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RESUMEN

El presente trabajo titulado “Extraccion de antocianinas a partir de la uva silvestre (Cissus
verticillata) para su aplicacién como colorante natural en derivados lacteos (yogurt)”, tuvo
como objetivo principal el desarrollo de un colorante natural utilizando la uva silvestre
como materia prima, esto para dar una alternativa mas de colorante natural para uso en
la industria de derivados lacteos. Estas bayas poseen antocianinas, pigmentos naturales
de interés que dicha tonalidad fue apreciada por los matices morado y rojo, todos los
procedimientos experimentales se desarrollaron en el Laboratorio de la carrera de

Quimica Industrial de la Universidad Mayor de San Andrés.

En este trabajo se describe el método de extraccion del colorante natural mediante
extraccion Soxhlet con diferentes solventes, llegando a la conclusion de que el mejor
solvente para extraer este tipo de colorantes es el alcohol etilico, ya que se observa una
mayor extraccion de colorante (antocianinas). Es importante establecer los parametros
de extraccion para lograr la estandarizacién del proceso, esto garantizara la calidad,

rendimiento, seguridad y eficacia del producto.

Se realizaron pruebas cualitativas de identificacion para Flavonoides y Antocianinas los
cuales presentaron resultado positivo, es decir que en los extractos obtenidos si estaban
presentes dichas moléculas, posteriormente se evalud la concentracién de antocianinas
en los extractos de uva silvestre mediante espectroscopia UV-Visible, observando la
presencia de la antocianina cianidina-3-glucésido. Finalmente, las muestras fueron
sometidas a un analisis sensorial por medio de una prueba de degustacion utilizando 10
panelistas. Se pudo establecer la efectividad de la tincidbn del colorante extraido,
utiizando diferentes dosis de colorante de uva silvestre (Cissus verticillata),
determinando asi cual de ellos tiene mejor estabilidad de color en el yogurt natural, las
muestras con diferentes dosis del colorante obtenido fueron comparadas con una

muestra de yogurt de frutilla comercial que contiene colorante natural carmin de



cochinilla, que fue tomado como referencia y otro con adicién de colorante artificial;
aclarar que la referencia es solo para la comparacién de color ya que este proyecto no
esta orientado en la elaboracion de un nuevo producto con todas las caracteristicas
propias. Se midi6 el pH, °Brix y acidez del yogurt natural con adicién del colorante de uva
silvestre (Cissus verticillata) como también a las muestras de yogurt con colorante natural
y colorante artificial habiendo dejado las muestras almacenadas a una temperatura de
5°C por el lapso de 30 dias. Las pruebas microbiologicas para verificar la presencia de
Coliformes Totales, Escherichia coli, Mohos y Levaduras fueron negativas.

Los resultados comprobaron que el colorante obtenido de uva silvestre (Cissus
verticillata) puede ser utilizado para derivados lacteos (yogurt) siempre que se garanticen

unas condiciones adecuadas de almacenamiento.



INTRODUcCCION [

CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El empleo de colorantes naturales tiene sus origenes en la prehistoria, muchas
civilizaciones ya empleaban en la antigiiedad colorantes naturales en sus alimentos,
artesania y vestimenta. Con procesos rudimentarios extraian pequefias cantidades de
colorantes de una gran variedad de plantas silvestres que poseian caracteristicas
tintéreas, estos colorantes tienen una gran ventaja de ser resistentes al paso de los
tiempos (77). Las razones de su continuado uso a lo largo de la historia obedecen en
buena medida, al potencial de tincion observado en productos naturales que se han
venido afiadiendo a los alimentos, con el fin de proporcionar una apariencia mas

apetecible, sin causar dafios a la salud (o).

Los colorantes naturales son utilizados para aumentar el color de los alimentos, ya sea
porque el alimento ha perdido el color en su tratamiento industrial o bien para hacerlo
mas agradable a la vista. Segun su origen, los colorantes naturales son obtenidos de
materias primas principalmente de origen animal (cochinilla, moluscos, salmos, etc.) y
vegetal (flavonoides, antocianinas, carotenoides, melanoidinas, porfirinas, betalinas,
quinoides) y otros varios curcumina, carbén vegetal, indigo; aunque también los hay de
tipo mineral. Con la aparicibn de los colorantes de origen quimico, los colorantes
naturales fueron perdiendo campo, pero en la actualidad mediante investigaciones
cientificas se ha podido comprobar los efectos nocivos de dichos colorantes, por tal razén
los colorantes naturales han tenido mucho auge debido a su biodegradabilidad y su baja
toxicidad; esto ha permitido que su uso en el ambito mundial se incremente, debido a las
exigencias en las industrias alimenticias, farmacéuticas y cosméticas establecidas por

las legislaciones de los diferentes paises ).
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En el presente proyecto se obtuvo el colorante natural llamado Antocianina a partir de
uva silvestre (Cissus verticillata), utilizando el método de Extraccion Soxhlet, con
diferentes solventes determinando en cual de ellos se obtiene una mejor extraccion, el
proceso de extraccion sélido-liquido se llevé a cabo mediante contacto multiple en
contracorriente. Se realiz6 pruebas cualitativas de identificacién verificando la presencia
de antocianinas (colorante natural), las pruebas cuantitativas determinaron la
concentracion de antocianina presente en 250 gramos de uva silvestre (Cissus
verticillata). Posteriormente se aplico el colorante obtenido al yogurt natural, se optd por
utilizar una solucién concentrada de colorante en diferente dosis 5,7%, 6,5% y 7,4%
determinando asi cual de ellos tiene mejor estabilidad de color en el yogurt, para tal
analisis se tomo0 como referencia un yogurt comercial de frutilla (PIL) y otro con adicidon
de colorante artificial. Aclarar que la referencia es solo para la comparacion de color ya
gue este proyecto no esta orientado en la elaboracién de un nuevo producto con todas
las caracteristicas propias. En el transcurso de 30 dias de almacenamiento se tomaron
datos semanales correspondientes a pH, Acidez y Grados Brix también se procedio a
realizar pruebas microbiologicas para verificar la ausencia de Escherichia coli, Coliformes
totales, Hongos y Levaduras. Todos estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio

de la carrera de Quimica Industrial de la Universidad Mayor de San Andrés.

1.1 ANTECEDENTES

En la revision bibliografica y documental realizada, se encontraron diversos estudios que
hacen referencias a la obtencion de colorantes naturales, los cuales sirven de base para

los objetivos de la presente investigacion. Entre estos estudios e investigaciones estan:

Para (Menéndez, 2008) en su investigacion realizada en la Escuela Superior Politécnica
del Litoral “Obtencion de Colorante para su uso en Yogurt a partir de la flor de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa) y del Mortifio (Vaccinium myttillus L.)” misma que tuvo como objetivo
utilizar como materia prima al mortifio y a la flor de la Jamaica, frutos que poseen
antocianinas y que son subutilizados en nuestro pais, se muestran aspectos generales
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sobre los colorantes antocianicos. Ademas, se describen los métodos de extraccion
utilizados tomando como solvente una solucion alcohdlica acidificada (etanol — acido
citrico) en diferentes concentraciones. Luego se analizé la posibilidad del uso del
colorante en yogurt. La materia prima fue sometida al proceso de liofilizacion
disminuyendo en un 30% el tiempo de extraccidon del colorante en comparacion con la
fruta al natural. Una vez obtenido el colorante se determind la concentracion de los
extractos (mg/L) mediante el método del pH diferencial y con estos valores obtenidos
estudiamos las posibilidades de tincién en yogurt. Las muestras fueron sometidas a un

analisis sensorial con 20 panelistas cada uno (7s).

En la investigacion realizada por (CIFUENTES, 2011) en la Universidad Nacional de
Bogota Colombia, “Analisis quimico de antocianinas en frutos silvestres colombianos”.
Cuyo objetivo fue realizar el analisis cualitativo y cuantitativo de los pigmentos
antocianicos en cuatro frutas tropicales colombianas: uva de arbol (Myrciaria off coliflor
(Mart. D.Bery), coral (Hyeronima macrocarpa Mull. Arg), mora pequefia (Rubus
megalococcus Focke) y motilon (Hyeronima macrocarpa Mull. Arg). Se obtuvieron los
extractos enriguecidos en antocianinas. Estos extractos se analizaron por cromatografia
liquida acoplada a un detector de arreglo de diodos (LC-DAD) y cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas con interface electro spray (LC/MS-ESI). En estas
dos frutas se identificaron las mismas antocianinas, siendo mucho mayor la

concentracion en el motilon que en el coral (14).

Segun (Cano, 2011) en su investigacion realizada en la Escuela Politécnica, Del Ejército
“Extraccion y uso de tres pigmentos naturales a partir de tomate de arbol (solanum
betaceum cav.), mortifio (vaccinium myttillus I.) y la mora de castilla (rubus glaucus) como
alternativa colorante natural para alimentos” que tiene como objetivo extraer tres
pigmentos vegetales a partir del Mortifio (Vaccinium myttillus L.) Mora de castilla (rubus
glaucus) y del mucilago interno que recubre a la semilla del Tomate de arbol (Solanum

betaceum Cav.), como alternativa de sustitucion parcial o total (12).
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1.2 JUSTIFICACION

Este trabajo proporciona un conocimiento amplio sobre las propiedades y ventajas de la
uva silvestre (Cissus verticillata) como materia prima para la obtencién de un colorante

natural para su posterior aplicacion en derivados lacteos (yogurt).

En la actualidad se ha dado mucha importancia a la producciéon de colorantes naturales
por ser compuestos amigables con el ambiente. Existe un interés por conseguir
productos naturales que aporten a mantener y corregir los defectos alimenticios que han
desencadenado enfermedades cancerigenas, la hiperactividad en nifios relacionada con
las dificultades de aprendizaje, podia atribuirse en gran medida a los colorantes
alimentarios artificiales, debido a esto se despliega una gran cantidad de recursos
dirigidos hacia la busqueda de nuevas alternativas alimenticias. El uso de colorantes se
ha incrementado debido a que se convierte en un indicador de aceptacion del consumidor
esto ha venido dandose desde hace muchos afios es por eso que diversos estudios han
demostrado que la aceptacion de un producto depende en buena medida de su
apariencia y, por tanto, también de su color, por lo cual el consumidor ha optado utilizar
colorantes naturales en lugar de colorantes sintéticos, es por ello que este estudio se
enfoca en la obtencidn de un colorante natural que satisfaga las exigencias del mercado

actual.

Por este motivo en el presente proyecto se busca dar una alternativa de colorante natural
utilizando como materia prima la uva silvestre (Cissus verticillata), el cual se aplicara en
derivados lacteos (yogurt), se pretende que los resultados de este estudio aporte con
informacion tendiente a la utilizacion de estos colorantes para la industria alimenticia, ya
gue en Bolivia no existen estudios que han mostrado informacion bésica sobre la uva
silvestres (Cissus verticillata), tampoco se ha dado mucha importancia a dar nuevas
alternativas de colorantes naturales a través de la investigacion. Es por eso que muchos
productos lacteos en nuestro pais utilizan como colorante natural al carmin de cochinilla,
generalmente como agente colorante del color rojo, rosa o purpura. Actualmente este
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colorante ha tomado una gran importancia debido a sus multiples usos, desde la industria

textil, farmacéutica, cosmeética y alimentaria.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Extraer la antocianina a partir de la uva silvestre (Cissus verticillata) para su aplicacién

como colorante natural en derivados lacteos (yogurt).

1.3.2 Objetivos Especificos

El objetivo general se alcanzara con la consecucién de los siguientes objetivos

especificos.

Desarrollar un método de extraccion solido-liquido para obtener colorante natural

(antocianina).

e Identificar la presencia de antocianina mediante el analisis cualitativo.

e Realizar el analisis cuantitativo para determinar la concentracion de antocianina
por el método de espectrofotometria UV-Visible.

e Establecer la mejor proporcion de adicion del colorante natural en remplazo del
colorante artificial en el yogurt.

e Determinar la estabilidad del colorante natural obtenido mediante pruebas
fisicoguimicas antes y después de la adicién en el yogurt.

e Conocer el tiempo de vida util del yogurt que contiene el colorante natural obtenido

y realizar pruebas de comparacion de color con productos que estan en el

mercado interno, que contienen colorante artificial y natural.
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 UVA SILVESTRE

2.1.1 Taxonomia

La uva silvestre es un arbol que pertenece a la familia Vitaceae, género Cissus (Tabla

1).
Tabla 1. Clasificacion Taxonémica.

CLASIFICACION TAXONOMICA
Nombre cientifico: | Cissus verticillata
Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Vitales
Familia: Vitaceae
Genero: Cissus
Especie: Cissus verticillata

FUENTE: (Nicolson, 1984) (s3).

Esta especie de planta tiene caracteristicas particulares y necesidades climaticas y
edafolégicas especificas. Asi, entre otras, es importante mencionar los diferentes
requerimientos de frio invernal, es decir, el nUmero de horas con temperaturas inferiores
a 10°C (el cero fisioldgico de los frutales de hoja caduca) necesarias para romper el
receso invernal y permitir un crecimiento vigoroso de las yemas vegetativas y
reproductivas. Tienen un requisito de frio que oscila entre las 800 y las 1200 horas,
pudiendo resistir temperaturas extremas de hasta - 10 °C en el invierno. Son autos

fértiles, se cultivan en suelos de pH entre 4.5y 5.0 y presentan un periodo variable de
I ——————————
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flor a fruto de 30 a 90 dias (g3). Este cultivo se propaga muy facilmente al retofiar de la

cepay ademas las aves ayudan esparciendo las semillas al alimentarse del fruto maduro.

FUENTE PROPIA.

Figura 1. Arbol de uva silvestre (Cissus verticillata).

2.1.1.1 Familia Vitaceae

Los géneros y especies pertenecientes a la familia Vitaceae no son faciles de agrupar,
sin embargo, estos son muy faciles de reconocer como pertenecientes a esta familia.
Todas las especies pertenecientes a la familia Vitaceae se caracterizan por tener forma
de lianas, con hojas opuestas a los zarcillos e inflorescencias, una muy Util caracteristica
para la determinacion de la familia en la ausencia de flores y frutos. Existen unas 600

especies, la mayoria de paises crese de forma silvestre (70).
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2.1.2 Distribucion

Crece espontdneamente en las Américas, desde Florida hasta Bolivia y Paraguay y en
las Antillas, especialmente en Cuba.

2.1.3 Descripcion botanica

Arbol ramificado que mide 6 a 10 metros de altura, hojas alternas, con varias
Inflorescencia racimosa. Flores perfectas de aspecto papilionaceo; 5 sépalos concavos

color crema (70, 50).

- Tallo: De tallo lefiosos de color marrén grisdceo muy flexible, con aspecto suberoso.
Existe una segunda corteza llamada liber que aparece al rasgar superficialmente la

planta.

- Hojas: Compuestas, pinadas de hasta 12 cm. De 5 a 7 foliolos ovados y dentados.

- Inflorescencia: En forma de cima compuesta umbeliforme hasta de 4 a 6 cm de largo
y 5 a 7.5 cm de ancho, a veces varias agregadas a manera de panicula terminal,
pedudnculos hasta de 2.5 cm de largo, bracteas triangulares, de 1 a 2 mm de largo,

caducas, pedicelos delgados, de 2 a 4 mm de largo, glabros o a veces pubérulos.

- Flores: Olorosas agrupadas en inflorescencias llamadas corimbos, muy aplanadas
de hasta 20 cm de diametro. Corola de color crema de unos 5 mm, con 5 pétalos en

forma de estrella.

- Frutos: Es una baya esférica u ovoide de 8 a 10 mm, carnosos en drupa que cuelgan

hacia abajo en la madurez, de color morado oscuro o negruzco.

Semillas: 2 o0 3, ovoides, de 3 a 5.5 mm de largo, de color pardo oscuro (13s).
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FUENTE: (Lombardi, 2000) (70).
Figura 2. Cissus verticillata. A. rama con hojas e inflorescencias; B. inflorescencia; C.
flor; D. botdn floral; E. flor desprovista de pétalos, a. disco, b. ovario; F. corte

longitudinal de fruto tierno, c. 6vulo atrofiado, d. semilla.

2.1.4 El fruto

La uva silvestre (Cissus verticillata) es una baya esférica que, segun las condiciones del
tiempo durante su crecimiento, puede variar en tamafio, de 8 a 10 mm de didametro, y en
color, desde morado oscuro hasta negro. Tiene un sabor dulce y ligeramente acido a la
vez. Los frutos verdes tienen aproximadamente un 7% de azUlcares y los maduros un
15%. Durante la maduracién, se producen cambios en la pared celular que provocan un
ablandamiento de los frutos. Esto mejora su sabor, pero los vuelve mas vulnerables a los
dafios fisicos y microbiologicos. Las uvas silvestres maduras tienen una vida
postcosecha muy corta. Para prolongarla se requiere controlar la temperatura y la

humedad de almacenamiento, no deben ser expuestos a temperaturas superiores a 10°C
I ——————————
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y, preferiblemente, deben almacenarse entre - 0.5 y 0°C (3, 89). En estas condiciones

tienen una vida util de aproximadamente 1 mes.

Las bayas de la uva silvestre deben consumirse Unicamente cuando estan maduras y
brillantes, como se indica en la Figura 2, cuando estan verdes como se muestran en la
Figura 3, posee un alto contenido de sambunigrina con un 0.8%, este es un glucosido

cianogenético, que puede producir vomitos, diarrea entre otros.

FUENTE PROPIA.

Figura 3. Bayas de uva silvestre maduras.

FUENTE PROPIA.

Figura 4. Bayas de uva silvestre inmaduras.
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2.1.5 Composicion quimica de la uva silvestre

En la Tabla 2 se presenta la composicion quimica de la uva silvestre (9, 9). Estas bayas
poseen un alto contenido en fibra dietética y son ricas en minerales como potasio,
manganeso y magnesio. Cabe destacar, ademas, su alto contenido en compuestos
fendlicos (monofenoles, polifenoles y flavonoides) entre los que se encuentran las
antocianinas (tabla 2) que junto a las vitaminas C y E, confieren a este alimento una gran
capacidad antioxidante. Ademas, parecen ejercer una accion antimicrobiana,

potenciadora del sistema inmune y reguladora de la presion arterial y la glucemia (o).

Tabla 2. Composicion quimica de la uva silvestre.
COMPOSICION QUIMICA
-Carbohidratos: 15.69 gramos.

-Grasas: 0.16 gramos.
-Proteinas: 0.73 gramos.
-Riboflavina (Vitamina B2): 0.07 miligramos, es
PRINCIPIO ACTIVO FRUTO | un 5%.

(UVA SILVESTRE) -Niacina (Vitamina B3): 0.18 miligramos, es un
1%.
-Vitamina B6: 0.8 miligramos, es un 7%.
-Acido félico: 2 microgramos, es un 1%.
-Vitamina C: 10.8 miligramos, es un 18%.
-Vitamina E: 1.48 miligramos, es un 18%.
-Tiamina (Vitamina B1): 22 microgramos, es un
21%.
-Calcio: 10 miligramos, son 1%.

-Hierro: 0.4 miligramos, 3%.

-Magnesio: 7 miligramos, es un 2%.
-Fésforo: 20 miligramos, son 3%.

-Potasio: 191 miligramos, son un 4%.
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-Sodio: 3 miligramos, es un 0%.

-Antocianinas (Color morado): 235 miligramos,
es un 25%.

-Antioxidantes: 16,7 miligramos, es un 27,8%.

-Aceite esencial: 0.01%.

FUENTE: (https://www.botanical-online.com/medicinalssauco.htm, s.f.) (9.

2.1.6 Mercado nacional

En el Bolivia no existe una produccion industrial de la uva silvestre. Actualmente este
arbol crece de manera silvestre en el departamento de La Paz. Antecedentes nos
muestran que la mayoria de estos cultivos estan instalados en el municipio de Achocalla
y en algunos sitios de la ciudad de La Paz. La mayoria de los pobladores de Achocalla
no le dan mucho interés a este fruto y otros suelen comercializarlas para hacer
mermeladas. La uva silvestre continda creciendo a un ritmo de entre 2% a 5% anual, el
bajo interés en el fruto y un enorme desconocimiento de las aplicaciones y los veneficios

de este hacen que no se cultiven en gran cantidad y mucho menos comercializarlas.

2.2 FLAVONOIDES

Los flavonoides son metabolitos secundarios polifenolicos distribuidos en el reino
vegetal, ejercen un amplio espectro de funciones en las plantas, principalmente son
responsables de los colores vivos de muchas frutas, verduras y flores. Entre otras
funciones dan al organismo proteccion de todos los dafios ocasionados por elementos o
sustancias oxidantes como la contaminacion ambiental, los rayos ultravioletas y
sustancias altamente nocivas que se encuentran en los alimentos (102).

Los flavonoides, se refiere a un grupo aromatico, pigmentos heterociclicos que contienen
oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas, constituyendo la mayoria de los

colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas (106). Por ende, se encuentran en
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abundancia en las uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollos y té verde (Camellia

sinensis).
2.2.1 Estructuray clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A 'y B) ligados
a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los &tomos de carbono en los anillos A
y C son numeros ordinarios del 2 al 8 y el anillo B con numeros primos desde el 2" al 6
(Figura 5).

5 4

FUENTE: (Martinez-Florez S, 2002) (74).
Figura 5. Estructura Basica de los Flavonoides.

La estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas
modificaciones y/o variaciones en el anillo C y sustituciones, por lo que los flavonoides
son una familia muy diversa de compuestos (74). Los diferentes flavonoides se distinguen
por su grado de oxidacion, la cantidad de grupos hidroxilicos (OH) y los azucares ligados
a la molécula.

Dependiendo del grado de oxidacién del anillo pirdnico central, pueden diferenciarse
varios tipos de flavonoides (Figura 6):
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Flavonas Flavonoles
R4
OH
HO o
OH o R, = H; Rz = H: Kaempferol
R4 = OH; R2> = H: Quercetin

R4 = H: Apigenin R4 = OH; R; OH: Myricetin

R4 = OH: Luteolin R4y = OCHs; Rs = H: Isorhamnetin

Flavanonas Flavanoles

R OH
R2 OH
HO °
R
OH e}
OH
R4 = H; R, = OH; Ngrin_genin R; = H: (+)-Catechin
R1=0H; R;=O0H; FEriodictyol R; = OH: (+)-Gallocatechin
R4 =0OH; R, = OCHs;: Hesperetin
Isoflavonas Antocianinas
OH (0]
Rz

R1 = H,
R1 = OH;
R1 = H,

R, = H: Daidzein
R, =H: Genistein
R, = OCHj3: Glycitein

H; Rs = H: Pelagonidin
OH Ry = H: Cyanidin
OH; R = OH: Delphinidin
OCH3: R = OH: Petunidin

OCH3;: R = OCHa: Malvidin

FUENTE: (ftp://ftp.mmm.com/pub/Mx/PYM.pdf, s.f.) @7).

Figura 6. Principales grupos estructurales de Flavonoides.
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- Flavonas y flavonoles: Estan presentes en muchos vegetales y son los flavonoides
mas comunes; estan ampliamente distribuidos en frutas y las verduras. Las Flavonas
gue se conocen son el perejil y el apio y dentro de los Flavonoles las fuentes mas

ricas son la col rizada, puerro, brocoli y arandanos s, 105).

- Flavanonas y flavanoles: Estos compuestos existen en muy pequefias cantidades
comparados con los otros flavonoides. Son incoloros o solo ligeramente amarillos.
Por su baja concentracion y su caracteristica incolora, ellos han sido grandemente
desatendidos.

El grupo de flavanonas se encuentra exclusivamente en altas concentraciones en la
corteza de los frutos citricos. Los flavanoles se encuentran frecuentemente en
combinacion con acidos organicos, principalmente el acido galico. El cacao es una
fuente rica de flavanoles, sin embargo, muchos productores de chocolate eliminan los
flavanoles por su sabor amargo. El consumidor no esta informado porque este tipo

de informacién no es obligatorio en la etiqueta (zs).

- Antocianinas: Las antocianinas siempre se encuentran como glicésidos; después de
la clorofila, son el grupo mas importante de pigmentos en las plantas visibles al ojo
humano y proporcionan el color malva, rosa, violeta y azulado a numerosas flores y

frutos, como por ejemplo la fresa, el clavel, las manzanas y la uva (29, 21).

