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Consideraciones previas

La informacion detallada en el trabajo fin de grado fue presentada en un poster en el 1X
Congreso Internacional de Quimica de Anque, realizado en San Pedro del Pinatar del 17 al
20 de Junio de 2018. El poster cuyo titulo fue “HPCL Analysis of Blue Colorants in
Wines” se puede observar en el Anexo: IX Congreso Internacional de Quimica de

Anque.
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Abstract

The blue beverages present in the different distribution channels have become very
important over time. This final degree project seeks to demonstrate the stability of the dye
used for excellence in such beverages, the E-133 or Brilliant Blue FCF. First of all
commercial beverage analysis was carried out to verify the presence of the E-133 dye in
its composition, also calculating the present concentration. We studied wines, isotonic
drinks, tonic and refreshing drinks with juices The analyzed drinks presented the labeled
dye according to its labeling, and in addition the added concentration was considered
viable according to its admissible daily dose. It is worth mentioning that these beverages
did not present adulterations of dyes in their composition. Subsequently, the stability of
the E-133 dye was evaluated in beverages at different temperatures, thus demonstrating its
commercial viability. It should be noted that the aim was to find the reason for the color

degradation and the factors that.

Stored at 50°C and in dark conditions the wines changed their blue tones to green after
about 17 days, while the isotonic and tonic drinks did not lose their characteristic blue
color. The refreshing drinks formulated with fruit juice suffered different degradation of

the blue color depending on the fruits present in said beverages.

The stability of blue beverages model at high temperature (80°C) was studied, and at 50°C
in the case of the study of wines, and different notable compounds were identified by
HPLC, which presented significant areas in their chromatograms at different retention

times.

It was concluded that the dye E-133 suffered a low degradation of 15-18.9% after the days
of storage at 80 ° C. At 50°C in the wines there was no such degradation. Ultimately, the

possibility of replacing this synthetic dye with blue dyes totally natural, such as Spirulina
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Blue and Natural Blue, was studied, studying its effect at different pH. Spirulina Blue
proved to cause precipitates and a greater turbidity in beverages at pH around 3-4, while
Natural Blue caused a shade different from the desired blue at acidic pH. Therefore, it is

not possible to commercially use these natural dyes in the beverages studied.
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Resumen

Las bebidas azules presentes en los diferentes canales de distribucion han adquirido una
gran relevancia con el paso del tiempo. Este trabajo final de grado busca demostrar la
estabilidad del colorante usado por excelencia en dichas bebidas, el E-133 o Azul Brillante

FCF.

En primer lugar se efectuaron analisis de bebidas comerciales para verificar la presencia
del colorante E-133 en su composicion, calculando también la concentracién presente. Se

estudiaron vinos, bebidas isotdnicas, tonicas y bebidas refrescantes con zumos

Las bebidas analizadas presentaron el colorante marcado segun su etiquetado, y ademas la
concentracion adicionada se consideré viable segin su dosis diaria admisible. Cabe
mencionar que estas bebidas no presentaron adulteraciones de colorantes en su

composicion.

Posteriormente se valord la estabilidad del colorante E-133 en las bebidas a diferentes
temperaturas, demostrando de esta manera su viabilidad comercial. Cabe destacar que se
tratdé de buscar la razon de la degradacién del color y los factores que favorecian dicho

proceso.

Almacenados a 50°C y en condiciones de oscuridad los vinos cambiaron su tonalidad azul
a verde transcurridos unos 17 dias, mientras que las bebidas isotonicas y las tonicas no
perdieron su color azul caracteristico. Las bebidas refrescantes formuladas con zumo de
frutas sufrieron diferente degradacion del color azul dependiendo de las frutas presentes en

dichas bebidas.

Se estudio la estabilidad de bebidas azules modelo a alta temperatura (80°C), y a 50°C en

el caso del estudio de los vinos, y se identificaron diferentes compuestos destacables
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mediante el HPLC, que presentaron areas significativas en sus cromatogramas a diferentes

tiempos de retencion.

Se concluyo que el colorante E-133 sufrio una baja degradacion del 15-18,9% tras los dias

de almacenamiento a 80°C. A 50°C en los vinos no hubo tal degradacion.

En Gltima instancia se comprobo la posibilidad de sustituir este colorante sintético por
colorantes azules totalmente naturales, como fueron Espirulina Blue y Natural Blue,

estudiando su efecto a diferentes pH.

La Espirulina Blue demostr6 provocar precipitados y una mayor turbidez en las bebidas a
pH en torno a 3-4, mientras que Natural Blue provocaba una tonalidad diferente al azul

deseado a pH é&cidos.

Por tanto, no es posible usar comercialmente estos colorantes naturales en las bebidas

estudiadas.
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1.-Introduccion

1.1 Aditivos alimentarios
1.1.1. Concepto de aditivo alimentario

Los aditivos alimentarios se empezaron a utilizar para satisfacer las necesidades del
hombre, ya sea para mejorar las propiedades organolépticas del alimento o incluso para
alargar su vida util. Los primeros aditivos que cumplieron con dichos objetivos fueron; la
sal y el vinagre, que mejoraron la conservacién de los productos, y el azafran y la

cochinilla que otorgaron unos sabores méas apetecibles a los alimentos.

Gracias a los avances experimentados por la quimica en el siglo XVIII y con las nuevas
necesidades de la industria agroalimentaria del siglo XIX, fueron surgiendo diferentes

tipos de aditivos alimentarios. [1]

Segun el Codex Alimentarius; aditivo alimentario es cualquier sustancia que por si misma
no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico
en alimentos, tenga o no valor nutritivo y cuya adicion al alimento en sus fases de
produccion, fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento, resulte directa o indirectamente por si o sus subproductos,

un componente del alimento o bien afecte a sus caracteristicas. [2]
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1.1 .2.Clasificacion de los aditivos alimentarios

Segun la funcion que desempefien los aditivos alimentarios en el propio producto,
podemos diferenciar unos aditivos de otros. Es por esto por lo que se establece la siguiente

clasificacion:

e Aditivos alimentarios que modifican las propiedades organolépticas del producto:
en este grupo podemos distinguir los aditivos que influyen sobre el color del
producto como podrian ser los colorantes, fijadores del color y decolorantes o
blanqueadores, los que influyen sobre el sabor del producto como es el caso de los
potenciadores del sabor o los edulcorantes, y los que influyen en el sabor y aroma,
como por ejemplo los principios activos aromaticos naturales, concentrados
aromaticos naturales y sustancias aromaticas naturales y sintéticas.

e Aditivos alimentarios estabilizadores de las caracteristicas fisicas: dentro de este
grupo nos encontramos con los estabilizadores de los sistemas dispersos, ejemplo
de ello son los emulgentes, espesantes, gelificantes, antiespumantes Yy
espumigenos, también nos encontramos con estabilizadores de la textura. En este
subgrupo destacan antiapelmazantes, antiaglutinantes, endurecedores, humectantes,
anticristalizantes, ablandadores, diluyentes, excipientes y bases masticadoras. Un
ultimo subgrupo dentro de este tipo de aditivos serian los reguladores de pH, como
son los acidulantes y alcalinizantes.

e Aditivos alimentarios inhibidores de alteraciones: estos tipos de aditivos pueden
inhibir o bien reacciones bioldgicas gracias a la accion de conservantes naturales
y/o artificiales, o bien reacciones quimicas debido a la actuacion de antioxidantes y

sustancias sinérgicas de los antioxidantes.
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Aditivos alimentarios correctores de los alimentos: este tipo de aditivos son mas
especificos, ya que su actuacion se centra en determinados productos, como es el
caso de los aditivos utilizados en la panificacion, que utilizan complementos
panarios, coadyugantes de la panificacion, mejoradores de la levadura e incluso
gasificantes para panes especiales. Otro caso de aditivos correctores de alimentos
serian los correctores de la vinificacion, distinguiendo los correctores del mosto y
del vino, y un ultimo ejemplo de este tipo de aditivos seria los encargados de la
regulacién de la maduracion ya sea de productos carnicos, productos lacteos o

incluso de la propia panificacion. [3]

1.1.3. Exigencias de los aditivos alimentarios

El correcto uso de los aditivos alimentarios viene especificado en la Norma General para

los Aditivos Alimentarios CODEX STAN 192-1995. Todos los aditivos alimentarios

incluidos en esta norma, deben de cumplir las siguientes exigencias:

Inocuidad. Los aditivos no deben presentar riesgos apreciables para la salud de los
consumidores en las dosis de uso propuestas. Cuando el alimento vaya destinado a
grupos especiales de consumidores (por ejemplo diabéticos, personas con
regimenes alimenticios médicos especiales, personas enfermas con regimenes
alimenticios liquidos), se tendra en cuenta la ingestion diaria del aditivo por esos
consumidores.

La cantidad de aditivo que se afiada a un alimento sera igual o inferior a la dosis
méaxima de uso y constituira la dosis minima necesaria para lograr el efecto técnico

previsto.
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e Justificacion de uso. El uso de aditivos en alimentos queda justificado, si estos
ofrecen alguna ventaja en el producto final, si no presentan riesgos apreciables para
la salud de los consumidores, y si cumplen una o mas de las funciones tecnoldgicas
establecidas por el Codex. También se justifica su uso si conserva la calidad
nutricional del alimento, si proporcionan los ingredientes o constituyentes
necesarios para los alimentos fabricados para grupos de consumidores que tienen
necesidades dietéticas especiales, si aumentan la calidad de conservacion o la
estabilidad de un alimento o mejoran sus propiedades organolépticas, o incluso si
proporcionan ayuda en la fabricacidn, elaboracion, preparacion, tratamiento,
envasado, transporte o almacenamiento del alimento.

e Buenas practicas de fabricacion. Dentro de estas practicas consideramos que la
adicién del aditivo en el alimento se adapte a la dosis minima necesaria para
obtener el efecto deseado, también la necesidad de reducir considerablemente la
cantidad de aditivo que pasa a formar parte del alimento como consecuencia del
proceso productivo y que no tenga por objeto obtener ningln efecto fisico o
técnico en el alimento. Cabe destacar que el alimento debera presentar una calidad
excepcional y se preparara y se manipulara al igual que un ingrediente

alimentario.[4]

1.1.4. Legislacion

En el Reglamento (CE) N 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, se establecen
una serie de normas sobre los aditivos usados en los alimentos con el fin de asegurar el

funcionamiento eficaz del mercado interior y un elevado nivel de proteccion de los
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consumidores, incluida la proteccion de los intereses de estos y las préacticas leales de

comercio de productos alimenticios, teniendo en cuenta, la proteccion del medio ambiente.

Este reglamento ofrece listas de aditivos que se pueden utilizar en la industria
agroalimentaria, los cuales se reflejan en los anexos de dicha norma. Presenta las
condiciones de utilizacion de dichos aditivos en los alimentos y su etiquetado en el caso de

que se vendan los aditivos sin llegar a ser incorporados a los alimentos.

El ambito de este reglamento se extiende a todos los aditivos alimentarios, aunque no
contempla coadyuvantes tecnoldgicos, sustancias para la proteccion de plantas y productos
vegetales, sustancias afiadidas como nutrientes a los alimentos, sustancias utilizadas para

el tratamiento del agua, diversos aromas ni enzimas alimentarias.

El Reglamento (CE) N 1333/2008 también recoge los niveles de uso de los aditivos en los
alimentos segun el valor minimo para logar el efecto deseado en el producto final, y
teniendo en cuenta la ingesta diaria admisible (IDA) y si el alimento va destinado a

personas con necesidades alimenticias especificas.

En el caso de que no se especifique la cantidad de aditivo necesario para el alimento, este
se afadird segun el principio de “quantum satis”. Este principio viene a decir: “afiade
cuanto sea necesario de un ingrediente para que sea alcanzado el efecto deseado, pero no

se afiada mas si se considera demasiado”. [5]

1.1.5. Toxicidad y dosis diaria admisible

Los estudios toxicologicos sobre los aditivos alimentarios han permitido establecer

cantidades a partir de las cuales se considera que la ingestion del aditivo en cuestion no

10
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tiene efectos nocivos sobre la salud del consumidor. Esta cantidad se denomina ingestién
diaria admisible-(IDA) o dosis diaria admisible (DDA) y se expresa en mg de sustancia
ingerida por dia y por Kg de peso corporal, ya que cuanto mayor sea el organismo tanto
mayor serd la posibilidad de dilucién de la sustancia potencialmente nociva, asi como la

capacidad para destruida o expulsarla.

La dosis diaria admisible de los aditivos alimentarios es establecida por organismos
internacionales, como es el caso de Joint FAO/OMS Expert Comittee on Food Additives
(JECFA) y el Comite Cientifico de la Alimentacion Humana de la CEE. La DDA se
determina a partir de la dosis sin efectos “adversos” en el animal, a la que se le aplica
previamente un factor de seguridad y equivaldria a la ingesta diaria admisible (IDA) en el

consumidor.

Las legislaciones de cada pais fijan a su vez la concentracion méxima de un aditivo que
puede utilizarse en diferentes aplicaciones. Los criterios para el establecimiento de esta
cifra dependen del aditivo y del alimento, y se basan en algunos casos en la defensa de la
salud del consumidor, pero en otros, en los que el uso de una cantidad mayor tampoco
resultaria nocivo, en la prevencion de fraudes al consumidor por enmascaramiento de una

calidad deficiente, retencion excesiva de agua, etc.

La pruebas toxicoldgicas realizadas sobre un determinado aditivo, comprenden; la accion
instantanea sobre el animal de experimentacion (toxicidad aguda), el efecto del aditivo en
el crecimiento, comportamiento y mortalidad del animal (toxicidad a corto plazo) y la

accion cancerigena de dicho aditivo en el animal (toxicidad a largo plazo). [6]

11
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1.2 Los colorantes alimentarios en la industria de bebidas
1.2.1. Colorantes alimentarios
1.2.1.1. Concepto de colorante alimentario

Una de las principales propiedades organolépticas de un producto percibida
principalmente por el consumidor es su color. Este color caracteristico puede provenir del
propio producto, es decir, su color seria totalmente natural, o ser afadido
intencionadamente como aditivo alimentario para provocar el cambio de tonalidad
deseada. No todos los colorantes alimentarios afiadidos a los productos son adecuados con
fines alimentarios, ya que algunos pueden resultar perjudiciales para la salud. Como por
ejemplo los derivados de cobre, plomo y arsénico, que se usaron en el siglo XIX para
colorear los alimentos. Inicialmente se sustituyeron los colorantes naturales por los
sintéticos, por ser inestables con el tiempo. Aunque, actualmente se recurren a colorantes
naturales en lugar de sintéticos, ya que existe una presion importante por parte de los

consumidores.

