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RESUMEN

Se realizd la extraccion de colorantes naturales a partir de la cascara de camote (Ipomoea
batatas), hoja de col morada (Brassica oleracea var. capitata) y grano de maiz morado (Zea
mays L.) para el uso en la industria de alimentos. Se procedio con el analisis proximal de la
materia prima en estudio, posterior a ello se realiz6 la extraccion en el equipo de soxhlet
utilizando como solventes etanol al 90%-acido citrico al 0.03%, 50 g de material vegetal fresco
y seco gue se obtuvo en un secador de bandejas tipo armario a 45°C, a continuacion se efectud
la concentracion del extracto (colorante con solvente) en un Rotavapor BUCHI 461 Water Bath
a una temperatura de 50£5°C, por un tiempo estimado de 1 a 2 horas, de esta manera se obtuvo
el colorante natural, posteriormente se procedié con el andlisis de las propiedades fisico-
quimicas, calidad microbioldgica y aplicabilidad en un yogurt natural. El resultado fue el
pigmento natural antocianina con pH &cidos, hidrosolubles e insolubles en aceite vegetal
comestible; el analisis microbiolégico report6 para Escherichia coli, coliformes totales y fecales
<10 UFC/mL de colorante mientras que para mohos y levaduras <10 UP/mL garantizando su
inocuidad; en lo que respecta a la aplicacion de los colorantes naturales éstos fueron facilmente
incorporados en el yogurt natural y no se observo separacion de fases, ademas las encuestas
reportaron un elevado porcentaje de aceptabilidad en su color donde sobresalié el colorante
obtenido del maiz morado tanto en fresco como en seco. Se concluye que los colorantes
obtenidos presentaron condiciones dptimas para el consumo humano, en base a las normativas
Mexico-NOM-119-SSA1 y NTE INEN-2337:2008, pudiendo ser aplicados sin inconvenientes
en el producto lacteo yogurt, ademéas por su condicién natural contribuyen al cuidado de la

salud.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <ANTOCIANINAS>, <COLORANTES NATURALES>,
<CAMOTE MORADO (Ipomoea batatas L.)>, < COL MORADA (Brassica oleracea var.
capitata) >, <MAIZ MORADO (Zea mays L.)>, <INDUSTRIA DE ALIMENTOS>
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ABSTRACT

The extraction of natural dyes was carried out from the sweet potato husk (Ipomoea
batatas), purple cabbage leaf (Brassica oleracea var. capitata) and purple corn grain
(Zea mays L.) for use in the food industry. First, it was proceeded with the proximal
analysis of the raw material under study, after which the extraction was carried out in
the Soxhlet equipment using as solvents 90% ethanol - 0.03% citric acid, 50 g of fresh
and dry plant material that was obtained in a cabinet-type tray dryer at 45°C, the
concentration of the extract (dye with solvent) was then carried out in a Rotavapor
BUCHI 461 Water Bath at a temperature of 50 + 5°C, for an estimated time of 1 to 2
hours, in this way the natural colorant was obtained, later it was proceeded with the
analysis of the physicochemical properties, microbiological quality and applicability in
a natural yogurt. The result was the natural pigment anthocyanin with PH acid, water
soluble and insoluble in edible vegetable oil; the microbiological analysis reported for
Escherichia coli, total and fecal coliforms <10 CFU/mL of dye, while for molds and
yeasts <10 UP/mL, guaranteeing its innocuousness; With regard to the application of
natural dyes, these were easily incorporated into natural yogurt and phase separation
was not observed, and polls reported a high percentage of acceptability in their color,
where the dye obtained from purple corn stood out in both fresh as in dry. It is
concluded that the dyes obtained presented optimal conditions for human consumption,
based on the regulations Mexico-NOM-119-SSA1 and NTE INEN-2337: 2008, being
able to be applied without inconvenience: in the dairy product yogurt, in addition to

their condition natural contribute to health care.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <ANTHOCYANINS>, <NATURAL
COLORANTS>, <PURPLE SWEET POTATO (lpomoea batatas)>, <PURPLE
CABBAGE LEAF (Brassica oleracea var. capitata)>, <PURPLE MAIZE (Zea mays
L.)>, <FOOD INDUSTRY>
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INTRODUCCION

Los colorantes son sustancias quimicas empleadas desde la antigliedad por su capacidad de
proveer diferentes coloraciones a los alimentos, cosméticos, productos farmacéuticos, también

son utilizados en la industria textil con la finalidad de fijar la coloracién de las prendas (Yusuf,
Shabbir y Mohammad, 2017, p.124).

En la industria de los alimentos el colorante es utilizado como un aditivo alimentario, el cual le
permite recuperar la coloracion que ha perdido el producto alimenticio después de un proceso

industrial, para resaltar su color original o proporcionarle uno mas llamativo (Sanchez, 2013, p.238).

De esta manera la apariencia de un alimento se ve condicionado por su coloracién, en base a
este parametro organoléptico visual el consumidor predice si el producto va a ser agradable o si
se encuentra fresco para adquirirlo (Méndez, 2013), esto ha permitido que los colorantes ganen

popularidad en las industrias de salsas, confiteria, bebidas, lacteos, mermeladas (Gémez, 2016).

Existen diversos colorantes que pueden ser utilizados en los alimentos, los naturales si su fuente
de extraccion es vegetal, animal o mineral y los sintéticos si son productos modificados quimica
o fisicamente, dentro de éstos sobresalen los colorantes azoicos y no azoicos (Sanchez, 2013, p.238),
mientras que en el grupo de los naturales estan las clorofilas, los carotenoides, las antocianinas,
las betaninas y la curcumina los cuales abarcan una gama de colores como el verde, amarillo-

anaranjado-rojo, rojo-azul-purpura, rojo y amarillo respectivamente (Rodriguez, 2016, p.4).

Los principales productores de materia prima para los colorantes naturales son China, Espafia,
Francia, Italia y Turquia, la demanda comercial de este tipo de aditivos esta encabezada por los
carotenoides en un 34%, seguido del colorante caramelo con 32%, las antocianinas con un 24%
y los demés un 10%, de esta manera el mercado global de los colorantes estima alcanzar ventas
de 2.9 billones de dolares para el 2019 y para el 2020 pretenden que la comercializacién de

colorantes naturales haya incrementado en un 6.4%, (Ministerio de Agricultura de Chile, 2017).

Actualmente la comercializacion de colorantes naturales ha incrementado, debido a que la
legislacion de muchos paises requeria el uso de sustancias naturales en la industria de alimentos,
farmaceutica y cosmética, también por la preocupacion de la salud y por los antecedentes

negativos de los colorantes sintéticos (Ayala et al., 2016, p.150).



Planteamiento del problema

De acuerdo al Centro de Ciencias en el Interés Pablico (CSPI), la industria de alimentos agrega
15 millones de libras de colorantes artificiales a los alimentos de Estados Unidos (Mercola, 2016),
sin embargo este tipo de sustancias genera repercusiones negativas en la salud humana, es por
ello que los colorantes naturales han ganado mercado y su comercializacion se ha visto

incrementada (Méndez, 2013).

Estudios realizados en el afio de 1939 por cientificos japoneses, encontraron que un colorante
sintético utilizado frecuentemente provocaba cancer en los animales de experimentacion, debido
a estos efectos se prohibieron los colorantes azoicos con fines alimentarios, a pesar de ello
después de mdltiples investigaciones tratando de demostrar su inocuidad fueron nuevamente

permitidos (Sanchez, 2013, p.240).

Otro estudio efectuado en el afio 2007 por los cientificos de la Universidad de Southampton
(Reino Unido), determinaron que los nifios que ingerian jugo de frutas con colorantes
artificiales y conservantes como el benzoato de sodio, presentaron un incremento de la
hiperactividad en comparacion con los nifios que tomaban solo el jugo de fruta natural, por lo
tanto eluden que el comportamiento se ve afectado por la alimentacidn (Carmona, 2013, p.2).

Justificacion de la investigacion

Durante los udltimos afios los colorantes sintéticos han estado relacionados con efectos
cancerigenos, alergias y dafios en la piel, debido a estas consecuencias se pretende que en
pocos afios estos aditivos sean sustituidos por colorantes naturales seguros y a costos

accesibles para la poblacién. (Ayala et al., 2016, p.150)

El uso de colorantes naturales deberia ser un reto para la industria de alimentos, sin embargo los
fabricantes consideran que reemplazar lo natural por lo artificial implicaria mayor gasto
econdmico, lo cual al hacer un balance costo/beneficio, el efecto del costo impactaria en apenas
el 1% al producto final y el beneficio seria alimentos con etiquetas limpias y saludables lo cual

seria una poderosa estrategia de marketing (Gamarra, 2009).

La presente investigacion tiene como finalidad la busqueda de nuevas fuentes naturales de
colorantes aprovechando los productos agricolas ecuatorianos como el camote (Ipomoea
batatas), col morada (Brassica oleracea var. capitata) y maiz morado (Zea mays L.), para el uso

en la industria de alimentos.



Antecedentes de la investigacion

“Extraccion de pigmentos de mazorca de maiz morado (Zea mays L.) y compuestos fendlicos
utilizando solventes aptos para alimentos”, en esta investigacion extrajeron las antocianinas del
maiz morado molido utilizando solventes como acetona acuosa al 70% V/V, etanol acuoso al
20%, 40%, 50%, 60% y 80% V/V, los cuales fueron acidificados con &cido clorhidrico HCI 6 N
en una relacién 0.01% V/V, el mejor solvente fue el etanol acuoso al 40% y 60%, obteniendo

asi una concentracién mayor a 13.5 mg/g (Lao y Giusti, 2018, pp.3-8).

“Colorante avocado”, mediante este trabajo de investigacion obtuvieron un colorante natural a
partir de la col morada (Brassica oleracea var. capitata), aplicaron el método de soxhlet y
utilizaron el alcohol etilico al 95% como solvente, obteniendo un porcentaje de rendimiento de
42.22%, ademas los parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos cumplieron con las
especificaciones de la norma NTE INEN 2337:2008, finalmente el colorante natural fue

aplicado a un yogurt (Baltazaca y Silva, 2017, p.57).

“Extraccion y uso del grano de maiz (Zea mays L.) como colorantes en yogurt”, para este
trabajo de investigacion utilizaron cuatro variedades de maiz peruano entre ellos (Arrocillo,
Peruano, Purecha y Conico), retiraron la capa de la aleurona (es decir la cascara del maiz),
emplearon dos sistemas de solventes en una proporcion de (10:1:9 V/V); el primero fue (etanol:
acido acético: agua) tuvo un menor rendimiento pero no es téxico para aplicacién en alimentos
y el segundo (metanol: acido acético: agua) mayor rendimiento el cual es toxico para ser
aplicado en los alimentos, por lo tanto como colorante de yogurt fue empleado el extracto
obtenido con etanol en una concentracion de 1 mg/100 g de yogurt, verificaron su estabilidad
por 25 dias midiendo el pH y el color, la mejor fuente de colorantes fue la variedad Peruana

tuvo una concentracion final de 259.4 mg/100 g de muestra (Salinas, Rubio y Diaz, 2005).

“Extraccion de antocianina a partir de maiz morado (Zea mays L), para ser utilizado como
antioxidante y colorante en la industria alimentaria”, mediante dicho estudio obtuvieron el
colorante antocianina a partir de la coronta del maiz morado, para lo cual utilizaron solventes
como agua y etanol 60° en una relacion de (1:6 V/V), posteriormente utilizaron &cido citrico en

una relacion (1:3 P/V) adicionaron carboximetilcelulosa como encapsulante para atomizarlo
(Hernandez, 2016, p.31).



Obijetivos de la Investigacion

General

Obtener los colorantes naturales del camote (Ipomoea batatas), col morada (Brassica oleracea

var. capitata) y maiz morado (Zea mays L.) para el uso en la industria de alimentos.

Especificos

o Realizar el andlisis proximal del camote (Ipomoea batatas), col morada (Brassica oleracea

var. capitata) y maiz morado (Zea mays L.).

e Efectuar la extraccion de los colorantes naturales de los productos agricolas en estudio por

el método de soxhlet.

o Determinar los parametros fisico-quimicos y evaluar la calidad microbioldgica de los

colorantes obtenidos.

e Aplicar los colorantes naturales obtenidos a un producto alimenticio (yogurt natural) y
evaluar sus caracteristicas organolépticas, pH y aceptabilidad.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Industria alimentaria

Se refiere a las empresas que realizan actividades basadas en el tratamiento, transformacion,
preparacion, conservacion y acondicionamiento de un producto alimenticio, para lo cual

emplean materias primas de fuentes agrarias como es animal y vegetal (Raventos, 2015, p.17-18).

1.1.1. Alimento

“Es toda sustancia elaborada, semielaborada o en bruto, que se destina al consumo humano,
incluyendo las bebidas, la goma de mascar y cualesquiera otras sustancias que se utilicen en la
elaboracion, preparacion o tratamiento de alimento” (Ecuador, Instituto de Normalizacién INEN 1334-1,
2014, p.1).

