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1. RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion consistio en la evaluacion de los pigmentos
de la remolacha para brindar una propuesta de una formulacion cosmética, mediante la
extraccion por percolacion, secado a través de Spray Dryer e incorporacion de los
pigmentos presentes en la remolacha en una formulacion cosmética, con la consiguiente

evaluacion de la estabilidad fisicoquimica y microbiologica.

Esta investigacion aporta una metodologia para obtencion de un extracto
completamente seco para el aislamiento de los pigmentos presentes en la remolacha a
través de una extraccidn acuosa por percolacién y su posterior secado por equipo de spray
dryer, lo cual permite obtener un polvo fino con el potencial para ser utilizado en una

amplia gama de productos.

El analisis fisicoquimico del estudio se basé principalmente en la evaluacion del
mantenimiento de las propiedades organolépticas y la determinacion cualitativa sobre la
presencia o ausencia del colorante en el cosmético, para ello el producto final se sometié a
cromatografia en capa fina y espectrofotometria UV, determinando el valor de Rf y la
méaxima absorbancia respectivamente en comparacion con los datos teoricos. La estabilidad

fisicoquimica y microbioldgica se evalu6 con relacion a la normativa vigente.

Para comprobar la calidad del cosmético formulado, éste fue sometido a un estudio de
estabilidad acelerada. Al cabo de 30 dias de iniciado el estudio, se verificé la integridad del
producto observandose decoloracion completa por lo que la investigacion concluyo 60 dias
antes del tiempo programado, comprobando la ausencia del colorante al realizar la
respectiva identificacion por cromatografia en capa fina y el andlisis en espectrofotometro
uv.



Sumado al incumplimiento en los pardmetros organolépticos, los resultados
microbioldgicos describieron contaminacion por mesoéfilos aerobios, lo cual es posible
corregir al enfatizar el cuidado en las buenas practicas de manufactura lo cual fue
demostrado al realizar una prueba microbioldgica a otro lote de producto que se elaboro

reforzando la esterilidad en la elaboracion del cosmético.

Los resultados obtenidos corresponden a lo esperado en un estudio preliminar, pese a no
obtener resultados completamente satisfactorios, se genera informacién valiosa para
continuar con estudios que apoyen la utilizacion de las betalainas de la remolacha en
formulaciones cosméticas. No obstante, se logré brindar una propuesta de una sombra en
polvos sueltos como una formulacion cosmética con la incorporacion de pigmentos
vegetales extraidos de Beta vulgaris que resultd ser bastante estable en condiciones de
anaquel pero que en condiciones de estabilidad acelerada no cumple con las

especificaciones requeridas.

Conforme transcurrié el tiempo de la evaluacion de la estabilidad acelerada y la
finalizacion de la fase experimental de este trabajo de investigacion, simultineamente se
almacenaron muestras de los productos cosméticos formulados bajo condiciones de
anaquel, lo cual demostr6 que las sombras en polvo suelto fabricadas mantuvieron su

estabilidad por méas de 6 meses de almacenamiento.



2. INTRODUCCION

Los pigmentos presentes en la remolacha son llamados betalainas y se dividen en dos
grupos: los rojos o betacianinas (en donde figura en mayor proporcién el pigmento rojo

Ilamado betanina) y los amarillos o betaxantinas.

La remolacha, Beta vulgaris, es una fuente natural con un alto potencial para ser
utilizada por sus propiedades colorantes. La utilizacion de estos pigmentos naturales ha
generado mayor interés, a tal grado que el Codex Alimentarius Commission en el afio 2004
autorizé su empleo con el nombre de “rojo remolacha” bajo el codigo E162, en el cual el
colorante principal es la betanina que integra el 75 a 95% pero ademas, incluye pequefias
cantidades de betaxantinas. La industria cosmética también se ha beneficiado de este
colorante natural, sin embargo, la industria nacional no ha incorporado su uso y es por esto
que las betalainas requieren ain mayores estudios para generar propuestas que aporten
mayor interés en la promocion, desarrollo e inversion en productos nacionales de origen

natural.

La Union Europea incluye al rojo remolacha dentro de su listado de colorantes
permitidos en cosméticos sin especificar en qué area corporal es utilizado (Union Europea,
2009) por lo que no se puede definir qué tipos de productos se encuentran disponibles en la
actualidad; Por otro lado, la FDA aprueba su utilizacién Gnicamente en alimentos (FDA,
2013).

Este trabajo de investigacion abre las puertas para la utilizacion de esta fuente natural
de colorantes, para su aprovechamiento y el desarrollo de nuevas investigaciones que

complementen los resultados obtenidos.



3. ANTECEDENTES

3.1. Colorantes naturales en relacién con la industria cosmética

Las plantas utilizadas como colorantes se dividen en varios grupos:
colorantes naturales, tintes naturales y pigmentos naturales. Los colorantes
naturales son productos que se adicionan a los alimentos para proporcionarles
un color en especifico y hacerlos mas agradables a la vista. Los tintes naturales
se usan para tefiir telas, madera y cuero. Finalmente, los pigmentos naturales son
los compuestos responsables del color visible de una planta; ademas de ser

utilizados por la industria farmaceutica y cosmética.

El uso de sustancias provenientes de la naturaleza, ha tomado auge, tal es el
caso de los cosméticos naturales o verdes, donde todas las materias primas
involucradas son de origen vegetal, o los llamados fitocosméticos que incluyen
dentro de su formulacion uno o mas componentes de origen vegetal. Es por ello
que en afios recientes se ha renovado el interés en colorantes naturales por las
limitaciones en el uso de algunos colorantes sintéticos en alimentos,
medicamentos y en productos cosméticos debido a su toxicidad. Son frecuentes
las denuncias por el uso de colorantes no adecuados en estos productos de uso
humano. Esto ha originado un considerable interés mundial en el desarrollo de
los colorantes naturales. Un indicativo de ello, es el nimero y distribucion de las
patentes reportadas a nivel mundial, entre los afios 2003 a 2008, entre estos 5
afios de un total de 427 patentes 356 estaban referidas a colorantes naturales y

71 a colorantes sinteticos (Cruz, 2008).

Al escoger una planta para extraer su colorante, se debe considerar: que sea
disponible a un precio razonable, proceso de extraccion no muy costoso y

técnicamente factible con el menor impacto ambiental obteniendo un producto



que satisfaga las necesidades industriales y los requerimientos legales (Lock,
1997)

La desventaja de los colorantes naturales es el costo de su obtencién, ya que
los colorantes naturales puros tienen una relacion 30 a 100 veces mayor que el
gastado al producir colorantes sintéticos certificados. Esta diferencia econémica
provoca la reduccion de la explotacion de las fuentes naturales. Sin embargo, es
necesario desarrollar estrategias biotecnoldgicas mas econémicas para motivar

la extraccion de estas fuentes (Lock, 1997).

Por otro lado, los colorantes artificiales son mas faciles de usar que los
naturales: son mas resistentes a los tratamientos térmicos, son estables en

amplios intervalos de pH y casi no se degradan con la luz (Aceituno, 2010).

Las tendencias de aplicacion de colorantes en la actualidad, se pueden

resumir en;

e Conseguir las ventajas que ofrecen los colorantes sintéticos utilizando
colorantes naturales, mediante modificaciones de los ultimos, y asi
conseguir: mayor estabilidad, homogeneidad, intensidad de coloracion,
facilidades de manejo, aprovechando la mayor aceptacion de los colorantes
que se encuentran en la naturaleza.

e Una nueva tendencia hacia productos con tonalidades de coloreado mas
suaves, para una percepcion del consumidor como alimentos méas naturales.

e Aplicacion de nuevos métodos de blsqueda de colorantes a partir de
sustratos naturales como pueden ser hongos o extractos de plantas, vegetales
o frutos con gran cantidad de pigmentos vegetales como: antocianos,
betacarotenos, betalainas, etc

e Una ventaja marcada de los colorantes naturales con respecto a los
artificiales es el riesgo que presentan a la salud de los consumidores (Garcia,
2008).



3.2. Efectos adversos relacionados al consumo de colorante FD&C Rojo No 40

3.2.1. Toxicidad

La preocupacion sobre el tema ha generado la formacion de organizaciones
y campafas por parte de los consumidores, tal es el caso de La Campaiia por
Cosméticos Seguros — The Campaign for Safe Cosmetics — una coalicion de
organizaciones dedicadas a la salud y el medio ambiente, que desde hace varios
afios ha estado presionando a las empresas de cosméticos para eliminar
sustancias quimicas cuyo uso ha sido vinculado con céncer, defectos de
nacimiento y otros problemas de salud. La coalicion argumenta que la
exposicion repetida a los productos quimicos de uso diario podrian tener

consecuencias negativas en la salud a largo plazo (Cohen, 2007).

La preocupacion de los colorantes artificiales con relacion a la seguridad, en
lo que respecta a su efecto sobre la salud, ha impulsado su estudio en forma
exhaustiva, reduciéndose generalmente su campo de aplicacion. También la
presion del publico ha llevado a muchas empresas a revisar la formulacion de
sus productos y sustituir, cuando es econémica y tecnoldégicamente factible, los

colorantes artificiales por otros naturales (Calvo, s. f.)

El uso del colorante FD&C Rojo No. 40 estd permitido por la Food and
Drug Administration -FDA- para ser utilizado en el area de ojos, mucosas y
uso externo sin ninguna clase de limitacién especifica (FDA, 2010). Es también
conocido como Rojo Allura y su naturaleza es de tipo azoico. Ha sido
relacionado con posibles efectos carcinogenos desde 1983 en un estudio
realizado en ratas (Vorhees et al, 1983).

El rojo Allura cuando se administra por via oral sufre reduccion azo parcial

antes de la absorcion. Los estudios metabolicos indican que el color no se



absorbe bien en el cuerpo, y la principal via de la excrecion es a traves de las
heces. En un estudio de reproduccién multigeneracional en ratas, se demostro
que la progenie de los padres que fueron alimentados con 51.9 gramos del
colorante por kilogramo de alimento demostr6 un ligero aumento en la
depresion. El nivel “sin efecto” en la fisiologia de la reproduccion de este
colorante en la rata es de 13.9 g/kg de alimento. Los estudios de teratogenicidad
en ratas y conejos no mostraron efectos embriotoxicos. La variedad de estudios
de mutagenicidad realizados con Rojo allura indican que no hubo efectos
mutagénicos. Otro estudio sobre toxicidad oral aguda y a corto plazo en varias
especies reveld que, a parte de la coloracion de la orina y las heces, no habia
otras respuestas relacionados con el compuesto. Estudios dérmicos (tanto a corto
como a largo plazo) también indicaron una ausencia de toxicidad inducida por el
color, exhibiendo reacciones adversas en menor proporcién en comparacion con
el control. En estudios de alimentacién a largo plazo en ratones y ratas, la
mayoria de las observaciones consistentes es que los animales que recibieron
mayor cantidad de color (51.9g/kg de alimento) exhibieron menores pesos
corporales en comparacion con los animales de control. Un estudio sugiri6 que
los ratones que fueron alimentados con este colorante mostraron un inicio mas
temprano de padecimientos de tumores del sistema linfatico en comparacion con
el control, en ratones. Sin embargo, un segundo estudio mas amplio en ratones
no apoyé esto. El estudio a largo plazo de mutagenicidad indica que el Rojo

Allura no posee potencial carcinogénico (IPCS, s.f.)

De acuerdo a lo anteriormente descrito, se ha permitido el uso de tal
colorante, sin embargo, cabe resaltar que la sustancia es relativamente segura
pero no inocua, ya que aunque presenta efectos adversos en menor proporcion,

se ha comprobado que si presenta reacciones adversas a las dosis usuales.

En los altimos afios se ha buscado prohibir el rojo allura tanto en Europa

como en Estados Unidos. El primer pais que mostro interés por hacerlo fue



3.2.2.

Inglaterra. En ese pais se realizaron dos estudios con nifios para verificar la
existencia de la relacion entre el rojo allura (con otros 5 colorantes azoicos) y la
hiperactividad en los nifios. El estudio mostr6 que los colorantes no solo

provocan hiperactividad sino también déficit de atencion.

En el estudio se evaluaron los efectos de los colorantes artificiales con el
preservante benzoato de sodio al administrarse alimentos con estos aditivos a
nifios de la poblacidn britanica y que no se sospechase que fuesen sensibles a los
colorantes. El estudio fue llamado “The Southampton six”, los colorantes
estudiados fueron: tartrazina (E102), amarillo quinolina (E104), amarillo sunset
(E110), carmiosina (E122), ponceau 4R (E124) y rojo allura (E129) (Aceituno,
2010).

Aspectos bioquimicos

En un estudio realizado en 1970, en ratas que fueron alimentadas con una
dieta que contenia 5.19% de Rojo Allura, se observo que el 0.1% y el 29% del
colorante intacto fue excretado en la orina y las heces, respectivamente. En
estudios posteriores, ratas y perros fueron tratados previamente a diario con
Rojo Allura no radioactivo. Posteriormente, los animales fueron dosificados con
el compuesto marcado con 35S y estudiados por hasta 72 horas para patrones de
excrecion y distribucion del color. Ambas especies mostraron una absorcion
limitada del compuesto con la ruta principal de excrecion, siendo ésta la via
fecal. En el perro, el 92 a 95% de la radioactividad recuperada en las heces
aparecié dentro de 72 horas, mientras que en la rata 76 a 92% de la
radioactividad recuperada aparecidé en las heces dentro de este plazo. La
recuperacion urinaria del color en ratas y perros, respectivamente varié entre 5.7
y 19.8% en los roedores y 2.7 y 3.6% en los caninos. Después del sacrificio, la
retencion significativa de radiactividad se encuentra en el contenido intestinal de
ambas especies y en los intestinos lavados de las ratas. Esto se cree que es

debido a la adherencia del compuesto a la pared intestinal, ya que el total de



canal y las visceras de estos animales contenian menos de 0.4% de la dosis

administrada.

Se encontrd que el metabolito principal del Rojo Allura en la orina de estas
dos especies fue el &cido cresidenesulfonico, no medible. Ademéas otros dos
metabolitos no identificables se encontraron en la orina de las ratas. En los
extractos fecales de las ratas, el acido cresidinesulfonico fue el metabolito
principal junto con dos desconocidos y el compuesto original. La muestra fecal
de perro revelé un patron idéntico al de la rata y, ademas, un tercero
desconocido fue descubierto. Uno de los desconocidos compuestos urinarios
demostro un valor de Rf que fue idéntico a uno de los compuestos desconocidos
en las heces, lo cual sugiere que era uno y el mismo. Los otros desconocidos
exhibieron distintos valores de Rf lo cual indica que estos metabolitos eran
diferentes. Se ha postulado que con la reduccién azo por la flora intestinal del

colorante se obtendran dos componentes del compuesto de origen:

Figura 1. Acido 2-metoxi-5-metil-anilina-4-sulfonico (Acido cresidina-4-sulfonico)
- OCHz

Hahl S0sMa

Fuente: (IPCS, s.f.).

Figura 2. Acido 1-amino-2-naftol-6-sulfonico

fH=
oH

MaOsS

Fuente: (IPCS, s.f.).
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Parece que se absorben cantidades insignificantes de Rojo 40 intactas y se
excreta en la orina, y que la mayor parte del colorante es excretada como

metabolitos en las heces (IPCS, s.f.)

3.3. La Remolacha (Beta vulgaris)

e Nombre Cientifico

Beta vulgaris L. var. rapacea (K.) Allen.

e Nombres Populares

Espafiol: remolacha, betarraga, betabel.

Portugués: beterraba

Inglés: beet

Otros: barbabietola (Italiano), Gemeine riibe (Aleméan), betterave (Francés), barba
(Arabe).

La remolacha pertenece a la Familia Chenopodiaceae y su nombre cientifico
es Beta vulgaris L., variedad cruenta Alef. o Beta vulgaris L. spp. vulgaris, var.

conditiva Alef.

Existen numerosas variedades de la especie, de las cuales algunas se
emplean para la alimentacién humana, otras como pienso para ganado, y otras para
la produccion de azucar (la remolacha azucarera, Beta vulgaris variedad altisima);

otras, entre ellas la Beta vulgaris variedad cicla, se cultivan por sus hojas.