- Isoflavonoides: Casi todos los flavonoides tienen el anillo heterociclico en posicion
2; en los isoflavonoides el anillo B ocupa la posicion 3. Las isoflavonas son todas
coloreadas y estan mucho menos distribuidas en las plantas de hecho estan casi

restringidas a las leguminosas y sobre todo en la soja (72).

2.3 ANTOCIANINAS

La materia viva contiene una gran cantidad de compuestos fendlicos, aunque muy
difundidos y de considerable importancia, no forman mas que una fraccién minima de la
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sustancia organica del reino vegetal y animal. Pero los fenoles vegetales poseen especial
interés. Un grupo de compuestos fendlicos naturales son, las antocianinas ). Una gran
diversidad de antocianinas presentes en la naturaleza las convierte en un grupo muy
complejo e interesante. Se han reportado alrededor de 635 antocianinas diferentes, con
variadas estructuras base. Las antocianinas se encuentran ampliamente en el reino
vegetal y son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo hasta el
azul. Las antocianinas estan presentes en diferentes érganos de las plantas; tales como

frutas, flores, tallos, hojas y raices ().

Las antocianinas estan presentes en la uva silvestre (Cissus verticillata). Estos
compuestos son colorantes naturales que han suscitado interés debido a su caracter no
toxico y porque al ser hidrosolubles, se pueden utilizar como colorantes en productos
alimenticios. Ademas, debido a sus propiedades antioxidantes, se pueden encontrar
numerosas publicaciones que les atribuyen propiedades beneficiosas para la salud,
como la prevencion de enfermedades cardiovasculares, neuronales, cancer y diabetes,

entre otras (13, s1).

2.3.1 Estructura quimica de las antocianinas

Las antocianinas son glucosidos solubles, es decir, que estan constituidos por una
molécula de antocianidina que es la aglicona, unida a un monosacarido (azucar) (Figura
7a). Los monosacéridos comunmente encontrados son D-glucosa, D-galactosa, L-
Ramnosa, D-arabinosa y D-xilosa. Normalmente los monosacéaridos se unen en la

posicion 3 de la antocianidina.

La estructura quimica basica de las antocianidinas es el ion flavilo, también llamado 2-
fenilbenzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo
fendlico (B); ambos unidos por una cadena de tres atomos de carbono. El ion flavilo

puede tener diferentes sustituciones (Figura 7b) (10s).
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FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).
Figura 7. a. Estructura de las antocianidina mas el monosacérido; b. Estructura basica

de las antocianidinas.

Cuando el residuo de azucar es hidrolizado de la antocianina, el resultado es la aglicona,
conocida como antocianidina. Las antocianidinas se clasifican segun sustitucion en:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Figura 8).

- ___________________________________________________________________________________________________________________| |

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE LA UVA SILVESTRE (CISSUS VERTICILLATA)
PARA SU APLICACION COMO COLORANTE NATURAL EN DERIVADOS LACTEOS (YOGURT)



MARco TEORIcO D

b)

Antocianidinas Sustitucién Color observado
(Aglicona) R, R2 en el espectro visible
Amax

Pelargonidina | H H ,

Naranja (494 nm)
Cianidina OH H Naranja - Rojo (504 - 518) nm
Delfinidina OH OH Azul - Rojo (508) nm
Peonidina OCH; | H Naranja - Rojo (506) nm
Petunidina OCH; | OH Azul - Rojo (508) nm
Malvidina OCH; | OCH4 Azul - Rojo (510) nm

FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).

Figura 8. a. Estructuras de las antocianidinas; b. Perfil de sustitucion y colores de

antocianidinas en el espectro visible.

El color de las antocianinas depende del nUmero y orientacién de los grupos hidroxilo y

metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia
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tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen

coloraciones rojas.

2.3.2 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas. La estructura
de éstas puede verse afectada en cualquier etapa de un proceso tecnolégico, como por
ejemplo un proceso de extraccién de antocianinas de un material vegetal, como asi
también durante un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un producto que
las contiene. A continuacion, se exponen los factores mas relevantes que afectan a la

estabilidad de las antocianinas.

2.3.2.1 pH

Las antocianinas son compuestos cromoforos al igual que los carotenos y las xantofilas,
pueden encontrarse en diferentes formas quimicas dependiendo del pH, es decir que
este factor influye en su estructura y por lo tanto en su estabilidad, también el color
depende de las condiciones de acidez o alcalinidad del sistema en que se encuentran
(Figura 9).

A pH 1 predomina el cation flavilo que se encuentra principalmente en la forma AH* el
cual es rojo intenso, la forma més estable de las antocianinas. A medida que el pH sube
la forma AH* del cation flavilo disminuye por el efecto de conjugacion del catién flavilo o
hidratacion del C7, es decir que a valores de pH entre 2 'y 4 ocurre la pérdida de un proton
y adicion de agua encontrandose las antocianinas preferentemente bajo la forma de base
guinoidal (A) de color azul. Entre pH 5 y 6 se observan la forma carbinol (B) que es
incolora y chalcona (C) la cual es facilmente degradada, ambas bastante inestables.

A pH superiores a 7 se produce la degradacion rapida de las antocianinas por oxidacion
con el aire. Esta reaccion se ve afectada, ademéas del pH, por la presencia de

sustituyentes presentes en el anillo B (13, 31, 81).
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O,
OH O
H
" OH HO oH S 5
H — .
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O
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Base Carbinol (B)
pH 5 (incelora)

FUENTE: (Castafieda-Ovando A, 2009) (13).
Figura 9. Estructura de las antocianinas a diferentes pH.

Cuando el medio es altamente &cido, la cantidad de protones (H*) libres bloquean las
pares de electrones no compartidos de los grupos sustituyentes, con lo cual se evita la
inestabilidad de la molécula. Cuanto mas bajo es el pH menor es el deterioro de las
antocianinas (s).
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2.3.2.2 Temperatura

La temperatura es otro de los factores criticos que influyen en la degradacién de
antocianinas. La estabilidad de las antocianinas encontrados en los alimentos disminuye
durante el procesamiento y el almacenamiento al aumentar la temperatura,
eventualmente la degradacion térmica genera productos cafés, especialmente con la
presencia de oxigeno (7s). Resisten bien procesos térmicos a altas temperaturas durante
un corto periodo de tiempo. En la extraccion de antocianinas de grosellas negras
investigaron el efecto de la temperatura de extraccion en el rango de 6 y 74°C,
obteniendo los mayores rendimientos a 30 - 35°C (11). En otros estudios se obtuvieron
extractos de antocianinas de 4 especies de berberies y lo almacenaron durante 84 dias
a temperaturas entre 5y 35°C, observando que el deterioro de las antocianinas aumento
con el incremento de la temperatura (ss).

El equilibrio entre las estructuras de las antocianinas son reacciones endotérmicas, en
una direccidon de izquierda a derecha, la consecuencia es la produccion de chalconas

incoloras. El retorno de chalconas a flavilo es lento @y).

Base quinoidal «——— Cation flavilo «<——— Base carbinol «——— Chalcona

2.3.2.3 Oxigeno

Las antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, o bien a través de
una oxidaciéon indirecta en la que éstas reaccionan con compuestos que han sido
previamente oxidados, dando lugar a la formacion de productos de color marrén o
incoloro. Estos mecanismos de oxidaciébn se ven favorecidos cuando se eleva la
temperatura (101). La retencion de color es mejorada cuando el oxigeno es removido por

calentamiento, puede ser por vacio o por flujo de nitrégeno.

2.3.2.4 Luz
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La luz afecta a las antocianinas de dos maneras: es esencial para la biosintesis, pero
también acelera su degradacion. Las antocianinas conservan su color mucho mejor
cuando se mantienen en la oscuridad; ya que se ha visto esta diferencia después de 24
horas de ser almacenadas en la luz en comparacion a cuando se almacenan en la
oscuridad. Ademas, se ha estudiado la estabilidad de las antocianinas bajo la luz de neén
y en la oscuridad por 24 semanas, mostrando que la luz decrece considerablemente el

contenido de fenoles y antocianinas durante el almacenamiento.
2.3.2.5 lones metalicos

Las antocianinas cambian de color cuando forman complejos, quelatos o sales con iones
de sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio, hierro o aluminio; por esta razén, se
recomienda que las latas que se empleen para los alimentos que contengan
antocianinas, sean recubiertas por una laca protectora que evite el desprendimiento de

los metales indeseables ().
2.3.3 Propiedades antioxidantes de las antocianinas

Por sus caracteristicas hidrosolubles, las antocianinas podrian incorporarse a alimentos
acuosos. Las uvas, comparados con otras frutas y vegetales, tienen un elevado
contenido de estos compuestos y, a priori, una capacidad antioxidante muy alta (23, 9s).
Sin embargo, existen factores que pueden afectar la actividad antioxidante de los frutos,
tales como el grado de madurez en la cosecha, estacion, diferencias genéticas,
condiciones ambientales previas a la cosecha, condiciones de almacenamiento
posteriores a la cosecha y procesamiento (15. Dentro de las sustancias con capacidad
antioxidante que se encuentran en arandano se pueden sefalar, no solamente a las
antocianinas, sino también fenoles y vitamina C, entre otros (107). Por lo tanto, a partir de
la uva silvestre (Cissus verticillata), se podria obtener un producto rico en antioxidantes,
especialmente en antocianinas que podria ser incorporado a ciertos alimentos, tales

como cremas, helados, bebidas, frutos, etc.; impartiéndoles la caracteristica de alimento
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funcional. Ademas, dado que el color juega un rol importante en la preferencia y
aceptabilidad de un alimento, este producto también podria ser utilizado como colorante
natural.

Resumiendo, la obtencién de un producto rico en antocianinas derivado de la uva

silvestre (Cissus verticillata) podria tener un impacto positivo, dado que:

e Se obtendria un colorante natural, constituyendo una alternativa a los
cuestionados colorantes sintéticos.

e Se ofreceria una alternativa de industrializaciéon de la uva silvestre (Cissus
verticillata) que no puedan introducirse, por distintos motivos, en el mercado de

consumo en fresco.

2.3.3.1 Generalidades de los antioxidantes

El metabolismo normal del oxigeno lleva a la produccion de especies oxidantes. Estas
reaccionan quimicamente con los componentes naturales, modificando o suprimiendo su
funcion bioldgica. Los organismos se defienden de este dafio mediante una compleja red
de defensas antioxidantes. El oxigeno componente vital para la supervivencia de las
especies humanas, esté presente en la atmosfera en forma de un triplete estable (O2).
Una vez inhalado, sufre un proceso de reduccion gradual hasta ser metabolizado
convirtiéndose en agua. Durante este proceso, se forma una pequefia cantidad de
reactivos intermediarios, como el radical superéxido (O2*), radical hidroxilo (*OH) vy el
peroxido de hidrégeno (H202). Estos compuestos son llamados especies reactivas del
oxigeno (ROS) y pueden iniciar el proceso de peroxidacion de las membranas lipidicas
gue conllevan a la acumulacion de peroxidos. Los productos de la peroxidacién por ellos
mismos, asi como los de la oxidacién secundaria como el malonaldehido (MDA) y el 4 —
hidroxinonenal (4 - HNE) que son altamente reactivos; pueden reaccionar con sustratos
biolégicos como las proteinas, aminas y acido desoxirribonucleico (DNA). Dichos
procesos ocasionan una serie de enfermedades degenerativas y contribuyen
significativamente al envejecimiento y riesgo de contraer cancer (is).
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El estudio de las antocianinas en frutas, ha tomado fuerza la ultima década no solo por

la capacidad colorante, sino también por su capacidad antioxidante z1). Muchas frutas

son ricas en antocianinas y en la mayoria de los estudios publicados se ha realizado la

identificacion y cuantificacion de estos pigmentos por HPLC-EM y HPLC-DAD, se ha

publicado una extensa revision sobre antocianinas en frutas tropicales hasta el afio 1987

encontrando cerca de 20 compuestos responsables del color rojo en frutas (7s).

Recientemente se han publicado varios estudios dedicados a la busqueda de nuevas

fuentes vegetales ricas en antocianinas, en la tabla 3 se detalla el contenido de

antocianinas en algunos alimentos (29).

Tabla 3. Contenido de antocianinas totales en algunas frutas.

Antocianinas totales

Producto
{mg /100 gr)

Zarzamora 83-326
Mora Z5-495
Frambuesa negra 214-428
Frambuesa roja 20-60
Cereza dulce 350-450
Arandano 78
Jugo de arandanc 18-87
Fresa 7-30
Jugo de fresa 21-333
Uwa roja 30-750
Vino rojo 100-1000
Grosella negra 250
Grosella roja 12-19
Manzana 10
Col roja 25

FUENTE: (Fuleki, 1968) (9).

En general el contenido total de antocianinas en frutas puede estar entre 7 y 1000 mg

/1009 de fruta fresca (29).
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2.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ANTOCIANINAS

Existen distintas formas para determinar la concentracion de antocianinas ya sea en
forma total o en forma separada cada antocianina. Si se quiere establecer las
antocianinas en forma general muchos autores de diversos estudios utilizan el método

de pH diferencial (100).
2.4.1 Cuantificacion del total de antocianinas mediante el método de pH diferencial

Considerando al pH como uno de los principales factores del medio que afecta la
estabilidad del color de las antocianinas, los espectros de UV-Vis a diferentes valores de
pH también varian y nos ayudan a determinar si las antocianinas estan o no
polimerizadas. La concentracion de antocianinas entonces se determina con la
absorbancia a un pH diferencial. Esto es posible porque las antocianinas tienen una tipica
banda de absorcion entre 490 y 550 nm en la region del espectro visible, los resultados
se expresan como pigmentos de antocianinas, generalmente expresados como
cianidina-3-glucosido o delfinidina-3-glucésido (las antocianinas mas comunes).

El método de pH diferencial permite la estimacion alternativa del contenido de
antocianinas totales, incluso en la presencia de pigmentos polimerizados y otras
interferencias mediante el uso de sistemas tampon y la medicién por espectrometria de
UV-Visible. Se obtiene una medida de la absorbancia méxima en la region visible,
seguida por la decoloracion. Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales
reversibles con el cambio del pH manifestado por el espectro a diferentes absorbancias,
la forma del oxonio coloreado predomina a pH 1 y la forma hemicetal incolora a pH 4,5

(69).

La concentracién de antocianinas (mg/L) se calcula de la siguiente manera:

A o mg _A*PM*FD*lOOO
ntocianinas (T) = D)

Ecuacion 1
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Donde:

A = Absorbancia.

PM = peso molecular.

FD = Factor de dilucién (volumen total/volumen del extracto).

€ = absortividad molar.

La absorbancia se calcula de la siguiente manera:

A = (Amax vis — A700nm)pH1 — (Amax vis — A700nm)pH4,5

Ecuacion 2

Espectrofotometria:

La espectrofotometria se refiere a los métodos, cuantitativos, de analisis quimico que
utilizan la luz para medir la concentracion de las sustancias quimicas. Se conocen como
métodos espectrofotométricos y, segun sea la radiacion utilizada, como
espectrofotometria de absorcion visible (colorimetria), ultravioleta, infrarroja (s4).

La espectrofotometria es una técnica que mide la interaccion de moléculas con la
radiacion electromagnética. La luz que se encuentra en el rango visible y ultravioleta de
los espectros electromagnéticos presenta una energia de 150- 400 kJmol-1. La energia
de la luz es usada para promover electrones de un estado de excitacion a otro. Un

espectro es obtenido cuando la absorcién de luz es medida en funcion de una frecuencia

o longitud ().

Rayos gamma Rayos X Ultravicleta Inframojpo Microondas Radio

) UUELEERY

Mernor Mayar

longitud Lz lamcgituscd
4 i sibrbe para los Bunsanodg) o

390 . 450 S0y 550 &0 650 FO0 .
Violeta Azul  Cian Verde Amarille Maranja Rojpo

FUENTE: (Visible Ivanovic, 2014) (121).

Figura 10. Longitudes de onda del EsEectro. -
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Caracteristicas del sistema:

e Las muestras en solucion se ponen en una pequefia celda de silicio.

e Se utilizan dos lamparas: una de hidrogeno o deuterio para la region UV y una de
W/halégeno para la region visible.

e Se utiliza también una celda de referencia que contiene solo solvente.

e La luz pasa simultdneamente por la celda de muestra y la celda de referencia.

e El espectrofotometro compara la luz que pasa por la muestra con la que pasa por
la celda de referencia.

e La radiacion transmitida es detectada y el espectrofotometro obtiene el espectro

de absorcion al barrer la longitud de onda de la luz.

2.5 COLORANTES

Los colorantes son sustancias que dan color a los alimentos, cosméticos, textiles y hasta
al mismo cuerpo humano; son los responsables de hacer a estos productos atractivos e
informativos, mejorando su aspecto visual y dando respuesta a las expectativas del
consumidor 2. Uno de los atributos mas agradables de un alimento es su color, los
alimentos pueden adquirir su color de cualquier fuente. Una fuente principal es la de los
pigmentos vegetales y animales. La clorofila que da el color verde a las lechugas, los
carotenos que da el color anaranjado a las zanahorias y el maiz, el licopeno que
contribuye al rojo de los tomates y la sandia, las antocianinas que contribuye al morado
de las moras y la hemoglobina que da el color rojo a la carne, son unos ejemplos (92). El
color es la primera sensacion que se percibe de un alimento, y la que determina el primer
juicio sobre su calidad. Es también un factor importante dentro del conjunto de
sensaciones que aporta el alimento, y tiende a veces a modificar subjetivamente otras
sensaciones como el sabor y el olor. Es posible, por ejemplo, confundir a un papel de
catadores coloreando productos como los helados con un color que no corresponda con

el del aroma utilizado.
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Para que un colorante funcione debe tener en su estructura quimica determinados
grupos funcionales responsables de la absorcién de la luz denominados: Cromaoforos y

Auxocromos.

2.5.1 Cromo6foros

Un cromoforo es la parte o conjunto de atomos de una molécula responsable de su
color. Cuando una molécula absorbe ciertas longitudes de onda de luz visible y transmite
o refleja otras, la molécula tiene un color. Un cromoforo es una region molecular donde
la diferencia de energia entre dos orbitales atdmicos cae dentro del rango del espectro
visible. La luz visible que incide en el croméforo puede también ser absorbida excitando
un electron a partir de su estado de reposo. El color que ven nuestros ojos es el que no

se absorbe dentro de un determinado espectro de longitud de onda de la luz visible.

Tabla 4. Grupos y Ejemplos de Cromoforo.

NOMBRE ESTRUCTURA EJEMPLOS
GRUPO NITROSO -NO CsH9NO
GRUPO NITRO -NO2 CH3sNO2
GRUPO AZOICO -N=N- C3H3sN=NCHs3
GRUPO ETILENICO =C=C= CeH13CH=CH:>

O
GRUPO CARBONILO I
=C=0
3HCC3HC
O
GRUPO CARB-NIT I
=C=NH
2HNC3HC

FUENTE: (http://html.rincondelvago.com/colorantes.html, s.f.) (39).

2.5.2 Auxocromos

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE LA UVA SILVESTRE (CISSUS VERTICILLATA)
PARA SU APLICACION COMO COLORANTE NATURAL EN DERIVADOS LACTEOS (YOGURT)


https://www.quimica.es/enciclopedia/%C3%81tomo.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Mol%C3%A9cula.html

MARco TEORIcO IEIEEED

Un auxocromo es un grupo funcional cargado positivamente que no absorbe por si solo
en la region del ultravioleta pero que tiene los efectos de desplazar picos de los
cromoforos hacia longitudes de onda larga ademas de aumentar sus intensidades. Los
grupos funcionales mas comunes son: -NHz, -OH, -NR2, -COOH y —SOzH.

2.5.3 Clasificaciéon de los colorantes

2.5.3.1 Colorantes Naturales

El término colorante natural hace referencia a colorantes derivados o extraidos de
plantas, invertebrados o minerales. La mayor parte de los colorantes naturales son
colorantes vegetales provenientes de plantas, y otras fuentes organicas como, por
ejemplo, los hongos y liquenes.

Entre los colorantes naturales se distinguen los hidrosolubles, solubles en agua, los

liposolubles o solubles en la grasa, y los minerales (Tabla 5).

Tabla 5. Colorantes naturales.
COLORANTES NATURALES HIDROSOLUBLES
Curcumina (E100) Riboflavina, lactoflavina o B2 (E101)

Cochinilla o acido carminico (E120) Caramelo (E150)

Betanina o rojo remolacha (E162) Antocianinas (E163)

COLORANTES NATURALES LIPOSOLUBLES
Clorofilas (E140 y 141) Carotenoides (E160)
Xantofilas (E161)

MINERALES

Carbon vegetal (E153) Carbonato calcico (E170)
Dioxido de titanio (E171) Oxido e hidréxido de hierro (E172)
Aluminio (E173) Plata (E174)

Oro (E175)

FUENTE: (Badui, 1993) (5); (Ramirez, 2007) (9s).
]
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Los colorantes naturales son mas sutiles, menos brillantes y menos estables que los

colorantes artificiales (99). Hacer una distincion neta entre los colorantes naturales y

artificiales es dificil, porque al final lo natural debe ser tratado quimicamente para que

sea estable, identificable, uniforme en el tono. La idea de natural se aplica a la

consideracion general de ser inocuo para la salud y permitido sin restricciones (1o1).

2.5.3.1.1 Clasificacion de colorantes naturales de acuerdo a sus caracteristicas quimicas

Tabla 6. Clasificacion de colorantes por sus caracteristicas quimicas.

CLASIFICACION DE COLORANTES DE ACUERDO A SUS
CARACTERISTICAS QUIMICAS

COLORANTES FLAVONOIDES

Flavonol Amarillo

Flavonona Crema amarilla

Calcona Rojo y amarillo

Antocianina Rojo y violeta
COLORANTES CAROTENOIDES

Caroteno Anaranjado

Xantofila amarillo

COLORANTES TIPO QUINONA

Antroquinona

Naftoquinona

Rojo-azul-verde

COLORANTES DERIVADOS

Indol Azul proveniente del afiil

Delfinidina Azul proveniente de la hierba de pollo
Dihidropilano Rojo proveniente del palo del Brasil
Betaleina Rojo proveniente del betabel

Xantonas Amarillo proveniente de algunos liquenes

Tanino-Pirogallo y catecol

Café proveniente del castafio
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Clorofila Verde proveniente de las plantas verdes

FUENTE: (Yoshico, 1996) (112).
2.5.3.1.2 Clasificacién de colorantes naturales segun sus propiedades fisicas
Tabla 7. Clasificacion de colorantes segun su origen.

COLORANTES NATURALES

-Son los grupos de colorantes de antocianina,

carotenoide.

Directos -En ocasiones se utilizan sustancias auxiliares
como acidos o sales, son utilizados para tefiir o
pintar directamente. Como ejemplo tenemos el

azafran.

—Esta técnica se aplica a las plantas que sirven para

tefir como la gardenia, cochinilla, palo de

Mordentados ] »
Campeche a través de una reaccion de sales
Segln sus metélicas que reaccionan por medio de la fibra.
propiedades -Materias colorantes que se encuentran en el
fisicas Tioo d interior de los cuerpos vegetales o animales, pero
Ipo ae . -
y de forma insoluble, para darles solubilidad, se
reduccion

aplica una sustancia reductora, obteniéndose una
solucién incolora que se aplica a la fibra y después,

mediante una oxidacién aparece el color.

-Polvos de materiales minerales que no tienen el
poder de entintar, por lo cual solo puede utilizarse
Pigmentos | mezclandose con otro cuerpo, como el engrudo,

cola resina, clara de huevo, con los que se forma

una pasta para pintar.