1.1.2. Clasificacion de los alimentos

o Alimento artificial: Es aquel alimento procesado en el cual los ingredientes que los

caracterizan son artificiales

e Alimentos transgénicos: Son los alimentos obtenidos por técnicas recombinantes

¢ Alimento irradiado: Es el alimento que ha sido tratado con radiacion ionizante

¢ Alimento natural: Es aquel que se utiliza tal como se presenta en la naturaleza, sin haber

sufrido transformacion en sus caracteristicas o composicion

e Alimento organico o ecoldgico: Son los productos alimenticios de origen agropecuario
(Ecuador, Instituto de Normalizacién INEN 1334-1, 2014, p.1).



1.2. Descripcion de los productos agricolas en estudio

1.2.1. Camote

Este producto agricola también es conocido como batata, boniato o papa dulce, es un tubérculo
originario de la zona tropical de Sudamérica (Garcia et al., 2016, p.288), Se considera que uno de los
hallazgos més antiguos tuvo lugar en Per( aproximadamente hace 10000 afios (Cusumano y

Zamudio, 2013, p.2), desde alli se ha distribuido a los diferentes continentes.

A nivel mundial la produccion de camote alcanza los 133 millones de Tn, esto lo ubica en el
séptimo cultivo de productos alimenticios, es producido en Asia, Africa, América Latina y El
Caribe, los principales productores son China, Indonesia, Nigeria, Uganda y Vietnam (Benavides
etal., 2010, p.33).

El Ministerio de Agricultura Ganaderia Acuacultura y Pesca (MAGAP), indica que en Ecuador
las condiciones climaticas favorecen su siembra, es asi que en el afio 2009 tuvo un cultivo de
1147 ha, con una produccion estimada de 3613 Tm, su mayor aporte radica en la regién Costa
con un 47%, seguido de la Sierra 42% y finalmente la Amazonia con un 11%, principalmente en
Azuay, Bolivar, Cafar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Esmeraldas, El Oro, Guayas, Imbabura,
Loja, Los Rios, Manabi, Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilas, Santa Elena vy

Tungurahua. (Cobefia et al., 2017, p.12). (Ministerio de Cultura y Patrimonio, 2016).

1.2.1.1. Taxonomia del camote

El camote posee las siguientes caracteristicas taxondémicas:

Tabla 1-1: Descripcion taxondémica de Ipomoea batatas

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Especie Batatas

Fuente: (Cusumano y Zamudio, 2013, p.2)
Realizado por: Vilma Tierra, 2018



1.2.1.2. Descripcion botanica del camote

Es una planta perenne, presenta un raiz tuberosa redondeada en la parte central o esférica en el
extremo distal que mide alrededor de 30 cm de largo y 20 cm de didmetro, con tallo rastrero de
color verde, purpura o inclusive rojizo, es cilindrico de hasta 40 cm de longitud, sus hojas son
verdes de forma acorazonada, lobulada, en otros casos hendida con peciolo de hasta 20 cm, sus
flores tienen forma acampanada de coloracion blanca o violeta y su fruto es una capsula

redondeada pequefia con didmetro de 3 a 7 mm (Cusumano y Zamudio, 2013, pp.2-4).

ey

Figura 1-1: Ipomoea batatas. Tubérculo morado

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

Es una planta anual, su periodo de crecimiento es corto pudiendo durar de 90 a 120 dias, la parte
atil es su raiz tuberosa constituyéndose en el objetivo comercial para ser su cultivado, presenta
variedades que se diferencian en base a la coloracion de su pulpa, de esta manera se presentan
camotes con pulpa blanca, roja, rosa, morada y amarillo palido o naranja, también pueden

diferir por su sabor en dulce y salado (Mohanraj y Sivasankar, 2014, pp.1-2).

Este tubérculo se adapta facilmente a diversos suelos, aunque prefiere los arcillosos, de textura
gruesa, con un buen drenaje, requiere una humedad relativa de 80 a 85%, la temperatura minima
para su produccion es de 12°C, siendo la éptima 21°C, tolera pH acidos de 4.5 y neutros de 7.5
siendo el Optimo un pH de 6, dichas condiciones climaticas le permiten incrementar su

desarrollo (Benavides et al., 2010, p.34).



1.2.1.3. Composicion nutricional del camote

La Fundacion Universitaria Iberoamericana (FUNIBER) mediante su base de datos da a conocer

la composicién nutricional por cada 100 g de camote morado:

Tabla 2-1: Composicion nutricional de Ipomoea batatas

Nutriente Cantidad
Energia 114
Proteina 1.10
Grasa total (mg) 0.10
Colesterol (mg) -
Glucidos 28.80
Fibra (g) 1.10
Calcio (mg) 19
Hierro (mg) 2.10
Yodo (ug) -
Vitamina A (mg) 10
Vitamina C (mg) 48
Vitamina D (ug) -
Vitamina E (mg) 0
Vitamina B12 (mg) -
Folato (ug) 0

Fuente: (Fundacién Universitaria Iberoamericana, 2017, a)

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

1.2.1.4. Usos alimenticios del camote

Es utilizado para la extraccién de alcohol, almidén, elaboracion de chifles y la obtencion de
harina (Pinto, 2012), por su elevado contenido de almidén se usa en la preparaciéon de dulces,
jarabe, mientras que por su capacidad de sustituir en al menos un 30% a la harina de trigo se

aprovecha para hacer pan y pasteles (Benavides et al., 2010, p.34).

Es un alimento con propiedades nutracéuticas (beneficioso para la salud), por ser una fuente de
antocianinas (colorante natural) principalmente en la variedad morada, dicho aditivo natural es
un ingrediente funcional en la industria de panaderia, confiteria, jugos, bebidas y productos

lacteos (Xu et al., 2015, pp.1-3).



1.2.2. Col morada

Esta especie vegetal es conocida también como col lombarda y col roja es originaria del
Mediterraneo, se estima que 2500 afios antes de Cristo ya era cultivada en Egipto (Moreu,
2015), ademaés se elude que fue encontrada de forma silvestre en las costas de Inglaterra y al
oeste de Francia, de esta manera se distribuy6 por toda Europa y de alli a diversos lugares del

mundo (Fornaris, 2014, pp.1-2).

El Ministerio de Agricultura Alimentacion y Medioambiente (MAGRAMA) de Espafia destaca
que la mayor produccién y consumo de coles radica en paises como China, India, Rusia y
Japén, mientras que Espafia alcanz6 una produccion de 50000 Tn en el afio 2008, de esta
manera se ubico en el vigésimo segundo lugar (MAGRAMA, 2010).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) da a
conocer la produccion de este vegetal en el Ecuador, destaca su cultivo en la region Sierra,
principalmente en las provincias de Chimborazo, Pichincha, Tungurahua y Azuay con una
extension aproximada de 1843 ha en sus diferentes variedades entre ellas col morada, repollo,
col de miléan, col de bruselas y coliflor, mientras que en la regién Costa y Oriente es producida

en pequefias cantidades (FAO, 2011).

1.2.2.1. Taxonomia de la col morada

La col morada presenta las siguientes caracteristicas taxonémicas:

Tabla 3-1: Descripcion taxonémica de Brassica oleracea var, capitata

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae
Género Brassica
Especie Oleracea

Fuente: (Davise et al., 2015)
Realizado por: Vilma Tierra, 2018



1.2.2.2. Descripcion botanica

Es una planta bianual posee una raiz axoforma (Unica raiz principal bien desarrollada), su tallo
es pequefio, erguido, semilefioso sin ramificaciones alcanza alturas de hasta 60 cm, sus hojas
forman una especie de cabeza o capullo, son anchas, ovaladas, pecioladas, con nervaduras, sus
flores posee pedicelos (soporte alargado que sujeta a una flor) y pétalos amarillos, su fruto es

conico que contiene aproximadamente 13 semillas de color café o gris (Fornaris, 2014, pp.2-3).

Figura 2-1: Brassica oleracea var. capitata Repollo

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

El cultivo de este vegetal se adapta a cualquier tipo de suelo, aunque tiene un mejor desarrollo
aquellos que son ricos en materia orgénica, con buen drenaje, prefiere los climas templados,
tolera temperaturas entre 0°C y 27°C, siendo la 6ptima de 15 a 20°C, su pH optimo fluctia entre
6.5y 7.5 (Benavides etal., 2010, p.111), ademas el color particular de sus hojas esta directamente
relacionado con el pH del suelo, es asi que a un pH &cido las hojas toman un color rojizo

mientras que a un pH alcalino se tornan a un coloracion violeta azulado (Moreu, 2015).

En Ecuador se cultivan variedades como la coliflor blanca, morada y verde, la col de Milan de
color verde, la col de repollo que se diferencia en base a su periodo de cosecha, la col de
Bruselas de textura firme y color verde intenso, la col morada que a su vez puede ser rojiza o

violeta azulado dependiendo el pH del suelo donde haya sido cultivada (FAO, 2011).
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1.2.2.3. Composicion nutricional

Composicién nutricional por 100 g de col morada:

Tabla 4-1: Composicion nutricional de Brassica oleracea var. capitata

Nutriente Cantidad
Energia 30
Proteina 1.70
Grasa total (mg) 0.10
Colesterol (mg) -
Glucidos 7
Fibra (g) 1.50
Calcio (mg) 32
Hierro (mg) 0.70
Yodo (ug) -
Vitamina A (mg) 10
Vitamina C (mg) 71
Vitamina D (ug) -
Vitamina E (mg) 0
Vitamina B12 (mg) -
Folato (ug) 0

Fuente: (Fundacién Universitaria Iberoamericana, 2017, b)

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

1.2.2.4. Usos alimenticios

La hojas y tallo de esta hortaliza son ampliamente utilizadas en gastronomia para la preparacién
de diferentes platillos ya sean crudas o cocidas, proveen un gran aporte de vitamina A y C,

también sirve para preparar el chucrut (col agria), que consiste en la fermentacion del repollo de

col en su propio jugo al cual se le afiade sal (Benavides et al., 2010, p.111).

Por la presencia de sustancias fitoquimicos como los glucosinolatos, isocianatos, indoles y
flavonoides (antocianinas), se convierte en un alimento nutracéutico (Moreu, 2015), se resaltan
estos compuestos por su acilacion lo cual les hace ideales para la tincién de alimentos ya que
contribuye a la estabilidad de la matriz alimenticia frente a factores como a la luz y las

temperaturas de procesamiento (Ahmadiani et al., 2014, p.7524).
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1.2.3. Maiz morado

Esta especie vegetal tuvo su origen en América Latina, en paises como Bolivia, México y Peru,
de esta manera se difundié a otros paises por su color particular (Quishpe, Arroyo y Gorriti, 2011,
p.206), era considerado como un alimento sagrado, por eta razén en uno de los principales
museos de Trujillo-Per( reposan las evidencias de este producto prehistérico, también era
conocido como oro, kulli o sara, actualmente puede florecer tanto en forma silvestre como

domeéstica (Guillén, Mori y Paucar, 2014, p.211).

El maiz es una de las principales fuentes alimenticias, es asi que a nivel mundial su cultivo
ocupa el segundo lugar de los cereales, lo que ha permitido que se extienda por todo el mundo
alcanzando un cultivo de 177 millones de ha, con una produccion anual de 872 millones de Tn
dentro de los paises que encabezan su produccién se encuentra Estados Unidos, China y Brasil
con un porcentaje del 73% anualmente en sus diversas variedades (Sanchez y Pérez, 2014, p.165).

En Ecuador la siembra en la regién Sierra inicia en el mes de agosto y finaliza en octubre,
mientras que en la Costa se cultiva a partir del mes de octubre, su densidad productiva es de
aproximadamente 8200 plantas/ha, en lo que compete a su periodo de cosecha tiene un

promedio de 5 a 6 meses («Maiz morado» 2017).

1.2.3.1. Taxonomia del maiz morado

El maiz morado presenta las siguientes caracteristicas taxonémicas:

Tabla 5-1: Descripcion taxondmica de Zea mays L.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales Small
Familia Poaceae Barnhart
Género Zea

Especie Mays

Fuente: (Sanchez y Pérez, 2014, p.151)
Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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1.2.3.2. Descripcion boténica

Es una planta frondosa con una raiz principal y varias secundarias que permiten su anclaje en la
tierra, su tallo es erecto de altura variable que va de 2 hasta 6 m, ademas posee nudos de los
cuales se desprenden las hojas las mismas que son alargadas, lanceoladas, en el punto de unién
entre la estructura del tallo y las hojas brota la inflorescencia femenina conocida como mazorca
(grano y coronta) lo que constituyen el fruto el cual esta cubierto por hojas, del cual salen una

especie de barbas (Sanchez y Pérez, 2014, pp.152-153).

Figura 3-1: Zea mays L. Mazorca

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

En lo que compete a sus requerimientos de cultivo se adapta bien a los diferentes tipos de suelo,
de preferencia los de textura arcillosa, que tenga buen drenaje, la temperatura 6ptima para su
desarrollo es de 24°C, con un pH de 5 a 7, presenta un periodo vegetativo de 5 a 6 meses para

poder ser cosechado (Benavides et al., 2010, p.9).

Las variedades del maiz se diferencian por la naturaleza del endospermo (tejido del embrion),
asi como también por la forma que poseen dichos granos, por otro lado la coloracién también
ayuda a su diferenciacion de esta manera se encuentran granos blancos, amarillos, azules,

morados, rojos y negros (Benavides et al., 2010, p.9).
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1.2.3.3. Composicion nutricional

Composicién nutricional por 100 g de maiz morado sin coronta:

Tabla 6-1: Valor nutritivo de Zea mays L.

