presentacion de las muestras, las hojas de respuestas, los
parametros a evaluar, la afinidad con la muestra, etc. El numero de jueces necesario para este
tipo de evaluaciones requeriré al menos de 50 jueces consumidores para que los resultados
sean satisfactorios y confiables; a efecto de extrapolar hacia la poblaciéon de interés
previamente definida.

Sin duda alguna para la evaluacién sensorial de nuevos productos o ingredientes .1a
prueba que indica el nivel de agrado o desagrado que provoca una muestra especifica nos
brindara resultados apropiados al objetivo del estudio.

Para la aplicacién de esta prueba, también llamada de tipo hedonico, se utiliza una
escala en la que se puntualiza la caracteristica de agrado. Esta escala debe contar con un
indicador del punto medio a fin de facilitar al juez consumidor la localizacion del punto de su
preferencia a la muestra.

La presentacién de las muestras deberd ser como el consumidor confrontaria el
producto en estudio habitualmente.

Para los resultados obtenidos es recomendable el tratamiento via andlisis de varianza.
Esta técnica estadistica permitira conocer si existen diferencias significativas entre la media de
las calificaciones asignadas a mas de dos muestras y con esto indicando indicando el

comportamiento propio de los datos obtenidos de un experimento, lo que se conoce como
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similitud entre muestras (Pedrero, 1992).

Existen una serie de factores que limitan la aplicacién tecnolégica de pigmentos de
origen natural como aditivos colorantes en una amplia variedad de alimentos. El fruto de
garambullo, objeto de este estudio presenta caracteristicas que le ‘permiten ser objeto de

nuestro estudio.
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IV. HIPOTESIS

El pigmento del fruto de garambullo presenta caracteristicas que permiten darle una

mayor estabilidad asi como una.tonalidad apropiada para ser incorporado en helados, dicho

producto puede ser competitivo con productos comerciales y aceptado por el consumidor.
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V. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL
Extraer, estabilizar e incorporar el pigmento del fruto de garambullo a un producto lacteo

(helado de Crema), logrando la aceptacién por parte del consumidor.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Extraer el pigmenito del fruto de garambullo mediante el uso de diferentes soluciones.

2. Efectuar pruebas de vida de anaquel del pigmento, con la adicién de agentes estabilizantes.

3. Determinar el pH de méxima estabilidad del pigmento.

4. Calcular y evaluar el tiempo de vida media, las constantes de velocidad de degradacion y
la energia de activacién del pigmento de garambullo en presencia de diferentes agentes
estabilizantes.

5. Elaborar un helado a nivel laboratorio y determinar la concentracién del pigmento de
garambullo ha ser aplicado compardndolo con un helado comercial adicio;lado de
colorante sintético (rojo numero 40).

6. Realizar evaluaciones sensoriales del helado adicionado con el pigmento de garambullo y
con el colorante artificial.

7. Incorporar el pigmento de garambullo a un helado de elaboracién comercial realizando las
evaluaciones sensoriales correspondientes.

8. Efectuar pruebas de vida de anaquel del helado en estiidio y del comercial adicionados con

pigmento de garambullo.
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VI. MATERIALES Y METODOS.
A. MATERIALES
1. Material Biolégico
Levadura (Saccharomyces Cerevisiae)
2. Material de Prueba

Pigmento del Fruto de Garambullo (Mjyrtillocactus Geometrizans).

El fruto fue recolectado en los meses de Julio y Agosto de 1995 en la Ciudad de
Querétaro, se almaceno a temperatura de -15°C en bolsas de polietileno negro; se mantuvo en
estas condiciones previo a su andlisis. Se descongelo a temperatura ambiente al momento de
efectuar los estudios de extraccion. ‘

B. METODOS .

1. Extraccion del pigmento

Se pesaron 200 g de fruto a los cuales se adicion6 una fraccion de 200 ml del solvente
correspondiente (Figura 2), el total adicionado fue de 600 ml de la solucién extractora. Se
llevé a cabo la molienda de esta mezcla, en un recipiente de vidrio, lograndose la interaccién
completa entre los componentes presentes, se separé mediante filtracion la parte liquida del
bagazo. La parte obtenida de bagazo fue mezclada con una segunda parte del solvente
correspondiente (200 ml), repitiéndose el proceso anterior separando el bagazo del liquido-por
filtraci6én y agregdndose, por ultima vez, la tercera fraccioén correspondiente sobre el bagazo
residual obtenido. Se utilizaron tres solventes, de los cuales se obtuvieron cuatro diferentes
soluciones extractoras [agua, etanol-HCI 1%, etanol:agua, etanol-HCI 1% :agua]; para obtener

el pigmento con agua, se utilizaron tres fracciones de 200 ml de este solvente, de igual forma

se trabajo con etanol acidificado (HCI1 1%).
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Figura 2. Extraccion del pigmento de garambullo

EXTRACCION EN FRACCIONES
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B) Etanol-HCI 1%
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En el siguiente caso (etanol:agua 1:2) se utiliz6 una primera fraccién de etanol y las
otras dos fracciones restantes fueron agua, siendo el mismo procedimiento para la ultima
solucién utilizada (etanol-HCl 1% :agua 1:2) una primera fracciéon de 200 ml de etanol
acidificado y las dos fracciones restantes de agua.

Al mezclar las tres fracciones liquidas obtenidas de cada operacién para cada solvente
se obtuvo el pigmento en solucién correspondiente (Figura 2).

2. Purificacién del pigmento

Obtenido el pigmento en las diferentes soluciones se procedié a llevar a cabo la
fermentacién. Para ello se utilizé 0.66% de levadura Saccharomyces cerevisiae activada en un
jugo preparado con la molienda de fruto en agua, cuyo volumen equivalia a una quinta parte
del total del pigmento en solucién a fermentar. Dicha fermentacién se llevé a cabo en
recipientes cerrados, por 3 horas a 37°C en bafio Maria con agitacion constante.