Los colorantes son aquellas sustancias que afiaden o devuelven color a un alimento e
incluyen componentes naturales de sustancias alimenticias y otras fuentes naturales que no
son normalmente consumidos como alimentos por si mismos y no son habitualmente
utilizados como ingredientes caracteristicos en alimentacién. Segun la identificacion de los
aditivos alimentarios establecida por la Union Europea, los colorantes se denominan como

E-1XX. [1]

12
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1.2.1.2. Tipos de colorantes

Podemos diferenciar dos tipos principales de colorantes; los naturales y los sintéticos.

e Colorantes naturales: solo se consideraria como color natural, el color que un
alimento tiene por si mismo. El colorante alimentario de origen natural que se
incorpora se suele obtener de materiales biolégicos no alimentarios, como seria el
caso de plantas o incluso insectos, aunque también se puede obtener de forma
espontéanea al calentar un alimento como ocurre con el caramelo.

Los colorantes naturales se consideran inocuos con lo cual sus efectos en el
organismo son menores, por esta razon se permite un mayor consumo diario de
este tipo de colorantes.

Algunos ejemplos de colorantes naturales serian las clorofilas, que provienen de
las algas y otorgan un color caracteristico verde, o incluso el caramelo que se

origina del calentamiento del azucar. [1]

e Colorantes sintéticos: este tipo de aditivos alimentarios se consideran mas
resistentes que los colorantes naturales, ademas poseen un mayor poder colorante
y una mayor estabilidad en las condiciones de procesado y almacenamiento. Los
colorantes sintéticos suelen ser solubles en agua y la forma de presentacion puede
ser de manera liquida o sélida.
No obstante los colorantes sintéticos presentan también problemas en su uso; por
ejemplo, en muchos casos se decoloran por accion del &cido ascorbico, efecto
importante en el caso de las bebidas refrescantes, en que esta sustancia se utiliza

como antioxidante.

13
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En los Gltimos afios el interés de los consumidores por la seguridad de los
alimentos ha llevado a muchas empresas a revisar la formulacion de sus productos
y sustituir cuando es tecnologicamente factible los colorantes artificiales por otros
naturales.

La preocupacion por la seguridad en el uso de los colorantes sintéticos ha hecho
que hayan sido estudiados de forma exhaustiva sus efectos sobre la salud, mucho
méas que la mayoria de los colorantes naturales. Ello ha llevado a reducir
progresivamente el nimero de colorantes utilizables, aunque al contrario de lo que
sucede en los otros grupos de aditivos, existan grandes variaciones de un pais a
otro.

Algunos ejemplos de colorantes sintéticos serian el azul brillante FCF (E-133), el
cual se obtiene como derivado del petréleo y otorga un color azul a los productos
afiadidos. También se puede destacar el amarillo de quinoleina (E-104) que se
obtiene como derivado del indeno y aporta un color amarillo verdoso en las

bebidas en las cuales se ha afadido. [1]

1.2.1.3. Legislacion

Segun el Anexo | del Real Decreto 2001/1995, de 7 de diciembre, por el que se aprueba la
lista positiva de aditivos colorantes autorizados para su uso en la elaboracion de productos
alimenticios, asi como sus condiciones de utilizacion, existe una lista con los colorantes

permitidos en el uso alimentario. (VER TABLA 1).

14
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Tabla 1. Listado de aditivos autorizados

Numero CEE. Denominacion usual
E-100 Curcumina
E-101 i)Riboflabina
ii) Riboflavina-5"-fosfato
E-102 Tartrazina
E-104 Amarillo de quinoleina
E-110 Amarillo de ocaso FCF
Amarillo anaranjado S
E-120 Cochinilla, cido carminico, carmines
E-122 Azorubina, carmoisina
E-123 Amaranto
E-124 Ponceau 4R, rojo cochinilla A
E-127 Eritrosina
E-128 Rojo 2G
E-129 Rojo Allura AC
E-131 Azul patente V
E-132 Indigotina, carmin indigo
E-133 Azul brillante FCF
E-140 Clorofilinas
E-141 Complejos cupricos de clorofilas y clorofilinas
E-142 Verde S, Verde lisamina
Verde &cido brillante BS
E-150a Caramelo natural (1)
E-150b Caramelo de sulfito custico
E-150c Caramelo aménico
E-150d Caramelo de sulfito amonico
E-151 Negro brillante BN, Negro PN
E-153 Carb6n vegetal
E-154 Marrén FK (Pardo FK)
E-155 Marrén HT (Pardo HT)
E-160a Carotenos
E-160b Annato, bixina, norbixina
E-160c Extracto de pimenton, capsantina, capsorrubina.
E-160d Licopeno
E-160e Beta-apo-8”-carotenal (C 30)
E-160f Ester etilico del &cido beta apo-8"-carotenoico (C 30)
E-161b Luteina
E-161g Cantaxantina
E-162 Rojo de remolacha, betanina
E-163 Antocianinas
E-170 Carbonato de calcio
E-171 Dio6xido de titanio
E-172 Oxidos e hidroxidos de hierro
E-173 Aluminio
E-174 Plata
E-175 Oro
E-180 Litolrubina BK
Fuente: BOE
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Cabe destacar que en el ambito de aplicacion de este Real Decreto no se contemplan
alimentos, ya sean secos o en forma concentrada y los aromatizantes incorporados durante
la elaboracion de productos alimenticios compuestos, en razon de sus propiedades
aromaticas, sapidas o nutritivas, acompafiados de un efecto colorante secundario, tales
como el pimentdn, la curcuma y el azafrdn. Tampoco se tienen en cuenta los colorantes
utilizados para colorear las partes exteriores no comestibles de los productos alimenticios,
tales como las cortezas no comestibles de los quesos y las envolturas no comestibles de los

embutidos.

En los diferentes Anexos de esta norma se explica detalladamente que cada colorante es
especifico de cada alimento, de manera que existe un colorante que tenga un uso mas
adecuado en determinados alimentos que otro. Por esta razén la dosis aplicada de un
colorante a cierto alimento variard en funcién de su nivel de toxicidad y del tipo de

alimento que se trate.

1.2.1.4. Casas comerciales

Los diferentes proveedores de colorantes tanto naturales como sintéticos son empresas
encargadas de su produccion y su posterior distribucion o incluso nutracelticas. En este
contexto podemos situar a una sociedad empresarial sin &nimo de lucro, que agrupa a mas
de 120 fabricantes y comercializadores de aditivos y complementos alimentarios, dicha
sociedad se conoce como Asociacion de Fabricantes y Comercializadores de Aditivos y

complementos alimentarios (AFCA).

Algunos ejemplos de empresas dedicadas a la distribucion de colorantes alimentarios

podrian ser; COLORQUIMICA S.A.S. que se dedica a la produccion de aditivos y
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colorantes sintéticos y naturales destinados a la industria agroalimentaria o incluso GROW

INTERNATIONAL LTDA, que es una nutraceutica cuya funcion es fabricar ingredientes

para la industria agroalimentaria. [7] [8]

1.2.2. Colorantes azules

1.2.2.1. Listado de colorantes azules

Azul Patente V (E-131): es un colorante sintético no azoico, es decir, no presenta
un grupo —azo (-N=N-) en su estructura. Es también conocido con el nombre de
azul sulfan. Es un colorante utilizado para conseguir tonos azules y también
verdes en los alimentos, al combinarlo con colorantes amarillos como el E-102 y
el E-104. Se utiliza en conservas vegetales y mermeladas (guindas verdes y
mermelada de ciruela, por ejemplo), en pasteleria, caramelos y bebidas. Esta
sustancia se absorbe en pequefia proporcion, menos del 10% del total ingerido,
eliminadndose ademas rapidamente por via biliar. La mayor parte tampoco resulta
afectado por la flora bacteriana intestinal, excretandose sin cambios en su
estructura. Se ha indicado que puede producir reacciones asimilables a alergias en

algunos casos muy raros. (VER FIGURA 1). [9]

FIGURA 1: Azul Patente V (E-
131)

Fuente: Alibaba
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Indigotina o Carmin de Indigo (E-132): es un colorante sintético no azoico. Este
colorante se puede utilizar legalmente para colorear alimentos. La indigotina es
uno de los colorantes artificiales menos estable, pudiendo alterarse el color en
medios muy &cidos, o en presencia de sulfito. Se utiliza en la elaboracion de

bebidas, caramelos, licores, hojaldre, confiteria, helados, etc. (VER FIGURA 2).

[9] .

-
-

FIGURA 2: Indigotina o carmin de
indigo (E-132):

Fuente: Ebay

Azul Brillante FCF (E-133): es un colorante sintético no azoico. Este colorante
aporta color azul y es sensible a los oxidantes y a la luz. Se considera inocuo,
aungue en dosis altas puede acumularse en los rifiones y vasos linfaticos. Esta

presente en refrescos, productos de confiteria, etc. (VER FIGURA 3). [9]

FIGURA 3: Azul Brillante
FCF (E-133)

Fuente: Ebay
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Espirulina Blue: es un colorante natural, el cual se considera una cianobacteria
filamentosa no diferenciada, habitante de lagos alcalinos, que se cultiva para
consumo humano debido a su contenido nutricional. Esta cianobacteria es fuente
rica en proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales y otros nutrientes, por lo que
uno de sus principales usos es como suplemento alimenticio, también contiene
pigmentos como la ficocianina, carotenoides y clorofila.

Es un aditivo muy popular, de uso en helados, dulces, productos de panificacion,
postres, etc.

Se ha comprobado su efectividad en el tratamiento de algunos tipos de alergias,
anemia y leucemia, en otros tipos de cancer, en reduccion de hepatoxicidad, en
enfermedades virales y cardiovasculares, diabetes, obesidad, inmunodeficiencia y

procesos inflamatorios, entre otros. (VER FIGURA 4) [10]

FIGURA
Espirulina Blue

Fuente: Alibaba
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Natural Blues: dentro de los pigmentos naturales, existen cuatro tipos principales:
clorofilas, carotenoides, antocianinas y betalainas. Ninguna de las anteriores
moléculas mencionadas son azules.

Los colorantes naturales tienen baja estabilidad a la luz, oxigeno, metales, agentes
oxidantes, temperatura y pH. Otras dificultades relacionadas con el uso de estos
colorantes son la presencia de aroma indeseable, dificultades en la purificacion en
grandes cantidades y que no coinciden exactamente con las caracteristicas de color
de los colorantes sintéticos utilizados actualmente.

Las aplicaciones de las antocianinas en los sistemas alimenticios son
preferentemente usadas en alimentos de acidez intermedia para asegurar una
predominancia del cation flavilio.

Entre las alternativas de colorantes azules naturales alimentarios pueden ser; el
colorante azul violaceo, Huito, obtenido de pulpa de fruta Genipa Americana que
se encuentra principalmente en América Central y América del Sur, el colorante

Gardenia Blue (de la planta Gardenia Jasminoides) y los antocianos azules. [11]

1.2.2.2. Composicion de los colorantes

Azul Patente V (E-131): segun la IUPAC la forma de nombrar a este compuesto
es “Calcio; 4 - [[4- (dietilamino) fenil] - (4-dietilazaniumilidenciclohexa-2,5-dien-

1-ilideno) metil] -6-hidroxibenceno-1,3-disulfonato”.
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Si dicha sal estd compuesta por calcio, la formula empirica de dicho colorante es
Co7H31N207S,Ca;, si en cambio la sal estda compuesta por sodio, la formula
empirica puede ser C,7H31N>,07S;Na 0 CsqHs,CaN4014S4. Cabe destacar que este
colorante tiene una masa molecular de aproximadamente 1159.422 g/mol. (VER

FIGURA 5). [12]

eohowW
’ /'I' J

FIGURA 5: Estructura quimica
E-131

Fuente: PubChem. Open Chemestry Data

e Indigotina o Carmin de Indigo (E-132): segln la IUPAC la forma de nombrar a
este compuesto es “disddico; (2E) -3-oxo0-2- (3-0x0-5-sulfonato-1H-indol-2-
ilideno) -1H-indol-5-sulfonato”. La formula empirica de este colorante es

C16HsgN2Na,0gS; y su masa molecular ronda los 466.346 g/mol (VER FIGURA

6). [12]

9 °o

0
Ha + . __Jf,." H =
T T
£ "\|.-_J,-- et '\-\.\“ ;., o s
= | 0
e | A \"‘\ -, L -
i || ﬁr” T Ma +
H [ 0y -
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FIGURA 6: Estructura quimica E-132
Fuente: PubChem. Open Chemestry Data Base
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Azul Brillante FCF (E-133): segun la IUPAC la forma de nombrar a este

colorante es “disddico; 2 - [[4- [etil - [(3-sulfonatophenyl) methyl] amino] fenil] -

[4- [etil - [(3-sulfonatophenyl) methyl] azaniumylidene] cyclohexa-2,5-dien-1-

ylideno] metil] bencenosulfonato”. Su formula empirica es Cs7H3sN2Na,OgS; y

tiene una masa molecular de 792.844 g/mol (VER FIGURA 7).[12]

Ma +
D -
- )
| =0
'I\IIII.-_'_,—_-_{.\
I
\::___,li."\ Ilr——
= N\__ -~ lllr::
o N\
(! — ' N\ ’i"?
\‘_ —{ S —N+ - -
o \f::i{\ _ \J; \‘) 0 0
" — ."ll

FIGURA 7: Estructura quimica E-
133

Fuente: PubChem. Open Chemestry Data Base

Espirulina Blue: el extracto de espirulina es un colorante a base de ficocianina

(pigmento ficobilinico azul libre de metal en una cromoproteina conjugada de

algas azules-verdosas), tiene como principales componentes las ficocianinas, C-

ficocianinas (C-PC) y aloficocianina (APC), que son proteinas fotosintéticamente

activas comunes en cianobacterias. El color azul de estas proteinas se atribuye al

cromoforo ficocianobilina (PCB), un tetrapirrol de cadena abierta que esta

covalentemente unido a las cadenas polipeptidicas a través de enlaces tioéter en

seleccionados residuos de cisteina.
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Cabe resaltar que este colorante esta compuesto por minerales, como por ejemplo;
calcio fosforo, hierro, sodio, cloruros, magnesio, manganeso, zinc, potasio y otros,

etc. [10] [13]