La remolacha de mesa es una planta muy apreciada, sobre todo en los paises

anglosajones. Determinadas industrias extraen de la remolacha el colorante rojo, la
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betanina, utilizado en sopas deshidratantes, yogures, ketchup, etc. Algunas

variedades forman en mayor cuantia el colorante amarillo denominado betaxantina.

En funcién de la forma de sus “raices”, comercialmente se distinguen dos
grupos: alargadas (pueden llegar hasta 30 - 40 cm de longitud) y redondeadas o
aplastadas. Este segundo tipo de remolachas de mesa son las méas cultivadas y las de

mayor aceptacion con miras a la exportacion (Garcia, 2011).

Partes Utilizadas

La raiz tuberosa.

Descripcion Botéanica

Se trata de una hierba anual o bianual, perteneciente a la familia de las
Chenopodiaceae, caracterizada por presentar una raiz muy ramificada, cuya
fraccion primaria crece hasta casi dos metros de profundidad y las raices
secundarias lo hacen en un radio de 50-60 cm. De la parte superior de la raiz
principal se forma un cuerpo escarnoso comestible, de forma globular, color rojo
oscuro. El tallo es erguido y de crecimiento lento durante el primer afio. Presenta
hojas sencillas, pecioladas a ovada-oblongas, que se trasforman en bracteas lineales
en la inflorescencia. Las flores son hermafroditas, dispuestas en grandes paniculas.

El fruto es utricular.
Habitat
La remolacha procede de la llamada acelga bravia o remolacha maritima y es

originaria de los paises del Mediterraneo. Hoy se cultiva en casi todos los paises del

mundo con clima templado.



12

Historia

La remolacha fue considerada desde tiempo antiguo como una planta
alimenticia. Pero en 1747, un farmacéutico berlinés llamado A. Markgraf descubre
que en su composicién interviene la sacarosa, la misma sustancia proveniente del
azlcar de cafia. Franz Achard cuarenta afios mas tarde repite la experiencia lo cual
permitié que a fines del siglo XVIII se creara el primer establecimiento industrial
destinado a la extraccién y purificacion de este producto, aunque el tenor de azucar
que se extraia hasta ese momento era escaso: 8%. Con el correr del tiempo la
incorporacion de nueva tecnologia permitié alcanzar cifras del 27%, de tal manera
que una hectérea cultivada puede rendir 500 quintales de azucar. Con respecto a la
denominacion cientifica Beta, la misma deriva del formato en que se doblan los
tallos en su parte superior cuando estan cargados de simientes, asemejando a la letra
griega (Alonso, 1998).

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico de la remolacha roja (Beta vulgaris) muestra la
presencia de sacarosa, pigmentos (fundamentalmente betaina), colina, glutamina,

vitaminas A, B y C, saponosidos Y fitoestrégenos (Aceituno, 2010).

Composicion Quimica de la raiz o tubérculo

o AzUlcares: sacarosa (15-20%), fructosa, glucosa.

o Minerales: En forma de sales: potasio, sodio, calcio, magnesio, hierro (en escasa
cantidad).

o Otros: vitaminas A, B1, B2 y C, fibras, glutamina, colina, betaina, asparagina,
triptofano, sustancias volatiles (piridina y derivados como la geosmina), acido
betaldmico, &cido p-cumarico, acido ferdlico, rafanol, bitinas (poteinas),

saponinas, triterpenoides, fitoalexinas, isoramnetina, ciclodopa y N-
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formilciclodopa (glucosidos), pectinas y ramnosiliso-vitexina (flavonoides). En

la remolacha azucarera encontramos ademas vanilina.

Efectos Adversos y/o Toxicos

Por lo general la remolacha es muy bien tolerada en el ser humano. Unicamente
deberan tomarse algunos recaudos en aquellos casos en que se observen trastornos
intestinales de tipo diarreico o en presencia de hipotiroidismo, debido a la presencia
de glucosinolatos. No se han observado signos de intolerancia, adversidad ni
cambios en los parametros hematoldgicos de pacientes asténicos tratados durante 9

dias con 120 ml/dia de jugo de raiz de remolacha.

En cambio, algunos animales que se alimentan de manera copiosa con
remolacha forrajera verde (especialmente cerdos y bovinos) pueden presentar
sefiales de toxicidad. Se observa, por ejemplo, hematuria, diarrea y estado de
debilidad extrema que puede hacer caer al animal con gran dificultad para
incorporarse. También se observa cese de la rumia, rechinamiento de dientes,
indigestion y sefiales de dolor abdominal. Se tratan eficazmente con inyecciones de
calcio, magnesio o ambos en forma conjunta. En ganado vacuno se ha observado
una actividad anticonceptiva o antifertilizante. Extractos de la parte aérea (no de la
raiz) evidenciaron actividad mutagénica en modelos microbianos. Extractos de la
raiz en cambio, no demostraron efectos embriotoxicos, mutagénicos ni abortivos en

ratas gestantes (Alonso, 1998).
Conservacion
Una vez recolectada la remolacha, su conservacion debe hacerse a 0°C y 90-

95% de humedad relativa, lo que puede mantenerla en buenas condiciones durante

uno a tres meses (Garcia, 2008).
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Contraindicaciones

Pacientes con tendencia a la formacion de célculos (debido a su contenido en

acido oxalico), y primer trimestre de embarazo.

Status Legal

La remolacha se encuentra registrada en las Farmacopeas de Chile (3% Ed),
China (1953), Corea (22 Ed.), México (4% Ed.), USA (192 Ed.) y Codex britanico
Farmaceéutico (1973) entre otras (Alonso, 1998).

Usos como colorante natural:

Las remolachas (Beta vulgaris) se emplean en la industria agroalimentaria para

la obtencion del colorante llamado rojo de remolacha, conocido como E-162.

El uso de betalainas esta autorizado por el Codex Alimentarius Commission
(2004) y es comercializado en EEUU y la UE con el nombre de “rojo remolacha”.
Se consigue como concentrados (producidos por concentracion al vacio de jugo de
remolacha al 60-65% de sélidos totales) o polvos producidos por liofilizacion o
spray-dry con un 0.3 a 1% de pigmento. Es un colorante relativamente potente,
alcanzandose el color deseado con dosis que no exceden los 50 mg/kg calculado
como betanina (Wilson, s.f.).

Dado que no se conocen efectos nocivos de este colorante y la Organizacion
Mundial de la Salud -OMS- no ha fijado un limite de dosis diaria admisible, la
betanina se usa frecuentemente como colorante en productos alimentarios en donde
el pigmento se conserva mas facilmente: gelatinas, bebidas, yogurts y postres en
general. En Espafia se utiliza en bebidas refrescantes, conservas vegetales y
mermeladas (300 mg/kg), conservas de pescado (200 mg/kg), en yogurts (hasta 18
mg/kg) y preparados a base de queso fresco (hasta 250 mg/kg) (Aceituno, 2010).
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3.4. Pigmentos naturales presentes en Beta vulgaris

3.4.1. Generalidades

A partir de la remolacha se extrae el pigmento natural presente en esta raiz que
le confiere su color rojo caracteristico. Esta sustancia hace que la orina y las heces
adquieran un color rojizo después de haber comido remolacha. Esto se debe a que se
carece de la enzima que metaboliza dicho pigmento en el intestino, por lo que éste

se elimina tal cual junto con la orina y las heces.

Las betalainas son pigmentos vacuolares hidrosolubles presentes en las plantas
del orden de las Centrospermas, como el Betabel (Beta Vulgaris) (Yanchapanta,
2011).

Wohlpart y Mabry introdujeron por primera vez el nombre “betalaina” durante
1968 para describir estos pigmentos como derivados del &cido betaldmico
identificado en la planta de remolacha (Beta vulgaris), la cual es la mayor fuente
comercial de betalainas. Debido a sus propiedades colorantes recientemente estan
ganando alta importancia como colorantes en varias formulaciones alimenticias y

farmacéuticas.

A inicios de 1876, Bischoff en su tesis hace mencion a ciertas antocianinas
como pigmentos vegetales que contienen nitrogeno pero son similares a verdaderas
antocianinas. Debido a estas similitudes, los pigmentos, si son rojos se ha
mencionado en la literatura como “antocianinas nitrogenadas” o “betacianinas”, y
son amarillas como “flavocianinas” o “betaxantinas”. Para lograr la uniformidad en
la nomencatura, Wyler y Dreiding sugirieron que los pigmentos rojos fueran
conocidos como betacianinas y los amarillos como betaxantinas (Thimmaraju,
2005).
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Los pigmentos naturales de la remolacha son las betalainas (aminoécidos de
amonio cuaternario) compuestas principalmente por betacianinas (rojas) y en menor
medida betaxantinas (amarillas). Entre las betacianinas destacan las vulgaxantinas |

y I, indicaxantina, isobetanina, prebetanina, neobetanina y betanina (Alonso, 1998).

Las betalainas se acumulan en las vacuolas de las células que las sintetizan,

sobre todo en los tejidos epidermal y subepidermal (Garcia, 2008).

Las betalainas son estables en productos deshidratados con una actividad de
agua menor a 5.0, la betalaina se vuelve mas inestable a medida que se aumenta la
actividad de agua y el contenido de humedad del alimento; por esta razédn, los
solidos de remolacha deben almacenarse con la menor cantidad de agua posible y en

las condiciones mas secas.

El colorante rojo remolacha es obtenido de las raices de Beta vulgaris como
jugo prensado o extracto acuoso; compuesto por diferentes pigmentos
pertenecientes a la clase betalaina, el colorante principal consiste en betacianinas
(rojo) de las cuales la betanina integra el 75 a 95%, pequefias cantidades de
betaxantina (amarillo) y productos de degradacion de betalainas (marron claro)
pueden estar presentes. El contenido de betanina en extractos de remolacha sufrird
una degradacién progresiva que es acelerada por la elevacion del pH, temperatura y
actividad del agua; por lo tanto se espera que todos los productos comerciales
lentamente perderan su color y alteraran su tonalidad de acuerdo a las condiciones
de almacenamiento (FAO, 2002).

Las betalainas son uno de los pigmentos autorizados como aditivos por la FDA
(Foods and Drugs Administration) de Estados Unidos y también esta admitido en la
Unién Europea con la designacién de E-162, comercializandose de dos maneras,

como polvo de remolacha, que incluye el pigmento y estabilizantes como azucares y
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proteinas y antioxidantes, y como extracto liquido concentrado. Las betalainas se
obtienen en forma de concentrado o de deshidratado a partir de una extraccion
acuosa a pH acido; la purificacion de los pigmentos se logra por medio de
ultrafiltracion y de 6smosis inversa. Incluso, debido a su potencial, se ha ensayado
el cultivo de tejidos para producir remolachas con un mayor contenido de betaninas
(Garcia, 2008).

Ademas de los colorantes, el jugo o extracto contiene azucares, sales y/o
proteinas que se encuentran naturalmente en las remolachas. La solucion puede
concentrarse y algunos productos pueden refinarse a fin de eliminar la mayor parte
de los azUcares, sales y proteinas. Acidos de grado alimenticio (por ejemplo, citrico,
lactico, acido L-ascérbico) pueden ser afiadidos como agentes de control del pH,
estabilizadores y portadores (por ejemplo, maltodextrina) se pueden afadir como
ayuda para la fabricacion de polvos secos (FAO, 2002).

Watson y Gabelman (1982) estudiaron la influencia que sobre determinados
parametros de interés para la industria tienen factores de cultivo tan diversos como
la variedad, la época de cultivo y sus interacciones. En el caso del contenido en
betacianina (colorante rojizo), las variaciones experimentadas a lo largo del ciclo
eran muy heterogéneas segun la variedad y el ciclo utilizados, mientras que en el
caso de la betaxantina (colorante amarillento) y los sélidos disueltos, su contenido
se incrementaba a lo largo del ciclo de cultivo. Durante los primeros 83 dias de
desarrollo se constataba una correlacion negativa entre el peso de introduccion de
las raices y el contenido en ambos colorantes, pero esta relacion se atenuaba al final
del ciclo de cultivo (135 dias) (Garcia, 2008).

Como se describid anteriormente, desde hace algin tiempo se ha aceptado el uso
de las betalainas de la remolacha como colorantes naturales para alimentos. En los

altimos afos, dada la prohibicion de los colorantes rojos sintéticos, ha aumentado su
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demanda, lo que motivo que muchas compafiias, en diferentes paises, se dediquen a

la venta de colorantes de betabel.

En general existen tres presentaciones comerciales de las betalainas de la

remolacha:

e Polvo de betabel. Preparado a partir del betabel completo, secado y molido.
Estos productos no son completamente solubles por contener la pulpa completa,

pero tienen buena capacidad para tefiir; esta es la presentacion méas econémica.

e Concentrados de colorantes de betabel en forma de un liquido de alta
viscosidad que contiene entre 40 y 60 % de solidos totales. Se obtienen por

evaporacion al vacio de los extractos acuosos del betabel.

e Polvo de colorantes del betabel obtenido por secado por aspersion (spray-

dried) de un concentrado del extracto acuoso.

Las ultimas dos presentaciones son completamente solubles, pero son méas caras
que la primera presentacion. Por lo general las tres presentaciones contienen entre
0.3 y 1.0 % de colorantes, dependiendo de la variedad de betabel utilizado y de las
condiciones de cultivo y cosecha; el resto de los concentrados esta constituido por
azucares (75-80%), proteina cruda (10 %) y cenizas (8-10%). Usualmente se les
adiciona acido ascorbico como estabilizante y propionato de sodio como
conservador. Las tres presentaciones estan en la lista de colorantes aceptadas para su

uso en alimentos en Estados Unidos desde 1960 y no necesitan certificacion.

A pesar de las limitaciones que presentan las betalainas debido a su estabilidad,
las preparaciones de betabel son usadas para dar color a productos que tengan corto

tiempo de almacenamiento, empacados en reducida exposicion a la luz, oxigeno y
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alta humedad, no sean sometidos a largos tratamientos térmicos y ademas, sean

vendidos en estado seco (Franco, 2004).
3.4.2. Estructura

La forma general de las betalainas representa la condensacion de una amina

primaria o secundaria con acido betaldmico (Garcia, 2008).

Figura 3. Férmula general de las betalainas

HOO(C ‘ N COOH
H

Fuente: (Garcia, 2008)
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Figura 4. Férmula general de las A) betacianinas (rojo-purpura) y B) de las betaxantinas
(amarillo)

Fuente: (Garcia, 2008)

Las caracteristicas estructurales de todas las betalainas es la presencia del
cromdéforo acido betaldmico, una mitad hidropiridina unida a través de un grupo
vinilo a otro grupo nitrogenado. Las betaxantinas se forman por la condensacion de
un aminoacido o de una amina con el grupo aldehido del acido betalamico, lo que
resulta en una base de Schiff. Esta estructura basica proporciona el color amarillo
fuerte o amarillo-anaranjado a las betaxantinas con una méxima absorbancia a 470-
486 nm. A pesar de las diferencias de color, las betacianinas estan también formadas
por acido betalamico unido a una molécula de ciclo-DOPA. El color violeta de estas
ultimas se debe a una estructura aromética induciendo un fuerte cambio de 60 nm en

el maximo de absorbancia (534-554 nm) (Thimmaraju, 2005).

Figura 5. Estructura general de las betalainas (B) y del acido betalamico (A)

HOOC N COOH HOOC I‘il COOH

(Mandujano, 2006)
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Las betalainas son un grupo de aproximadamente 70 pigmentos glicosidados
hidrosolubles derivados de la 1,7-diazoheptametina. El color de las betalainas
(Figura 5) se atribuye a las estructuras de resonancia. Si R o R’ no extienden
resonancia, el compuesto es amarillo (betaxantina), si R o R’ extienden la
conjugacion con un anillo aromético sustituido, el compuesto es rojo (betacianina)
(Lock, 1997).

Se conocen mas de 50 betalainas, y todas tienen la misma estructura basica, en
la cual R y R’ puede ser un hidrogeno o un sustituyente aromatico. Su color se le
atribuye a los dobles enlaces conjugados en resonancia del nucleo aromatico

sustituido con el croméforo del 1,7-diazoheptametinamino (Figura 6).