Los diferentes productos se centrifugaron a 4500 r.p.m. durante un tiempo de 15 min. para
eliminar el material biolégico y bagazo de cada uno de ellos, obteniéndose liquidos claros con
el pigmento de las diferentes soluciones extractoras (Figura 3).

3. Concentracién del pigmento
Cada mezcla obtenida fue sometida a evaporacion al vacio a 40°C en un
rotaevaporador con capacidad de 1 It, hasta obtener un volumen de 1/10 parte del total en
volumen (Figura 3)

Se determind el porciento de color total obtenido como betanina presente en este
concentrado, utilizando el procedimiento indicado de acuerdo al Diario Oficial de la
Federacién como a continuacién se indica.

Se disolvié una cantidad pesada correctamente en una solucién reguladora y se diluyé
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Figura 3. Purificacién y concentracion del pigmento de garambullo

PIGMENTO EN SOLUCION

|

FERMENTACION

PURIFICACION
Saccharomyces cereviseae
37°C 3h

|

CENTRIFUGACION
4500 rpm 15 min.

|

EVAPORACION AL VACIO
40°C 12 h aprox.

1 CONCENTRACION

DETERMINACION DE COLOR
Procedimiento publicado en el
Diario Oficial de la Federacién

(1988)
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a un volumen conveniente con esta misma solucién (V total en ml), la absorcién maxima
puede ser en el intervalo de 0.2 a 0.8.

Se centrifugo la solucién, cuando asi lo requirié y se midi6 la absorcién corrigiendo
con un blanco compuesto por la solucién reguladora de pH=5. El contenido de color se
calculé en bases a la maxima absorcién A (a 530 nm) usando la absorbancia especifica para
betanina.

A 1%=1120 (lem)
% Color rojo C'= [A* V/(1120*L*W)]*100

En donde:

A= Absorcion maxima

V= Volumen de solucién probada en ml

L = Longitud de la celda en cm

W= Peso de la muestra en gramos

4. Estabilidad del pigmento

Una vez fermentado el jugo en agua, etanol-HCI l%, etanol:agua (1:2), etanol-HCI
1% :agua (1:2) se prepararon soluciones de prueba a una concentraciéon de 0.012% de
betaninag. Se trabaj6 cada solucién por triplicado, en tubos de ensaye con tapén de roscd, a los
cuales se les adiciono 10 ml de cada solucién asi como los diferentes agentes estabilizante‘s
de prueba a las concentraciones seleccionadas siguiendo la ruta que se muestra en la figura 4,
se tuvo un control negativo, el cual consistié en el pigmento en solucién sin ningun agente
estabilizante.

A cada tubo se le tomaron lecturas en un colorimetro Hunter.Lab D 259 de los pardmetros L*,
a* y b* , medidas internacionales de color. El empleo de los pardmetros L*, a*
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Figura 4. Estudio efectuado para conocer la estabilidad del pigmento de
garambullo

SOLUCION DE PIGMENTO FERMENTADO
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y b* se denomina prueba de triestimulo colorimétrico. Las coordenadas pueden ser medidas
directamente por reflexion de una muestra opaca o por transmisién a través de una muestra
trasparente. Estos valores fueron utilizados para el calculo de Delta E el cual nos brinda un
pardmetro de la pérdida de color que sufren dichas soluciones, a mayores valores de Delta E
significa una degradacién mayor del pigmento, valores menores comparativamente, son
indicios de la estabilidad del pigmento, y por lo tantp una proteccién por parte de los agentes
estabilizantes.
De acuerdo a la c;)mbinaci(')n de ellas fue posible ubicar la tonalidad, matiz y luminosidad de
cada una de las muestras que se analizaron . (F igu;a 5). Dichas lecturas evalian en conjunto la
diferencia neta de color de la muestra teniendo como referencia el control. Estas soluciones se
sometieron a temperatura de 40°C por 24 horas, en bafio maria; al término de este tiempo, se
tomaron nuevamente lecturas de L*, a*.y b* en el colorimetro antes mencionado, para
observar la degradacion o proteccion del pigmento. y a partir de ellos se calcul6 la diferencia
neta de color Delta E de acuerdo con la ecuacién:
Delta E=[(L*f-L*i)*+(a*f-a*i)*+(b*f-b*i)*]""2

en donde f = lectura final de cada tratamiento e i = lectura inicial de cada
tratamiento (Francis, 1989; Berset, 1995)

S.- Determinacién de pH de maxima estabilidad del pigmento.

A una solucion del pigmento (0.012 % betaninas) extraido con agua y fermentado, se
le modific6 el pH a valores de 4.0, 4.4, 4.8, 5.2, 5.6 y 6.0 con 4cido clorhidrico (0.25N) y con
hidréxido de sodio al 2% segun correspondiera. Se trabajaron estas 6 soluciones en tubos de
ensaye con tapon de rosca, por triplicado, conteniendo 10 ml cada uno de las correspondientes

soluciones modificadas. Las lecturas de L*, a* y b*, se tomaron para cada tubo en un
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colorimetro Minolta CM 2002, anteriores y posteriores a una degradacion de 40°C por 24
horas (Figura 6). Se determin6 la diferencia neta de color (Delta E) mediante la ecuacién
anteriormente mencionada, después del analisis respectivo.

6.- Cilculo y evaluacién de tiempos de vida media, constantes de
velocidad y energia de activacion.

Se trabajo con una solucién de prueba con concentracién de 0.012% en betalainas
extraidas con agua, se trabajé con una serie de tubos de ensaye por triplicado, en los que se
colocaron 10 ml de esta solucién a cada uno; se le adicionaron agentes estabilizantes 4cido
ascorbico 0.1 y 0.5%, 4cido citrico al 1%, 4cido isoascérbicd en 0.1% y la mezcla de acido
ascorbico - sérbico 0.1-0.1 %.