Natural Blues: las antocianinas son glucosidos de antocianidinas, pertenecientes a
la familia de los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos A y B unidos
por una cadena de 3 C. Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis
antocianidinas conocidas: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,
petunidina y malvidina. En lo que respecta a su estructura quimica se puede
afirmar que incrementos en la hidroxilacién producen desplazamientos hacia
tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen
coloraciones rojas. Cabe mencionar que no Sse conoce practicamente ninguna

antocianina azul. (VER FIGURA 8). [11]

FIGURA 8: Estructura quimica
Antocianina

Fuente: Tesis Doctoral: “Presented in Partial
Fulfillment of the Requirements for the Degree

Master of Science in the Graduate School of The
Nhin Qtate T Tnivercity?”’ hv Nleda Ahmadiani
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1.2.2.3. Propiedades fisicoquimicas de los colorantes

e Azul Patente V (E-131): es soluble en agua y etanol y suele ser estable frente a la
luz, temperatura, humedad y recubrimientos. Ademas presenta el pico de maxima

absorcion en agua a los 638 nm.[14]

e Indigotina o Carmin de Indigo (E-132): este aditivo se considera soluble en
alcohol, agua y etanol, aunque es practicamente insoluble en benceno, cloroformo
y otros disolventes orgénicos. La indigotina es muy sensible a la luz y presenta el

pico de maxima absorcién en agua a los 608 nm. [12]

e Azul Brillante FCF (E-133): se considera soluble en agua, éter y etanol, aunque
se considera practicamente insoluble en aceites vegetales. Cabe destacar que el
factor méas importante para la estabilidad de este colorante en el producto es la luz

y la temperatura. El pico de maxima absorcion lo presenta a los 630 nm. [12]

e Espirulina Blue: este colorante natural se considera ligeramente soluble en agua.
La ficocianina, pigmento ficobilinico azul libre, puede tener la Amax de 616-620
nm, sin embargo, es sensible al pH, la luz y la temperatura y posee un peso

molecular de 229 kDA. [10]

e Natural Blue: las antocianinas son solubles en agua y en mezcla de agua y
alcohol, sin embargo, son insolubles en aceites y grasas. Ademas poseen una masa

molecular de 449,2 g/mol.
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La produccion de color azul por antocianinas depende de multiples factores tales
como el pH del medio, la estructura molecular de los pigmentos y de los
compuestos unidos a las moléculas de antocianina.

El pico de m&xima absorcion en los colorantes azules totalmente naturales suele

estar comprendido entre 596-616 nm [11]
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1.3 Importancia de la industria de bebidas en el mercado alimentario.

Dentro de la industria de las bebidas existen dos grandes categorias, en la primera
encontramos las bebidas sin alcohol, como es el caso de las bebidas energéticas, el café, el
té y los zumos de frutas, en una segunda categoria encontramos a las bebidas que
contienen alcohol en su composicién, dentro de este grupo encontramos las cervezas, 10s

vinos y los licores.

En lo que respecta a la evolucion de dicho sector, podemos decir que hay ciertas bebidas
como es el t¢ o el vino que han existido desde tiempos inmemorables, aun asi la

industrializacion de todas ellas se ha ido desarrollando en los ultimos siglos.

Desde principios de siglo las empresas dedicadas a la produccion de bebidas han ido
cambiando su comercio local por un comercio mas internacionalizado con unas plantas de
proceso mas grandes y adecuadas a las exigencias del mercado. Este cambid fue
ocasionado gracias a las innovaciones en las técnicas de produccion de bebidas que

otorgaban una mayor seguridad alimentaria y calidad en sus productos finales.

En torno a 1990 surgié una mayor preocupacion por la seguridad alimentaria tanto en
Europa como en Norteamérica, todo esto condujo a una disminucion en las ventas de
bebidas alcohdlicas ocasionando un consumo aumentado en las no alcohédlicas. No
obstante ambas categorias de bebidas estan proliferando adecuadamente en paises en vias

de desarrollo como es el caso de Africa, Asia y Sudamérica. [15]
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1.3.1. Situacion mundial del sector de las bebidas

A nivel mundial tanto las bebidas alcoholicas como los refrescos representan el 80% de

los productos del sector de bebidas en la industria de manera global. (VER FIGURA 9).

Comercio mundial de bebidas

Agua con gas
15%

Whiskys
10%

~ Cerveza
13%

FIGURA 9: Comercio mundial de bebidas

Fuente: UN Comtrade

Dentro de las bebidas alcoholicas, los vinos, las cervezas de malta y el whisky son las

principales bebidas con las que se ha comercializado mundialmente.

Segln la FAO, en los ultimos afios la produccion mundial de vinos fue superior a 26,4
millones de toneladas siendo lItalia, Francia y Espafia los principales paises productores.
En cambio, la cerveza tuvo una produccion superior a 161,9 millones de toneladas siendo

China, Rusia y Alemania los paises causantes.

En lo que respecta a las exportaciones a nivel mundial, podemos afirmar que Francia,
Italia y Australia son los principales exportadores de vinos y mostos de uva, con un 60%

de las exportaciones en los ultimos afios, seguidos de Espafia y Chile, con unas
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participaciones del 8% y 6% respectivamente. En cambio las exportaciones de cerveza
estan muy concentradas en paises europeos, siendo Bélgica, Alemania y Holanda los
principales paises exportadores de esta bebida fermentada, con un 50% de las ventas. Las
exportaciones del whisky se centraron sobre todo en Reino Unido con un 70% de

exportaciones mundiales, seguido de Estados Unidos y Singapur.

Los paises fundamentales importadores de vino fueron Reino Unido y Estados Unidos que
concentraron conjuntamente mas del 40% de los valores demandados, seguidos por
Alemania y Canada. En lo que respecta a la cerveza Estados Unidos realizo6 el 40% de las
importaciones mundiales, seguido de Reino Unido con el 7,5%; no obstante este pais se
destaca por un superavit comercial en este producto. Otros demandantes importantes
fueron Italia y Francia con el 6,3% y 5,4% del total importado. Estados Unidos, Francia,
Espafia y Alemania fueron los mayores importadores mundiales de whisky, concentrando

conjuntamente un poco mas del 40% de lo importado de este producto.

Dentro de las bebidas no alcohélicas podemos destacar los zumos, las bebidas energéticas,

las bebidas isoténicas, etc.

Durante los Gltimos 10 afios el valor de las exportaciones de los zumos ha ido aumentando
de manera considerable, siendo Brasil, Paises Bajos y Bélgica los principales paises
exportadores de estos jugos de frutas. Los zumos que son mas distribuidos de manera
internacional son aquellos que han sido elaborados con manzana y los que han sido
elaborados a partir de uvas de mesa. En cambio los paises lideres en importaciones de jugo

de frutas son Estados Unidos, Alemania y Paises Bajos. [16]
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De manera general podemos afirmar que el consumo mundial de bebidas ha ido
aumentando progresivamente desde el afio 2009 donde se vendieron 696,1 miles de
millones de litros, hasta el afio 2018 donde se han llegado a vender 994,1 miles de

millones de litros (VER FIGURA 10). [17]

Consumo mundial de bebidas
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FIGURA 10: Consumo mundial de bebidas

Fuente: Stasista

1.3.2. Situacion nacional del sector de las bebidas

A nivel nacional la produccion de bebidas refrescantes se sitla en torno a 4,6 millones de
litros anuales, esto se debe a que son la principal bebida no alcoho6lica mas demandada por
los consumidores. EI consumo anual de bebidas no alcoholicas se centra principalmente en
los refrescos, con un consumo anual de 2.000.000 litros aproximadamente, aunque
también tienen importancia los zumos elaborados a partir de fruta. Siendo el té y las
bebidas elaboradas a partir de hortalizas, las bebidas menos demandadas. (VER FIGURA
11).
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Consumo anual de bebidas sin alcohol
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FIGURA 11: Consumo anual de bebidas sin alcohol

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica

El comercio exterior de bebidas no alcohdlicas en Espafia no parece ser muy significativo,
las importaciones resultan ser mas importantes que las exportaciones, ya que las
importaciones suelen registrar una media de 80 millones de euros anuales, mientras que

las exportaciones apenas generan 40 millones de euros anuales.

Los refrescos y bebidas no alcoholicas se pueden obtener principalmente en
supermercados, los cuales ofrecen el 73,8% de las ventas totales, también se pueden
obtener en hipermercados con un 19,3% de las ventas, o bien en comercios especiales con

un 1,1% o bien en otros comercios con un 5,8% de las ventas totales.[18]

El sector de bebidas alcoholicas en Espafia se ha visto afectado notablemente por la crisis
economica. Esto ha provocado que la produccién nacional de bebidas espirituosas
disminuya un 4,9%, llegandose a producir unos 196 millones de litros de bebidas

alcohélicas anualmente.
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La Federacion Espafiola de Bebidas Espirituosas (FEBE) agrupa a 130 empresas
productoras y distribuidoras de bebidas espirituosas y productos derivados, con lo que

representa a practicamente el 100% del sector en nuestro pais.

La Union Europea es una gran exportadora de bebidas espirituosas, entre las que se
pueden destacar el whisky y el brandy, y sus principales mercados de destino son Rusia,

Estados Unidos, China y México.

Las exportaciones en Espafia han crecido un 4,4% en los Gltimos afios, centrando su
mercado en paises tales como Alemania, Holanda, Reino Unido, Portugal, Estados

Unidos, China y Japon.

Una gran parte de las bebidas espirituosas que consumimos en Espafia no se elabora en el
pais, por lo que resulta imprescindible efectuar unas muy significativas importaciones de
estos productos, con un valor de mas de 900 millones de euros, aunque con una cierta
tendencia a la baja. Los proveedores habituales son otros paises de la Unidén Europea,
entre los que destaca Reino Unido (sobre todo en whisky y ginebra). También tienen

mucha importancia las importaciones de ron provenientes de paises del Caribe.

En cuanto al lugar preferente para la obtencion de dichas bebidas principalmente se
encuentran los supermercados con un 52,8% del total de ventas, seguidos de
hipermercados con un 23%, comercios especializados con un 6,8% Yy otras formas

comerciales con un 11,8%. [19]
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1.3.3. Principales empresas agroalimentarias de bebidas

Dentro de las empresas internacionales dedicadas a la produccion de bebidas tanto
alcohdlicas como no alcohdlicas, podemos destacar aquellas que en los ultimos afios han
obtenido un gran volumen de ventas. Algunas de estas grandes empresas son: Anheuser-
Busch Inev, The Coca Cola Company, PepsiCo Inc., Heineken N.V. entre otras. (VER

FIGURA 12).
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FIGURA 12: Principales empresas de bebidas a nivel mundial

Fuente: Statista

Todas estas empresas han ido mejorando su imagen debido a una serie de innovaciones y
tendencias que han tenido en cuenta la hora de su produccion, lo que ha ocasionado un
aumento en el niumero de ventas. Algunas estrategias que utilizan las empresas de bebidas
no alcohdlicas se basan en relacionar sus productos con el &mbito de la salud, creando

productos funcionales y de esta manera captando la atencién del consumidor.
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Un claro ejemplo serian los zumos de hortalizas y frutas, que gracias a la cantidad de
antioxidantes, los tipos especificos de fibras dietéticas, los carbohidratos, y el contenido de
sustancias bioactivas especificas que presentan, ayudan a reducir los factores de riesgo

relacionados con enfermedades crénicas como seria la Diabetes Mellitus tipo 2.

Otra tendencia de la industria de bebidas no alcoholicas se centra en la elaboracion de
bebidas donde solo se usan ingredientes totalmente naturales para su produccion. Una
ultima tendencia en este sector se basa en la elaboracion de bebidas libres de ingredientes

no deseables, como por ejemplo las bebidas sin aztcar.

Otras estrategias utilizadas por las industrias de bebidas alcohdlicas se basan en la
creacion de nuevos productos mejorando de esta manera su linea de produccion y las

propiedades organolépticas de su producto final.

En ambos tipos de bebidas se tiene muy en cuenta el disefio del envase para captar la
atencion de los consumidores en los canales de distribucion, también se presta especial
atencion a sus posibles efectos medioambientales y sobre todo la publicidad que se hace

del producto. [20]
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2.-Objetivos

Actualmente en la industria agroalimentaria se utiliza principalmente el colorante E-133

para dar un color azul a bebidas tanto alcohdlicas como refrescantes.
El presente trabajo fin de grado persigue los siguientes objetivos

1. Aplicar métodos analiticos como la espectrofotometria y la cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) para llevar a cabo el control de calidad de bebidas azules,
conocer la concentracion y tipo de colorantes azules utilizados y sus posibles
productos de degradacion durante el tiempo de almacenamiento.

2. Estudiar la estabilidad del colorante en las diferentes bebidas comerciales,
explicando los factores y condiciones que influyen en dicha estabilidad.

3. Busqueda de colorantes naturales, como la Espirulina Blue o Natural Blues, que
sirvan de sustitutivos para el colorante usado con mayor frecuencia en el sector de
bebidas a nivel mundial. También se estudia su estabilidad a valores de pH de las

bebidas, entre 2 y 3,5.
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3.-Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1. Bebidas y colorantes

Para el correcto desarrollo del andlisis y la estabilidad de los colorantes alimentarios
azules en bebidas comerciales, han sido necesarias diferentes bebidas, alcoh6licas como es

el caso de diferentes tipos de vinos.

FIGURA 13: Diferentes vinos comerciales con colorante azul

Fuente: Elaboracion propia

Dentro de los vinos utilizados en los experimentos, podemos distinguir Blue Hawaii, Don
Luciano Blue Moscato, Velvet, Alma, y MD Alcantara. Sin embargo, también se utilizaron
vinos que no contienen ningun tipo de colorante en su composicion, como es el caso de

Don Luciano Gold Moscato (VER FIGURA 13)
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También fueron necesarias bebidas azules sin alcohol como seria el caso de bebidas

isotonicas, bebidas refrescantes con zumo de frutas y ténicas. (VER FIGURA 14)

FIGURA 14: Diferentes bebidas sin alcohol comerciales
con E-133

Fuente: Elaboracion propia

Cabe resaltar que los canales de distribucion de las diferentes bebidas son los

supermercados, hipermercados o incluso grandes centros comerciales.

