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Resumen

Ecuador posee una amplia gama de frutos con potencialidades tintoreas, de los cuales existen muy pocas
investigaciones que nos permita establecer el potencial de ellas como alimento con propiedades funcio-
nales y el desarrollo de productos con valor agregado que puedan ser usados como colorantes naturales
para la produccion de alimentos.

El objetivo de este trabajo es extraer los pigmentos naturales a partir del mortifio, motildn y cerote e iden-
tificar cudl de los extractos presenta mejores caracteristicas para ser empleado como aditivo colorante.
En la segunda fase los extractos acuosos de los frutos sefialados se liofilizaron y fueron evaporados en un
rotovaporador, los concentrados obtenidos se adicionaron en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2 g/100
g de yogur natural comercial, valorando su estabilidad durante 30 dias de almacenamiento. Al yogur adi-
cionado se le determind: grados Brix y pH. Ademds, se evalud el nivel de agrado del yogur adicionado con
una prueba de preferencia por color.

Por medio del andlisis sensorial que se realizo a los yogures adicionados los pigmentos de mortifio, motilon
y cerote se determind que presentan el color y la pureza mds cercanos a los del yogur comercial sabor mora.
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Con estos resultados se comprobd que las frutas estudiadas son una fuente promisoria de pigmentos na-
turales, y es posible su uso para colorear alimentos de acidez media como el yogur, siendo las muestras
mds preferidas el motilon y cerote.
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Abstract

Ecuador has a wide range of fruits with dyeing potential, of which there is very little research which allows
us to establish the potential of them as food support with Functional Properties and the development of
products with added value Products that can be used as natural dyes for the Food Production.

The objective of this work is to extract natural pigments from blue berries, motilons, and cerotes and to
identify which of these extracts presents best features to be employed as color additive. In the second
phase the aqueous extracts of freeze dried fruits were appointed and evaporated in rotovaporator. The re-
trieved concentrations were added in concentrations of 0.5, 1.0, 1.5 and 2 g / 100 g of commercial natural
yogurt valued due to its stability during 30 Days of Storage.

To the added yogurt was determined Brix and ph.: In addition, the level of customer satisfaction was
evaluated with a test of preference for color through sensory analysis that one realized by adding yogurts
pigments of blue berry, motilon and cerote which determined the color and purity that is closest to the
commercial blackberry yogurt flavor.

According to these results it is proven that the studied fruits are a promissory source of natural pigments
and its use is useful for coloring food of medium acidity as the yogurt, being the motilon and cerote sam-
ples the more preferred ones.

Keywords: pigments, extraction, cerote, mortifio, motildn.

Introduccion

Normalmente, el color en alimentos es debido a los pigmentos naturalmente presentes, pero colorantes sin-
téticos o artificiales son a menudo afiadidos para conferir el color deseado al producto final. Debido a que
hay un incremento la demanda de alimentos naturales, la produccion industrialmente practica y econémica
de colorantes naturales alimenticios es una meta deseable para la industria de ingredientes alimenticios. Sin
embargo, la disponibilidad de fuentes de pigmentos naturales, requerimientos de procesos de extraccion y
estabilidad de colorantes e idoneidad de uso debe ser tomado en cuenta en la produccion de tales ingredi-
entes. (Aguilera, 2009).

Precisamente la preocupacion por su seguridad ha hecho que los colorantes artificiales hayan sido
estudiados en forma exhaustiva en lo que respecta a su efecto sobre la salud, mucho mas que
la mayoria de los colorantes naturales. Esto ha llevado a reducir cada vez mas el numero de
colorantes utilizables, aunque existen grandes variaciones de un pais a otro (Noonan y Meggos, 1980).

El color y el aspecto quiza sean los principales atributos de calidad de los alimentos. Debido a nuestra
habilidad para percibir con facilidad estos caracteres, son los primeros en ser
evaluados por el consumidor al comprar alimentos. Uno proporcionar al consumidor los
alimentos mas nutritivos, seguros y econdmicos; pero si no son atractivos, no los comprara. El
consumidor también relaciona colores especificos de alimentos con su calidad. (Fennema, 2008).