A estas soluciones se les modifico el pH a un valor de 4.8, y fue evaluada su
estabilidad bajo diferentes temperaturas y tiempos. Se colocé cada tubo dentro de un bafio
maria al azar, a las températuras y tiempos de estudio, 4°C y 25°C (5 dias), 40°C (60 horas),
60°C (5 horas), 80°C (2 horas) y 100 °C (30 minutos). Por intervalos predeterminados para
cada uno de los diferentes tiempos mencionados se tomaron las diferentes lecturas de L* a*y
b* en un colorimetro Minolta CM 2002. Se calcul6 el cambio de color en base al porcentaje
de pigmento remanente después del tratamiento térmico. )
Pigmento remanente (%) = (mg de betanina al tiempo X / mg de betanina al tiempo cero)x100

Los porcentajes de 15 valores diferentes se graficaron en una escala semilogaritmica
con respecto al tiempo y la pendiente de la linea se multiplic6 por -2.303 para obtener la

constante de velocidad (k) la cual se utilizo para calcular el tiempo de vida media (T ! ) del

pigmento como: T % = 0.693 /k (von Elbe et al, 1974 b).
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Figura 6. Evaluacién del pH de médxima estabilidad del pigmento de garambullo
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7. Elaboracion de helado a nivel laboratorio.

Se procedi6 a la mezcla de los siguientes ingredientes: Sélidos de leche, sacarosa,
crema, lecitina, goma, fruta en mermelada. Se sometieron a cocimiento por 15 min. a fuego
lento y sin dejar de agitar hasta la disolucién total de todos los ingredientes. La mezcla
obtenida se retiro del fuego y se espero a que disminuyera su temperatura aproximadamente
20°C, para poder ser sometida a un enfriamiento a 4°C por 30 min., posteriormente se realizo
el batido en una nevera pequefia de capacidad aproximada de 2.5 1 de mezcla, por 30 min. En
esta ultima fase se probaron diferentes concentraciones de pigmento de garambullo,
comparando con un colorante artificial: Rojo #40.

8. Evaluacion sensorial c
Se realiz6 una evaluacién de cada uno de los diferentes helados elaborados (nivel
laboratorio, comercial y en almacenamiento) correspondiendo un andlisis sensorial de tipo
hedénico con 50 jueces no entrenados en donde se evaluaron: sabor, olor, color y
aceptabilidad general, tomando en cuenta las caracteristicas propias de este anlisis. Se utilizé
una escala de calificacion de 0 a 10 en las que se designé cada valor de la siguiente forma:
0 equivalente a Me disgusta,
5 equivalente a Me es Indiferente y
10 equivalente a Me gusta.
9. Preparacion del helado comercial.
Una casa comercial productora de helados, mezclé su base de helado con el pigmento de
garambullo, de acuerdo a su proceso de elaboracién. Antes del batido y congelado se adicioné
el pigmento de garambullo hasta igualar la coloracién que ellos dan a su producto con el

colorante artificial. Se procedi6 a la evaluacion sensorial como se describi6 en el punto 8.
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10. Vida de anaquel.

Los helados que fueron elaborados a nivel comercial se sometieron a almacenamiento
durante:I dias bajo las condiciones de comercializacion, a temperatura de 4°C en congelador
de puer£a5 corredizas superiores y posteriormente fueron evaluados sensorialmente en cuanto
a caracteristicas de color, olor sabor y aceptabilidad general.

11. Analisis estadistico.
Los datos se analizaron utilizando el andlisis de varianza de una sola via y se compararon
las medias mediante la prueba de rango multiple LSD a un nivel de significancia del 5%. Se

efectud en algunos estudios un analisis de regresion lineal. Todas las muestras se analizaron

por triplicado.

33




VII. RESULTADOS Y DISCUSION.

A. EXTRACCION, PURIFICACION Y CONCENTRACI Q'N DEL PIGMENTO DE
GARAMBULLO.

Para la obtencion del pigmento del fruto de garambullo se trabajé con 4 soluciones
extractoras diferentes, obteniéndose caon etanol-HCl 1% 0.95 mg de betaninas/100g, con
etanol-agua (1:2) 0.92, etanol HCI 1%:agua (1:2) 0.79, y agua 0.60 (Cuadro 2). El empleo de
este método incrementé la cantidad de pigmento que se habia obtenido en un estudio
anteriormente realizado por Reynoso, quien en 1995 extrajo el pigmento de garambullo con
agua en relacion 1:3 respecto al fruto recuperando 0.23 mg de betaninas/100g.

En el presente estudio se utiliz6 la misma cantidad de fruto-solvente pero ahora
con este ultimo fraccionado, se triplico la concentracion de betalainas (0.60) extraidas con
agua, por lo que para esta extraccion se logra mejorar el método antes reportado, el
incremento de la concentracién de pigmento sé sugiere sea debido al 'efecto del area de
superficie en contacto con la solucién extractora asi como el tiempo de molienda. Dichos
resultados también se confirmaron al observar el bagazo resultante al final de esta operacion
ya que present6 ausencia completa de color rojo violeta caracteristico de este pigmento.

En el caso de las extracciones que contenian etanol las tres fracciones obtenidas
mostraron un cambio en la coloracién del pigmento hacia tonos azul-violaceos, resultando
tonalidades mas intensas para el caso de etanol acidificado. También brindaron el mayor
rendimiento en términos de concentracion de betalainas en comparacién con las otras mezclas
utilizadas, como se pudo observar con el anélisis estadistico incluido en el Cuadro 2.

