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RESUMEN

La piprika constituye un ingrediente alimentario muy importante; sus derivados
pueden ser encontrados como colorantes de gran variedad de productos, entre los
cuales se pueden incluir derivados cérnicos, aderezos y salsas, embutidos, conservas,
bebidas refrescantes, etc., ademis de tener aplicacién en la industria cosmética y
farmacéutica.

La investigacién trata de extraer los pigmentos carotenoides de las bayas del pimiento
rojo dulce, Capsicum annuum L., de la variedad Papriking, debido principalmente a
su alto contenido colorante y casi ninguna pungencia, siendo principalmente
cultivadas en Arequipa, Lima, Ancash, Lambayeque, Ica, Tacna y Piura.

El desarrollo de la investigacién consiste primeramente en extraer los pigmentos
mediante una técnica de separacién sdlido-liquido a reflujo, obteniendo una
oleorresina, para posteriormente eliminar la prasa con un tratamiento enzimitico y
finalmente mediante una extraccién con solvente aislar totalmente los carotenoides,
entre ellos la capsantina y capsorrubina, que estin en mayor proporcion.

Para la obtencién de la oleorresina, el solvente usado en la extraccion sélido-liquido
es alcohol rectificado al 96% y dicha extraccidn se realiza a las siguientes
condiciones:

¢ Relacién masa:solvente: 1:5

e Tiempo de extraccién: 2 horas.

e Niumero de extracciones: 3

e Temperatura de reflujo: 98-100°C
Luego de obtener el exiracto, éste se concentra en un rotavapor Bushi RE 111 a 50°C
para evitar pérdidas por oxidacién de los pigmentos carotenoides, obteniendo asi la
oleorresina.
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Para la separacién de los pigmentos hay una primera etapa, que es la separacién por
reaccion de hidrélisis enzimatica de los pigmentos esterificados con el agua, de ésta
manera se separa la grasa de los pigmentos obteniendo éstos con un mejor nivel de
color y libres de grasa. Las variables a ser evaluadas en funcién a la reduccion de
grasa son:

¢ Dosis de lipasa diluida 0,1ml enzima / ml solucién: §, 10,15, 20, 30 ml.

e Tiempos de agitacién: 10, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 minutos.
La segunda etapa trata del aislamiento de los pigmentos mediante la extraccién con
cloruro de metileno, donde al extracto obtenido se le evapora el solvente para asi
obtener el producto final, al que se le hace un andlisis cuantitativo para la evaluacién
del nivel de color de los pigmentos; éste andlisis se realiza mediante una
espectrofotometria UV-VIS en un rango de longitud de onda de 400-520 nm.

Asimismo se desarrolla y compara la separacién de los pigmentos con el método de
saponificacion con KOH,., método que resulta no beneficioso en comparacion a la
hidrélisis enzimética, ya que toma mucho més tiempo para lograr que los pigmentos
que se encuentran como Aacidos esterificados, pasen a su estado libre y obtengan un
mejor nivel de coloracién. Ademis otra de las ventajas del método de hidrélisis
enzimatica es el de ser beneficioso para el medio ambiente ya que la lipasa usada es
biodegradable.



INTRODUCCION

La primera caracteristica que es notada en los alimenios es su color, siendo ésta la
que predetermina nuestra expectativa acerca del sabor y calidad de éstos. A pesar de
que hay materias primas para los alimentos procesados que poseen su propio color, a
veces es necesario afiadir al producto un color adicional ya sea para reforzar un color
existente, asegurar la uniformidad del color, restaurar su apariencia original o para
dar color a ciertos alimentos que de otro modo serian incoloros.

En la rama alimenticia esto ha provocado que los colorantes naturales reemplacen a
los artificiales con el fin de hacer mas apetecible su apariencia sin causar efectos
adversos para la salud humana, lo que permite a los colorantes naturales competir con
éxito con los de origen quimico, existiendo amplias perspectivas para productos
regionales con alto contenido de compuestos colorantes.

Los carotenoides y los extractos que contienen carotenoides han sido ampliamente
usados por décadas como colorantes en los alimentos, por lo que se han estado
haciendo estudios para la separacién de éstos carotenoides contenidos en diversos
vegetales, tales como el achiote, zanahoria, azafrin, tomate y pprika.

Olga Lock de Ugiz y Alberto Plaza Parra (1997), hicieron estudios de la oleorresina
de péprika, con respecio a la optimizacién del método de obtencibn y su
caracterizacién (Publicado en ¢l Boletin de la Sociedad Quimica del Peru).

Asimismo existe la United States Patent Office (1974), donde Ralp F. Maroushek
estudié el proceso de extraccién de las xantofilas de los pétalos de marigold.

La importancia de separar los pigmentos carotenoides de la pdprika reside en las
propiedades antioxidantes de dichos pigmentos, por lo que ayuda al organismo a
liberarse de los radicales libres y ejerce fundamentalmente una fumciém
anticancerigena al inhibir el crecimiento de las células cancerosas.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Materia prima (Capsicum Annuum)
1.1.1 Origen

El nombre Péprika tiene aparentemente su origen en la palabra Greco-
Latina Peperi-Piper. Presumiblemente en €l sur Eslavo gradualmente
fue cambiando de nombre a Peperke para finalmente llegar a Paprika.
Kardos (1897) menciona que Péprika obtiene su nombre botinico
(Capsicum) de la palabra griega Kapso, Kaptein (picar, devorar) y
ademis Kapsakes (vaina, cipsula).
Ameérica es considerada el centro de origen de la péprika. De Candolle
(1894) indica que la péprika fue sembrada en diversos lugares de
Sudamérica antes del descubrimiento de Ameérica. Posteriormente fue
difundido en el norte de USA, y luego del descubrimiento de América
fue transferido a Europa y Asia para luego distribuirse alrededor del
mundo. Hungria ha sido uno de los paises que mas ha desarrollado la
Piprika desde su aparicién a mediados del siglo X VL
Su desarrollo como un cultivo a gran escala se remonta a la época
Napolednica. Sin embargo, su cultivo ha tenido una serie de altibajos
en su desarrollo, incluso la influencia de la I y II guerra mundial.
La péprika es hoy ¢n dia un cultivo de importancia en la costa peruana
cOn una gran perspectiva en el crecimiento de sus reas para el mercado
de agro exportacién, como producto no perecible.
Las principales zonas de produccién en el Perd son Arequipa, Lima,
Ancash, Lambayeque, Ica, Tacna y Piura. A nivel mundial se exporta a
Espafia, EEUU, Hungria y México principalmente.

1.1.2 Caracteristicas taxonémicas y morfoldgicas
La Paprika pertenece:
Familia:solanicea



Género: Capsicum.

Nombre cientifico: Capsicum annuum L.

La péprika se asemeja mis al aji que al pimiento; es una planta
anual, herbéacea, con hojas oscuras de color verde oscuro que alcanza
una altura de 0,8 a 1,0 m. Su raiz principal es pivotante, con
numerosas raices secundarias. Su tallo tiene un crecimiento limitado
y erecto, con un porte que en término medio puede variar entre 0,5-
1,5 m. Cuando la planta adquiere cierta edad los tallos se lignifican
ligeramente. Las hojas son glabras (sin pelos), enteras, ovales o
lanceoladas, con un épice muy pronunciado (acuminado) y un
peciolo largo o poco aparente. Las flores poseen la corola
blanquecina, aparecen solitarias en cada nudo y son de insercién
aparentemente axilar, aparecen a mediados de verano. Sus frutos son
bayas semicartilaginosas de hasta 22 cm, verdes, y a medida que
maduran toman un color rojo intenso; estos contienen grandes
cantidades de vitamina C, se comen crudos, cocidos o en puisos; la
pulpa seca y triturada es la péiprika. Las semillas, redondeadas y
ligeramente reniformes, suelen tener 3-5 mm de longitud. Se
insertan sobre una placenta cénica de disposicién central, y son de
un color amarillo palido. Un gramo puede contener entre 150 y 200
semillas y su poder germinativo es de tres a cuatro afios (Marolo
1986).

Cabe sefialar también que las partes de la paprika son:

El pedinculo, caliz, base, hombro, dvulo, septa (particién), apice,
margen de caliz, glandulas capsaicina, pared placerial, placenia, sitio
de adherencia, I6bulo y el pericarpio; dentro del pericarpio esti, el
excarpio (piel), mesocarpio, endocarpio.

Estas partes de la paprika se muestran en la figura 1, de una manera
mas detallada.
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1.1.3 Clasificacitn

Una de las caracteristicas méis importantes de la péaprika y sus
variedades es su color, y un método estindar intemacional para la
medida de las unidades de color es la prueba de ASTA (American
Spice Trade Associaton), donde el contenido de color es analizado
de la siguiente manera:

Disolver 0,07 a 0,1 gramos de muestra de paprika en 100 mililitros
de acetona durante 16 horas a la oscuridad. Las soluciones o
extracto previamente decantado se lleva a un espectrofotémetro para
lectura de absorbancia a 450 nm de longitud de onda,
determindandose las unidades ASTA segun la siguiente ecuacion:

Unidades ASTA= Absorbancia x 164 x F

g
Donde: F = 0,99 (Factor de correccidn)

g = 0,07 a 0,1 g de muestra disuelta en 100 mililitros de acetona al
99%.

Las unidades ASTA indican color y calidad para el producto de

péprika terminado.

Segiin Marconi {1999), la clasificacion segin las unidades ASTA es:

Super Grado: Mayor a 230 ASTA

Grado Uno: De 190 a 230 ASTA

Grado Dos: De 150 a 190 ASTA

Grado Tres: De 110 a 150 ASTA

Las variedades de Péprika cultivadas actualmente en Peni, son los

siguientes:

a) PapriKing. Que tiene una longitud promedio de 15,2 a 20,3
cm. El fruto es de paredes delgadas con un excelente color rojo,
y poco picante en la mayoria de las condiciones de cullivo, la
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capacidad para secado es muv buena Papriking ofrece nineles

WSTA 2202800 w, i Petoseed « 1990

Freura 2 Papnking
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¢) Sonora. s un piiente tipo Anaheim que esta caracterizado por
eveelentes cosechas de frutos grandes v umitormes Produce
trutos de (203 x 38 cmiocon dos celdas Dhisas o de parcdes
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Frgura 4. Sonora

1.1.4 Condiciones climatolégicas para ¢l cultivo

1.1.5

La paprika debe tener un promedio de 10 horas de sol. por dia al
ano: baja bumedad relativa jun promedio de 60%), ademas de
ausencia de Huvias va que esto facihita ¢l secado del fruto

El cultvo de la Paprika se desarrolla favorablemente en chmas
tropicales v semitropicales. en zonas donde las temperaturas esten
entre 18 a 253°C. puesto que si estd fuera de este rango se producen
trutas de mala calidad v bajo rendimiento. Se prefiere que durante la
madurez de los frutos las temperaturas sean uniformes alrededor de
23°C. puesto que la mtensidad de color esta directamente
relactonada con la temperatura. Sus requerimientos en remperatura
son fluctuantes

Siembra

Siembra indirecta.

\Imicigo. [Los sustratos de almacigo deben ser bien preparados
aphcando “Humus de Lombriz” con tierra de chacra v arena de rio.
en  proporciones  1guales Es pretenble desinfectar las camas
almacigueras con algun desinfectante de suclo

Se necesita 100 m= de almacigo por ha: la siembra se hace en hileras

distanciadas a 10 cm empleandose 8 gramos de semilla por m?



1.1.6

Trasplante. Cuando las plantitas tienen de 5 a 6 hojas verdaderas se
realiza el trasplante. La densidad de siembra depende del vigor de la
planta, sistema de riego, y tipo de suelo; siendo el distanciamiento lo
siguiente.

Entre plantas: 20-50 cm.

Entre surcos: 70-150 cm.

Densidad de siembra.

Es recomendable realizar la siembra a un distanciamiento entre
surcos de 0,75 a 1,0 m a hilera simple y de 1,0 a 1,5 m a doble
hilera, y entre plantas de 0,20 a 0,50 m, el cual depende del tipo de
siembra, la fertilidad y textura del suelo. Si se realiza la siembra
directa es recomendable depositar 5 semillas distanciadas una tras
otra, no deben depositarse las semillas juntas por problemas de
competencia.