En lo que respecta a las bebidas sin alcohol, podemos encontrar tres grupos; un primer
grupo serian las bebidas isotonicas, destacando Powerade Blue y Upgrade Blue, las cuales
contienen el colorante E-133 en su composicién y Aquarius que no posee ningun tipo de
colorante. Un segundo grupo son las bebidas carbonatadas sin alcohol como Nordic Tonic
Blue y Original Premium Tonic, que tienen el azul brillante como colorante, y Nordic
Tonic Water y Soda Schweppes que no poseen ningun tipo de colorante. Un ultimo grupo

de bebidas refrescantes serian las bebidas refrescantes con zumo de frutas, entre las que
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destacamos Sunny Delight Blue y Fusion de frutas que contienen E-133 en su

composicion.

Los colorantes alimentarios azules obtenidos de los diferentes proveedores se consideran
un material necesario para el adecuado desarrollo del trabajo. Los mas caracteristicos son;
E-131 o también conocido como Azul patente V, E-132 o Indigotina, E-133 0 denominado

Azul brillante FCF, la Espirulina Blue y Natural Blues.

La casa comercial de los colorantes azules sintéticos y de Espirulina Blue es ROHA
(Roha, Europe SLV, Torrente, Valencia), mientras que la casa comercial del colorante

Natural Blue es Sensient Food Colors (Sensient Technology Corporation, W1, USA).

3.1.2. Materiales y equipos de laboratorio

Todos los experimentos realizados en el laboratorio necesitaron de materiales especificos,
como pueden ser pipetas automaticas de laboratorio, pipetas manuales o incluso pipetas de

vidrio graduadas.

Cabe destacar que para almacenar las bebidas de los experimentos en el frigorifico, se
utilizaron unos frascos de vidrio transparentes de diferentes formas y tamafios

dependiendo del volumen que fuese necesario.

Los equipos instrumentales que se han utilizado durante el desarrollo de los experimentos,

han sido:
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e pH-metro: se encarga de medir el pH de las diferentes bebidas comerciales. (VER

FIGURA 15)

FIGURA 15: pH-metro

Fuente: Elaboracion propia

e Espectrofotometro UV-Vis: el tipo de espectrofotometro utilizado fue
espectrofotometro UV-Visible modelo 8453 (Agilent, USA), el cual se basa en el
analisis de la cantidad de radiacion electromagnética (en el rango de longitudes de
onda del ultravioleta y visible) que puede absorber o transmitir una muestra en
funcién de la cantidad de sustancia presente. Este equipo mide la relacion que hay

entre la absorbancia y las diferentes longitudes de onda (VER FIGURA 16). [21]

FIGURA 16: Espectrofotometro UV-Vis

Fuente: Elaboracion propia
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HPLC: el modelo usado fue HPLC Agilent Serie 1200. Este equipo es capaz de
separar macromoléculas y especies ionicas, productos naturales l&biles, materiales
poliméricos y una gran variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso

molecular. (VER FIGURA 17) [22]

FIGURA 17: HPLC

Fuente: Elaboracién
propia

Estufas: Las estufas utilizadas en el laboratorio son del tipo universales de
precision, y se usaron para mantener una temperatura constante de 80 o 50 °C de

las bebidas. (VER FIGURA 18)

~ POR FAVOR
'NO APAGAR

José Maria Obon

FIGURA 18: Estufas

Fuente: Elaboracion propia
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Balanza: el tipo de balanza usada fue Sartorius AX224. Este equipo se encarga de
medir el peso de diferentes compuestos. Las unidades de referencia son los
kilogramos (kg). La balanza electrdnica tiene una precision de décimas de

miligramos.(VER FIGURA 19).

; . | satoriun. E
- . -
®> ®omS®D -

FIGURA 19:
Balanza
electrénica

Fuente:  Elaboracion
propia

Agitadores magnéticos: los modelos de agitadores magnéticos utilizados fueron;
Agimatic E. Este equipo favorece la disolucion de compuestos en un medio
determinado gracias a la aportacion de calor y la accion de un movimiento

giratorio facilitado por un motor y un ndcleo de agitacion. (VER FIGURA 20)

FIGURA 20: Agitadores magnéticos

Fuente: Elaboracion propia
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3.2 Métodos
3.2.1 Medida de pH

La funcion principal del pH-metro se basa en la medicion exacta del pH de la disolucion
en cuestion. En lo que respecta a la temperatura, se puede afirmar que este aparato viene
provisto de una sonda térmica, la cual aporta informacion sobre la temperatura a la que se
encuentra la bebida que se estd analizando. El volumen que se debe afiadir a un vaso de
precipitado debe de ser el suficiente para que tanto la sonda térmica como la sonda que

mide el pH queden bafadas completamente por la disolucion.

Antes de empezar a utilizar este equipo, este se debe calibrar con unas disoluciones
preparadas que se encuentran a un pH de 4,01 y 7,00 (VER FIGURA 21). De esta manera

sabemos que la lectura tomada por el equipo sera lo mas exacta posible.

En el laboratorio se llevaron a cabo dos
experimentos diferentes con el pH-metro. El primer
experimento consistié en medir el pH inicial de las

bebidas para ver su influencia en el posterior

ensayo de estabilidad, y el segundo experimento se

FIGURA 21: Disoluciones
preparadas pH-metro

basé en variar sus pH iniciales para ver la

i ; . L. Fuente: Elaboracion propia
influencia de los diferentes colorantes a distintos

niveles de pH.

En los experimentos relacionados con la estabilidad de las bebidas comerciales fue
necesario variar su pH para estudiar la degradacion del colorante E-133 a pH similares. El
ajuste del pH, se realizé adicionando a las bebidas una disolucion de acido citrico o de

hidrogenocarbonato de sodio consiguiendo una reduccion considerable de su pH, también
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se les adiciond una disolucion de hidréxido de sodio para aumentar el pH de la bebida en

cuestion.

3.2.2 Ensayos de estabilidad en estufas

En las estufas se Ilevo a cabo el calentamiento de las diferentes bebidas en condiciones de
oscuridad, para ver su posterior degradacién en funcién de la temperatura a la que estaban
sometidas. Se pusieron a 50 y 80°C las bebidas no alcohdlicas, en cambio, los vinos
debido a su contenido en alcohol solo se introdujeron en la estufa que tenia una

temperatura de 50°C para evitar una pérdida de alcohol en su composicion.

Este método de exposicion de las bebidas a ciertas temperaturas se alargd en funcion del

tiempo que tardaron en degradarse las mismas, en caso de que existiera dicha degradacion.

3.2.3 Disolucion de colorantes

Los agitadores magnéticos fueron utilizados para la dilucion de los colorantes naturales,
tanto la Espirulina Blue como Natural Blue, en diferentes bebidas que no contenian
ningun tipo de colorante en su composicion, como fueron; Aquarius, Nodic Tonic Water,

Soda Schweppes y Don Luciano Gold Moscatto.

3.2.4. Métodos de analisis de colorantes: espectrofotometria UV-Visible

Uno de los métodos utilizados para analizar los colorantes en la composicién de las

bebidas fue la espectrofotometria UV-Vis. Como hemos comentado anteriormente en el
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apartado 3.1.3, este método consiste en el analisis de la cantidad de radiacion

electromagnética que puede absorber o transmitir una determinada muestra.

Todas las bebidas que contenian el colorante E-133 o cualquier otro colorante azul , tanto
alcohdlicas como no alcoholicas, fueron estudiadas por este procedimiento, para obtener
informacion sobre el pico de maxima absorcion en una determinada region de longitud de

onda.

El hecho de que las bebidas presenten un color azulado, es debido a que absorben ciertas
frecuencias o longitudes de onda del espectro visible y transmiten otras. Por esta razon el

rango de longitudes de onda que se estudio fue el rango de radiacion visible (380-750 nm).

En un rango de longitudes de onda entre 595-650 nm el color que absorben las muestras
es naranja. En cambio, el color que transmiten y el que nosotros apreciamos a simple vista

es un verde-azulado, debido a la presencia de los diferentes colorantes utilizados. [23]

Antes de realizar las medidas correspondientes, se llevo a cabo la calibracion del equipo
con agua destilada. Esto es lo que se conoce como medida en blanco. El agua se situ6 en
una cubeta, la cual se introdujo en el sistema dptico del espectrofotdmetro, para poder

Ilevar a cabo la calibracion. (VER FIGURA 22).
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FIGURA 22: Sistema 6ptico de un espectrofotometro

Fuente: Agilent
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El espectrofotobmetro es un instrumento de un Unico haz, y por ello debe realizar una
medida en blanco antes de poder medir una muestra. Para medidas de alta precision, la
medida en blanco y de la muestra deben realizarse con un intervalo de tiempo muy breve.

[21]

Una vez que se calibré el equipo, las muestras de bebidas se colocaron en la cubeta, para
poder analizarlas correctamente. De esta manera se obtuvieron datos sobre la absorbancia

de todas las bebidas en el rango de longitud de onda especificado.

Este método de andlisis de colorantes también fue utilizado para el estudio de la

estabilidad de bebidas con E-133 y que contienen una absorbancia préxima a la unidad.

3.2.5. Métodos de analisis de colorantes: Analisis por HPLC

Otro método utilizado para analizar los colorantes en las bebidas fue la cromatografia

liquida de alta eficacia.

En cromatografia liquida, la muestra se disuelve en una fase mdvil, que en este caso se
considera un liquido. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria
inmiscible, la cual se mantiene fija en una columna o sobre una superficie sélida. Las dos
fases se eligen de modo que los componentes de la muestra se distribuyan de modo
distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son retenidos
con fuerza por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mavil; por
el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven
con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra
se separan en bandas discriminadas que pueden analizarse cualitativa y/o

cuantitativamente.
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La cromatografia liquida de alta resolucién se diferencia de la cromatografia liquida
convencional, en que utilizan columnas de longitudes comprendidas entre 3 y 30 cm con
rellenos de tamafio de particula de didmetro de 3 a 10 pum, mientras que en la
cromatografia liquida convencional las columnas empleadas tienen longitudes de 50 a 500

cm y diametros de particula de 150 a 200 um. [22]

El HPLC utiliza el método de adsorcion para la separacion molecular. Cabe resaltar que la
fase estacionaria en este equipo se considera un compuesto solido mientras que las

moviles son; acetonitrilo, agua, amoniaco y acido acético.

El HPLC utilizado en el trabajo (Agilent, USA) tiene una columna C18 de 3,5 um (4,6 x
150 mm) Zorbax SB, termostatizada a 40°C. Cabe remarcar que el método utilizado en
este equipo contemplo una fase mévil A y una fase movil B. La fase movil A esta
compuesta por Acetato amonico 35 mM, a un pH de 7,0 con Acetonitrilo al 1%, mientras
que la fase movil B contiene Acetato amonico 35 mM, a un pH de 7,0 y con Acetonitrilo

al 50%.

El gradiente utilizado se puede observar en la TABLA 2. (VER TABLA 2)
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Tabla 2. Gradiente fase movil B

Tiempo (minutos) %B
0 10
1 10
17 30
26 100
36 100
37 10
40 10

Fuente: Elaboracion propia

Las muestras a analizar se situaron en unos frascos de cristal de pequefio tamario (viales de
1 ml), los cuales se colocaron en el muestreador automatico del equipo. De esta manera el
equipo puede funcionar de manera continua sin necesidad de ser interrumpido. Cabe

destacar que el volumen estandar de inyeccién fue de 5pl.

Para realizar adecuadamente el anélisis de las bebidas mediante el espectrofotometro y el
cromatografo liquido de alta eficacia fue necesario eliminar la turbidez presente en
determinadas bebidas. La eliminacion de la turbidez de las bebidas se llevd a cabo

mediante el uso de filtros de celulosa regenerada de 0,45 um desechables (Agilent, USA).

Inicialmente se obtuvieron los cromatogramas de los diferentes colorantes sintéticos
alimentarios (E-131, E-132 y E-133). Posteriormente se llevd a cabo el analisis de las
bebidas, tanto alcoholicas como no alcohdlicas, que contenian colorante azul en su
composicion. Los datos que se recogieron se compararon con los datos obtenidos

anteriormente de los diferentes colorantes azules.
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4.-Resultados y discusiones

4.1. Analisis de colorantes alimentarios azules en bebidas comerciales
4.1.1. HPLC. Cromatografia liquida de alta eficacia en colorantes azules

El interés de analizar los colorantes alimentarios azules, radica en demostrar la presencia

del colorante estudiado en las diferentes bebidas y de estimar la cantidad adicionada.

Para poder afirmar la presencia del colorante, se realizaron estudios analiticos mediante
HPLC y espectrofotometria. En los estudios realizados a través de HPLC se obtuvieron los
diferentes espectros de los colorantes sintéticos azules; E-131, E-132 y E-133 (VER

FIGURA 23).
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FIGURA 23: Espectro de absorcion de E-131
(azul), E-132(verde) y E-133(rojo)

Fuente: HPLC
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En los espectros de los colorantes se pueden apreciar los diferentes picos de absorcion
méaxima segun el rango longitud de onda. De esta manera, podemos concluir que el
colorante E-131 presenta su pico de maxima absorbancia a los 635 nm, mientras que el

colorante E-132 tiene su pico a los 610 nmy el colorante E-133 lo posee a los 630 nm.

Cabe destacar que los colorantes E-131 y E-133 presentan un segundo pico de absorcion
méaxima a una longitud de onda proxima a los 410 nm, mientras que el colorante E-132 no

presenta dicho pico de absorcion.

Como explicamos anteriormente en el apartado 3.2.4, en un rango de longitudes de onda
entre 595-650 nm el color que absorben las muestras es naranja. En cambio, el color que

transmiten y el que nosotros apreciamos a simple vista es un verde-azulado.