Nutriente Cantidad
Energia 355
Proteina 7.30
Grasa total (mg) 3.40
Colesterol (mg) -
Glucidos 76.20
Fibra (g) 1.80
Calcio (mg) 12
Hierro (mg) 0.20
Yodo (ug) -
Vitamina A (mg) -
Vitamina C (mg) 2.10
Vitamina D (ug) -
Vitamina E (mg) -
Vitamina B12 (mg) -
Folato (ug) -

Fuente: (Fundacién Universitaria Iberoamericana, 2017, c)

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

1.2.3.4. Usos alimenticios

El elevado contenido de almidon de las diferentes variedades de maiz son aprovechadas a escala
industrial como agente espesante, floculante y gelificante en alimentos, también elaboran
jarabes, maltodextrinas, polioles, extraen aceite y harina, producen chicha morada y zarzamora,

mientras que en la industria cervecera es una fuente esencial para obtencion de alcohol. (Grande y
Orozco, 2013, pp.105-107). (Reyna, 2016).

El maiz morado contiene un colorante purpura debido a la presencia de compuestos flavonoides
como las antocianinas, esto lo hace util en la industria farmacéutica y alimentaria como

colorante natural (Sotomayor, 2013, p.69).
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1.3. Colorantes en alimentos

Son sustancias empleadas como aditivos en los alimentos (Sanchez, 2013, p.238), con la finalidad
de hacerlos méas llamativos para el consumidor, resaltando asi su color original que pudo verse

afectado por algln proceso de fabricacion e inclusive puede conferirle una nueva coloracion
(Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.16).

Los colorantes para los alimentos se clasifican en:

e Colorantes artificiales/sintéticos: Si son productos modificados quimica o fisicamente,

dentro de éstos sobresalen los colorantes azoicos y no azoicos (Sanchez, 2013, p.238).

e Colorantes alimentarios naturales: Son extraidos a partir de una fuente natural, que puede
ser de origen vegetal si proceden de las diferentes partes de las plantas como flores, frutas,

semillas, hojas, cortezas, troncos, raices; otros son de origen animal y mineral (Carocho,
Morales y Ferreira, 2015, p.16). (Yusuf, Shabbir y Mohammad, 2017, pp.130-131).

e Colorantes alimentarios idénticos a los naturales: Son sintetizados a nivel industrial sin

embargo pueden imitar a los de origen natural (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.16).

1.3.1. Colorantes sintéticos

Este tipo de colorantes requieren de certificacion, por lo tanto antes de ser aprobados son
rigurosamente analizados para comprobar que cumplan con las especificaciones emitidas por las
autoridades sanitarias en los diversos paises, de esta manera los colorantes que poseen
certificacion son las antraquinonas conforman el 22% en ventas mundiales seguido de los

azoicos con un 31% (Belmonte et al., 2016, pp.25-26).

Los colorantes sintéticos mas utilizados en la industria de alimentos son el rojo 2g (E128) para
productos cérnicos y algunas bebidas; el azul brillante (E133) en confiteria, reposteria, bebidas,
helados; la indigotina (E132) para las gomas de mascar; verde rapido (E143) para tefiir
productos lacteos, mermeladas; la eritrosina (E127) para productos lacteos, mermeladas,
reposteria, carnicos; rojo allura (E129) en bebidas no alcoholicas, yogurt, confiteria; amaranto
(E123) para bebidas alcohdlicas, enlatados, confiteria y tartracina (E102) como colorante de

bebidas gaseosas, alcoholicas, energéticas, reposteria (Belmonte et al., 2016, pp.26-31).
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1.3.2. Colorantes naturales

La utilizacion de los colorantes naturales en los alimentos es una tendencia actual, tanto para los
fabricantes como para los consumidores donde diversos estudios han demostrado que la
poblacién prefiere los aditivos naturales en lugar de los artificiales, la principal razén es cuidar

su salud. (Yusuf, Shabbir y Mohammad, 2017, p.141). (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.2).

Los colorantes naturales aprobados para los alimentos son:

« Antocianinas: Se identifican con el codigo (E163), son hidrosolubles, sus colores son rojo,
violeta y azul, son utilizadas para colorear postres en polvo, lacteos, confiteria, refrescos y
preparados de frutas. (Xu etal., 2015, pp.1-2). (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.17).

e Betaninas: Son hidrosolubles, la Unica aprobada es de la remolacha con el cédigo (E162), su
color rojo-violeta (betacianinas) y amarillo-anaranjado (betaxantinas), se aplican en

productos lacteos y carnicos. (Rodriguez, 2016, pp.10-11). (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, pp.17-18).

e Carotenoides: Son liposolubles, su gama de color es amarillo-anaranjado, el p-caroteno es el
mas comun, son una gran opcion como colorantes en productos lacteos, salsas, adobos,

especias, bebidas. (Rohrig, 2015). (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.17).

e Clorofilas: Se encuentran bajo el cddigo (E140), son liposolubles, su coloracion es verde, se
utilizan en los alimentos tanto la (a) como la (b) para colorear productos lacteos, dulces,

bebidas, helados. (Rohrig, 2015). (Rodriguez, 2016, p.12).

e Curcumina: Se identifica como (E100), es hidrosoluble, presenta un color amarillo intenso,

es empleado como colorante para derivados lacteos, helados, especias y mostaza (Carocho,
Morales y Ferreira, 2015, p.18).

e Acido carminico: Su cddigo es (E120), su principal fuente es el insecto Dactylopius coccus,
su color es rojo brillante, se emplea como colorante de mermeladas, gelatina y derivados

lacteos (Carocho, Morales y Ferreira, 2015, p.18).
La demanda comercial de estos colorantes esta encabezada por los carotenoides en un 34%,
seguido de las antocianinas con el 24% y el resto un 10%, se pretende que para el 2020 los

porcentajes hayan incrementado en un 6.4% (Ministerio de Agricultura de Chile, 2017).
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1.3.2.1. Las antocianinas como colorantes naturales

Son pigmentos hidrosolubles que han ganado interés por la industria de alimentos como una
alternativa de colorante natural a los colorantes sintéticos (Kamiloglu et al., 2015, p.21556), poseen
coloraciones rojas, violetas y azuladas dichas tonalidades las hace atractivas para tefiir los

alimentos (Vuarant, 2010, p.138).

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza especialmente en los frutos y vegetales
de colores rojizos como son los arandanos, cerezas, cebollas rojas, frambuesas, fresas, rabanos,
ajies o chiles, asi como también en ciruelas, grosellas moradas, uvas, zarzamora (Vuarant, 2010,
p.139), otros productos agricolas como la col morada, el camote morado, la baya de sauco y la
zanahoria negra también son otra excelente fuente de antocianinas que se emplean como

colorantes de alimentos aprobados en diversos paises (Ahmadiani et al., 2014, p.7524).

Por su estructura quimica pertenecen al grupo de los flavonoides, en la naturaleza se presentan
coémo glucésidos denominados antocianidinas, se estima la presencia de mas de 600 de las
cuales solamente 6 son las méas comunes entre ellas Cianidina (Cy), Delfinida (Dp), Malvidina
(Mv), Pelargonidina (Pg), Peonidina (Pn), Petunidina (Pt), sus caracteristicas estructurales son
dos anillos aromaticos (A y B) y un anillo heterociclico (C), éstas se diferencian por los
sustituyentes R1 y Rz que se evidencian en la figura 4-1, que a su vez se unen a los azlcares

como la arabinosa, galactosa, glucosa, ramnosa, rutinosa y xilosa (Kamiloglu et al., 2015, pp.21556-
21557). (Vuarant, 2010, p.139).

Anthoeyanidin R; R
Cyanidin (Cy) OH H
Delphinidin (Dp) OH OH

OH (o)
] R, Malvidin (Mv) OCH; OCHs
c Pelargonidin (Pg) H H
o S Peonidin (Pn)  OCH, H

Petunidin (Pt) OH OCH;

QH

OH

Figura 4-1: Estructura de las principales antocianinas
Fuente: (Kamiloglu et al., 2015, p.21557)

17



1.3.2.2. Productos agricolas en estudio como fuente de colorantes naturales

En la presente investigacién se emplearon productos agricolas ecuatorianos como el camote
morado, la col morada y el maiz morado, como fuente de extraccion de colorantes naturales, se

resalta su importancia basada en estudios previos:

e Camote morado: Posee un contenido elevado de antocianinas aciladas de color rojo, violeta-
azulado, lo que contribuye a una mayor estabilidad (Sun etal., 2018, p.1), ademas por su alta
capacidad colorante en Japdn su puré es un colorante comdn para la industria de jugos,

bebidas, confiteria, panaderia y lactea (Xu et al., 2015, pp. 1-2).

e Col morada: Presenta un alto rendimiento de antocianinas mono y diaciladas, esta
caracteristica le ayuda a su estabilidad en la matriz alimenticia, ademas sus colores variados
como el rojo, naranja, violeta y azul, hacen de este vegetal un excelente colorante natural

para alimentos con pH neutro y otros ligeramente alcalinos. (Ahmadiani et al., 2014, p.7524).
(Mizgier et al., 2016, p.134).

e Maiz morado: La mazorca constituida por el grano y la coronta son un fuente rica de
antocianinas de color puarpura-violeta, estos compuestos son faciles de incorporar a los
alimentos por lo tanto se convierte en una alternativa de colorante natural para la industria

de alimentos y farmacéutica (Sotomayor, 2013, p.69).

1.4. Extraccion de colorantes

Se aplican métodos como soxhlet, maceracion o concentracion en solventes como agua,
metanol, etanol, acetona o combinaciones de los mismos, la muestra puede encontrarse fresca o
seca lo esencial es que haya sido sometida a un proceso de reduccion de tamafio entre ellas
triturado, molienda, cortado o picado, lo cual facilitara la extraccién (Nufiez, 2008), ademas si el
colorante va a ser aplicado en la industria de alimentos, es indispensable que se utilicen
solventes no tdxicos, siendo el etanol el mas adecuado, este a su vez podra ser acidificado para

estabilizar el pigmento y mejor la extraccion (Lao y Giusti, 2018, pp.4-5). (Aguilera et al., 2011, p.17).
Para la extraccion del colorante antocianina con fines aplicativos en la industria de alimentos se

utilizaran solventes como el etanol en diferentes concentraciones el cual debera ser acidificado

con acido citrico en concentraciones de 0.01% y 0.03% relacidn P/V (Menéndez y Torres, 2008, p.2).
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1.4.1. Extraccion de colorantes por soxhlet

Permite utilizar muestras en los tres estados de la materia sélido-liquido, liquido-liquido y gas-
liquido, para la extraccion de colorantes la mas utilizada es de tipo sélido-liquido, este equipo
esta disefiado en vidrio, consta de cuatro partes fundamentales de abajo hacia arriba, la fuente de
calor (reverbero o Bafio Maria), un balon o matraz, la camara de extraccion o sifon y el
refrigerante que posee dos orificios laterales por el inferior ingresa el agua y por el superior sale
el agua, la cual circula a través de mangueras flexibles y funciona como un sistema de

enfriamiento (Nufez, 2008).

Salida de agua

Entrada de agua

Solvente puro
condensade
Tapon de
algodon

Ensanchamients ™

Cartucho

SHON - potose

__Ascensode
Regreso del Tapores
—_—
solvente +extrardo
Calentador

Figura 5-1: Equipo soxhlet y sus partes
Fuente: (Ndfiez, 2008)

La extraccion se fundamenta en las siguientes etapas, inicialmente el solvente es colocado en el
balén, posteriormente la muestra pesada es introducida en un dedal (cartucho de papel filtro) y
se colocara en la camara de extraccion, el siguiente paso es la ebullicion del solvente el cual se
evapora hasta el refrigerante donde se condensa y cae en la cAmara de extraccion que contiene a
la muestra, una vez que se llena el sifon se produce la sifonacién es decir que el solvente baja
nuevamente al balon, de esta manera se produce la extraccion y se estima que llega a su punto

final cuando el solvente que ha ascendido al sifon tiene un color transparente (Nafiez, 2008).
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1.4.2. Esquema general para la extraccion del colorante natural

Seleccidn de los productos
agricolas

Muestreo aleatorio

simple

Caracteristicas organolépticas

Camote (Jpomoea batatas)
Col morada (Brassica oleracea var. capitata)
Maiz morado (Zea mays L.)

Material vegetal | Cascara de camote morado

Analisis bromatoldgico

e Hoja de col morada
P Grano de maiz morado
Pelado/Picado/ Triturado
g ] g I'
Material vegetal fresco Pesado »|  Material vegetal seco
J Secador de bandejas l
T:45°C
4 "
Solvente Extraccin de los colorantes Solvente
> <
i por soxhlet i
Etanol 90%-Acido citrico 0.03% k y Etanol 90%-Acido citrico 0.03%
[ R
Colorante + Solvente
\ 7
Concentracion en rotavapor
¥ T: 50=5°C
\
Analisis organoléptico e
g i Colorante natural Analisis microbioldgico
Pruebas fisico-quimicas i
N
Aplicacién de los colorantes
» Inaturales en el yogurt natural | <€
v,
Aceptabilidad de las Analisis organoléptico y
muestras de yogurtcon | < » | medicién de pH inicial y
colorante natural cada 5 dias por 25 dias

Figura 6-1: Procedimiento general del estudio
Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

El estudio fue realizado en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en los laboratorios de
Anadlisis Instrumental y Quimica Analitica, Bromatologia, Procesos Industriales, Productos

Naturales y Microbiologia de la Facultad de Ciencias.