Siembra directa.

Previo a la siembra se da un riego ligero para asi corregir posible
exceso o déficit de humedad en ciertas dreas del terreno, por mal
nivelado del terreno.

En hoyos hechos con la lampa a un distanciamiento de 0,3 m se
adiciona 5 ml de Nematicida (para matar los nematodos que daiian la
planta e inhiben su crecimiento), el cual luego se mezcla con la
tierra, y se deposita 3-5 semillas distanciados a 2,0 cm para asi en el
momento del desahije, al dejar 1 a 2 plantas mas vigorosas, sus
raices no se dafien y las plantas que se extraigan puedan ser
trasplantadas en otro campo previa desinfeccién de sus raices.

A los 7-12 dias se inicia la germinacion, para evitar daiio del gusano
cortador de plantitas u otras plagas se debe aplicar Sevinpm y
Benlate.

Fertilizacién quimica

De acuerdo al andlisis de suelo y a los requerimientos del cultivo se
realiza la fertilizacién a los 15 dias de la siembra.



Las fuentes a emplearse son nitrato de amonio, fosfato diaménico y
sulfato de potasio, en la proporcidén de 2,0:1,5:1,5, y asimismo
fertilizantes que tengan calcio y magnesio en la proporcion de
1,5:0,5.

La forma y momento de aplicacion es en cuatro oportunidades que a
conlinuacion se indican, y las unidades son por hectéreas.
Consideraciones a tener en cuenta en la fertilizacién foliar.

La fertilizacién con nitrégeno, fosforo y potasio, es un complemento
de la nutricién de la planta, pero no reemplaza a la fertilizacién del
suelo.

La fertilizacién foliar a base de fosforo, en la fase inicial, favorece el
desarrollo de raices.

Cuadro 1: Requerimientos en la fertilizacion.

Nro | Momento de Aplicacién | Proporcién/Hectirea
N P K Ca |Mg
A los 15 dias después de
la siembra
1
o a los 7 dias del
trasplante. 05 |1,5 |1,5 |08 |05
30 dias después de la
2 |siembra. 0,5 0,8
60 dias después de la
3 |siembra. 0,5
90 dias después de la
4 |siembra. 0,5




Para favorecer el desarrollo de nuevos brotes se debe fertilizar
félicamente con nitrégeno.

En la fase de pre-floracion, la fertilizacion foliar a base de fésforo es
recomendada.

Durante ¢l crecimiento y desarrollo de los frutos de papnka, el
potasio es importante para obtener buena calidad de fruto.

1.1.7 Riegos

1.1.8

1.1.9

Es bien importante que el agua de riego sea bien aplicado, tratando
de que el agua no llegue al cuello de la planta o exista exceso o
déficit de humedad debido a que se tendréa problemas de pudriciones
radiculares o mal desarrollo de las plantas y de los frutos. En el
momento de floracién no debe existir exceso o déficit de humedad
puesto que se tendra caida de flores; la humedad en el suelo debe ser
moderada.

En el momento del desarrollo del fruto el suministro de agua debe
darse oportunamente, sino ocurre deformacion de frutos y caida de
frutos.

Aporque-deshierbo

Conforme va desarrollando la planta conviene realizar el aporque de
la planta, el cual consiste en que al mismo momento que se hace la
eliminacion de malezas y arreglo de surcos se incorpora la tierra al
cuello de 1a planta, y asi profundizar los surcos para que al momento
de realizar el riego la humedad se profundice y no esté superficial;
con ello se induce a que las raices profundicen y asi la planta este
bien vigorosa.

Los aporques deben coincidir conjuntamente con la aplicacion
adicional de fertilizantes.

Cosecha

A los 150 dias se inicia la cosecha obteniéndose con un buen manejo
de 25 a 30 t'ha en fresco; siendo el rendimiento en seco entre 4 a 5
t/ha.



1.1.10
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La cosecha comercial se realiza manualmente; cuando la planta
presenta frutos secos y maduros, de color rojo intenso, se inicia
aproximadamente del cuarto al quinto mes después de la siembra.

El fruto se cosecha flicido (contenido de humedad de 70 a 75%),
con la punta algo arrugada, lo cual nos permite un secado uniforme.
Si se cosechan los frutos turgentes, éslos son propensos a
pudriciones y demorar mas tiempo en el secado.

El color de la paprika va cambiando de tonalidad, de un rojo intenso
en el momento de la cosecha a 75% de humedad a un rojo “concho
de vino™ al momento del secado, para lo cual debe llegar entre 14 y
15% de humedad.

El periodo de cosecha se extiende entre 45-60 dias.

Producciéon nacional

La paprika (pimentén), segin el Ministerio de Agncultura
(MINAG), es ahora el producto estrella de las agro exportaciones.
Este producto ocupa ¢l primer lugar en el ranking del sector agro
exportador, convirtiendo a nuestro pais en el primer exportador a
mvel mundial, desplazando a las partidas de esparragos y mangos
que siempre encabezaron la lista.

Segiin indica Adex, “Es uno de los productos con mayor crecimiento
y una fuente generadora de empleo y de recurso para los
agriculiores, los cuales estin empezando a sustituir cultivos
tradicionales”, segiin informacién del MINAG.

Actualmente el pais cuenta con 6 mil hectareas destinadas al cultivo
de la paprika. Las zonas de mayor produccion son Arequipa, Ica y
Lima, en donde se concentra el 78,5% del total producido. El
rendimiento promedio es de 4,6 TM por ha., siendo Piura, Apurimac
e Ica las zonas con el mayor rendimiento. El nivel de asociatividad
entre productores es bajo, hecho que se ha evidenciado en periodos
de sobreoferta.
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Como se aprecia en los cuadros adjuntos a Nivel Macional, en todo
el Pert en el afio 2004 (cuadro 4) se han sembrado 3 915 hectareas
de péprika con una pru-duncién de 15 492 toneladas (cuadro 3),
siendo la Region Arequipa la principal productora con 1 735
hectéreas, y con una produccion de 6 111 toneladas, lo que
representa el 39,4% de toda la produccién Nacional. Luego le sigue
Lima con 30,9%, Ica con el 17,4%, Tacna con el 11,1% y Moquegua
con el 0,8%.

En el afio 2007 debido a la suspensién de siembras, la produccion de
piprika dulce fue de 14 000 toneladas métricas (TM) entre enero y
mayo, lo cual representd una caida de 40% respecto a similar
periodo del afio antenor, segin informe del Instituto Peruano de
Espérragos y Hortalizas IPEH, (MINAG)

El director del IPEH, Femando Olguin, sostuvo que esta cifra es
consecuencia de la caida de los precios que se dieron en el mercado
internacional durante el 2006, donde el precio de venta pasé de 2,10
délares a 80 centavos de délar por kilo.

Ante esas circunstancias muchos agricultores generaron pérdidas, las
cuales los hicieron desconfiar y, por ende, suspender para ese aito la
siembra del cultivo en mencién.

Olguin (2007) recordé que en el afio 2005 la produccién de paprika
dulce alcanzé las 50 000 TM, mientras que en el 2006 las 35 000
TM. En el afio 2007 debido a los factores ya mencionados no
sobrepasé las 20 000 TM. Agregdé que debido a la caida de la
produccidon de paprika peruana, el precio de este cultivo en el
mercado intemmacional se ha incrementado hasta un méximo
histérico de 2,50 dblares por kilo.

Esto se justifica porque el Peni es el principal productor de paprika a
nivel mundial, pues concentra el 50% de los envios totales de este

producto, asi, al existir poca oferta, los precios suben.



En cuanto a las exportaciones de este cultivo, durante los primeros
cinco meses del ano 2007 el volumen exportado sumo 14 000 TM.
donde ¢l principal destino fue Estados Unidos, al concentrar el 33%
del total de envios. Le sigue Espafia con un 23%, México con 10% v
¢l resto a Europa con 20%.

Actualmente las empresas industriales representan ¢l 70% de las
exportaciones de paprika peruana. mientras que el 30% esta
compuesto por productores que exportan directamente.

De las 12 empresas industriales que exportaron este cultivo. Miski
concentro ¢l 153% de los envios, mientras que la empresa Efada ¢l

10% segun MINAG/DGIA.

— ]

EVOLUCION DE LOS RENDIMIENTOS A NIVEL
NACIONAL DE PAPRIKA 2001-2005
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Figura 5. Evolucion de los rendimientos de la paprika a mivel

Nacional, segun MINAG/DGIA.
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Figura 6. Evolucion de los precios promedio en chacra a nivel
Nacional, segun MINAG/DGIA,
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Cuadro 2. Produccién de la paprika por superficie desde el afio

2001 al 2005.

Aflo Superficie (ha) Produccion (TM)
1 995

2001 5230
4 688

2002 19 380
4116

2003 16 488
5355

2004 35 380
13710

2005 69 437

Fuente: Direcciones regionales de agricultura.
Elaboracién: MINAG-DGIA.

Cuadro 3. Produccién anual de paprika (TM), segin Regién, 2004,

Regibn Total %
Nacional

15492 100

Lambayeque 64 0,4
Lima 4 784 30,9
Ica 2 691 17,4
Arequipa 6111 394
Moquegua 118 0,8
Tacna 1725 11,1

Fuente: Direcciones regionales de agricultura.
Elaboracién: MINAG-DGIA.
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Cuadro 4. Superficie cosechada anual de paprika, segin region.

2004 (ha).
Regi6n Total Yo
Nacional

3915 100

Lambayeque 28 0,7
Lima 1127 28,8
Ica 525 134
Arequipa 1 735 443

Moquegua 45 1,1
Tacna 455 11.6

Fuente: Direcciones regionales de agricultura.
Elaboracién: MINAG-DGIA.

Cuadro 5. Rendimiento promedio anual de paprika, segun region.

(kg/ha).

Region Nacional Promedio

3957

Lambayeque 2 286

Lima 4245

Ica 5123

Arequipa 3522

Moquegua 2611

Tacna 3791

Fuente: Direcciones regionales de agricultura.
Elaboracion: MINAG-DGIA.
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Cuadro 6. Precio promedio anual en chacra de paprika, segin

region, 2004 (s/./kg).

Regidén Nacional Promedio

4,88

Lambayeque 4.73

Lima 5,27

Ica 4,40

Arequipa 4,78

Moquegua 4.98

Tacna 4,92

Fuente: Direcciones regionales de agricultura.

Elaboracion: MINAG-DGIA.

1.2 Oleorresina
La oleorresina de la paprika se puede definir como un extraclo graso de
viscosidad media que se puede obtener mediante extraccién con solvente a
partir de plantas especias; obtuvo su nombre de sus partes oleosas y
resinosas. En cuanto a su composicion, es una mezcla de sustancias en los
cuales estan las vitaminas solubles en grasa de las plantas y especias (E):
oleorresina de jengibre, oleorresina de apio, etc.).
El producto obtenido con la extraccidon de la pdprika, después de la
evaporacion de la solucién; es la oleorresina, la cual contiene todas las
sustancias solubles en grasa importantes (colorante, saborizante, y vitamina)
de la membrana roja de la paprika.
Sin embargo, hay que diferenciarlo muy bien del aceite de la pdprika que se
halla en la pepa; no se seca y es un glicérido. Este ultimo muy rara vez se
comercializa, porque en la molienda también incluye la pepa en diversas
properciones, pues el aceite grasoso disuelve las sustancias colorantes de las
membrana de la paprika y asi la molienda mejora su color.
La evaluacion de ciertas oleorresinas ocurre en base a su principal sustancia.