Gracias al estudio de espectrofotometria de los colorantes, podemos afirmar que para que
una bebida contenga cualquiera de los colorantes anteriormente mencionados, esta debe
presentar su pico de maxima absorbancia en el rango de longitud de onda caracteristico de
cada colorante. De esta manera quedaria demostrada la presencia o ausencia de cierto

colorante en la bebida estudiada.

Este equipo de anélisis aporta datos muy significativos, entre los que destacamos; el
tiempo de retencién de cada compuesto presente en la muestra, medido en minutos, y

también el area encerrada en cada pico del cromatograma.

El cromatografo liquido de alta eficacia se encarga de la separacion molecular mientras
que existe un detector UV-VIS auxiliar que tiene como funcion principal la identificacion
de los compuestos separados por el HPLC mediante la absorcion de luz de la muestra a

diferentes longitudes de onda.
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Los resultados obtenidos del andlisis de los patrones a diferentes concentraciones se

muestran en la TABLA 3.

A la hora de analizar los colorantes en el HPLC, se ha llegado a la conclusion que los
colorantes E-131 y E-133 poseen tiempos de retencion relativamente altos (24,5 y 22 min
respectivamente), mientras que el colorante E-132 posee un tiempo de retencion menor

(2,84 min. (VER TABLA 3y FIGURAS 24-26).

Tabla 3. Analisis de los colorantes

Colorante Tiempo de A max (nm)
retencion (min)

E-131 24,5 635

E-132 2,84 610

E-133 22,02 630

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 24: Cromatograma del colorante E-131

Fuente: HPLC
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FIGURA 25: Cromatograma del colorante E-132

Fuente: HPLC
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FIGURA 26: Cromatograma del colorante E-133

Fuente: HPLC




Ignacio Catald Ldépez ETSIA Ingenieria Agronémica

Si queremos trasladar estos analisis a las bebidas comerciales para comprobar realmente si
poseen algunos de estos colorantes, bastard con analizar dicha bebida mediante el HPLC y
el detector UV-VIS y comprobar si se produce un pico maximo de absorcién en el tiempo
de retencion estimado para ese colorante. De esta forma podemos aclarar que colorante

alimentario azul ha sido suministrado a las diferentes bebidas.

Ademas deben de coincidir el espectro del compuesto a ese tiempo de retencion con el del

colorante azul esperado.

4.1.2. Recta de calibrado.

La importancia de calcular una recta de calibrado para cada colorante, que relacione el
area encerrada en los picos del cromatograma con la concentracion medida en partes por
millon (ppm), radica en la posibilidad de calcular la cantidad de colorante afiadido a una

bebida comercial.

Para poder calcular dichas rectas tenemos que conocer el area encerrada en el pico de
maxima absorcion del cromatograma de cada colorante, que es un dato que proporciona el
equipo al realizar el andlisis de cada colorante, y también debemos de saber la

concentracion, la cual se establece al inicio del experimento de manera manual.

En la elaboracion de la recta de calibrado de los colorantes E-133 y E-131 se prepararon
muestras del analito de concentraciones de 5-10-20 ppm, en cambio para realizar la recta
de calibrado del colorante E-132 se prepararon muestras del analito de concentraciones de

20-40-80 ppm.
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Este colorante tiene una menor absortividad molar (E*** = 480) frente al E-131 (E'* =

2000) y al E-133 (E** = 1630) (VER FIGURA 27).
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FIGURA 27: Recta de calibrado de los colorantes

Fuente: Elaboracion propia

El hecho de utilizar mayores concentraciones en el colorante E-132 se debe al hecho de
que posee un poder colorante mas débil. De esta forma se pudo obtener adecuadamente su
cromatograma, ya que si se hubiesen utilizado concentraciones menores no podria

visualizarse.

Una vez que se ha obtenido la ecuacién de la recta de cada colorante, se puede calcular la
concentracion de colorante en las diferentes bebidas comerciales. Dicha concentracion se
calcula sustituyendo el area en la ecuacion de la recta caracteristica del colorante. De esta
manera podremos saber la concentracion de colorante adicionado a las bebidas

comerciales en funcion del area obtenida del cromatograma.
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4.1.3. Analisis por HPLC de bebidas comerciales

Se analizaron tanto las bebidas alcohdlicas como no alcohdlicas mediante el HPLC. A
través de dicho analisis se pudo comprobar que tipo de colorante alimentario azul poseian,
en funcién del tiempo de retencién de cada colorante presente en la bebida en cuestion. Ya
que anteriormente se habian estudiado los tiempos de retencion de cada colorante

alimentario azul.

Este estudio también tiene como finalidad calcular la concentracién de colorante

adicionada a la bebida comercial gracias a la recta de calibrado calculada anteriormente.

Como queda explicado en el apartado 4.1.2. conociendo el &rea del pico caracteristico de
cada colorante y sabiendo la recta de calibrado de cada colorante podemos averiguar que
concentracion posee la bebida en cuestion. Los resultados obtenidos se presentan en la

TABLA 4. (VER TABLA 4y FIGURAS 28-38)
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Tabla 4. Analisis por HPLC de las bebidas

Bebidas | Tiempo | Colorante Area | Ecuacién de | Concentracion
de (mAU la recta (ppm)
retencion min)
(min)

Vino A 21,722 E-133 970,1 y = 36,91x — 26,3+ 0,1
0,47

Vino B 21,892 E-133 59,7 y = 36,91x — 16+ 0,1
0,47

Vino C 21,798 E-133 3426 y = 36,91x — 93+ 01
0,47

Vino D 21,801 E-133 135,6 y = 36,91x — 37+ 01
0,47

Vino E 24,150 E-132 366,6 y = 35,56X — 10,3+ 0,1
0,37

Isoténica 21,935 E-133 1472 y = 36,91x — 40+ 0,1
1 0,47

Isoténica 21,985 E-133 1245 y = 36,91x — 34+ 01
2 0,47

Bebida 22,004 E-133 3945 y = 36,91x — 10,7+ 0,1
Zumo 1 0,47

Bebida 22,073 E-133 106,9 y = 36,91x — 29+ 0,1
Zumo 2 0,47

Ténica 1 22,100 E-133 52,3/2 y = 36,91x — 07+ 01
0,47

Ténica 2 22,071 E-133 113,3/2 | y=36,91x — 15+ 0,1
0,47

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 28: Cromatograma de Vino A

Fuente: HPLC
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FIGURA 29: Cromatograma de Vino B

Fuente: HPLC
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FIGURA 30: Cromatograma de Vino C

Fuente: HPLC
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FIGURA 31: Cromatograma de Vino D

Fuente: HPLC
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FIGURA 32: Cromatograma de Vino E

Fuente: HPLC
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FIGURA 33: Cromatograma de Powerade Blue

Fuente: HPLC
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FIGURA 34: Cromatograma de Upgrade Blue

Fuente: HPLC
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FIGURA 35: Cromatograma de Sunny Delight Blue

Fuente: HPLC
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FIGURA 36: Cromatograma de Fusién Frutas

Fuente: HPLC
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FIGURA 37: Cromatograma de Nordic Tonic Blue

Fuente: HPLC
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FIGURA 38: Cromatograma de Original Premium Tonic

Fuente: HPLC
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Por ejemplo, el Vino A al analizarlo en el HPLC presenta un tiempo de retencién de 21,72
minutos, lo que indica que tiene el colorante E-133 en su composicion, ya que el tiempo
de retencidn caracteristico de este colorante es de 22,02 minutos. Como sabemos que
posee dicho colorante sabemos también su correspondiente recta de calibrado (y = 36,91x

—0,47). Un dato que también nos ofrece su analisis es que posee un area de 970,1.

Con todos estos datos obtenidos podemos calcular la concentracion de E-133 en el vino

sustituyendo el &rea en la recta de calibrado y despejando adecuadamente:

y=23691x—-047 > 970,1 = 36,91x — 0,47 -> x = 26,29 ppm

De esta manera podemos saber el tipo de colorante alimentario azul presente en la bebida

y la concentracion adicionada.

Del estudio analitico mediante HPLC realizado en las bebidas comerciales se llegé a la
conclusién de que no existen adulteraciones en su composicion. Ademas, la concentracion
del colorante E-133 adicionado a las bebidas se encuentra en el rango de 1,43 A 26,29
ppm, mientras que la concentracion del colorante E-132 presente en el Vino E alcanza los

10,31 ppm.

Segun la legislacion, la dosis diaria admisible del colorante E-133 es de 12,5 miligramos
(mg) por kilogramos (kg) de peso corporal. Por lo tanto, un nifio que pese unos 10 kg
podra consumir una cantidad de 125 mg diarios. Se puede asegurar la viabilidad comercial
de las bebidas, ya que la que mayor concentracion posee, tiene 26,29 mg/l, lo que

supondra un consumo de practicamente 5litros al dia

En el caso del colorante E-132, la dosis diaria admisible es de 5 mg por kg de peso
corporal. De esta manera un adulto que tenga un peso corporal de 50 kg podra consumir

250 mg/l diarios de este colorante. EI Unico vino que posee dicho colorante posee una
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concentracion de 10,31 ppm, con lo cual queda demostrada la viabilidad comercial de este
colorante, debido a que esta cantidad es inferior a la dosis diaria admisible. Supondria un

consumo diario de 24 litros..
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4.2. Estabilidad de colorantes azules en disolucion
4.2.1. Ensayo de estabilidad de bebidas comerciales

El primer paso que se realizd para el ensayo de estabilidad de las bebidas comerciales fue
la medicion de su pH. Los vinos mostraron un pH de 3,0, mientras que las bebidas
isotonicas tenian niveles de 3,0-3,5, las bebidas refrescantes con zumo de fruta alcanzaron

niveles de pH de 2,5-3,0, y las tdnicas tuvieron niveles de pH de 2,5.

Las bebidas, tanto alcoholicas como no alcohdlicas, que contenian algun tipo de colorante
azul alimentario se introdujeron en diferentes estufas para comprobar la estabilidad de los

colorantes en funcion de la temperatura.

Los refrescos como hemos mencionado en el apartado 3.2.2 se mantuvieron a
temperaturas de 25, 50 y 80°C para observar el tiempo de degradacion a diferentes
temperaturas, mientras que los vinos se conservaron unicamente a temperaturas de 25 y
50°C. La razon de no exponer los vinos a 80°C se basé en la posibilidad de la eliminacion
del alcohol que se encuentra en la composicion de cada vino, ya que el punto de ebullicion

del alcohol es de 78,32°C.

El tiempo de exposicion estimado en la degradacion acelerada de las bebidas a las
temperaturas marcadas vario en funcion de la degradacion observada, es por eso que por
ejemplo los vinos se dejaron a 50°C durante 27 dias mientras que las bebidas no
alcoholicas estuvieron aproximadamente unos 12 dias a 80°C. La diferencia de dias
observados entre ambos grupos dependidé de la composicion de cada bebida y de su

contenido o no en alcohol.
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Los ensayos acelerados de estabilidad a 80°C mostraron altos niveles de degradacion de
las bebidas comerciales en un periodo de tiempo relativamente corto, mientras que en
dicho periodo de tiempo las bebidas que fueron expuestas a temperaturas inferiores ain no

habian mostrado evidencias de la degradacion del colorante en su composicion.

Se llegaron a observar cambios fisicos en las bebidas. Los cambios observados hacian
referencia al color de la propia bebida, dicho color iba perdiendo su tono azul
caracteristico y viraba de color en funcién de la composicion de la bebida en cuestion.
Este cambio fisico pudo ser explicado mediante la variacion de los espectros de absorcién

de cada bebida en la region de la radiacion visible.

4.2.1.1.  Ensayo de estabilidad de vinos.

Todos los vinos poseen el colorante E-133 en su composicion, excepto el Vino E que
posee el colorante E-132. Estas bebidas alcohdlicas fueron introducidas en las respectivas

estufas a 25 y 50°C durante los 27 dias que duré el experimento.

Durante estos dias se tomaron diferentes muestras para realizar un andlisis de
espectrofotometria de los vinos. De esta manera se consiguio demostrar el cambio de color
en funcion de la variacion del espectro de absorcion en la region de longitud de onda del

espectro visible (400-750 nm).

Las muestras de los vinos fueron tomadas a los 0, 5, 7, 14 y 27 dias para observar la

degradacion de los colorantes de una forma mas gradual.

De forma general se pudo afirmar que los vinos que fueron expuestos a temperaturas de

25°C no tuvieron ningun tipo de degradacion del color tras los 27 dias, mientras que los
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vinos que fueron expuestos a temperaturas de 50°C habian sufrido un cambio de color de

una tonalidad azul a verdoso. (VER FIGURAS 39 Y 40)

FIGURA 39: Estabilidad de vinos a 25°C (27 dias)

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 40: Estabilidad de vinos a 50°C (27 dias)

Fuente: Elaboracion propia
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Del estudio de estabilidad de los vinos en el espectrofotometro vamos a concluir que los
Vinos A, C y D sufren un proceso de degradacion del color a 50°C, dicha degradacion se
considera gradual en funcion del tiempo. Mientras que el Vino E sufre una degradacion
mas acusada del color en torno a los 27 dias de su almacenamiento. Cabe mencionar que el
Vino B es el que se observa menos degradacion a 50°C debido a la menor coloracion

inicial de este vino.

Los cambios de color reflejados en las bebidas alcoholicas se pueden visualizar en las

variaciones de sus espectros de absorcion en longitudes de onda cercanas a los 420 nm

(VER FIGURAS 41-50)
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FIGURA 41: Espectro de absorcién del Vino A a 25°C
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FIGURA 42: Espectro de absorcion del Vino A a 50°C

Fuente: Espectrofotémetro
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FIGURA 43: Espectro de absorcién del Vino B a 25°C
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FIGURA 44: Espectro de absorcion del Vino B a 50°C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 45: Espectro de absorcién del Vino C a 25°C
Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 46: Espectro de absorcion del Vino C a 50°C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 47: Espectro de absorcion del Vino D a 25°C
Fuente: Espectrofotoémetro
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FIGURA 48: Espectro de absorcién del Vino D a 50°C
Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 49: Espectro de absorcion del Vino E a 25°C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 50: Espectro de absorcion del Vino E a 50°C

Fuente: Espectrofotometro
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4.2.1.2.  Ensayo de estabilidad de bebidas isoténicas

Las bebidas isotonicas que presentan el colorante E-133 en su composicion son Powerade
Blue y Upgrade Blue, las cuales se conservaron a 25 y 50 °C durante un periodo de 51

dias.