Figura 6. Estructura del cation diazoheptametina

e e ‘“‘\31/”..._,..'”\/ N N
- 5 3 I

D=

Fuente: (Sanchez, 2006)

Cuando ‘R (Figura 6) no amplia la conjugacion del sistema 1,7-
diazaheptametina, el compuesto exhibe un maximo de absorcion de luz a
aproximadamente 480 nm, caracteristico de las betaxantinas amarillas. Si la
conjugacion se amplia a ‘R, el méximo de absorcion de luz se desplaza
aproximadamente a 540 nm, caracteristico de las betacianinas rojas. Las
betacianinas son épticamente activas porque tienen 2 carbonos quirales C-2 y C15
(Figura 7). La hidrolisis de la betacianina produce la betanidina o el epimero en C-
15 isobetanina (Figura 7d) o una mezcla de las dos agliconas isébmeras (Sanchez,
2006).
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Figura 7. Estructura de las betacianinas

Hoolg\m“"'

H 20
(a) Betanidina, R=-OH (d) Isobetanidina, B=-OH
(b) Betanina, R=-glucosa (e) Isobetanina, R=-glucosa
(c) Amarantina, R= acido 2’-glucuronico-glucosa (f) Isoamarantina, B= acido 2"-glucurdnico-

glucosa

Fuente: (Sanchez, 2006).

Las betacianinas pueden presentarse como glucosidos. Los glucésidos o
glicosidos se forman por reaccién del grupo alcohol de una molécula con otro grupo
alcohol perteneciente a un azicar (monosacarido u oligosacarido). En esta reaccién
se forma un enlace glicosidico con pérdida de una molécula de agua. A la parte no
glucidica (no azucar) del compuesto resultante se le llama aglicon. El aglicon se
presenta en dos formas isoméricas, como betanina e isobetanina en la remolacha, y
como amarantina e isoamarantina en el amaranto. Sin embargo, también existen
otras formas, de acuerdo con el sustituyente unido al aglicon; por ejemplo, en la
remolacha, ademds de betanina e isobetanina, también se encuentran prebetanina,

isoprebetanina, betanidina e isobetanidina.

3.4.3. Biosintesis

Comparado con un numero de metabolitos secundarios, las betalainas tienen una
ruta biosintética bastante simple requiriendo solo unos pocos pasos para la sintesis

de betaxantina y/o betacianina. Las betalainas son derivados de tirosina; la tirosina
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es hidroxilada por una tirosinasa para dar 3,4-dihidroxigenilalanina (DOPA). El
acido betaldmico, el cromdforo comun de las betalinas es formado por sucesivas
escisiones enzimaticas del anillo aromético de DOPA en la posicion 4-, 5-, dando la
molécula inestable seco-DOPA. La condensacion espontanea del cromoforo con un
aminoacido o una amina forma las betaxantinas, mientras que la biosintesis de
betacianina requiere la presencia de una molécula de ciclo-DOPA. La formacién de
ciclo-DOPA resulta de la oxidacion de DOPA en un intermediario dopaguinona por
una polifenol oxidasa, seguida por una espontanea ciclacion de este intermediario.
Los siguientes pasos enzimaticos que resultan en la formacion de betacianinas
siguen siendo una pregunta abierta. No estd claro si la molécula del &cido
betalamico se condensa con una molécula ciclo-DOPA o con su forma glucosilada,
dependiendo en las especies estudiadas. Sin embargo, recientemente Kobayashi et
al. en el 2001 concluyeron que los pasos de condensacién ocurren entre una
molécula no glicosilada ciclo-DOPA y un &cido betaldmico, seguidamente por

glucosilacion y pasos de acilacion (Figura 8) (Thimmaraju, 2005).



Figura 8. La ruta biosintética de betaxantinas y betacianinas
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(Thimmaraju, 2005)
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3.4.4. Fuentes

Las betalinas se encuentran en pocas plantas y flores, entre las que destaca el
betabel o remolacha roja (Beta vulgaris), la pitaya (Hylocereus undatus), la tuna
roja y otras familias del orden Centrospermae como el amaranto (Amaranthus
tricolor). Es importante destacar que las betacianinas y las antocianinas no
coexisten en la misma planta ni en la misma familia. Sin embargo, las betacianinas

pueden coexistir con otras clases de pigmentos flavoides (Lock, 1997).

Estos pigmentos se encuentran especificamente s6lo en 10 familias de
vegetales, todas pertenecientes al orden Cariophilales: Aizoaceae, Amaranthaceae,
Basellanaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Didiereaceae, Holophytaceae,
Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portulaceae. También se han encontrado algunas
betalainas de origen fungico en el hongo venenoso Amanita muscaria. Las
betalainas, al igual que las antiocianinas, se acumulan en las vacuolas celulares de
las flores, frutas y hojas que las sintetizan, principalmente en la epidermis y la

subepidermis (Garcia, 2008)

Por su alto poder tintorial (dos veces mas que los colorantes artificiales) y la
tonalidad del color sin cambio en un intervalo amplio de pH (de 3 a 7), las betalinas
son compuestos tecnolégicamente muy atractivos como colorantes naturales

principalmente en la industria alimenticia (Sanchez, 2006).

Las betalainas se encuentran en vacuolas de la célula vegetal, asi como las
antocianinas son solubles en agua y producen coloraciones rojizas o amarillas en
plantas como la remolacha. Son estructuras que poseen la estructura de indol
aromatico derivados de la tirosina. Cada betalaina posee una porcidon de azucar
unida a la estructura coloreada denominada betanidina (la betalaina sin el azlcar).
Su sintesis es promovida por la luz, ademas, las betalainas, asi como las

antocianinas son sensitivas al pH.
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3.4.5. Conversién de betacianinas a betaxantinas

Las propiedades electroforéticas y la distribucion en la naturaleza de las
betaxantinas son similares a la de las betacianinas. La informacion de la estabilidad
de betaxantinas conocidas es limitada a vulgaxantina I, el mayor pigmento amarillo
del betabel. Similarmente a betacianinas se encontré que la estabilidad de
vulgaxantina | es pH dependiente. La estabilidad es mas grande a pH entre 5y 6, y
mas pobre a pH bajos. En 1965 fue reportado que la indicaxantina puede ser
formada por una combinacion de batanidina y un exceso de S-prolina en presencia
de hidroxido de amonio 0.6 N bajo alto vacio. Esta fue la primera evidencia
publicada de la relacion estructural entre betaxantinas y betacianinas.
Posteriormente varios estudios demostraron que las betaxantinas, incluyendo las
encontradas en el betabel, pueden ser formadas de betanina. La formacion de
betaxantinas se logra por la condensacion de acido betaldmico y aminoacidos. El
mecanismo sugiere que un exceso de la amina apropiada cambia el equilibrio hacia
la formacion de la betaxantina correspondiente y reduce la cantidad de &cido
betaldmico en solucion. Esto incrementa la estabilidad de la betaxantina formada
por reduccion de la cantidad de &cido betalamico libre disponible para degradacion
(Figura 9).

Figura 9. Mecanismo de conversion de betacianinas a betaxantinas

Futura degradacién

Betanina d + Futura
BA degradacién
Prolina _ Indicaxantina
(u otra amina) ' _ (u otra betaxantina)

BA = Acido betalamico CDG = Ciclodopa-5-0-glucdsido

Fuente: (Mandujano, 2006).
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3.4.6. Estabilidad

La estabilidad de las betalainas es influenciada por el pH, la temperatura, la luz,
contacto con metal, la actividad de agua y la presencia de oxigeno. Las betalainas se
pueden utilizar en alimentos con una vida corta de anaquel, procesados con un
tratamiento de calor minimo, envasados y colocados en un lugar seco, bajos niveles

de luz, oxigeno y humedad.

3.4.6.1. pH

El color de las betalainas es estable a pH entre 3.0 a 7.0. La estabilidad en el
intervalo de pH indicado hace que sean aplicables en alimentos. En 1987 Huan y
Von Elbe mostraron que el pH 6ptimo para la estabilidad méxima de la betanina en
presencia de oxigeno esta entre 5.5 y 5.8. La maxima estabilidad de las soluciones
de remolacha se obtuvo a pH 5.5 que es el pH de la remolacha fresca. La
vulgaxantina |1 es mas estable en el intervalo de pH de 5 a 6 y muestra mayor
estabilidad en extractos no purificados. La estabilidad éptima del pigmento en polvo
reconstituido tiene lugar a pH 5.7 (Aceituno, 2010).

El efecto del pH en la degradacion de betalainas estd fundamentado
tericamente en que dentro de un rango de pH de 4 a 6, la menor cantidad de
oxigeno fue observado; fuera de este rango de pH, el nimero de moles de oxigeno
excede el nimero de moles de betanina en solucion. Esto sugiere que mas de una
molécula de oxigeno puede interactuar con cada molécula de betanina. Esto puede
ser explicado por el hecho que fuera del rango de pH de 4 a 6, la betanina es mas
facilmente degradada a ciclodopa-5-O-glucésido y &cido betalamico y ambas
especies son susceptibles a degradacion oxidativa. Esto también sostiene que la
degradacion de betanina en presencia de oxigeno es mas pH dependiente que en
ausencia de oxigeno. La cantidad de betanina degradada a 65°C, cuando la

regeneracion del pigmento es permitida, en ausencia de oxigeno a valores de pH de
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3y 5, es igual; en presencia de oxigeno la cantidad de betanina degradada fue mayor
a pH 3 y menor a pH 5 (Mandujano, 2006).

3.4.6.2. Efecto de antioxidante

Varios estudios han mostrado que los iones ferroso, férrico y cuprico promueven
la decoloracion del pigmento en productos de betabel. La adicion de iones cupricos
a betanina en solucidn resulta en una inmediata pérdida de color. Se sugirio que la
pérdida de color fue por la posible formacion de complejos de betanina con iones
Cu. En una investigacion de formacion de complejos de betanina y betanidina, solo
los iones cuprico, cuproso y mercurico causaron inmediato cambio de color; estos
cambios de color son mas notables con betanidina. Todas las reacciones de
degradacion se aceleran por accion catalitica de algunos metales, principalmente
cobre (Mandujano, 2006).

3.4.6.3. Efecto de oxigeno

El oxigeno causa el oscurecimiento y la degradacion del pigmento. La betanina
se degrada en un 15 % cuando es expuesta al aire durante 6 diasa 15 °CapH 7. La
degradacion por causa del aire sigue una cinética de primer orden. La degradacion

de la betanina es parcialmente reversible (Aceituno, 2010).

En solucién, conteniendo un exceso molar de oxigeno sobre betanina, la pérdida
de betanina sigue aparentemente una cinética de reaccion de primer orden. Esta
degradacion se desvia de la cinética de primer orden cuando la concentracién molar
de oxigeno se aproxima a la concentracion de betanina. En ausencia de oxigeno la
estabilidad se incrementa, ya que el oxigeno molecular estd implicado como el
agente activo en la degradacion oxidativa de betanina. Se ha comprobado que
especies de oxigeno activo como oxigeno simple y aniones superoxidados no causan

oxidacion, aunque bajos niveles de peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo
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pueden presentarse durante la degradacion oxidativa, pero no es posible que estas
especies activas sean requeridas por la betanina para oxidarse. La adicion de estas

especies, sin embargo, aumenta la degradacion de betanina (Mandujano, 2006).

La inestabiliad de betalainas al oxigeno es una de las limitantes de su uso como
colorante. La adicion de antioxidantes debe por lo tanto resultar en mejoramiento de
la estabilidad. La adicion de acido ascorbico a jugo de betabel concentrado o polvo
de extracto de betabel resulta en mejoramiento de la estabilidad del color, el acido
ascorbico protege el color rojo aun cuando es expuesto a tratamientos drasticos
como esterilizacion. El &cido ascorbico ha sido reportado como el mejor
estabilizante para garambullo (Myrtillocactus gemetrizans). Resultados en la
literatura reportan marcadas diferencias entre acido ascorbico e isoascorbico como
estabilizadores del pigmento de betabel. El &cido isoascorbico ha sido reportado
como el agente estabilizante y antioxidante méas efectivo, en presencia de trazas de
cationes metalicos. Los cationes de Cu++ y Fe++ actlan como catalizadores en la
oxidacion de &cido ascorbico por oxigeno molecular. En presencia de un guelante
metalico (EDTA o &cido citrico) la cantidad de oxigeno se reduce. Los antioxidantes
fenolicos (como BHA, BHT y a-tocoferol), que inhiben la oxidacion en cadena por
radicales libres, el sulfito, metabisulfito y tiosulfito de sodio, el &cido tiopropidnico
y la cisteina no son efectivos para mantener la estabilizacion de la betanina. Estos
resultados confirman que la betanina no se degrada por mecanismos de oxidacion

por radicales libres.

3.4.6.4.Efecto de secuestrantes

La presencia de EDTA, en niveles bajos (1 ppm), en solucion incrementa la
estabilidad de betanina. El efecto es pH dependiente siendo mas efectivo entre
pH 2 y 5. El mecanismo por el cual el EDTA reduce la oxidacion de betanina

puede ser explicado en parte por su habilidad para quelar cationes metalicos
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polivalentes. También es propuesto que protege a la betanina por directa

interaccion con su centro electrofilico.

3.4.6.5. Efecto de actividad de agua

La betanina se vuelve més inestable a medida que aumenta la actividad de agua
y el contenido de humedad del alimento. La degradacion de betaina requiere la
hidrolisis de la molécula de betanina a ciclodopa-5-O-glucésido y acido betalamico.
Esta reaccion es altamente dependiente de la disponibilidad de agua, por
consiguiente, un decremento en la actividad de agua corresponde a una menor
degradacion de betanina. Fue especulado que junto con el decremento de agua
disponible, se reduce la movilidad de reactantes y la solubilidad de oxigeno
molecular. Las betaxantinas son més labiles que las betacianinas (Mandujano,
2006).

La cinética de degradacion de las betalainas debido a la actividad del agua es de
primer orden. La mayor estabilidad se encuentra cuando el pigmento esta en bajo
contenido de humedad y de actividad de agua (Aceituno, 2010).

3.4.6.6. Efecto de enzimas

Los colorantes naturales pueden ser degradados por varias enzimas encontradas
en los tejidos vegetales. Los pigmentos son facilmente destruidos por enzimas
durante su almacenamiento a temperatura ambiente. Estas enzimas pueden ser
inactivadas mediante calor; la pérdida del pigmento puede ser minimizada mediante
un escaldado durante 45 a 60 segundos, antes de congelar o pasteurizar. Las
betalainas se pueden decolorar por accion enzimatica, el sistema enzimatico
betalainasa (en betabel y amaranto) muestra actividad éptima a 40°C y pH de 3.4,

observandose efectos menos drasticos al aumentar el pH. Las condiciones de
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anaerobiosis reducen la actividad enzimatica, lo cual hace pensar en una betalinasa
oxidasa (Mandujano, 2006).

3.4.6.7. Temperatura

La temperatura es determinante para la estabilidad de las betalainas. Al calentar
soluciones de betanina se produce una reduccion gradual del color rojo de este
pigmento y aparece un color marron. La degradacion térmica de la betanina en
presencia de oxigeno sigue una cinética de primer orden. En ausencia de oxigeno la

cinética de degradacion térmica es diferente.

Al calentar la betanina a temperaturas mayores de 60 °C durante mas de una
hora, se acelera la hidrélisis de la betanina para producir acido betalamico y el
ciclodopa-5-O-glucésido como productos intermediarios. La hidrélisis es
parcialmente reversible con el pH. La energia de activacion para la hidrdlisis del
pigmento por degradacion térmica esta entre 71 y 88 kJ/mol. La energia de
activacion para la reaccién inversa (regeneracion de la betanina) se encuentra entre
2.5y 14.7 ki/mol.