FUENTE: (Yoshico, 1996) (112).
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2.5.3.2 Colorantes Artificiales

El origen de estos colorantes es de sintesis quimica, su composicion es menos compleja
gue la de los colorantes naturales, son hidrosolubles, se presentan generalmente en
forma de polvo y tienen normas especificas de pureza. Como ya se ha indicado, el
coloreado artificial de los alimentos es una practica que data de la antigtiedad, pero
alcanz6 su apogeo con el desarrollo en el siglo XIX de la industria de los colorantes
organicos de sintesis; ya en 1860 se coloreaba el vino en Francia con fucsina; mas
adelante se colorearon los macarrones y la mantequilla con dinitrocresol, etc. En los
ultimos afos la preocupacion por la seguridad de los alimentos, y la presion del pablico,
ha llevado a muchas empresas a revisar la formulacion de sus productos y sustituir
cuando es tecnoldgicamente factible los colorantes artificiales por otros naturales. Dentro
de los efectos nocivos a la salud tenemos: alergias tipo asma, posible efecto
cancerigeno, enfermedad de la tiroides, lesiones en el higado, hiperacidez, rinitis,
urticaria, etc. (79). Estos colorantes son obtenidos mediante un proceso de sintesis
guimica, son mucho mas faciles de utilizar, mas resistentes a los tratamientos térmicos,
pH extremos, luz, etc. Entre los colorantes artificiales o sintéticos se distinguen los

colorantes azoicos y no azoicos (Tabla 8).

Tabla 8. Colorantes artificiales.
COLORANTES SINTETICOS AZOICOS

Tartrazina (E102) Rojo allura AC (E129)
Amarillo anaranjado S o amarillo sol FCF (E110) | Negro brillante BN (E151)
Azorrubina, carmoisina (E122) Marron FK (E154)
Amaranto (E123) Marron HT (E155)

Rojo cochinilla A o rojo Ponceau 4R (E124) Litol Rubina BK (E180)

Rojo 2G (E128)

COLORANTES SINTETICOS NO AZOICOS
Amarillo de quinoleina (E104) Indigotina o carmin de indigo (E132)

Eritrosina (E127) Azul brillante FCF (E133)
" |
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Azul patentado V (E131) Verde &cido brillante BS (E142)
FUENTE: (Badui, 1993) (); (Ramirez, 2007) (9s).

En Espafa la cantidad total de colorantes artificiales esta limitada, en general entre 100
y 300 mg/Kg en cualquier producto alimentario sélido y 70 mg/L en bebidas refrescantes.
La tendencia actual es a limitar, mas aun tanto los productos utilizables como las

cantidades que pueden anadirse (@s).

2.5.4 Factores que afectan la Estabilidad de los Colorantes

e Trazas de Metales.

e Altas Temperaturas.

e Agentes oxido-reductores.
o Luz.

e pH.

e Microorganismos.

e Precipitaciones (turbidez).

Todos los colorantes para ser utilizados en la Industria de Alimentos, deben satisfacer
las pruebas de toxicidad que requieren las autoridades de salud, para demostrar su

inocuidad (s).

Asi tenemos que dentro de los requisitos exigidos para su utilizacién estan:

e Ser inocuo.

e Constituir una especie quimica definida y pura.

e Tener gran poder tintéreo, con objeto de utilizar la minima cantidad posible y ser
facilmente incorporables al producto.

e Serlo mas estable posible a la luz y al calor.

e Poseer compatibilidad con los productos que deben tefiir.
I ——————————
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¢ No poseer olor ni sabor desagradable.
e Ser indiferente al pH, agentes oxidantes y reductores.

e Ser lo més econémico posible ().
2.6 EXTRACCION

La extraccion es la técnica mas empleada para separar un producto organico de una
mezcla de reaccién o para aislarlo de sus fuentes naturales. Puede definirse como una
operacion de separacion de un componente de una mezcla por medio de un disolvente.

Los métodos de extraccion pueden ser de 2 tipos:

e Extraccion liquido-liquido.

e Extraccion solido-liquido.

Sin embargo, nuestro estudio se centrard en la extraccion sélido- liquido por el método
Soxhlet. EI empleo de este método garantiza que durante la extraccion no existe la
posibilidad de degradar las moléculas del colorante por efecto de la temperatura, debido
a que se emplean bajas temperaturas durante la operacion, ademas de permitir el uso

de distintos disolventes, seguin convenga (26).
2.6.1 Descripcion del equipo de extraccién

EQUIPO SOXHLET:

El equipo Soxhlet tiene como funcion recircular los vapores condensados con ayuda de
un sifén a la fuente de disolvente que se encuentra en evaporacion continua, arrastrando
consigo los principios activos de la materia prima contenido en los cartuchos
desechables. La capacidad aproximada en un equipo de laboratorio es de 500 ml de
volumen primario con una recirculacion de 100 ml cada cinco minutos aproximadamente
en estado estable. La velocidad de reflujo depende directamente de la eficiencia y el

tamanfo del condensador.
|
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FUENTE: (Nufiez, 2008) (90).
Figura 11. Equipo Soxhlet.

La sustancia sélida se introduce en un cartucho poroso (generalmente hecho con papel
de filtro, que permite al solvente entrar y salir reteniendo al solido) que se coloca dentro
del recipiente (B). En un balon (C) se coloca el volumen de solvente que se utilizar4 en
la extraccion, este balén debe estar en contacto con una manta calefactora. Por el
extremo superior del recipiente (B), se coloca un condensador (D).

El solvente se calienta, los vapores ascienden por el tubo (E), condensan en el
refrigerante (D) y caen dentro del recipiente (B) impregnando al solido que se encuentra
en el cartucho (A). EL recipiente (B) se va llenando lentamente de liquido hasta que llega
al tope del tubo (F) y comienza a devolverse el solvente con el colorante al balon (C)
este procedimiento se debe ejecutar hasta alcanzar que la muestra tenga el minimo
contenido de colorante, asi se logra que lo extraido comience a concentrarse en el balon

de solvente (90), como se muestra en la Figura 11. El solvente de extraccion se evapora,
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recuperando asi a la sustancia deseada. El refrigerante cuenta con una entrada de agua

de refrigeracion (G) y una salida de agua de refrigeracion (H).

2.6.2 Caracteristicas para la extraccion con el equipo SOXHLET

Para la extraccion con el equipo Soxhlet se deben tener en cuenta: la seleccion del

solvente, la matriz sélida y las condiciones de operacion 7).

2.6.2.1 Seleccioén del solvente

La seleccion del solvente se realiza en cada caso teniendo en cuenta la solubilidad en el
mismo de la sustancia a extraer y la facilidad con que se puede separar esta del solvente.
Cada solvente diferente produce extractos y composiciones especificos. El solvente mas

ampliamente utilizado para extraer extractos vegetales de las plantas es el etanol.

2.6.2.1.1 Caracteristicas del solvente etanol

El compuesto quimico etanol, conocido como alcohol etilico, es un alcohol que se
presenta en condiciones normales de presion y temperatura como un liquido incoloro e
inflamable con un punto de ebullicién de 78°C y punto de fusion de -114,1 °C, a nivel del
mar. Es altamente inflamable, soluble en agua en cualquier proporcion, reacciona
violentamente con oxidantes fuertes y lentamente con hipoclorito calcico, éxido de plata
y amoniaco (7).

En este trabajo se selecciond6 como disolvente el etanol porque en investigaciones
previas del mismo proyecto se encontré que en ensayos de antagonismo de varios
extractos vegetales se opto por el uso de etanol en lugar de metanol por sus propiedades

parecidas, por su disponibilidad y menor toxicidad que el primero (7).

2.6.2.2 Caracteristicas de la matriz
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La extraccion con Soxhlet depende fuertemente de las caracteristicas de la matriz y de
las dimensiones de las particulas puesto que la difusidén interna puede ser el paso
limitante durante la extraccion. Partiendo de esto se puede decir que se necesitara un
menor tiempo de extraccion con una buena eficiencia si el tamafio de particula es menor
mientras que si las dimensiones de las particulas son mayores la extraccion se realizara

en un mayor tiempo.

2.6.2.3 Condiciones de operacién

Durante la extraccion con Soxhlet, el solvente se recupera normalmente por evaporacion.
Las temperaturas de extraccion y evaporacion tienen un efecto significativo en la calidad
final de los productos. Las altas temperatura de ebullicion para la recuperacién del
solvente pueden disminuirse usando evaporacion flash o separacion por membrana para
recuperar el solvente; sin embargo en nuestro caso se emplea el método de evaporacion
en el mismo equipo Soxhlet, tomando en cuenta que primero se debe eliminar y/o sacar
del equipo extractor el cartucho de muestra, de esta forma se producira la evaporacion
del solvente el cual se condensara posteriormente en el extractor, a la vez que también
se producird la concentracion del extracto en el balén esto se realizara hasta que la

consistencia del mismo sea espesa.

2.6.3 Ventajas y desventajas de la extraccion SOXHLET

Ventajas:
e Gran capacidad de recuperacion e instrumentacion simple.
e No se requiere filtracion posterior. El disolvente organico se evapora quedando
sé6lo disolvente organico se evapora quedando solo analito.
e El disolvente y la muestra estan en contacto intimo y repetido. De manera que se
mejora muchisimo la extraccion porque siempre se emplea un disolvente limpio.
e EIl disolvente proviene de una condensacion luego es liquido y esta caliente.

Favorece la solubilidad del analito.
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e EIl Soxhlet ofrece argumentos convincentes para un trabajo econémico, versatil,
preciso y seguro en el laboratorio moderno.
e Recuperacion de disolventes.

e Control del agua de refrigeracién (s).

Desventajas:
e Es un proceso lento e imposible de acelerar.
e Se requiere gran cantidad de disolvente.
e Inaplicable a analitos termolabiles, que se descompongan con el calor o
reaccionen.

e Necesidad de etapa final de evaporacion (s).

2.6.4 Extraccion sélido — liquido

La extraccion sélido — liquido es una operacion basica cuya finalidad es la separacion de
uno 0 mas componentes contenidos en una fase solida, mediante la utilizacion de una
fase liquida o disolvente.

Para llevar a cabo el proceso es necesario:

1) Contacto del disolvente con el sélido a tratar, para disolver el componente soluble,
0 soluto.
2) Separacion de la disolucion y el resto del solido (con la disolucion adherida al

mMismo).

La disolucion separada se denomina flujo superior o extracto; recibiendo el nombre de
refinado, flujo inferior o lodos el sélido inerte acompafiado de la disolucién retenida por
el mismo (4). La forma en que el soluto esta contenido en el solido inerte puede ser
diversa. Se puede dar el caso de un sélido disperso en el material insoluble o que esté
recubriendo su superficie. También puede tratarse de un liquido que esté adherido o

retenido en el solido, o bien que esté contenido en su estructura molecular o). La
I ——————————
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extraccién solido-liquido se lleva a cabo en una sola o en mdultiples etapas. Una etapa es
una unidad de equipo en la que se ponen en contacto intimo las fases durante un tiempo
determinado, de forma que se realiza la transferencia de materia entre los componentes
de las fases. Esta transferencia tiene lugar hasta alcanzarse el equilibrio. En este
contexto, el equilibrio se puede definir como aquella situacion lograda cuando la
disolucién adherida al residuo tiene la misma composicion que la del flujo liquido (s). Una
vez alcanzado dicho equilibrio, se procede a la separacién de las fases, obteniéndose
una mezcla de disolvente y soluto llamada “extracto” y una mezcla de la que se ha
extraido el soluto, denominada “refinado”, que estara formada por la fase solida inerte

con una parte de la disolucién retenida.

Sin embargo, en un proceso real es dificil alcanzar el equilibrio teérico ya que se
necesitaria un tiempo de proceso muy largo. Es por esto, que para el célculo de las
etapas reales es preciso considerar una eficacia. Esta se define para una etapa como el
cociente entre el cambio en la composicidon que se logra realmente y el que deberia haber
tenido lugar en una situacion de equilibrio tedrico bajo las mismas condiciones de trabajo
©60). En cuanto al mecanismo de la extraccién de un soluto contenido en una particula
sélida mediante un liquido, se puede considerar que ocurre en tres periodos sucesivos

hasta alcanzar el equilibrio (61). Estos periodos son los siguientes:

1. Transferencia de solvente desde el seno de la solucion extractiva hacia el sélido.
En la extraccion sélido-liquido, inicialmente el disolvente penetra y difunde en la matriz

sélida llenando sus poros.

2. Difusién del soluto en el disolvente contenido en los poros del sélido.
Dado que generalmente el soluto se encuentra en el interior de las particulas sdlidas es
necesario que el soluto entre en contacto con el disolvente, que se disuelva y que la

mezcla soluto-disolvente difunda hasta la superficie de la particula (Figura 12).
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Interfase entre el solvente
y la particula /

Extraccion
solido - liquido

\A
-

Soluto
(Antocianina)

J/ \. 4

Solvente

FUENTE: (Ibarz Ribas A, 2000) (61).

Figura 12. Difusion del soluto en el disolvente.

La transferencia del soluto desde el interior de la particula sélida hasta su superficie se
realiza debido al gradiente de concentracion que existente entre la interfase disolvente -
particula. En el interior del poro, se considera que el disolvente permanece practicamente
estacionario, por lo que la transferencia de soluto desde las zonas de mayor

concentracion hacia el exterior se realiza tnicamente por difusiéon molecular.

3. Transferencia del soluto desde la superficie de las particulas hasta el seno de la
disolucion.

Una vez que el soluto ha alcanzado la superficie de la particula, se transfiere desde este
punto hasta el seno de la disolucion gracias al gradiente de concentracion. Esta
transferencia de materia se realiza por transporte molecular y turbulento de forma
simultdnea. Se mencion6é anteriormente que, desde el punto de vista tebrico, la
transferencia de materia tiene lugar hasta que se llega al equilibrio, el cual se alcanza
cuando el soluto se disuelve totalmente en el disolvente y se obtiene una disolucién de
concentracion uniforme. En el caso de que el contenido de soluto en el sélido sea
suficientemente elevado, se considera que se ha llegado al equilibrio cuando la
disolucion gue se halla en contacto con el sélido esté saturada. Para aumentar la

velocidad global de transferencia de materia suele actuarse sobre distintos factores como
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la reduccion del tamafio de particula, el aumento de la temperatura de extraccion, la
agitacion del fluido, la proporcion de solido-liquido y el tipo de disolvente utilizado. En
este punto cabe destacar que resulta muy importante la eleccion de un disolvente que
sea selectivo con el soluto que se desea extraer y que presente una viscosidad lo
suficientemente baja para que pueda penetrar y moverse con facilidad por el interior de

solido (e1).

De lo expuesto se puede sefialar que son muchos los factores que influyen en la
extraccion solido-liquido. Por ello, en el momento de plantear un estudio sobre la
extraccién de un determinado soluto presente en una matriz se deben definir aquellas
variables que se consideren mas influyentes en este proceso. Ademas, esto también va
a depender de la estructura quimica del soluto a extraer y de los factores que pueden

influir en su estructura.

La velocidad de extraccion depende de los siguientes factores influyentes:

- Tamafio de las particulas solidas

Evidentemente cuando mas pequefias sean, mayor es la superficie interfacial y mas corta
la longitud de los poros. Por tanto, mayor es la velocidad de transferencia. Sin embargo,
tamafnos excesivamente pequefios pueden hacer que las particulas se apelmacen

dificultando la extraccion.

- Tipo de disolvente

El disolvente debe ser lo mas selectivo posible y se recomienda de baja viscosidad.

- Temperatura
Un aumento de temperatura favorece la solubilidad y aumentan los coeficientes de
transferencia de materia. El limite superior se fija atendiendo a criterios de calidad del

producto, criterios econémicos y seguridad con respecto al disolvente.
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- Agitacion del disolvente — soluto

Favorece la transferencia por aumento de coeficientes de transferencia de materia en la
interfase solido-liquido. Ademas, se evita la sedimentacién y apelmazamiento de las
particulas sélidas.

2.6.4.1 Método de calculo

Los problemas de extraccion solido-liquido pueden resolverse por aplicacion de balances
de materia y energia justamente con el concepto de etapa tedrica. Normalmente se
omiten las ecuaciones de balance de energia, dada la poca importancia de los cambios
energeéticos en los procesos industriales de extraccion; por consiguiente, los calculos se
basan en la aplicacién reiterada de balances de materia y en el concepto de etapa
tedrica, y puede acudirse tanto a procedimientos algebraicos como graficos. Cuando el
namero de etapas es pequefio, como suele ocurrir en este tipo de extraccion, los métodos
graficos permiten una gran simplificacion de los calculos y una visibn mas general del

problema en el transcurso del proceso (e4).

Los diagramas mas importantes empleados en esta operacién son:

e Triangulo rectangulo.

e Diagrama rectangular.

Sin embargo, en nuestro estudio se empleara el diagrama rectangular.

2.6.4.1.1 Diagrama rectangular

Debido a que en el diagrama triangular los datos suelen agruparse hacia un extremo,
resultando incomodas las lecturas, es preferible emplear un diagrama rectangular en el
gue se representa en ordenadas kilogramos de inerte/kilogramos de disolucion, 1/(D+S),
y en abscisas kilogramo de soluto/kilogramo de disolucion, S(D+S). En este diagrama,
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para la sustancia a tratar exenta de disolvente, la ordenada sera I/S y la abscisa valdra
la unidad. El disolvente puro tendra valor cero de abscisa y ordenada (s4). Considerando
el sélido inerte (del que se ha extraido todo el soluto) en contacto con la disolucién (soluto
y disolvente), el punto representativo del sistema en este diagrama serd M1. Si se deja
sedimentar el sistema, la disolucion que se puede separar vendra representada por un
punto E1 y los sedimentos o lodos que contienen al solido inerte y la disolucion retenida
vendra representada por un punto R1; la recta EIR1 sera una recta de reparto que une
los puntos representativos de la disolucion del flujo superior y de los lodos o flujo inferior.
Si el sistema no ha sedimentado tiempo suficiente para que pueda separarse una
disolucion clara o si el sdlido inerte se disuelve parcialmente, las disoluciones
correspondientes a los flujos superiores estaran representadas por puntos tales como el

E1l", y los lodos o flujo inferior por puntos tales como el R1".
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FUENTE: (Joaquin Océn Garcia, 1970) (s4).
Figura 13. Diagrama Rectangular.

La disolucién retenida por unidad de solido inerte vendra representada por la curva KG
gue ha de denominarse experimentalmente. Si la disolucion retenida por unidad de solido
I ——————————
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inerte es constante e independiente de la concentracion, el lugar geométrico de las
mezclas solido inerte y disolucidon retenida sera una recta paralela al eje de abscisas
(KH). Si lo que permanece constante es la relacion disolvente/solido inerte, el lugar
geomeétrico de las mezclas solido inerte-disolucion retenida vendra dado por la recta KS,
gue pasa por el punto cuya abscisa representa la composicion de la disolucién retenida

por el sélido inerte (64).
2.6.4.2 Curva de retencion

Para la resolucion de los diferentes problemas que se presentan en este tipo de
operacion, es imprescindible conocer la cantidad de liquido retenido por el sélido y su
variacion con la composicion de la disolucién, para lo que debe llevarse a cabo cierta
experimentacion que facilite este conocimiento. Se define la retencion de disolucion

como la cantidad de disolucion que queda retenida por unidad de masa de solido inerte:

Masa disolucion retenida

Masa de inertes
Ecuacion 3

La ecuacidon 1 expresa la relacion entre la cantidad de disolucién retenida y la cantidad
de inerte. Esta relaciébn no es un factor de equilibrio, puesto que solo depende de la
naturaleza del sélido y del disolvente, sino de otros varios factores, por lo que habra de
ser determinada experimentalmente en unas condiciones lo més parecidas posibles a
las que vayan a existir en el dispositivo experimental. La determinacion experimental de
los puntos de la curva de retencion puede llevarse a cabo afiadiendo a una cantidad
determinada de carga (inerte + soluto) cantidades variables de disolvente, o lo que es lo
mismo, afadiendo a una cantidad determinada de inertes cantidades determinadas de
disolucién (soluto + disolvente) de composiciones variables. Conociendo estas y la
retencion producida en cada caso, podran determinarse las correspondientes
coordenadas sobre el diagrama rectangular y, por tanto, trazar la curva de retencion.
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Las coordenadas para trazar la curva de retencion se las calcula mediante las siguientes

ecuaciones:
S Kg soluto
X,y = = . —
D+S Kgdisolucion
Ecuacion 4
N = I Kg inerte
~ D+S (Kgsoluto + Kg alcohol etilico)

Ecuacion 5

2.6.4.3 Tipos de contacto

e Contacto sencillo.
e Extraccion multiple en corriente directa.

e Extraccion multiple en contracorriente.
Para nuestro estudio se empleard la extraccion multiple en contracorriente.
2.6.4.3.1 Extraccion multiple en contracorriente
El flujo interior o refinado se va empobreciendo en soluto desde la Ultima hasta la primera

etapa, mientras que el flujo superior o extracto se va concentrando en soluto desde la

primera hasta la Gltima etapa (64).

o) B (@
HOVOWBRO10N

FUENTE: (Joaquin Océn Garcia, 1970) (e4).

Figura 14. Extraccion multiple en contracorriente.
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2.7 YOGURT

El yogurt es un derivado lacteo, de consistencia semisélida, coagulado mediante la
fermentacion de la leche por bacterias acido lacticas, las bacterias mas comunes que
son responsables de estos efectos son: Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.

Para llevar a cabo el proceso de fermentacién la accidn de estas bacterias desencadena
un proceso microbiano, la lactosa se transforma en acido lactico durante el proceso de
fermentacion tienden a crear codgulo con propiedades adecuadas de pH, sabor, aroma

(53).

2.7.1 Valor nutricional del yogurt

El yogurt es un producto que proporciona un elevado contenido de nutrientes, aportando
vitaminas, hidratos de carbono, proteinas y minerales, especialmente calcio y fésforo. El
yogurt contiene una verdadera fuente de vitaminas, entre las que se encuentran son las
vitaminas del grupo B especialmente tiamina y riboflavina y en menor proporcion la
vitamina A, los hidratos de carbono en el yogurt hacen que sea una fuente amplia de
energia en la dieta diaria de los consumidores, que cubre el 82 % del valor calérico
aportado por las proteinas, debido a un alto contenido de aminoacidos esenciales, es

considerado un alimento nutricional para el consumo de niflos y adultos (s3).

2.7.2 Calidad de Yogurt

El Instituto Boliviano de Normas y Calidad (IBNORCA) es la organizacion responsable
del estudio y elaboracion de la Normas Bolivianas de Calidad. Su utilizacion es un
compromiso de conciencia y de responsabilidad del sector productivo y de exigencia del
sector consumidor. IBNORCA (2006) en su norma NB-33016, sefiala que, el yogurt de

calidad intachable, es un producto de un valor elevado por el cual los componentes
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principales de requerimiento del producto son los siguientes: Requisitos organolépticos,

Requisitos fisico-quimico y Caracteristicas microbiolégicas (ss).

2.7.2.1 Requisitos Organolépticos

- Sabor

El producto tendra un sabor agradable con una acidez caracteristica del mismo y libre de
sabores extranos, (IBNORCA ,2006 NB-33016) (s).

El sabor natural es dificil de definir, normalmente no es acido ni amargo, sino mas bien
ligeramente dulce gracias a su contenido en lactosa. A veces se presenta con cierto
sabor salado por la alta concentracion de cloruros que tiene la leche de vaca que se
encuentra al final del periodo de lactancia o que sufren estados infecciosos de la ubre
(mastitis). Pero en general, el sabor de la leche fresca normal es agradable y puede

describirse simplemente como caracteristico (s1).

- Olor

Agradable y en relacion con el producto. Libre de olores ajenos, (IBNORCA ,2006 NB-
33016) (ss).

El olor comercial es dificil de percibir salvo que sea un olor ajeno a ella. Entre esos olores
ajenos estan los que provienen de algunos alimentos, medio ambiente, utensilios y de
los microorganismos s9). El olor de la leche es también caracteristico y se debe a la
presencia de compuestos organicos volatiles de bajo peso molecular, entre ellos, acidos,
aldehidos, cetonas y trazas de sulfato de metilo. La leche pude adquirir, con cierta
facilidad sabores u olores extrafios, derivados de ciertos alimentos consumidos por la
vaca antes del ordefio, de sustancia de olor penetrante o superficies metélicas con las
cuales ha estado en contacto o bien de cambios quimicos o microbiolégicos que el

producto puede experimentar durante su manipulacion (si).