En la evaluacién de la oleorresina, en el caso de la paprika dulce, solo se
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toma en cuenta el conitenido de sustancias colorantes; su nombre es
“oleorresina de paprika”
En caso de la oleorresina obtenida de la paprika picante, también se
determina el picante y para diferenciarlo se le denomina “oleorresina
capsica”.
El nombre de la oleorresina obtenida de la paprika de origen tropical de alto
contenido picante es: “oleorezin red pepper”.
1.2.1 Composicion
La oleorresina contiene las siguientes sustancias:
La parte saponificable. La integran las grasas, ceras y fosfatidos.
La parte no saponificable. Que esti integrada por esterinas,
carbohidratos y pigmenios.
Aparte de estos se encuentran en diversas cantidades aceites
volatiles, y su proporcidon se mueve en gran escala. Las oleorresinas
de alto contenido de aceite volatil, se llaman también balsamos.
El contenido de sustancias volatiles de la paprika, es muy bajo, la
cantidad fluctia entre 0,1 - 0,2%.
Si bien la composicion quimica cuantitativa de la oleorresina de
paprika puede variar de acuerdo a la calidad comercial,
cualitativamente siempre responde a los siguientes componentes:
Acidos grasos. C12:0 liurico, C14:0 miristico, C16:0 palmitico,
C17:0 heptadecanoico (sélo a veces), C18:0 estearico, C18:1 oleico,
C18:2 linoleico, C18:3 linolénico.
Vitaminas. Vitamina E (a-tocoferol), cuyo contenido es variable.
Capsaicina. Su contenido en la oleorresina varia entre (0 y 0,1%.
Pigmentos carotenoides. La mayoria de estos carolenoides se
encuentran esterificados, lo que los hace liposolubles. Dentro de
estos grupos de sustancias se puede establecer la siguiente division:
Carotenos. En éste grupo se tiene el f-caroteno que se encuentra en
un nivel de 8 al 23% del total de pigmentos.

Xantofilas. Podemos subdividirlos en dos grupos:
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Rojas. Capsantina, con el 52-60% del total de pigmentos,
Capsorrubina, con el  10- 18% del total de pigmentos.

Amarillas. Criptoxantina, con 3 a 5% del total, Zeaxantina con 8 -
10%, Luteina y Violaxantina, estas dos ualtimas en menores
cantidades.

Propiedades fisico guimicas

Viscosidad: 5000 centipoise

Color: Rojo intenso.

Olor: Agradable, caracteristico de la paprika.

Sabor: Dulce (algunas veces ligeramente pungente).

Fluidez: Fluye facilmente.

Homogeneidad: Presenta buena homogeneidad.

Solubilidad: Ligera en aceites vegetales a temperatura ambiente (lo
que les da una coloracidn rojo brillante y transparente).

Unidades ASTA: >2 500

Unidades de color: >100 000

Contenido de agua: Menor al 0,5%.

1.2.3 Aplicaciones

* La oleorresina de péprika se utiliza como colorante natural en
productos alimenticios procesados, fundamentalmente cames,
sopas, salsas, embutidos, conservas, comidas preparadas,
salchichas, etc.

¢ Sirve como aditivo colorante para formular alimentos
enriquecidos en acidos grasos omega-3, en dosis de 0,01%% a 2%.

* Como aditive en caramelos masticables con un suplemento de
calcio en forma de sal de fosfato.

¢« Como componente de bebidas que pueden cambiar de color o en
mezclas de micro emulsiones aromatizadas de aceite en vinagre
concentradas.

* La oleorresina de péaprika también se aplica en droguena,

cosmética, y en la industria farmaceiitica. Se usa también en la



18

composicion de algunos medicamentos, como aceite esencial y
colorante.
¢ Se utiliza en confituras, jaleas, mermeladas, las cuales son mas
apetecibles y cuando se precisa un color brillante y vivo en la
fabricacién de alimentos.
1.3 Pigmentos carotenoides
Los carotenoides son un grupo de compuestos solubles en lipidos.
Consisten en 8 unidades de isopreno con una serie de dobles enlaces
conjugados que constituyen el grupo cromoéforo caracteristico; las unidades
de isopreno estan unidas de tal manera que los dos grupos metilo
sustituyentes mas cercanos en el centro de la molécula estin en posicion
1,6, mientras que todos los otros grupos estan en posicion 1,5.
Los carotencides estin muy difundidos en la naturaleza. Los prnimeros se
obtuvieron de la zanahoria (Daucus carota,) y a la mezcla obtenida se llamo
carotina. Existen en las hojas {(donde se hacen visibles en otofio al
desaparecer la clorofila), en frutos (tomate, pimiento, naranjas, melocotones,
etc.), en flores (pistilos de azafran, pensamientos), tejidos animales (yema
de huevo, caparazén de langostas y langostinos, etc.) Estin también en las
grasa de los animales, leche mantequilla y suero sanguineo.
Los carotenoides pueden clasificarse como carotenos si solo estan formados
por atomos de carbono e hidrogeno (hidrocarburos), y como xantofilas, si
contienen alguna funcién oxigenada.
1.3.1 Clases
p-Caroteno.
La estructura base de los carotenoides es el licopeno, que como ya se
ha dicho consiste en una cadena de 8 unidades de isopreno (C40)
dando un sistema conjugado de dobles enlaces, el cual es el grupo
cromoforo responsable del color. La ciclacion del licopeno en un
extremo conduce al y-caroteno, mientras que la ciclacion en ambos

extremos produce el B-caroteno. Otros isdmeros del f-caroteno (o v
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g-caroteno) solo difieren en la posicion de los dobles enlaces en las
unidades ciclicas terminales.

Violaxantina.

Son carotenoides en cuya molécula existen grupos funcionales
epoxi. La epoxidacién provoca un acortamiento de la cadena
conjugada, lo que se produce un desplazamiento en ¢l espectro de
absorciéon hacia longitud es de onda mas corta y el color se hace mas
amarillo. La violaxantina se puede obtener por oxidacidn cuidadosa
de la zeaxantina donde el diepbéxido de la zeaxantina es la
violaxantina,

La violaxantina es el principal colorante del violatricolor (planta
anual) y existe en la corteza de mandarina y naranja. Se encuentra
también en numerosas flores amarillas.

Zeaxantina.

Xantofila dihidroxilada derivada del B-caroteno. Es el principal
colorante del grano de maiz.

Criptoxantina.

Es una xantofila monohidroxilada derivada del p-caroteno. Se ha
encontrado en la papaya, maiz, hojas, etc.
Capsantina.

Se encuentra junte con la capsorrubina, a y B-caroteno, zeaxantina,
luteina y cnpioxantina en los frutos maduros del pimiento rojo
(Capsicum annuum). La capsantina se puede considerar que ¢s
originada a partir de la zeaxantina por ruptura del doble enlace de
uno de los anillos.

Capsorrubina.

La capsorrubina puede también considerarse como derivada de la

zeaxantina por ruptura de los dos anillos. Es pues una dicetona.
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Capsantina (3,3 -dihidroxi-p,k-caroteno-6’-ona)

Criptoxantina (monohidroxi-pB-caroteno)

Figura 7. Diferentes tipos de Xantofilas
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Figura 8. B-caroteno (p,f-caroteno)

1.3.2 Propiedades fisicas

Los carotenoides son compuestos lipidicos, aunque existen algunas
excepciones, por lo que son insoclubles en agua y solubles en
disolventes organicos como acetona, metanol, éter dietilico, hexano,
cloroformo y piridina, entre muchos otros. Debido a su caricter
hidrofébico se encuentran normalmente en ambientes lipdfilos,
como en membranas, si bien su asociacion con proteinas o
reacciones de glicosilacidn les permiten también estar presentes en
medios acuosos. En relacion con el papel de los pigmentos
carotenoides en membranas de distinta naturaleza, cabe sefialar que
los carotenos permanecen en el interior de las mismas, mientras que
las xantéfilas pueden encontrarse en otras localizaciones en las que
interacctonan a través de sus grupos hidroxilicos con moléculas de
fosfolipidos.

Los puntos de fusion de los carotenoides son elevados, generalmente

comprendidos en el rango 130-220°C.
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1.3.3 Identificacién

Los espectros en la regién visible de los carotenoides son muy

caracteristicos entre 400 y 500 nm, con un pico mayor alrededor de

450 nm, y usualmente dos picos menores, uno a cada lado. La

posicion exacta de los tres maximos varia de compuesto a

compuesto y son suficientemente diferentes como para ser utilizados

como medio de identificacion.

Debe tenerse en cuenta algunas generalidades:

. La adicion de un doble enlace carbono-carbono sin otro
cambio estructural resulta en un desplazamiento del maximo de
absorcion a mayor longitud de onda.

. Cuando un grupo final ¢ de un carotenoide aciclico, cicla
para formar un grupo final B, hay un desplazamiento del maximo
de absorcidon a menor longitud de onda.

. La introduccién de uno o mas grupos hidroxilo ( o metoxilo),
no produce cambios notorios en el espectro de absorcion

. El efecto de introducir una funcién carbonilo en conjugacién
con una cadena de polieno, causa un desplazamiento a mayores
longitudes de onda y pérdida de su estructura fina, apareciendo
una curva simétrica redondeada en vez del espectro general de
tres picos.

Los carotenoides apolares usualmente son determinados en éter de

petrolec o hexano, y aquellas de mayor polandad como las

xanidfilas en Etanol. Los valores kmax varian de acuerdo al
solvente usado; los registrados en éter de petréleo, hexano, cloruro
de metileno y etanol son casi idénticos, pero los registrados en
acetona son alrededor de 4 nm., mayores, v en cloroformo o henceno
10 a 12 nm. mayores.

Para la capsantina, por egjemplo, en éter de peiréleo los picos son:

450,475 y 505.



Cuadro 7. Valores de absorcidn en el visible de carotenoides.

Hidrocarburos Amax (nm.) en éter de petrdleo
p-caroteno I 425 450 477
y-caroteno 437 462 494
E-caroteno 416 440 470
Licopeno a4 470 502
Xantdfilas

Luteina 421 445 474
Zeaxantina 424 449 476

Violaxantina 416 448 465

p-criptoxantina 425 449 476
Capsantina 450 475 505

La figura 9 pone de relieve los cambios que, en el espectro de

absorcion de un carotenoide, pueden producir la distinta forma
estereoquimica de uno solo de sus dobles enlances. Asi, el espectro
de absorcién del trans-total-B-caroteno posee dos maximos en 452-
453 nm y 480-481 nm, mientras que en el 15,15"-cis- f-caroteno

aparece un nuevo ‘pico’, caracteristico de éste doble enlace (15,157

cis) a 338 nm. Los otros dos maximos se encuentran a 450 y 477

nm, respectivamente. Ha habido pues un desplazamiento de los
maximos hacia longitudes de onda mas cortas. Los espectros UV,
dan informacién decisiva para la caracterizacion de carotenoides.
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Figura 9. Espectro UV del p-caroteno.

1.8

1T

Figura 10. Espectro UV de la capsantina.

1.4 Enzimas
Las enzimas son moléculas de proteinas que actian como catalizadores
biologicos, aceleran la velocidad de las reacciones quimicas dentro o fuera
de las células. Las enzimas actuan sobre una sustancia llamada substrato a

la que transtforman en productos.
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En el interior de las células ocurren una infinidad de reacciones quimicas, ya
sea de sintesis o de degradacidn, estas reacciones son catalizadas por las
distintas enzimas que se distribuyen en las células constituyendo un sistema
multienzimatico.
Las enzimas son proteinas con capacidad catalitica, o sea, que aceleran las
reacciones quimicas que se realizan en los seres vivos; v son verdaderos
catalizadores por poseer las siguientes caracteristicas:
Funcionan en cantidades sumamente pequefias. Permanecen inalterables
después de actuar en la reaccidon. No tienen ningun efecto en el equilibrio
de la reaccion que catalizan, sino que unicamente disminuyen los
requerimientos energeticos para llevar a cabo la reaccidon requerida. Asi
tenemos por g¢jemplo, la descomposicion enzimadtica de la glucosa requiere
de una energia minima de activacion, en cambio, fuera de un sistema
viviente es necesario suministrar una cantidad relativamente grande de
energia de activacion.
1.4.1 Naturaleza enzimdtica
Es un hecho aceptable que todas las enzimas son proteinas. James
Summer, en 1926 extraec del haba, la enzima ureasa obtenida por
primera vez en forma purificada y cristalizada.
Desde el punto de vista de su composicion quimica podemos
considerar dos grandes grupos de enzimas:
Enzimas que son proteinas simples. Estin formadas por la unién
de aminoéacidos, como es el caso de la pepsina, alfa-amilasa,
tripsina, ureasa, etc.
Enzimas que son proteinas conjugadas. Es decir, contienen
componentes no protéicos llamados cofactores enzimaticos.
Los cofactores enzimdticos pueden ser:
a) lones inorganicos. Como Mg**, Zn**, Na, K, Cu, Cl, etc.

b) Coenzimas. Moléculas organicas complejas no protéicas.