El efecto deshidratante del etanol permiti6é una mejor extraccién del pigmento (0.95%)

el cual se encuentra en las vacuolas de las células del fruto, facilitando la expulsién misma

34



Cuadro. 2. Contenido de betalainas del fruto de garambullo extraidas con

diferentes solventes.

EY

Solventes Betalainas(mg/100g)-
__ ) X o
Etanol HC1 1% 0.95 + 0.01 a
Etanol : agua (1:2) | 0.92 + 0.01 a
Etanol HC1 1% : agua (1:2) 0.79 + 0.04 b
Agua ' 0.60 = 0.05 ¢

a,b y ¢ significan diferencia estadistica (p<0.05)



del colorante.

El resultado de las coloraciones obtenidas para esta extraccién es resultado de la acidez
que esta solucién confiere al pigmento. Cuando se procedié a su concentracion se obtuvo un
material viscoso muy dificil de manejar, asi como un sabor desagradable.

Ontiveros en 1988 realizé pruebas de extraccién con etanol, ademas de otros solventes
‘orgénicos como benceno, cloroformo y éter etilico. Para estos ultimos se observé una
separacion de fases debido a que el pigmento fue insoluble en ellos en el caso de etanol se
obtuvo una buena solubilidad, pero con una variacién en la tonalidad. Cuando se extrajo con
agua a temperaturas de 90°C se logré una mayor eficiencia en la extraccion pero se formaron
sabores y aromas indeseables en el pigmento obtenido.

Reynoso en 1995 trabaj6 con solventes como agua, etanol, acetona, acetato de etilo,
cloroformo, éter de petréleo, hexano y cliclohexano, entre mayor fue la constante dielectrica
mayor la polaridad de ellos, siendo decisiva en la extraccién de betalainas. Eligiéndose a el
agua en relacién 1:3 con respecto al fruto la solucion extractora por excelencia.

Para todas las extracciones en las cuales se utilizo etanol como es el caso de etanol
HCl 1%, etanol HC] 1%:agua (1:2) y etanol:agua (1:2) se observan concetraciones mayores
que la obtenida con agua. De igual forma que sucede para la extraccion de etanol acidificado
para estas 2 extracciones que incluyen etanol al ser concentrado el pigmento se desarrollaron
sabores y olores desagradables.

Se consideré adecuado el uso de la fermentacién como un método de
purificacién, debido a que redujé el contenido de azucares totales del pigmento extraido. Para
cada uno de los extractos obtenidos decidio utilizarse la levadura saccharomyces cerevisiae

cuya especie presenta cepas con caracteristicas muy diversas las cuales se adaptan a diferentes
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usos, por.lo que industrialmente tiene un gran valor. (Frazier, 1976).

La reduccién de azucares fue comprobado en pruebas preliminares, al comparar los
resultados en terminos de concentracion de betalainas del pigmento extraido con agua antes y
después de la fermentacion, los cuales fueron 0.6% y 0.72% respectivamente, observandose
un 20 % de incremento en la concentracion por efecto de la disminucién de dichos
compuestos en el pigmento. En el caso de las extracciones que involucran la presencia de
etanol en solucién no se observa efecto en la disminucion de la concentracién de betalainas
para ninguno de los tres casos estudiados.

Para la purificaciéon de betalainas se han utilizado microorganismos como el hongo
aspergillius niger y las levaduras candida utilis, saccharomuyces oviformis y saccharomyces
cerevisiae (Drdak, 1992), su principal funcién es la reduccién de azucares disponibles en el
sustrato, ya que dichos carbohidratos son preferidos en general por los microorganismos a
cualquier otra fuente de energia. Ya que es bien conocido que los di, tri, o polisacaridos suelen
ser hidrolizados a azucares sencillos antes de su utilizaciéon. Un monosacarido, como la
glucosa puede sufrir una descomposicion anaerobia , que en el caso de accioén por levaduras
daria origen a una fermentacion de tipo alcohdlica, originando como productos principales
etanol y dioxido de carbono. Las levaduras suelen desarrollarse en toda la masa liquida y su
crecimiento se ve favorecido por un pH 4cido préximo a 4-5.

Una de las dificultades que presenta el trabajar con carbohidratos lo manifiesta su
tendencia a formar jarabes al concentrarse, y la dificultad que presentan para manejarse en el
laboratorio (Morrison y Boyd, 1990)

En el drea de metodos de purifieacion otros autores han extraido las betalinas de flores

y frutos por medio de una extraccién acuosa seguida de una purificacién por cromatografia de
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intercambio ionico, cromatografia en columna, ultrafiltracién y osmosis inversa. Estos
métodos presentan la ventaja de eliminar compuestos que puedan llegar a deteriorrar el
producto, como azucares, proteinas, iones metélicos, etc. Sin embargo, el costo de produccion
llega a incrementarse de manera significativa (Rodriguez, 1985). Por todo lo mencionado el
método de fermentacion resulta una alternativa de purificacién de éste pigmento y ofrece un
costo muy por abajo de los mencionados, ademéds de un proceso accesible y con buen
rendimiento.

B. ESTABILIDAD DEL PIGMENTO.

En la figura 7 se presenta la grafica que nos muéstra los valores de Delta E obtenidos
para el pigmento extraido con agua y adicionado con diferentes agentes estabilizantes después
de haber sido sometido a temperatura de 40°C durante 24 hrs. Los que brindaron la mayor
proteccion al pigmento de garambullo fueron el 4cido ascérbico, a concentraciones de 0.1 y
0.5%, la mezcla de éste con acido sorbico (0.1-0.1 0.1-0.3 y 0.1-0.5%) asi como el
isoascorbico (0.5%), no existiendo diferencia estadistica significativa entre dichos valores. En
relacion al comportamiento de estas sales respecto al control, se mostré una proteccion de 34-
36%. El 4cido citrico en todas las concentraciones aplicadas y la mezcla de 4cido ascérbico-
fosférico 0.15-0.13% no lograron estabilizar a las betalainas. Sin duda el pH de las soluciones
con las sales anteriormente mencionadas influye de manera total en los resultados mostrados.
Por ejemplo con 4acido citrico las soluciones mostraron un pH aproximado de 2.6, pH al que
no es estable y contrario para la utilidad de éstos pigmento betalainicos.