2.2. Tipo y disefio del estudio

La investigacion realizada es de tipo experimental, basada en la extraccion de colorantes
naturales a partir de productos agricolas ecuatorianos para uso alimenticio, con un enfoque
cualitativo que recaba la informacion cientifica necesaria para el desarrollo del estudio y

cuantitativo ya que requiere escalas de medicion porgue se hallan implicados valores numéricos.

2.3. Poblacién de estudio

Tubérculo de camote morado, repollo de col morada y mazorca de maiz morado.

2.3.1. Tamafno de muestra

Cantidad estimada para cada muestra 500 g:

e Cascara de camote (Ipomoea batatas)
e Hojas de col morada (Brassica oleracea var. capitata)

e Grano de maiz morado (Zea mays L.)

2.3.2. Unidad de analisis

Colorante natural extraido de las muestras en estudio.
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2.4. Materiales, equipos y reactivos

2.4.1. Materiales

Tabla 1-2: Lista de materiales

N° Material Cantidad Finalidad

1 Mandil 2

2 Guantes de latex (caja) 2 ) ) )

3 Viascarila (caia) 5 Bioseguridad en el laboratorio

4 Cofia (paquete) 1

5 Rotulador permanente 2 o

s Adhesivos (paquete) 5 Identificacion de muestras

7 Cépsula de porcelana 6

8 Crisoles de porcelana 6 Anélisis proximal del material vegetal en estudio
9 Pinzas de metal 2

10 | Papel aluminio (rollo) 1

11 | Fundas ziploc (paquete) 2 Secado del material vegetal

12 | Cuchillo 1

13 | Alcoholimetro 1

14 | Bal6n de aforo de 1000 mL y 250 mL 2

15 | Probetas de 100 mL 2 »

16 | Pipeta graduada de 10 mLy 5 mL 2 Preparacion de solventes

17 | Papel aluminio (rollo) 1

18 | Espatula metalica 1

19 | Soxhlet 3

20 | Soporte universal 3

21 | Pinzas para soporte universal 6

22 | Mangueras flexibles de plastico 6

23 | Reverbero 3 .

24| Papel Whatman #1(pTieg0) 2 Extraccion de colorantes naturales
25 | Hilo fino blanco para coser (rollo) 2

26 | Cronometro 2

27 | Agujas de coser fina 2

28 | Frascos ambar de vidrio de 500 mL 18

29 | Balones redondos de 500 mL 2

30 | Probetas de 100 mL 2

31 | Papel Whatman #1(pliego) 2

32| Microcubetas para hielo 2 Concentracion de colorantes naturales
33 | Embudos de vidrio 2

34 | Frascos &mbar de vidrio de 100 mL 18

35 | Vasos de precipitacion de 50 mL 6 Pruebas fisicoquimicas del colorante natural
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36 | Picndmetro de 10 mL 6
37 | Balon de aforo de 100 mL 1
38 | Balones de aforo de 50 mL 6
39 | Probeta de 50 mL 2
40 | Pipeta graduada de 10 mL 1
41 | Pipeta Pasteur 18
42 | Piseta de 500 mL 1
43 | Pera de succion 1
44 | Tubos de vidrio de 10 mL con tapa 18
45 | Gradilla para tubos
46 | Papel toalla (rollo) 4
47 | Cajas petri 18
48 | Cajas CompactDry EC 12
49 | Tubos de vidrio de 10 mL con tapa 8
50 | Asa de vidrio 2 o o
5T | Micropipeta de 1000 i 1 Andlisis microbiolégico de los colorantes
52 | Puntas azules para micropipeta 20 naturales
53 | Mechero para alcohol 2
54 | Erlenmeyer de 500 mL 2
55 | Gasa (rollo) 1
56 | Probeta de 100 mL 1
57 | Vasos de precipitacion de 50 mL 3 Aplicacion de los colorantes naturales al yogurt
58 | Jeringuillas de 3 mL 6 natural
59 | Envase para yogurt de 120 mL 36
60 | Vasos de precipitacion de 50 mL 3 Control del pH en el yogurt natural con colorante
61 | Papel toalla (rollo) 1 natural
Realizado por: Vilma Tierra, 2018
2.4.2. Equipos
Tabla 2-2: Lista de equipos
N° Equipo Condiciones Determinacion
1 Balanza analitica RADWAG - Pesaje para diversos analisis
(HDM)
) Penetrometro HUMBOLT ) Medicion de la dureza de los productos
agricolas
3 Estufa PROINGAL 105+£3°C
4 Mufla IVYMEN SYSTEM 505+3°C Andlisis proximal del material vegetal en
5 Desecador FLAVIT GLASS Norma INEN 1669/2017 estudio
6 Cabina extractora de humo -
7 Secador de bandeja tipo armario 45°C Secado del material vegetal
8 Rotavapor BUCHI 461 Water 50+5°C Concentracion de colorantes
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Bath

9 Nevera 6-8°C Almacenamiento de colorantes
10 | pH-metro FISHER SCIENTIFIC 17-22°C
11 | Refractometro digital RA-626 17-21°C

1 Espectrofotdmetro UV-VISIBLE | Longitud de onda (1): 400- | Pruebas fisicoquimicas del colorante
THERMO 700 nm natural
13 Espectrofotdmetro JASCO FT/IR- | Ndmero de onda: 3700-
4100 500 cm!
Autoclave TUTTNAUER 2340
14 125°C
MK Andlisis microbiolégico de los colorantes
15 | Cabina de flujo laminar - naturales
16 | Estufa MEMMERT 37°C
17 | pH-metro BOECO BT-675 17-22°C Aplicacidn de los colorantes naturales en el
18 | Refractometro digital RA-626 17-21°C yogurt natural
Control del pH en el yogurt con colorante
19 | pH-metro BOECO BT-675 17-22°C
natural
Realizado por: Vilma Tierra, 2018
2.4.3. Reactivos
Tabla 3-2: Lista de equipos
N° Reactivo Ensayo
1 Etanol C2HsO 90%
2 Acido citrico CsHgO7 (3% P/V) Extraccién de colorantes naturales
3 Agua destilada
4 Metabisulfito de sodio Na2S20s (1% P/V) | Inhibicion del pardeamiento enzimatico del camote
5 Agua destilada . )
— Pruebas fisicoquimicas del colorante natural
6 Alcohol antiséptico
7 Sabouraud dextrosa w/ Chloramphenicol
8 Bacto ™ Peptone o ] )
i Analisis microbiologico de los colorantes naturales
9 Agua destilada

=
o

Alcohol antiséptico

11 | Agua destilada

Aplicacion de los colorantes naturales al yogurt natural y

medicion del pH

12 | Agua de botell6n

13 | Agua destilada

Limpieza de materiales

Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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2.5. Metodologia

2.5.1. Método descriptivo

Se partio con la seleccion de la materia prima, la cual fue adquirida en el “Mercado Mayorista”
de la provincia de Chimborazo, en la ciudad Riobamba, para lo cual fue aplicado un tipo de
muestreo aleatorio simple, se tomo en consideracion sus caracteristicas organolépticas como el
color, aspecto y aroma, que se encuentren en un nivel dptimo de madurez y frescura, que estén
sanas, sin picaduras de insectos y sin golpes, por otro lado se excluyeron aquellas que no

cumplieron con las especificaciones anteriores.

Se adquiri6 una cantidad aproxima de 25 tubérculos de camote 2000 g, 4 repollos de col morada
1200 g y 15 mazorcas de maiz morado 1000 g; los lugares de procedencia de los productos
agricolas fueron, para el camote la provincia de Pichincha, ciudad de Quito; para la col morada,
provincia de Tungurahua, ciudad Ambato y para el maiz morado fue la provincia de

Tungurahua, cantén Pillaro.

Una vez obtenidas las muestras se realizd el analisis bromatolégico proximal donde se

determind el contenido de humedad, cenizas, fibra y proteina

En la segunda fase se procedié con la extraccién de los colorantes naturales en el equipo
soxhlet, empleando como solventes etanol al 90% acidificado con &cido citrico 0.03% P/V, se
utilizé el material vegetal fresco y seco obtenido en el secador de bandejas tipo armario a una
temperatura de 45°C, una vez extraido el colorante con solvente (extracto), éste fue concentrado

en el rotavapor a 50+5°C para recuperar el solvente y obtener solo el colorante natural.

En los colorantes naturales se determinaron sus caracteristicas fisicos-quimicas, entre ellas el
pH, densidad relativa, grados Brix e indice de refraccion, se realiz6 la lectura en los
espectrofotometros uv-visible e infrarrojo, solubilidad en agua y aceite vegetal comestible,

también se evalu6 su calidad microbioldgica.

Los colorantes naturales tanto del material vegetal fresco como del seco fueron aplicados en un
yogurt natural donde inicialmente se evalud sus parametros organolépticos y pH, también se
tomaron mediciones cada 5 dias durante 25 dias en almacenamiento a una temperatura de 6-

8°C, finalmente se evalu6 su aceptabilidad mediante encuestas de degustacion.
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2.5.2. Técnicas

2.5.2.1. Andlisis proximal de los productos agricolas en estudio

Cuadro 1-2: Determinacion del contenido de humedad del camote, col morada y maiz morado

componente estd presente como
humedad, por lo tanto determinar
su contenido es indispensable
estabilidad,

conservarlo y conocer el valor

para saber la

nutritivo del alimento.

Balanza analitica
Desecador
Cépsulas de porcelana

Pinzas de capsulas

Sujetar con la pinza la capsula con la
muestra e introducir en la estufa a
105£3°C por un lapso de 6 a 8 h, hasta
obtener peso constante

Sacar la capsula de la estufa y colocar en
el desecador hasta temperatura ambiente

Retirar la capsula del desecador y pesarlo

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA CALCULO
Conectar la estufa a la fuente de 110 V
Encender la estufa para tarar (peso | EC- 1.
La mayoria de los alimentos constante) la cépsula de porcelana a
contienen agua, las frutas y 105+3°C %H = 100 — ((H) *100)
vegetales poseen una mayor Estufa Tomar la capsula tarada y pesar 5 a 10 g
proporcién que otros, este tipo de de muestra repartiéndola uniformemente | s de:

%H= porcentaje de humedad

M= masa de la capsula vacia en (g)

M:= masa de la capsula con la muestra
en (g)

M,= masa de la capsula con la muestra
después del calentamiento en (g)

100= factor matematico

Fuente: (Ramirez, 2008, pp.2-6).
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Cuadro 2-2: Determinacion del contenido de cenizas totales del camote, col morada y maiz morado

del alimento, el cual es un residuo
de color blanco, su valor permite
determinar posibles adulteraciones
en el alimento ya que es un

indicador de su calidad.

Balanza analitica
Desecador
Crisoles de porcelana

Pinzas de crisoles

realizar dentro de la campana de
extraccion de gases

Sujetar el crisol y transferirlo a la mufla a
505£3°C por un lapso de 4 a 6 h, para su
incineracion hasta obtener cenizas de color
blanco

Sacar el crisol de la mufla y colocar en el
desecador hasta temperatura ambiente

Retirar la crisol del desecador y pesarlo

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA CALCULO
Conectar la mufla a la fuente de 110 V Ec. 2:
En un crisol de porcelana previamente M,-M
%C = ——% 100
tarado pesar de 5 a 10 g de muestra M; - M
) Calcinar la muestra en un reverbero hasta
Las cenizas son el resultado de la ) . P
o y ) o que deje de desprender humo, se lo debera | Donde:
incineracion de la materia orgénica Mufla

%C= contenido de cenizas en
porcentaje de masa

M= masa del crisol vacio en (g)
M;= masa del crisol con la muestra
después de la incineracion en (g)
M= masa del crisol con la muestra
antes de la incineracion en (g)

100= factor matematico

Fuente: (Navarro, 2007, pp.9-11)
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2.5.2.2. Extraccion de colorantes naturales

Cuadro 3-2: Secado del material vegetal camote, col morada, maiz morado

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA
El secado constituye la reduccion del e Lavar los materiales que se van a utilizar y las bandejas del secador con
contenido de humedad, para el secado agua destilada
se utiliz6 un “secador tipo armario”, e Pesar el material vegetal, lavar con agua de botell6n y posteriormente con
se denomina asf por su semejanza a un agua destilada, dejando escurrir su exceso en toallas absorbentes
e “Secador de bandejas tipo ) ) ) ) »
armario de ropa, este equipo es de - e Pelar la cascara de camote inmediatamente y sumergirla en una solucion de
armario
acero inoxidable, consta de bandejas Bal metabisulfito de sodio (Na.S:;0s) al 1% P/V, durante 10 segundos para
e Balanza ) . o
metalicas facilmente desmontables, ) evitar su pardeamiento enzimatico
) e Agua destilada ) . )
tanto el fondo como las bandejas del o e Cortar las hojas de la col morada en trozos de tamafio homogéeneo
) ) . o e Vaso de precipitacion de ) .
mismo tienen pequefios orificios que 250 e Triturar el grano de maiz morado
. o . 50 mL _ _ - L
facilitan la circulacion del aire o e  Cubrir las bandejas del secador con papel aluminio, perforar los orificios y
. ¢ Rollo de papel aluminio o ]
caliente, la temperatura es regulable lo colocar 50 g de cada producto, distribuyéndolo uniformemente
. . e Papel toalla ]
cual permite el secado de todo tipo de e Conectar el equipo a la fuente de 110 V y encenderlo
. e Cuchillo
alimentos, conservando sus e Realizar el secado durante 12 horas a una temperatura de 45°C
propiedades naturales y manteniendo o Apagar el equipo sacar las bandejas, retirar el material vegetal seco y
su color (Brito, 2006.pp-35-38). pesarlo
e Colocar en fundas ziploc para evitar que absorba humedad del ambiente

Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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Cuadro 4-2: Extraccion de colorantes por el método de soxhlet

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

Extraccion tipo solido-liquido, utiliza
una muestra solida que se coloca en
un dedal y es introducida en la cAmara
de extraccidn, en tanto que el solvente
es liquido el cual se coloca en el
bal6n, cuando el solvente llega a su
punto de ebullicion éste asciende al
refrigerante se condensa y cae en la
camara de extraccion donde estd la
muestra, una vez que se llena el sifén
se produce la sifonacién es decir que
el solvente baja nuevamente al balon,
de esta manera se produce la
extraccion y se estima que llega a su
punto final cuando el solvente que ha
ascendido al sifén refleja un color

transparente (Nuriez, 2008).