- Color
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Estara en relacion con el producto. Blanco o ligeramente crema para el yogurt natural.
Para los yogures frutados o saborizados, su color estara en lo posible, en relacién con el
sabor o fruta utilizada, (IBNORCA ,2006 NB-33016) (ss).

La leche es un liquido blanquecino amarillento y opaco, color caracteristico que se debe
principalmente a la dispersién de la luz por las miscelas de fosfocaseinato de calcio. Los
glébulos grasos también dispersan la luz, pero contribuyen muy poco en el color blanco

de la leche. Por dltimo, el caroteno y la riboflamina contribuyen al color amarillento (s9).

- Aspecto

Todas las variedades de yogurt deberan tener un aspecto uniforme, libre de burbujas y
materiales ajenos, de consistencia caracteristica al tipo de yogurt, (IBNORCA ,2006 NB-
33016) (s).

La viscosidad de la leche esta dada por el grado de resistencia a fluir, 0 sea que es el
coeficiente de frotamiento entre las moléculas. La viscosidad aumenta con la disminucion
de la temperatura, el incremento del contenido graso, la homogenizacion, fermentacion,

envejecimiento y altas temperaturas seguidas de enfriamiento (s9).
2.7.2.2 Requisitos Fisico-Quimicos

En la siguiente tabla, IBNORCA menciona las caracteristicas fisico-quimicos que debera

tener los diferentes tipos de yogurt:

Tabla 9. Requisitos Fisico-Quimicos para el yogurt, (IBNORCA ,2006 NB-33016).

PARAMETROS YOGURT | YOGURT | YOGURT METODO
LIGERO | DIETETICO DE
Min | Max | Min | Max | Min | Max ENSAYO
pH - 4,6 - 4,6 - 4,6
Acidez titulable 0,5 15 |05 15|05 | 15 NB 229
(acido lacteo) % m/m
Materia grasa 2,6 - 05| 2,6 - 0,5 | NB 330178**
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Sdlidos no grasos* | 8,2 - - - - 8,2
FUENTE: (NORMA BOLIVIANA NB 32005, 2002) (ss).

* El valor maximo admisible de sélidos no grasos dependera de la composicién de la
leche utilizada.

** Proceso de elaboracion.

2.7.2.2.1 Parametros de Control de calidad para la Elaboracion del Yogurt

Los parametros establecidos para el control de calidad en la elaboracion del yogurt son:
pH, Acidez Titulable, Solidos disueltos (°Brix), Coliformes totales UFC/ml, Escherichia
coli UFC/ml, Mohos y levaduras UFC/ml, (IBNORCA, 2006 NB-33016) (ss).

- pH

El pH o potencial de hidrégeno es un parametro que indica la concentracion de iones de
hidrogeno [H]* que existen en una solucién. Dicho de otro modo, es una unidad de
medida que nos indica el grado de acidez de una solucion ss). Los valores del pH varian
en una escala que va de 0 hasta 14. Asi, tenemos un pH neutro cuando su valor es 7,
los valores de pH menores a 7 son valores acidos y los valores de pH basicos, o
alcalinos, son los que estan por encima de 7 (s9).

Monitorizar el pH es crucial para producir un yogurt con una consistencia y calidad
adecuadas. Al producirse acido lactico mediante la fermentacion de la lactosa se da una
correlativa caida del pH.

La cantidad de &cido lactico presente en este nivel de pH es la ideal para el yogur,
dandole la acidez caracteristica, favoreciendo el espesor, y actuando como un
conservante contra cepas bacterianas indeseables.
Una desviacion del pH predeterminado puede reducir la vida atil del yogur o crear un
producto que es demasiado amargo o agrio. Los consumidores esperan que la textura
del yogur permanezca constante, por lo que la detencién de la fermentacién en el pH

adecuado es de vital importancia para la percepcion del consumidor.
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- Acidez Titulable

El aumento de la acidez del yogurt por la produccion de acido lactico ocasiona la
coagulacion de la caseina, ademas afecta la textura, sabor en el producto y otros
componentes que aumentan la acidez titulable. El porcentaje de acido lactico adecuado
es extremadamente importante para obtener un yogurt de alta calidad con sabor propio,
cuerpo y textura propia, esto es para que el producto tenga el minimo porcentaje de
sinéresis durante el almacenamiento (s7).

La acidez titulable en el yogurt se obtiene mediante la absorcién de los iones hidroxilo
por la cantidad de acido que se ha generado por el desarrollo de microorganismos (la
acidez aumenta con la acidificacion bacteriana). La acidez titulable es la cantidad total
de acido lactico en una solucién determinada, realizando una titulacion y usando una
solucion estandar de hidroxido de sodio, tenemos como resultado acido lactico
expresado en porcentaje (IBNORCA, 1998 NB-229) (s7). La reaccion que sufre el acido

lactico es la siguiente:

OH OH
I I
CH3-CH-COOH + NaOH —— > CH3-CH-COONa + H20

Por lo tanto, la acidez titulable se calcula de la siguiente manera:

VNaOH * N * 100 * F
Vm

% Acido lactico =

Ecuacion 6
Donde:
V naoH = Volumen gastado de NaOH para valorar la muestra (ml)
N = Normalidad del NaOH
V m = Volumen de la muestra
F = Factor de &cido lactico 0,090
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- Grados Brix (°Brix)

Sirven para determinar el cociente total de azlcar (sacarosa) disuelta en un liquido, es
decir nos sirve para ver qué tan concentrado esta el yogurt, por ejemplo una solucion de
25 °Brix contiene 25 g de azucar (sacarosa) por 100 g de liquido. Dicho de otro modo,
en 100 g de solucién hay 25 g de sacarosa y 75 g de agua (s2).

Para medir °Brix utilizamos un refractometro el cual se basan en el principio de que
cuando aumenta la densidad de una sustancia, el indice de refraccion aumenta
proporcionalmente. Los refractébmetros son instrumentos de medicién que utilizan el

fendmeno de la refraccion de la luz @s3).

2.7.2.3 Caracteristicas Microbioldgicas

El producto debe estar libre de microorganismos patdégenos y debe cumplir con lo

especificado en la siguiente tabla:

Tabla 10. Caracteristicas microbioldgicas del yogurt, (IBNORCA, 2006 NB-33016).

MICROORGANISMOS nic|/m| M | METODO DE ENSAYO
Coliformes totales UFC/ml | 5 |2 | 10 | 100 NB 32005
NB 32016
Escherichia coli UFC/mI 5(2| 0| 10 NB 32005
NB 32016
Mohos y levaduras UFC/ml | 5 | 2 | 50 | 200 NB 32018
NB 32006

FUENTE: (NORMA BOLIVIANA NB 33016, 2006) (ss).

n: Namero de unidades de muestras a ser examinadas.

m: Valor del parametro microbiolégico por el cual o por debajo del cual el alimento no
representa un riesgo para la salud.

c: Numero méas de unidades de muestra que puede contener un numero de m.o.

comprendidos entre ‘'m”y "M".
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M: Valor del parametro microbiolégico por encima del cual el alimento representa un

riesgo para la salud.

Los microorganismos propios del yogurt presentes en el producto final deben estar en

una cantidad minima de 1x10° UFC/mI de bacterias viables.

- Escherichia coli

Se utiliza como microorganismo indicador de la contaminacion de origen fecal. Su habitat
natural es el hombre y animales de sangre caliente y debido a esto se ha utilizado como
indicador dentro del grupo coliformes, es el microorganismo de mayor significado
sanitario (IBNORCA, 2002 NB-32005) (ss).

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo puede estar aislado o en parejas y tener
flagelos, se desarrolla facilmente sobre medios con nutrientes simples. Las colonias
pueden ser lisas, poco convexas, himedas, de superficie brillante, con el borde completo
0 seco y aspero. Casi todas las cepas fermentan la lactosa (IBNORCA, 2002 NB-32005)
@s5). Tiene forma de bastoncillos, que miden 1.1 — 1.5 x 2.0 — 6.0 micrones (vivos) 0 0.4 —
0.7 x 1.0 — 3.0 micrones (secos y tefiidos); existen aislados o en parejas, y pueden tener
flagelos, que les confiere motilidad; se desarrollan facilmente sobre medios con
nutrientes simples. Las colonias pueden ser lisas, poco convexas, humedas, de

superficie brillante, con el borde complejo o seco y aspero (s).

- Coliformes Totales

Las bacterias coliformes son bacilos cortos Gram-negativos, aerobios o anaerobios
facultativos no esporulados, que fermentan glucosa y lactosa con formacion de &cido y
gas (IBNORCA, 2002 NB-32005) (ss).

Los coliformes son buenos indicadores de un proceso o de un estado sanitario
inadecuado. La presencia de estos microorganismos en cantidades mayores al permitido

indica:

e Mala manipulacion y/o procesamiento del alimento.
I ——————————
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e Riesgo indirecto, mayor probabilidad de existencia de bacterias entéricas
patdgenas como salmonella (IBNORCA, 2002 NB-32005) (s).

Las bacterias coliformes pertenecen a la familia de las Enterobacteriacea esta familia es
una de las mas vastas y de las mas dificiles de subdividir. Las especies mas frecuentes
en los productos lacteos son los que fermentan la lactosa. La mayor parte de las entero
bacterias son huéspedes normales del intestino de los mamiferos; su presencia en el
agua o en la leche puede atribuirse a una contaminacion de origen fecal. Muchas de
estas especies tienen fase de vida libre en el suelo y en agua. Se puede encontrar en

productos vegetales (s2).

- Mohos y Levaduras

Los mohos desempefian una importante funcién en los alimentos: algunos son
beneficiosos, porque segregan sustancias que intensifican el aroma de los alimentos,
mientras que otros son perjudiciales, por que favorecen ciertos tipos de putrefacciones
de los alimentos. Algunos mohos pueden producir toxinas, que son peligrosas para la
salud de la poblacion e). Los mohos son protistas no fotosintéticos multicelulares,
filamentos. Se los puede identificar por su aspecto algodonoso aterciopelado de
coloracion variable. Los mohos estan constituidos por unos filamentos ramificados
entrecruzadas llamadas hifas cuyo conjunto se llama micelio. Las hifas son de dos clases
unas sumergidas y otras aéreas, también se las clasificas en vegetativas y fértiles que
son las que contienen el érgano de reproduccion (IBNORCA, 2003 NB-32006) (ss).

Las levaduras son unicelulares, algunas tienen forma cilindrica o alargada, y otras formas
elipsoidales, y abundan mucho en la naturaleza. La célula de la levadura tiene de 2 a 6
micrones de anchura y de 10 a 30 micrones de longitud, y puede reproducirse
asexualmente, por gemacion, o sexualmente, mediante la produccién de asco esporas
©6). En general los mohos y las levaduras utilizan diversos tipos de nutrientes y sustratos
tan sencillos como complejos, poseen gran cantidad de enzimas hidroliticas y algunos
se cultivan para obtener amilasa pecinosa, proteinasas Yy lipasa (IBNORCA, 2003 NB-
32006) (ss).
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Por lo tanto, los colorantes naturales deben de cumplir con pruebas microbiolégicas
establecidas para su aplicacion en la Industria Alimenticia. Estas pruebas garantizan que
el producto sera aceptable desde el punto de vista de la salud publica, es decir, que no
seran responsables de la difusién de enfermedades infecciosas ni de intoxicaciones
alimentarias, también garantizan que seran aceptables desde el punto de vista estético,
en el sentido de que se ha evitado la contaminacion con materia fecal, con parasitos,

mohos, etc. (42)

2.8 ADITIVOS ALIMENTARIOS

2.8.1 Definicion de Aditivo Alimentario

La reglamentacion del CODEX ALIMENTARIUS contribuyen a la inocuidad, la calidad y
la equidad en el comercio internacional de alimentos. Define a los aditivos como:
“sustancias que no se consumen como alimento, ni tampoco se usa como un ingrediente
basico en alimentos, puede o no tener valor nutritivo. Estas sustancias son afadidas
intencionalmente en el alimento con fines organolépticos, tecnoldgicos, en las etapas de
fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte
o almacenamiento. Esta definicion no contiene “contaminantes” o sustancias agregadas

al alimento para mantener o mejorar las cualidades nutritivas”.

2.8.1.1 Efectos adversos en la salud

Hoy en dia, los aditivos alimentarios cada vez se afiaden a los alimentos para realzar su
gusto, sabor, color, textura, debido al consumo generalizado, es importante tener
presente la seguridad de los consumidores, ya que es una preocupacion de los posibles
efectos adversos que causan los aditivos alimentarios, de lo cual los mismos deben ser
permitidos y evaluados estrictamente por organismos cientificos. Es necesario aplicar
dosis con base a la legislacién y normas establecidas de cada pais con respecto a los
aditivos alimentarios.
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2.8.2 Los colorantes ¢aditivos modernos?

Los aditivos constan en la letra pequefia de las etiquetas de los alimentos industriales y
en conserva. Con estas sustancias, el fabricante pretende garantizar una calidad
perdurable: sirven para la conservacién, el aspecto atractivo, el aroma y el sabor de los
alimentos. Sin embargo, no debe pensarse que la adicién de estos compuestos es una
practica moderna, de hecho, la coloracién de los alimentos ya se practicaba en tiempos

de los romanos y de los egipcios.

2.8.3 Legislacion actual

Actualmente los colorantes son el grupo de aditivos en el que mayores diferencias se
encuentran en las legislaciones entre distintos paises. En algunos, como los paises
nordicos, practicamente no pueden utilizarse, mientras que en el Reino Unido se utilizan
algunos que no estan autorizados en casi ningun otro pais de la Unién Europea. También
existen diferencias notables entre los colorantes autorizados en Estados Unidos y en la
Union Europea, lo que dificulta ocasionalmente el comercio internacional de algunos
alimentos elaborados.

Hay que recordar que para que se pueda utilizar un colorante alimentario (o cualquier
aditivo) en la Union Europea, primero debe figurar en la lista de los autorizados en
general, y segundo, debe estar autorizado para ese producto concreto. De los colorantes
permitidos hoy en dia la mayor parte pertenecen al grupo de las vitaminas, las
provitaminas y sustancias naturales como la clorofila, los carotenos y el rojo de

remolacha.

2.8.3.1 Los nimeros E

El principal requisito para autorizar un aditivo es que tenga un propadsito util demostrado

y se haya sometido a una rigurosa valoracion cientifica.
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El significado de la letra E (de Europa) es la representacion de un aditivo que ha sido
aprobado por la Unién Europea, es decir, que el Comité Cientifico lo ha evaluado como
seguro, con el fin de permitir la libre circulacion de los alimentos de un pais a otro. Una
vez aprobado, se otorga la letra (E) que le permite identificarlos, conocer su funcién y su
denominacién quimica. Los numeros precedidos de la letra E que se encuentran en la
mayoria de los productos industrializados corresponde a aditivos alimentarios, entre los

gue se incluyen colorantes, conservantes, antioxidantes, espesantes, etc.

Colorantes: (E-1XX) con el nimero uno delante, son los aditivos responsables de

devolver el color original al alimento que ha podido perderse durante su procesado.

2.8.4 Dosis de colorantes permitidos en la industria lactea (yogurt)

Se permitira el uso, solo de aromatizantes y colorantes naturales y/o artificiales, inocuos
siempre y cuando cumpla con la Norma Boliviana correspondiente y/o CODEX
Alimentarius. Queda prohibido el uso de anilinas (IBNORCA, 2006 NB-33016) (ss).

Podra haber aditivos adicionales en el yogurt siempre y cuando se cumpla la Norma
General para Aditivos Alimentarios (CODEX STAN 192-1995). Solamente podran
emplearse las clases de colorantes que se indican en la siguiente tabla y dentro de los

limites especificados.
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Tabla 11. Dosis (mg/kg) de tipos de colorantes permitidos en el yogurt

COLORANTES

Curcuming 100 mag'kg
Riboflavin, sintéticas

Riboflavina 5°, fosfato de sodio } 300 mgfkg
Tartracina 200 ma'kg
Amarillo de gquinelina 150 mgfkg
Amarillo ocaso FCF 300 migikg
Carmines 150 mg'kg
Azormmubina (carmoisinal 150 mag'kg
Ponceau 4R (rojo de cochinilla A) 150 migfkyg
Rojo allura AC 300 mgikyg
Indigotina {carmine de indigo) 100 mg'kg
Azul brillante FCF 150 mgikg
Clorofilas, complejos copricos

Clorofilinas, complejos cdpricos, } 500 mg/kg
sales de sodio y potasio

Verde salido FCF 100 mg'kg
Caramelo Il - caramelo al sulfito 150 mgikg
Caramelo lll - caramelo al amoniaco 2 000 mgfkg
Caramelo IV — caramelo al sulfito amanico 2 000 magfkg
Megro brillante (negro PH) 150 mg'kg
Marran HT 150 mgikyg
Carotenos, beta-, sintéticos

Carotanal, beta-3po-3- | 100mong
Ester etilico del acido beta-apo-8'-carotenoico

Carotenos, beta-, Blakeslea trispora

Carctenos, beta-, vegetales &00 mgikg
Extractos de annato — base de bixina 20 mgfkg como bixina
Extractos de annato — base de norbixina 20 mg/kg como norbixina
Licopenos 30 mgfkg como licopeno puro
Luteina de Tagetes erecta 150 mg'kg
Zeaxantina, simtética 150 mgikg
Extracto de piel de uva 100 mgikg
Owido de hierro, negro

Owide de hierro, rojo } 100 mg'kg
Owido de hierro, amarillo

FUENTE: (ftp://ftp.mmm.com/pub/Mx/PYM.pdf, s.f.) @7).
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 LOCALIZACION DE LA INVESTIGACION

El trabajo se realizé en los laboratorios de la Carrera de Quimica Industrial de la Facultad
de Tecnologia.

Las muestras para el analisis se recolectaron manualmente en el municipio de Achocalla,
tercera seccidn de la provincia murillo ubicada al sur de la ciudad de La Paz distante a
30 Km, topograficamente se divide en dos regiones: por un lado, la planicie altiplanica,
al norte del municipio que colinda con la ciudad de El Alto, se caracteriza por un clima
frio, con temperaturas medias anuales de 15°C, y, por otro lado la cuenca o cabecera del
valle ubicada al sur, colindante con el municipio de Mecapaca, con clima templado y

temperatura media anual de 19°C.

Figura 15. Mapa politico de la 3ra seccion de la provincia murillo

(municipio de Achocalla).
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FUENTE:
(https://www.google.com/search?tbm=isch&sa=1&ei=MctRXe7rlobl_QbcrJO4Bg&g=ma

patpolitico+de+achocalla&og=mapa+politico+de+achocalla, s.f.) (s4).
L]
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El proceso de recoleccion se realizé en cuatro oportunidades realizando contactos con
pobladores ademas de visitas a ferias locales, donde existe produccidon de la materia
prima en épocas de verano generalmente en los meses de marzo y abril. Cabe aclarar

gue se trata de una uva silvestre poco conocida y consumida en nuestra poblacion.
3.2 METODOLOGIA

La metodologia para el estudio del colorante extraido de uva silvestre (Cissus verticillata),
fue desarrollada en cuatro etapas: primero el analisis bromatoldgico de la uva silvestre,
seguido de la obtencién del extracto crudo enriquecido en antocianinas, tercero
identificacion y cuantificacion del colorante tipo antocianina; y finalmente el estudio de la

estabilidad del color en el yogurt.
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TOMA DE MUESTRA
Uva Silvestre

I

Recoleccion de la fruta madura

b4

| Seleccion de la fruta

[ Solucion de hipoclorito }
]

Lavado y Desinfeccion
de sodio al 0.1%

| 1
| Analisis Bromatolégico | Pesado

- Solvents Extraccidn solido - liquido
k4 k4

Humedad Cenizas Materia Alcohol 96° ‘| del colorante (antocianinas)
Organica

| ! |

Determinacién Determinacién | Extracto de colorante no concentrado |
de hierro de calcio l l | l
Rotavapor Analisis Analisis
[m]_’ 33°C — 20 RPM || cuantitative de || cualitativo de
la antocianina la antocianina

.

il Espectroscopia
v

Extracto de colorante concentrado Alcohol UV-Visible
(Antocianinas)

Aplicacion del colorante natural extraido

Determinacion de

| {antocianina) en el Yogurt Natural |a concentracion

de Antocianinas

Evaluacion de

pH Acidez titulable Grados Brix Pruebas

Microbioldgicas

FUENTE PROPIA.
Diagrama 1. Metodologia de trabajo para la obtencion del colorante natural

(Antocianina).
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3.2.1 Tipo de estudio

El presente estudio de investigacion es descriptivo, analitico, cuantitativo y experimental.

3.3 FASES DE ESTUDIO

3.3.1 FASE I: Preparacion de Materiales, Equipos y Reactivos parala extraccion del

colorante (Antocianina)

MATERIALES Y METODOS [N

MATERIALES BASICOS

Balon con fondo redondo
Extractor soxhlet
Condensador

Soporte universal

Pinzas

Nueces

Refrigerante Liebig

Espatula

Caja Petri

Tubos de ensayo
Gradilla de madera

Manguerillas

AN Y N N U N N N W N N NN

Papel filtro

Columnas de fraccionamiento

Celdas de cuarzo de un centimetro

<\

AN N N T N N N N N N N

Probeta

Pipetas

Pipeta pasteur
Vasos precipitados
Erlenmeyer
Embudo

Mortero

Cepillo

Piseta

Teflon

Adaptador de grifo
Fuentes

Hornilla

Varilla de vidrio

MATERIA PRIMA

Achocalla.

v' Uva silvestre (Cissus verticillata) procedente del municipio de

v Yogurt natural distribuido por PIL ANDINA S.A.
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v" Yogurt de frutilla con adicion de colorante natural carmin de
cochinilla, distribuido por PIL ANDINA S.A.
v Colorante sintético distribuido por ELY-MAR producto peruano.
EQUIPOS
v/ Balanza Analitica v" Rotavapor
v Estufa v Refrigerador
v" Horno de incineracion v' PH-metro
v' Espectrofotometro UV-VIS v' Refractémetro en escala 0-50
REACTIVOS
v' Agua Destilada
v Etanol 96%
v' Acido Citrico
v" Acido Clorhidrico
v Hidréxido de Sodio
v Cloruro de Potasio (0.025 M)
v' Acetato Sadico (0.4 M)
v' Mg° metélico
V' Zn° metalico

FUENTE PROPIA.

3.3.2 FASE II: Examen preliminar de la uva silvestre

- Tomade muestra
La toma de muestra de la uva silvestre se realiz6 bajo la NB (Norma Boliviana), es decir
fueron recolectadas en condiciones inocuas, en envases con capacidad de 600 g.

Proceso que se realizé en épocas de verano tiempo de cosecha de esta fruta silvestre.

- Acondicionamiento de la muestra
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Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de la carrera de Quimica Industrial, bajo
refrigeracion a 5°C, para no alterar las propiedades quimicas de las muestras para su

posterior analisis.

- Seleccion
Mediante un examen organoléptico se realizé una seleccion de las especies sanas y

maduras, con el fin de obtener materia prima de calidad para el desarrollo del proceso.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 1. Seleccién de muestra.

- Lavado y Desinfeccion

Este proceso permitio eliminar de la superficie de los alimentos la carga microbiana que
a simple vista no se puede observar, también esta es una manipulacién en la que el
producto elimina sustancias que lo contaminan (particulas ajenas al producto). La
desinfeccién se la realizé con una soluciéon de hipoclorito al 0.1%, en la cual se mantuvo

el producto sumergido por 15 minutos.
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FUENTE PROPIA.

Fotografia 2. Muestra seleccionada.

3.3.3 FASE lll: Analisis Bromatoldgico de la uva silvestre

Se conoce como bromatologia al estudio a profundidad de todo lo relacionado a
los alimentos en cuanto a su composicion, nutrientes, caracteristicas fisicoquimicas,
cualidades organolépticas (olor, sabor, textura, aspecto, color, etc.) y ademas su
comportamiento en cuanto a produccion, manipulacién, elaboracién, conservacion e
incluso en lo referente a los aspectos sanitarios. Esta area cientifica es sumamente
importante para manipular los alimentos de una forma adecuada para que asi sean
mucho mejores para nuestro consumo, no solo a nivel nutricional, sino también mas
seguros.