En éste caso la enzima activa recibe ¢l nombre de Holoenzima y
estd constituida por la fraccién protéica que toma el nombre de
apoenzima, unida a la fraccién no proteica o cofactor.

1.4.2 Mecanismo de accién de las enzimas
Como catalizadores, las enzimas aceleran la ruptura y los procesos
de formacion de enlaces. Como cabe esperar, para que una molécula
enzimitica en particular realice ésta tarea, se tiene que incorporar
intimamente a las modificaciones que se efectien en el substrato.
Al iniciarse los estudios sobre las enzimas se postulé que ¢l proceso
de la reaccion, la enzima (E) se une al substrato (S) forméndose un
complejo enzima-substrato (ES), que luego se desdobla liberandose
la enzima y los productos de la reaccion (P). La secuencia de las
reacciones ¢s como sigue:
- (E) +(S) - (ES)
- (ES) — (E) + (P)
Una vez formado el complejo (ES) ocurre una reaccion
intramolecular, la que trae como consecuencia que se altere de
alguna manera la estructura electronica del substrato, éste hecho
constituye ¢l efecto catalitico de la enzima que determina la
formacién del producto.
La unién de la enzima con el substrato para formar el complejo
enzimdtico-substrato ha sido explicada por Emil Fisher en 1894,
mediante la teoria de la interaccién de una flave con su cerradura, de
tal manera que la apertura de una cerradura puede ser comparable
con el efecto de la accién enzimdtica. Luego de producida la
reaccién la llave se manticne y puede actuar nucvamente en otra

cerradura del mismo tipo.
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Figura | 1. Modelo de llave de cerradura.

En la figura 11. Se observa que la enzima es como una especie de
cerradura molecular en la que entran solo llaves moleculares en
forma especitica. o sea los substratos.

La teoria llave-cerradura ha conducido a la 1dea del sitio activo de
las enzimas.

El sitio activo, es una region determinada de la molécula enzimatica
que participa de manera directa en la interaccion con el substrato. es
decir es una region especial que es exactamente complementaria con
la forma del substrato, v esta determinada por los residuos de
aminoacidos dispuestos para que las moléculas del substrato se unan
de¢ forma adecuada con la enzima v sean objeto de las reacciones
cataliticas necesanas.

[.os residuos de aminoacidos que intervienen en la configuracion del
sitio activo durante la union enzima-substrato interactian mediante
enlaces ionicos ¢ interacciones deébiles como puente H. fuerza de
Van der Waals. etc.

l.a teoria llave-cerradura implica una interaccion rigida ante la
enzima v ¢l substrato, sin embargo. se ha sugendo que la interaccion
en realidad no es tan rigida v que el sitio activo de la enzima tiene
una cierta flexibilidad que le permite modificar su estructura para
acoplarse mejor con ¢l substrato.

Esta nueva idea ha llevado a la concepcion de la teoria del encaje

inducido. Esta teoria propuesta por Daniel Koshland en 1958,
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establece que la union enzima y substrato induce un cambio previo
en la configuracion de la enzima y solo después de éste cambio se

forma un complejo enzima-substrato.

Figura 12. Modelo de ajuste inducido.

Segun la figura 12. cuando el substrato se combina con la enzima
induce un cambio en la forma de ésta, que es posible porque los
sitios activos de las enzimas son flexibles. Es el modelo aceptado
actualmente.

1.4.3  Factores que afectan la actividad de las enzimas
LLos siguientes factores tienen efectos importantes sobre la actividad
de las enzimas.
- Concentracion del substrato.
- Concentracion de la enzima.
- Temperatura.
- pH.
- Activadores especificos
- Inhibidores enzimaticos.

- Reguladores alostéricos.

a) Concentracion del substrato. La velocidad de las reacciones
catalizadas por enzimas depende de la concentracion del

substrato  (S). Si se aumenta en forma progresiva la
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concentraciéon del substrato, manteniendo fija la concentracion
de la enzima, se produce al principio un aumento considerable en
la velocidad de la reaccién, sin embargo; si se continia
aumentando el substrato se llega a un punto de equilibrio en el
cual por mas que se incremente éste la velocidad va no se
modifica, o sea que habra llegado a su méximo.

Concentracién de la enzima. La concentracion de la enzima
afecta la velocidad de una reaccién enzimitica de la misma
forma a lo sefialado en el caso anterior, es decir, si se mantienc
constante la concentracion del substrato, a medida que se
aumente la concentracion de la enzima sc incrementa la
velocidad de la reaccidn, hasta llegar a un punto en el que se
satura totalmente con la enzima, de tal manera que los
incrementos adicionales no tendra influencia sobre la velocidad
de la reaccion.

La influencia de la concentracion de la enzima y del substrato en
la velocidad de una reaccion guarda relacion con la teoria llave
cerradura, toda vez que ¢l numero de cerraduras (cantidad de
substrato) que se puede abrir dependerd del nimero de llaves
(enzimas con la que sc cuente), pero si el numero de llaves con
las que se cuenta, es mayor que el nimero de cerraduras el

exceso de llaves no podra ser utihizada.

La Temperatura. De acuerdo con la teoria de la colisién, los
atomos, moléculas y iones, estin en continuo movimiento, lo que
permite el contacto y la colision de los atomos entre si,
produciendo reordenamientos electrénicos. Segun esto, mientras
mayor sea la velocidad de las particulas mayor serd la

posibilidad de que ocurra una colisién.
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El calor acelera el movimiento de los iones y moléculas,
aumentando la frecuencia de sus contactos y por lo tanto la
velocidad de la reaccién quimica. Por lo general, cada aumento
de 10°C casi siempre dobla e inclusive triplica la velocidad de la
mayor parte de las reacciones.

La relacién que existe entre la temperatura y la velocidad de una
reaccion se cumple en las reacciones tanto catalizadas como no
catalizadas, aunque los sistemas enzimiticos constituyen un caso
especial, pues, el calentamiento del medio aumenta la velocidad
de la reaccién hasta que llega a un punto en el cual el calor
empieza a desnaturalizar a la enzima, y en consecuencia la
velocidad de la reaccién decrece hasta inactivarse. Hasta los
45°C aproximadamente se acelera la reaccién, y por encima de
los 45°C aparece el factor de desnaturalizacién, que aumenta
progresivamente hasta los 55°C, temperatura en la que se
desnaturaliza la enzima por ruptura de los enlaces débiles,
haciendo que la molécula enzimatica pierda su conformacidn, y
con ello el sitio activo pierde también su estructura
tridimensional especifica, dejando de administrar la entrada del
substrato.

Las enzimas presentan una temperatura dptima que generalmente
se ubica en un rango comprendido entre los 30°C y 50°C. Sin
embargo, existen excepciones como el caso de las enzimas de las
bacterias termofilas, que tienen una temperatura éptima por

encima de los 50°C.

d) pH. Las enzimas por su naturaleza proteica poseen grupos
quimicos ionizables, que pueden ser alterados por las variaciones
del pH del medio donde se encuentran. Los cambios en las
cargas pueden modificar la estructura tridimensional del sitio
activo, fenémeno similar que puede ocurrir con la estructura del
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substrato, que también puede ser afectado por las variaciones del
pH. Debido a estos factores, la actividad enzimatica es afectada
por las variaciones del pH: Muchas enzimas presentan un pH
éptimo caracteristico, en el cual su actividad es maxima. La
mayoria de las tienen su pH 6ptimo entre 4 y 8.
Algunas son muy resistentes a los cambios del pH. El pH del
organismo y su regulacién deben ser estrictamente controlados,
ya que de no ser asi se presentan importantes alteraciones
metabdlicas.

Inhibidores enziméticos. La actividad enzimética puede ser
bloqueada por los llamados inhibidores enzimdticos. Estos
inhibidores actiian en dos formas: Inhibidores competitivos e
Inhibidores no competitivos.

- Inhibidores competitivos. En este caso, el inhibidor compite
con el substrato para tener acceso al sitio activo de la enzima,
debido a que su estructura quimica tiene gran similitud con la
estructura del substrato. Un complejo de este tipo de inhibicién
se¢ observa en la accién del acido masonico, que actiia como
inhibidor de la enzima deshidrogenasa succinica. El icido
succinico compite con el 4cido masdnico por el sitio activo. En
este caso la accidn inhibidora puede ser anulada mediante el
aumento de la concentracién del substrato, de manera que las
moléculas del substrato exceden en nimero a las del inhibidor.

- Inhibidores no competitives. El inhibidor y ¢l substrato no
compiten por un sitio de unién con la enzima, por lo general el
inhibidor actiia en un sitio diferente al sitio activo de la enzima.
En este tipo de inhibicidn, la adicién de mas substrato no alivia
la inhibici6n. Algunas enzimas que requieren iones metalicos
para su activacién pueden ser inhibidas de un modo competitivo
por agentes capaces de unirse al metal esencial. Es el caso del
cianuro, que inhibe las enzimas que dependen del Fe** o del Fe*',
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mediante la formacidn de complejos activos semejantes al
ferrocianuro o al ferricianuro.

Los metales pesados (Ca, Hg y Ag) o sus derivados son capaces
de inhibir enzimas que tienen en su estructura grupos —SH; éstos
metales se combinan reversiblemente con los grupos -SH
alterando la forma tridimensional de la enzima, impidiendo su
actividad.

Las enzimas que necesitan Mg’', son inhibidas por ¢l EDTA
(etileno diaminotetracético de sodio) pues este compuesto forma
un compiejo con cationes divalente y de éste modo remueve el
Mg™. La inhibicién es reversible por la adicién de cationes de

Mg™*.

D) Activadores especificos. Muchas enzimas son proteinas simples
¥y no requieren de otros factores para desarrollar su actividad, sin
embargo, algunas enzimas se encuentran COmMo proenzimas o
zimogenos inactivos, por e¢jemplo, el ripsindgeno,
pepsinégeno,etc.

g) Reguladores salostéricos. Algunas enzimas ademis del sitio
activo, presentan otros sitios de caracteristicas relativamente
especificas, por el cual interactian con otras moléculas
(metabolitos), las cuales modulan (alteran) la actividad de la
enzima.

La enzima inhibida se llama enzima reguladora y el metabolito
inhibidor se denomina modulador o inductor. El substrato de la
enzima reguladora es diferente en estructura del modulador, de
modo que el término “alostérico” (que significa estructura
diferente) se utiliza para descnibir la modificacién que produce
en una reaccién enzimdtica un compuesto con forma diferente a
la del verdadero substrato. El espacio no catalitico se denomina



33

“sitio alostérico o regulador” y es tan especifico para los
moduladores de enzimas como lo es el sitio. activo para los
substratos.

En éstas enzimas el inhibidor o modulador inducen un cambio
favorable o desfavorable para la interaccién enzimatica segin el
caso, La regulacién, es un tipo de inhibicién no competitiva,
puesto que el inhibidor y el substrato no compiten, y por lo
regular tienen una estructura muy diferente e interactian con
distintas partes de la enzima. La regulacién alostérica ilustra la
intima relacién que existe entre la estructura molecular y su
funcién.

Cambios muy pequefios de la estructura de la enzima inducidos
por un inhibidor 0 modulador, provocan marcados cambios en su
actividad funcional.

1.4.4 Nomenclatura y clasificacién de las enzimas

En 1878, Khune sugiere que ¢l término enzima, procede del griego
zimé=levadura. Sin embargo desde el tiempo de Berzelius, en 1875,
se tenfa conocimiento de que las células vivas producian sustancias
con accién muy parecida a los catalizadores inorganicos.