Equipos soxhlet

Mangueras flexibles
Reverbero

Balanza analitica

pH-metro

Alcoholimetro

Cronémetro

Etanol 90%

Acido citrico 0.03%

Agua destilada

Rollo de papel aluminio y
papel toalla

Dedales de papel filtro
Probeta de 100 mL

Balones de aforo de 1000 mL
Frascos ambar de vidrio de
500 mL

Cuchillo

Material vegetal fresco, se lavd con agua destilada, se redujo su tamafio
y se pes6 50 g para cada producto cascara del camote, hoja de col
morada y grano de maiz morado

Material vegetal seco, se tomaron las muestras secadas en el secador de
bandejas cascara de camote (12.55 g), hoja de col morada (7.65 g) y
grano de maiz morado (15.41 g)

Solvente etanol al 90%-4cido citrico 0.03% (P/V), 400 mL para la
extraccion de cada muestra

Armar los equipos soxhlet, en el balén afiadir 400 mL de solvente,
colocar una muestra en cada dedal e introducir en la camara de
extraccion, montar el refrigerante y conectar las mangueras para la
circulacion de agua

Encender el reverbero, abrir la Ilave de agua e iniciar la extraccion hasta
su punto final, la temperatura no debera superar los 60°C

Apagar el reverbero, cerrar la llave de agua, esperar 10 min y desarmarlo
Medir el volumen del extracto, envasar en los frascos de vidrio ambar
Almacenar el extracto en refrigeracion a una temperatura de 6-8°C hasta
su concentracion en el rotavapor

Lavar el equipo

Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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Cuadro 5-2: Concentracion de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

CALCULO

La concentracion en el
rotavapor permite la
recuperacion de los solventes
utilizados para la extraccion de

los colorantes naturales.

Rotavapor

Probetas de 100 mL
Pliegos de papel
Whatman #1

Embudos de vidrio
Cronometro
Microcubetas para hielo
Frascos ambar de vidrio
de 100 mL

Armar el equipo, ajustar el balon para la
recoleccién del solvente en la parte final del
condensador

Conectar la manguera flexible de la bomba de
vacio al condensador y por la parte superior del
mismo alimentarlo con cubos de hielo hasta
finalizar el proceso

Conectar el equipo y la bomba a la fuente de
110 V, encender todo el equipo, sumergir el
balén con el extracto (colorante con solvente)
en el Bafio Maria, regular la rotacién y la
temperatura 50£5°C

Filtrar el colorante en papel Whatman #1

Medir el volumen de colorante natural y
también el volumen de solvente recuperado
Almacenar los colorantes naturales en frascos
de vidrio &mbar a una temperatura de 6-8°C

hasta su respectivo analisis

Ec 3:

|4
%R=7*100

Dénde:

R= rendimiento de colorante en
porcentaje de volumen (%)

Vi= volumen de solvente inicial
(mL)

V= volumen de
obtenido (mL)

100= factor matematico

colorante

Fuente: Laboratorio de Productos Naturales, ESPOCH, 2018
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2.5.2.3. Pruebas fisico-quimicas de los colorantes naturales

Cuadro 6-2: Determinacion de los pardmetros organolépticos de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

Implica el uso de los sentidos
humanos, para evaluar pardmetros
como el olor, color, sabor y la
apariencia de una muestra, es un

analisis cualitativo.

Estos parametros son un indicador de

la calidad de los productos.

Tubos de vidrio de 10 mL con tapa

Gradilla para tubos
Pipeta de 10 mL
Rollo de papel toalla

Cuchara de plastico

En un tubo de ensayo limpio y seco colocar un volumen
representativo de colorante natural

Tapar el tubo de ensayo con la muestra y homogenizar por 3 min
Evaluar el olor se mediante el sentido del olfato

A través de la vista y usando un fondo blanco de papel bond
observar el color

Tomar un volumen de 2.5 mL de colorante en una cucharilla de
pléstico y degustarlo

Para la apariencia observar la homogeneidad del colorante liquido,

verificar la ausencia de grumos u otras particulas extrafas.

Fuente: (Ojeda, 2018)
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Cuadro 7-2: Determinacion del pH de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

La determinacion del potencial de
hidrégeno  (pH) es un  factor
indispensable para la estabilidad de los
colorantes alimenticios ya que un valor
acido incrementa su  estabilidad,
mientras que un valor alcalino no es

favorable.

pH-metro digital

Vasos de precipitacion de 50 mL
Agua destilada

Rollo de papel toalla

Conectar el equipo a la fuente de 110 V

Presionar el botén de encendido hasta que se prenda la luz y soltar
el boton

Colocar 20 mL de agua destilada en un vaso de precipitacion de
50 mL

Retirar el electrodo de la solucién amortiguadora e introducirlo en
el vaso que contiene el agua destilada para lavarlo

Esperar que en la pantalla aparezca la palabra estable y el valor de
pH

Colocar 20 mL de muestra de colorante en un vaso de
precipitacion de 50 mL

Introducir el electrodo del pH-metro en el vaso con la muestra del
colorante

Esperar que en la pantalla aparezca la palabra estable y registrar el
valor de pH

Lavar con suficiente agua destilada el electrodo del pH-metro
Ubicar electrodo del pH-metro en la solucion amortiguadora y

apagarlo

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental y Quimica Analitica, ESPOCH, 2018

32




Cuadro 8-2: Determinacion de la densidad relativa de los colorantes naturales

Es la relacion entre el peso
especifico de un cuerpo
(colorante natural) y el peso
especifico de una sustancia de

referencia (agua).

Pipeta Pasteur
Balanza analitica
Agua destilada
Rollo de papel toalla

Secar la parte externa y pesarlo

Desechar el agua del picnémetro para secarlo
Llenar el picnémetro hasta el borde con la
muestra de colorante y colocar su capilar

Secar la parte externa del picnémetro y pesar

en la balanza analitica

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA CALCULO
Ec 4:
M, —M,
L . p= xd,,
Pesar el picndmetro vacio Mz — M,
Llenar el picnémetro hasta el borde con agua
Picnoémetros de 10 mL destilada y colocar su capilar Donde:

p= densidad del colorante en
(9/mL)

M;1= masa del picnémetro con el
colorante en (g)

M= masa del picnémetro vacio
en (9)

M= masa del picnémetro con
agua en (g)

pw= densidad del agua constante
(1 g/mL)

Fuente: (Atarés, 2011)
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Cuadro 9-2: Determinacion de °Brix e indice de refraccion de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

Los °Bx representan la concentracién de
sOlidos solubles (azlcares) que estan
disueltos en una solucién (colorante
natural), en tanto que el indice de
refraccién mediante el paso de la luz a
través de un medio determina los
azucares en disolucidn, lo cual depende
de la solucion es asi que mientras mas
fluida es su valor serda menor y si es mas

viscosa sera mayor.

Refractometro digital
Pipetas Pasteur
Agua destilada
Rollo de papel toalla

Conectar el equipo a la fuente de 110 V y presionar el botén de
encendido

Seleccionar en la pantalla del refractometro la opcidn calibrado
con agua y con ayuda de la pipeta Pasteur colocar 2 mL de agua
destilada en el prisma del equipo y taparlo

Esperar que suene la alarma y secar con el papel toalla

Con la pipeta Pasteur colocar en el prisma del equipo 2 gotas de la
muestra de colorante natural y taparlo

Presionar la opcion inicio y esperar que suene la alarma

Registrar el porcentaje de grados brix

Digitar en la pantalla digital el cambio de unidad para leer el
indice de refraccion

Presionar nuevamente la opcidn inicio y esperar que suene la
alarma

Registrar el valor obtenido y lavar el prisma con agua destilada

Fuente: Laboratorio de Procesos Industriales, ESPOCH, 2018
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Cuadro 10-2: Lectura en el espectrofotdmetro uv-visible de los colorantes naturales

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA CALCULO
Lavar con agua destilada todo el material a utilizar EcS:
Conectar a la fuente de 110 V el espectrofotometro y la C = Ab* M *« FD
£ %

impresora, encender el equipo presionando el botén home
Esperar que en la pantalla del equipo aparezca los parametros ]

Espectrofotometro _ perarq P quipo ap P Donde:

Es una técnica analitica . listo y pulsar enter
uv-visible

que utiliza la radiacion
electromagnética  (luz)
para conocer la
propiedad de absorcion
de la radiacion
ultravioleta que poseen
las moléculas organicas e
inorgénicas, lo cual
permite determinar su

concentracion.

Celda de cuarzo de
lcm

Pipeta de 10 mL
Balones de aforo
de 100 mL

Piseta

Agua destilada
Rollo de papel

toalla

Realizar un blanco con agua destilada, afiadir unos 5 mL en la
celda de cuarzo, colocarlo en el portaceldas, cerrar la tapa y
presionar el botdn zero base para encerar el equipo

Preparar una solucion con 10 mL de colorante natural y aforar
con agua destilada en el balén de aforo de 100 mL
Homogenizar la solucién y afiadir 5 mL en la celda de cuarzo,
colocar la celda con la muestra en el portaceldas cerrar la tapa,
presionar el boton run y realizar el barrido inteligente para
determinar longitud de onda (\) y la absorbancia de la lectura,
tomar en cuenta que el valor teérico de A para la las
antocianinas fluctua de 400 a 700 nm

Imprimir el espectro obtenido

Lavar minuciosamente las celda de cuarzo con agua destilada

y apagar el equipo

C= concentracion total de
antocianinas en (mg/L)

A= absorbancia obtenida en el
espectrofotometro

M= peso molecular de Ila
antocianina  de  referencia
449200 mg/mol de cianidina 3-
glucédsido

FD= factor de dilucién (10)
b=ancho de la celda (1 cm)

e= coeficiente de absortividad
molar de la antocianina de
referencia 26900 L/mol*cm de

cianidina 3-glucésido

Fuente: (Moreano, 2013, p.31). (Hernandez, 2016, pp:33-34)
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Cuadro 11-2: Lectura en el espectrofotometro infrarrojo de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

Es una técnica analitica que utiliza la
radiacion infrarroja para provocar
vibraciones en los &tomos de las
moléculas, de esta manera determina los
grupos funcionales para identificar un

compuesto.

Espectrofotometro infrarrojo (IR)

Pipeta Pasteur
Algodoén

Alcohol antiséptico

Conectar el espectrofotémetro infrarrojo FT-IR y la computadora
a la fuente 110 V, encender minimo 30 min antes de la lectura
para que corra el software

Limpiar el cristal de equipo con algod6n y alcohol antiséptico

Con una jeringuilla o pipeta Pasteur colocar 2 gotas del colorante
en el cristal del equipo sin tocarlo

Bajar el brazo del equipo y ajustar los tornillos

Realizar el corrido espectral con el software (Jasco/Spectra
Manager)

Una vez que los espectros aparezcan en la pantalla del
computador, dar clic para ajustar el tamafio, el nimero de onda y
seleccionar los picos mas representativos

Tomar en cuenta que las antocianinas presentan vibraciones a un
ndmero de onda de 3700-500 cm*

Copiar los espectros a un documento de Word y guardar en una
flash

Limpiar minuciosamente el cristal del equipo con algodén y
alcohol antiséptico

Apagar el equipo y el computador

Fuente: (Moreano, 2013, p.76)
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Cuadro 12-2: Solubilidad de los colorantes naturales

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

La solubilidad constituye un parametro
indispensable para que un colorante
pueda aplicarse a un alimento,
generalmente  estos  aditivos  son

hidrosolubles.