Las bebidas estudiadas no presentaron ninguna anomalia en su color en todo el tiempo que

fueron almacenadas en las estufas a las diferentes temperaturas. (VER FIGURA 51)

FIGURA 51: Estabilidad de bebidas isotonicas a 25 y 50 °C (51 dias)

Fuente: Elaboracion propia

Las caracteristicas de estas bebidas es el hecho de poseer un pH de 3,5 y la presencia de
ciertos compuestos en su composicion, como son; la sacarosa, acelsufamo K, sucralosa,

acido citrico, citrato sddico, goma arabiga, etc.

Tal como se realizo con los vinos, se tomaron diferentes muestras para analizarlas en el
espectrofotometro, dichas muestras fueron recogidas los dias 0, 5 y 12. Estas muestras

recogidas fueron estudiadas a temperaturas de 50 y 80°C.
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Debido a la turbidez que presentaban fueron filtradas antes de ser analizadas, para ello se
usaron filtros de celulosa regenerada, ya que se consideran los filtros mas efectivos para
eliminar la turbidez sin llegar a retener el colorante azul. La turbidez se debe eliminar ya

que podria afectar a la hora de obtener los espectros de absorcion de las bebidas.

De los andlisis realizados mediante el espectrofotdmetro se puede afirmar que existen
pequefias variaciones a temperaturas de 50 y 80°C. Dichas degradaciones se presentan en
ambas bebidas. Cabe mencionar que desde el punto de vista del color, no existen cambios

apreciables.

Estas degradaciones observadas en el espectro de absorcion se reflejan en longitudes de
onda cercanas a los 420 nm. Aun asi estas pequefias degradaciones no se detectaron a
simple vista en las bebidas isotonicas los 3 meses que estuvieron almacenadas en las

estufas. (VER FIGURAS 52-55)
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FIGURA 52: Espectro de absorcion de Isotonica 1 a 50 °C

Fuente: Espectrofotémetro
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FIGURA 53: Espectro de absorcion de Isotonica 1 a 80 °C

Fuente: Espectrofotoémetro
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FIGURA 54: Espectro de absorcion de Isotonica 2 a 50 °C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 55: Espectro de absorcion de Isotonica 2 a 80 °C

Fuente: Espectrofotometro

4.2.1.3. Ensayo de estabilidad de bebidas refrescantes con zumo de frutas

Las bebidas refrescantes con zumo de frutas que se trataron en este experimento fueron
Sunny Delight Blue y Fusion Frutas, las cuales estan formuladas con el colorante E-133.
Al igual gue se realizd con las bebidas isotonicas, estas bebidas se almacenaron unos 51

dias a temperaturas de 25 y 50°C.

Pero a diferencia de las bebidas isotonicas, las bebidas con zumo de frutas si presentaron
anomalias en su color durante el almacenamiento. Las principales caracteristicas de su
formulacion son; un pH relativamente bajo, ya que la bebida refrescante con zumo 1
contiene un pH de 2,95, y la otra posee un pH de 3,10, mientras que las bebidas isotonicas
poseian un pH en torno a 3,5. La bebida refrescante con zumo 1 posee extractos de citricos
en su composicion, (naranja 3,8%, mandarina 0,5%, pomelo 0,5% y limén 0,1%) que

podrian provocar el cambio de color en la bebida, mientras que la bebida refrescante con
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zumo 2 posee un 35% de zumo de frutas (20% de manzana, 10% de uva, 1% de arandanos
y 1% de kiwi). La composicion de cada bebida fue la principal razén por la cual la bebida
con zumo 1 si cambio de color a 50°C, mientras que la bebida refrescante con zumo 2 no

lo hizo. (VER FIGURA 56)

FIGURA 56: Estabilidad de bebidas con zumo de frutas a 25 y 50°C (51dias)

Fuente: Elaboracion propia

Estas bebidas también se consideran turbias con lo cual se tuvieron que filtrar con filtro de
celulosa regenerada antes de introducir las muestras en el espectrofotdmetro. En este
experimento las muestras se recogieron los mismos dias que las bebidas isotdnicas, es

decir, los dias 0,5 y 12, tras almacenamiento a 50 y 80°C.

Tras los andlisis realizados en el espectrofotometro se lleg6 a la conclusién de que ambas
bebidas refrescantes con zumo de frutas sufren importantes degradaciones del color a
80°C, mientras que a 50°C los cambios de color tras 12 dias no fueron tan evidentes,
especialmente en el caso de la Bebida refrescante con zumo de frutas 2. Estos cambios se

reflejaron en sus espectros de absorcion en la region de los 420 nm. Cabe destacar que se
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observa un mayor cambio de tonalidad de azul a simple vista en la primera bebida que en

la segunda

. (VER FIGURAS 57-60)
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FIGURA 57: Espectro de absorcién de bebida refrescante con
zumo de frutas 1 a 50 °C
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FIGURA 58: Espectro de absorcion de bebida refrescante con
zumo de frutas 1 a 80 °C
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FIGURA 59: Espectro de absorcion de bebida refrescante con

zumo de frutas 2 a 50 °C

Fuente: Espectrofotoémetro
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FIGURA 60: Espectro de absorcion de bebida refrescante con
zumo de frutas 2 a 80 °C

Fuente: Espectrofotometro
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4.2.1.4.  Ensayo de estabilidad de ténicas

Las tonicas que se utilizaron para este experimento fueron Nordic Tonic Blue y Original
Premium Tonic, las cuales también contienen el colorante E-133 en su composicion.
Como sucedié con las bebidas refrescantes con zumo de frutas y con las bebidas
isotonicas, estas bebidas también se conservaron a las mismas temperaturas y el mismo

tiempo estimado.

Estos tipos de ténicas no presentaron ningun tipo de alteracion del color a temperaturas de
25 y 50°C durante 51 dias. No obstante se observé un cambio de tonalidad del azul
caracteristico de las ténicas a un azul verdoso a temperaturas de 80°C. Las propiedades
que contienen las tonicas que podrian ocasionar que verdeen dichas bebidas son; la
presencia de aromas citricos tales como esencia de limén, lima e incluso pomelo. Al igual
que ocurre con las bebidas refrescantes con zumo de frutas, estas bebidas poseen un pH
acido en torno a 2,44 lo que puede facilitar el proceso de degradacion del colorante E-133.

(VER FIGURA 61)

FIGURA 61: Estabilidad de ténicas a 25 y 50°C (51 dias)

Fuente: Elaboracion propia
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Las tonicas no presentaban turbidez, con lo cual las muestras podian introducirse
directamente en el espectrofotometro sin necesidad de un filtrado. Las muestras se sacaran
de las estufas los mismos dias que las anteriores bebidas sin alcohol, a los 0, 5 y 12 dias a

50 y 80°C.

Cabe mencionar que en los espectros de absorcion de estas bebidas podemos contemplar
gue no existe apenas degradacion a temperaturas de 50°C, mientras que a temperaturas de
80°C se presentaron degradaciones del colorante de ambas tonicas en toda la region del

espectro visible. (VER FIGURAS 62-65)
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FIGURA 62: Espectro de absorcion de tonica 1 a 50 °C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 63: Espectro de absorcion de ténica 1 a 80 °C
Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 64: Espectro de absorcién de ténica 2 a 50 °C

Fuente: Espectrofotometro
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FIGURA 65: Espectro de absorcion de tonica 2 a 80 °C

Fuente: Espectrofotometro

Podemos concluir que a 25°C ninguna bebida comercial azul sufrié alteraciones de su

color.

Los experimentos realizados en las bebidas azules comerciales atendiendo al
almacenamiento a 50 °C, permitieron observar que los vinos verdearon transcurridos unos
17 dias, mientras que las bebidas isotonicas y las tonicas no verdearon con ese tiempo y a
esa temperatura. Lo que indica que algin compuesto puede ser responsable del fendmeno

de verdeamiento.

En lo que respecta a las bebidas refrescantes formuladas con zumo de frutas, podemos
indicar que aquellas que contienen citricos en su composicion (bebida refrescante con
zumo de frutas 1) a 50°C tras unos 12 dias sufrieron una degradacion de su color azul,
mientras que la que se prepard con otro tipo de frutas como la uva, (bebida refrescante con
zumo de frutas 2) mostrd6 menores cambios de color. Esto parece indicar que existe una

relacién entre la presencia de zumos citricos y de uva en el cambio de color.
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A 80°C las bebidas isotdnicas estudiadas no presentaron alteraciones del color azul,
mientras que las tonicas tras 12 dias cambiaron su tonalidad azul a un color més verdoso.

Las bebidas refrescantes con zumo de frutas en su composicién presentaron una mayor

degradacion del color azul a 80°C transcurridos 12 dias. (VER FIGURA 66)

FIGURA 66: Estabilidad de bebidas sin alcohol a 80°C

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.1. Experimento de estabilidad con bebidas modelo azules

El experimento sobre la estabilidad del colorante E-133 en ciertas bebidas modelo azules
se basa en el estudio de su degradacién utilizando una concentracion de colorante
constante en absorbancia 1, y utilizando distintos tipos de bebidas de variada composicion

quimica entre otras caracteristicas principales.

Las bebidas modelo que han sido objeto de este experimento han sido; Soda Schweppes
que es una bebida con un pH en torno a 3,9 y contiene anhidrido carbdnico y bicarbonato
sodico como principales componentes. A esta soda se le adiciono el colorante E-133 y

también se le disminuy6 el pH hasta niveles de 2,5-3,0.

También se utilizé la bebida Upgrade Blue, a la cual se le adiciono el colorante Azul

Brillante FCF y tenia un pH de 3,5.

Para estudiar la influencia del colorante E-133 en diferentes tdnicas, también fueron
objetos de estudio Nordic Tonic Blue y Nordic Tonic Water. Estas Ultimas bebidas aparte
de contener dioxido de carbono, contienen quinina y &cido citrico en su composicién

quimica. Ademas ambas bebidas poseen un pH de 2,5 y se suplementaron con E-133.

Por altimo se estudio la estabilidad del colorante en el Vino B. Este vino presentaba un pH

en torno a 3,0 y se le adiciono E-133.

Este experimento consistio en la degradacion acelerada de dichas bebidas, manteniendo
las bebidas sin alcohol a una temperatura de 80°C mientras que el vino se conservo a unos

50°C.

Se ensayaron tanto las bebidas con colorantes en su composicién como las bebidas sin

colorantes.
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4.2.1.5.  Ajuste de pH.

El primer paso que se llevo a cabo en este experimento fue ajustar el pH de las bebidas
mediante el uso de disoluciones de acido citrico, disoluciones de hidroxido de sodio o

incluso disoluciones de hidrégenocarbonato de sodio

Se corrigi6 el pH de la bebida Soda Schweppes de un pH inicial de 3,9 hasta un pH de 2,5.

Para ello se adiciono acido citrico en disolucion para disminuir su valor.

El fundamento de ajustar el pH se utilizd para observar la degradacion del colorante en las

bebidas y comprobar si la acidez de estas influye en cierta medida en dicho proceso.

4.2.1.6. Adicion de colorante E-133.

Segun la ley de Beer Lambert se demuestra que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de colorante presente en la bebida a través de la siguiente

formula;

A= gxl*c

Donde ¢ es la absortividad molar, que se considera un valor constante para cada tipo de
sustancia a una determinada longitud de onda y en unas condiciones experimentales
determinadas; también se denomina coeficiente de extincién molar si la concentracién se

expresa en moles por litro.

Si se trabaja a una longitud de onda dada y con una cubeta de un determinado espesor, |,
la absorbancia, A, es proporcionable a la concentracion de la muestra, c, lo que constituye

el fundamento del analisis espectrofotométrico cuantitativo.
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Gracias a esta ley se puede asociar la absorbancia de las diferentes bebidas con la

concentracion de colorante suministrado. [24]

Por esta razon se adiciond una concentracion de E-133 tal que la absorbancia alcanzada en

todas las bebidas fuese préxima a la unidad.

El objetivo que se intentd conseguir se baso en establecer una concentracion de E-133 mas
0 menos equitativa en todas las bebidas para poder observar el proceso de degradacion del

colorante en cada una de las bebidas.

En caso de que la degradacion se hubiese presentado de la misma forma en todas las
bebidas quedaria demostrado que la degradacion del colorante E-133 esta directamente
relacionada a su concentracién presente en la bebida no viene afectada por las
caracteristicas de las bebidas. Sin embargo, la degradacion del colorante no se present6 de
manera uniforme, lo que llevo a pensar que habia otros factores que también influian en el

proceso de degradacién del colorante y/o cambio de tonalidades de azul a verde.

4.2.1.7. Estabilidad de colorantes frente a la temperatura.

El experimento consistié en introducir las bebidas en estufas a 50 y 80°C durante un
periodo de tiempo caracteristico para cada tipo de bebida. Los vinos se almacenaron 29
dias a 50°C, mientras que el resto de bebidas sin alcohol solamente se guardaron 10 dias a

80°C.

Se realizaron andlisis mediante espectrofotometria y cromatografia liquida de alta eficacia
para observar tanto la degradacion del colorante E-133 a concentraciones similares, como
para contemplar la propia degradacion de los compuestos quimicos presentes en las
bebidas en las cuales no se ha adicionado E-133.
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La Soda Schwepees con E-133, no sufre ningin tipo de alteracién durante su

almacenamiento. La Soda Schweppes sin el colorante E-133 queda transparente tras el

almacenamiento. (VER FIGURA 67)

FIGURA 67: Estabilidad de Soda Schweppes a 80°C

Fuente: Elaboracion propia

La bebida Upgrade Blue como se demostr6 anteriormente tampoco sufre alteraciones del
colorante E-133 a una temperatura de 80°C, con lo cual su color se mantiene uniforme
independientemente de la concentracion de colorante afiadido a la bebida (VER FIGURA

68)

FIGURA 68: Estabilidad de Upgrade Blue a 80°C

Fuente: Elaboracion propia
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La bebida Nordic Tonic Water al calentarse sin colorante se pone de color amarillo, esto es
un claro ejemplo de que aparecen compuestos amarillos que provienen posiblemente de la
oxidacion de los compuestos fendlicos y que provocan que la bebida verdee en presencia
del colorante E-133, puesto que sin poseer el colorante E-133, la bebida con el paso del
tiempo empieza a mostrarse amarilla gracias a la accion de reacciones quimicas en su

interior. (VER FIGURA 69).