La nomenclatura de las enzimas se ha formalizado por un acuerdo
internacional de la Comisién de Enzimas, sin embargo, permanece el
uso general de nombres antiguos, nada informativo, como pepsina,
tripsina, ptialina, cimasa, emulsina, etc, ésta es la nomenclatura no
sistemdtica, es poco prictica, lleva a confusiones y
fundamentalmente es poco informativa. Actualmente se designa a
las enzimas segun el nombre de los substratos sobre los que actian,
afiadiéndoles la terminacion asa. Por ejemplo las que actian a nivel
de proteinas se llaman proteasa, las que deshidrogenan,
deshidrogenasa, las que fosforilan, fosfoforilasas, etc, ésta es la



nomenclatura y clasificacién sistemética, que es quimicamente
informativa, descriptiva, precisa, aunque algo compleja.
De acuerdo a la Comisién Internacional se clasifica en seis grandes

clases:

- Oxidoreductasas
- Transferasas

- Hidrolasas

- Liasas

- Isomerasas
- Ligasa



CAPITULO II: CARACTERIZACION DE LA PAPRIKA Y
METODOLOGIA DE SEPARACION DE LOS
PIGMENTOS

2.1 Caracterizacién de la pdprika
2.1.1 Composicién quimica

Nuez ef al. (1996) seflala una composicién de 71,3%, 20,5% vy 8,2% de
pericarpio, pepas y pedinculo, respectivamente, asimismo Yamamoto
(1995) encontrd un 68,5% de pericarpio, 27,5% de semillas, y un 4%
de pediunculo.
El contenido nutricional de la péprika es alto en comparaci6n con otras
hortalizas de amplio consumo, como por ejemplo el tomate. Nuez
(1996) divide los componentes que determinan el valor nutricional del
pimiento en dos grupos. En uno engloba a aquellos que fijan su valor
bioldgico, sabor especifico, color y uso como condimento; a este grupo
pertenecen las vitaminas, los pigmentos y varios aceites volatiles. En el
otro grupo se enmarca a los azicares, las fibras, las proteinas, los
minerales y a cierto tipo de dcidos orgénicos. El pimiento contiene una
pequefia cantidad de aceites esenciales a los cuales debe su olor,
también contiene pigmentos que ocupan un lugar muy importante en ¢l
imbito industrial. El color de la péprika va de verde a rojo, esta formado
por una mezcla de pigmentos (carotenoides) biosintetizados en los
cromoplastos de la vaina de la paprika (Zac International INC, 2001).
Hart y Fisher (1971) mencionan que la péprika es rica en vitaminas,
entre otras destaca la vitamina C, cuyo contenido (108 mg/100 g) supera
al resto de las hortalizas y frutos considerados como fuente de ésta.
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capsantina de paprika tiene capacidad antioxidante y como ya se ha
mencionado es uno de los pigmentos en mayor cantidad y produce la
esterificacion en 4cidos grasos en frutas maduras.

2.2 Metodologia de separacion de los pigmentos

2.2.1

Métodos alternativos

La separacién de los pigmentos carotenoides se realiza en dos
etapas. La primera, mediante una extraccion sélido — liquido a
reflujo, que técnicamente es una operacién de transferencia de masa,
donde el solvente realiza una separacién selectiva del soluto en una
muestra sélida, y la segunda mediante una reaccién de hidrélisis,
donde, se tratara de aislar los pigmentos de la grasa. Los métodos
alternativos de separacién son:

- Secado y molienda. El secado de la paprika es un procedimiento
alternativo importante porque ayuda a la molienda. 5i no se realiza
este procedimiento s¢ generaria una masa pegajosa que dificultaria
la molienda, porque este fruto tiene grasa y humedad. El secado
consiste en que la piel de la paprika pasa a un secado parcial a 65°C
por dos horas aproximadamente, para luego pasar al desecador para
¢liminar toda la humedad posible. Luego de este procedimiento la
paprika seca pasa hacia la molienda para la reduccién de tamatfio, y
de esta manera aumentar el area de contacto entre el solvente y la
paprika, y asi obtener una mejor extraccion solido - liquido a reflujo
- Extraccién con solventes. Es una extraccion solido - liquido a
reflujo, donde se utiliza solvente de bajo punto de ebullicién, por
ejemplo, hexano, alcohol etilico, acetona, etc, para cvitar la
degradaciéon del pigmento carotenoide, como la de capsantina, cuyo
punto de fusion es 1B1°C. En esta separacion se toma en
consideracion varios parametros, como la relacion (masa’ solvente),
tiempo, temperatura de ebullicién. En la industria de los procesos

naturales, se utiliza el extractor tipo sohxlet, que cuenta con una
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Cuadro 11. Especificacion de la enzima-lipasa, nombre
comercial, Lipolase 100 L, Type EX.

Limite Limite
Minimo Miximo
Lipolase Units 100
KLU (unidades/g)
pH a 25°C 6.5 8
Viscosidad a - 100
25°C(cp)
Absorbancia det. - 1.58
440 nm
Propilenglicol (%) 20 30
Cuenta total en - 10000
placa (unidades/g)

Fuente: Ficha de datos del producto novozymes, prestado por

la Quimica Suiza S.A.

3. Aislamiento de pigmentos.

Los pigmentos de la solucién hidrolizada serin aislados
mediante una separacion fisica, que consiste en la extraccion
con cloruro de metileno. En esta extraccion de separacion se
forman dos capas: la capa organica, donde el cloruro de
metileno se mezcla con los pigmentos carotenocides, y la capa
acuosa.

Se usa el solvente cloruro de metileno porque es un solvente
polar que tiene buena afinidad, por ejemplo para la
solubilidad con los pigmentos carotenoides, y principalmente
con la capsantina, que es el pigmento de mayor cantidad y el
que define el color rojo carmin.

El procedimiento de aislamiento de pigmentos consiste en
afladir a la pera de separacion de llitro, la solucion
hidrolizada v el cloruro de metileno, agitar suavemente vy
dejar reposar por 10 minutos aproximadamente. Se observard

dos fases, la fase cloruro metilenica y la fase acuosa. Separar
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la fase cloruro metilénica y realizar tres extracciones mis
hasta que la Ultima extraccion se observe de color tenue,
luego evaporar el cloruro de metileno y el resulhlado es el
producto final.

Disefio de experimento

Para el disefio del experimento, se tiene en cuenta lo
siguiente:

- Seleccién de variables a controlar. Las vanables que se
controlan en el experimento son exclusivamente en la
hidrélisis enzimatica; la extraccion sélido-liquido solo ayuda
a extraer los pigmenlos carotenoides de la paprika, estos
estan en forma de pigmentos esterificados liposolubles. Al
producto de la extraccidén séhido-liguido sc le llama
oleorresina de la paprika, esta oleorresina sirve para la
reaccion de la hidrélisis enzimatica, por lo tanto, la seleccion
de las vanables a controlar es exclusivamente para la
reaccion en estudio que es la Hidrolisis Enzimatica.

- Variables a controlar en la Hidrolisis enzimética. Las
variables en la hidrélisis enzimética son las alicuotas de
enzima lipasa diluida de concentracién 0,1 mL enzima / mL
solucion, y los iempos de reaccion.

- Alicuotas de lipasa diluida 0,1 mL enzima / mL solucién:
5, 10,15, 20, 30 mL.

- Tiempos: 10, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 minutos.

El cuadro 12 muestra el orden de como se puede trabajar las

variables: dosis de enzima y tiempo de reaccion.



Cuadro 12. Variables a controlar en la hidrélisis enzimatica.

Alicuota de lipasa diluida Tiempo ( min)
de concentracion 0,1 mL
enzima / mL solucion.

SmL 12, 24, 36, 48, 60, 72, 120
10 mL 15, 30, 45, 60
15mL 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240
20mL 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240
30mL 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240

- Rendimiento. El rendimiento de la recuperacion de los
pigmentos carotenoides de la paprika, por hidrdlisis
enzimatica, se calcula mediante la ecuacion de rendimiento
mostrada a continuacion.

Producto final: masa de los pigmentos aislados después de la
hidrélisis enzimatica.

Oleorresina: masa necesaria para realizar la hidrélisis.

Rendimiento= Masa de producto final *100
Masa de oleorresina



CAPITULO T DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.l

Seleccion v preparacion de la materia prima

El upo de paprika ( Capsicum annuum) utihzada para el desarrollo corresponde
a la del papriking, de estas se seleccionan aquellas con un tamano aproximado
de I6 a I8 centimetros de largo v que tengan buen color (rojo oscuro) Se
adquieren en los mercados o supermercados va que este fruto semi seco tiene
demanda. Las papnikas recien adquiridas se seleccionan para chimimar las

1

1 i la Frgura 13 se observa las

detectuosas, de poco color, wregulares. ete. En

paprikas selecconadas A las paprikas seleccionadas se les quita las semillas.
solo tiene que quedar la prel. La prel de la paprika se seca. para que avude en la
molienda. va que este fruto tene grasa. v con la humedad se genera una masa
gue hace dificil Iy mohienda. El secado consiste en que la prel de la paprika pasa
a un secado parcial a 63°C por dos horas aproximadamente. para luego pasar al
descecador con el objeto de eliminar toda la humedad posible La piel de la
paprika una vee seca se reduce de tamane para aumentar el area de contacto
entre ¢l solvente v la paprika, v ast obtener una mejor extraccion sohdo

liquido a retlujo Esta reduccion consiste en moler la prel de la paprika seca a
tamano de particula menores o las de tamices ASTM N7 40y 3

El Cuadro 13 muestra los resultados de humedad de la paprika usada en

diferentes extracciones solido-liquido a rellugo

Figura 13 Seleccion de paprika



Cuadro 13. Resultados de % de humedad en el secado

N° de Peso de piel | Peso de piel % Temperatura
operacién himedo (g) seco (g) Humedad de
secado (°C)
Operacion | 134 117 12,68 65
Operacion 2 137 118 13,87 65
Operacion 3 122 106 13,11 65 |

3.2 Extraccion de la oleorresina

3.2.1

Extraccibén sélido-liquido

La obtencién de los pigmentos carotenoides de la paprika como
oleorresina, consiste en una primera etapa, y es la extraccion solido-
liquide a reflujo. En esta etapa se trata una muestra de 80 g de
paprika molida con 400 mL de alcohol etilico al 96%, la cual se
somete a ebullicion a una temperatura de 98 a 100°C. El reflujo
termina cuando la solucién se toma de un color rojo negruzco y con
un tiempo de reflujo de dos horas aproximadamente, este tiempo es
contado a partir de la primera gota del solvente condensado; luego se
filira el extracto. Se realiza tres extracciones mas para tratar de
extraer la mayor cantidad posible de oleorresina.

En la figura 15 y figura 16, se observa el proceso de extraccién a
reflujo y el extracto para la obtenciéon de la oleorresina,

respectivamente.

3.2.2 Concentracion a vacio

Una segunda etapa, es la concentracion del extracto. En esta segunda
ctapa se junta los extractos oblenidos en el reflujo, para luego
proceder a concentrar en un rotavaporador Bushi RE 111, como se
muesira en la Figura 17, usando vacio a temperatura de 50°C, para
evitar la oxidacion de los pigmentos carotenoides de la paprika.

Termina la concentracion cuando se observa que el producto tiene
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una viscosidad aproximada de 5000 centipoise y un olor que es
caracteristico de la péprika, y entonces se ha obtenido la
oleorresina.

La Figura 18 y Figura 19, muestran los diagramas de flujos para la
obtencion de la oleorresina.

Los resultados de la extraccion de la oleorresina se muestran en el

Cuadro 14.

Cuadro 14. Resultados de la extraccion de la oleorresina.

N°®de veces | Peso de piel Peso de Tiempo de | Rendimiento
de obtencion | seco molido | oleorresina reflujo (h) %o
de (8) (2)
oleorresina
Primera vez 111 33 2h30min 29,73
Segunda vez 118 45 2h30min 38,13
Tercera vez 106 37,2 3h 35,09

3.3 Caracterizacion de la oleorresina

La oleorresina después de la extraccion a reflujo es caracterizada de la
siguiente forma.