Figura 10. Hidrdlisis reversible de la betanina
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Fuente: (Sanchez, 2006)
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Bajo condiciones alcalinas suaves la betanina se degrada a acido betaldmico
y ciclodopa-5-O-glucoésido. Si se calienta fuertemente se acelera la hidrolisis de la
betanina en solucion y se produce acido betalamico y ciclodopa-5-O-glucésido, pero
esta reaccion es parcialmente reversible de acuerdo con el pH. Ambos productos de
degradacion son sensibles al oxigeno y el acido betalamico es afectado a
condiciones acidas o alcalinas fuertes. En vista de que ambas betalainas, poseen la
misma estructura general, el mecanismo de degradacioén de betacianinas deberia
emplearse para las betaxantinas. La degradacion de betanina a acido betalamico y
ciclodopa-5-O-glucésido muestra ser reversible y por lo tanto, la regeneracion
parcial del pigmento ocurre siguiendo la termodegradacion del pigmento. El
mecanismo propuesto para la regeneracion de betanina requiere una condensacion
de la base de Schiff del grupo aldehido del acido betalamico y del amino
nucleofilico de ciclodopa-5-O-glucésido. Un modelo cinético de la degradacion de
betanina, el cual describe la reversibilidad de la reaccion de degradacion, predice la
cantidad de betanina que puede degradarse y regenerarse bajo varias condiciones
experimentales. El &cido betalamico muestra ser mas estable a pH neutro y el
ciclodopa-5-O-glucésido muestra serlo en condiciones &cidas; por lo tanto la
regeneracion de betanina es maximizada en un rango de pH entre 4 y 5. El centro
quiral C-15 es responsable de la formacion de los dos epimeros, isobetanina y
betanina, y son formados por tratamiento &cido o calorico. Un estudio realizado por
Von Elbe y colaboradores reportd que la proporcion de isobetanina y betanina para
betabeles frescos, escaldados y esterilizados difiere con el aumento de la severidad
del tratamiento cal6rico. Esto es que cuando la betanina en solucion es calentada,
puede ocurrir descarboxilacion. Esto puede ser determinado por presencia de
dioxido de carbono y pérdida del centro quiral C-15. La acumulacion de betanina
descarboxilada se incrementa conforme la acidez aumenta. La degradacion de

betanina es resumida en Figura 11y 12.
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Figura 11. Degradacion reversible de la betanina
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Fuente: (Mandujano, 2006)

Figura 12. Diagrama de degradacidn de la betanina
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3.4.6.8.Luz

La degradacion de las betalainas expuestas a la luz solar sigue una cinética de
primer orden. El indice de degradacion de la betanina es del 15.6 % al exponerse a

la luz solar a 15 °C.
3.4.6.9. Propiedades adicionales
Debido a su alto poder antioxidante y su capacidad para absorber radicales

libres, se ha reportado que las betalainas presentes en el betabel y en frutos de

cactaceas pueden beneficiar la salud del ser humano (Stintzing et al., 2005).



35

3.5. Betanina

Tabla 1. Propiedades de la betanina

NuUmero de CAS 7659-95-2

Formula
estructural

HOOC | COOH

El contenido de color rojo (expresado como betanina) en el colorante

Ensayo :
y rojo remolacha es no menos de 0.4%.

Solubilidad Soluble en o miscible con agua; insoluble en o inmiscible con etanol

.| La betanina en agua a pH 5.4 tiene una absorbancia maxima de 530 nm y
Espectrofotometria a pH 8.9 exhibe una maxima absorcién alrededor de 545 nm

Fuente: (FAO, 2002)



36

La betacianina de mayor ocurrencia es la betanina. La betanina esta constituida
por la aglucona betanidina a la que se enlaza una molécula de B-D-glucosa en el
hidroxilo 5. Los Unicos carbohidratos que forman glicésidos son la glucosa y el

acido glucuronico.

La coloracion roja de la remolacha se debe a la betanina que representa el 75 a
90% del color total presente. La proporcion en la que se encuentran las betacianinas
y betaxantinas origina diferencias en la coloracion de la remolacha; algunas
variedades de remolacha contienen hasta 200 mg de betacianina por cada 100 g del
material (Lock, 1997).

La betanina representa el 95 % del total de los pigmentos rojos del extracto y
representa del 0.4 a 1.0 % en peso de la remolacha (Beta vulgaris). La betanina es
muy soluble en agua y se extrae con este solvente. A veces se deja fermentar el
zumo de la remolacha para eliminar el azlcar presente, pero también se usa sin mas

modificacion, simplemente desecado (Aceituno, 2010).

La betanina se degrada a glucosa y betanidina C2oH2307N2Cl, material amorfo,
purpura, con brillo verde y muy sensible al oxigeno. No contiene ningun grupo
metoxilo o grupos N-metilos; pero acepta por metilacion 2 grupos metilicos. La
fusion con alcasis da un derivado del pirrol y pequefias cantidades de acido butirico
o valerianico, pero no floroglucina. Se sugiere que la betanidina es un derivado del
pentahidroxiflavilio, que contiene un grupo ornitinico con nitrégeno fuertemente

basico adyacente al anillo bencénico (Mayer, 1950).

Los solidos de la remolacha o la betanina en forma aislada que se usan como
colorantes se conservan afiadiendo antioxidantes y agentes secuestradores. Los
compuestos que tienen  estructuras  fendlicas  (butilhidroxianisol y
butilhidroxitolueno) o los que contienen grupos sulfhidrilos no ejercen efectos

negativos significativos. El acido ascorbico en concentraciones adecuadas tiene una
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accion protectora, al igual que el acido isoascorbico. El etilendiamintetracetato, por
ser un buen agente acomplejante, también aumenta la estabilidad del pigmento
(Aceituno, 2010).

La betanina (D-glucopiran6sido de la betanidina C2sH26N2013 (Peso
Molecular = 550), es el agente colorante mayoritario. Las especificaciones
alimentarias precisan que una preparacion comercial debe contener al menos el 1%
de betanina cuando esta preparacion es liquida y al menos 4% cuando esta en forma
de polvo (Garcia, 2008).

Uno de los inconvenientes que presenta el colorante rojo remolacha es que
tiene un aroma caracteristico desagradable a tierra, debido a la presencia de
geosmina y de 3 -sec-butilo 2-metoxipirazina, asi como su elevado contenido en
nitratos por tratarse de una raiz. Este hecho puede limitar sus aplicaciones en
alimentos, o requerir un tratamiento adicional para eliminar este mal aroma (Garcia,
2008)

Tabla 2. Diferentes tonalidades del colorante E-162

Cédigo UE: El162

Uso de Colorante
Otros nombres Betaning o Rojo Remolacha
Cantidad Tonalidad

I MOL/IL agua®

1/2ZMOL/S1L agua*

1/4MOL/S1L agua*

1/8MOL/IL agua*

(*) 1 litro de agua desmineralizada.
Colores aproximados debido a que el color final
no es de tonalidad transparente

Fuente: (Garcia, 2008)
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Se ha demostrado que la velocidad de degradacion de las betaninas responde a
una cinética de primer orden, ya sea en los jugos, la pulpa, los polvos o en las
soluciones modelos. De hecho, el color de las betaninas resulta méas estable en los

extractos que en las formas purificadas (Marquez y Garcia, 2007).

El contenido de betanina en la remolacha varia de 100 mg/100 g de producto

fresco a 16-38 mg/100 gramos de producto vegetal seco (Sturzoiu, 2011).

3.6. Métodos de extraccion y purificacién

3.6.1. Extraccion

Muchos ensayos para aislar betalainas se realizaron en la primera mitad de este
siglo, pero recién se obtuvieron buenos resultados alrededor de los afios 60 al usar
electroforesis preparativa; otro método consistio en hacer separaciones preliminares
del extracto acuoso por absorcidn sobre resina fuertemente acida (ejemplo: Dowex
50W) vy subsiguiente cromatografia en una columna de poliamida, usando
concentraciones crecientes de metanol en éacido citrico acuoso como agente de
desarrollo; las fracciones son liberadas del acido citrico acuoso por tratamiento con

resina, concentrando al vacio y dejando cristalizar.

Se reportan otros métodos para la separacion de la betanina del Beta vulgaris:
procedimiento de extraccion-difusion, procedimiento de extraccion fraccionada con
etanol acidificado y mas recientemente aplicando la cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) en fase reversa. Esta Ultima ha sido aplicada también para la
separacion de betaxantinas, logrando mejores resultados que con los métodos de

separacion tradicionales.

En la separacion de los pigmentos de otras plantas que contienen betalainas

Opuntia soeherensii  Britt, “ayrampu” y del Amaranthus caudatus var.
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Atropurpurea, “kiwicha”, dieron buenos resultados la cromatografia sobre gel de
Sephadex y elucién por gradiente con soluciones de NaCl de 0.3 a 1.0 M (Lock,
1997).

Para la extraccion de estos pigmentos, la fruta o planta cruda, generalmente, se
lixivia 0 se muele en agua fria 0 a temperatura ambiente. En la mayoria de los casos,
es necesario el uso de soluciones acuometanolicas o acuoetanolicas (del 20 al 50 %
v/v) para alcanzar la extraccion completa. Algunas veces, es necesario realizar una
fermentacion aerobia del jugo (usando Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus

niger) para reducir los azlcares libres y aumentar el contenido de la betacianina.

Con cualquiera de los microorganismos usados, la inactivacion de las enzimas
que degradan el pigmento se realiza por un tratamiento térmico a 70 °C durante 2
minutos. Sin embargo, este calentamiento destruye algunos pigmentos. Por tal

razon, es necesario trabajar a bajas temperaturas y proteger el extracto de la luz.

Las betacianinas se pueden precipitar con una ligera acidificacién con acido
clorhidrico o con etanol acidificado (0.4 a 1 % de HCI). Para la separaciéon de
betaxantinas se puede adicionar una solucion acuosa de etanol al 95 % (Aceituno,
2010).

En un estudio para la evaluacion de distintos solventes extractores de betaninas
presentes en Beta vulgaris (Figura 13), se analizaron los siguientes solventes a
25°C, proporcién 5:1 liquido/sélido y un tiempo de extraccion de 3 minutos: 1) agua
destilada 2) solucion acuosa de acido citrico 1% 3) solucion acuosa de acido citrico
0.5% 4) solucion acuosa de &cido citrico 0.2% 5) solucion acuosa de acido
ascorbico 0.1% 6) solucidn etanolica 50% 7) solucion etandlica 20% 8) solucion
acuosa de acido citrico 0.5% Yy acido ascorbico 0.1% 9) solucién acuosa de acido
citrico 0.2% y &cido ascorbido 0.1% 10) solucién acuosa de etanol 20% Yy acido

citrico 1% 11) solucion acuosa de etanol 20% y acido citrico 0.5% (Sturzoiu, 2011).
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Figura 13. Concentracion de betanina en distintos solventes extractores

Betanine concentration in the extrat, mg

Saolvent

Fuente: (Sturzoiu, 2011)

Es evidente que los solventes con la capacidad extractora mas alta fueron: la
solucion acuosa de acido citrico 0.2% Yy acido ascorbico 0.1% (posicion 9 de la
Figura 13) y la solucién acuosa de etanol 20% Yy acido citrico 0.5% (posicion 11 de
la Figura 13).

Asi mismo, se evaluo la variacion del contenido de betanina en dos extractos
con ambos solventes extractores, durante 10 dias de almacenamiento. En la Figura
14 se evidencia que los resultados del estudio demostraron mayor estabilidad en la
solucién acuosa de acido citrico 0.2% y acido ascorbico 0.1%.
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Figura 14. Variacion de la concentracion de betanina en un extracto almacenado a

temperatura ambiente con etanol acidificado (0.4 a 1 % de HCI).

—8— solubion citnc acid 0.2% ascorbic acid 0.1%
—v— galubon ethanal 20% citne acid 0.5%
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Fuente: (Sturzoiu, 2011)

3.6.2. Aislamiento

La separacion de las betacianinas puede realizarse basandose en la insolubilidad
del extracto colorante, para separarlas en forma solida, puesto que éste es soluble en
agua. Se puede mezclar en proporcién de 10 mililitros de etanol absoluto con 1
mililitro de extracto colorante acuoso, para precipitar el colorante, separandose por
centrifugacion y decantacién, el precipitado sélido. El sélido se expone a una

evaporacion de las trazas de etanol a temperatura ambiente (Calderdn, 2001).

La naturaleza de las betacianinas es altamente ionica por contener tres grupos
carboxilos (dos con un pKa de 3.4 y el otro con un pKa de 2), ademas de un grupo
fendlico (PKa de 8.5), caracteristicas que hacen a las betacianinas dificilmente

separables de las betaxantinas (Mandujano, 2006).
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La betanina es un pigmento que no se ve afectado por acidos monocarboxilicos
como el acido lactico y el &cido acético a concentraciones de 100 ppm y 5.9%,
respectivamente, pero varios cationes metalicos, principalmente el cobre, aceleran
su degradacion. Los antioxidantes como el a-tocoferol y el acido ascérbico no
tienen efecto protector sobre la betanina a concentraciones de 100 ppm; sin
embargo, cuando las concentraciones se elevan a 1000 ppm se reduce la estabilidad
del pigmento debido a que el tocoferol y la vitamina C funcionan como
prooxidantes a estas concentraciones. Algunos secuestrantes de metales como los
acidos etilendiaminotetraacéetico (EDTA) vy el citrico aumentan 50% la estabilidad
de la betanina.

Para la separacion y purificacion de los pigmentos pueden emplearse también

las técnicas analiticas de cromatografia en capa fina y en columna (Sanchez, 2006).

Debido a que las betalainas, presentan bajos coeficientes de retencién (Rf), la
cromatografia en capa fina no es la técnica preferida para su separacion. Sin
embargo, Bilyk et al., en 1981 desarrollaron un sistema preparativo de
cromatografia en capa fina en una placa revestida con celulosa (0.5 mm) usando dos
fases moviles: isopropanol-etanol-agua-acido acético en una relacion de 6:7:6:1
(v/v) para la primer mezcla de disolventes y para la segunda fase se emplearon los
mismos disolventes pero en proporcién de 11:4:4:1 (v/v). Cuando se incorporé el
acido en este sistema de disolventes, la movilidad de la betalaina en la placa se
facilitd debido a la protonacion del grupo carboxilico de la betacianina. El anion
carboxilato proporciona un sistema eléctricamente neutro por su interaccién con el
nitrégeno cuaternario. EI mismo efecto se observd para las betaxantinas. En estas
condiciones, se lograron separar también las betaxantinas en placas de celulosa
dietilaminoetil. Como disolventes se emplearon: isopropanol-agua-acido acético
(13:4:1 v/v). No fue necesario utilizar un indicador, porque la separacion de los

pigmentos se observé claramente en la placa.



43

Las resinas de intercambio idnico son ampliamente empleadas en el
fraccionamiento y separacion de este tipo de pigmentos, asi como la filtracion en
gel. Un procedimiento simple y rapido consiste en colocar el extracto de la planta en
contacto con la resina de intercambio idnico que permite fijar las betalainas por
adsorcion (interaccion no ionica). Posteriormente, la resina se lava con una solucion
acuosa de acido clorhidrico (0.1% v/v) y los pigmentos se levan con agua, proceso
seguido de la separacion final en una columna cromatografica (Sephadex G -15y G
-25).

Si se desconocen las propiedades cromatograficas y de electroforesis de la
planta se pueden comparar con los reportados en la literatura para los pigmentos ya

conocidos (Sanchez, 2006).

3.6.3. Secado

En colorantes naturales, el secado ayuda a que la velocidad de degradacién por

la actividad de agua disminuya (Aceituno, 2010).

El secado por aspersion, pulverizacién o "spray drying" se utiliza desde
principios del siglo XX. Aunque existen patentes para el secado por adsorcion de
huevos y leche desde 1850, la atomizacion industrial de alimentos apareci6 en 1913
en un proceso desarrollado para leche por Grey y Jensen en 1913. El primer equipo
rotativo lo desarroll6 el aleman Kraus (1912) pero, comercialmente se conocio
gracias al danés Nyro (1933).

El principio de este sistema es la obtencion de un producto en polvo a partir de
un material liquido concentrado que se pulveriza finamente formando una niebla
gue entra en contacto con una corriente de aire caliente (entre 200 y 300°C para

alimentos) que actla como medio calefactor y fluido de transporte.



44

Genéricamente se pueden atomizar soluciones y papillas alimenticias; como
ejemplos concretos estan el café, té, los ovoproductos, los jugos o concentrados de
frutas, mezclas de helados, sueros, mantequilla, queso, proteinas comestibles y

extractos de carne.