Los colorantes alimentarios son aditivos alimentarios que proporcionan color a los alimentos, se
encuentran presentes de manera natural o por el contrario se afiaden durante su
procesado, estos generan efecto en pequefias cantidades (ppm). En la actualidad la industria
alimentaria emplea los colorantes con el objeto de modificar las preferencias del consumidor.
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Materiales y métodos
Materiales, Equipo y Reactivos.

Los materiales y equipos que se utilizaron en esta investigacion se detallan a continuacion:

« Fruta de mortifo, cerote, motilén

o pHmetro HANNA

« Refractémetro manual: 0 - 32°Brix y 58 — 92°Brix
» Balanza gramera Boeco Max 310g - Min 0.01g
» Balanza analitica Citizen Max 310g - Min 10mg
« Estufa Ecocell

« Rotavaporador IKA RV10

« Espectrofotometro UV-Visible Lovibond

o Liofilizador LABCONCO 4.5

» Refrigerador

« Bafio maria

o Probetas 250ml

« Papel filtro, aluminio

« Embudos

o Alcoholimetro

o Pipetas 10ml

« Vasos de precipitacion 100, 250, 1000ml
 Matraces redondos aforados 500ml

o Autoclave

« Cdmara de flujo laminar

o Incubadora

o Contador de Colonias

o Placas petrifilm para recuento de Mohos y Levaduras, aerobios totales y E. coli/coliformes

Reactivos y soluciones
* Etanol 96°

« Acido citrico

* Agua destilada

» Agua peptona
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Métodos.

Localizacion del experimento.

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Analisis de Alimentos y microbiologia pertenecien-

tes a la Escuela de Desarrollo Integral Agropecuario de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi.

Ubicacion del lugar donde se realiz6 el experimento
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Geograficamente, el experimento se llevo a cabo, en la parroquia Tulcan, del canton Tulcan, perteneciente
a la provincia de Carchi. Las caracteristicas climatologicas de la zona, segun aeropuerto Luis A. Mantilla
son las siguientes:

Tabla 1. CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS DEL CANTON TULCAN

Latitud: 02 20’ Norte
Longitud: 782 0.8’ Oeste
Altitud: 2938 m.s.n.m.
Temperatura: 13.2eC
Presiéon atmosférica: 0.7714 atm.
Humedad relativa media: 79 %
Precipitacion media anual: 75.1 mm.
Viento del norte intensidad: 14.4 Km/h
Temperatura maxima media: 26.1°C
Temperatura minima media: 6.4 °C

Fuente: Estacion aeropuerto Luis A. Mantilla de Tulcan.

Elaborado por: Investigadores, 2014

Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: color, grados brix y pH, la primera de ellas es una variable cualitativa o no
paramétrica y las dos restantes variables cuantitativas.

Esquema del Experimento

Se evalto la aplicacion de cuatro niveles de colorantes de mortifio, motilon y cerote (0.5%; 1.0%; 1.5% y
2.0%), para coloracion de yogur de mora frente a un testigo comercial (T0), los mismos que se detallan en

la tabla 2.
Tabla 2. ESQUEMA DEL EXPERIMENTO

% de colorante Codigos Tamafio unidad experi- Gramos de yogur por trata-
Colorante de | Colorante de | Colorante de mental miento
mortifio motilén cerote
0% TO TO TO 100g
0.5% T1F TiM TiC 100g 300g
1.0% T2F T2M T2C 100g 300g
1.5% T3F T3M T3C 100g 300g
2.0% TAF TAM TAC 100g 300g
TOTAL 1200g

Elaborado por: Investigadores, 2014
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Analisis Sensorial

Para el analisis sensorial se aplico la Prueba Triangular que es una prueba discriminativa en la que
no se requiere conocer la sensacion subjetiva que produce el alimento en el analista, debido a que
solo se desea establecer si existe o no diferencia en color entre el yogurt con el extracto obtenido
del mortifio, cerote, motilon y el testigo.
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Para las pruebas se emplearon 31 jueces semientrenados, debido a esto, se utilizaron como jueces
a estudiantes de la carrera de Ingenieria en Desarrollo Integral Agropecuario de la UPEC que cur-
san niveles superiores y que estan familiarizados con el andlisis sensorial.