Para realizar el andlisis bromatologico se utilizaron los métodos establecidos por
IBNORCA, de la misma manera se revis6 el Manual de Laboratorio de Analisis de
Alimentos de la Carrera de Quimica Industrial. Para nuestro andlisis bromatol6gico se

tomd en cuenta la evaluacion organoléptica y el analisis quimico.

3.3.3.1 Evaluacion organoléptica

La evaluacion organoléptica de los alimentos interpreta las respuestas de las personas

segun la vista, el olfato, el tacto, el gusto.
)

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE LA UVA SILVESTRE (CISSUS VERTICILLATA)
PARA SU APLICACION COMO COLORANTE NATURAL EN DERIVADOS LACTEOS (YOGURT)


https://www.imf-formacion.com/masters-profesionales/master-calidad-seguridad-alimentaria

MATERIALES Y METODOS NI

Para este estudio se tomaron muestras de uva silvestre escogidas al azar, después de
lavarlas y desinfectarlas las cuales fueron conservadas 4 horas después de su cosecha

a -5°C. Se realizaron pruebas de color, olor, sabor, aroma y forma.

3.3.3.2 Andlisis quimico

3.3.3.2.1 Humedad

Todos los alimentos contienen agua en mayor o menor proporcion; en los alimentos
naturales hay entre un 60% y un 95% de agua, como promedio. El agua se encuentra en
los alimentos en forma libre, aumentando el volumen.

El contenido de humedad es la relacion que existe entre el peso de agua contenida en la
muestra en estado natural y el peso de la muestra después de ser secada en la estufa a
una temperatura entre los 105°C - 110°C. Se expresa en forma de porcentaje, puede
variar desde cero cuando esta perfectamente seco hasta un maximo determinado que

no necesariamente es el 100%.

Método

Este método se basa en secar la muestra a 108°C + 3°C, para después de pesar,
determinar su contenido de humedad (IBNORCA, 2006 NB 319002) (s4).

e Se pes6 10 gramos de uva silvestre (toda la baya en general cascara, pulpa y
semillas) en una caja petri previamente pesada.

e Yateniendo la muestra en la caja petri pesar nuevamente.

e Llevar la caja petri a la estufa a 108°C + 3°C, dejandola por espacio de una hora.

e Se saco la muestra de la estufa y se colocé en un desecador durante 10 minutos,
pesar nuevamente la muestra.

e Este proceso tardo aproximadamente 4 horas, registrando cada 30 minutos la
diferencia de pesadas, es decir hasta obtener un peso constante.

e El procedimiento se realiz6 por cuadruplicado.
I ——————————
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El porcentaje de humedad se determiné de la siguiente manera:

Pm — Pm seca

% Humedad = P * 100

Ecuacion 7
Dénde:
Pm = Peso de la muestra.
Pm seca = Peso de la muestra seca.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 1. Determinacion de humedad.

3.3.3.2.2 Ceniza

Las cenizas de un alimento es el residuo inorganico que queda después de calcinar la
materia organica, estan constituidas por 6xidos o sales, de los diferentes elementos.

La materia organica es quemada en presencia de oxigeno del aire formando como
producto de reaccion CO2 y H20.

Método
Este método se basa en la incineracion de la muestra a una temperatura de 550 °C +
20°C 0 a 900°C * 25°C (rojo sin brillo) (IBNORCA, 2010 NB 317028).
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e Para la determinacion del porcentaje de cenizas se utilizé las muestras secas del
analisis de humedad anteriormente realizadas.

e Se peso 3.35 gramos de muestra en un crisol de porcelana previamente pesado.

e Una vez pesada la muestra se llevd los crisoles a un horno de incineraciéon mufla
vulcana-550 y se mantuvo a una temperatura de 800°C durante 3 horas, hasta que
las cenizas presentaron una coloracion blanquecina o plomo.

e Se trasladaron los crisoles al desecador usando siempre pinzas de metal para
manejar los crisoles después de que se incineraran. Se enfriaron y se pesaron
inmediatamente para prevenir la absorcion de la humedad.

e El procedimiento se realizé por cuadruplicado.

El porcentaje de cenizas se determiné de la siguiente manera:

) P ceniza
% Ceniza = — % 100
Pm seca
Ecuacion 8
Dénde:
P ceniza = Peso de cenizas.

Pm seca = Peso de la muestra seca.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 4. Determinacion de cenizas.
)
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Con el residuo inorganico o cenizas se determiné la presencia de elementos minerales

mediante el siguiente analisis cualitativo:

Identificacion de hierro

e Para la identificacién de hierro inicialmente disolvemos completamente la muestra
(cenizas) en agua.

e Una vez disuelto adicionamos gotas de acido clorhidrico hasta un medio acido.

e Posteriormente colocamos miligramos de tiocianato de potasio teniendo como

resultado una solucién roja intensa.

Identificacion de calcio

e Para la identificacion de calcio disolvemos completamente la muestra (cenizas) en
agua.

e Una vez disuelto adicionamos miligramos de carbonato de amonio para precipitar
carbonato de calcio.

e Al obtener el precipitado de carbonato de calcio adicionamos acido nitrico
suministrando un poco de calor para generar el dioxido de carbono (efervescencia) y
el ion calcio disolviéndose el precipitado.

e Finalmente, a la solucion obtenida adicionamos miligramos de oxalato de amonio en

medio de pH de 7-8 para precipitar oxalato de calcio.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 5. Identificacion de elementos minerales en las cenizas.
L]
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3.3.3.2.3 Materia Organica

La materia seca en un alimento puede ser dividida en materia organica e inorganica
después de la calcinacion. Compuestos que contienen carbén (C), hidrégeno (H),
oxigeno (O) y nitrégeno (N) son clasificados como organicos. Cuando una muestra de
alimento esta colocada en una mufla a una temperatura de 550°C + 20°C o a 900°C *
25°C (rojo sin brillo) la materia organica es quemada y la materia restante es la parte

mineral, llamada ceniza.

Método

Para la determinacion de la materia organica es simplemente la relacion entre cenizas y
la materia seca (humedad), datos que ya tenemos de los andlisis realizados
anteriormente.

El porcentaje de materia organica se determiné de la siguiente manera:

Pm seca — P ceniza

% Materia Organica = * (100 — %H)

Pm seca
Ecuacion 9

3.3.4 FASE |V: Extraccion del colorante (Antocianinas)

Los métodos convencionales empleados para la extraccion de antocianinas implican el
uso de solventes acidos, algunas bibliografias sugieren, por ejemplo: HCI en Metanol,
HCI en Etanol, Cloroformo con Acetona, Etanol con Acido Acético, Metanol con Acido
Acético, Etanol con Acido Citrico. Se debe tomar en cuenta que el concentrado final sera
de grado alimenticio, por este motivo las soluciones como el Metanol y el cloroformo
podrian provocar dafios irreversibles para la salud o podrian dejar un olor residual como
el caso del Acido Acético y Acetona (so). La obtencion de los extractos de antocianinas a
partir de la uva silvestre (Cissus verticillata) se efectué usando como disolventes: alcohol
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etilico, alcohol etilico acidificado y agua destilada, con el objetivo de encontrar el mejor

solvente.

Para obtener los extractos se empled el equipo Soxhlet, el cual consta de un bal6n de
fondo aplanado, un refrigerante, cuerpo extractor (corneta) y mangueras. El mismo que
para el presente estudio se encuentra en el laboratorio de Quimica Industrial de la

facultad de Tecnologia.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 6. Extractor Soxhlet.

Los pasos que se siguieron para obtener el extracto son:

- Se lava el equipo con abundante agua y detergente para eliminar posibles
contaminantes.

- Después de haber dejado escurrir cada parte del equipo se procede a armarlo, para
ello en primer lugar se coloca sobre la manta de calentamiento el baldn de base plana
en el cual se pone puntos de ebullicion (trocitos de tubos capilares).

- Al bal6n adicionar 125 ml de solvente (el volumen apropiado debera ser la mitad de

la capacidad del bal6n), el cual sujetar a un soporte universal.
)
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- Previamente construir un cartucho de papel filtro. Una vez construido el cartucho
pesarlo y registrar el dato.

- Pesar 25 gramos de muestra (uva silvestre).

S \
S

FUENTE PROPIA.
Fotografia 7. Pesado de la muestra.

- Encima de este bal6n se instala el cuerpo extractor (corneta) en donde va el cartucho
con los 25 g de muestra (uva silvestre). Este cartucho es de papel filtro, sellado con
grapas. Finalmente, por encima del cuerpo extractor va el refrigerante al cual se

conectan dos mangueras, una para la entrada del agua y la otra para su evacuacion.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 8. Cartucho armado.

- Unavez instalado el equipo se procede a la extraccién. Se abre la llave de agua para
gue circule por el refrigerante y a la vez se conecta la manta calentadora para que el
L]
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solvente empiece a evaporarse y por tanto a extraer el principio activo de la muestra.
Cabe recalcar que esta manta calentadora no tiene niveles de temperatura por lo que
nuestro primer objetivo sera encontrar la temperatura adecuada de tal forma que no
se produzca una fuerte explosion del solvente sino Unicamente alcance la
temperatura de ebullicién del mismo para de esta forma provocar la evaporacion de
este, y asi la extraccion.

- Realizar la extraccién continua a una temperatura no mayor a 60°C, hasta observar
una completa extraccion del colorante, es decir que el disolvente que cae del sifén al
balon sea cristalino (cortar la extraccion), aproximadamente de 4 a 5 horas (8

sifonadas).

FUENTE PROPIA.

Fotografia 9. Extraccion del colorante.

- Cuando transcurre el tiempo necesario para alcanzar las 8 sifonadas se apaga el
equipo hasta que este se enfrie, luego se desarmay con ayuda de una pinza se saca
el cartucho del cuerpo extractor, llevar el cartucho con la muestra ya extraida al
secador (estufa).

- El extracto obtenido dejar enfriar a temperatura ambiente protegido de la luz. Una vez
frio colocar en botellas de vidrio lavadas perfectamente, se etiqueté y guard6 en un

lugar oscuro para evitar incidencia de la luz.
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FUENTE PROPIA.

Fotografia 10. Extracto de colorante envasado.

- Serealizo 10 pruebas de extraccion con pesos iguales de muestra, recolectando cada
extracto obtenido en un frasco &mbar.

- Se obtuvo un volumen total de 1110 ml del extracto natural (todo lo recolectado).

Nota: Los diferentes solventes que se utilizaron fueron: alcohol etilico de 96°, alcohol

etilico acidificado (alcohol etilico - Acido Citrico al 0.03%) y agua destilada. (ver Anexo 1)

3.3.5 FASE V: Analisis cualitativo de los extractos obtenidos no concentrados

Consiste en un conjunto de pruebas cualitativas que son sencillas y rapidas. Estas
pruebas permiten detectar y/o identificar la presencia de la molécula de antocianina en

nuestro extracto alcoholico obtenido.

Ha de mencionarse que las reacciones utilizadas son selectivas para las clases o grupos
de compuestos que se investigan; detectando la minima cantidad posible, con el empleo
de un minimo equipo de laboratorio.

A continuacién, detallaremos un conjunto de pruebas o ensayos que empleamos en el

analisis cualitativo del extracto alcohodlico:
| |
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3.3.5.1 Prueba de Shinoda

- Medir 2.0 ml de cada uno de los extractos obtenidos sin concentrar.

- Adicionar una porcion de Mg°® metalico.

- Adicionar 1.0 ml de HCI concentrado.

- Observar coloracion formada y comparar con los colores de la tabla 32.

Identificacion para Flavonoides (20) (ver Anexo 2).

3.3.5.2 Prueba con Zn/HCI

- Medir 2.0 ml de cada uno de los extractos obtenidos sin concentrar.

- Transferirlo a un tubo de ensayo.

- Adicionar una porcion de Zn° metalico.

- Adicionar 1 ml de HCI concentrado.

- Observar coloracion formada y comparar con los colores de la tabla 33.

Identificacion para Flavonoides (20) (ver Anexo 2).

3.3.5.3 Prueba con NaOH 1N

- Tomar 10.0 ml de cada uno de los extractos obtenidos sin concentrar.

- Calentar en bafo de vapor y concentrar hasta 5.0 ml.

- Enun tubo de ensayo colocar 2.5 ml del extracto concentrado.

- Afadir 0.5 ml de NaOH 1N.

- Observar coloracion obtenida y comparar con los colores de la tabla 34.

Identificacion para Flavonoides (20) (ver Anexo 2).

3.3.5.4 Prueba de Identificacion de Antocianinas con un pH Acido

- Medir 1.0 ml de cada uno de los extractos obtenidos sin concentrar.
- Transferir a un tubo de ensayo.
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- Adicionar unas gotas de HCI concentrado hasta llevar a pH acido, utilizando papel
indicador para verificar el pH.
- Observar coloracion obtenida y comparar con los colores de la tabla 35.

Identificacion para Antocianinas (20) (ver Anexo 2).

3.3.5.5 Prueba de Identificacion de Antocianinas con un pH alcalino

- Medir 1.0 ml de cada uno de los extractos obtenidos sin concentrar.

- Transferir a un tubo de ensayo.

- Adicionar unas gotas de NaOH 1N hasta llevar a pH alcalino, utilizando papel
indicador para verificar el pH.

- Observar coloracion obtenida y comparar con los colores de la tabla 35.

Identificacion para Antocianinas (20) (ver Anexo 2).

FUENTE PROPIA.
Fotografia 11. Andlisis cualitativo de antocianinas.

3.3.6 FASE VI: Cuantificacion de antocianinas totales en el extracto obtenidos no

concentrados
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Debido a que el pH es uno de los principales factores que afectan la estabilidad del color
de las antocianinas, la concentracion de estas se determiné por absorbancia usando el
método de pH diferencial.

Este método se basa en que los espectros de UV-visible de las antocianinas varia de
acuerdo al pH del medio, con los cambios de pH se manifiesta un llamativo cambio en la
absorbancia.

Se trabaj6é con el equipo, UV-VIS SPECTROPHOTOMETERS SHIMADZU version,
UVmini-1240.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 12. Espectrofotbmetro UV-Visible.

Método para cuantificar las antocianinas

Soluciones buffer:

- Preparar una solucion de cloruro de potasio (KCl) 0,025 M y ajustar el pH a 1 con
acido clorhidrico concentrado.

- Preparar una solucion de acetato de sodio (CH3COONa) 0,4 M y ajustar el pH a 4,5

con acido clorhidrico concentrado.

Lectura de la absorbancia:

Las mediciones se realizan a las longitudes de onda de 520 nm y 700 nm, para

determinar el contenido de antocianinas totales.
| |
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Buffer pH 1 Extracto Alcohdlico
0 >
Buffer pH 4,5

Homogenizar o mezclar
la muestra a analizar

N

Barrido

ﬁ 520 nm

espectrofotométrico A 700
nm

FUENTE PROPIA.
Diagrama 2. Lectura de absorcién del extracto alcohdlico para el método pH

diferencial.

- Se utiliz6 como blanco alcohol etilico y agua destilada, los mismos solventes con el
gue se realizo la extraccion.

- Se tomaron 5 ml de la solucién extraida y se mezclaron 5 ml de buffer pH 1.

- Como la solucién no se encontraba concentrada, no se realizé diluciones.

- Realizar un barrido espectrofotométrico en un rango de longitud de onda desde 520
hasta 700nm, tener una absorbancia menor a 0.8 UA (Esto para cumplir la Ley de
Beer).

- Asi mismo, se realizdé el mismo procedimiento para la muestra con el buffer de pH
4.5.

- Se toma la lectura de los picos mas altos a pH 1y a pH 4.5, asi como la toma de

lectura a los 700nm.
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FUENTE PROPIA.

Fotografia 13. Lectura de antocianinas en espectrofotbmetro.

3.3.7 FASE VII: Concentracion del extracto seleccionado

Se toma el extracto alcohdlico ya que este presenta una mejor extraccion del colorante,
por tener mayor concentracion de antocianinas presentes. El extracto alcohdlico fue
reducido y llevado a un rotavapor, esto con el fin de precipitar y concentrar el colorante,
obteniendo asi un liquido aceitoso de color rojizo intenso.

Para concentrar 1110 ml de extracto alcohdlico se tuvo que dividir en dos proporciones

iguales de 555 ml, ya que el balon del rotavapor tenia una capacidad de 1000 ml.

- Colocar 555 ml del extracto alcohdlico en el balon del rotavapor (mitad de la
capacidad).

- Llevar al equipo del rotavapor cuidando siempre la exposicion a la luz del medio y
elevadas temperaturas ya que la antocianina es sensible a estos factores.

- Elrotavapor cuenta con una fuente de agua en el que se encuentra el balén junto con
el extracto natural, la concentracion se realiza a una temperatura de 33°C y a 20 rpm,
por un tiempo aproximado de 40 minutos, hasta eliminar la porcion alcohdlica,
reduciendo asi el tiempo de exposicion al calor y evitar la degradacion de la
antocianina. El equipo también cuenta con un motor de succion.

- A medida que va girando y es calentado la solucion extraida, se recolecta el solvente

en otro balén.
' A
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- Quedando en el primer balon 275 ml de extracto natural concentrado (colorante),
reduciendo de tal manera el volumen inicial, ya que en su mayoria contenia solvente
alcohalico.

- Se realizo el mismo procedimiento con la otra mitad de extracto, obteniéndose un
volumen de 272 ml.

- Volumen total de colorante natural concentrado 547 ml.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 12. Rotavapor.

Envasado

Se lo realiz6 con la finalidad de proteger al producto de agentes externos, alteracion y
contaminacion, para ello se procedid a retirar el concentrado del rotavapor y a envasar
en frascos de vidrio color ambar debidamente esterilizado, para luego ser almacenados

en un lugar seco y protegido de la luz.

3.3.7.1 Determinacién de Solidos totales en el extracto concentrado (colorante) de uva

silvestre.

La determinacion de los solidos totales permite estimar los contenidos de materias
disueltas y suspendidas presentes en agua, pero el resultado esta condicionado por la

temBeraturaz la duracion de la desecacion. La determinacion de solidos disueltos totale_s
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mide especificamente el total de residuos solidos filtrables (sales y residuos organicos).
La materia seca que permanece en el alimento posterior a la remocion del agua se

conoce como solidos totales.

Método
Este método se basa en la incineracion de la muestra a una temperatura de 550 °C +
20°C 0 a 900°C % 25°C (rojo sin brillo) (IBNORCA, 2010 NB 317028).

La determinacion de los solidos totales del extracto concentrado se basa en una medicion
cuantitativa de disminucién de peso que experimenta una capsula previamente tarada
tras la evaporacion de una muestra y secado a peso constante a 68°C — 69°C.

e Pesar la caja petri vacia, colocar 20 ml de muestra dentro de esta y pesar
nuevamente.

e Colocar la caja petri con la muestra en una placa calefactora en bafio maria a una
temperatura de 65°C durantel5 a 30 minutos y evaporarla hasta casi sequedad
(consistencia pegajosa entre color caramelo y negro), pero evitando ebullicion y
salpicaduras.

e Quite la capsula del bafio maria, limpie la humedad exterior de la capsula y coloque
en el desecador durante 10 minutos, pesar rapidamente para evitar cambios en el
peso por exposicion al aire y/o degradacion del residuo.

e Registrar los datos.

e Repita el calentamiento por periodos de aproximadamente 30 min, enfrie y pese hasta
obtener masa constante.

e El procedimiento se realizé por cuadruplicado.
El porcentaje de solidos totales se determind de la siguiente manera:

Peso del residuoen g
*

% Solidos Totales = 100

ml de muestra
Ecuacion 10
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FUENTE PROPIA.
Fotografia 15. Determinacion de solidos totales del colorante concentrado.

3.3.8 FASE VIII: Aplicacién del colorante natural (antocianina) en el Yogurt Natural

Se realizaron 4 tratamientos (Tabla 12), los cuales reciben la denominacion: TO, T1, T2

y T3.

Tabla 12. Dosis del colorante de uva silvestre para cada tratamiento.

ml de colorante/100 ml de yogurt natural.

MUESTRAS
DOSIS DE COLORANTE CANTIDAD DE
TRATAMIENTO
% ml YOGURT NATURAL
TO 0% O ml 100 ml
T1 57% 6 mil 100 ml
T2 6,5% 7 ml 100 ml
T3 7.4% 8 ml 100 ml

FUENTE PROPIA.

- En envases de Tecnopor se midieron 100 ml de Yogurt Natural PIL, para cada
tratamiento (TO, T1, T2y T3).
- Seguidamente colocar las dosis del colorante de uva silvestre (Cissus verticillata).

Las dosis aplicadas fueron: 6 ml, 7 ml'y 8 ml.
I ——————————
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- Para medir el efecto del colorante en los diferentes tratamientos se almacenaron las
muestras en refrigeracion (5 °C) por el lapso de 30 dias, en envases tapados.

- En el transcurso de los 30 dias se tomaron datos semanales correspondientes a: pH,
Acidez y Grados Brix.

Antes de determinar las dosis indicadas anteriormente en el yogurt se procedi6 a realizar
pruebas preliminares, para el uso del colorante, mediante las pruebas se determin6 que
las dosis de: 0.5, 1, 1.5, 2, 3y 4 ml de colorante/100 ml de Yogurt Natural no dan el
resultado esperado, ya que al ser aplicadas su coloracion no es significativa, por lo que,
para el ensayo en si, se optd por elevar las dosis de colorante en 6, 7 y 8 ml de

colorante/100 ml de Yogurt Natural.

3.3.8.1 Factores de estudio

En la “Extraccion de antocianinas a partir de la uva silvestre (Cissus verticillata) para su
aplicacion como colorante natural en derivados lacteos (yogurt)”. Se detallan los factores

de estudio en la Tabla 13.

Tabla 13. Factores de estudio.

DOSIS DE VARIABLES A EVALUAR
TRATAMIENTOS
COLORANTE EN EL YOGURT

TO Oml
- pH

T1 6 ml _
- Acidez

T2 7 ml _
- Grados Brix

T3 8 ml

FUENTE PROPIA.

3.3.8.2 Variables a evaluar
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3.3.8.2.1 Variables Cuantitativas

Determinacion del pH en el yogurt

- Se realizo la calibracion del pH-metro PCST 35, con soluciones tampon de pH 4 y 10.

- Colocar 9 ml de muestra (yogurt con adicién del colorante obtenido) en un vaso
precipitado de 50 ml, seguidamente adicionar agua destilada para que el yogurt tenga
una consistencia mas liquida.

- Lavar el electrodo del pH-metro con agua destilada, introducir el electrodo dentro del
vaso de precipitado que contienen la muestra y realizar la lectura.

- Serealizé la lectura del pH por triplicado para cada tratamiento (una vez a la semana

en el transcurso de 30 dias).

- Determinacion de la Acidez Titulable en el yogurt

Estandarizacion del NaOH
Al ser el hidroxido de sodio un patrén primario, esta disolucion solo sera
aproximadamente 0,1 N, por lo que es necesario estandarizarla para conocer

exactamente su concentracion.

- Pesar en un vaso precipitado 2 gramos de hidréxido de sodio disolver en agua
destilada con ayuda de una varilla colocarlo en un matraz aforado de 500 ml,
completar el volumen del aforo.

- Tomamos una bureta y la llenamos con 50 ml de la solucién de NaOH, sujetando la
bureta a un soporte universal.

- Pesar 0,8160 gramos de biftalato 4cido de potasio, vaciarlo a un matraz erlenmeyer
y disolver con agua destilada con ayuda de un agitador colocar 3 gotas de
fenolftaleina como indicador.

- Dejamos salir poco a poco la solucion de NaOH desde la bureta hasta que la mezcla

se torne de color fucsia o rosado (equilibrio); registrar el volumen gastado de NaOH.
|
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- Este procedimiento se realizo por triplicado para conocer la concentracion exacta del

hidréxido de sodio.

Acidez titulable en el yogurt
La acidez del yogurt debe expresarse en porcentaje de acido lactico o grados Dornic
(°D).

- Tomar 9 ml de muestra (yogurt con adicion del colorante obtenido) en un matraz
erlenmeyer y mezclar con 9 ml de agua destilada para que el yogurt tenga una
consistencia mas liquida, seguidamente colocar 3 gotas de fenolftaleina.