Tubos de vidrio de 10 mL con tapa

Gradilla para tubos
Pipeta de 10 mL
Rollo de papel toalla

Solubilidad en agua destilada

e Lavar con agua destilada el material a utilizar
e Enun tubo de ensayo con tapa limpio y seco preparar un dilucién
(2:10 V/V) de colorante en agua destilada

e Homogenizar por 5 min y observar si hay miscibilidad

Solubilidad en aceite vegetal comestible

e Lavar con agua destilada el material a utilizar
e Enun tubo de ensayo con tapa limpio y seco preparar un dilucion
(2:10 V/V) de colorante con aceite vegetal comestible

e Agitar por 5 miny observar si hay miscibilidad

Fuente: Laboratorio de Productos Naturales, ESPOCH, 2018
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2.5.2.4. Analisis microbiologico de los colorantes naturales

Cuadro 13-2: Determinacion de Escherichia coli en los colorantes naturales

El analisis microbioldgico  es
indispensable para garantizar la
inocuidad (ausencia de contaminantes

bioldgicos) un producto alimenticio.

Camara de flujo laminar

Estufa

Cajas CompactDry EC
Micropipeta de 1000 pL

Tubos de vidrio de 10 mL con tapa
Mechero para alcohol

Erlenmeyer de 500 mL

Alcohol antiséptico

Agua destilada

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA
Lavar con agua destilada el material a utilizar
Limpiar de la cdmara de flujo laminar y el area de trabajo con
alcohol antiséptico
Autoclave

Presionar el botdn UV de la cdmara de flujo laminar por 5 min
Preparar la solucién de peptona (0.1g en 100 mL de agua
destilada) y esterilizar en el autoclave a 125°C por 30 min

En un tubo de ensayo preparar una dilucion (1:10 V/V) de
colorante en solucion de peptona, homogeneizar y dejar en reposo
por 30 min

Homogenizar el tubo con el indculo y tomar una alicuota de 1 mL
Colocar la alicuota en el centro de la placa CompactDry y esperar
gue se difumine en toda la placa para taparla

Incubar en la estufa a 37°C durante 24 a 48 h

Realizar el recuento de las Unidades Formadoras de Colonia
UFC/mL de colorante

Fuente: Laboratorio de Microbiologia, ESPOCH, 2018
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Cuadro 14-2: Determinacion de coliformes totales y fecales en los colorantes naturales

El

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA
Lavar con agua destilada el material a utilizar
Limpiar la cdmara de flujo laminar y el area de trabajo con
Autoclave alcohol antiséptico

analisis ~ microbiologico  es

indispensable para garantizar la
inocuidad (ausencia de contaminantes

bioldgicos) un producto alimenticio.

Céamara de flujo laminar

Estufa

Placas petrifilm

Micropipeta de 1000 pL

Tubos de vidrio de 10 mL con tapa
Mechero para alcohol

Erlenmeyer de 500 mL

Alcohol antiséptico

Agua destilada

Presionar el botén UV de la cdmara de flujo laminar por 5 min
Preparar la solucion de peptona (0.1 g en 100 mL de agua
destilada) y esterilizar en el autoclave a 125°C por 30 min

En un tubo de ensayo preparar una dilucion (1:10 V/V) de
colorante en solucion de peptona, homogeneizar y dejar en reposo
por 30 min

Homogenizar el tubo con el indculo y tomar una alicuota de 1 mL
Colocar la alicuota en el centro de la placa petrifilm y esperar que
se difumine por toda la placa para taparla

Incubar en la estufa a 37°C durante por un tiempo de 24 a 48 h

Realizar el recuento en UFC/mL de colorante

Fuente: Laboratorio de Microbiologia, ESPOCH, 2018
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Cuadro 15-2: Determinacion de mohos y levaduras en los colorantes naturales

El  andlisis  microbiolégico

indispensable para garantizar

biolégicos) un producto alimenticio.

es
la

inocuidad (ausencia de contaminantes

Camara de flujo laminar

Estufa

Cajas petri

Micropipeta de 1000 pL

Tubos de vidrio de 10 mL con tapa
Mechero para alcohol

Asa de vidrio

Erlenmeyer de 500 mL

Pipeta de 5 mL

Parafilm

Alcohol antiséptico

Agua destilada

Agar sabouraud dextrosa w/
cloranfenicol

Espatula

FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA
Limpiar el area de trabajo con papel toalla y alcohol antiséptico
Lavar con agua destilada el material a utilizar
Autoclave

Limpiar la cdmara de flujo laminar con alcohol antiséptico

En un erlenmeyer disolver 16.38 g de agar sabouraud dextrosa w/
cloranfenicol con 252 mL de agua destilada y esterilizar en el
autoclave a 125°C por 30 min

Dentro de la cdmara de flujo laminar verter de 18 a 20 mL de agar
en las cajas petri dejandolas semi abiertas hasta que el agar
solidifique

Preparar una dilucion (1:10 V/V) de colorante en solucién de
peptona, homogenizar y dejar en reposo por 30 min.

Homogenizar y tomar una alicuota de 0.1 mL

Colocar la alicuota en el centro de la caja petri con el agar
solidificado y con ayuda del asa de vidrio sembrar aplicando la
técnica siembra por extensién en superficie

Sellar las placas con parafilm e incubarlas en posiciéon normal a
una temperatura de 20 a 24°C por 5 dias sin moverlas

Realizar el recuento en Unidades Propagadoras de Mohos
(UP/mL)

Fuente: Laboratorio de Microbiologia, ESPOCH, 2018
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2.5.2.5. Aplicacion de los colorantes naturales en el yogurt y control de pH

Cuadro 16-2: Aplicacidn de los colorantes naturales en el yogurt

FUNDAMENTO

MATERIALES

TECNICA

Las antocianinas como colorantes en el
yogurt hacen del producto lacteo un

alimento con propiedades nutracéuticas.

pH-metro digital

Probeta de 100 mL

Paletas de madera

Yogurt natural

Vasos de precipitacion de 50 mL
Jeringuillas de 3 mL

Envases para yogurt de 120 mL

Rollo de papel toalla

Limpiar el area de trabajo con papel toalla y alcohol antiséptico
Lavar con agua destilada el material a utilizar

Tomar una muestra testigo para el color yogurt de fresa y medir el
pH

Medir el pH inicial del yogurt natural

Tomar tres envases de plastico con tapa y colocar 100 mL de
yogurt en cada uno

Con una jeringuilla dosificar 0.5 mL, 1 mL y 1.5 mL de colorante
natural respectivamente en cada envase de yogurt

Homogenizar la mezcla con la paleta de madera por 5 min

Medir el pH final del yogurt con el colorante natural

Realizar el analisis sensorial (color y sabor) del yogurt con el
colorante natural

Almacenar en refrigeracion a una temperatura de 6-8°C

Medir el pH y efectuar el analisis sensorial cada 5 dias durante 25

dias a partir de su aplicacion

Fuente: (Aguilera et al., 2012)
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Analisis bromatolégico proximal de la materia prima

En el andlisis proximal de la materia prima, se determiné el contenido de humedad en la estufa
de secado de aire caliente a 105+3°C, cenizas mediante la incineracion en mufla a 505+3°C,
fibra en base a la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN-542) y proteina de acuerdo a la
normativa de Asociacion Oficial de Quimicos Agricolas (AOAC 984.13A).

Tabla 1-3: Resultados del analisis proximal de la materia prima

) Camote morado (%) Col morada (%) Maiz morado (%)
Parametro
V+ Ve E Vr Ve E Vr Ve E
Humedad | 69.0 67.99 1.46 90.7 | 9149 |087 |114 |1135 |04
Cenizas 1 0.97 3 15 1.47 219 | 730 |7.25 0.6
Fibra 1.1 1.09 0.9 0.7 0.68 285 | 1.8 1.85 2.7
Proteina 1.1 111 0.9 1.7 1.69 0.5 1.7 1.69 0.5

(V1 )= Valor tedrico, (Ve)= Valor experimental, (E)= Error
Realizado por: Vilma Tierra, 2018

El camote morado presentd un valor experimental de humedad 67.99%, cenizas 0.97%, fibra
1.09% y proteina 1.11%, al comparar los resultados con sus valores tedricos las medidas
presentan un error de 1.46%, 3%, 0.9%, 0.9%, respectivamente, dichos porcentajes cumplen con
las especificaciones aportando a su estabilidad y calidad. (Ecuador, Instituto Nacional de Nutricion,

1975, p.16). (Fundacion Universitaria Iberoamericana, 2017, a).

La col morada present6 un porcentaje experimental de humedad 91.49%, cenizas 1.47%, fibra
0.68% y proteina 1.69% al comparar con sus valores tedricos los resultados poseen un error de
0.87%, 2.19%, 2.85%, 0.5%, respectivamente, estos porcentajes se encuentran dentro del rango
de referencia garantizando su calidad nutricional. (Ecuador, Instituto Nacional de Nutricién, 1975, p.16).

(Fundacion Universitaria Iberoamericana, 2017, b).
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El maiz morado present6 un contenido experimental de 11.35% en humedad, 7.25% de cenizas,
1.85% en fibra y 1.69% en proteina, al comparar dichos resultados con sus valores te6ricos
existe un error de 0.4%, 0.6%, 2.7%, 0.5%, respectivamente, estos porcentajes se hallan dentro
de las especificaciones contribuyendo a su calidad y haciendo de los productos una excelente

fuente para la extraccion de colorantes naturales. (Perd, Ministerio de Salud, 2009, p.18). (Fundacion

Universitaria Iberoamericana, 2017, c).

3.2. Extraccién de colorantes naturales

3.2.1. Material vegetal fresco

Se realizé la extraccion del colorante natural a partir de material vegetal fresco, 50 g de cascara
de camote, hoja de col morada, grano de maiz morado y 400 mL de solvente etanol al 90%-

acido citrico 0.03%, para cada ensayo.

Tabla 2-3: Resultados de la extraccion de los colorantes del material vegetal fresco

Parametro Camote morado | Col morada | Maiz morado
Parte vegetal utilizada Céscara Hoja Grano

Cantidad (g) 50%+0.00° 50+0.00 50+0.00
Solvente (mL) 400+0.00 400+0.00 400+0.00
Tiempo de extraccion (min) 309+1.00 252+0.58 365+1.53
Extracto (mL) 362+0.58 365+1.00 350+1.00
Tiempo de concentracion (min) 120+0.58 124+1.00 115+1.00
Solvente recuperado (mL) 247+1.00 234+0.58 281+1.00
Colorante (mL) 47+1.00 56+0.58 41.67+0.58
Rendimiento (%) 11.75+0.25 14+0.25 10.42+0.14

(*)= Media de tres repeticiones n=3, (*)= Desviacion estandar de n=3
Realizado por: Vilma Tierra, 2018

La col morada requirié un menor tiempo para la extraccion de su pigmento natural 252+0.58
min, donde se obtuvo 56+0.58 mL de colorante natural y se recuperd 234+0.58 mL de solvente
de esta manera alcanzo el mayor rendimiento de 14+0.2 %; seguido del camote morado el cual
requirié un tiempo de 309+1.00 min, donde se obtuvo 47+1.00 mL de colorante natural y se
recuper6 247+1.00 mL de solvente, logrando un rendimiento de 11.75+0.25 %; en tanto que el
maiz morado fue el producto agricola que necesité un mayor tiempo 365+1.53 min, permitiendo

recuperar hasta 281+1.00 mL de solvente, dando 41.67+0.58 mL de pigmento natural, el mismo
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que tuvo un menor rendimiento 10.42+0.14 %, estas diferencias se deben a la textura del
material vegetal utilizado, donde la hoja de col morada es més blanda lo cual facilita la
penetracion del solvente optimizando su extraccion a diferencia de la cascara de camote y del

grano de maiz los cuales tienen una textura mas firme.

3.2.2. Material vegetal seco

Se realizo la extraccion del colorante natural a partir de material vegetal seco que se obtuvo en
un secador de bandejas tipo armario a 45°C, 7.65+0.01 g de hoja de col morada, 12.55+0.01 ¢
de céscara de camote morado, 15.41+0.02 g de grano de maiz morado y 400 mL de solvente.