3.6.3.1.Componentes de un sistema de atomizacion

Los elementos de un secador de este tipo son:
e Unidad de concentracion

Atomizador

Camara de secado

Sistema de manejo de aire

Sistema de separacion

Sistema de transporte y enfriamiento

La unidad de concentracion es un evaporador que lleve el producto hasta
concentraciones entre 30 y 55% de solidos (Universidad Nacional de Colombia,
2004).

Las soluciones, suspensiones y pastas pueden secarse mediante su aspersion
en pequefias gotas dentro de una corriente de gas caliente en un secador por
aspersion. En la Figura 15 se muestra uno de estos aparatos. El liquido que se va a
secar se atomiza y se introduce en una cdmara grande de secado, en donde las gotas
se dispersan en una corriente de aire caliente. Las particulas de liquido se evaporan
rapidamente y se secan antes que puedan llegar a las paredes del secador; el polvo
seco que se obtiene cae al fondo conico de la cadmara y luego es extraido mediante
una corriente de aire hasta un colector de polvos. La parte principal del gas saliente
también se lleva al colector de polvos, como se muestra, antes de ser descargado.
Son posibles muchos otros arreglos en que interviene tanto el flujo en paralelo como

a contracorriente del gas y del atomizado. Las instalaciones pueden ser, incluso, de
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12 metros de didmetro y 30 metros de altura (40 por 100 ft). Los arreglos y disefios
detallados varian considerablemente, segin el fabricante. Los secadores por
aspersion se utilizan para gran variedad de productos, que incluyen materiales tan
diversos como sustancias quimicas organicas e inorganicas, productos
farmacéuticos, alimenticios como leche, huevos y café soluble, lo mismo que jabon
y productos detergentes (ITESCAM, s.f.).

Las Figuras 16 y 17 muestran dos tipos de instalaciones de secado spray. Las
camaras de forma conica como la correspondiente a la Figura 16 son las

comunmente usadas pero también se encuentran en uso camaras de otras formas.

Se usan tres métodos distintos para atomizar la alimentacion:
e Boquillas en las cuales la alimentacion liquida es forzada a presion a través
de orificios pequerios.
e Boquillas en las cuales la atomizacion es provocada por un fluido
secundario, como puede ser aire comprimido.

e Discos giratorios (Nonhebel y Moss, 2002).

Figura 15. Aparato de Spray Drying .
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Fuente: (Nonhebel y Moss, 2002).



Figura 16. Secador de aspersion tipo |
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El atomizador puede usar energia de presion (toberas de presion), energia
cinética (toberas de dos fluidos o atomizacion neumética) o energia centrifuga
(discos rotativos). En cualquier caso se busca crear la maxima superficie posible

para la evaporacion con un tamafio de gota lo mas homogéneo posible.

Figura 18. Arreglos de corrientes en un secador de aspersion

—
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H Hit |
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Fhajo er paralela Fhijo er cordracomietite Fhyjo mezclado

Fuente: (Universidad Nacional de Colombia, 2004)

La camara de secado mas comun es de tipo cilindrico con un cono inferior
que hace un angulo con la vertical entre 40 y 60° para que pueda ser retirado de alli
el polvo por gravedad. Esta unidad esta aislada térmicamente para reducir pérdidas
energéticas. Su tamafio varia desde unos metros hasta 30 metros de altura en las
unidades mas grandes. Tipicamente, el aire utilizado en la operaciéon tiene
temperaturas de entrada entre 100 y 300°C. Para alimentos termoestables como el
café pueden usarse hasta 250°C mientras que para materiales delicados como leche
0 huevos pueden manejarse 100°C o menos. Las temperaturas de salida del aire
oscilan entre 50° y 100°C. El calentamiento del aire se hace por métodos indirectos
(vapor, gas o aceite como medios calefactores) o directo (gas o electricidad) y
presenta distribuciones como las que se muestran en la figura anterior (Universidad
Nacional de Colombia, 2004).
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3.6.3.2. Ventajas y desventajas del secado por aspersion

El secado por aspersion ofrece la ventaja de un secado extremadamente rapido
para los productos sensibles al calor, un tamafio y densidad de la particula de
producto que son controlables dentro de ciertos limites y costos relativamente bajos
de operacion, en especial en el caso de secadores de capacidad grande (ITESCAM,
s.f.).

Las ventajas principales del secado por spray son las siguientes:

e Puesto que los tiempos de secado son muy cortos, muchos materiales
termosensibles pueden ser secados satisfactoriamente, mientras que otros
tipos de equipos de secado resultarian inadecuados.

e En este secado el material no estad en contacto con las paredes del equipo
hasta que esta seco y, ademas, las paredes se encuentran aproximadamente a
la temperatura del aire de salida; por lo tanto se reducen los problemas de
pegado y corrosion en el equipo.

e El producto es obtenido como un polvo fluido finamente dividido y en forma
facilmente soluble en un disolvente apropiado.

e EIl tamafio de particula de algunos productos es ajustable dentro de ciertos
limites, variando las condiciones de atomizacion.

e El proceso es adecuado para el secado continuo de cantidades relativamente
grandes de material.

e En ciertos casos el proceso puede eliminar la necesidad de filtracion o
molturacidn, aunque en forma alternativa éstos pueden resultar necesarios.

e En ciertos casos, donde es conveniente obtener una baja densidad aparente
del producto, es ventajoso el secado por spray.

e Las condiciones de limpieza y semiesterilidad son mas facilmente obtenidas

que en la mayoria de los otros equipos de secado.
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Algunas de las desventajas del secado por spray son:

e El calor requerido por unidad de peso del producto es alto, pues:

o El contenido de humedad en la alimentacion puede ser grande
comparado con la mayor parte de los otros tipos de secadores.

o El rendimiento térmico es bajo debido a las restricciones en la
temperatura de entrada del aire y a la temperatura relativamente alta del
aire de salida.

e En algunos casos la baja densidad aparente del producto puede ser una
desventaja (sin embargo, el secado por spray no produce necesariamente un
producto con baja densidad aparente y no se debe suponer que en todos los
casos ocurre asi).

e El costo del equipo es alto respecto del tonelaje anual de producto secado
particularmente en el caso de equipos de pequefia capacidad.

e El equipo requiere mucho espacio.

e La recuperacion en los gases de salida de producto que forma polvo puede
ser problematica o puede necesitar un equipo auxiliar costoso.

e No se puede usar el secador por spray con productos toxicos a menos que se
tomen precauciones especiales.

e Todas las impurezas de la alimentacion quedan retenidas en el producto
(Nonhebel y Moss, 2002).

3.7. Estudios de estabilidad en cosméticos

La estabilidad aplicada a cosméticos es la propiedad que tiene un producto
cosmético de retener dentro de un periodo de tiempo determinado y del comienzo al
final de su vida util, y en un envase determinado, las mismas propiedades y

caracteristicas que éste tenia al momento en que fue fabricado.
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Los factores que pueden tener influencia en la estabilidad de los productos
cosméticos se dividen en variables intrinsecas a la formulacion y variables
extrinsecas a ésta, todas referentes a las influencias del medio ambiente a que el

producto cosmético estara expuesto.

Variables intrinsecas

Cada ingrediente, sea activo o no, puede afectar la estabilidad de un producto.
El tamafio de particula, variables en el proceso de fabricacion y la naturaleza
quimica de los componentes seleccionados en la formula original, asi como el pH,
viscosidad, microorganismos y otros contaminantes presentes en las materias primas

son factores que pueden considerarse de riesgo en la estabilidad.

Variables extrinsecas

Las condiciones de transporte y almacenamiento, la interferencia de la
temperatura, humedad y radiaciones solares pueden afectar la estabilidad
(Barrientos, 2005).

Una vez abiertos, los productos entran en contacto con el exterior y surge el
riesgo de que se degraden, las dos causas principales para que un cosmético se
estropee son la oxidacion de alguno de sus componentes por contacto con el aire y

el riesgo de una contaminacién microbacteriana.

Sin embargo, los cosméticos estan protegidos de las contaminaciones
accidentales gracias a los conservantes que evitan su degradacion. Pueden ser de
tres tipos: antioxidantes, que retrasan o impiden la alteracion de sus componentes;
bactericidas, que luchan contra la proliferacion de las bacterias; y fungicidas, para
evitar la aparicion de hongos. Su estabilidad estd asegurada como minimo durante

36 meses desde el momento de su fabricacion y antes de abrirlo (Aceituno, 2006).
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3.7.1. Estabilidad Fisica

Se conoce como estabilidad fisica a la propiedad que presentan los productos
cosméticos de mantener en forma inalterada, las caracteristicas fisicas que
presentaban al finalizar su elaboracion. Aspectos como el color, olor, la textura, la
consistencia, la sensacién al tacto, el comportamiento reoldgico, etc, se consideran

propiedades fisicas.

3.7.2. Estabilidad Quimica

Se conoce como estabilidad quimica a la propiedad que presentan los productos
cosméticos de conservar dentro de ciertos limites predeterminados (por ejemplo un
10%) la concentraciéon de un ingrediente considerado esencial para la seguridad y

eficacia de éste.

3.7.3. Estabilidad Microbioldgica

Se conoce como estabilidad microbiolégica a la propiedad que poseen los
productos cosméticos de mantener en forma inalterada sus caracteristicas
microbioldgicas. Es importante mencionar que aquellos productos que por su
seguridad deben mantener su calidad de estériles desde el principio al fin de su vida
atil y durante el tiempo de uso como los medicamentos. Los cosméticos, que no
tienen la calidad de 100% estériles, deben ir adecuadamente preservados y los
compuestos empleados para su preservacion, deben mantenerse dentro de

concentraciones aceptables durante su vida util (Barrientos, 2005).

Dentro de la metodologia de los estudios de estabilidad se pueden encontrar dos

tipos de estudios:
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3.7.4. Estabilidad a largo plazo

Estos ensayos tienen por objetivo evaluar la vida til real del producto, la vida
atil real con el tiempo, bajo condiciones corrientes de almacenamiento y uso. Los
resultados permiten confirmar o modificar los resultados que se puedan hacer con
los estudios de estabilidad a corto plazo. Debido a la importancia de ésta parte en la
vida real del producto, estos deben realizarse por tiempo igual al tiempo de vida del

producto final.

3.7.5. Estabilidad a corto plazo

Los estudios de estabilidad de corto plazo tienen la finalidad de predecir la vida
atil del producto, cuando éste se mantiene bajo condiciones ambientales y corrientes
de almacenamiento y uso. Y su finalidad es adelantar en el tiempo el conocimiento

del comportamiento del producto ya sea nuevo o no.

Los estudios de corto plazo también se conocen como estudios de estabilidad
acelerados, esto cuando los ensayos o analisis aplicados permiten acelerar el grado
de descomposicion quimica de un componente principal de la formulacion vy
estudiar su comportamiento. El grado de descomposicién observado puede ser
interpretado con base en conceptos cinéticos de comportamiento del activo en

estudio y se puede estimar a partir de €l la vida Gtil del producto (Barrientos, 2005).
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4. JUSTIFICACION

La creciente tendencia con respecto a la sustitucion de excipientes en productos
cosméticos, requiere mayores esfuerzos en investigacion y desarrollo de formulaciones que

integren constituyentes de origen natural con estudios que validen su seguridad y calidad.

Asi mismo, la creciente preocupacion sobre efectos adversos relativos al uso de
colorantes artificiales ha inclinado a la industria hacia alternativas naturales, lo cual ha
originado investigacion en el campo de los pigmentos naturales y su incorporacion en

diversos productos.

El aprovechamiento de los pigmentos presentes en la remolacha comprende un
complejo proceso que implica el conocimiento de sus propiedades quimicas para
determinar la forma de extraccion mas conveniente, su aislamiento, su caracterizacion
fisicoquimica para definir su identidad, precisar su estabilidad, seleccionar presentaciones
cosméticas apropiadas con respecto a las caracteristicas del extracto obtenido y crear

formulaciones que permitan preservar la sustancia de forma 6ptima.

El colorante rojo remolacha es ampliamente comercializado y utilizado principalmente
en Estados Unidos y la Union Europea, incorporado en cosméticos y diversos productos
alimenticios. Los resultados que se obtengan a partir de este estudio, aportan una propuesta
para la creacion de cosméticos nacionales, lo cual contribuye a la transformacion de

materias primas en productos terminados en contraposicion a la importacion éstos.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion se enfocd en determinar la calidad de una
propuesta de una formulacion cosmética que presentara dentro de su formulacion los
pigmentos naturales de la remolacha, a través de un estudio de estabilidad acelerada que
mediante su evaluacién fisicoquimica y microbiol6gica, permitié definir la aceptacion y

utilizacion de éstas sustancias naturales como alternativa a los colorantes artificiales.
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5. OBJETIVOS

4.1. General:

Evaluar la capacidad colorante de los pigmentos presentes en la remolacha (Beta
vulgaris), para su incorporacion en formulaciones cosméticas y la determinacion de su

calidad mediante un estudio de estabilidad acelerada.

4.2. Especificos:

4.2.1. Extraer los pigmentos presentes en el tubérculo de Beta vulgaris a partir
de material vegetal fresco y su posterior secado por Spray Dryer.

4.2.2. ldentificar los pigmentos extraidos mediante la caracterizacion del
extracto obtenido.

4.2.3. Realizar la propuesta de una formulacién cosmética que incorpore dentro
de sus componentes los pigmentos aislados.

4.2.4. Evaluar la estabilidad fisicoquimica y microbioldgica del producto

cosmético terminado.



55

6. HIPOTESIS

Los pigmentos presentes en la remolacha (Beta vulgaris), pueden ser incorporados en la

formulacién de productos cosméticos.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo (poblacion) y muestra

Universo: Material vegetal fresco de remolacha (Beta vulgaris).

Muestra: Extracto acuoso obtenido de Beta vulgaris.

7.2. Materiales

7.2.1. Para la extraccion de los pigmentos

e Productos de partida y reactivos:
o Remolachas (3000 g)
o Agua destilada
o Acido citrico
o Acido ascorbico
e Equipo:
o Balanza analitica
o Balanza semianalitica
o Percolador
e Cristaleria:
o Mortero de porcelana
o Pistilo de porcelana
o Recipiente de vidrio con tapadera
o Beakers de 250 mL
o Probeta de 25 mL
o Varilla de agitacion
e Instrumentos:
o Cuchillo

o Pelador de verdura
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o Papel filtro
o Algoddn
o Papel aluminio

o Espatula

7.2.2.Para la caracterizacion del extracto

e Productos de partida y reactivos:
o Extracto acuoso de remolacha
o Isopropanol
o Etanol
o Agua destilada
o Acido acético
e Equipo:
o Camara para cromatografia en capa fina
o Potenciémetro
o Espectrofotometro UV-VIS
e Cristaleria:
o Beakers de 250 mL
e Instrumentos:
o Silica gel 60F-254

o Tubos capilares sin heparina

7.2.3. Para el secado de los pigmentos extraidos

e Productos de partida y reactivos:
o Extracto acuoso de remolacha
e Equipo

o Secador por aspersion (Spray Dryer)



7.2.4. Para la produccion de los cosméticos

Rubor:

O

Extracto seco de remolacha
Talco

Dioxido de titanio
Estearato de zinc

Estearato de magnesio
Oxido de zinc

Caolin

Metil y propilparabenos

Sombras:

o

Labial:

Extracto seco de remolacha
Talco

Estearato de magnesio
Mica

Metil y propilparabenos

Extracto seco de remolacha
Cera de abeja

Manteca de cacao

Vaselina liquida

Span 40

Monoestearato de glicerilo

Agua

Butilhidroxitolueno (BHT)

58



59

e Gel para el cabello:
o Extracto seco de remolacha
o Carbopol
o Agua
o Propilenglicol
o PVP

o Trietanolamina

e Crema corporal:
o Extracto seco de remolacha
o Agua
o Vaselina semisélida

o Cerade abeja

7.3. Meétodos y Procedimientos
7.3.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal se obtuvo como “remolacha criolla” en el mercado municipal “La

Florida” en Zona 19, proveniente de San Juan Sacatepequez.