A cada juez se le presento un total de 4 muestras, 3 de yogurt natural al que se le afiadieron el ex-
tracto de mortifio, cerote y motilon en las concentraciones sefialadas y 1 que representa al testigo.

Métodos de evaluacion

Los métodos de evaluacion: quimico, microbiolodgico en el producto terminado para cada tratamiento
fueron los siguientes:

Analisis quimico

* Solidos solubles totales. Grados Brix (a 20 °C). Los grados °Brix fueron evaluados utilizando el re-
fractometro manual con escala de 58 — 92°Brix. Cada tratamiento fue evaluado tres veces, obteniendo una

lectura promedio de los so6lidos solubles totales.

* Acidez. pH. La acidez fue evaluada utilizando el pHmetro HANNA. Cada tratamiento fue evaluado tres

veces, obteniendo una lectura promedio del pH.
Andlisis microbioldgico

Se realizaron analisis microbioldgicos para:

- Aerobios totales

- Coliformes totales
- E. coli.

- Mohos y levaduras

El andlisis se lo realizé en Placas petrifilm que son placas listas para usar que sustituyen a agares
convencionales, placas petri y otros elementos usados en andlisis microbioldgicos. Cada placa
dispone de un agente soluble en frio, nutriente e indicadores deshidratados y estables en el alma-
cenamiento.

Procedimiento

* Se prepar6 agua peptona medio usado como diluyente y para enriquecimiento bacteriano
a partir de alimentos. (20 g 1L de agua destilada o lo indicado en el frasco) y, esterilizar en
autoclave durante 45 minutos a 15 psi o 121 °C.
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* En condiciones estériles (trabajar en la cdmara de flujo laminar), se adiciond 1 g de la
muestra del colorante con la ayuda de una espatula estéril en un tubo de dilucion con 9 ml

de agua destilada estéril (dilucion 10 -1), agitar.
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* Se realizo la inoculacion en las tres placas petrifilm para recuento de Mohos y Levaduras,
aerobios totales y E. coli/coliformes con la ayuda de una pipeta estéril colocar 1 ml en cada

placa (dilucion 10 -1).

* Se tomo 1 ml y transferirlo a un tubo con 9 ml de agua destilada estéril (dilucion 10 -2).
De ahi se hacen diluciones sucesivas hasta completar diluciones decimales hasta 10 -3, ase-
gurandose de utilizar pipetas estériles diferentes en cada paso. Agitar de forma constante en

cada transferencia en cada paso

* Luego se tomo6 1 ml de la dilucion seleccionada (10-4) y fue colocada en el centro de la

placa de aerobios totales.

* Después de un periodo de incubacion de 24 horas (E coli/ coliformes 37°C) 48 horas aero-
bios totales 37°C y 5 dias para de Mohos y Levaduras 25°C, se procedio a contar el nimero

de colonias y reportar como unidades formadoras de colonias (UFC).

Manejo especifico del experimento

Para la recoleccion de las muestras de las frutas en estudio se trasladdé a la zona donde se reporta
que crecen estas especies, con el proposito de observar las caracteristicas de la planta y recolectar
los frutos que alcanzaron la madurez fisiologica de cosecha (aproximadamente 5 Kg).

Los frutos colectados fueron transportados a los laboratorios de la universidad, seleccionados y
sometidos a un proceso de lavado, desinfeccion y secado, para luego ser refrigerados a una tem-
peratura de 4°C, para preservarlos hasta el inicio de la parte experimental de la investigacion.

La extraccion de pigmentos naturales, se llevo a cabo teniendo en cuenta los factores que pueden
afectar la integridad de los mismos; por lo cual este es un paso muy importante debido a que los re-
sultados obtenidos dependen en gran parte del proceso de extraccion realizado. (Santacruz, 2011).

Para la extraccion de colorante antociano investigadores han utilizado las siguientes soluciones:
Metanol, HCI; Etanol, HCI; Cloroformo, Acetona; Etanol, Acido Acético; Metanol, Acido Acéti-
co; Etanol, Acido Citrico. (Menéndez, 2008).