Por sus propiedades organolépticas, presenta una coloracion roja negruzca,
olor caracteristico a la paprika y una viscosidad media de 5000 centipoise.
Mediante un analisis cuantitativo, se toma lectura de absorbancia con el
espectrofotometro Ultravioleta Shimadzu 1601, a una muestra de pigmento
extraida de la oleorresina con cloruro de metileno. La extraccion es
mediante una disolucién de una muestra de oleorresina con cloruro de
metileno, una vez disuelta la oleorresina pasa a ser medida con el
espectrofotémetro Ultravioleta en un rango de longitud de onda de 400 a
520 nm; usar como blanco cloruro de metileno y celdas de cuarzo. De la
lectura de absorbancia se tiene los picos mdaximos de absorbancia 0,043 y

longitud de onda 457, 458, 459 nm, que pertenecen a la capsantina y se



48

muestra en la Fizura 14 Con este espectro se observa la presencia de

capsantina ¢n la oleorresma
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— Capsantinzen aleo resim

Figura 14 Capsantina presente en la oleorresina

Fizura 15 Extraccion sohdo-hgudo a reflujo



Figura 16 Extracto del reflujo

Figura 17 Rotavaporador Bushi RE 111
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Figura 18, Diagrama de bloques para la obtencién de oleorresina.



Extraccién a reflujo Filtracién

T:88a100°C —

- \ Liguido

Saolvente etanol a 96%
Paprika molida

Extracto —
de paprika - _

/

Concentraclén a vacio

YVacio

Qleorresina

Figura 19. Diagrama de flujo de Extraccion sélido-liquido para la obtencion de

oleorresina.
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3.4 Separacion de los pigmentos mediante una Hidrélisis Enzimatica
Los pigmentos carotenoides se encuentran en forma natural como esteres de
acidos grasos.
A través del proceso de hidrélisis enzimdtica, estos carotenoides pasan a su
estado libre, obteniéndose un mejor nivel de coloracion de los pigmentos.

La separacién enzimética consta de dos etapas.

a) Primera etapa: hidrolisis enzimatica.

Para el aislamiento de los pigmentos carotenoides de la oleorresina se
emplea la hidrélisis enzimatica, que consiste en tratar una muestra de 3 g de
oleorresina con 15 mL de lipasa diluida de concentracién 0,1 mL enzima /
ml. solucién, mas 35 mL de agua destilada, agitar con la ayuda de un
agitador magnético a temperatura ambiente; se observa rapidamente en la
solucion la formacion de un precipitado, entonces tiempo después se da por
terminada la hidrélisis. La Figura 21 muestra la hidrélisis y la Figura 20 la
reaccion de la hidrélisis enzimatica.

La hidrolisis se realiza con diferentes dosis de enzima y diferentes tiempos,

como muesitra ¢l cuadro 15.

Cuadro 15. Dosis de enzima y tiempo de reaccion.

Volumen enzima/ Vol. enzima/ Tiempo { min)
Woleorresina(mL/g) | Vol.Solucidon(mL/mL)

0,5/3,0 0,5/50 12, 24, 36, 48, 60, 72, 120

1.,0/3,0 1,0/50 15, 30, 45, 60

1,5/3,0 1,5/50 15, 30, 45, 60, 120, 180,
240

2,0/3,0 2,0/ 50 15, 30, 45, 60, 120, 180,
240

3.,0/3,0 3,0/50 15, 30, 45, 60, 120, 180,
240
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Para los demas pigmentos la reaccion toma la misma forma:

0O o)

Ry R,
_—»
O—Rs 4 H,0 Lipasa OH . Rq—COOH

Figura 20. Reaccion de hidrélisis enzimética de 1a capsantina esterificada con 4cido
estearico.
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Figura 21. Hidrolisis enzimatica de los pizmentos carotenoides.

b) Segunda etapa, aislamiento de los pigmentos.

Una scgunda etapa. es el aislamiento de los pigmentos mediante la
extraccion con cloruro de metileno. Consiste en usar toda la solucion
hidrolizada. porque ¢l precipitado no se puede separar facilmente de la
solucion, v también porque la parte acuosa de la solucion hidrolizada tiene
buena coloracion rojo, por lo tanto no seria recomendable desechar ¢l
liquido acuoso. Entonces a la solucion hidrolizada s¢ le extrae los
pigmentos. Con 3 ml de cloruro de metileno. en una pera de separacion de
I litro. se agita suavemente v se deja reposar por 10 minutos
aproximadamente hasta observar dos fases. la fase cloruro metilénica en la
parte inferior de un color rojo intenso vy la fase acuosa en la parte superior,
como muestra la Figura 22: la extraccion se realiza minimo tres veces
(verificando que la altima extraccion sea de un color tenue). lucgo juntar los
tres extractos de cloruro de metileno para que pasen a una evaporacion del
solvente v finalmente s¢ hava obtenido el producto final. como muestra la
Figura 23

El producto final pasa a un analisis cuantitativo para la evaluacion del mivel

de color de los pigmentos.
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Figura 22 Extraccion con ¢loruro de metileno para ¢l aislamiento de los

prizmentos

Figura 23, Producto final de [a ladrolisis enzimatica

[a Figura 24 v Figura 25, muestran los diagramas de flujo de la separacion

enzimatica hasta la obtencion del producto tinal
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Figura 24. Diagrama de bloques del tratamiento enzimitico.
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Figura 25. Diagrama de flujo del tratamiento enzimatico.
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3.5 Analisis cuantitativo de la separacion enzimatica
El analisis cuantitativo es para saber si se tiene mejoras en la concentracién
del pigmento, lo que quiere decir, disminucién de grasa con respecto a la
oleorresina y las diferentes muestras hidrolizadas. Por lo tanto, realizar un
andlisis cuantitativo a una muestra del producto final de la etapa aislamiento
de los pigmentos, dard como resultado que una muestra hidrolizada debe
tener mayor contenido de capsantina que una sin hidrolizar (oleorresina).
Para realizar el analisis cuantitativo hacer el siguiente procedimiento.
Procedimiento del andlisis cuantitativo. Realizar una dilucion a una
muestra de 10 mg del producto final con cloruro de metileno en una fiola de
10 ml., esta dilucién es muy concentrada para hacer lecturas de absorbancia,
por lo tanto, realizar una segunda dilucion tomando 1 ml de la primera
solucion y diluir con cloruro de metileno en una fiola de 10 ml, entonces,
hacer lecturas de absorbancia en el equipo Ultravioleta, en un rango de
longitud de onda de 400 a 520 nm; usar celdas de cuarzo y como blanco
cloruro de metileno.
En la Figura 26, se observa el espectro del pigmento con hidrélisis y sin
hidrohsis (solo oleorresina), con picos maximos de absorbancia 0,345 v
0,043 respectivamente, y, a una longitud onda de 459 nm. en los dos casos.
Con este analisis se puede decir que la concentracién de la capsantina es
mayor después de una hidrolisis, por la comparacidén de absorbancias de
0,345 en la hidrolizada y 0,043 en la sin hidrolizar (oleorresina), dado que la
concentracion es directamente proporcional a la absorbancia. Por lo tanto,

resullta muy convemente realizar una hidrolisis.
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Figura 26. Comportamiento de la capsantina en una muestra hidrolizada

sin hidrolizar {oleorresina),

Separacion de los pigmentos mediante la saponificacion con KOH,,

Otro método de separacion de pigmentos carotenoides es la saponificacion
con KOH en medio acuoso (hidrolisis basica).

Los pigmentos carotenoides se encuentran ¢n forma natural como esteres de
acidos grasos. A traves del proceso de saponificacion estos carotenoides
pasan a su ¢stado libre, obteniéndose un mejor mivel de coloracion de los
pigmentos.

Este procedimiento de separacion implica tres etapas: La saponificacion
propiamente dicha. la precipitacion de carboxilatos v la extraccion del

pigmento con cloruro de metileno.

a) Primera etapa, saponificacién con KOH acuoso IN.

En esta etapa se realiza la separacion de los pigmentos, mediante la reaccion
de saponificacion, en esta reaccion la grasa del pigmento pasa a ser un jabon
liquido por la presencia del KOH,. v asi el pigmento ¢sta en su forma libre,
pero ambos se encuentran solubles, por tal razon. se tiene que hacer

precipitar el jabon liquido. v esto se tratara en la segunda ctapa.



En esta primera etapa realizar el siguiente procedimiento.

Procedimiento de saponificacion.

Pesar 5 gramos de oleorresina y poner en un balén de 300 mililitros, anadir
100 mihlilitros de la solucion KOH,. IN (Masa oleorresina’Volumen
KOH,=1/20) y tapar. Saponificar a temperatura de 60°C y agitar
constantemente durante 6 horas aproximadamente, se observa que la
presencia de oleorresina va disminuyendo con el tiempo de saponificacidn.
Durante la saponificacién, sacar a cada hora una muestra de solucién
saponificada. Estas muestras son llevadas al equipo Ultravioleta, para el
respectivo analisis cuantitativo.

La Figura 27, muestra la reaccion de saponificacion de los pigmentos

caroienoides.

b) Segunda etapa, precipitacién de carboxilatos presentes.

Los acidos carboxilicos libres se hacen precipitar con solucion de CaCl, al
20 %.

Procedimiento de precipitacion de carboxilatos.

Utilizar CaCl; al 20 % y alcohol rectificado al 96%. Agregar a la solucion
saponificada de 100 mililitros, 100 mililitros de agua vy 50 mililitros de
alcohol. Agregar CaCl; gota a gota y agitar constantemente hasta formacién
completa de precipitado. Este precipitado es color rojo vy el liquido flotante
es de color amarillo, lo cual indica la presencia de otros carotenoides como
xantofilas y B carotenos.

Centrnifugar durante 20 minutos para una mejor separacion entre solido y
liguido. Desechar el liquido y secar la parte sélida hasta el dia siguiente a

temperatura ambiente.



Figura 25. Diagrama de flujo del tratamiento enzimatico.
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Los demas pigmentos toman la misma forma de reaccién,

0O O

-~ _

0—”.4 +KU‘H3,¢ » (v} K+ + R.q,_CDDH

Figura 27. Reaccion de saponificacion de la capsantina esterificada con 4cido
Estedrico.
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¢) Tercera etapa, extraccién del pigmento.
En esta etapa, se aisla los pigmentos del precipitado mediante la extraccion
con cloruro de metileno.
En esta tercera elapa realizar el siguiente procedimiento de extraccion del
pigmento:
Una vez seco el precipitado, extraer el pigmento del precipitado en una
probeta con 20 mililitros de cloruro de metileno, agitando suavemente hasta
observar dos fases, la fase cloruro metilénica en la parte superior, donde los
pigmentos estin solubles, vy la otra en la parte inferior, donde se encuentran
los solidos; realizar tres veces la extraccidn, para obtener la mayor cantidad
posible de pigmentos. Luego juntar los extractos y centrifugar para poder
eliminar cualquier residuo sélido. Decantar y juntar los extractos en un
balén de 200 mililitros. Concentrar con el Rotavaporador a vacio. De ésta
manera obtenemos el producto final.

Anélisis cuantitativo de ia separacién por saponificacién con KOH,,

El analisis serd especificamente sobre la capsantina ya que es el pigmento de
mayor cantidad.

Procedimiento de evaluacién. Diluir una muestra del producto final,
proveniente de la saponificacién con 30 mL de KOHac IN, con cloruro de
metileno, en una fiola de 10 mL. Realizar una segunda dilucién y hacer
lecturas de absorbancia con el equipo Ultravioleta, en un rango de longitud
de onda de 400 a 520 nm; usar celdas de cuarzo y como blanco clorure de
metileno.

En la Figura 28, se observa el pico méximo, de absorbancia 0,613 y longitud
de onda 450 nm. Con estos datos y por la forma de la curva, se puede

corroborar que ¢l nivel de color es semejante a los tratados con hidrélisis
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enzimatica, Ambos casos, tanto la hidrélisis enzimatica como la
saponificacion con KOH,,, mejoran el nivel de color comparado con la de

oleorresina de absorbancia 0.043.
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Saponificacién con 30 ml de KOHac 1N

Figura 28. Comportamiento de Ja capsantina después de la sapomificacion.