7.3.2. Extraccion de los pigmentos de Beta vulgaris

La extraccion se realizd por medio de percolacién, utilizando una solucién acuosa de
acido citrico 0.2% y acido ascorbico 0.1%. La relacion materia/solvente fue de 1:3 (1 kg de

materia vegetal/3 Litros de menstruo).

Se procedi6 a pelar y cortar el material vegetal utilizando un cuchillo y un pelador de
verdura. Se realizo la extraccidn del material vegetal en un percolador y se dejo reposar por
24 horas. Al dia siguiente abrio la llave inferior del percolador para dejar correr el extracto
y recibirlo en un frasco de vidrio y rosca, protegido de la luz y almacenado en refrigeracion.
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Se agregd mas menstruo al percolador y se dejé en reposo repitiendo el proceso hasta la

extraccion exhaustiva, realizando 3 lavadas.
7.3.3. Caracterizacion del extracto obtenido
7.3.3.1.  Cromatografia en capa fina

Fase mavil: isopropanol-etanol-agua-acido acético en una relacion de 20:35:40:5
Fase estacionaria: Placa cromatografica de silica gel 60F-254
Deteccion: Sin tratamiento quimico para revelar

Preparacion de la muestra: Disolver 0.5 gramos en 5 mililitros de buffer de acetatos

Después de sembrar 3 veces la muestra en la linea base y por triplicado (Figura 19) se
procedié a introducir la cromatoplaca en la camara. Posterior a la corrida, se determind el

Rf de cada banda presente.

Figura 19. Cromatoplaca para caracterizacion de los pigmentos en el extracto acuoso

| 10 cm

T —

10 cm

Fuente: (Sharapin, 2000)
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7.3.3.2.  Espectrofotometria UV-VIS

Se llevé acabo un barrido espectrofotométrico en la region visible, para la
determinacion de la presencia de betacianinas y betaxantinas, cuyas absorbancias maximas
son 540 nm y 480 nm respectivamente. Para realizar la preparacion de la muestra, se parte
de una solucién madre que consista en 0.5 gramos de la muestra mas 5 mililitros de buffer
de acetatos (Solucion A), a partir de ésta se realiza una dilucion 1:10, tomando 1 mililitro
de la solucion A mas 10 mililitros de buffer de acetatos (Solucién B) con ésta solucion se
realiza la lectura para evidenciar la presencia de betacianinas. Para analizar las betaxantinas
se realiza otra dilucion (Solucién C), tomando 1 mililitro de la solucion B méas 10 mililitros

de buffer de acetatos.

7.3.4. Aislamiento de los pigmentos extraidos

Posterior a la extraccién y seguidamente de la obtencidén del extracto acuoso, se
procedio a secar la solucion de los pigmentos mediante el equipo spray dryer, con apoyo de
la empresa Pharmalat, utilizando 600 gramos de almidén como sustancia encapsulante. La
confirmacion de la presencia de pigmentos en el extracto seco se realizdé por medicion

espectrofotométrica y por cromatografia en capa fina, como se describié anteriormente.

7.3.5. Propuesta de una formulacion cosmética que integre el extracto obtenido

De acuerdo a las caracteristicas del extracto obtenido, se procedié a la formulacion de
dos cosmeéticos decorativos que implicaran una coloracion rojiza, tales como: rubor, brillo
labial, gel de cabello y crema corporal. Los distintos productos en que se integré el extracto
seco permitieron observar el comportamiento del colorante en distintos medios, ya sea
acuoso como un gel, tipo emulsion como una crema y un labial o totalmente anhidro como

un rubor.
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De acuerdo a la incorporacion del producto dentro de la formulacion, se escogio la
forma totalmente anhidra, el rubor, ya que como se describe en el Anexo 4, fue el que
mayor estabilidad y aceptacion presento. Se eligio el rubor para su posterior evaluacion de
estabilidad fisicoquimica y microbiolégica pero debido a su tonalidad se modifico la
formulacién para adaptarla a una sombra en polvos sueltos. Esta parte de la investigacion
consistié en ensayo y error, se reportd la mejor formulacion obtenida bajo el criterio de la
investigadora, evaluada sobre los aspectos cualitativos siguientes, segun la cantidad de

pigmento:

e Homogenidad de la formulacién al agregar el pigmento.
e Intensidad de color proporcionado por el pigmento a la formulacion.

e Capacidad del producto terminado para brindar color a la piel o0 mucosa si se trata
del labial.

El método de ensayo y error comprendié la incorporacion de una cantidad pesada de
colorante, afiadiendo a otra porcién de formulacién cosmética una mayor o menor cantidad
de extracto seco segun corresponda para obtener una coloracion aceptable. La base de los
productos cosméticos no vario, el Unico ingrediente de la formulacion que pudo
modificarse fue el colorante. Con el avance del tiempo se determind la estabilidad a corto
plazo (5 dias) para determinar cual de los cosméticos fuera sometido al estudio de

estabilidad acelerada.

7.3.5.1. Fabricacion de rubor

Los componentes se pesaron con exactitud y se mezclaron mecanicamente hasta

obtener una mezcla homogénea.
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Tabla 3. Formula cuali-cuantitativa del rubor.

Extractq seco de 40 % 20 gramos Colorante
colorante rojo remolacha
Talco 28 % 14 gramos Deslizante
Estearato de Magnesio 12 % 6 gramos Adherente
Mica 20 % 10 gramos Absorbente
Metilparabeno 0.1% 0.05 gramos Preservante
Propilparabeno 0.3% 0.15 gramos Preservante

Fuente: (Ash, 1977).

7.3.6. Evaluacion de la estabilidad

El producto terminado seleccionado se sometid a un estudio de estabilidad acelerada,
que comprenderia 3 meses en que el cosmético seria almacenado en una camara de
estabilidad bajo 45°C de temperatura y 70% de humedad como una forma de estrés. Este
estudio de estabilidad estd basado en el Reglamento Técnico Centroamericano para
estabilidad de medicamentos, ya que actualmente en Guatemala, no se cuenta con una
regulacién que trate sobre la estabilidad de los productos cosméticos. Para la evaluacion de
la estabilidad tanto fisicoquimica como microbiol6gica, se tomaron 5 muestras para ambos
analisis (10 muestras en total, en cada tiempo), 5 muestras destinadas a ser sometidas a la

evaluacion fisica y quimica, las otras 5 muestras destinadas para el analisis microbiolégico.

En la Tabla 4 se detalla la frecuencia de andlisis y condiciones de almacenamiento.



Tabla 4. Cronograma del estudio de estabilidad del producto cosmético seleccionado

TIEMPO 3 MESES (90 DIAS)

CONDICIONES DE FRECUENCIA DE
ALMACENAMIENTO ANALISIS
45°C + 2°C con 75% ;2';:2'3
de Humedad Relativa - -
Final (90 dias)

7.3.6.1.Estabilidad Fisica

Fuente: (Reglamento Técnico Centroamericano, 2010).

64

El producto terminado seleccionado se sometié a los anélisis fisicos necesarios para

determinar la estabilidad del producto cosmético terminado:

Tabla 5. Evaluacion fisica realizada en cosmético elegido.

i . Empaque con presencia de
Empaque sin presencia de
humedad en forma de
humedad en forma de gotas
Aspecto gotas
Ausencia de .
. Apelmazamiento
apelmazamiento
Color homogéneo Color heterogéneo
Color . :
Color inalterado Color presenta cambios
Olor Olor inalterado Cambios de olor

Fuente: (Reglamento Técnico Centroamericano, 2008).
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7.3.6.2.Estabilidad Quimica

Para determinar la presencia o ausencia del pigmento a lo largo del tiempo se procedié a
realizar una cromatografia en capa fina para cada tiempo de analisis, por medio de la cual
se evidencid cualitativamente la presencia de los pigmentos dentro de la formulacion

cosmeética.
7.3.6.3.Estabilidad Microbioldgica

Se realizaron los analisis microbiol6gicos enviando muestras de los productos
cosméticos al Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos y Microbioldgicos, LAFYM. Con los
resultados obtenidos se verifico que el limite de microorganismos no excediera a lo
especificado en el Reglamento Técnico Centroamericano para Verificacion de la Calidad de
Productos Cosméticos (RTCA 71.03.45:07). Este reglamento determina un limite
microbiano menor o igual de 100 UFC/g o UFC/cm?® (Unidades Formadoras de Colonia por
gramo o por centimetro cubico) para recuento total de mohos y levaduras y 1000 UFC/g o

UFC/cm3 para recuento total de mesoéfilos aerobios, como se detalla en la tabla 6.

Tabla 6. Evaluacién microbiolégica realizada en el producto cosmético terminado

Mohos y levaduras

<100 UFC/g 6 UFC/cm3

> 100 UFC/g 6 UFC/cm3

Mesofilos aerdbios

<1000 UFC/g 6 UFC/cm3

> 1000 UFC/g 6 UFC/cm3

Staphylococcus aureus Ausente Presente
Escherichia coli Ausente Presente
Pseudomonas aeruginosa Ausente Presente

Fuente: (Reglamento Técnico Centroamericano, 2008).
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7.4. Disefio de la Investigacion

La primera fase de la investigacion, la cual corresponde a la extraccion, aislamiento,
caracterizacion del extracto y la propuesta de la formulacién cosmética consiste en un

ensayo Yy error, comprende un analisis descriptivo de acuerdo a los hallazgos obtenidos.

La segunda fase que implica el estudio de estabilidad fisicoquimica y microbiol6gica
requiere minimo cinco repeticiones utilizando cinco unidades de producto (cosmético
terminado) para el andlisis de la aceptacion o no aceptacion de los aspectos fisicoquimicos
a evaluar; asi mismo, para el analisis microbiol6gico se necesitan otras cinco repeticiones
utilizando cinco unidades de producto adicionales y diferentes a las utilizadas para el

analisis fisicoquimico.

La evaluacién de estabilidad se plante6 para ser realizada en tres tiempos, tal como se
detall6 en la Tabla 4, pero como se describe en los resultados, el tiempo se redujo de

acuerdo a los resultados observados.

Para la determinacion de la estabilidad del producto sometido a estudio se realizé una
prueba de hipétesis binomial para cada aspecto:
Ho: p = 0.5 (No cumple)
Ha: p > 0.5 (Si cumple)

Se esperaba que las 5 repeticiones reportaran el resultado de “cumple” para rechazar Ho
a un nivel de significancia (a) de 0.05. Las muestras no cumplieron con las especificaciones
antes que terminara el tiempo del estudio de estabilidad, el dia en que ya no se cumplieron

las caracteristicas deseadas, se reporté la fecha y se dio por terminado el estudio.
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8. RESULTADOS

Cuadro 1. En el siguiente cuadro se presenta el rendimiento del extracto seco de Beta
vulgaris obtenido en el estudio.

3000 g 210 g 7.00%

*g=gramos

Fuente: Datos experimentales.

Cuadro 2. En el siguiente cuadro se presentan los resultados de la caracterizacion inicial
del extracto seco para identificacion de betalainas.

Rojo 540 nm 536 nm
Amarillo | 480 nm 486 nm

*nm=nanémetros

*Resultados promediados para las 5 muestras
Fuente: Datos experimentales, (Lock, 1997).

Cuadro 3. A continuacion se detallan los resultados del analisis inicial de los parametros
para evaluacion fisica del cosmético.

Aspecto Polvo fino
Color Lila
Olor Caracteristico a cosmético

*Resultados promediados para las 5 muestras
Fuente: Datos experimentales.
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Cuadro 4. En el presente cuadro se describe el anélisis de estabilidad fisica realizado en el
tiempo cero describiendo el promedio de los resultados de cinco muestras de producto

evaluadas.
Parédmetro a evaluar Especificacion Dictamen
Aspecto Integridat_j de contenido CUMPLE
Ausencia de grumos CUMPLE
Color Homogenidad CUMPLE
Color inalterado CUMPLE
Olor Olor inalterado CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras

Fuente: Datos experimentales.

Cuadro 5. En este cuadro se describe el analisis de estabilidad quimica realizado en el
tiempo cero describiendo el promedio de los resultados de cinco muestras de producto

evaluadas.
Parametro a evaluar/especificacion
Cromatografia en capa .
fina Barrido UV Dictamen
Componente identificado Rf Color P '.C 0 de absorc_lon
Teorico  Experimental
Betacianinas 0.80 Rojo 540 nm 538 nm CUMPLE
Betaxantinas 0.47 Amarillo | 480 nm 486 nm CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras
Fuente: Datos experimentales, (Lock, 1997).

Cuadro 6. En el presente cuadro se describe el analisis de estabilidad microbiolégica
realizado en el tiempo cero describiendo el promedio de los resultados de cinco muestras de

producto evaluadas.

Parametro a evaluar

Especificacion

Dictamen para 5 muestras

Mohos y levaduras <100 UFC/g 6 UFC/cm3 CUMPLE
Mesdfilos aerdbios <1000 UFC/g 6 UFC/cm3 NO CUMPLE
Staphylococcus aureus Ausente CUMPLE
Escherichia coli Ausente CUMPLE
Pseudomonas aeruginosa Ausente CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras

Fuente: Datos experimentales.
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Cuadro 7. El siguiente cuadro describe el andlisis de estabilidad fisica realizado a 30 dias
de iniciado el estudio, bajo condiciones de estabilidad acelerada, describiendo el promedio
de los resultados de cinco muestras de producto evaluadas.

Parédmetro a evaluar Especificacion Dictamen
Integridad de contenido NO CUMPLE
Aspecto Ausencia de grumos NO CUMPLE
Homogenidad NO CUMPLE
S; Color inalterado NO CUMPLE

Olor Olor inalterado CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras

Fuente: Datos experimentales.

Cuadro 8. En este cuadro se detalla el analisis de estabilidad quimica realizado a 30 dias de
iniciado el estudio, bajo condiciones de estabilidad acelerada, describiendo el promedio de
los resultados de cinco muestras de producto evaluadas.

Parametro a evaluar/especificacion
Cromatografia en capa .
. Barrido UV Bieera
Componente Pico de absorcion
identificado N el Tedrico  Experimental
Betacianinas -- - 540 nm -- NO CUMPLE
Betaxantinas = -- 480 nm -- NO CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras
Fuente: Datos experimentales, (Lock, 1997).

Cuadro 9. A continuacién se describe el analisis de estabilidad microbioldgica realizado a
30 dias de iniciado el estudio, bajo condiciones de estabilidad acelerada, describiendo el
promedio de los resultados de cinco muestras de producto evaluadas.

Parametro a evaluar Especificacion Dictamen para 5 muestras
Mohos y levaduras <100 UFC/g 6 UFC/cm3 NO CUMPLE
Mesdfilos aerdbios <1000 UFC/g 6 UFC/cm3 NO CUMPLE

Staphylococcus aureus Ausente CUMPLE

Escherichia coli Ausente CUMPLE
Pseudomonas aeruginosa Ausente CUMPLE

*Resultados promediados para las 5 muestras

Fuente: Datos experimentales.
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Cuadro 10. El cuadro siguiente presenta, de manera general y resumida, el andlisis
estadistico del estudio de estabilidad acelerada de la presente investigacion.