Se tomo en cuenta que el concentrado final sera empleado como colorante para la industria de alimen-
tos, las demas soluciones como el Metanol y el cloroformo podrian provocar dafios irreversibles para
la salud o podria dejar un olor residual como el caso del Acido Acético y Acetona. (Menéndez, 2008).

Para este estudio, en la extraccion de los pigmentos del mortifio, cerote y motilon se utilizoé una
solucion de etanol a 96° de pureza con una concentracion de acido citrico en relacion peso / volu-
men del 0.03%. (Metodologia sugerida por Menéndez, 2008).
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* Pesado.- El pesado se realizé con el fin de obtener los datos necesarios para realizar el balance de ma-
teriales y establecer rendimientos.

Figura 3. Pesado de materia prima
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Fuente: Investigadores, 2014
* Lavado y desinfeccion.- El lavado lo realizamos con abundante agua potable corriente, para eliminar
impurezas del campo, particulas extrafias, luego de lo cual procedimos a desinfectar las materias primas
con una solucion de hipoclorito de sodio (cloro) al 0.01%, posterior a esto se realizé un enjuague con
abundante agua potable.

Figura 4. Lavado de materia prima

Fuente: Investigadores, 2014

* Secado.- Esto permiti6 eliminar el exceso de humedad de la materia prima obtenida y evitar la apa-
ricion de microrganismos que perjudicarian la inocuidad de los frutos a emplearse.

Figura 5. Secado de las materias primas
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Fuente: Investigadores, 2014
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e Despulpado.- Esta operacion se la realizé empleando la despulpadora..

Figura 6. Despulpadora empleada para obtener la pulpa de los frutos

Fuente: Investigadores, 2014

* Liofilizado.- Se realiz6 con el fin de remover el agua que pudiera contener la fruta. El liofilizado con-
siste en sublimar el hielo de un producto congelado. El agua del producto pasa, por tanto, directamente

del estado solido al estado de vapor, sin pasar por el estado liquido

Figura 7. Liofilizado de las materias primas

Fuente: Investigadores, 2014

e Macerado.- Se procedié a macerar el producto liofilizado obtenido de las tres frutas en estudio en la solucion
etanol/acido citrico, para obtener el pigmento, esta operacion se la llevo a cabo durante 24 horas a temperatura
de refrigeracion.

Figura 8. Macerado de los productos liofilizados

Fuente: Investigadores, 2014
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* Filtrado.- Se lo realiza con el objetivo de obtener la porcion alcohdlica la misma que contiene los pigmentos
de las diferentes frutas analizadas.

Figura 9. Filtrado de las soluciones
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Fuente: Investigadores, 2014

* Evaporado.- El producto obtenido fue evaporado con la ayuda de un rotovaporador para elimi-

nar la porcidn alcohodlica y obtener el concentrado de los pigmentos.

Figura 10. Obtencion de los pigmentos

Fuente: Investigadores, 2014

* Almacenamiento.- El almacenamiento del concentrado obtenido se lo realizé en refrigeracion a tem-
peratura de 4°C.

Figura 11. Colorantes obtenidos

Fuente: Investigadores, 2014
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Diagrama del Proceso de la Investigacion

MATERIA PRIMA
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Posibilidades de uso en yogurt

Se tomd como base para la experimentacion 100 gr. de yogur natural al cual se le afiadié mediante ag-
itacion los extractos obtenidos a partir del mortifio, cerote y motilon, se aplicod las dosis seleccionadas
(0.5%, 1%, 1.5%, 2%). Para evaluar el efecto del colorante en los diferentes tratamientos las muestras
fueron almacenadas en refrigeracion a una temperatura de 5 °C, por el lapso de 30 dias.
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Figura 12. Muestras de yogur natural con las concentraciones de pigmentos adicionados

Fuente: Investigadores, 2014

Resultados y discusion

En el presente capitulo se presentan los resultados de la investigacion “Extraccion de pigmentos naturales
a partir de cerote (Hesperomeles heterophylla), motilon (Hyeronima macrocarpa), mortino (Vaccinium
floribundum) y su aplicacion en la elaboracion de yogurt de mora (Rubus glaucus benth).”, con la finalidad
comprobar los objetivos planteados.