CAPITULO 1V: RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LOS

4.1

4.2

PIGMENTOS CAROTENOIDES
Meétodo de anilisis de los pigmentos
L.a metodologia de andlisis de los pigmentos carotenoides serd mediante un
analisis cuantitativo, que se presenta a continuacion.
Procedimiento. Diluir una muestra de 10 mg del producto final, de la
separacion por hidrolisis enzimatica o la separacion por saponificacion, con
cloruro de metileno en una fiola de 10 mL. Como esta dilucién es muy
concentrada para hacer lecturas de absorbancia, entonces realizar una segunda
ditucion. Finalmente hacer lecturas de absorbancia con el equipo Ultravioleta,
en un rango de longitud de onda de 400 a 520 nm; usar celdas de cuarzo y como
blanco cloruro de metileno.
Evaluacion de los pigmentos por el método de Separacion Enzimatica
En esta evaluacion, los pigmentos esterificados de la oleorresina reaccionan con
el agua gracias a una alicuota de lipasa diluida de concentracion 0.1mL enzima
/ mL solucién, formandose un precipitado rojo. Los diferentes niveles de
coloracion de la capsantina se evalian mediante la medida de absorbancia leida
a un rango de 400 a 520 nm.
En la hidrélisis enzimatica cada muestra problema se trata con diferentes dosis
de lipasa diluida de concentracion 0,1mL enzima / mL solucion y, a diferentes
tiempos.
4.2.1 Anadlisis del Tiempo de reaccion de la Hidrolisis
Para la evaluacion de separacién enzimaética se prepara soluciones
hidrolizadas con 3 g de oleorresina, una alicuota de lipasa diluida 0,1mL
enzima / mL. solucién de 15 mL, més 35 mL de agua destilada, para
tiempos de 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 minutos. Esta evaluacion se
hara también para diferentes dosis de enzima.
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Terminada la hidrolisis y aislamiento de pigmentos, realizar el
analisis cuantitativo explicado en 4.1.

El Cuadro 16 muestra los resultados de la hidrélisis enzimatica. En
la Figura 29 se observa que para un tiempo de 30 minutos se logra
obtener una mayor separacion del pigmento capsantina, pero la
menor separacion enzimatica se logra en 4 horas. En la Figura 30 se
observa que la mayor separacion se logra en el tiempo de 15 minutos
y la menor separacién de pigmentos en 3 horas. En la Figura 31 se
observa que la mayor separacion se logra en 30 minutos y la menor
separacién de pigmentos en 4 horas. El comportamiento de
separacion del pigmento en funcion del tiempo en los tres casos son
semejanles, asi que se resume que en rangos de tiempos menores de
15 a 60 minutos se liene una mayor separacion de pigmentos y luego
de 60 minutos tiene una tendencia a disminuir la concentracion del
pigmento capsantina; por lo tanto no es recomendable trabajar
tiempos largos porque a mayor tiempo los pigmentos comienzan a
degradarse ya que estos pigmentos carotenoides poliénicos son muy
sensibles a la luz y al calor, etc. También se puede observar que la
separacion de pigmentos en el rango de 30 a 60 minutos es
aproximadamente constante, entonces en ese rango de tiempo se esta
llegando a la reaccion final de la hidrdlisis, esto quiere decir que la
enzima lipasa actiia muy rapido para ayudar a producir la hidrélisis.
Un tiempe apropiado para cortar la hidréhsis sera entonces un
tiempo promedio del rango 15 a 60 minutos, por que luego de este

tiempo se comienza a degradar.
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Figura 29 Evaluacion de la hidrolisis enzimatica para una dosis de 13

mL de lipasa diluida. 0. ImL enzima / mL solucion. a diferentes uempos
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Figura 3 Tvaluacion de la hidrodisis enzimatica para una dosis de 20 mL

de lipasa diluida. & 1mL enzima / mL solucion, a diferentes tiempos.
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Figura 31 Evaluacion de la hidrohisis enzimatica para una dosis de 30

mL de lipasa dilmida, O 1ml. enzima / mL solucion. a diferentes tiempos.




Cuadro 16. Evaluacion de la concentracion de-enzima en funcidn del

tiempo.
Enzima Tiempo Absorbancia de
Dosis (mL enzima/ (min) Capsantina
3g oleorresina)
1,5 15 1,226
1,5 30 1,314
1.5 45 1,242
1,5 60 1,26
1,5 120 0,769
1,5 180 0,769
1,5 240 0,704
2 15 1,803
2 30 1,775
2 45 1,747
2 60 1,755
2 120 0,772
2 180 0,726
2 240 0,767
3 15 1,719
3 30 1,742
3 45 1,739
3 60 1,735
3 120 0,909
3 180 0,917
3 240 0,814




4.2.2 Efecto de la concentracion de enzima
Para la evaluacion de este efecto se realiza la hidrélisis. Se prepara
una dilucién de lipasa de 0,1 mL enzima / mL solucién. Se evalian
para dosis de 5, 10, 15, 20, 30 mL de lipasa diluida a un mismo
rango de tiempo, y temperatura ambiente.
Usar un tiempo maximo de 1 hora, debido que a partir de ese tiempo
comienza la degradacién.
El efecto de la concentracion de 5 mL de lipasa
diluida 0,1mL enzima / mL solucién
Para la evaluacién de la separacién por hidrolisis enzimatica,
preparar una solucion hidrolizada con una muestra de 3 gramos de
oleorresina y una dosis de 5 mL de lipasa diluida de 0,1mL enzima /
mL solucién (0,5 mL enzima/3 g oleorresina) mas 45 mL de agua
destilada, para tiempos de 12, 24, 36, 48, 60, 72, 120 minutos.
El Cuadro 17 muestra la dosificacion de la enzima.

Cuadro 17. Dosificacion de enzima-lipasa.

Volumen lipasa/Peso Volumen lipasa/ Tiempo
oleorresina (mL/g) Volumen Solucidn (minutos)
{mL/mL)

12, 24, 36, 48,
0,5/3 0,5/350 60, 72, 120

En este ensayo se observa que para la dosis de 5 mL no hay reaccion
en todo ese rango de tiempo de 12 a 120 minutos ya que hay
presencia de grasa en todo ese tiempo y no se observa cambio alguno
por lo que se necesita mayor concentracion de lipasa para ayudar a
activar la reaccién. Con esta evaluacion se puede decir que para
activar la reaccidn, la minima concentracién de enzima estaria por

encima de 0,5 mL.
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El efecto de la concentracion de 10, 15, 20, 30 mL de

lipasa diluida 0,1mL enzima / mL solucién

Segun el analisis cuahtativo se observa que con 10 mL de lipasa
diluida ya ocurre reaccion por la presencia de un precipitado.

Para la evaluacién de separacion por hidrolisis enzimatica, se
prepara soluciones hidrolizadas, con muestras de 3 gramos de
oleorresina, agua destilada, y alicuotas de lipasa diluida de 0,ImL
enzima / mL solucidn, para dosis de 10, 15, 20, 30 mL, con tiempos
de 15, 30, 45, 60, minutos.

El Cuadro 18, muestra la dosificacidon de la enzima-lipasa.

Cuadro 18. Dosificacion de enzima-lipasa.

Volumen lipasa/ Peso Volumen lipasa/ Tiempo
oleorresina (mL/g) Volumen Solucién { minutos)
(mL/mL)
1/3 1/50 15, 30, 45, 60
1,5/3 1,5/50 15, 30, 45, 60
2/3 2/50 15, 30, 45, 60
3/3 3/50 15, 30, 45, 60

Terminada la hidrélisis y el aislamiento de los pigmentos de cada
dosificacidn, realizar un analisis cuantitativo.

Procedimiento de anélisis cuantitativo. Diluir una muestra de 10
mg del producto final con cloruro de metileno en una fiola de 10 mL.
Como esta dilucion es muy concentrada, realizar una scgunda
dilucion, luego hacer lecturas de absorbancia con el equipo
Ultravioleta; usar celdas de cuarzo y como blanco cloruro de
metileno. Fijar una longitud de onda de 460 nm para el analisis.

Los resultados se resumen en Cuadrol9 y el comportamiento del
pigmento (capsantina) se puede observar en la Figura 32. En la
misma se observa que a medida que se incrementa la dosis, se

obtiene mayor separacion del pigmento. Esto quiere decir que en la
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hidrolisis anterior sigue habiendo reaccion. v que todavia no ha
terminado la reaccion, como lo indica la absorbancia de la capsantina
en ¢l grafico. Como se sabe la absorbancia es un indicador dc la
concentracion. Entonces a mayor concentracion de capsantina mavor
separacion de los pigmentos.

En las evaluaciones de las cuatro dosis para el rango de tiempo de 13
a 30 minutos, es donde ocurre mavor separacion de los pigmentos.
Por lo tanto, se puede decir que la separacion es rapida v que el
catalizador enzima lipasa es efectiva. Para la eleccion de una
concentracion apropiada de enzima. usar el de 20 o 30 mlL es
indiferente puesto que sus valores son muy aproximados, con esta
observacion se puede decir que la dosis esta llegando a su punto
maximo. Quiere decir que va no seria necesario aumentar la
concentracion de enzima por que provecaria una sobre saturacion de

la enzima v seria un gasto innecesario.
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Figura 32. Evaluacion de la hidrolisis enzimauca a diferentes

concentraciones de enzima.




Cuadro 19. Evaluacién de la hidrélisis enzimatiea con diferentes dosis de

enzima-lipasa.

Dosis de enzima (mL Tiempo (minutos) Absorbancia de
enzima/lg oleorresina) Capsantina
0,1 15 0,958
0,1 30 0,948
0,1 45 0,942
0,1 60 0,981
1,5 15 1,226
1,5 30 1,314
1,5 45 1,242
1,5 60 1,26
2 15 1,803
2 30 1,775
2 45 1,747
2 60 1,755
3 15 1,719
3 30 1,742
3 45 1,739
3 60 1,735
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Evaluacion de los pigmentos por el método de Separacion por
Saponificaciéon con KOH,,

En esta evaluacion los pigmentos de la pdprika que se encuentran

csterificados reaccionan con el KOHac de concentracion 1N, pasando éstos

a su estado hibre, formandose de esta manera el precipitado rojo.

Se realizan ensayos utilizande diferentes dosis de solucién de KOHac IN a

60°C y a diferentes tiempos de saponificado.

4.3.1

Efecto de la concentracién de KOH,,

Para la separacion por saponificacion se trata muestras de 5 gramos
de oleorresina con dosis de 20 y 30 ml de KOHac IN a 60°C ¥
tiemposde 1, 2, 3,4, 5 y 6 horas.

Terminada la separacion por saponificacion, se realiza el analisis
cuantitativo.

Procedimiento del andlisis cuantitative. Diluir una muestra de 10
mg del producto final, con cloruro de metilene en una fiela de 10 ml.
Como esta dilucion es muy concentrada, realizar una segunda
dilucion, luego hacer lecturas de absorbancia con el equipo
Ultravioleta, en un rango de longitud de onda de 400 a 520 nm; usar
celdas de cuarzo y como blanco cloruro de metileno.

Se miden las absorbancias a una longitud de onda de 455 nm.

El Cuadro 20 muestra los resultados de separacién por
saponificacion.

El comportamiento se puede observar en la Figura 33, donde a
mayor concentracién de KOH,. se obtiene mayor separacion de
pigmento, puesto que la concentracion del pigmento aumenta. De la
curva obtenida con mayor concentracion, 30 ml de KOH,, también
se observa que a mayor tiempo de saponificacion la concentracion es
mavyor hasta 5 horas, a partir de ese tiempo empieza la degradacion.

Por lo tanto, la saponificacion tiene que termnar antes de las 5
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horas, porque lo que se quiere es mejorar ¢l nivel de color vy no

disminuirla.
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Figura 33. Evaluacion de la separacion de pigmentos mediante la
saponificacion con diferentes dosis de KOHac en

funcion del tiempo.

Cuadro 20. Evaluacion de la separacion de pigmentos con diferentes

concentraciones de KOH,. IN.

KOHac I N | Tiempo Absorbancia de
(mililitros) {horas) capsantina
20 | BB 0.516
20 2 0.501
20 3 0,335
20 4 (1326
20 5 | 0475
30 1 1 364
30 2 : 1.396
30 3 | 1.398
30 4 1.427
30 5 1,492 |
30 6 1.153 |
—J
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Comparacion de la separacion enzimdtica con la separacion por
saponificacion con KOH, IN

Otro metodo de separacion de pigmentos ¢s la saponificacion con KOHac.
pero este método no es conveniente ya que cuando se realiza la
saponificacion de la oleorresina toma mucho tiempo en observarse reaccion
alguna como la formacion de precipitado.