FIGURA 69: Estabilidad de Nordic Tonic Water a 80°C

Fuente: Elaboracion propia

La bebida Nordic Tonic Blue, que si contiene el colorante E-133, se vuelve de un color
mas verdoso, debido a que el color amarillo més el azul del colorante provocan un tono

verde caracteristico (VER FIGURA 70)
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FIGURA 70: Estabilidad de Nordic Tonic Blue a 80°C

Fuente: Elaboracion propia

En este contexto se puede puntualizar que la bebida Nordic Tonic Water presenta

fluorescencia, gracias a la presencia de quinina en su estructura. (VER FIGURA 73)

FIGURA 73: Fluorescencia de Nordic Tonic Water

Fuente: Elaboracidn propia

La fluorescencia se produce cuando una sustancia emite luz visible al absorber radiacién
de una longitud de onda menor, como por ejemplo luz ultravioleta. La diferencia entre la
energia absorbida (del foton ultravioleta) y la emitida (del foton visible) se disipa en forma
de calor. Se dice que la sustancia posee fluorescencia cuando este proceso es muy rapido;

si es mas lento se dice que la sustancia posee fosforescencia.
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Segln O’Reilly; la quinina es una molécula orgénica de formula molecular C,oH24N205, en
la que se puede observar el fendmeno de fluorescencia cuando ésta se ilumina con luz

ultravioleta y se encuentra en medio &cido, como en el agua tonica. [25]

Como se observa en la fotografia las muestras a tiempo 0 y 2 dias muestran una clara
fluorescencia, mientras que la muestra a los 4 dias posee menos fluorescencia. A falta de
una comprobacion analitica la quinina puede ser en parte responsable del verdeamiento de

las tonicas a altas temperaturas.

El Vino B sin colorante azul, tal y como sucede con la ténica present6 tras el calentamiento
a 50°C compuestos amarillos procedentes posiblemente de la oxidacion de compuestos
fendlicos que provocan su amarilleamiento sin necesidad de poseer el colorante E-133.
Con lo cual el vino al cual si se le ha adicionado dicho colorante, al transcurrir unos dias

poseera un color verdoso. (VER FIGURAS 71 Y 72)

FIGURA 71: Estabilidad de Vino B sin E-133 a 50°C

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 72: Estabilidad de Vino B a 50°C

Fuente: Elaboracion propia

Los estudios realizados en estas bebidas nos llevan a justificar que el cambio de color de
las bebidas con colorante viene determinada por compuestos presentes en las bebidas que
facilitan dicho proceso. Esto se explica gracias a que la bebida Soda Schweppes es una
soda carbonatada sin ningun aditivo incorporado y no sufre ningln tipo de alteracién del

color tras almacenarse en las estufas a 80 °C.

4.2.1.8.  Espectrofotometria de las bebidas modelo.

De las estufas a 50 °C se sacaron muestras de las bebidas alcohdlicas para analizarlas, los
dias 0, 4, 8, 11, 18 y 29, mientras que las muestras tomadas de los refrescos fueron los dias

0,2, 4,7y 10 a80°C.

De los espectros de absorcién podemos concluir que las bebidas que menos variacion de
color sufren son Soda Schweppes con E-133y Upgrade Blue. No se observa el cambio

visualmente de manera apreciable. (VER FIGURAS 74 Y 75).
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FIGURA 74: Espectro de absorcion de Soda Schweppes con adiciéon de E-133 a
80°C

Fuente: Espectrofotometro

|
1,4
——U_2 80 (2 dias)
1,2
80°C Upgrade E-133
1 ——U_4 80 (4 dias)
g
5 0.8 ——U_7.80 (7 dias)
(‘c; 0,6
o 420 nm U_10_80 (10 dias)
@] 014 Z
3
< 02
0 ——
350 450 550 650 750

Longitud de onda (nm)

FIGURA 75: Espectro de absorcion de Upgrade Blue con adicion de E-133 a
80°C

Fuente Espectrofotometro
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Mientras que el Vino B y Nordic Tonic Blue son las bebidas que mas alteracion sufren del

E-133 (VER FIGURAS 76 Y 77)

I
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FIGURA 76: Espectro de absorcion de Nordic Tonic Blue con adicion de E-
133 a 80°C
Fuente Espectrofotometro
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FIGURA 77: Espectro de absorcion de Vino B con adicion de E-133 a 50°C
Fuente Espectrofotometro

El amarilleamiento producido en el Vino B y Nordic Tonic Water queda justificado, ya
que observando los datos del espectrofotdmetro de estas bebidas sin el colorante E-133 en
su composicién, podemos comprobar que en la region de 380-435 nm (region en la cual el
color absorbido es el violeta y el color transmitido y observado a simple vista es el
amarillo verdoso) existen variaciones en funcion del tiempo de los diferentes espectros de

absorcion.

Observando los espectros de absorcion se llegd a la conclusion de que ambas bebidas
podian presentar un maximo de absorcion entre 280 y 360 nm. (VER FIGURAS 78y 79)

[21]
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FIGURA 78: Espectro de absorcion de Nordic Tonic Water s a 80°C

Fuente Espectrofotometro
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FIGURA 79: Espectro de absorcion de Vino B sin adicion de E-133 a 50°C

Fuente Espectrofotometro
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En definitiva, los datos facilitados por este equipo nos ayudaron a demostrar la existencia
de compuestos amarillos que podrian proceder de reacciones quimicas de oxidacion de
compuestos fendlicos. Dichas reacciones son totalmente independientes de la

concentracion de colorante adicionado a la bebida.

Cabe mencionar que la degradacién del colorante E-133 se puede correlacionar con la
disminucion de las absorbancias a 630 nm con el tiempo. De manera aproximada las

caidas serian entre el 5-10%.

4.2.1.9.  Anadlisis por cromatografia liquida de alta eficacia de las bebidas modelo.

Al igual que se realizo con el espectrofotdmetro, se realizaron diferentes analisis mediante
el cromatografo. Se tomaron muestras de los vinos los dias 0, 4, 8, 11, 18 y 29, en cambio

de las bebidas sin alcohol se recogieron los dias 0, 2, 4, 7 y 10.

Mediante la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se intenta identificar aquellos
compuestos originados en la degradacién del colorante E-133, y lograr mediante este
método explicar razonadamente el origen del color verde en aquellas bebidas que sufren la

degradacion del colorante.

4.2.1.9.1. Analisis de Soda Schweppes.

Se han estudiado cromatogramas en dos regiones totalmente diferenciadas del espectro de
absorcion de dicha soda, una longitud de onda de 280 nm y otra de 630 nm. A una
longitud de onda de 280 nm aparece un pico de absorcidn caracteristico con un area de

1853 mAU min. Este pico de absorcion aparece a los 1,18 minutos, debido a que esta
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presente en la bebida que no contiene el E-133 se sobreentiende que no es un compuesto

originado de la degradacion de dicho colorante, con lo cual se barajé la hipotesis de que

pudiese ser acido citrico presente en la composicion de la bebida.

Cabe destacar que a una longitud de onda de 630 nm, en la bebida que se adiciono Azul

Brillante FCF, aparecié Unicamente el pico de absorcion caracteristico del propio

colorante, ya que su tiempo de retencion fue de 22 minutos. En esta region de longitud de

onda no se presentaron diferentes picos de absorcion debido a que tal como se demostrd

con el espectrofotdmetro en el ensayo de estabilidad, esta bebida no sufre degradacion de

su colorante. (VER TABLA 5)

Tabla 5. Analisis por HPLC de Soda Schweppes

Bebida Tiempo Region de Region de % Color
(dias) 280 nm 630 nm
t=1,18 min t= 21,95 min
AreamAU min | Area mAU min
0 1853 453,8 100
Soda Schweppes 2 969 452,3 99,7
con E-133 4 794 451,6 99,5
7 701 451,3 99,4
10 641 448 9 98.9

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.1.9.2. Analisis de Upgrade Blue

De la misma manera que se realizd con Soda Schweppes, la bebida isoténica Upgrade

Blue se estudio a longitudes de onda de 280 y 630 nm.

A la longitud de onda de 280 nm se obtuvieron picos de absorcion de tiempo de retencion

1,15-2,8-3,98 y 5,9 minutos.

El mayor aumento de area en funcion del tiempo se observé en el pico de absorbancia

surgido a los 3,98 minutos, llegando a alcanzar niveles de 6394,6 mAU.

En el rango de longitud de onda de 630 nm aparecid un compuesto que podria ser
procedente de la degradacion del E-133, el cual tuvo un tiempo de retencion de 23,09
minutos. Cabe destacar que a los 22 minutos aparecid el pico de absorcion caracteristico

del Azul Brillante FCF.

La degradacion del colorante E-133 ha sido de un 18,9 % tras 10 dias. (VER TABLA 6)

Tabla 6. Analisis por HPLC de Upgrade Blue

Bebida | Tiempo Region de 280 nm Region de 630 nm
(dias) t=1,15 t=2,80 | t=3,98 t=5,90 | t=21,93 | t=23,09

min min min min min min

Area Area Area Area Area Area
mAU min | mAU min | mAU min | mAU min | mAU min | mAU min

0 161,6 0 0 0 190,2 0

Upgrade 144 0 287,6 5 189,5 65

4 117 9,6 4656 78,3 1715 18,4

7 123,6 13,2 6394,6 1335 154,5 25,8

10 0 7819 152,9 26,1

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.1.9.3. Andlisis de Nordic Tonic Water

En el estudio de los cromatogramas de Nordic Tonic Water, se observaron los
componentes presentes a 280 nm. A 280 nm se formaron diferentes compuestos los cuales
se reflejaron a diferentes tiempos de retencién en el cromatograma; 2,83, 4, y 6 minutos,
también se produjeron degradaciones de compuestos presentes en la tonica a 1,18 minutos,

como en el caso anterior de Soda Schweppes y Upgrade Blue.

Al igual que se vio con la bebida Upgrade Blue, esta bebida present6 un pico de absorcién
a los 4 minutos, el cual poseia una gran area llegando a obtener niveles de 31066 mAU.
Sin embargo, no tiene relacién alguna con la presencia del colorante E-133, pues no esta
presente. Este compuesto podria ser responsable del color amarillo que se observa en la
muestra. Visualmente se observa amarilla la muestra a los 4 dias y esto supone un area de

27000 mAU.

Como hemos mencionado en el estudio del cromatograma de Soda Schweppes y Upgrade
Blue, la degradacion presente a los 1,18 minutos en la region de longitud de onda de 280

nm podria hacer referencia al acido citrico presente en dicha bebida. (VER TABLA 7)
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Tabla 7. Analisis por HPLC de Nordic Tonic Water

Bebida Tiempo Regién de 280 nm
(dias) | t=1,18 | t=2,83 | t=4min | t=5,99 | t=6,3min
min min min
Area mAU | Area mAU | Area mAU | Area mAU | Area mAU
min min min min min
Nordic 0 2198 0 4712 17 0
Tonic Water 1 1409 31 12293 53
2 1252 123 20047 136
4 1189 405 26914 338
7 980 1018 34615 905 370
10 1085 723 31066 601 283

Fuente: Elaboracion propia

4.2.1.9.4. Andlisis de Nordic Tonic Blue

Este tipo de tdnica contiene el colorante Azul Brillante FCF en su interior, con lo cual las

regiones de longitud de onda que se estudiaron fueron a 280 nm y a 630 nm.

En la region de 280 nm nos encontramos con los mismos picos de absorcion presentes en
Nordic Tonic Water y con valores de areas muy similares. No obstante, como este tipo de
tonica presentd degradacion del colorante en el experimento de estabilidad, ya que el
colorante E-133 disminuyo su concentracion un 15% durante dicho experimento, se puede
comprobar que en la region de los 630 nm existen compuestos originados de dicha

degradacion cuyos tiempos de retencion son de 21,36 y 23,11 minutos.

En esta longitud de onda también se observaron las degradaciones de impurezas presentes
de manera inicial en la bebida, las cuales se manifestaron a un tiempo de 22,33 minutos.

(VER TABLA 8)
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Tabla 8. Analisis por HPLC de Nordic Tonic Blue

Bebida T(d) Region de 280 nm Regioén de 630 nm
t=1,1 | t=2,8 t=4 t=5,99 | t=6,3 t= t=22 % | t= t=
8 3 min min min min | 21,36 min C | 223 23,11
min min min min
Area | Area | Area Area | Area | Area | Area Area | Area
Nordic mAU | mAU mAU mAU mAU mAU mAU mAU | mAU
Tonic Blue min min min min min min min min min
0 556 0 7,9 0 0 0 392 100 | 13,4 10,1
2 676 5,8 4310 17,5 0 3,2 378 9,4 | 12,6 12,2
4 673 | 51,3 14287 77,9 28,5 4,6 367 93,6 | 12,2 16,3
4 678 | 175,1 | 22808 228 142 6,9 3535 [90,2| 12,2 22,8
7 627 | 279,2 | 26383 370 2226 | 88 343 875| 125 28,4
10 487 | 29757, 593 260 9,8 3316 [846 | 118 29,8
6

Fuente: Elaboracion propia

4.2.1.9.5. Andlisis de Vino B

En el caso del Vino B con E-133 a una longitud de onda de 280 nm no se observé pico de
absorcion a un tiempo de 1,18 min, esto es posible que se deba a que en su composicién
quimica no presenta acido citrico, también destacar, que el pico de absorcion a 2,8 minutos
tampoco aparece. Sin embargo, tal como sucedié con Tonic Nordic Water aparecieron
compuestos a tiempos de 4 y 6 minutos, teniendo en cuenta que tanto Nordic Tonic Water

como Upgrade Blue no presentaban inicialmente estos compuestos.

A longitudes de onda de 630 nm podemos observar que la variacion de area del colorante
E-133 en funcion del tiempo es practicamente nula, lo que conllevo a considerar que dicho
colorante no sufria degradacion a 50°C. Por lo tanto el resto de compuestos azules
presentes en el vino que no variaron tampoco su concentracion eran impurezas presentes

de manera inicial.