En la figura 8 se muestran los resultados de las pruebas de estabilidad aplicadas al
pigmento extraido con etanol HCI 1%. Estas soluciones presentaron una pérdida de color

mayor comparada con la extraccién en agua (Figura 7), es, posible este argumento al comparar

38



Figura 7. Estabilidad del pigmento de garambullo extraido con agua en presencia de

diferentes agentes estabilizantes
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Figura 8.Estabilidad del pigmento de garambullo extraido con etanol-HCl1 1%
en presencia de diferentes agentes estabilizantes
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a, b, c, d, e, f y g denotan diferencia estadistica significativa (p <0.05)
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los valores de Delta E en ambos casos. Para el Etanol-HCI 1% los andlisis mostrados revelan
valores de Delta E de 18 mostrando el control una pérdida de 7.8 % con respecto al control el
extracto acuoso. La diferencia neta de color (Delta E) al resultar numéricamente mas alta
indica una degradacién mayor directamente relacionada con la muestra control para cada
solucion. Valores de Delta E para el 4cido ascérbico muestran proteccién sobre el pigmento
aproximadamente del 70% al encontrarse en estas condiciones. Sin embargo el pigmento de
garambullo en soluci6n presenté caracteristicas desfavorables para su estabilidad, debido a la
generacién de un precipitado café claro. En las pruebas preliminares originé datos erréneos,
aparentemente mostr6 lecturas netas minimas de color, lo que indicé que la solucién de
etanol-HCl 1% brindaba mayor estabilidad al pigmento por efecto de la turbidez de las
soluciones con gran cantidad de materia flotante siendo caracteristicas de los pardmetros L*,
a* y b* establecer sus fundamentos en la reflexién de la muestra. Este obstaculo se elimin6
mediante la filtracién en una pequefia malla.

Se sabe que la degradacion de la betanina en -presencia de alcoholes ocurre
dependiendo del caracter nucleofilico de los mismos, el primer paso de su desintegracién es
un ataque nucleofilico en el 4tomo-de carbono unido al nitrégeno cuaternario. La presencia de
etanol incrementa la velocidad de degradacion de las betalainas, debido a la alta densidad
electrénica en el dtomo de oxigeno que presentan los alcoholes y‘ a que son agentes
nucleofilicos mas fuertes que el agua.

Durante el ataque nucleofilico se forma un compuesto protonado intermediario muy
inestable que rompe el sistema de los dobles enlaces conjugados.

La liberacién de’este protén provoca una hidrolisis de las betalainas, la escisién del

proton no es tan rdpida en soluciones ligeramente acidas (pH 4-5) como lo es en soluciones
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ﬂeuﬁas o0 béasicas. A pH menor de 4 la aceleracion de la degradaciéon se incrementa,
detectandose un cambio en el mecanismo de reaccion (Simon et al, 1993), lo cual podria
explicar la inestabilidad de las soluciones en etanol-HCl 1%.

Para la extraccion realizada con Etanol:Agua (1:2) (Figura 9) se observé que el area
del grafico correspondiente a las sales es igual al comportamiento observado para los valores
de Delta E reportados en la figura 8, pero en este caso la degradacién es mucho menor. En
este caso encontramos para el 4cido citrico 0.1% un 10% mas de degradacion con respecto a
su propio control, pero un 30% aproximadamente menos para su similar en la solucién de
Etanol-HCI 1%, el 4cido ascdrbico a una concentra;cién de 0.1% protege al pigmento en un
58.7%.

La solucion del pigmento de garambullo en Etanol: Agua brinda resultados de
estabilidad muy favorables para la extraccion del pigmento, pero en contra parte ofrece un
incremento considerable en costo de dicho proceso. Lo que sugiere que se requiere de
continuar con estudios que revelen mezclas dptimas de estos solventes para lograr los mejores
resultados con la factibilidad deseada.

Por 1ltimo en pruebas de estabilidad para el extracto del pigmento de garambullo con
Etanol-HCI 1%: Agua se observaron valores méximos de 11 para Delta E, equivalentes a los
obtenidos para la extraccién realizada con Etanol:Agua (Figura 10), donde también es facil
ver que las mezclas de acido ascdrbico-fosforico 0.1-0.3%; ascérbico presentan los valores
mas pequefios de'Delta E 4.3, 4.4 y 3.8 respectivamente en relacion con el control para esta
misma solucioén que presenta un valor de 10.7, es decir nuevamente los agentes estabilizantes
ofrecen una proteccion del 35% aproximadamente.

Para esta solucidon de Etanol-HCl1% Agua se observaron las mismas reacciones
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Figura 9. Estabilidad del pigmento de garambullo extraido con etanol:agua en
presencia de diferentes agentes estabilizantes
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muy cercanos al que presenta el fruto de madnera natural (4.7). Estos datos concuerdan con lo
ya informado por von Elbe et al (1974 b) en el sentido de que la maxima estabilidad de las
betalainas a 40°C se encuentra cercano a pH 5. Saguy'(1979) encontr6 que para betanina y
vulgaxantina a temperaturas superiores a 60°C el.pH de mayor estabilidad es de 5.8.

Huang y von Elbe (1987) informa para betabel un pH 6ptimo de estabilidad de 5.5 y
para betaninas en presencia de oxigeno un rango de maxima estabilidad de 5.5 a 5.8.