- Gota a gota se procedid a titular con la solucion de hidroxido de sodio 0,1 N ya
estandarizada, agitando constantemente.

- Titular hasta obtener una coloracion rosada.

- Leer en la bureta la cantidad de hidroxido de sodio gastado y registrar los datos.

- Se realizo la titulaciéon por triplicado para cada tratamiento (una vez a la semana en

el transcurso de 30 dias).

FUENTE PROPIA.

Fotografia 16. Medicion de acidez en yogurt.
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- Determinacion de los Grados Brix en el yogurt
Para la determinacion de los grados Brix se utiliza un Refractdmetro manual con escala
de 0-50.

- Se calibro el refractometro con agua destilada limpiar y secar.

- Se deposito una o dos gotas de muestra (yogurt con adicion del colorante obtenido)
sobre el prisma principal, cerrar dejando la muestra entre los dos prismas.

- Seguidamente se precedi6 a hacer la lectura, se utilizé agua destilada para limpiar el
prisma.

- Este procedimiento se lo realizo por triplicado para cada tratamiento (una vez a la

semana en el transcurso de 30 dias).

FUENTE PROPIA.

Fotografia 17. Refractdmetro manual.

3.3.9 FASE IX: Andlisis y comparacion con muestras referentes de un colorante

natural comercial y otro artificial

El trabajo se desarrollé segun procedimiento del andlisis para el yogurt con adicion de

colorante natural extraido de uva silvestre (Cissus verticillata).

Muestras:
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Tabla 14. Muestras para analisis y comparacion frente al colorante natural obtenido.
MUESTRAS PARA ANALISIS Y COMPARACION
COLORANTE NATURAL | COLORANTE ARTIFICIAL

Carmin de Cochinilla* Rojo allura (Azoico)**

FUENTE PROPIA.

* Yogurt de frutilla con adicién de colorante natural carmin de cochinilla, distribuido por:
PIL ANDINA S.A.

** Colorante sintético distribuido por: ELY-MAR producto peruano.

e En un vaso Tecnopor tomar 100 ml de yogurt con colorante carmin de cochinilla
(yogurt de frutilla PIL), seguidamente en otro vaso tomar 100 ml de yogurt con
colorante artificial (Rojo allura).

e Las muestras de igual manera fueron almacenaron a 5 °C por el lapso de 30 dias, en
envases tapados.

e En el transcurso de los 30 dias se tomaron datos semanales correspondientes a: pH,
Acidez y Grados Brix (procedimiento ya mencionado anteriormente).

e Los resultados fueron comparados con el yogurt que contiene distintas dosis de

colorante natural extraido de uva silvestre.

3.3.9.1 Consideracion y andlisis de todas las muestras

Tabla 15. Analisis de todas las muestras almacenados en refrigeracion (5 °C).
ANALISIS DE TODAS LAS MUESTRAS ALMACENADOS EN REFRIGERACION
(5°C)

Muestras Tratamiento | Cantidad de muestras

Yogurt natural* TO 4

Yogurt con adicion de colorante natural de T1 15
uva silvestre** T2
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T3
Yogurt con adiciébn de colorante natural
o TCN 4
(Carmin de cochinilla) ***
Yogurt con adicion de colorante artificial
. TCA 4
(rojo allura) ****
TOTAL, DE MUESTRAS 24

FUENTE PROPIA.

*Yogurt natural, distribuido por: PIL ANDINA S.A.

**Colorante obtenido de uva silvestre, procedente de: Municipio de Achocalla.

***Yogurt de frutilla con adicion de colorante natural carmin de cochinilla, distribuido por:
PIL ANDINA.

****Colorante sintético rojo allura distribuido por: ELY-MAR producto peruano.

3.3.10 FASE X: Pruebas Microbioldgicas en el yogurt.

Todas las pruebas de las caracteristicas microbioldgicas del yogurt, exigidas por
IBNORCA, se realizaron en el Laboratorio de la Carrera de Quimica Industrial de la

Universidad Mayor de San Andrés. Las pruebas se realizaron en las muestras.

3.3.10.1 Recuento de Escherichia coli, Coliformes totales, Mohos y Levaduras

La determinacion de Coliformes totales; fecales y Escherichia coli se ha realizado por la
técnica de NMP (Numero Mas Probable). El método se basa en la propiedad, que tienen
los microorganismos denominados coliformes, de fermentar la lactosa con produccion de
acido y gas a una temperatura entre 35°C +/- 2°C e incubados durante un periodo
comprendido entre 24h a 48h (IBNORCA, 2002 NB32005). En la determinacion de
Mohos y Levaduras el método se basa en la siembra de una suspension obtenida de una
muestra con el diluyente y sus diluciones decimales, en un medio de cultivo selectivo,
incubados a una temperatura de 22°C durante 72 horas (IBNORCA, 2003 NB-32006).
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- Se preparo los medios de cultivo Bilis rojo verde brillante, MacConkey y PDA (Papa
Dextrosa Agar) para Escherichia coli, Coliformes totales, Mohos y Levaduras
respectivamente.

- Elagar se llevé durante 20 minutos a la autoclave, cajas petri y el diluyente (peptona)
preparado en un matraz erlenmeyer, todos previamente acondicionados.

- Se preparo 5 tubos de ensayo con peptona y se acondicionaran para llevarlos a la
autoclave, para su posterior esterilizacion.

- Seadiciono 25 ml de muestra (yogurt con adicion del colorante obtenido) en el matraz
erlenmeyer que contiene peptona y se agité hasta producir una mezcla homogénea.

- Setomaron 1 ml de la mezclay se deposité en la caja petri, seguidamente se adiciono
20 ml de Bilis rojo verde brillante (para coliformes totales), MacConkey (para
coliformes totales) y agar PDA (para mohos y levaduras) en condiciones inocuas (bajo
la flama de un mechero).

- Se tomaron de igual manera 1 ml de la mezcla y se depositaron en el primer tubo de
ensayo que contiene peptona, se agito y se tomo 1 ml del primer tubo de ensayo para
sembrar en una caja petri.

- El procedimiento anterior se las realizo consecutivamente en los cinco tubos de
ensayo y cinco cajas petri.

- Una vez realizada la siembra esperar por lo menos 1 minuto a que se solidifique el
gel y proceder a la incubacion.

- Para Escherichia coli incubar por 48 horas (+/- 2 horas) a 35°C (+/- 1°C), para
Coliformes incubar la caja cara arriba por 24 horas (+/- 2 horas) a 35°C (+/- 2°C) (164).

- Para Levaduras y Mohos incubar la caja cara arriba por 3 a 4 dias entre 21°Cy 25°C
(133).

- El analisis microbiologico se realizé por duplicado para cada tratamiento.

- Ver Guia de Interpretacion para el recuento de Escherichia coli, Coliformes Totales,

Mohos y Levaduras.

Nota: No se encontrd ninguna Especificacion Microbiolégica Nacional e Internacional
para este tipo de Microorganismos en colorantes.
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FUENTE PROPIA.

Fotografia 18. Recuento de Escherichia coli, Coliformes totales, Mohos y Levaduras.

3.3.11 FASE XI: Anédlisis sensorial

Se realizaron las pruebas sensoriales en los distintos tratamientos con denominacion T1,
T2 y T3, para asi compararlo frente a un yogurt comercial de frutilla y un yogurt con

colorante artificial que también fueron sometidos a esta prueba sensorial.

- Se tomaron 250 ml de: muestras de yogurt con el colorante obtenido de uva silvestre
(Tratamientos con denominacion T1, T2 y T3), yogurt comercial de frutilla y yogurt
con colorante artificial en envases tapados cada uno.

- Las muestras fueron almacenadas a 5°C por el lapso de 30 dias.

- Para realizar el analisis sensorial se procedio a medir 25 ml de yogurt de las cinco
muestras en pequefos vasitos, se reunio a un panel de 10 degustadores.

- Seguidamente se procedié a registrar la informacién de las variables cualitativas
mediante hojas de degustacion disefiadas con todas las normas de un andlisis
sensorial para yogurt.

- Lavariable cualitativa fue medida al dia 1 y al dia 30 de la implementacion del ensayo.

Este analisis y comparacion fue efectuada para comparar la tonalidad de color entre los

diferentes tratamientos con denominacion T1, T2, T3, TCNy TCA.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS Y RESULTADOS

En el estudio de la “Extraccion de antocianinas a partir de la uva silvestre (Cissus
verticillata) para su aplicacién como colorante natural en derivados lacteos (yogurt)” se

obtuvo los siguientes andlisis y resultados.

4.1 ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA UVA SILVESTRE

4.1.1 Evaluacién organoléptica

El analisis organoléptico o evaluacion sensorial, se realizé a través de los sentidos de la

vista, olfato y gusto, considerando los caracteres de aspecto, olor, sabor y color de la uva

silvestre (Cissus verticillata).

Bayas de
Uva silvestre

2%

e Nombre: Uva silvestre.

e Familia: Vitaceae.

e Nombre cientifico: Cissus Verticillata.
e Forma: Esférico u ovoide.

e Color: negro brillante.

e Olor: Caracteristico.

e Sabor: Ligeramente acido.

e Aroma: Intenso.
) B
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4.1.2 Andlisis quimico

Para el andlisis bromatoldgico nos basamos en los métodos establecidos por el Manual
de Laboratorio de Analisis de Alimentos.

Tabla 16. Resultados del analisis bromatologico de la uva silvestre (Cissus verticillata).

5 RESULTADOS
EXPRESION % (xxa)g CV %
0
Humedad 86 0,86 + 0,02 1,20
Cenizas 2,8 0,028 £ 0,004 | 8,36
Materia Organica 11,2 0,112 + 0,01 8,41

FUENTE PROPIA.

Para una mejor visualizacion a continuacion se muestra la grafica de resultados.

Gréfica 1. Resultado del andlisis bromatoldgico de la uva silvestre (Cissus verticillata).
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FUENTE PROPIA.

La baya de uva silvestre (Cissus verticillata) es un fruto que presenta alto contenido de

humedad con un 86%, esto se debe a que del 80 % hasta el 90 % de la composicion de
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las frutas es agua, debido a este alto porcentaje de agua y a los aromas de su
composicion, la fruta es muy refrescante.
Con el residuo inorganico o cenizas se determind la presencia de elementos minerales

mediante analisis cualitativo.
v' Determinacion de hierro.

Medio
acido
Fet® + 3HC| — FeClz + 3H*
FeClz + KSCN — [Fe (SCN)]*? + K*' + 3CI

Solucién rojo intenso
v' Determinacion de calcio.

Ca*?> + (NH4)2CO3 —» CaCO3l 4+, 2NH4*

CaCOal +2NHOs ———» Ca* + COzT + 2NOs + H20
pH =7-8

Ca*? + (NH4).C204 —— 8 » CaCzO4l + 2NH4*

Precipitado blanco

4.2 IDENTIFICACION DE ANTOCIANINAS EN LOS EXTRACTO NO
CONCENTRADOS DE UVA SILVESTRE

Tabla 17. Prueba shinoda de identificacion para Flavonoides.

IMAGEN METODO DE | COLORACION
MUESTRA | SOLVENTE | PRUEBA ;
(Anexo 14) ANALISIS OBTENIDA
Uva Alcohol o _
_ _ _ Cualitativo Rojo
silvestre etilico shinoda
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Alcohol
) Uva . _
Fotografia _ etilico Rojo
silvestre o
42 acidificado
Uva Agua )
| | Rojo
silvestre destilada

FUENTE PROPIA.

En esta prueba se obtuvieron coloraciones rojas que indican la presencia de flavononoles
y coloraciones anaranjadas como resultado de la combinacién de colores amarillo y rojo
debido a la interferencia de pigmentacion, determinandose de esta manera la presencia
de flavonas y flavonoles, ya que dicha coloracion esta presente en la Tabla 32

Identificacion para Flavonoides.

Tabla 18. Prueba con Zn/HCI para identificacion de Flavonoides.

IMAGEN METODO DE | COLORACION
MUESTRA | SOLVENTE | PRUEBA )
(Anexo 14) ANALISIS OBTENIDA
Uva Alcohol _
. . Rojo
silvestre etilico
Alcohol
Fotografia Uva » o )
_ etilico Zn/HCI Cuallitativo Rojo
43 silvestre o
acidificado
Uva Agua )
_ i Rojo
silvestre destilada

FUENTE PROPIA.

En esta prueba se obtuvieron coloraciones rojas que indican la presencia de

flavononoles, segun la Tabla 33 Identificacion para Flavonoides.
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Tabla 19. Prueba con Hidréxido de Sodio 1N para identificacion de Flavonoides.

IMAGEN METODO DE | COLORACION
MUESTRA | SOLVENTE | PRUEBA ]
(Anexo 14) ANALISIS OBTENIDA
Uva )
_ Alcohol etilico Verde
silvestre
Fotografia Uva Alcohol etilico o
) o NaOH 1IN | Cualitativo Verde Azulado
44 silvestre acidificado
Uva Agua Amarillo
silvestre destilada verdoso

FUENTE PROPIA.

En esta prueba se obtuvieron coloraciones de diferentes tonalidades de verde como
resultado de la combinacién de colores amarillo y azul, debido a la interferencia de
pigmentacién, lo cual confirma la presencia de flavonas, flavonoles y antocianinas de
acuerdo a la Tabla 34 Identificacion para Flavonoides. Las coloraciones amarillas en los
extractos de uva silvestre en agua destilada por método Soxhlet indica la presencia de
flavonas y flavonoles, pero a la vez indica la poca extraccion de estos colorantes con

este solvente, ya que también se ha podido comprobar la presencia de antocianinas.

Tabla 20. Prueba a un pH &cido para identificacion de Antocianinas.

IMAGEN METODO DE | COLORACION
MUESTRA | SOLVENTE | PRUEBA )
(Anexo 14) ANALISIS OBTENIDA
Uva sy -
' Alcohol etilico Rojo
silvestre
Fotografia Uva Alcohol etilico . o _
] o pH Acido Cualitativo Rojo
45 silvestre acidificado
Uva Agua _
. . Rojo
silvestre destilada

FUENTE PROPIA.
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En esta prueba se obtuvieron coloraciones rojas que indican la presencia de
antocianinas, ya que dicha coloracion nos muestra la Tabla 35 Identificacion para

Antocianinas.

Tabla 21. Prueba a un pH alcalino para identificacion de Antocianinas.

IMAGEN METODO DE | COLORACION
MUESTRA | SOLVENTE | PRUEBA .
(Anexo 14) ANALISIS OBTENIDA
Uva Alcohol
_ » Verde
silvestre etilico
Alcohol
Fotografia Uva . pH o
. etilico . Cualitativo Verde azulado
46 silvestre o Alcalino
acidificado
Uva Agua
) _ Verde
silvestre destilada

FUENTE PROPIA.

En esta prueba se obtuvieron coloraciones verdes y verdes azuladas que indican la
presencia de antocianinas, ya que dicha coloracién se encuentra en la Tabla 35

Identificacion para Antocianina.

4.3 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS EN LOS EXTRACTOS NO
CONCENTRADO DE UVA SILVESTRE

El espectro es como la huella dactilar del compuesto estudiado y, con ello, nos
aseguramos de medir en el rango de longitud de onda correcto. De forma que los
espectros de absorcion para los extractos alcohdlicos de la uva silvestre son los

mostrados en los siguientes resultados.
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La presencia de la antocianina mas representativa en nuestro estudio es la cianidina-3-

glucosido debido a que los picos que se reflejaban. Para el célculo se utilizaron los

siguientes datos:

PM: cianidina-3-glucosido: 449,2 g/mol.

FD: Factores de Diluciéon: 1000.

€: absortividad molar de la cianidina-3-glucosido: 26900 L mol -t cm —.

« Disolvente: Alcohol Etilico.

Tabla 22. Lectura de la absorbancia a distintas longitudes de onda en el extracto no

concentrado a pH1 y pH4,5. Disolvente alcohol etilico.

pH1 pH 4,5
A A520nm 0,6524 0,156
A A700nm 0,002 0,001

FUENTE PROPIA.

A = (Amax vis — A700nm)pH1 — (Amax vis — A700nm)pH4,5
A =(0,6524 — 0,002)pH1 — (0,156 — 0,001)pH4,5
A = 0,4954

Remplazando:

Colorante Antocianinas (

Colorante Antocianinas (— =

L

mg

L

)_A*PM*FD*IOOO
- (e*1)

mg) _ 0,4954 * 449,2 g/mol * 50 * 1000

(26900 L/mol * cm * 1 cm)

m
Colorante Antocianina = 413, 6314Tg, cianidina — 3 — glucosido
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% Disolvente: Alcohol Etilico Acidificado.

Tabla 23. Lectura de la absorbancia a distintas longitudes de onda en el extracto no
concentrado a pH1 y pH4,5. Disolvente alcohol etilico acidificado.

pH 1 pH 4,5
A A520nm 0,5109 0,211
A A700nm 0,007 0,018

FUENTE PROPIA.

A =(0,5109 — 0,007)pH1 — (0,211 — 0,018)pH4,5
A =0,3109

Remplazando:

o mgy A xPMx*FD*1000
Colorante Antocianinas (T) = T D)

Colorante Antocianinas (T ~ (26900 L/mol * cm * 1 cm)

m
Colorante Antocianina = 259,5842 Tg cianidina — 3 — glucosido

% Disolvente: Agua destilada.

Tabla 24. Lectura de la absorbancia a distintas longitudes de onda en el extracto no

concentrado a pH1 y pH4,5. Disolvente agua destilada.

pH1 pH 4,5
A A520nm 0,4982 0,299
A A700nm 0,005 0,021

FUENTE PROPIA.
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A = (0,4982 — 0,005)pH1 — (0,299 — 0,021)pH4,5

A =0,2152
Remplazando:
.. mg A+ PM * FD % 1000
Colorante Antocianinas (—) =
L (1)

mg) _ 0,2152 * 449,2 g/mol * 50 * 1000

Colorante Antocianinas (T ~ (26900 L/mol * cm * 1 cm)

m
Colorante Antocianina = 179, 68Tg, cianidina — 3 — glucosido

Utilizando el método del pH diferencial se pudo realizar los célculos para determinar la
concentracién de antocianina (mg/L) en la uva silvestre (Cissus verticillata).
En la Tabla 25, observamos las concentraciones de antocianinas por cada 250 gramos

de muestra en distintos solventes.

Tabla 25. Resultados de las concentraciones de antocianinas (mg/L) en el extracto

liquido de uva silvestre a partir de 250 gramos.

METODO DE
MUESTRA SOLVENTE , (x £ a) mg/L CV %
ANALISIS
Uva silvestre | Alcohol etilico 413,6314 + 0,0258 | 0,37
_ Alcohol etilico
Uva silvestre o Espectrofotometro | 259,5842 + 0,0102 | 0,05
acidificado
Uva silvestre | Agua destilada 179,68 £ 0,0972 2,35

FUENTE PROPIA.

| |
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Gréfica 3. Comparacién de la cantidad de Antocianinas mg/L en el extracto liquido con

diferentes solventes.
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FUENTE PROPIA.

La cantidad de antocianinas esta entre 20-1000 mg/100g de fruta fresca segun (Fuleki,
1968), lo que se observa es una cantidad aceptable en la concentracion de antocianinas
extraidas con solvente alcohol etilico, en comparacién a la extraccion con los solventes
de alcohol etilico acidificado y agua destilada los resultados de concentracion son
minimos. En general la baja concentracion se debe al mal cuidado de las bayas y a la
mala manipulacién durante y después de la cosecha ya que los proveedores los dejan
expuestas al sol.

Por lo que para nuestro estudio tomaremos el extracto con mayor concentracion:
413,6314 mg/L.

4.4 EXTRACCION DEL COLORANTE (ANTOCIANINA)

En este estudio se realizaron diez extracciones de uva silvestre, obteniendo las
siguientes caracteristicas:
| |
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EXTRACCION DE UVA SILVESTRE

Volumen Volumen Cantidad
Cantidad | Cantidad | Tiempo | Temperatura de total de total de
# de de de de extracto extracto solvente
muestra | solvente | extraccion | extraccién* | alcohdlico | concentrado | recupera
obtenido | (colorante) do
1 25¢ 125ml | 5horas | 35-40°C 112 ml
2 25¢ 125ml | 5horas | 35-40°C 100 mi
3 259 125ml | 5horas | 35-40°C 118 ml
4 259 125ml | 5horas | 35-40°C 115 ml
5 25¢ 125ml | 5horas | 35-40°C 110 mi
6 259 125ml | 5horas | 35-40°C 98 ml >arml 263 ml
7 259 125ml | 5horas | 35-40°C 115 ml
8 25¢ 125ml | 5horas | 35-40°C 115 ml
9 259 125ml | 5horas | 35-40°C 112 mi
10 259 125ml | 5horas | 35-40°C 115 ml
TOTAL | 250g | 1250 ml - - 1110 ml 547 ml 563 ml

FUENTE PROPIA.

* Esta temperatura fue tomada con la ayuda de un termometro ya que el equipo no consta

con medidor de temperatura. Para nuestro estudio especifico todas las extracciones se

realizaron a un nivel maximo de 35 - 40 °C.

4.4.1 Determinacién del rendimiento del colorante extraido

Se utilizé como equipo el extractor Soxhlet, para una extraccion continua solido-liquido,

utilizando como solvente alcohol etilico, ya que este solvente fue el que extrajo mayor

contenido de antocianinas.

Para conocer la cantidad de colorante extraido (antocianina) en el trabajo desarrollado

se determinoé el rendimiento practico y tedrico, esto para la comparacion de resultados.
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4.4.1.1 Rendimiento préactico

En nuestro trabajo se realizaron 10 extracciones y en cada una de ellas se utilizaron 25
g de muestra con 125 ml de solvente. Para realizar este calculo debemos considerar que
a partir de 250 g de muestra de uva silvestre se necesitdé 1250 ml de solvente, y a partir
de este se obtuvieron 547 ml de colorante concentrado de uva silvestre. El rendimiento

practico en la extraccion es:

) m colorante
% Colorante extraido = —— % 100
m muestra

Ecuacion 10

Ddnde:
m colorante concentrado = 118,5g
m muestra = 250 g.

118,5 100
*
0

% Colorante extraido =

% Colorante extraido = 47,4

4.4.1.2 Rendimiento te6rico

Datos a considerar:

El extracto natural es la mezcla del disolvente mas el soluto (colorante) que es 1110 ml,
y se utilizé 1250 ml de solvente, aca se observa una diferencia de volimenes, donde el
faltante se encuentra en el refinado es decir en el cartucho. El refinado es la sumatoria
del Inerte (residuo de la muestra) mas el disolvente y soluto retenido en el cartucho, esto

en minima cantidad.
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Para una mejor interpretacion se tiene las siguientes ecuaciones:

E=D+S=1110 ml

D = 1250 ml
| =218,48 g
R=1+(D+S)r
Donde:
E = Extracto.

D = Disolvente.

S = Soluto.
R = Refinado.
| = Inerte.

(D+S) r = Disolvente y soluto retenido.

Para el célculo del rendimiento tedrico empleamos el diagrama rectangular.

UVA SILVESTRE

F = 0,25 Kgh i

Ms=2% A Xn

(D =78 %

(xf)i=0 D = 0,2004 Kg/h
E1 (y0)0 = 100%
y1=0,29 (o) =0

Diagrama 3. Contacto mdltiple en contracorriente.
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» Primera etapa.

Para la alimentacion “F”:

I 0,25 % 0,78
“D+S 0+ (0,25*0,22)
_ S _ (0,25 % 0,22) _ 1

D+S 0+ (0,25%0,22)

NF = 3,54

XF

Para la mezcla “M1”:

I (0,25 % 0,78)
“DT+S _ 0,2004 + (0,25 = 0,22)
S (0,25 * 0,22)

" DT+S _ 0,2004 + (0,25 * 0,22)

NM

=0,76

XM

= 0,22

De la gréfica se tiene los siguientes datos:
El: Y1=0,29
R1: X1=0,29, N1=1,5

Calculando “R1”:
= [+(1+N)
N
Ecuacion 13
~(025%0,78) x (1 +1,5)
1,5

R1 0,32

Calculando “E1”:
F+D=E+R=M
Ecuacion 14
El1=F+D-R=0,25+0,2004 — 0,32
E1=0,1304
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Disolucion retenida:
Dr=(R1—-1)*(1—-X1)
Ecuacion 15
Dr1 = (0,32 — (0,25 % 0,78)) = (1 — 0,29) = 0,0888

» Segunda etapa.