Andlisis de Resultados Quimicos y Microbiolégicos
Anadlisis quimico

Para realizar el analisis quimico se tomaron las muestras de los diferentes colorantes obtenidos a partir del
mortiflo, cerote y motilon, se los codifico, tal como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 3. CODIGOS DE LOS PRODUCTOS ELABORADOS

Producto Cédigo

Colorante de Mortifio TF
Colorante de Motilon ™

Colorante de Cerote TC

Elaborado por: Investigadores, 2014
Para el analisis de los resultados se aplico, los siguientes métodos:

- QGrados Brix: INEN 380

- pH: INEN 389
Tabla 4 RESULTADOS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS COLORANTES OBTENIDOS

Colorantes
Mortifio T1F | Motilon T2M | Cerote T3C
GRADOS BRIX 75 70 81
pH 3.81 3.63 4.95

laborado por: Investigadores, 2014
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En la figura 13 se observa los grados brix de los productos obtenidos a partir del mortifio, cerote y motilon:

Figura 13.Grados Brix de los colorantes obtenidos

GRADOS BRIX

75
70
COLORANTES CEROTE MOTILON MORTINO
H GRADOS BRIX 81 70 75

Elaborado por: Investigadores, 2014

De acuerdo a esta figura, los colorantes que presentaron mayor concentracion de solidos solubles fueron
cerote con 81° Brix, mortifio con 75° y finalmente motilén con 70°.

Figura 14. pH de los colorantes obtenidos

4,95
363 3,81
COLORANTES
CEROTE MOTILON MORTINO
MpH 4,95 3,63 3,81

Elaborado por: Investigadores, 2014

El valor de pH oscil6 entre 3.63 y 3.81 entre todos los productos obtenidos, como se muestra en la figura
14, lo que nos permite establecer que dependiendo del valor del pH y las condiciones de almacenamiento
estos tendran una mayor o menor estabilidad.

Analisis microbiolégico

Los analisis microbiologicos se realizaron a cada tratamiento para determinar la presencia de Aerobios
totales, E coli/coliformes y mohos y levaduras en los productos elaborados, lo que se indica en la tabla 5.
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Tabla 5. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Andlisis Tiempo | Temperatura Dilucion
10"{(UFC) | 103(UFC)
E coli /coliformes 25H 37°C 0
Aerobios totales 48 H 379C 0 0
Mohos y levaduras 5 Dias 25eC 0
UFC: Unidades formadoras de colonias

Elaborado por: Investigadores, 2014

Al analizar los resultados microbioldgicos realizados se puede observar que no existe proliferacion de
estos, dentro de los tiempos que determinan las normas, estableciendo que son aptos para su uso en la ex-
perimentacion a realizar.

Esto debido a que las muestras fueron sometidas a un proceso de extraccion en el cual se emple6 una solu-
cion alcohol/acido citrico 96°/0.03%.

Analisis Organoléptico

Para el analisis sensorial de los productos elaborados se evalu6 la caracteristica color. Este analisis se
realizé mediante la prueba no paramétrica de Friedman, en la que participd un grupo de 31 panelistas.

Analisis Estadistico

Con el fin de probar la aceptabilidad de los colorantes extraidos de los frutos del mortifio, motilon y cerote,
se formularon las siguientes hipotesis:

Hi Los pigmentos antocianicos obtenidos de los frutos de cerote (Hesperomeles heterophylla), motilon
(Hyeronima macrocarpa), mortifio (Vaccinium floribundum) presentan caracteristicas dptimas para ser
utilizadas como colorante en yogurt.

Ho Los pigmentos antocianicos obtenidos de los frutos de cerote (Hesperomeles heterophylla), motilon
(Hyeronima macrocarpa), mortiiio (Vaccinium floribundum) NO presentan caracteristicas Optimas para ser
utilizadas como colorante en yogurt.