. Resultados . Analisis
PEEOIETD & ey Tiempo cero 30 dias DUBETER estadistico
Estabilidad Fisica CUMPLE NO CUMPLE | NO CUMPLE | No se rechaza Ho
Estabilidad Quimica CUMPLE NO CUMPLE = NO CUMPLE | No se rechaza Ho
Estabilidad Microbioldgica ' NO CUMPLE = NO CUMPLE A NO CUMPLE | No se rechaza Ho

*Resultados promediados para la totalidad de muestras ensayadas
Fuente: Datos experimentales.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los pigmentos presentes en el tubérculo de la remolacha tienen una capacidad
colorante evidente, lo cual supondria que la utilizacion de éstos sea aprovechada
ampliamente; no obstante, aunque en la actualidad el colorante rojo de la remolacha,
registrado bajo el cddigo E162 y autorizado para su amplia utilizacién en la formulacion de
cosméticos (Unién Europea, 2009), no es aprovechado ni comercializado como tal en
Guatemala. El presente estudio logré la extraccion y secado de los pigmentos de Beta
vulgaris a partir de material vegetal fresco y preservado en forma de polvo. Tal como se
describe en el Cuadro 1, se reporta un porcentaje de rendimiento considerable (7.00%) lo
cual al compararlo con datos reportados en la literatura se evidencia que es un rendimiento
comparable, ya que en un estudio en el cual se evaluaron varios encapsulantes en la
extraccion del pigmento rojo de la remolacha a partir de extracto acuoso, se obtuvo un
12.00% de rendimiento del total de solidos, del cual se describe una composicion que
comprendié de 1.00 a 2.00% de betalainas, de 7.00 a 8.00% de azucares, 0.006% de
proteinas, 1.00 a 2.00% de almiddn y de 1.00 a 2.00% de pectina (Koul et al, 2002). Por lo
que del porcentaje de rendimiento obtenido en este estudio, se debe considerar que para la
obtencion del polvo por secado en aspersion (también conocido como spray dryer) se
requiere la utilizacion de un encapsulante, en este caso se utilizdé almidén en una cantidad
de 600 gramos. El porcentaje de encapsulante presente en el extracto obtenido no puede ser
medido con exactitud debido a las pérdidas inevitables de sélidos al momento de recuperar
el polvo del equipo, ya que no es posible la limpieza de las paredes del mismo para la
recoleccion de las particulas sélidas en su totalidad, pero segun en la literatura, el colorante
rojo remolacha se encuentra constituido en un 75.00 a 90.00% de betanina y ésta representa
de un 0.40 a 1.00% en peso de la remolacha (Aceituno, 2010), por lo que si se realiza un
calculo tedrico en base a esta informacién (Anexo 3), se puede confirmar alrededor de 12 a
30 gramos de betanina y de 198 a 180 gramos de almiddn en los 210 gramos de extracto
seco obtenido, a partir de los 3000 gramos de material vegetal fresco que se utilizaron. Por
lo tanto, el rendimiento de la extraccion no es medible en base a la cantidad de pigmento
neto pero se alcanz6 un porcentaje de rendimiento significativo en comparacién a otros

estudios realizados, tal como se explicO anteriormente; sin embargo, si se compara el
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porcentaje de rendimiento obtenido con el de otros colorantes naturales como la bixina
(colorante rojo del achiote) que presenta rendimientos de hasta 24% en su extraccion
(Cevallos y Lucio, 2014) el aprovechamiento es menor. La utilizacion del equipo de spray
dryer permitid obtener un extracto de mayor volumen, facil de manejar, d6ptimo
almacenamiento y de mayor estabilidad como se discutird méas adelante. El término spray
dryer se refiere a un equipo que permite obtener un producto en polvo a partir de un
material liquido que se pulveriza al entrar en contacto con una corriente de aire caliente
(Universidad Nacional de Colombia, 2004). La obtencion de extractos vegetales por medio
de la utilizacion de este equipo presenta distintas ventajas, una de las principales es el
tiempo de secado que es sumamente corto y lo cual es ventajoso para trabajar con
materiales termosensibles, en este caso es ideal por trabajar con colorantes naturales que

generalmente son muy inestables al ser sometidos al calor.

Posterior a la obtencion del extracto seco, se procedi6 a determinar la presencia de los
pigmentos presentes mediante su identificacion cromatogréafica y espectrofotométrica. En el
cuadro 2, se observan los resultados de la cromatografia en capa fina como analisis
preliminar para la identificacién de betacianinas y betaxantinas, lo cual se evidencio al
observar dos bandas, una de color rojo denotando la presencia de betacianinas y otra de
color amarillo, resaltando la presencia de betaxantinas. Las betacianinas presentaron mayor
coeficiente de retencion (Rf) que las betaxantinas, esto es debido a que las betacianinas
poseen mayor polaridad que las betaxantinas debido a sus estructuras quimicas, presentadas
en la Figura 4, las primeras poseen mayor polaridad por contener dos grupos OH que
proveen dos momentos dipolo a la molécula, en cambio las betaxantinas carecen de grupos
OH y debido a esto, las betacianinas se unen con mayor fuerza al solvente (que es polar) y
recorren mas distancia sobre la cromatoplaca. La evaluacion espectrofotométrica confirmé
la presencia de los pigmentos presentes al realizar un barrido espectrofotométrico e
identificar dos picos de absorcion a 538 nm y 480 nm, lo cual contrasta satisfactoriamente
con datos teoricos confirmados en otros estudios, en donde se describe un pico maximo de
absorcion de 540 nm para betacianinas y 480 nm para betaxantinas (Sanchez, 2006). Es
importante mencionar que de acuerdo a los resultados obtenidos, la autora determind que

para evidenciar ambos picos de absorcion se deben realizar dos diluciones (Como se detalla
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en el apartado de metodologia), ya que las absorbancias maximas de ambos colorantes no
son observables bajo la misma dilucion, debido a que las betaxantinas al encontrarse en
menor proporcion Uunicamente son identificadas en una dilucion mayor, en donde ya no se
aprecia la absorbancia de las betacianinas. La razén de los picos de absorcion se explica
nuevamente en base a la variacion en las estructuras de ambos colorantes, como se describe
en la Figura 6, las betacianinas presentan una conjugacion mas amplia con relacion a sus
dobles enlaces, en comparacion con las betaxantinas que contienen menos enlaces
conjugados y que debido a esto, el maximo de absorcion de luz se identifica a una menor

longitud de onda.

Después de confirmar la presencia de los pigmentos en el extracto obtenido, se realiz6
su incorporacion en la formulacion de un producto cosmético. Para escoger el cosmético
que fuera sometido al estudio de estabilidad acelerada, se probd la incorporacion del
extracto seco en cuatro productos: gel para el cabello, brillo labial, crema de manos y rubor
en polvo suelto. Como puede observarse en el Anexo 4, el gel para el cabello, brillo labial y
crema de manos presentaron alta inestabilidad, observandose decoloracion total a cinco dias
de fabricado el producto. Asi mismo, fue necesario el cambio de formulacion del rubor en
polvo por sombras en polvo suelto, debido a que en la incorporacion del extracto seco junto
con los demas ingredientes del rubor se obtuvo una tonalidad lila (Cuadro 3) lo cual limit6
su utilizacion en las mejillas. El colorante E162 estd autorizado para ser incorporado en
cualquier tipo de cosméticos como colorante, antiestatico o viscosizante (Carrasco, 2005)
pero no se hace referencia a en qué tipo de cosméticos es incorporado, de acuerdo a los
resultados observados en base al comportamiento del colorante en distintos medios, se
puede confirmar que la incorporacién del mismo debe hacerse a productos que carezcan o
gue posean una minima cantidad de agua. Ademas se debe recordar que este colorante esta
designado bajo la letra E en el codex alimenticio, lo cual significa que es usado
estrictamente en alimentos y para productos que tengan corto tiempo de almacenamiento,
gue no sean sometidos a largos tratamientos térmicos, que sean vendidos en estado seco y
empacados para una exposicion reducida de la luz, oxigeno y humedad debido a su baja
estabilidad (Franco, 2004). Apoyandose en lo anterior y con los resultados obtenidos en
esta investigacion, se entiende la razén por la que el cosmético que presentdé mayor

estabilidad haya sido la sombra en polvos sueltos, cabe resaltar que la cinética de
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degradacion de las betacianinas se acelera debido a la hidrdlisis de éstas en presencia de
agua, por lo que un decremento en la actividad de agua resulta en una menor degradacion

de las betacianinas (Mandujano, 2006).

Se realizo6 un lote inicial de 40 unidades de sombras con dos gramos de producto cada
una, colocando 30 unidades en una cdmara de estabilidad bajo las condiciones descritas en
la Tabla 4. Cinco unidades, enumeradas como 2, 17, 24, 31 y 40 fueron utilizadas para la
evaluacion fisicoquimica en tiempo cero y tal como se evidencia en los Cuadros 4 y 5,
todas las muestras cumplieron la evaluacion fisica y quimica. Sin embargo, la investigacion
concluyé 60 dias antes de finalizado el tiempo previsto, ya que a los 30 dias de iniciado el
estudio de estabilidad se observo la decoloracion completa de las sombras, para lo cual se
tomaron las muestras enumeradas como 6, 10, 19, 26 y 34, para realizar un segundo analisis
fisico y quimico. El analisis fisico fue insatisfactorio, ya que se observo un producto, que a
pesar de no presentar un cambio de olor o aroma desagradable ni apelmazamiento o
formacion de grumos, se aprecioé un polvo fino de color blanco. La decoloracion de las
betacianinas se produce debido a la hidrolisis generada por las condiciones de humedad y
temperatura de la camara de estabilidad. La degradacion de las betacianinas se ha descrito
por varios autores especialmente para betanina, esta puede sufrir distintos tipos de
degradacion por diferentes vias: Isomerizacién, descarboxilacion, desglicosilacion,
deshidrogenacion e hidrolisis. La hidrolisis de la betanina genera &cido betaldmico (de
color amarillo brillante) y ciclo-Dopa-5-O-B-glucésido, un compuesto incoloro (Vergara,
2013), esto explica el cambio de coloracion observado. El analisis quimico mostro
evidencia de la degradacion de los colorantes, en donde se observé ausencia de los picos
representativos para el totalidad de las muestras pero es importante mencionar que si se
observaron picos en algunas muestras (Anexo 8) lo cual sugeriria que la degradacién de los
colorantes no fue completa a nivel molecular, ademéas se describe mayor presencia de
betaxantinas por la identificacion de la maxima absorbancia representativa en mas
muestras, debido posiblemente a la facilidad de las betacianinas en convertirse a

betaxantinas, aunque estas Ultimas son mas labiles (Mandujano, 2006).
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Las otras cinco unidades, enumeradas como 3, 11, 28, 36 y 39 fueron enviadas a
LAFYM vy utilizadas para la evaluacion microbioldgica, cuyos resultados resumidos en el
Cuadro 6, reportan incumplimiento con los requerimientos del Reglamento Técnico
Centroamericano para cosméticos. El parametro de mesofilos aerobios determina menos de
1000 unidades formadoras de colonia por gramo de muestra y los resultados de las muestras
analizadas superan excesivamente el valor permitido. La presencia de mesoéfilos aerobios
refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el adecuado (Secretaria de Salud de los
Estados Unidos Mexicanos, 1995). Es importante hacer notar que las condiciones de un
laboratorio de produccién de cosméticos estad bajo regulacion estricta y las condiciones en
que se elaboro el lote experimental no satisface los requerimientos minimos para un
laboratorio de elaboracion de productos cosméticos, para demostrar que los resultados
insatisfactorios se debieron a estos factores, se procedidé a fabricar un segundo lote de
sombras (Anexo 6) realizando un conteo aerdbico con la consiguiente elaboracién de los
medios de cultivo, preparacion de muestras e incubacion de placas de petri por la autora,
reforzando las buenas précticas de manufactura y tomando especial cuidado al momento de
envasar el producto; por lo que se demostrd, de acuerdo al Cuadro 14 en el Anexo 6, que al
tomar dichas medidas correctivas se logré obtener un producto que cumplié con la
especificacion requerida, expresando un resultado de menos de 10 unidades formadoras de
colonias (UFC) para la totalidad de las muestras analizadas. Aunque se obtuvo resultados
negativos en torno al tema microbioldgico al iniciar el estudio de estabilidad, éste se
continud y se realiz6 un segundo analisis con las muestras enumeradas como 8, 16, 22, 30 y
38, y enviadas nuevamente a LAFYM. Demostrando que la contaminacion por mesofilos
aerobios no aumentd pero se encontré que dos muestras presentaron mohos y levaduras,
que pudo deberse por las mismas condiciones de produccion que no fueron las ideales y
que llevaron a contaminar el producto con esporas, sumado a que las condiciones de la
camara de estabilidad propiciaron su desarrollo. De acuerdo a los resultados obtenidos
sobre el estudio de estabilidad acelerada, se concluye que estadisticamente no se rechaza
Ho a un nivel de significancia de 0.05, ya que para lograr aceptar Ha los analisis tuvieron
que haber arrojado resultados satisfactorios en todas las muestras evaluadas y por ende el
producto no satisface los requerimientos para determinar una fecha de vencimiento

probable para el mismo.
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Al concluir el presente estudio, se pudo confirmar el cumplimiento de los objetivos
planteados aunque no se consiguieran resultados positivos en la estabilidad acelerada; sin
embargo, seis meses después de fabricado el primer lote de producto, se observé que bajo
condiciones de anaquel el cosmético mantuvo la coloracion homogénea e inalterada como
se evidencia en el apartado en el Anexo 4, lo cual sugiere la necesidad de evaluar la
estabilidad real del producto mediante un estudio de estabilidad a largo plazo. Por lo tanto,
se respalda el cumplimiento del objetivo general de la investigacion, permitiendo la
propuesta de unas sombras en polvo suelto como una formulacion cosmética con la
confirmacion de la posibilidad de utilizacién de los pigmentos presentes en la remolacha,

Beta vulgaris en la industria cosmética.
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10. CONCLUSIONES

El porcentaje de rendimiento de la extraccion no es medible en base a la
cantidad de pigmento neto pero se alcanzd un porcentaje de rendimiento
significativo en base a la totalidad de sélidos obtenidos (7.00%) en
comparacion a otros estudios realizados, en donde se reporta un rendimiento de
12.00%.

Se identifico la presencia de betacianinas y betaxantinas en el extracto obtenido
mediante su caracterizacion cromatografica y espectrofotométrica, observando
bandas con coloraciones representativas y picos maximos de absorcidn
caracteristicos respectivamente, comparables con los valores teoricos

reportados en la literatura.

Se incorporé el extracto obtenido en una sombra en polvos sueltos como una
propuesta de formulacion cosmética por obtener una estabilidad superior en

contraste a otras formulaciones de productos cosméticos fabricadas.

El estudio de estabilidad acelerada del lote de producto evaluado no culminé en
el tiempo previsto por no cumplir con los pardmetros fisicoquimicos y
microbioldgicos establecidos a los 30 dias de iniciado el estudio en base a la
determinacion estadistica en la cual no se rechaza Ho a un nivel de significancia

(o) de 0.05 por no obtener “cumple” en las 5 repeticiones de cada analisis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se propone la integracion de los
pigmentos presentes en la remolacha para ser empleados en sombras de ojos en
polvos sueltos con una estabilidad maxima de 6 meses. Por lo que se confirma

que los pigmentos pueden ser utilizados en la elaboracion de cosméticos secos.
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11. RECOMENDACIONES

Determinar la fecha de vencimiento real del producto propuesto a través de un

estudio de estabilidad a largo plazo bajo condiciones de anaquel.

Evaluar la estabilidad de los pigmentos presentes en Beta vulgaris al ser
incorporado en distintas formulaciones cosméticas diferentes a las evaluadas en
el presente estudio para determinar especificamente en qué formas cosmeéticas

pueden ser utilizados ademas de sombras en polvo suelto.

Realizar un estudio de aceptacion del producto propuesto, midiendo el grado de
aceptacion y/o rechazo del mismo para determinar si es factible la elaboracion a

gran escala dirigido a un mercado potencial.

Evaluar la incorporacion de los pigmentos presentes en la remolacha, Beta
vulgaris, en productos alimenticios, textiles y farmacéuticos para asi determinar
su potencial aplicaciébn en dichos campos para el aprovechamiento

agroindustrial y su desarrollo comercial en Guatemala.

Evaluar las propiedades y actividades bioldgicas que se le atribuyen a la
remolacha, tales como su actividad antioxidante y potencial uso como indicador
acido-base para su aprovechamiento y creacion de productos novedosos, Utiles y

principalmente nacionales.
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13.  ANEXOS

ANEXO 1: Método de ensayo para determinacion cuantitativa de betanina

AxV

% Color T'OjO = m

Donde:

A = maxima absorbancia

V = Volumen de solucion a ensayar medida en mililitros
L= Longitud de la celda medida en centimetros

W= Peso de la muestra en gramos
Fuente: (FAO, 2002)

ANEXO 2: Clasificacion de los colorantes

-
Sibicos  oamios R

-

Fuente: (Fuentes, 2005).
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ANEXO 3: Determinacion cuantitativa de betanina en extracto seco (obtenido en la
presente investigacion) en base a datos teoricos

Cuadro 11. Datos teoricos sobre el contenido de betanina en extracto seco de remolacha

3000 gramos 210 gramos 04-10% 12 — 30 gramos 198 - 180 gramos
Fuente: (Aceituno, 2010), (Datos experimentales).