Para la mezcla “M2”:

(0,25 % 0,78)
NM2 = = = 0,64
DT+S 0,2004 + 0,0888 + ((0,25 * 0,22) — (0,1304 x 0,29))
(0,25 % 0,22) — (0,1304 x 0,29)
XM2 = = 0,06

DT+S _ 0,2004 + 0,0888 + ((0,25 * 0,22) — (0,1304 * 0,29))

De la grafica se tiene los siguientes datos:
E2: Y2=0,13
R2: X2=0,13, N2=1,7

Calculando “R2”:
5= (0,25%0,78)* (1 + 1,7) _

0,30
1,7 ’

Calculando “E2”:

E2=0,32 + 0,2004 - 0,30 = 0,2204

Disolucién retenida:
Dr2 = (0,30 — (0,25 % 0,78)) * (1 — 0,13) = 0,0914
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Célculo de las coordenadas del polo:
F—E1=Rn—-D =POLO

Ecuacion 16
En funcién al soluto:
P(XP)S = F(XF)S — E1(Y1)S
Ecuacion 17
F(XF)S — E1(Y1)S 0,25 %0,22) — (0,1304 = 0,29
xp)s < FXBS —E1YDS _ (€ )~ ( ) _ o 14
P (0,25 —-10,1304)
En funcién al disolvente:
P(XP)D = Rn(Xn)D — D(YD)D
Ecuacion 18
Rn(Xn)D — D(YD)D ((0,30 % 0,13) — (0,2004 = 1))
XP)D = = =-1.62
(XP) P (0,30 —0,2004) ,6
Para él rendimiento del colorante natural extraido se tiene:
Extracto total:
ET =E1+ E2
Ecuacion 19
ET =0,1304 + 0,2204 = 0,3508
Composicion global:
_Elxyl+EZ2xy2
B E1 + E2
Ecuacion 20

. (0,1304 % 0,29) + (0,2204 % 0,13) _ 01
- 0,3508 o
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El rendimiento tedrico de colorante natural extraido es:

ET*YT

TrXF * 100

% Colorante extraido =

(0,3508  0,1)
*
(0,25 % 0,22)

% Colorante extraido = 100

% Colorante extraido = 63,78

La siguiente representacion gréafica del diagrama rectangular indica el camino a seguir
en la determinacion del nimero de etapas tedricas en contracorriente para la operacion

solido-liquido.
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I SOLIDO-LIQUIDO

D+5

4,00

3,00
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0,50

0,00 H

P

FUENTE PROPIA.

Diagrama 4. Representacion grafica en diagrama rectangular solido-liquido.
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El trabajo desarrollado mediante la técnica de extraccion solido-liquido se obtuvo un
rendimiento practico de 47,4% y un rendimiento teérico de 63,78% de colorante natural
extraido de uva silvestre (Cissus verticillata), también se obtuvo el nUmero de etapas
tedricas igual a 3. La diferencia entre rendimiento tedrico y practico se debe a factores
que son propios en el trabajo experimental como ser: fallas y desgaste en equipos-

materiales, rendimiento en materia prima y variables del proceso.

Tabla 26. Comparacion de resultados de rendimiento préactico y tedrico.
EXTRACCION SOLIDO - LIQUIDO
UVA SILVESTRE
Rendimiento practico | Rendimiento tedrico
47,4% 63,78%
FUENTE PROPIA.

4.5 ANALISIS Y COMPARACION DEL COLORANTE OBTENIDO APLICADO AL
YOGURT NATURAL CON MUESTRAS REFERENTES A UN COLORANTE
COMERCIAL Y OTRO ARTIFICIAL

4.5.1 Determinacion de pH en el yogurt

Tabla 27. Resultados de la variacién de pH en él yogurt en los distintos tratamientos,

durante el almacenamiento a 5 °C.

METODO DE : GRADO DE ’
TRATAMIENTO ) (x = a) ’ CONCLUSION
ANALISIS ACEPTACION
TO 461 +0,02 NC
Maximo
T1 46 +0,01 C
4.6
T2 46+0,01 C
pH

T3 46+0,01 C
IBNORCA

TCN 46+0,01 C
NB-33016

TCA 44+0,2 NC

[
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FUENTE PROPIA.

C = Cumple.
NC = No cumple.

Gréfica 4. Comparacion de valores de pH en el yogurt de los distintos tratamientos.

4,65
4,61 4,6 4.6 4.6 46
4,6
4,55
4,5
L 4,45
o 4.4
4,4
4,35 ‘
4,3 ‘
4,25
TO T1 T2 T3 TCN TCA
Tratamientos

TO | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 0%

T1 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 5,7%

T2 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 6,5%

T3 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 7,4%

TCN | Yogur coloreado con colorante natural (Carmin de cochinilla)

TCA | Yogur coloreado con colorante artificial (rojo allura)
FUENTE PROPIA.
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La Norma Boliviana NB-33016, elaborada por IBNORCA, sefiala que el yogurt de calidad
intachable, debera presentar un pH de 4.6.

En la Gréfica 4, se puede apreciar la diferencia entre los valores de pH en el yogurt, el
tratamiento TO presenta un pH de 4,61 indicando que estad por encima de la norma
establecida por IBNORCA, el tratamiento TCA se encuentra por debajo de lo establecido
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por esta norma con un pH de 4,4, los restantes tratamientos T1, T2, T3 y TCN fueron los

gue obtuvieron un pH de 4,6 sefialando que el yogurt es de calidad.

De manera general revelan que el pH tiende a decrecer durante el almacenamiento. La
disminucién en el pH se debe a que las bacterias acido lacticas continlan su actividad
metabodlica, a pesar de que la temperatura de almacenamiento es baja (< 5°C)
produciendo &cido lactico, lo que provoca que el medio se acidifique y baje el pH.

4.5.2 Determinacion de Acidez Titulable en el yogurt

Para realizar los calculos del porcentaje de acido lactico inicialmente debemos

estandarizar la solucién de hidroxido de sodio.
» Preparacioén de NaOH 0.1N.

0,1 eq — g NaOH 1 mol NaOH 40 g NaOH
k *
1L leq—gNaOH 1 mol NaOH

05L = = 2 g NaOH

Reaccion del biftalato acido de potasio (KHP) y el hidroxido de sodio (NaOH):
KHCgH4O4 + NaOH ——» KNaCgH4O04 + H20
» Concentracion real de NaOH 0,1N:

0,004 Eq —gNaOH 1000 ml
= *
38,67 ml 1L

= 0,1034 N NaOH
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Tabla 28. Resultados de la variacion del porcentaje de acidez titulable en él yogurt en

los distintos tratamientos, durante el almacenamiento a 5 °C.

TRATAMIENTO MET(,)DO P (X £ ) GRADO DI,E CONCLUSION
ANALISIS ACEPTACION
TO 0,79 £ 0,01 Minimo C
T1 0,81 + 0,02 0,5 % C
T2 ACIDEZ |0,84 0,01 Mé&ximo C
T3 TITULABLE |0,84+0,01 1,5 % C
TCN 0,85+ 0,01 | IBNORCA C
TCA 1,2 +0,14 NB-33016 C

FUENTE PROPIA.

C = Cumple.
NC = No cumple.

Gréfica 5. Comparacién de valores del porcentaje de acidez titulable en el yogurt de los

distintos tratamientos.
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TO | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 0%

T1 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 5,7%

T2 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 6,5%

T3 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 7,4%

TCN | Yogur coloreado con colorante natural (Carmin de cochinilla)

TCA | Yogur coloreado con colorante artificial (rojo allura)
FUENTE PROPIA.

e

La acidez de un yogurt debe oscilar entre 0,5 a 1,5 porciento de &cido l4ctico, esto
establecido por la norma NB-33016 del Instituto Boliviano de Normas de Calidad para la
elaboracion de un yogurt de calidad.

La Grafica 5, nos indica que los tratamientos TO, T1, T2, T3, TCN y TCA son
considerados aceptables ya que se hallan dentro del rango establecido por la norma
IBNORCA. La produccion de acido lactico es importante para obtener un yogurt de alta
calidad, con sabor propio, cuerpo y textura. El yogurt a un inicio no se encuentra tan
acido como al final del periodo de almacenamiento, sin embargo, conforme transcurrio el

tiempo los sistemas se van acidificando méas.

4.5.3 Determinacion de los grados brix (°Brix) en el yogurt

Tabla 29. Resultados de la variacion de los grados brix (° Brix) en él yogurt en los

distintos tratamientos, durante el almacenamiento a 5 °C.

METODO DE GRADO DE ’
TRATAMIENTO ] (X + ) i CONCLUSION
ANALISIS ACEPTACION
T0 8,2+0,1 Minimo C
T1 8,2+0,1 8,2 C
T2 REFRACTOMETRO | 8,2+0,1 C
T3 8,2+0,1 IBNORCA C
TCN 8,21 + 0,02 NB-33016 NC
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TCA 8,9 + 0,06 NC
FUENTE PROPIA.

C = Cumple.
NC = No cumple.

Gréafica 6. Comparacion de valores de los grados brix (° Brix) en el yogurt de los

distintos tratamientos.
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Tratamientos

TO | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 0%

T1 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 5,7%

T2 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 6,5%

T3 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 7,4%

TCN | Yogur coloreado con colorante natural (Carmin de cochinilla)

e

TCA | Yogur coloreado con colorante artificial (rojo allura)
FUENTE PROPIA.

IBNORCA establece rangos de 8.2 % como minimo de grados brix (°Brix) para que el

yogurt sea de buena calidad.
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En la Grafica 6, se puede observar que los tratamientos TO, T1, T2 y T3 se encuentran
dentro del rango establecido por IBNORCA, en comparacion a los tratamientos TCN y
TCA presentan mayor contenido de (°Bix) de 8,21 y 8,9 respectivamente. Esto nos indica
gue segun la norma ninguno de los dltimos tratamientos es adecuado para la elaboracion
de un yogurt de calidad por lo que se encuentran por encima de las normas establecidas
por IBNORCA.

4.6 Analisis microbiolégico en el yogurt

4.6.1 Recuento de Coliformes totales, Escherichia coli, Mohos y Levaduras

Tabla 30. Resultados del andlisis microbioldgico en él yogurt en los distintos

tratamientos.

PARAMETROS
TRATAMIENTOS Coliformes | Escherichia | Mohosy | CONCLUSION
totales coli Levaduras
UFC/ml UFC/ml UFC/ml
TO - - 3,1*103 C
Tl - - 3,4*10°3 C
T2 - - 3,8*103 C
T3 - - 4*103 C
TCN - - 4,1*10° C
TCA - - 6*103 C

FUENTE PROPIA.

C = Cumple.
NC = No cumple.
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Gréfica 7. Comparacion de valores de Mohos y Levaduras en el yogurt de los distintos

tratamientos.
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TO | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 0%

T1 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 5,7%

T2 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 6,5%

T3 | Yogurt coloreado con colorante de uva silvestre al 7,4%

TCN | Yogur coloreado con colorante natural (Carmin de cochinilla)
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TCA | Yogur coloreado con colorante artificial (rojo allura)
FUENTE PROPIA.

En los diferentes tratamientos que se sometieron al analisis microbiolégico se pudo
observar resultados negativos en Coliformes totales y Escherichia coli, es decir que no

hay presencia de Coliformes totales y Escherichia coli.

En el tratamiento TO se tiene (3,1*10°3%), T1 (3,4*103), T2 (3,8*10%), T3 (4,0*103%), TCN
(4,1*10°) y TCA (6*103) UFC/ml de mohos y levaduras, indicado que todos los
tratamientos se encuentran dentro de los parametros establecido por IBNORCA.
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4.7 ANALISIS SENSORIAL DEL YOGURT

Se realizaron las pruebas sensoriales de color en el yogurt con adicion del colorante de
uva silvestre en los distintos tratamientos con denominacion T1, T2 y T3, para asi
compararlo frente a un yogurt comercial de frutilla y un yogurt con colorante artificial que
también fueron sometidos a esta prueba sensorial. Este andlisis y comparacion fue

efectuada para comparar la tonalidad de color.

Los consumidores del panel de degustacion fueron estudiantes de la carrera de Quimica
Industrial de la Universidad Mayor de San Andrés. Los resultados se dividieron en dos,
de acuerdo con la naturaleza de las preguntas. Se tuvo una calificacién de atributos,
como se observa en los graficos siguientes:

- Andlisis sensoria dia 1.

> Tratamiento T1

Observe el color del yogurt ; Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo q

B Malo
[ Agradable

B Bueno
B Muy bueno

B WMuy malo
B Malo
I Agradable

B Bueno
O Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 8. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 1 para el tratamiento

con denominacion T1.
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La otra pregunta al dia 1 que se realiz6 en el panel fue una calificacién global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 9. Prueba de los entrevistados. Calificacidén global dia 1 para el tratamiento con

denominaciéon T1.
En la Grafica 9, se observa que el 26% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, y el 74% lo catalogan como “malo”. Esto representa mala

aceptacion del yogurt.

> Tratamiento T2

Observe el color del yogurt ; Como le parece? ¢Comole parece el aroma del yogurt?

B Muymalo B Muymalo
B Mabo B Malo
I Agradable I Agradable
B Bueno B Bueno
B Muybueno B Muybueno

FUENTE PROPIA.

Grafica 10. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 1 para el tratamiento

con denominacion T2.
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La otra pregunta al dia 1 que se realizé en el panel fue una calificacion global.

Muy malo
Malo

Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 11. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 1 para el tratamiento

con denominacion T2.
En la Grafica 11, se observa que el 93% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, y el 7% lo catalogan como “malo”. Esto representa una

aceptacion alta del yogurt.

» Tratamiento T3

Observe el color del yogurt ; Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo B Muymalo
B Malo B Malo
[ Agradable [ Agradable
I Bueno B Bueno
M Muybueno [ | Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 12. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 1 para el tratamiento

con denominacion T3.
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La otra pregunta al dia 1 que se realiz6 en el panel fue una calificacion global.

Muy malo
Malo

Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 13. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 1 para el tratamiento

con denominacién T3.
En la Grafica 13, se observa que el 86% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, solamente el 14% lo encuentra como “regular’ y ninguno lo

cataloga “malo”. Esto representa una aceptacion alta del yogurt.

» Tratamiento TCN

Observe el color del yogurt ;Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo B Muy malo
B Malo B Malo
[ Agradable [0 Agradable
I Bueno I Bueno
B muy bueno B Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 14. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 1 para el tratamiento

con denominacion TCN.
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La otra pregunta al dia 1 que se realizé en el panel fue una calificacion global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 15. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 1 para el tratamiento

con denominacion TCN.

En la Grafica 15, se observa que el 96% de los encuestados califican el producto como
“Bueno” o “muy bueno”, solamente el 4% lo encuentra como “regular” y ninguno lo

cataloga “malo”. Esto representa una aceptacion alta del yogurt.

» Tratamiento TCA

Observe el color del yogurt ;Cémo le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Vuymalo B Muymalo
B Malo B Malo
[ Agradable [ Agradable
I Bueno I Bueno
B Muy bueno B Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 16. Resultado de las encuestas del andlisis sensorial dia 1 para el tratamiento

con denominacién TCA.
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La otra pregunta al dia 1 que se realizé en el panel fue una calificacion global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 17. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 1 para el tratamiento

con denominacién TCA.

En la Grafica 17, se observa que el 75% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, y el 25% lo catalogan como “malo”. Esto representa una
aceptacion alta del yogurt.

- Andlisis sensorial dia 30.

> Tratamiento T1

Observe el color del yogurt ;Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

Muy malo Muy malo

Malo Malo

Agradable Agradable

Bueno Bueno

Muy bueno Muy bueno

FUENTE PROPIA.

Gréfica 18. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 30 para el tratamiento

con denominacion T1.
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La otra pregunta al dia 30 que se realizé en el panel fue una calificacién global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 19. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 30 para el tratamiento

con denominacion T1.
En la Grafica 19, se observa que el 23% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, y el 77% lo catalogan como “malo”. Esto representa una baja

aceptacion del yogurt.

» Tratamiento T2

Observe el color del yogurt ; Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo I Muymalo
B Malo B Malo
[ Agradable I Agradable
I Bueno I Bueno
B Muy bueno B Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 20. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 30 para el tratamiento

con denominacion T2.

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE LA UVA SILVESTRE (CISSUS VERTICILLATA)
PARA SU APLICACION COMO COLORANTE NATURAL EN DERIVADOS LACTEOS (YOGURT)



ANALISIS Y REsuLTADOS D

La otra pregunta al dia 30 que se realizé en el panel fue una calificacién global.

Muy malo

Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 21. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 30 para el tratamiento

con denominacién T2.
En la Grafica 21, se observa que el 70% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, solamente el 30% lo encuentra como “regular” y ninguno lo

cataloga “malo”. Esto representa una aceptacion alta del yogurt.

> Tratamiento T3

Observe el color del yogurt ;Cémo le parece? iComo le parece el aroma del yogurt?

B Muy malo B Muymalo
B Malo B Malo
[0 Agradable [0 Agradable
I Bueno

I Bueno
[ | Muy bueno

[ | Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 22. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 30 para el tratamiento

con denominaciéon T3.
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La otra pregunta al dia 30 que se realizé en el panel fue una calificacién global.

Muy malo

Malo

Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 23. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 30 para el tratamiento

con denominacion T3.
En la Grafica 23, se observa que el 82% de los encuestados califican el producto como
“Bueno” o “muy bueno”, solamente el 18% lo encuentra como “regular’ y ninguno lo

cataloga “malo”. Esto representa una aceptacion alta del yogurt.

» Tratamiento TCN

Observe el color del yogurt ;Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo B Muymalo
B Malo B Malo
[ Agradable [ Agradable
I Bueno I Bueno
B Muy bueno B Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Gréfica 24. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 30 para el tratamiento

con denominacién TCN.
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La otra pregunta al dia 30 que se realizé en el panel fue una calificacion global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 25. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 30 para el tratamiento

con denominacion TCN.

En la Grafica 25, se observa que el 97% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, solamente el 3% lo encuentra como “regular” y ninguno lo

cataloga “malo”. Esto representa una aceptacion alta del yogurt.

» Tratamiento TCA

Observe el color del yogurt ;Como le parece? ¢Como le parece el aroma del yogurt?

B Muymalo B Muy malo
B Malo B Malo
[0 Agradable [ Agradable
B Bueno I Bueno
B Muybueno B Muy bueno

FUENTE PROPIA.

Gréfica 26. Resultado de las encuestas del analisis sensorial dia 30 para el tratamiento

con denominacion TCA.
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La otra pregunta al dia 30 que se realizé en el panel fue una calificacién global.

Muy malo
Malo
Agradable

Bueno

Muy bueno

FUENTE PROPIA.
Grafica 27. Prueba de los entrevistados. Calificacion global dia 30 para el tratamiento

con denominacién TCA.

En la Grafica 27, se observa que el 21% de los encuestados califican el producto como
“‘Bueno” o “muy bueno”, y el 79% lo catalogan como “malo”. Esto representa una baja

aceptacion del yogurt.

En las gréaficas al dia 1 como al dia 30 los consumidores convocados para el panel de
degustacion califican a los parametros organolépticos segun las normas establecidas por
IBNORCA (NB-320016).

En los resultados del analisis sensorial podemos observar una aceptacion del color en él
yogurt, esto en los tratamientos con denominacion “T2” y “T3” mientras que el tratamiento
con denominacion “T1” tuvo una aceptacién muy baja. Al dia 30 la calificacion es menor
a comparacion del dia 1 ya que el yogurt coloreado con colorante natural de uva silvestre
sufrié una minima decoloracién, esto por la variacién de acidez que experimenta el yogurt
almacenado durante 30 dias a 5 °C, las antocianinas son mas estables en medios acidos,
libres de oxigeno bajo condiciones frias y en oscuridad. El yogurt coloreado con colorante
natural carmin de cochinilla tratamiento con denominacién “TCN” no sufrié decoloracion
durante el tiempo de almacenamiento, pero cabe recalcar que en comparacién con el
yogurt coloreado con el colorante obtenido de uva silvestre presenta mayor intensidad
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de color rosado-rojizo. El analisis sensorial del yogurt coloreado con colorante artificial
rojo allura tratamiento con denominacién “TCA” sufri6 durante el tiempo de
almacenamiento una decoloracion de rosado intenso a gris, al ser un colorante artificial
en cuanto el yogurt se va acidificando y subiendo el porcentaje de acido lactico el

colorante tiende a no ser estable y por ende se decolora.

Luego de realizar la comparacion de los valores y/o resultados del analisis de pH, Acidez,
Grados Brix, andlisis microbioldgico y analisis sensorial (preferencia de los consumidores
segun el factor color) entre los diferentes tratamientos con denominacion TO, T1, T2, T3,
TCAy TCN, se escogio al mejor en los resultados de los analisis ya mencionados.

Los tratamientos T1, T2 y T3 son de nuestro interés al tener el colorante de uva silvestre
(Cissus verticillata), el tratamiento con denominacion “T3” (Yogurt con adicién del
colorante natural de uva silvestre al 7,4 %) es el que presenta mejores resultados en
cada uno de los analisis, por otro lado, también presenta un buen color desde el dia 1 al
dia 30, seguido del tratamiento “T2” (Yogurt con adicion del colorante natural de uva
silvestre al 6,5%), y el tratamiento con menor puntuacion es el tratamiento “T1” (Yogurt

con adicion del colorante natural de uva silvestre al 5,7%).
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CAPITULO V

5. ANALISIS ECONOMICO

5.1 ANALISIS PRELIMINAR DE COSTOS

Toda empresa 0 inversionista espera conocer ciertos procesos de contabilizacién de
costos, ya que este factor es de mucha importancia para el empresario como para el

inversionista.

Para realizar el costo de produccion del colorante natural obtenido se tomaron en cuenta

los siguientes puntos:

- Costos variables: Son los que varian en proporcidon directa con el volumen de

produccion.

- Costos fijos: Se consideran a los egresos que no sufren cambio cualquiera que sea

el volumen de produccion.

- Costo total: Es la sumatoria del costo fijo y el costo variable.

[Costo Total] = [Costo Fijo] + [Costo Variable]

Ecuacion 21

- Ingreso: Es el incremento de los recursos econdémicos netamente provenientes de la
actividad comercial de una persona, empresa o un sistema contable, y que constituye

un aumento del patrimonio neto de los mismos.
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- Punto de equilibrio: Define el nivel de ventas en donde los costos fijos y los costos
variables se cubren. Esto quiere decir que, aunque no gana dinero tampoco pierde
su objetivo principal es, cubrir los costos y que sus ventas aumenten, de esta forma
cualquier empresa al utilizar bien este punto se puede ubicar por encima de él y

obtener beneficios positivos en sentido econémico.

5.2 CONSIDERACIONES PREVIAS

Se determina el costo de produccion del colorante natural de uva silvestre (Cissus
verticillata), sobre una base de 250 gramos de muestra y 1250 ml de solvente (alcohol

etilico), teniendo como producto final 547 ml de colorante concentrado.

En el rubro de activos fijos, no se toman en cuenta para los calculos ciertos activos como
terreno, edificaciones e instalaciones, ya que, lo que se busca es determinar el costo de
produccion del colorante extraido. Debido a las condiciones de trabajo, este estudio
permite estimar el costo a nivel de laboratorio y sélo proporciona una idea aproximada

de lo que cuesta extraer el colorante.
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Tabla 31. Costos variables (expresado en BSs).