Tabla 3-4: Resultados de la extraccion de los colorantes del material vegetal seco

Parametro Camote morado | Col morada | Maiz morado
Parte vegetal utilizada Céscara Hoja Grano

Cantidad (Q) 12.55+0.01 7.65+0.01 15.41+0.02
Solvente (mL) 400+0.00 400+0.00 400+0.00
Tiempo de extraccion (min) 380£1.00 356+0.58 435+1.53
Extracto (mL) 365+0.58 369+1.00 359+0.58
Tiempo de concentracion (min) 97+0.58 110+1.00 89+1.53
Solvente recuperado (mL) 299+1.00 305+0.58 309+1.00
Colorante (mL) 40+1.00 49+1.00 36.33+0.58
Rendimiento (%) 10+£0.25 | 12.25+0.25 9.08+0.25

(*)= Media de tres repeticiones n=3, (*)= Desviacién estandar de n=3
Realizado por: Vilma Tierra, 2018

La col morada requiri6 un menor tiempo para la extraccion de su colorante natural 356+0.58
min, obteniendo 49+1.00 mL de pigmento natural y se recuperé 305+0.58 mL de solvente, con
lo cual alcanzé el mayor rendimiento 12.25+0.25 %; seguido del camote morado que requirié un
tiempo de 380+1.00 min, permitiendo recuperar hasta 299+1.00 mL de solvente y dando
40£1.00 mL de colorante natural, de esta manera alcanzd un rendimiento en porcentaje de
volumen de 10+0.25 %; mientras que el maiz morado necesité un mayor tiempo 435+1.53 min,
donde se obtuvo 36.33+0.58 mL de colorante natural y se recuperé 309+1.00 mL de solvente,
de esta manera tuvo un menor rendimiento 9.08+0.25%; estas diferencias se deben a la textura
del material vegetal utilizado, donde la hoja de col morada es méas blanda lo cual facilita la
penetracion del solvente optimizando su extraccion a diferencia de la cascara de camote y del

grano de maiz los cuales poseen una textura mas firme.
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3. 3. Analisis de los colorantes naturales

3.3.1. Analisis organoléptico y solubilidad de los colorantes naturales

Tabla 4-3: Resultados del anlisis organoléptico y solubilidad de los colorantes naturales

Solubilidad
Colorante Color Olor | Sabor | Apariencia Agua Aceite vegetal
destilada comestible
Fresco | Rojo CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
Camote _ _
Seco | Rojo CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
morado )
intenso
Col Fresca | Purpura CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
0
Seca | Purpura CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
morada )
intensa
Mai Fresco | Parpura CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
aiz
Seco | Purpura CPA | CPA | Liquida Soluble Insoluble
morado )
intenso

(CPA)= Caracteristico del producto agricola
Realizado por: Vilma Tierra, 2018

Los pigmentos naturales obtenidos son solubles en agua e insolubles en aceite vegetal
comestible, sus coloraciones para el camote morado en fresco fue rojo y en seco rojo intenso;
para la col morada en fresca plrpura y en seca purpura intenso; el maiz morado en fresco
purpura y en seco pUrpura intenso, estos cumplen con las especificaciones descritas en la
normativa mexicana para colorantes organicos, la cual indica que las antocianinas son solubles

en agua y abarcan la gama de color rojo hasta el azul. (México- NOM-119-SSA1, 1994, p.13)

En lo que compete al olor y sabor los resultados fueron caracteristicos del vegetal del que
fueron extraidos, el cual fue menos perceptible para el camote morado y maiz morado, mientras
gue el colorante natural de la col morada se torn6 desagradable esa puede ser su limitacién para
ser utilizada en productos l&cteos; en lo que respecta a la apariencia fueron obtenidos en liquido,
el cual no presentd particulas en suspension, esta caracteristica facilitan su aplicacion como

colorante natural en alimentos.
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3.3.2. Analisis fisico-quimico de los colorantes naturales

3.3.2.1. Pruebas fisicoquimicas, pH, p, °Bx, nD

Tabla 5-3: Resultados de pH, p, °Bx, nD de los colorantes naturales

Colorante pH p (g/mL) °Bx (%) nD
Fresco 4.48%+0.04° 0.9314+0.02 16.23+1.65 1.3711+0.01
Camote morado
Seco 4.46+0.04 0.9704+0.02 26.29+1.68 1.3758+0.00
Fresca 4.76+0.10 0.9886+0.00 12.78+0.91 1.3527+0.00
Col morada
Seca 4.66+0.03 0.9955+0.00 16.70+1.01 1.3542+0.01
Fresco 3.60+0.04 0.9542+0.01 12.82+0.67 1.3533+0.01
Maiz morado
Seco 3.50+0.02 0.9561+0.01 19.67+1.07 1.3621+0.01

(p)= Densidad relativa, (°Bx)= Grados brix, (nD)= Indice de refraccion, (?)= Media de tres repeticiones
n=3, (°)= Desviacion estandar de n=3

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

Los colorantes naturales poseen pH &cido, donde se resalta el pigmento natural de maiz morado
por su pH mas acido en comparacion con los otros productos agricolas, en fresco 3.60+£0.04 y en
seco 3.50+0.02; seguido de la col morada que tuvo un pH en fresca 4.76£0.10 y en seca
4.66+0.03; mientras que el camote morado presentd un pH menos acido en fresco 4.48+0.04 y
en seco 4.46+0.04, los resultados obtenidos cumplen con la normativa mexica para colorantes
organicos, la cual establece que el pigmento natural antocianina tienen un pH écido hasta 5 de

esta manera incrementa su estabilidad en la matriz alimenticia. (México- NOM-119-SSA1, 1994, p.13)

En lo que respecta a la densidad por su mayor valor sobresale el colorante natural de la col
morada 0.9886+0.00 g/mL en fresca y en seca 0.9955+0.00 g/mL; seguido del maiz morado
fresco 0.9542+0.01 g/mL y seco 0.9561+0.01 g/mL; por ultimo se ubica el camote morado con
un valor de 0.9314+0.02 g/mL en fresco y en seco 0.9704+0.02 g/mL, se asume que estas
diferencias se relaciona con la presencia de sustancias solubles (azlcares) en el pigmento
natural, de esta manera se estima que la concentracion de dichas sustancias ha incrementado por

el proceso de secado en los colorantes extraidos a partir del material vegetal seco.

En lo que se refiere a los °Bx e nD por su mayor contenido sobresale el colorante natural de
camote morado en fresco 16.23+1.65% °Bx, 1.3711+0.01 nD y en seco 26.29+1.68 % °BX,
1.375840.00 nD; seguido del maiz morado en fresco 12.82+0.67% °Bx, 1.3533+0.01 nD y en

seco 19.67+1.07 % °Bx, 1.3621+0.01 nD; finalmente por su menor contenido se ubica la col
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morada en fresca 12.78+0.91% °Bx, 1.3527+0.00 nD y en seca 16.70£1.01% °Bx, 1.3621+0.01
nD, se estima que estas diferencias se deben a que tanto el camote como el maiz son productos
agricolas que poseen almidon en su composicion quimica, el cual al convertirse en azlcares ha
incrementado su concentracién en la solucion del pigmento natural, a diferencia del colorante de

la col morada que al ser un vegetal su valor se ve reducido.

3.3.2.2. Pruebas fisicoquimicas, lectura en el espectrofotometro uv-visible

Tabla 6-3: Resultados de la concentracion total de antocianinas en los colorantes

) _ Camote morado | Col morada Maiz morado
Parametro Unidad

Fresco | Seco | Fresca | Seca | Fresco | Seco
Longitud de onda (A) | Nm 530 518 542 535 515 515

Concentracion total de

o mg/L 67.96 | 179.18 | 93.85 | 186.36 | 153.80 | 185.36
antoclaninas

Factor de dilucién - 10 10 10 10 10 10

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

En el presente estudio el colorante del camote morado presentd una concentracion total de
antocianinas de 67.96 mg/L en fresco y en seco 179.18 mg/L, sin embargo no se puede
especificar a qué tipo de antocianina corresponde, puesto que no se dispone de los estandares
para realizar dicha determinacion. Ciertos estudios sobre el camote morado indican que posee

antocianinas como la cianidina, peonidina y pelargonidina (Mohanraj y Sivasankar, 2014, pp.1-3).

El pigmento natural de la col morada tuvo una concentracién total de antocianinas de 93.85
mg/L en fresca y en seca 186.36 mg/L, sin embargo no se puede especificar a qué tipo de
antocianina corresponde ya que no se poseen los estandares para realizar dicha determinacion.
Investigaciones acerca de la col morada indican la presencia entre 1111 y 1780 mg de cianidina-

3-glucésido por cada 100 g de material vegetal seco (Ahmadiani et al., 2014, p.7524).

El colorante de maiz morado presento una concentracion total de antocianinas de 153.80 mg/L
en fresco y en seco 185.36 mg/L, sin embargo no se puede especificar el tipo de antocianina ya
que no se dispone de los estandares. Algunos estudios indican que contiene cianidina-3-
glucosido la que le confieren el color plrpura (Lao y Giusti, 2018, p.9), también posee pelargonidina

3-glucosido y peonidina 3-glucésido (Hernandez-Quintero et al., 2017, p.219).
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3.3.2.3. Pruebas fisicoquimicas, lectura en el espectrofotometro infrarrojo

Tabla 7-3: Resultados de la lectura en el espectro IR de los colorantes

) Camote morado | Col morada | Maiz morado

Parametro Unidad
Fresco | Seco | Fresca | Seca | Fresco | Seco
Numero de onda | cm™? 3357 | 3357 3316 | 3334 3327 | 3317
Grupo funcional | - -OH -OH | -OH -OH | -OH -OH

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

En el presente estudio el espectrofotometro IR de los colorantes naturales produjo vibraciones a
un nimero de onda entre 3316 a 3357 cm?, al comparar los resultados con bibliografia ésta
elude que a un nimero de onda de 3420 a 3250 cm la radiacion IR provoca vibraciones en los
atomos de las moléculas, debido a la presencia de grupos funcionales como el alcohol (-OH), de
esta manera se confirma la presencia de dicho sustituyente, lo cual es la caracteristica

fundamental del colorante natural antocianina (Shurvell, 2006, pp.9-12).

3.3.3. Analisis microbioldgico de los colorantes naturales

Tabla 8-3: Resultado del anélisis microbiol6gico de los colorantes naturales

Coliformes Escherichia | Mohosy
Colorante totales y fecales coli levaduras Método
(UFC/mL) (UFC/mL) | (UP/mL)
Camote morado
fresco <10 <10 <10 | Siembraen placa
Camote morado seco <10 <10 <10 | Siembra en placa
Col morada fresca <10 <10 <10 | Siembra en placa
Col morada seca <10 <10 <10 | Siembra en placa
Maiz morado fresco <10 <10 <10 | Siembra en placa
Maiz morado seco <10 <10 <10 | Siembra en placa
Blanco agar Ausencia Ausencia Ausencia | N/A
Blanco solucion Ausencia Ausencia Ausencia | N/A

UFC= Unidades Formadoras de Colonia, UP= Unidades Propagadoras, N/A=No aplica
Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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El ensayo microbioldgico realizado mediante la técnica de siembra en placa reporté para
Escherichia coli, coliformes totales y fecales <10 UFC/mL de colorante mientras que para
mohos y levaduras <10 UP/mL, los resultados se compararon con la normativa ecuatoriana para
jugos, pulpas, extractos de frutas y vegetales, la cual establece que el recuento estandar en placa
de coliformes fecales serd <10 UFC/mL, mientras que para mohos y levaduras debera ser <10
UP/mL, de esta manera los colorantes naturales cumplen con las especificaciones garantizando

con ello su inocuidad y haciéndolos aptos para ser aplicados en la industria de los alimentos.
(INEN 2337, 2008, p.7)

3.4. Aplicacidn de los colorantes naturales en el yogurt

Tabla 9-3: Resultados de la aplicacion del colorante en el yogurt natural

Colorante mL/yogurt Sabor
Colorante pH Color _ i
natural mL Inicial | Final
0.5/100 4.322+0.02 | Blanco A A
Camote morado
1/100 4.34+0.03 | Blanco A A
fresco _
1.5/100 4.33+0.02 | Rosa palido A A
0.5/100 4.34+0.05 | Blanco A A
Col morada fresca 1/100 4.36+0.05 | Rosa palido A D
1.5/100 4.34+0.02 | Rosa intenso A D
0.5/100 4.35+0.02 | Blanco A A
Maiz morado
1/100 4.33+0.02 | Blanco A A
fresco
1.5/100 4.35+0.03 | Rosa intenso A A
0.5/100 4.31+0.07 | Rosa palido A A
Camote morado _
1/100 4.34+0.06 | Rosa medio A A
Seco
1.5/100 4.34+0.05 | Rosa intenso A A
0.5/100 4.36+0.04 | Rosa palido A A
Col morada seca 1/100 4.39+0.04 | Rosa medio A D
1.5/100 4.31+0.02 | Rosa intenso A D
0.5/100 4.35+0.05 | Blanco A A
Maiz morado seco 1/100 4.34+0.03 | Rosa medio A A
1.5/100 4.33+0.02 | Rosa intenso A A
Testigo (Yogurt )
) - 4.38+0.00 | Rosa intenso A A
Toni de fresa)

()= Media de pH tomado cada 5 dias por 25 dias n=6, (°)= Desviacion estandar de n=6, (A)= Agradable,

(D)= Desagradable
Realizado por: Vilma Tierra, 2018

De la aplicacion de los colorantes del material vegetal fresco en el yogurt natural, se resaltan las

muestras con una dosificacion de 1.5 mL de colorante en 100 mL de yogurt natural, las cuales
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presentaron las siguientes caracteristicas: camote morado un color rosa pélido, pH 4.33+0.02,
sabor agradable; col morada color rosa intenso, pH 4.34+0.02, sabor inicial agradable y final
desagradable; maiz morado color rosa intenso, pH 4.35+0.03, sabor agradable; asemejandose al
testigo el cual presentd un color rosa intenso, pH de 4.38+0.00, sabor agradable; de los tres
productos agricolas en estudio ha sobresalido el colorante natural de maiz morado fresco por
mantener sus caracteristicas organolépticas durante los 25 dias de almacenamiento a una
temperatura de 6-8°C, a diferencia de la col morada que con el transcurso de los dias su sabor se

tornd a desagradable siendo esa su limitacion para ser aplicada en el producto lacteo yogurt.