Para hacer la comparacion, se realizara una grafica, donde, para ambos s¢
tomard la mejor curva, la que muestre mayor concentracion de pigmento
{capasantina),

En la Figura 34 se muestra la comparacion de la separacion por hidrolisis
enzimatica con la separacion por saponificacion con KOH, IN. En esta
figura se observa que con la hidrolisis enzimatica, se obtiene mejor nivel de
color  en menor tiempo. por debajo de | hora. En cambio en la
saponiticacion con KOH,.. s¢ necesita mayvor tiempo, aproximadamente 5
horas, para que el nivel de color sea mayor. Entonces con este analisis, es
mas recomendable realizar una separacion con hidrolisis enzimatica, y

también porque esta alternativa es biodegradable.
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—— Hidrélisis con 30mL de hpasa diluida
Figura 34. Comparacion entre la separacion enzimatica con la separacion

por saponificacion con KOH,. IN.
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4.5 Sugerencia Final
La tesis ‘“Aislamiento de los pigmentos carotenoides del paprika (capsicum
annuum) ', es un estudio tedrico experimental acerca del comportamiento del
pigmento (oleorresina) frente a una hidrélisis enzimatica, para mejorar el
nivel de color, y practicidad en el almacenamiento, porque se reduce ¢l
volumen, con la etapa de procesamiento biodegradable, como la hidrélisis
enzimatica.
Proponemos continuar con la evaluacion de la hidrélisis enzimatica
considerando otros pigmentos liposolubles.
Como se ha mencionado en capitulos anteriores, la hidrolisis enzimatica
presenta un nivel de separacidon de la grasa, mejor que un tratamienlo
inorganico, siendo entonces una alternativa mas de tecnologia limpia para el
tratamiento de la separacion de la grasa de los pigmentos liposolubles. En si
la aplicacion de este tratamiento seria en la agroindustria.
El proceso por un tratamiento biodegradable, como la hidrélisis enzimatica,
estd descrito en la figura 35; siendo esta para un procedimiento a nivel
laboratorio, puede ser aplicable para una planta piloto o en su momento para
una planta industrial.
La enzima lipasa, de nombre comercial Lipolase 100L, es un producto
biodegradable que se encuentra comercializindose en Peri por la Quimica
Suiza S.A y otros paises como Espafia. El costo se compensaria por la dosis
necesaria de la enzima, €l tiempo de reaccion de la hidrélisis, que haria menor
el costo energético, ya que se trabaja a temperatura ambiente y tiempos
bastante cortos, por ejemplo 15, 30 minutos.
El recipiente para la hidrélisis puede ser de matenal acero inoxidable; para
evitar la corrosion, porque se trabaja con agua. Es conveniente que eslé
cerrado para evitar que ingresen particulas o impurezas del medio. Por lo
general la hidrélisis enzimaética es practica y de facil procedimiento.
Agregar esta etapa en el procesamiento de separacion de los pigmentos

liposolubles, resulta conveniente para dar un valor agregado en la



76

comercializacion de estos tipos de pigmentos naturales, ya que apuntan a la
industria alimentaria, farmacéutica y otros. Todo dependera de los
empresarios que muestren interés en implementar esta tecnologia como una

alternativa para dar valor agregado.

Oleorresina mas dosis
enzima-lipasa 1,5mL enzima/ 3g de oleorresina y agua

Mezcla

A temperatura ambiente.
Tiempo, 30minutos.

Agitacion

'

Producto, solucion hidrolizada,

Figura 35. Hidrédlisis en el tratamiento enzimatico



CAPITULO V: COSTO DE PROCESAMIENTO ANIVEL PILOTO
Base: 10 kg de paprika como materia prima bruta.

*Costo de un kilo de materia prima bruta: S/.16, 00

Porcentaje aproximado de impurezas: 46,4%

Porcentaje aproximado de humedad: 12,68%

Porcentaje de materia prima sin impurezas y seca: 46,8%

Cuadro 21. Balance de masa para diez kilogramos de paprika.

OPERACION INGRESO (kg) SALIDA (kg)
Seleccidon de pulpa 10 5,36
Secado 5,36 4,68

Para €l calculo del costo de agua en el lavado de los materiales, se determina el
numero de horas trabajadas, para calcular el consumo de agua. Los cilculos se

muestran en el apéndice D.

Cuadro 22. Balance de masa de etanol rectificado al 96 % en la
extraccion para la obtencion de oleorresina.

[OPERACION | INGRESO (Kg) SALIDA (Kg)

Primera Extraccion:
23,4 kg de etanol al 96 % 18,4 kg de etanol [ 196 %
Segunda Extraccion:
Extraccion areflujo | 18,4 kg de etanol (196 % + | 18,4 kg de etanol | 196 % |
5 kg de etanol al 96 %
Tercera Extraccion:

18.4 kg de etanol (196 % 18,4 kg de etanol 096%
+ 5 kg de etanol al 96 %




Cuadro 23,

de matera prima (paprika).

78

OPERACION |

Primer Tratamiento:
Obtencion de

oleorresina

Lavado de los materiales
Horas trabajadas
Consumo de agua potable

Consumo de agua tratada

Requerimiento de agua y tiempos de operacion para diez kilogramos

CANTIDAD

10 horas
8 m

40 litros

Segundo
Tratamiento:
Tratamiento

enzimatico

Lavado de los materiales
Horas trabajadas
Consumo de agua potable
Consumo de agua tratada
Hidrolisis

Consumo de agua tratada

4 horas

02m

2.5 htros

5 hitros

Para el calculo del consumo de energia, se toma como referencia la potencia de

equipos seleccionados para nivel laboratorio, asi como los tiempos determinados

para ¢l proceso de 10 kg de paprika. El calculo se muestra en apéndice D.

Cuadro 24. Consumo de energia para procesar diez kilos de paprika bruta.

OPERACION CONSUMO (kw-h)

Primer
Tratamiento: Secado 28
Obtencion de Extraccion a reflujo 40
oleorresina Concentracion y recuperacion 399

del solvente

Segundo Hidrolisis 0,11
Tratamiento:
Tratamiento Evaporacion 17,16

enzimatico
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Para la estimacion de los costos de procesamiento se¢ toman los costos de agua
potable, agua tratada y consumo de energia, tanto para el primer como para el
segundo tratamiento. Ademas se estima el costo de etanol rectificado para la
obtencion de la oleorresina y el costo de lipasa y cloruro de metileno para el
tratamienlo enzimatico.

El etanol rectificado al 96 % se recupera en la concentracién para la obtencion de
oleorresina aproximadamente en un 78,6 %.

Para tratar 117 gramos de paprika molida seca (proveniente de 250 gramos de
materia prima) utilizamos 0,585 litros de etanol al 96 % (peso sdlido/volumen
solvente = 1/5).

Por lo tanto para tratar 4,68 kilogramos de paprika molida seca (proveniente de
diez kilogramos de materia prima) utilizamos aproximadamente 23,4 litros de
etanol al 96 %.

Cuadro 25. Requerimiento de otros insumos para procesar diez kilogramos

de paprika bruta.
INSUMOS CONSUMO
(Litros)
Etanol rectificado al 96 % 134
Primer Tratamiento: ’
| Obtenciton de
J oleorresina
Lipasa concentrada 0.66
Segundo
Tratamiento: Cloruro de metileno 0,5
Tratamiento
enzimético




Cuadro 26. Costo total estimado para el procesamiento de 10 kg de paprika.

DETALLE CANTIDAD COSTOS SUB
TOTAL
(8/.)
MATERIA PRIMA
Piprika 10Kg /. 16,00/Kg 160,0
INSUMOS
Primer Agua potable 8m’ S/. 1,1/m? 88
Tratamiento: Agua tratada 4L S/ 1,391 55,6
Obtencién de |  Etanol rectificado al 96 % 334L $/.3,75L 125,25
oleorresina VARIABLES
Energia secado 28 kw-h S/, 0,283 7/Kw-h 7.9
Energia extraccion areflijo | 40 kw-h S/. 0,2837kw-h 11,3
Energia concentracion y
recuperacion del solvente. 319 kw-h S/, 0,283 %kw-h 90,5
INSUMOS
Ofleorresina 1,77 kg S/.459/kg 81,6
Agunr pormble 0,2m’ §7. 1,1/m?* 022
Agua tratada 3L /. 1,39/L 9,66
Segundo Lipasa 0,66L S/. 124/L 81,84
Tratamiento: Cloruro de metileno 0,5L 5/.16/L ]
Tratamiento VARIABLES
enzimético Energia hidrélisis 0,08 kow-h 80,2837 kw-h 0,023
Energia evaporacion 3,9 kw-h $.0,2837/kw-h 1,1
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Costo para la obtencién de oleorresina.

De los datos obienidos del cuadro 26, se estima un costo para procesar un
kilogramo de péprika que es de S/ 459 y du ute*pmmum obtenemos
oleorresina con un rendimiento de 38%.

Costo unitario para la obtencibn del pigmento tratado con Hidrélisis
enzimética.

De los datos obtenidos del cuadro 26, en el tratamiento enzimatico, se estima un
costo unitario.

El costo de tratar 1770 gramos de oleorresina con un fratamiento enzimatico es de
S/. 182,4, con un rendimiento de 18,02%.

Entonces de 1770 gramos de oleorresina se obtiene 318,9 gramos de pigmentos
como producto.

Donde el costo unitario del producto es 8/. 571,9/ Kg.



V1.

CONCLUSIONES

-

El tratamiento enzimdtico con lipasa es una técnica muy facil de
realizar donde se ahorra tiempo, y ayuda a proteger ¢l medio
ambiente por ser un material biodegradable.

En ¢l proceso de hidrélisis enzimdtica para la separacion de
pigmentos carotenoides de la péprika (Capsicum annuum), el rango
de tiempo de separacion de pigmentos es de 15 a 60 minutos, porque
luego de ese tiempo comienza la degradacion. Es muy importante
saber dénde empieza la degradacién, por que con ecsto se sabria
cuando terminar la hidrolisis.

Con respecto a la dosificacion para la separacion enzimatica, se debe
trabajar con dosis mayores a 10mL de lipasa diluida con una
concentracion 0,1mL enzima / mL solucion, porque, a partir de dicha
concentracion recién comienza la reaccion de separacion de
pigmentos, y esta estaria llegando a un limite maximo de separacion
para dosis de 20 ml de lipasa diluida de concentracion 0,1ml enzima
/ mL solucién, donde, ya no separa mas pigmentos y, si se sigue
agregando mas dosis de enzima se estaria creando una
sobresaturacion de enzima. Es importante saber cuando se llega al
limite de separacion para evitar la sobresaturacion y gastos
innecesarios de enzima, tiempo, mano de obra, y otros.

El rendimiento de la separacién enzimitica es de aproximadamente
81,97%. Con una base de 3g de oleorresina.

Con ¢l método de separacion por saponificacion con KOH;; la dosis
recomendada de KOH,. IN, es 30 ml v la scparacion de los
pigmentos con respecto al tiempo es de aproximadamente 5 horas.
Posteriormente sigue la degradacion.
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Comparando la hidrélisis enzimdtica y la saponificacién con
KOH, IN, se llega a la conclusién de que el tiempo de
saponificacién es més largo, por ejemplo, 5 horas en el
saponificado y 15 minutos en la hidrélisis enzimatica.
El saponificado con KOH,,, tiene la desventaja de utilizar el
KOH,., donde este producto inorganico es toxico mientras que el
tratamiento con hidrélisis enzimitico, usa la enzima lipasa que es
biodegradable. Es por eso que esta tesis se inclino en la hidrélisis
enzimatica.
En la hidrdlisis enzimdtica, se estaria necesitando una dosis de
enzima lipasa como minimo de aproximadamente 330 litros para
una tonelada de oleorresina. Este cilculo es hecho a escala, de la
hidrélisis de 1mL enzima/ 3g oleorresina. Este valor nos da una
idea del consumo que se necesitaria para realizar la hidrélisis
enzimatica.
De los costos de procesamiento se obliene un costo unitario
aproximado del producto tratado con hidrélisis enzimatica, de
8/.571,9/ Kg.
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