COSTOS VARIABLES
COSTO UNITARIO CANTIDAD NE'CESARIA CANTIDAD NECESARIA | INVERSION
POR DIA POR MES TOTAL
MATERIA PRIMA
Uva silvestre (Cissus i
verticilata). 1K(g ---------------- 24Bs 120Kg/dia ------- 2880Bs | 3120Kg/mes----74880Bs 74880
REACTIVOS
- Alcohol etilico 96°. 1L - 14Bs 600L/dia ------ 8400Bs 15600L/mes----218400Bs 218400
INSUMOS
- Envase de vidrio | 1Unidad (10L) -------- 15Bs | 14Unidad/dia ------ 210Bs | 344Unidad/mes-----5160Bs 5160
ambar.
- Envase de vidrio | 1Unidad (100ml) --- 2,50Bs | 1320Unidad/dia---3300Bs 34320Unidad/mes ----- 85800
ambar para la venta 85800Bs
del colorante.
TOTAL 384,240

FUENTE PROPIA.
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Tabla 32. Costos fijos (expresado en Bs).

COSTOS FIJOS
INVERSION
SERVICIO CONSUMO MENSUAL
TOTAL
- Agua*. 180 M3 ---------mm--- 787,8Bs 787,8
- Energia eléctrica**. | 2238,2 KW/h ------ 863,2Bs 863,2
TOTAL 1651

FUENTE PROPIA.

* EPSAS.
** ENDE ANDINA.

Tabla 33. Costo total de produccién del colorante natural de uva silvestre

(expresado en Bs).

COSTO TOTAL DE PRODUCCION
[Bs/mes]
Costo Variable 384,240
Costo Fijo 1651
TOTAL 385,891 Bs/mes

FUENTE PROPIA.

Datos a considerar:
- Cantidad a producirse al mes: 3432000 ml
- Precioreal: 11.24 Bs
- Utilidad: 30%
Precio de venta = precio real + (precio real * utilidad)
Precio de venta = 11.24 + (11.24 % 0,30)
Precio de venta = 14.612 Bs

Precio de venta ~ 15 Bs

| |
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FUENTE PROPIA.

Grafica 28. Determinacion del punto de equilibrio.
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5.3 RESULTADOS DEL ANALISIS DE COSTOS

Se establece un costo total de produccién de 385,891 Bs/mes para 34320 unidades/mes
y un precio para la venta de 14.612 Bs/unidad con un margen de utilidad del 30%.

El punto de equilibrio, bajo las condiciones de trabajo ensayadas, muestra que se
consigue alcanzar utilidades en la extraccion del colorante. Por lo que se tiene mas

ganancia que perdida.

v" Ganancia: | >CT
514800 > 385891

v Perdida: CT > |
385891 > 514800
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES

- Para la obtencién del colorante natural de uva silvestre, se determiné que el método
mas adecuado es el soxhlet por su rapidez, el empleo de bajas temperaturas y por la
completa extraccién del colorante. También se pudo determinar y optimizar los
parametros de funcionamiento del equipo Soxhlet los cuales son de importancia ya

gue nos permitiran realizar los respectivos célculos.

- Mediante pruebas de identificacion cualitativa se confirmd la presencia de
Antocianinas, Flavononoles, Flavonas y Flavonoles en el extracto no concentrado de

uva silvestre.

- Las antocianinas se cuantificaron por espectrofotometria UV-Visible en los extractos
obtenidos de la uva silvestre (Cissus verticillata), donde la antocianina predominante
es la cianidina-3-glucosido. Cabe recalcar que se identificé al mejor solvente, es decir
al que extrajo mas cantidad de antocianinas el cual fue el alcohol etilico y no asi el
alcohol etilico acidificado y el agua destilada, debido a este analisis se pudo
determinar y comparar las concentraciones de antocianinas en cada prueba,

estableciendo para nuestro estudio la concentracion a considerar: 413,6314 mg/L.

- Tras el andlisis de los resultados obtenidos de este trabajo se determiné los niveles
aceptables de colorante en el yogurt de los tratamientos que se establecieron. Se
determind que la dosificacion ideal es 8 ml de colorante natural (7,4%) en 100 ml de

yogurt.
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- Se determino la estabilidad del colorante natural de uva silvestre mediante pruebas
fisicoguimicas, considerando parametros como ser: pH, Acidez Titulable, Grados Brix

y Andlisis microbiolégico después de la adicion al yogurt natural.

- La vida dutil del yogurt con dosis de colorante natural de uva silvestre (Cissus
verticillata), fue de 30 dias, tiempo en el que conservo las caracteristicas para ser

consumido.

- Se desarrollo un trabajo de comparacibn mediante pruebas fisicoquimicas,
considerando parametros como ser: pH, Acidez Titulable, Grados Brix, Analisis
microbioldgico y Analisis sensorial con el producto obtenido y muestras que estan en
el mercado interno que contienen colorante artificial y natural. Por lo que concluimos
gue el colorante natural de uva silvestre (Cissus verticillata) aplicado al yogurt posee
una estabilidad de color durante un tiempo considerable de almacenamiento, lo cual

es una alternativa aceptable para utilizarlo en derivados lacteos a nivel industrial.
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CAPITULO VII

7. RECOMENDACIONES

- Las muestras deben ser recolectadas con algun tiempo de anticipacion previa a la
extraccion ya que esta es la materia prima esencial para este proceso y es necesario

tener la cantidad suficiente para que el proceso sea continuo.

- Buscar mecanismos o alternativas de cosecha para la uva silvestre, por ser muy

delicadas y se degradan en un corto tiempo, imposibilita a tener resultados 6ptimos.

- Realizar investigaciones similares, para determinar en que otro alimento se puede

utilizar el colorante natural de uva silvestre (Cissus verticillata).

- Hacer uso de la planta de uva silvestre (Cissus verticillata) aprovechando las

propiedades medicinales que presenta.

- Esrecomendable evaluar otras alternativas de extraccion del colorante que sean mas

econdmicas.

- El colorante resultante es liquido por lo que necesita un almacenamiento especial

debido a que la temperatura y la luz pueden afectar a su estabilidad.
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ANEXO 1

Tabla 34. Preparacion de Reactivos.

REACTIVO COMPONENTES PROCEDIMIENTO
Alcohol Etilico 125 ml de Alcohol Etilico -
Alcohol Etilico 125 ml de Alcohol Etilico Adicionar Acido citrico al Alcohol
Acidificado 1,025 g de Acido Citrico Etilico y disolver completamente

Agua destilada

125 ml de Agua destilada -

FUENTE PROPIA.




ANEXO 2. Tablas de identificacion para flavonoides

Tabla 35. Identificacién para Flavonoides.

PRUEBA REACTIVO RESULTADO INTERPRETACION
Coloracion
. _ Flavonas y Flavonoles
Amarilla-Roja
Magnesio metalico, | Coloracion Roja Flavononoles
Ensayo de . o :
_ Acido Clorhidrico Coloracion de
Shinoda o Flavanonas
concentrado Rojo-Violeta-Azul
. Isoflavonas,
Negativo
Chalconas y Auronas

FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).

Tabla 36. Identificacién para Flavonoides.

PRUEBA REACTIVO RESULTADO | INTERPRETACION
Coloracién
_ _ . o Flavononoles
) Zinc metalico, Acido Rojo-Violeta
Ensayo Zinc/HCI o
Clorhidrico concentrado Incolora o Flavanonas y
Rosado débil Flavonoles

FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).

Tabla 37. Identificacién para Flavonoides.

PRUEBA REACTIVO RESULTADO INTERPRETACION
Coloracion Amarilla Flavonas y Flavonoles
_ _ Flavanonas e
o Diferentes tonos de Rojo
Prueba con | Hidréxido de Isoflavononas
NaOH 1N Sodio 1N Coloracion Parpura Rojiza Chalconas
Coloracion Café Anaranjado Flavononoles
Coloracion Azul Antocianinas

FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).




Tabla 38. Identificacion para Antocianinas.

PRUEBA REACTIVO RESULTADO INTERPRETACION

Identificacion

para Acido Clorhidrico | Coloraciones Rojas, o
o ) Antocianinas
Antocianinas con Concentrado Violetas y Moradas
pH &cido
Identificacion
para Hidroxido de Coloracion Verde y o
o ) Antocianinas
Antocianinas con | Sodio 1N (NaOH) Azul
pH alcalino

FUENTE: (Durst & Wrolstad, 2004) (20).




ANEXO 3

Tabla 39. Datos experimentales para la determinacién de la humedad.

Muestra | Humedad Humedad :
N° (xta) | CV%
(9) (%) X X2
1 10,20 85,78 0,8578 | 0,7358
2 10,16 87,01 0,8701 | 0,7571
0,86 £0,02 | 1,20
3 10,05 86,57 0,8657 | 0,7494
4 10,07 84,61 0,8461 | 0,7159

FUENTE PROPIA.

Tabla 40. Datos experimentales para la determinacién de cenizas.

Muestra | Ceniza Ceniza :
N° (x % a) CV %
(9) (%) X X2
1 3,37 2,94 | 0,0294 | 8,6436*10*
2 3,32 2,46 | 0,0246 | 6,0516*10*
3 3,35 2,78 | 0,0278 | 7,7284*10*
4 3,35 2,97 | 0,0297 | 8,8209*10*

FUENTE PROPIA.

0,028 + 0,004 | 8,36

Tabla 41. Datos experimentales para la determinacion de la materia organica.

Materia Organica | Materia Organica :
N° (x * a) CV %
(%) X X2
1 11,28 0,1128 | 0,0127
2 10,53 0,1053 | 0,0111
0,11+0,01| 8,41
3 10,64 0,1064 | 0,0113
4 12,42 0,1242 | 0,0154

FUENTE PROPIA.



ANEXO 4

Tabla 42. Datos experimentales para la determinacién de solidos totales en el colorante

natural.
Muestra de | Solidos Solidos Totales
N° | colorante | Totales (x*a) CV %
X X2
(ml) %

1 20 3,7760 | 0,0378 | 1,4288*103

2 20 3,7255 | 0,0372 | 1,3838*10° | 0,0374 + 0,0008 | 0,89

3 20 3,7255 | 0,0372 | 1,3838*1073

FUENTE PROPIA.

Tabla 43. Resultados de la cantidad de soluto presente en la uva silvestre
(Cissus verticillata).
SOLUTO SOLUTO EN SOLUTO
UNIDAD
TOTAL EL EXTRACTO | RETENIDO
% 16,77 3,7425 12,42
Ka/L 0,1617 0,0374 0,1242

FUENTE PROPIA.



Tabla 44. Resultados de pruebas experimentales en distintas cantidades de muestras

para la construccion de la curva de retencion.

Disolvente Disolvente | Disolvente | Masa del
N° de Muestra :
total en el retenido Inerte
Muestras (Kg)

(Kg) extracto (Kg) (Kg) (Kg)
1 70,03*1073 3,5*10% 0,2596 0,0166 0,0700
2 60,01*103 3*104 0,1752 0,0158 0,0357
3 40,08*103 2*104 0,1436 0,0142 0,0286
4 30,03*1073 1,5%104 0,1026 0,0158 0,0214
5 20,02*103 1*104 0,0615 0,0174 0,0143
6 16,09*103 8*104 0,0489 0,0142 0,0115
7 12,01*103 6*104 0,0339 0,0134 0,0086
8 8,1*103 4*104 0,0197 0,0118 0,0058
9 6,07*1073 3*104 0,0134 0,0102 0,0043

FUENTE PROPIA.

Tabla 45. Datos experimentales para la construccion de la curva de retencion.

Xy N
""D+S ‘D+S
0,0000 0,2357
0,1443 0,1679
0,2066 0,1580
0,2671 0,1528
0,3782 0,1446
0,4334 0,1332
0,5245 0,1206
0,6550 0,1016
0,7362 0,0846

FUENTE PROPIA.




ANEXO 5

Tabla 46. Volumen gastado de NaOH para su estandarizacion.

N° DE VOLUMEN GASTADO
REPETICIONES NAOH (ml)
1 38,55
2 37,95
3 39,50
Promedio 38,67

FUENTE PROPIA.



ANEXO 6

Tabla 48. Analisis de la cantidad total de colorante natural concentrado de uva silvestre (Cissus verticillata). Utilizado en

la practica.
TRATAMIENTO PARAMETROS CANTIDAD DE YOGURT | CANTIDAD DE COLORANTE UTILIZADO
pH.
1 Acidez titulable. 100 ml para cada 6 ml de colorante * 4 analisis (parametros)
°Brix. parametro = 24 ml de colorante
Andlisis microbiolégico.
pH.
- Acidez titulable. 100 ml para cada 7 ml de colorante * 4 andlisis (pardmetros)
°Brix. parametro = 28 ml de colorante
Andlisis microbiolégico.
pH.
3 Acidez titulable. 100 ml para cada 8 ml de colorante * 4 analisis (parametros)
°Brix. parametro = 32 ml de colorante
Analisis microbiol6gico.
250 ml para el analisis
T1 _ 15 ml de colorante
o _ sensorial
Analisis sensorial __
250 ml para el analisis
T2 17,5 ml de colorante

sensorial




250 ml para el analisis

T3 _ 20 ml de colorante
sensorial
T1 100 ml de yogurt 6 ml de colorante
Muestras netamente para
T2 y 100 ml de yogurt 7 ml de colorante
observacion
T3 100 ml de yogurt 8 ml de colorante

Solidos Totales

20 ml de colorante para cada caja petri * 4

repeticiones = 80 ml de colorante

TOTAL

237,5 ml de colorante natural

FUENTE PROPIA.




ANEXO 7

Tabla 49. Variacion de pH, datos semanales durante el almacenamiento a 5°C en los

diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS SEMANA
1 2 3 4
TO 4,68 4,66 4,65 4,61
T1 4,69 4,65 4,64 4,6
T2 4,69 4,66 4,62 4,6
T3 4,68 4,66 4,63 4,6
TCA 4,69 4,65 4,62 4,6
TCN 4,69 4,5 4,47 4,4

FUENTE PROPIA.

Gréfica 29. Variacion semanal de pH en el yogurt, en los distintos tratamientos.
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FUENTE PROPIA.



Tabla 50. Variacion del porcentaje de acidez titulable, datos semanales durante el

almacenamiento a 5°C en los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS SEMARA
1 2 3 4
TO 0,64 0,68 0,73 0,79
T1 0,62 0,65 0,77 0,81
T2 0,63 0,69 0,79 0,84
T3 0,65 0,68 0,78 0,84
TCA 0,63 0,66 0,81 0,85
TCN 0,62 0,85 0,95 1,2

FUENTE PROPIA.

Grafica 30. Variacion semanal del porcentaje de acidez titulable en el yogurt, en los

distintos tratamientos.
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FUENTE PROPIA.



Tabla 51. Variacion de los grados brix (°Brix), datos semanales durante el

almacenamiento a 5°C en los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS SEMARA
1 2 3 4
TO 6,8 7,4 7,9 8,2
T1 6,8 7,5 8 8,2
T2 6,9 7,5 7,9 8,2
T3 6,9 7,6 7,8 8,2
TCA 7,1 7,7 8,1 8,21
TCN 6,8 7,3 8,4 8,9

FUENTE PROPIA.

Grafica 31. Variacion semanal de los grados brix (°Brix) en el yogurt, en los distintos

tratamientos.
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FUENTE PROPIA.



ANEXO 8

Tabla 52. Datos experimentales del pH en él yogurt en los distintos tratamientos,

durante el almacenamiento a 5 °C (Ultima semana).

TRATAMIENTO | pH: | pH2 | pHs (xta) |CV% | N.B.
TO 461 | 4,6 | 4,62 |461+002| 022 | NC

T1 46 | 46 | 459 | 46+001 | 012 | C

T2 46 | 46 | 459 |[46+001 ] 012 | C

T3 46 | 46 | 459 | 46+001 | 012 | C

TCN 46 | 46 | 459 | 46+001 | 012 | C

TCA 44 | 43 | 45 | 44+02 | 2,27 | NC

FUENTE PROPIA.

N.B. = Norma Boliviana.
C = Cumple.
NC = No cumple.



Tabla 53. Datos experimentales del porcentaje de acidez titulable en él yogurt en los

distintos tratamientos, durante el almacenamiento a 5 °C (Gltima semana).

Acidez Acidez Acidez
TRATAMIENTO | titulable; | titulablez | titulables (x*a) CV % | N.B.
g/L g/L g/L
TO 0,79 0,78 0,79 0,79+0,01 | 0,73 C
T1 0,81 0,80 0,82 0,81+0,02 | 1,23 C
T2 0,85 0,85 0,84 0,84+0,01 | 0,71 C
T3 0,83 0,84 0,84 0,84 +0,01 | 0,69 C
TCN 0,85 0,85 0,84 0,85+0,01 | 0,68 C
TCA 1,2 1,1 1,2 1,2+0,14 | 481 C

FUENTE PROPIA.

N.B. = Norma Boliviana.
C = Cumple.
NC = No cumple.



Tabla 54. Datos experimentales de los grados brix (°Brix) en €l yogurt en los distintos

tratamientos, durante el almacenamiento a 5 °C (Gltima semana).

TRATAMIENTO | °Brix1 | °Brixz | °Brixs (x £ a) CV % | N.B.
T0 8,2 8,2 8,3 8,2+0,1 | 0,70 C
T1 8,2 8,2 8,3 8,2+0,1 | 0,70 C
T2 8,2 8,2 8,3 82+0,1 | 0,70 C
T3 8,2 8,2 8,3 8,2+0,1 | 0,70 C
TCN 8,2 8,21 8,22 [8,21+0,02| 0,12 C
TCA 8,9 8,91 893 | 89+0,06 | 0,17 | NC

FUENTE PROPIA.

N.B. = Norma Boliviana.
C = Cumple.
NC = No cumple.



ANEXO 9

Tabla 55. Analisis de costos.

CONCEPTO VALOR SIMBOLO

Produccion 34320 unidad/mes X
Costos Fijos 1651 Bs/mes CF
Costo Variable 384,240 Bs/mes CcVv
COSTO TOTAL DE PRODUCCION 385,891 Bs/mes CT
Costo unitario variable o Costo de fabricacion 14,612 Bs/unidad Cuv
30% Utilidad

PRECIO DE VENTA O PRECIO UNITARIO 1461215 i

Bs/unidad

Ingreso 514800 Bs/mes I
PUNTO DE EQUILIBRIO 412,75 unidad/mes Xeq

FUENTE PROPIA.



ANEXO 10

Le solicitamos que califique las diferentes muestras de yogurt que se esta presentando.

Por favor tbmese su tiempo para contestar con sinceridad todas las preguntas.

1. Observe el color del yogurt. ¢Cémo le parece?

a) Muy bueno
b) Bueno
c) Agradable
d) Malo

e) Muy malo

2. ¢Como le parece el aroma del yogurt?

a) Muy bueno
b) Bueno
c) Agradable
d) Malo
e) Muy malo

3. Califique en forma general al producto.

a) Muy bueno
b) Bueno
c) Agradable
d) Malo
e) Muy malo



ANEXO 11

Productos lacteos — Yogur- Requisitos

Tercera revision
ICS 67.100.10 Leche y Productos lacteos
Julio 2006



Productos lacteos — Determinacion de la acidez

Titulable

ICS 19.020 Condiciones y procedimientos
de ensayo en general

ICS 67.100.10 Leche. Productos lacteos

Primera revision

Octubre 1998



Ensayos microbioldgicos - Recuento de bacterias

coliformes

Primera revision
Diciembre 2002



Ensayos microbioldgicos - Recuento de mohos y

levaduras

Primera revision
2003



Frutas - Determinacidon de humedad

Primera revision
2006



ANEXO 12. Trabajo desarrollado en el laboratorio.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 19. Muestras para la determinaciéon de Humedad.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 20. Muestras para la determinacion de cenizas.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 21. Bayas frescas de uva silvestre.
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FUENTE PROPIA.
Fotografia 22. Preparacion de las muestras después del pesado.
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FUENTE PROPIA.
Fotografia 23. Acido citrico, alcohol etilico al 96° y agua destilada empleados para la

extraccion del colorante de uva silvestre.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 24. Armado del equipo Soxhlet.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 25. Extraccion del colorante de uva silvestre por el Método Soxhlet.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 26. Extracto del colorante en soluciones de alcohol etilico, agua destilada y

alcohol etilico acidificado (alcohol etilico-acido citrico).



FUENTE PROPIA.
Fotografia 27. Analisis de absorbancia de las distintas muestras de uva silvestre.
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FUENTE PROPIA.
Fotografia 28. Espectros de absorcion de la uva silvestre a pH1 y pH4,5, con

disolvente alcohol etilico.



pH 4,5

FUENTE PROPIA.

Fotografia 29. Espectros de absorcion de la uva silvestre a pH1 y pH4,5, con

disolvente alcohol etilico acidificado.

pH 1 pH 4,5

FUENTE PROPIA.
Fotografia 30. Espectros de absorcion de la uva silvestre a pH1 y pH4,5, con

disolvente agua destilada.



FUENTE PROPIA.
Fotografia 31. Realizacion de Pruebas de Identificacion para Flavonoides y
Antocianinas.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 32. Rotavapor eliminando la parte alcohdlica del colorante de uva silvestre.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 33. Concentrado del colorante obtenido de uva silvestre (Cissus verticillata).

FUENTE PROPIA.
Fotografia 34. Yogurt con diferentes dosis de colorante de uva silvestre (Cissus

verticillata) al dia 1.



Easy Slide

FUENTE PROPIA.
Fotografia 35. Yogurt con las diferentes dosis de colorante uva silvestre (Cissus

verticillata), almacenado a 5°C.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 36. Titulacion del yogurt con las diferentes dosis de colorante uva silvestre

(Cissus verticillata), para la determinacion de la acidez.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 37. Yogurt con diferentes dosis de colorante de uva silvestre (Cissus

verticillata), al dia 30.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 38. Colorante artificial rojo arrulla.

FUENTE PROPIA.

Fotografia 39. Yogurt con colorante rojo arrulla (colorante artificial) al dia 1.



FUENTE PROPIA.

Fotografia 40. Yogurt con colorante rojo arrulla (colorante artificial), al dia 30.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 41. Yogurt de frutilla con colorante carmin de cochinilla (colorante natural),
del dia 1y 30.



ANEXO 13

FUENTE PROPIA.
Fotografia 42. Extractos de uva silvestre por el método soxhlet en Alcohol Etilico (A),
Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) (B) y Agua destilada (C).

FUENTE PROPIA.

Fotografia 43. Prueba de Shinoda en extractos de uva silvestre en Alcohol Etilico,

Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) y Agua destilada por el método
soxhlet.



FUENTE PROPIA.
Fotografia 44. Prueba con Zn/HCI en extractos de uva silvestre en Alcohol Etilico,
Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) y Agua destilada por el método

soxhlet.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 45. Prueba con NaOH 1N en extractos de uva silvestre en Alcohol Etilico,
Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) y Agua destilada por el método
soxhlet.



FUENTE PROPIA.
Fotografia 46. Identificacion de Antocianinas con un pH acido en extractos de uva
silvestre en Alcohol Etilico, Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) y

Agua destilada por el método soxhlet.

MANTE)
ORDE

LIMPIE

FUENTE PROPIA.
Fotografia 47. Identificacion de Antocianinas con un pH alcalino en extractos de uva

silvestre en Alcohol Etilico, Alcohol Etilico Acidificado (Alcohol Etilico-Acido Citrico) y

Agua destilada por el método soxhlet.



ANEXO 14

Especificaciones:

Es un producto lacteo, acidificado por accion biolégica de bacterias lacticas especificas.
Es elaborado con leche controlada y seleccionada, homogeneizada y pasteurizada, leche
descremada en polvo, estabilizantes (440ii y 1404) y conservante (202). Es un producto

lacteo de mediana vida.

NO CONTIENE AZUCAR, SABORIZANTES, COLORANTES NI EDULCORANTES.

FUENTE PROPIA.
Fotografia 48. Yogurt natural PIL, empleado para la adicion del colorante natural de

uva silvestre a diferentes dosis.



Especificaciones:

Es un producto lacteo, acidificado por accién biologica de bacterias lacticas especificas.
El producto es elaborado con leche pasteurizada controlada y seleccionada, con azucar,
leche descremada en polvo, pulpa molida de frutilla, estabilizantes (440ii y 1404),
conservante (202), esencia idéntica a natural de frutilla y colorante (120). Es un producto

lacteo de mediana vida.

Jyulpa de
\ultt' molida

FUENTE PROPIA.
Fotografia 49. Yogurt de frutilla PIL que contiene colorante carmin de cochinilla,
empleado para la comparacién frente al yogurt con colorante natural de uva silvestre
obtenido.