La maxima regeneracion de las betaninas esta influenciada por el tipo de solucién
reguladora y la temperatura de almacenamiento después de calentamiento obteniéndose de un
54 a 92%, a pH de 4.75 si se mantiene a temperatura ambiente después de calentamiento por
130 min. La mayor estabilidad la reporta a pHs de 4 y 6 donde la regeneracion no esta
incluida.

D. CALCULO Y EVALUACION DE TIEMPOS DE VIDA MEDIA, CONSTANTES
DE VELOCIDAD Y ENERGIA DE ACTIVACION

Las soluciones del pigmento de garambullo se ajustaron a pH 4.8 en presencia de los
diferentes agentes estabilizantes mostrados en la figura 2; se observé una mayor proteccion de
las betalainas en este valor de pH (Figural2), en comparacién con las solucic;nes a las cuales
se mantuvo el pH originado por dichas sales (Figura 7). Los mejores agentes estabilizantes
fueron ascorbico-sérbico (asc-sor) 6.1-0.1%, ascorbico 0.1 y 0.5%, isoascorbico 0.5% y citrico
1%, con valores para Delta E menores de 6.7 para la solucién ajustada a pH 4.8.

Al ser graficados los porcentajes (15 valores) de pigmento remanente con respecto al
tiempo, para un comportamiento semilogaritmico, se obtuvieron para las diferentes pendientes
calculadas los valores que se informan en el Cuadro 3. Con base en ellos es posible evaluar

los tiempos de vida media cuyos valores varian segiin actien los diferentes aditivos sobre la
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Figura 12. Efecto de agentes estabilizantes a pH de maxima estabilidad de betalainas
extraidas con agua del fruto de garambullo
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Cuadro 3. Constante de velocidad del pigmento de garambullo, adicionado
con diferentes agentes estabilizantes

TEMPERATURA
0°C  25°C  40°C 60°C 80°C 100°C
ESTABILIZANTE K [E-6] K[E-5] K[E-4] K[E-3] K[E-2] K[E-1]

Control 1900 721 299 9.8 133 484

Ac. Ascorbico / 2.97 4.03 1.80 4.54 0.89 5.04
Sorbico 0.1%
Ac. Citrico 1.0% 18.72 6.32 2.76 8.29 1.15 5.01

Ac. Ascorbico 0.5%  6.24 4.95 132 4.32 1.13 4.83
Ac. Ascorbico 0.1%  3.10 3.22 1.19  3.47 1.08 4.37

Ac. Isoascorbico 18.72  5.20 1.78 7.94 1.40 3.92
0.5%
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estabilidad del pigmento de garambullo a valor de pH 4.8 (Cuadro '4). El tiempo de vida
media del pigmento de garambullo se incrementd en presencia de 4cido ascérbico al 0.1%,
comparado con los otros agentes estabilizantes. Se obtuvo un aumento de seis veces a 4°C con

_respecto al control y de dos veces a temperaturas de 25°, 40° y 60°C (Tabla 5). Como puede
observarse con acido ascorbico al 0.1%, se presenté una ligera disminucién en la velocidad
inicial de degradacion del pigmento, con un coeficiente de correlacién superior a 0.9 el cual
resulto estadisticamente significativo (p<0.05). Este cambio en la velocidad de degradacién se
debe a la capacidad antioxidante que tiene el 4cido ascérbico de atrapdr oxigeno en sistemas
cerrados.

A concentraciones de 0.05% de acido ascérbico, el efecto estabilizador fue menor
comparado con el logrado para 0.10%. Esta disminucién en prevenir la degradacién se
atribuye a la cantidad inadecuada de ascorbato en la solucién. Savolainen y Kuusi (1978)
encontraron que cuando se adiciond acido ascérbico entre 0.01-0.05% se observaron efectos
dafiinos en la estabilidad de las betalainas, sugiriendo que el peréxido de hidrégeno formado,
durante la oxidacion del 4cido ascdrbico, era el responsable de la pérdida del pigmento.

El 4cido isoascdrbico y el acido citrico no tuvieron un efecto significativo sobre los
tiempos de vida media comparados con el control, a excepcién del registrado a 40°C para el
acido isoascorbico al 0.05%. Estos resultados difieren de los encontrados por Bilyk et al
(1981) quienes concluyeron que el dcido isoascorbico fue mas eficaz en proteger la tonalidad
roja de las betalainas del betabel que su isémero el ascorbico. Las muestras del pigmento
retuvieron de 52-65% su estabilidad después de 30 dias de almacenamiento bajo condiciones
de luz a 25°C. Mientras que en el caso de betabel la perdida de un 70% se da casi

inmediatamente después de 24 horas. Asimismo Pasch y von Elbe (1979) encontraron que el
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Cuadro 4. Efecto de agentes estabilizantes sobre el tiempo de vida media del pigmento

de garambullo a pH 4.8
Tiempo (min)
Estabifizantes,

] 4°C 25°C 40°C 60°C  80°C  100°C

Control 37012.0* 11413.6° 2507.6° 835 6.0° 1.3°
+3218.4 +9826 +163.8 74 +09 £0.3

Ascérbico 0.1% 222897.7¢ 21493.7° 5224.1° 1993° 64" 13 a
+8382.4 +1869.0 +181.0 +101 +04 +02

Ascorbico 0.05% 111037.6° 13026.4* 4643.7° 160.1° 6.0° 1.4%
+9654.5 +14499 +2718 +134 £09 +02

Citrico 1.0% 390125 *  13314.6* 3314.7* 926" 61" 147
+3546.6 +1634.1 +491.7 +88 +12 +04

Asc-Sor? 0.1-0.1% 233265.0¢ 17194.9° 3843.0° 152.8° 6.7 14*°
_+199265  +15700 +2828 +116 +13 03

Isoascorbico 0.05% 316416.0 * 13995.9°® 3872.7° 872* 59 17°
+973.6 +4029 +69 +09 04

+3246.7

laAsc-Sor = Ascérbico-Sérbico
. Diferentes letras significan diferencias estadisticas
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4cido citrico increment6 los valores de vida media de las betalainas en. 1.5 veces,
cuando este fue utilizado al 1% a pH 5, y a concentraciones de 0.1y 0.01% na observaron
ningun beneficio. Probablemente esta discrepancia en resultados se debe a que el pigmento de
betabel y el de garambullo presentan una composicién cualitativa y cuantitativa diferente en
sus componentes betalainicos. .