Célculos:

210g=|<0.4%_12
100% 9

210g+10% _
100% 9

2109 —12g=180g

2109 —30g=198g

Figura 20 y 21. Extracto seco de remolacha, Beta vulgaris, obtenido en esta investigacion.

o,

g
® 3
'&.X 5

Fuente: (Datos experimentales).



ANEXO 4: Seleccion del cosmético escogido para realizacion de estudio de estabilidad

acelerada

Cuadro 12. Observaciéon de la coloracién de los cosméticos evaluados con relacién al

tiempo.
Cosmeético Coloracion Inicial* Coloraciér_l 25 s Coloracién'a .
de fabricado* meses de fabricado*
Crema de manos Coloragién Decoloracion Decoloracion
homogénea completa completa
Gel para el cabello Coloragién Decoloracion Decoloracion
homogénea completa completa
. . Coloracion Decoloracion Decoloracion
Brillo labial )
homogénea completa completa
Rubor Coloragic')n Coloragién Colorat;ién
homogénea homogeénea homogénea

*Bajo condiciones de anaquel
Fuente: (Datos experimentales).

Figura 22 y 23. Crema de manos (A), gel para el cabello (B) y brillo labial (C). Figura 21:
En el dia de fabricacion. Figura 22: 5 dias después de su fabricacion. Fuente: (Datos
experimentales).

A B C A B C

Figura 24y 25. Sombra en polvos sueltos. Figura 23: En el dia de fabricacién. Figura 24:
6 meses después de su fabricacion. Fuente: (Datos experimentales).
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ANEXO 5: Resultados del estudio de estabilidad fisica, quimica y microbioldgica para

primer lote de producto fabricado

Cuadro 13. Resultados de la evaluacion de las muestras sometidas a estabilidad acelerada

1 N.U
2 C C

3 N.C

4 N.U
5 N.U
6 N.C | N.C

7 N.U
8 N.C

9 N.U
10 N.C | N.C

11 N.C

12 N.U
13 N.U
14 N.U
15 N.U
16 N.C

17 C C

18 N.U
19 N.C | N.C

20 N.U
21 N.U
22 N.C

23 N.U
24 C C

25 N.U
26 N.C | N.C

27 N.U




28

N.C

29

N.U

30

N.C

31 C C

32

N.U

33

N.U

34

N.C

N.C

35

N.U

36

N.C

37

N.U

38

N.C

39

N.C

40 C C

*C=Cumple
N.C=No Cumple
N.U=No Utilizado

89

Fuente: (Datos experimentales).

Cuadro 14. Muestras utilizadas para analisis fisico y quimico después de 30 dias bajo

condiciones de estabilidad acelerada

Fuente: (Datos experimentales).
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ANEXO 6: Resultados de analisis microbioldgico para comprobacion de ausencia de
contaminacion por mesofilos aerobios en segundo lote de producto, mediante reforzamiento
de buenas précticas de manufactura.

Cuadro 15. Resultados resumidos de andlisis microbiolégico en segundo lote de producto

Recuento total de
Mesofilos aerobios

<10 UFC/g <10° UFC/g

Fuente: (Datos experimentales).

Cuadro 16. Resultados de la evaluacion de las muestras sometidas a analisis
microbioldgico en segundo lote de producto

Muestra 1 0 UFC/g <10°® UFC/g
Duplicado muestra 1 0 UFC/g <10® UFC/g
Muestra 2 0 UFC/g <10°® UFC/g
Duplicado muestra 2 2 UFC/g <10® UFC/g
Muestra 3 0 UFC/g <10°® UFC/g
Duplicado muestra 3 0 UFC/g <10° UFC/g
Muestra 4 0 UFC/g <10°® UFC/g
Duplicado muestra 4 0 UFC/g <10° UFC/g
Muestra 5 0 UFC/g <10°® UFC/g
Duplicado muestra 5 0 UFC/g <10° UFC/g

Fuente: (Datos experimentales).

Figura 27 y 28. Muestras utilizadas para analisis fisico y quimico después de 30 dias bajo
condiciones de estabilidad acelerada

Fuente: (Datos experimentales).
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ANEXO 7: Producto cosmético propuesto

Figura 29. Sombras en polvo suelto con integracion de extracto seco de remolacha, Beta
vulgaris, como producto cosmético propuesto en la presente investigacion

N,

Fuente: (Datos experimentales).

Figura 30 y 31. Aplicacion corporal de las sombras en polvo suelto propuesto en la
presente investigacion. Figura 29: Parpados sin maquillaje. Figura 30: Parpados con
aplicacion de las sombras propuestas.

Fuente: (Datos experimentales).
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ANEXO 8: Resultados de analisis fisico

Cuadro 17. Resultados de la evaluacion espectrofotométrica en tiempo cero y a 30 dias en
andlisis de betacianinas.

1 538.0 0.12111 1 660.0 1.06E-02
2 2 659.0 1.94E-02 6 2 oxk HAk
3 660.0 1.83E-02 3 Ak Ak
1 538.0 0.17221 1 622.0 1.23E-02
17 2 658.0 1.96E-02 10 2 647.0 1.11E-02
3 650.0 1.89E-02 3 656.0 1.10E-02
1 535.0 0.17201 1 627.0 1.47E-02
24 2 660.0 1.55E-02 19 2 645.0 1.37E-02
3 owk oxk 3 660.0 1.26E-02
1 536.0 0.19570 1 615.0 6.21E-02
31 2 660.0 1.85E-02 26 2 656.0 6.17E-02
3 owk owk 3 624.0 6.04E-02
1 536.0 0.13952 1 538.0 1.36E-01
40 2 624.0 2.69E-02 34 2 625.0 8.41E-03
3 641.0 2.42E-02 3 641.0 8.18E-03

Fuente: (Datos experimentales).

Figura 32. Espectrofotograma tiempo cero en analisis de betacianinas.

[ § | I [ |
300 350 400 450 500 550 600 avelength (nm)

Fuente: (Datos experimentales).
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Figura 33. Espectrofotograma a 30 dias de iniciado el estudio de estabilidad acelerada en
andlisis de betacianinas.
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Fuente: (Datos experimentales).

Cuadro 18. Resultados de la evaluacion espectrofotométrica en tiempo cero y a 30 dias en
andlisis de betaxantinas.

392.0 3.79E-03

1 485.0 3.82E-03 1
2 2 340.0 4.29E-02 6 2 398.0 3.33E-03
3 642.0 3.51E-03 3 486.0 1.70E-03
1 536.0 0.00651 1 433.0 4.39E-03
17 2 486.0 4.07E-03 10 2 477.0 2.77E-03
3 oxk oxk 3 584.0 4.76E-04
1 486.0 6.12E-03 1 441.0 2.89E-03
24 2 363.0 4.81E-03 19 2 485.0 2.64E-03
3 656.0 3.07E-03 3 592.0 -7.39E-04
1 486.0 3.90E-03 1 357.0 2.53E-02
31 2 300.0 1.97E-03 26 2 392.0 2.29E-02
3 642.0 2.14E-04 3 398.0 2.29E-02
1 485.0 3.85E-03 1 538.0 2.06E-02
40 2 ok ok 34 2 486.0 1.76E-02
3 Hoxx owk 3 421.0 1.33E-02

Fuente: (Datos experimentales).
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Figura 34. Espectrofotograma tiempo cero en analisis de betaxantinas.
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Fuente: (Datos experimentales).

Figura 35. Espectrofotograma a 30 dias de iniciado el estudio de estabilidad acelerada en
analisis de betacianinas.
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Fuente: (Datos experimentales).

Figura 36. Cromatoplaca revelada a 30 dias de iniciado el estudio de estabilidad acelerada.

Fuente: (Datos experimentales).
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ANEXO 9: Resultados de andlisis microbiolégico enviados a LAFYM.

e Andlisis de estabilidad microbiologica tiempo cero. Muestras analizadas: 3, 11, 28,
36y 39.

e Andlisis de estabilidad microbiologica a 30 dias de iniciado el estudio. Muestras
analizadas: 8, 16, 22, 30 y 38.



Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiologicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos

No. de ingreso:

Dirigido a:

Nombre del producto:

1328

Lucia Orellana

SOMBRAS PARA OJOS

No. de muestra: 1 (una)

Ingreso: 02/09/14

Inicio de analisis: 02/09/14

Reporte final: 13/09/14

Presentacion: Polvo
Lote: 3
Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10’
Recuento de Mohos y <10 UFClg UFClg <102
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
Escherichia coll Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Staplhylococcus aurens Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbioldgicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36

Limites microbiolégicos: RTCA/Reglamento técnico centroamericano

*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacién escrita por parte del
laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen tnica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo

&
~ ()
orgé R, Valverth, QB _QQI LABORATORIO Lic. Ana R apdia, QB
( 1Q DE ANALISIS
\ Aot | FisicoQUMCOS Y Jefe LAFYN Licda. Ana'E. Rodas Garcla
13, MoREC QUIMICA BIOLOGA
\% PROGRAMAEDC. COL. 2323

3%, Calle 6-47 zona 1
TeleFax: 22531319
lafymusac@intelnett.com




Universidad de San Carlos de

Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Anlisis Fisicoquimicos
y Microbiologicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos

No. de ingreso:

1329

No. de muestra: 1 (una)

Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/09/14
Inicio de analisis: 02/09/14

Nombre del producto: SOMBRAS PARA OJOS Reporte final: 13/09/14

Presentacion: Polvo

Lote: 11

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10°
Recuento de Mohos y <10 UFC/g UFClg <10
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFC/g NPL
Fecales
Escherichin ool Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Stophylococcus aareus Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbiolégicos: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccién por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacioén escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen Uinica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFClg

i

R) Valverth, QB

“c,\i\sbtll.g
) /
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Universidad de San Carlos de

Guatemala
1
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos LAFYM
Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos
No. de ingreso: 1330 No. de muestra: 1 (una)
Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/09/14
Inicio de andlisis: 02/09/14
Nombre del producto: SOMBRAS PARA OJOS Reporte final: 13/09/14
Presentacion: Polvo
Lote: 28
Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07
Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10°
Recuento de Mohos y <10 UFC/g UFClg <102
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFClg UFClg NPL
Fecales
ESCREHOR0Ean Ausencia Sin dimensionales Ausencia
L Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:
La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiol6gicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36

Limites microbiolégicos: RTCA/Reglamento técnico centroamericano

*Prohibida la parcial o total reproduccién por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacién escrita por parte del
laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo
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y Microbiologicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos

No. de ingreso:

Dirigido a:

1331 No. de muestra: 1 (una)

Ingreso: 02/09/14
Inicio de andlisis: 02/09/14

Lucia Orellana

Nombre del producto: SOMBRAS PARA OJOS Reporte final: 13/09/14

Presentacion: Polvo

Lote: 36

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07
Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10°
Recuento de Mohos y <10 UFClg UFC/g <1 02
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
Escherichia coli . : ax ; .
Ausencia Sin dimensionales Ausencia

Staphylococcus aureus Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbiol6gicos: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccién por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacién escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo
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Universidad de San Carlos de

Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos

No. de ingreso:

1332

No. de muestra: 1 (una)

Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/09/14
Inicio de analisis: 02/09/14

Nombre del producto: SOMBRAS PARA 0OJOS Reporte final: 13/09/14

Presentacién: Polvo

Lote: 39

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesoéfilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10
Recuento de Mohos y <10 UFC/g UFClg <102
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
AE o rioai Sl Ausencia Sin dimensionales Ausencia
SRS RS v Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbiol6gicos: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacién escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen Ginica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g
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Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiologico en Cosméticos

No. de ingreso: 1592 No. de muestra: 1 (una)
Dmgldo a: Lucia Orellana Ingreso: 02/10/14
Inicio de analisis: 02/10/14

Nombre del producto: SOMBRA PARA OJOS Reporte final: 12/10/14

Presentacion: Polvo

Lote: 8

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10’
R 2.0 x 10° UFC/g UFClg <10?
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
Echgnilig cok Ausencia Sin dimensionales Ausencia
DEIP IR e ORLu HYrEws Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbiolégiocs: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacion escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen inica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g

Umdades Eormgc[?ras de Colonia por gramo
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Universidad de San Carlos de

Guatemala
1
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiologicos LAFYM
Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos
No. de ingreso: 1590 No. de muestra: 1 (una)
Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/10/14
Inicio de analisis: 02/10/14
Nombre del producto: SOMBRA PARA OJOS Reporte final: 12/10/14
Presentacion: Polvo
Lote: Segunda muestra de estabilidad
16
Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07
Recuento total de Meséfilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g 4 10°
REGUEN We Malios ¥ 6.0 x 10° UFClg UFC/g <102
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
Esclartohi éol Ausencia Sin dimensionales Ausencia
ARPhyloCUCas dutens Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:
La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiol6gicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36

Limites microbioldgiocs: RTCA/Reglamento técnico centroamericano

*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacion escrita por parte del
laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen tinica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo
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Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiologicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiologico en Cosméticos

No. de ingreso: 1593 No. de muestra: 1 (una)
Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/10/14
Inicio de analisis: 02/10/14

Nombre del producto: SOMBRA PARA OJOS Reporte final: 12/10/14

Presentacion: Polvo

Lote: 22

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10°
i o el 9.0 x 10" UFC/g UFC/g <10?
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFC/g NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
SR Col Ausencia Sin dimensionales Ausencia
BT N B OIS Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbiologiocs: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacion escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen Gnica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g

Unidades Formadoras de Colonia por gramo
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Universidad de San Carlos de

Guatemala
1
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiologicos LAFYM
Informe de Resultados de Analisis Microbiologico en Cosméticos
No. de ingreso: 1591 No. de muestra: 1 (una)
Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/10/14
Inicio de analisis: 02/10/14
Nombre del producto: SOMBRA PARA OJOS Reporte final: 12/10/14
Presentacion: Polvo
Lote: Segunda muestra de estabilidad
30
Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07
Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10’
Recuento ds Mobos y 1.0 x 10’ UFC/g UFClg <102
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFC/g NPL
Fecales
Lsphenciig ean Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Staphylococcus aareas Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:
La muestra recibida y analizada en el laboratorio, satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36

Limites microbioldgiocs: RTCA/Reglamento técnico centroamericano

*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacion escrita por parte del
laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo
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Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbioloégicos LAFYM

Informe de Resultados de Analisis Microbiolégico en Cosméticos

No. de ingreso: 1594 No. de muestra: 1 (una)
Dirigido a: Lucia Orellana Ingreso: 02/10/14
Inicio de analisis: 02/10/14

Nombre del producto: SOMBRA PARA OJOS Reporte final: 12/10/14

Presentacion: Polvo

Lote: 38

Analisis Resultado Dimensional RTCA 71.03.45:07

Recuento total de Mesofilos
aerobios 6.0 x 10° UFC/g UFC/g <10°
Recuento de Mohos y <10 UFC/g UFC/g <1 02
Levaduras
Recuento Coliformes Totales <10 UFC/g UFClg NPL
Recuento de Coliformes <10 UFC/g UFClg NPL
Fecales
ESEloolls 60k Ausencia Sin dimensionales Ausencia
DAPIOEOBEUS BaTeus Ausencia Sin dimensionales Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Sin dimensionales Ausencia

CONCLUSION:

La muestra recibida y analizada en el laboratorio, no satisface los criterios microbiolégicos.

*Métodos de Referencia: Pharmacopea USP 36
Limites microbioldgiocs: RTCA/Reglamento técnico centroamericano
*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacidn escrita por parte del

laboratorio LAFYM

*Estos informe pertenecen Unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

UFC/g

Unidades Formadoras de Colonia por gramo

3" Calle 6-47 zona 1
TeleFax: 22531319
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Mzm\Mar{eta Alv‘atrado Beteta

Directora de Escuela

Dr. Rupén Velasquez Mir:
Dgcano de la Facultad



	2.pdf (p.1)
	3.pdf (p.2-5)
	4.pdf (p.6-7)
	5.pdf (p.8-102)
	6.pdf (p.103-112)
	7.pdf (p.113)