Estas impurezas tenian un tiempo de retencion de 22,33 y 23,11 minutos. (VER TABLA
9)
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Bebida | T | Region de 280 nm Regién de 630 nm
d) [t=1, ] =4 [t=599 | = [ t=22 [ %C [ t= =
18 min min 21,36 min 22,33 23,11
min min min min
Area | Area | Area Area Area Area Area
Vino B mA mAU mAU mAU mAU mAU mAU
con E- U min min min min min min
133 min
0 0 144,7 11,2 0 207,7 | 100,0 7,1 5,7
4 0 258,3 20,1 0 210,6 | 101,4 7,2 6,2
8 0 340,2 28,2 0 207,1 99,7 7,2 6,3
11 0 451,3 34,9 0 209,8 | 101,0 7,3 6,5
18 0 613,7 43,4 0 210,2 | 101,2 7,4 6,9
23 0 744,9 50,5 0 209,8 | 101,0 7,4 6,8
29 0 886,5 56,2 0 209,2 | 100,7 7,3 6,9

Fuente: Elaboracion propia

Se puede indicar, que después de analizar las diferentes bebidas, el compuesto mas

destacable es el que se presenta a un tiempo de retencion de 4 minutos, el cual tiene una

longitud de onda maxima de 270 y 300 nm, y otra maxima a 230 nm

De manera visual en la FIGURA 72 se observa un viraje a color verdoso el dia 18, y en

esa muestra solo presenta un area de 614, con lo que se podria concluir que hay otros

compuestos probablemente polifenolicos que dan

almacenamiento.

la coloracion amarilla tras el

Eliminar estos compuestos polifenolicos evitaria el verdeamiento en vinos con coloracion

azul.
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4.3. Estabilidad de nuevos colorantes azules en bebidas comerciales

En este experimento se persiguio sustituir el Azul Brillante FCF por otros colorantes
alimentarios azules totalmente naturales, como es el caso de Natural Blue y Espirulina

Blue.

Para llevar a cabo esta tarea se estudio las tonalidades de dichos colorantes naturales en
diferentes bebidas comerciales, a pH variados. En caso de que el colorante utilizado
otorgase a la bebida en cuestion unas adecuadas propiedades organolépticas, se estudiaria
su estabilidad a diferentes temperaturas para observar la degradacion de dicho colorante y

si seria viable en el mercado.

4.3.1. Estabilidad Natural Blue

El colorante Natural Blue como se mencioné anteriormente en el apartado 1.2.2.2 es un
conjunto de antocianinas compuestos por cadenas de carbono C6-C3-C6; y, su primer y

segundo anillo de benceno se denominan anillo A y B respectivamente.

Las bebidas que se utilizaron con este tipo de colorante fueron Aquarius y Nordic Tonic
Water. Como hemos explicado, el pH influye considerablemente en la tonalidad del
colorante en la bebida en cuestidn, es por esta razén por la cual se estudia la accion de los

colorantes naturales a diferentes pH.
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4.3.1.1. Adicién de Natural Blue a Aquarius.

Se estudio la tonalidad de los antocianos en Aquarius desde un pH inicial de 3,0 hasta
alcanzar un pH final de 6,0. La variacion del pH se realiz6 mediante la adicion de

disolucién de hidroxido de sodio (NaOH) y acido citrico (CsHgOy).

Para mejorar la dilucion del colorante en la bebida y distribuir homogéneamente el

hidroxido de sodio se utilizaron agitadores magnéticos.

Podemos comprobar que en torno a pH de 3-4 el Aquarius presentd colores morados y
violetas, mientras que a pH mas altos dicha bebida se mostré con colores méas azulados.

(VER FIGURA 80)

FIGURA 80: Aplicacidn de Natural Blue a diferentes pH en Aquarius

Fuente Elaboracion propia

En definitiva, se concluy6 que la utilizacion de antocianos, como colorante natural, en la

bebida Aquarius no podia utilizarse en el mercado. La razén de ello fue que a pH
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caracteristicos de las bebidas (2,5-3,5) dicho colorante no tintaba las bebidas del color azul

buscado, sino que las coloreaba de violeta 0 morado.

4.3.1.2. Adicion de Natural Blue a Nordic Tonic Water.

En este caso se llevo a cabo la adicién de antocianos en Nordic Tonic Water. Tal como se
realiz6 con Aquarius, se estudio la influencia de la acidez de la bebida en dicho colorante,

desde un pH inicial de 3,0 hasta un pH final de 7,0.

La principal diferencia se basé en que la variacion del pH para esta bebida se realizo6
mediante la adicion de disolucién de hidrogeno sodio carbonato (HCO3Na), debido a la

composicion quimica de dicha tonica.

En el estudio de la influencia de la acidez en la accion del colorante se llegé a la
conclusion que la tonica presentd colores violetas y morados a pH algo mas altos que
Aguarius, en otras palabras, se precisa de pH mas basicos para obtener una coloracién
azul, con lo cual el uso del colorante en Nordic Tonic Water resulté menos efectivo. (VER

FIGURA 81)
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FIGURA 81: Aplicacion de Natural Blue a diferentes pH en Nordic Tonic
Water

Fuente Elaboracion propia

Sabiendo esto, se lleg6 a la conclusion de que la presencia de antocianos en este tipo de

tonica no resultaba rentable para el mercado.

4.3.2. Estabilidad Espirulina Blue.

La Espirulina Blue tal como citamos en el apartado 1.2.2.1 es una cianobacteria rica en
proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales y otros nutrientes, y también contiene

ficocianinas en su composicion.

La forma de presentacion de este colorante puede ser tanto liquida como solida. Para
comprobar la diferente accion del colorante en funcion de su presentacion se adiciond
Espirulina Blue liquida a Aquarius a pH 3,5 y a Nordic Tonic Water a pH 2,5, y se

introduj6 Espirulina Blue sélida en Don Luciano Gold y en Nordic Tonic Water.
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A diferencia del Natural Blue la adicion de Espirulina Blue si provocaba un color azul en
las bebidas a pH comerciales, por consiguiente se estudié su estabilidad a diferentes

temperaturas, para observar la degradacion de dicho colorante.

4.3.2.1.  Adicion de Espirulina Blue liquida a Aquarius.

En primer lugar se modificé el pH del Aquarius mediante la adicion de una disolucion de

hidroxido sodico, hasta alcanzar un pH de 3,5.

Al comprobar que la adicién de la Espirulina Blue liquida provoca la tonalidad deseada en
la bebida a un pH comercial, se comenz6 con el estudio de estabilidad de dicho colorante
natural. Para ello se guardaron diferentes muestras a 25, 50 y 80°C en las respectivas

estufas.

El tiempo que estuvieron las muestras en las estufas fue de 1 dia, debido a que se

observaron precipitados al dia siguiente de haberlos almacenado.

A 25°C el color logro mantenerse, mientras que a 50 y 80°C se observaron diferentes

precipitados en la bebida. (VER FIGURA 82)

Estos precipitados presentes en el refresco

demostraron la causa de que la espirulina no
sea un colorante utilizado de manera
habitual en la industria agroalimentaria para

sus productos a pH 4&cidos. Solamente se

FIGURA  82:  Aplicacion  de podria proponer su uso para productos

Espirulina Blue liquidaa pH 3,5 en ]
Aquarius refrigerados.

Fuente Elaboracion propia
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4.3.2.2.  Adicion de Espirulina Blue sdlida a Don Luciano Gold.

La Espirulina Blue solida fue utilizada en el vino Don Luciano
Gold para comprobar la accién de dicho colorante en bebidas
alcohdlicas. A diferencia del resto de bebidas no se modificd el
pH inicial de este vino, es decir, se estudio la accion de la

espirulina solida a un danico pH de 3,0.

La razon de no variar el pH se debi6 a la turbidez que presento el

vino al adicionarle el colorante, por consiguiente no se valoro el

hecho de realizar experimentos a diferentes pH, puesto que desde | FIGURA 83:
Aplicacion de

un punto de vista comercial un vino no puede ser turbio. (VER | Espirulina Blue
solida a pH 3,0 en

FIGURA 83) Don Luciano Gold
Fuente Elaboraci6n propia

4.3.2.3.  Adicion de Espirulina Blue sdlida a Nordic Tonic Water.

En el caso de Nordic Tonic Water se utilizd una disolucion de hidrogeno de sodio
carbonato para obtener tres muestras a pH diferentes (3,0;3,5;4,0). El color que se obtuvo
en las muestras fue un azul més intenso, no existiendo diferencias apreciables a simple

vista entre ambas muestras. (VER FIGURA 84)
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FIGURA 84: Aplicacion de
Espirulina Blue solida a pH
3,0-4,0 en Nordic Tonic
Water

Fuente Elaboracion propia

Sin embargo, las tonicas que contienen el Azul Brillante FCF en su composicion quimica
no presentan turbidez y la tonalidad de azul que poseen es algo mas suave que la obtenida

en el experimento con Espirulina Blue liquida.

Por lo tanto no se procedio al estudio de su estabilidad, puesto que la turbidez presente en

las tonicas no es valida para la industria agroalimentaria.
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5.-Conclusiones

Del estudio analitico realizado mediante cromatografia liquida de alta eficacia y
espectrofotometria se demostro la presencia del colorante E-133 en la mayoria de las
bebidas comerciales estudiadas salvo una bebida que contenia el colorante E-132. Ademas

no se detectaron otras adulteraciones del color.

Cabe mencionar que gracias a estos equipos se supo que la concentracion de colorante
necesario para cada tipo de bebida diferia en funcion de la tonalidad del producto
comercial. Las concentraciones determinadas estan entre 1-26 ppm, las cuales se

consideran muy inferiores a los valores legales de dosis diaria admisible.

Tras los experimentos de estabilidad de las bebidas comerciales se llego a la conclusion de
que todas las bebidas estudiadas no sufrieron degradacion del colorante E-133 a
temperaturas de 25°C, con lo cual se consideran viables para su venta en los diferentes
canales de distribucion. El colorante E-133 también fue estable a 50°C en los vinos al
menos durante 29 dias, y al menos 51 dias en bebidas isotonica y tonicas. Los estudios
indican que el verdeamiento de las bebidas azules va ligado a la presencia de compuestos
fendlicos en su composicion, que se encuentran presentes en las bebidas refrescantes con

zumo de frutos citricos, en las ténicas y en los vinos.

En el estudio de la degradacion acelerada del colorante a 80°C en diferentes bebidas
modelo azules con pH en torno a 2,5-3,5 y con una concentracion de colorante similar, se
encontrd la presencia de compuestos amarillos que podrian ser originados por la oxidacion

de compuestos fenolicos.

A 80°C se observé una degradacion en bebidas isotonicas de un 18,9% en 12 dias y de un

15 % en una ténica en 12 dias.
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También se vio mediante el uso del HPLC la presencia de impurezas de los colorantes en
las bebidas y la formacidén de nuevos componentes que no estaban presentes antes en la
bebida y que provienen de la degradacion del propio colorante o de compuestos presentes

en cada bebida.

En altimo lugar se busco la sustitucion del colorante E-133 por colorantes naturales
azules, como Espirulina Blue y Natural Blue, en bebidas azules como tonicas, bebidas

isotonicas y vinos.

Natural Blue provoco la formacion de colores no deseados (violetas y no azules) en el
producto final a los pH &cidos de las bebidas, mientras que la Espirulina Blue originé los
depositos en el fondo del envase y aumentd la turbidez de las bebidas estudiadas. Todo
ello causa que las propiedades organolépticas y la calidad del producto final se vean

considerablemente disminuidas.

Asi no fue posible proponer un colorante azul para sustituir al colorante E-133 en bebidas

refrescantes y en vinos.
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Anexo I: IX Congreso Internacional de Quimica de Anque

9°Congreso Internacional de Quimica

V‘Aﬂ Universidad -
1&3,‘: Politécnica = ANQUE
L de Cartagena MURCIAZ018117/20JUNIO Alimentos y Bebidas

HPLC ANALYSIS OF BLUE COLORANTS IN WINES

J.M. Obodn, I. Catala, R. Garcia-Nicolas, J.A. Fernandez-Lopez

Dpto. Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Politécnica de Cartagena
Campus Alfonso XIIl, 46, 32300 Cartagena (Spain)
[=] josemaria.obon@upct.es B 968325564

1.- Introduction 3.- Results

E-133 | T E-131 \
|| B3
| (638 nm)

- / |
\ . : / E133 ||

/" (630 nm)

Chromatogram of dyes Spectrum of dyes

Calibration line of dyes

Retention

Py | time (min)

Line Equation
E-131 24,5 y=35,56x

£-132 Y y=10,59 x
22,0 y=36,91x

The results for each wine were:
Retention | | W Concentration
time (min) (ppm)
258,4
72,4
437,5
517,5
472,2
104,9

’Wine Dye in wine

=Wine D ‘
*Wine E It is evidenced that this method is an efficient and very simple
HAEEAE ‘ and quick method to identify the dyes present in commercial
":'};fcm'@‘:m r——— wines. Method could also be applied to other foods. In all
¢ Eolioe e Ol IIESCINoI0gie analyzed samples, it was only found presence of approved
s g:::: z:ma,’;s zgcs ,'f,;gjﬁ:"s‘,ﬁ 7 synthetic food colorants as Patent Blue V and Brilliant Blue FCF.
« Flow 1 mL/min. Detection 620 nm.

+ Phase A: Ammonium acetate 35 mM pH 7.0 5.- Referen ces
* Phase B: :n?nzwlt:rl: ;Z;t(a\;:):‘ss mM pH 7.0 * Mehta, R ; Bhanja, N. (2018) Consumer preferences for wine attributes in an emerging market. Int. J. Retail
Acetonitrile 50% (v/v) Distrib. Manag., 46, 34-48.

i : + Newsome, A.G.; Culver, C.A ; van Breemen, R B. (2014). Nature’s Palette: The Search for Natural Blue
« Elution gradient:

Time (min) | 0 1 |17 | 26 | 36 | 37 | 40

% B 10 10 30 100 100 10 10 HPLC

Colorants. J. Agric. Food Chem., 62, 6498-6511.
+ Sigurdson, G.T;; Tang, P.P.; Giusti, M.M. (2017) Natural Colorants: Food Colorants from Natural Sources.
Annual review of Food Science and Technology, 8, 261-280.
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