Con el fin de comparar la preferencia del color en el yogur natural al que se le adicionaron los diferentes
tratamientos se procedi6 a realizar la prueba de degustacion con 31 personas, cuyos resultados se indican
a continuacion:

Figura 15. Analisis de la preferencia para el color de yogur adicionado los colorantes extraidos
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Elaborado por: Investigadores, 2014
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Deacuerdoal grafico, lapreferenciapor color que obtuvo el mayor porcentaje fuede 35.5%, que correspondeal
tratamiento Motilon(T3M)con 1.5%decolorante/100gdeyogur,seguidoporel tratamiento Motilon (T2M)con
1% de colorante/100g de yogur que corresponde al 26%, también podemos apreciar que el tratamiento Cerote
(T2C) con 1% de colorante/100g de yogur presento un 19.4% de preferencia por parte de los panelistas. Con
lo cual se afirma el poder colorante que poseen los pigmentos del motilon y cerote como colorantes naturales.
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Por lo que, se acepta la primera hipotesis que afirma: Los pigmentos antocianicos obtenidos de
los frutos de cerote (Hesperomeles heterophylla), motilon (Hyeronima macrocarpa), mortifio
(Vaccinium floribundum) presentan caracteristicas Optimas para ser utilizadas como colorante en yogurt”.
Cabe sefialar que si bien es cierto en los datos obtenidos de la prueba sensorial realizada no
arroja valores para el colorante de mortifio, no es que este no sea valido para estos fines, sino
que sus cualidades colorantes no se asemejan a las de un color similar al de mora, pero pueden
ser comparados con los de otras frutas, como se puede apreciar en los graficos anexados.

Conclusiones
Una vez realizada la investigacion hemos llegado a las siguientes conclusiones:

- La presente investigacion es de importancia ya que permitido obtener pigmentos con caracteristicas
colorantes derivados de la transformacion del cerote (Hesperomeles heterophylla), motilon (Hyeron-
ima macrocarpa), mortifio (Vaccinium floribundum).

- La accién del ser humano esta contribuyendo inexorablemente a la inestabilidad de areas donde
crecen estas especies, actividades como el pastoreo que se incrementan notablemente cada dia, las
quemas y la expansion de la frontera agricola, dan como resultado una evidente alteracion de la flora
y fauna silvestre de esta importante zona de nuestra region.

- Mediante la prueba sensorial realizada, en la que se evalud el color, se pudo determinar que
los pigmentos que se adicionaron al yogur que tuvieron mayor aceptacion fueron: Con el
35.5%, el tratamiento Motilon (T3M) con 1.5% de colorante/100g de yogur, seguido por el

- tratamiento Motiloén (T2M) con 1% de colorante/100g de yogur que corresponde al 26%, y ademas
el tratamiento Cerote (T2C) con 1% de colorante/100g de yogur con un 19.4% de preferencia.

- El mortifo, cerote y motilén posee gran potencial para la alimentacion humana son ricos en antociani-
nas, los cuales refuerzan la pared de los vasos capilares, venosos y mejoran la circulacion sanguinea en la
retina, asi como la de los miembros inferiores, ademas de su alto contenido en vitamina C.

- Tanto el mortifio, motilon y cerote no se cultivan de manera comercial en nuestro pais de ahi la im-
portancia que pueden adquirir estos cultivos a nivel nacional por contener un alto potencial econémi-
co al darles valor agregado o como frutas de exportacion, como se ve en otros paises.

- Es posible el uso de los pigmentos de mortifio, motilén y cerote para colorear alimentos de acidez
intermedia como el yogur, asi como también en alimentos procesados en los cuales se mantengan las
condiciones Optimas de estabilidad; pH acidos, temperaturas bajas de almacenamiento y que estén
protegidos de la luz.

Recomendaciones

- Megjorar los procesos de extraccion de antocianinas para tratar de recuperar la mayor cantidad de
pigmento que sea posible.

- Desarrollar el proceso tecnoldgico para la preparacion comercial de colorante obtenido de los frutos
del mortifio, motiléon y cerote.

- Ampliar la aplicacion en la industria de alimentos y bebidas del colorante natural obtenidos a partir
de estos frutos que crecen de manera silvestre en la region interandina.
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