A temperaturas de 80° y 100°C no hubo proteccion de ninglin agente estabilizante,
presentando tiempos de vida media de 5 .9-6.4 min y de 1.3-1.7 min respectivamente. En otro
estudio realizado en nuestro laboratorio se enconiré que a concentraciones de 0.04% de
betalainas de garambullo de un pigmento secado por aspersién y con maltodextrinas, pH de
5.5, se obtuvo un tiempo de vida media de 21 min para 80°C y de 5 min a 100°C sin agentes
estabilizantes (Reynoso, 1995). La estabilidad del pigmento decrecid en' forma significativa
con respecto a la temperatura independienteménte del tratamiento utilizado. La velocidad de
deterioro del pigmento aument6 mas rapidamente en presencia de 4cido ascorbico al aumentar
la temperatura. Aparentemente-existe también un efecto debido a la concentracion inicial de
las betalainas.

Conociendo los valores de la constante de activacidn a dos temperaturas diferentes
respectivas, €s posible evaluar la energia de activacion, se denota como Ea y significa la
energia minima que absorben los reactivos para quedar activados y reaccionar, es decir la
energia minima necesaria para producirse una reaccién. En este caso para que se lleve a cabo
el inicio de la degradacién del pigmento. Al conocer y calcular varios valores, como los
obtenidos en este estudio al graficar el log de k contra el inverso de la temperatura se obtiene

una linea recta con una pendiente igual a -Ea por el producto de 2.303 y R. Esta ultima dada
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en calorias, equivalente a un valor de 1.9872 (Maron y Prutton, 1992)

Asi calculados los valores de energia de activacion para cada uno de los mejores
agentes estabilizantes, oscilaron entre 25.8+ 2.8 y 22.1+ 3.3 Kcal/mol fueron mas altos para
todas las muestras que contenian acido ascérbico, siendo mayor para la concentracion de 0.1%
con un valor de 25.8 Kcal/mol comparado con 22.1 Kcal/mol para el control. Sin embargo no
presentaron diferencias estadisticas significativas para ninguno de los tratamientos (Cuadro 5).
Esto es, que ninguno de los agentes estabilizantes utilizados fue capaz de mejorar la
estabilidad del pigmento de garambullo en solucién acuosa, en el intervalo de temperaturas
utilizado. Esta energia de activacién es mayor comparada con la obtenida para las betacianinas
del betabel (18.8 Kcal/mol) (Saguy, 1979), la diferencia puede deberse a la composicién
quimica de estos pigmentos. En los pigmentos del fruto de garambullo se han identificado
filocactinas, betaninas e isobetaninas, mientras que el betabel solo contiene betaninas e
isobetaninas.

Los resultados del presente estudio sugieren que se puede prolongar la vida de anaquel
del pigmento betalainico de garambullo extraido con agua si se adiciona acido ascorbico al

0.1%.

E. ELABORACION Y EVALUACION DE HELADO A NIVEL LABORATORIO.

En la elaboracién y evaluacion del helado se prepararon tres litros de mezcla o base
para helado los equivalentes a 6 1 de helado congelado. La base se dividi6 en tres lotes a dos
de los cuales se les adicioné el pigmento de garambullo en 100 ppm y para uno de ellos el
acido ascorbico al 0.1%. Al lote restante se adicioné de rojo No. 40 en 200 ppm, estas

concentraciones fueron evaluadas previamente en el laboratorio con muestras pequefias y
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Cuadro 5. Energfa de activacion del pigmento de garambullo en presencia de diferentes
agentes estabilizantes.

H
Agente Energia de Correlacién

Estabilizante Activacién
Rcal/mol O 1'2

Control 22.1 +3.3 0.95
Ascérbico 0.1% 25.8 +2.8 -0.97
Ascérbico 0.05% | 241 £33 -0.96
Citrico 1.0% 25  +4.0 -0.96
Asc-Sor' 0.1-0.1% 232  +34 -0.95
Isoascérbico 0.05% 230 2.6 - 0.94

Fm

p<0.05
! Asc-Sor= Ascorbico-Sérbico
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diferentes cantidades de cada uno de los pigmentos utilizados.

Los resultados de la evaluacién sensorial de estos helados, se muestran en la Figura 13
y son los obtenidos a nivel laboratorio. En esta figura se puede observar que la evaluacion fue
similar para cada uno de los helados demostrando que no ¢xistieron diferencias con el
preparado con el colorante artificial. Se otorgaron calificaciones en cuanto a aceptabilidad
general de 7.5 y 7.47 para el helado adicionado de pigmento de garambullo con y sin 4cido
ascorbico y de 7.40 para el adicionado de rojo No. 40.

Un punto importante a evaluar fue la calificacién con respecto al sabor que pudiera ser
impartido por el pigmento de garambullo. Al realizar este analisis se observé que no impartié
sabor desfavorable al alimento, ya que los valores de sabor fueron de 7.63 y 8.05 para el
adicionado con pigmento de garambullo y rojo no. 40. Asimismo respecto al color se dieron

P
evaluaciones aceptables (6.50, 6.65 y 6.06) para las tres muestras probadas qué son pigmento
adicionado con 4cido ascérbico, sin acido y con rojo no. 40

F. PREPARACION Y EVALUACION DEL HELADO COMERCIAL.

Para la aplicacién del pigmento en el helado, el liquido claro que se obtuvo de la
extraccion del pigmento fue sometido a un proceso de concentracién al vacio a 40°C , hasta
obtener una décima parte aproximadamente del total del liquido, es decir, se incorpord el
pigmento concentrado (50 mg/kg)..