De la aplicacion de los colorantes del material vegetal seco en el yogurt natural, se resaltan las
muestras con una dosificacion de 1.5 mL de colorante en 100 mL de yogurt natural, las cuales
presentaron las siguientes caracteristicas: camote morado un color rosa intenso, pH 4.34+0.05,
sabor agradable; col morada color rosa intenso, 4.31+£0.02, sabor inicial agradable y final
desagradable; maiz morado color rosa intenso, pH 4.33+0.02, sabor agradable; asemejandose al
testigo el cual presentd un color rosa intenso, pH de 4.38+0.00, sabor agradable; de los tres
productos agricolas en estudio ha sobresalido el colorante natural de maiz morado seco por
mantener sus caracteristicas organolépticas durante los 25 dias de almacenamiento a una
temperatura de 6-8°C, a diferencia de la col morada que con el transcurso de los dias su sabor se
tornd a desagradable siendo esa su limitacion para ser aplicada en el producto lacteo yogurt.

3.5. Aceptabilidad de las muestras de yogurt con colorante natural

3.5.1. Material vegetal fresco

Tabla 10-3: Resultados de la degustacién de yogurt con colorante del material vegetal fresco

Colorante mL/yogurt clasico
Colorante Color (%) | Olor (%) | Sabor (%0)
ChiveriamL
0.5/100 6.67 70.00 73.33
Camote morado 1/100 16.67 63.33 70.00
1.5/100 70.00 56.67 63.33
0.5/100 10.00 66.67 56.67
Col morada 1/100 20.00 36.67 50.00
1.5/100 60.00 16.67 26.67
0.5/100 26.67 70.00 66.67
Maiz morado 1/100 30.00 63.33 63.33
1.5/100 70.00 60.00 56.67

Realizado por: Vilma Tierra, 2018
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Las encuestas aplicadas a una poblacion de 30 estudiantes de nivel superior revelaron una
mayor aceptabilidad del yogurt con colorante de maiz morado fresco, la misma que fue
dosificada con 1.5 mL de colorante en 100 mL de yogurt, teniendo una puntuacion de 70% en
color, 60% en olor y 56.67% en sabor, mientras que las muestras con menor aceptabilidad
fueron las dosificadas con 0.5 y 1 mL de colorante natural en 100 mL de yogurt, de esta manera
se determin6 que la mejor dosificacion de colorante fue 1.5 mL en 100 mL del producto l&cteo.

3.5.2. Material vegetal seco

Tabla 11-3: Resultados de la degustacion de yogurt con colorante del material vegetal seco

Colorante mL/yogurt clasico
Colorante ) Color (%) | Olor (%) | Sabor (%0)
ChiveriamL
0.5/100 6.67 76.67 70.00
Camote morado 1/100 60.00 70.00 63.33
1.5/100 90.00 63.33 53.33
0.5/100 20.00 63.33 80.00
Col morada 1/100 50.00 20.00 13.33
1.5/100 93.33 26.67 10.00
0.5/100 23.33 83.33 83.33
Maiz morado 1/100 63.33 76.67 76.67
1.5/100 90.00 80.00 73.33

Realizado por: Vilma Tierra, 2018

Las encuestas aplicadas a una poblacion de 30 estudiantes de nivel superior revelaron una
mayor aceptabilidad del yogurt con colorante de maiz morado seco, la cual fue dosificada con
1.5 mL de colorante en 100 mL de yogurt, teniendo una puntuacién de 90% en color, 80% en
olor y 73.33% en sabor, mientras que las muestras con menor aceptabilidad de sus
caracteristicas organolépticas fueron las dosificadas con 0.5 y 1 mL de colorante natural en 100
mL de yogurt, de esta manera se determin6 que la mejor dosificacion de colorante fue 1.5 mL

en 100 mL del producto lacteo.
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CONCLUSIONES

Se determino las caracteristicas del camote morado, col morada y maiz morado mediante el
analisis bromatolégico proximal, teniendo como resultado para el camote morado el
contenido de humedad de 67.99%, cenizas 0.97%, fibra 1.09% y proteina 1.11%; en la col
morada un contenido de humedad de 91.49%, cenizas 1.47%, fibra 0.68% y proteina 1.69%;
en el maiz morado el contenido de humedad de 11.35%; cenizas 7.25%, fibra 1.85% y
proteina 1.69%.

Se efectud la extraccion de los colorantes naturales a partir del material vegetal fresco y
seco de la cascara de camote, hoja de col morada y grano de maiz morado, mediante el
equipo de soxhlet utilizando solventes con fines alimenticios como el etanol al 90%-acido
citrico al 0.03%, donde la col morada alcanz6 un mayor rendimiento en porcentaje de

volumen en fresca 14+0.25% y en seca 12.25+0.25%.

El analisis fisicoquimico de los colorantes naturales cumple con las especificaciones
descritas en la normativa mexicana México-NOM-119-SSA1 para colorantes organicos,
aportando con ello a su calidad, mientras que el resultado del andlisis microbiol6gico
cumple con la normativa ecuatoriana NTE INEN-2337:2008 garantizando su inocuidad y

haciéndolos aptos para el consumo humano.
Se evalu6 la aceptabilidad del yogurt con colorante natural mediante encuestas de

degustacion, de los cuales el producto lacteo con colorante de maiz morado tuvo un mayor

porcentaje de aceptabilidad en su color en fresco 70% y en seco 90%.
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RECOMENDACIONES

e Se requieren mas investigaciones sobre fuentes naturales de colorantes para la utilizacion en
la industria de los alimentos, de esta manera se incrementaria la gama de colores y se

tendrian productos alimenticios mas saludables.
e Se deberian realizar més estudios aplicando otros métodos para la extraccion del colorante
natural antocianina, tomando en consideracién que la temperatura no deberd superar los

60°C ya que este tipo de compuestos tienden a degradarse.

e Se recomienda para posteriores investigaciones realizar la cuantificacion de cada prototipo

de antocianinas utilizando estandares especificos.

e Los colorantes naturales pueden ser aplicados a otros productos alimenticios para

determinar su miscibilidad.
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ANEXO A.

ANALISIS PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA

NOTAS

a) Cépsulas de porcelana taradas

b) Peso de muestras en la balanza
analitica

c) Cépsulas con las muestras en
la estufa para calentamiento

d) Capsulas con las muestras
después del calentamiento en

estufa
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CONTINUACION

ANALISIS PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA

d)

NOTAS

a) Peso del crisol con la muestra
en la balanza analitica

b) Calcinacion de la muestras en
reverbero

c) Crisoles con la muestra en la
mufla para incineracion

d) Resultado de la incineracion

en la mufla
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ANEXO B

EXTRACCION DE COLORANTES NATURALES

(b)

NOTAS

a) Céscara de camote morado en
metabisulfito de sodio

b) Hojas de col morada

¢) Granos de maiz morado

d) Solventes etanol 90%-Acido
citrico 0.03%

e) Medicion del pH del solvente
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CONTINUACION

EXTRACCION DE COLORANTES NATURALES MATERIAL VEGETAL FRESCO

NOTAS

a) Extraccion del colorante de camote
morado en soxhlet

b) Extraccion del colorante de col
morada en soxhlet

c) Extraccién del colorante de maiz
morado en soxhlet

d) Medicién del extracto (colorante
+ solvente)

e) Etiquetado y envasado del extracto
en frascos de vidrio &mbar

CERTIFICADO
APROBADO
POR APROBAR
POR VERIFICAR
POR CALIFICAR

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA

REALIZADO POR: VILMA TIERRA

MATERIAL VEGETAL FRESCO

LAMINA | ESCALA FECHA

2018/06/01




CONTINUACION

EXTRACCION DE COLORANTES NATURALES DEL MATERIAL VEGETAL SECO

(@)

NOTAS

a) Preparacion de las muestras

b) Secado de las muestras en el
secador de bandejas “Tipo Armario”
c) Muestras obtenidas después del
secado

d) Solvente etanol 90%-Acido citrico
0.03%
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CONTINUACION

EXTRACCION DE COLORANTES NATURALES DEL MATERIAL VEGETAL SECO

S—

NOTAS

a) Extraccidn del colorante de camote
morado en el soxhlet

b) Extraccion del colorante de col
morada en el soxhlet

¢) Extraccién del colorante de maiz
morado en el soxhlet

d) Medicion del extracto (colorante
+ solvente)

e) Etiquetado y envasado del extracto
en frascos de vidrio ambar
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CONTINUACION

CONCENTRACION DE COLORANTES NATURALES EN EL ROTAVAPOR

NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA | ESCUELASUPERIOR POLITECNICA CONCENTRACION DE
a) Balén con extracto (colorante + DE CHIMBORAZO COLORANTES NATURALES
solvente) () CERTIFICADO FACULTAD DE CIENCIAS
b) Concentracion del extracto en el ESCUELA DE BIOQUIMICA Y LAMINA | ESCALA | FECHA
rotavapor - APROBADO FARMACIA
c) Medicién del solvente recuperado | (] POR APROBAR
d) Filtrado del colorante [:] POR VERIFICAR 7 11 2018/06/01
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ANEXO C

PRUEBAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COLORANTES NATURALES

(b)

NOTAS

a) Muestras de colorante

b) Medicién del pH

c) Peso del picnometro vacio

d) Peso del picnémetro con agua
e) peso dl picnémetro con el
colorante natural
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CONTINUACION

PRUEBAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COLORANTES NATURALES

NOTAS

a) Calibracion del refractometro
digital con agua destilada

b) Adicién de la muestra al prisma
del refractdmetro

c) Porcentaje de °Bx

d) Cambio de unidad

e) Valor del indice de refraccion
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CONTINUACION

PRUEBAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COLORANTES NATURALES

SPECTROFOTCMETRO

NOTAS

a) Soluciones para la lectura

b) Adicion de la muestra en la celda
de cuarzo

c) Colocacion de la celda con la
muestra en el portaceldas del espectro
d) Espectro uv-visible del colorante
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CONTINUACION
PRUEBAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COLORANTES NATURALES
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NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
LECTURA EN EL

a) Muestras para la lectura en el DE CHIMBORAZO .
espectrofotometro FT-IR [ ) CERTIFICADO FACULTAD DE CIENCIAS ESPECTROFOTOMETO
b) Adicién de la muestra en el cristal - APROBADO ESCUELA DE BIOQUIMICA Y INFRARROJO FT-IR
del espectro IR LAMINA | ESCALA | FECHA
c) Atornillamiento del brazo del [ J PORAPROBAR FARMACIA
espectro IR ()] PORVERIFICAR " 1 —
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CONTINUACION
PRUEBAS F|’S|CO-QU|’M|CAS DE LOS COLORANTES NATURALES
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NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA SOLUBILIDAD DE LOS
En orden de izquierda a derecha los DE CHIMBORAZO COLORANTES NATURALES EN
colorantes son: (] CERTIFICADO FACULTAD DE CIENCIAS AGUA DESTILADA
1) Camote seco @ ~PROBADO ESCUELA DE BIOQUIMICA Y LAMINA | ESCALA | FECHA
2) Camote fresco
3) Col morada seca (] PORAPROBAR FARMACIA
4) Col morada fresca ()] PORVERIFICAR
5) Maiz morado seco T PORCALIFICAR 12 1:1 2018/06/01
6) Maiz morado fresco

. REALIZADO POR: VILMA TIERRA

7) Blanco, solo agua destilada




CONTINUACION

PRUEBAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COLORANTES NATURALES

Camole Fresco

Camate Deco

Col Morod S0 Col Morada Tiaca  Mofz moradoFrow  Maf2 Mo scs Bl

1l

L%

NOTAS

En orden de izquierda a derecha los
colorantes son:

1) Camote seco

2) Camote fresco

3) Col morada seca

4) Col morada fresca

5) Maiz morado fresco

6) Maiz morado seco

7) Blanco, solo aceite vegetal
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS COLORANTES NATURALES

ARAE

- cn¥€ | ons

ANEXO D

(b)

NOTAS

a) Indculos (muestra de colorante
en solucion de peptona)

b) Determinacion de coliformes
totales y fecales

c) Determinacion de Escherichia
coli

d) Determinacion de mohos y
levaduras
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ANEXO E
APLICACION DE LOS COLORANTES NATURALES EN EL YOGURT

(b)

NOTAS

a) Yogurt natural marca Toni

b) Medicion inicial de pH del
yogurt marca Toni

¢) Envases con 100 mL de yogurt
natural

d) Colorantes naturales para

dosificacion
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CONTINUACION

APLICACION DE LOS COLORANTES NATURALES EN EL YOGURT

(b)

NOTAS

a) Dosificacion del colorante en el
yogurt natural

b) Muestras preparadas

¢) Medicion del pH de las muestras
de yogurt con colorante

d) Evaluacién de las caracteristicas
organolépticas en las muestras
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ANEXO F

EVALUACION DE LA ACEPTABILIDAD DEL YOGURT CON COLORANTES NATURALES

NOTAS

a) Preparacion de muestras de
yogurt con colorante natural

b) Muestras para degustacion

c) Evaluacion de la degustacion
en estudiantes de la ESPOCH
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ACEPTABILIDAD DE LOS COLORANTES NATURALES EN EL YOGURT

NOTAS CATEGORIA DEL ESPOCH
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ANEXO G

ESPECTROS UV-VISIBLE DE LOS COLORANTES NATURALES
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NOTAS
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morado fresco
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morado seco
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ANEXO H

ESPECTROS INFRARROJO DE LOS COLORANTES NATURALES
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