En esta prueba la casa comercial elabor6 los helados de acuerdo a estandares propios.
previamente establecidos. El pigmento se adicioné en la proporcion que ellos emplean para

este producto. Mientras que los tiempos de batido y la cantidad de fruta adicionados, fueron

equivalentes para los tres diferentes helados elaborados.
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Figura 13. Evaluacion sensorial del helado de crema (preparacion a mivel
laboratorio)
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Se logré igualar el color del helado con pigmento de garambullo al comercial, para lo
cual se adicionaron 25 ppm del pigmento de garambullo. Dichas concéntraciones de
betalainas son similares a las informadas para su aplicacion en helados en paises europeos que
consideran niveles de 15-25 mg/l (Hendry,1992).En la figura 14 se puede observar que la
aceptabilidad general y el sabor no muestran diferencia estadistica significativa entre ambos
colorantes. Para el parametro de color, el helado adicionado del colorante comercial y el que
contenia pigmento de garambullo con 4cido ascérbico tampoco presentaron diferencias
estadisticas, calificaciones de 8.5 -9, respectivamente. En el caso del helado adicionado
tnicamente de pigmento de garambullo disminuyo la calificacién para el color (7 en
promedio), siendo un valor aceptable aunque més bajo en comparacion con sus analogos.

Con los resultados obtenidos para sabor es importante destacar que el pigmento de
garambullo que se extrajo no present6 sabores caracteristicos propios del fruto, de haber sido
de manera contraria, dichos compuestos hubieran impartido al helado adicionado de este fruto
sabores indeseables, ya que dicho fruto presenta un sabor dominante ain en concentraciones

muy pequefias.

G. VIDA DE ANAQUEL.

En la Figura 15 se presentan los resultados de la'evaluacién sensorial para un helado
de crema comercial después de almacenamiento durante 8 dias a 4°C. Se observé una
significativa perdida en la aceptabilidad general para el pigmento comercial directamente
relacionado al sabor, obteniendo a calificaciones de 5 en promedio. Por el contrario los
helados adicionados del pigmento de garambullo obtuvieron calificaciones de 8 lograndose

mayor aceptacioén general y de sabor.
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Figura 14. Evaluacién sensorial del helado comercial adicionado de pigmento de
garambullo.
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Respecto al color se observé diferencia estadistica significativa entre el helado que
solo contenia el pigmento de garambullo, el adicionado de pigmento de garambullo mas acido
ascérbico y el colorante comercial se obtuvieron calificaciones para estos tiltimos hasta de 8 y
9, lo cual demuestra que antes y después del almatenamiento el pigmento de garambullo sin
4cido ascérbico no retine las expectativas del consumidor. Sin embargo en contraparte el
helado preparado con el colorante artificial muestra después del almacenamiento; pérdida de
aceptacién en cuanto al sabor, probablemente por la formacion de algunos compuestos de

degradacion del colorante artificial.
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\
Figura 15. Evaluacion sensorial del helado de crema comercial despueg de su
almacenamiento (8 dias)
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En resumen, el preseﬁte trabajo de investigacion proporciona informacioén tecnolégica sobre la
utilizacién de un pigmento no convencional que puede ser incorporado en diferentes
alimentos. Dejando de manifiesto, las pruebas de tipo sensorial en combinacién con las de
tipo instrumental y constantes fisicoquimicas, logrando pérfiles cada vez mas detallados en lo
que a analisis de este tipo de aditivos en alimentos se refiere. Asimismo, es complemento del
esfuerzo constante en la busqueda de productos que cada dia nos brinden mayor seguridad
para su consumo. Llegando a impactar de manera importante en el desarrollo industrial y

promocion de estas dreas.
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VIII. CONCLUSIONES

1. La solucién extractora de etanol-HCl 1% permiti6 obtener el mejor rendimiento en
cuanto a concentracién de betalainas, logrando obtener un 9.5%. Por el contrario
disminuye las caracteristicas que favorecen la estabilidad de estos pigmentos.

2. El pigmento betalainico del garambullo ofrecié mayores ventajas de costo en
relacién a su vida de anaquel cuando la extraccién se realizé con agua.

3. Se logr6 aumentar la cantidad de pigmento extraido al efectuar extracciones
consecutivas y lograr una relacién final 1:3 del fruto:solvente.

4, Un pH de 4.8 favorecid la estabilidad del pigmento del fruto de garambullo en
solucién acuosa.

5. El acido ascorbico al 0.1% m(;str(') efectos favorables al ser adicionado al pigmento
incrementando la vida media, comparado con los otros agentes estabilizantes
utilizados. La-energia de activacion resulto €stadisticamente igual al control (25.8+
2.8 Kcal/mol y 22.1+ 3.3 Kcal/mol respectivamente).

6. La mejor estabilidad del pigmento de garambulldo se presenta a temperaturas
menores de 40°C.

7. El pigmento de garambullo no presenté sabores desfavorables caracteristicos
propios del fruto, que impidieran su éptima aplicacién en helados.

" 8. Los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial para el helado de crema,
adicionado con este pigmento presenta una tonalidad y sabor similares con las
preferencias comerciales del consumidor.

9. - Se confirma que el fruto de garambullo es una fuente potencial de pigmentos

naturales para la industria alimentaria.
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hade o

10.- Se recomienda especialmiente en productos que no requieren ser sometidos a
procesos térmicos altos & excesivos, como es el caso de productos lacteos

(congelados)
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