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RESUMEN

Los productos alimenticios con color atraen la atencién de los consumidores; sin
embargo, en la mayoria de los casos, los colorantes son sintéticos por lo que afectan
la salud humana y el ambiente, lo que ha motivado el interés por el uso y consumo de
pigmentos naturales.

Ademas de baja contaminacion que tiene el uso, produccion y consumo de los
pigmentos naturales, también éstos presentan grandes ventajas a la salud, como lo es
la actividad antioxidante que poseen, asi como los grandes beneficios nutrimentales
que causan su consumo. Sin embargo, también tienen desventajas, la exposicion a la
luz, oxigeno, agua y pH <3 o >7 afecta su composicion hasta la degradacion,
mostrando vida de anaquel corta. Debido a estas limitaciones su uso es restringido en
la industria de alimentos, por lo que la estabilidad de pigmentos naturales es un area

de gran interés para la investigacion.

En la presente investigacion se estudié la obtencion de un pigmento natural a partir de
betabel, conformado por betalainas. El objetivo fue obtener un extracto estable para
su aplicaciobn como pigmento en la industria de alimentos y prolongar su vida de

anaquel.

La metodologia propuesta consta de 2 etapas, la primera se refiere a la obtencion de
extractos con 3 métodos diferentes (prensado, extractor, molienda); obteniendo el
rendimiento por volumen de extracto. A su vez, a los extractos se les determind
contenido de betalainas y los soélidos totales.

La segunda etapa corresponde al estudio de la estabilizacion de betalainas, utilizando
la copigmentacion como técnica de estabilizacion mediante la adicion de un acido
organico y la concentracion del extracto, retirando el agua contenida en los extractos,

y la adiciéon de polisacaridos como maltodextrina, pectina, goma arabiga, y xiloglucano.

De la primera etapa se obtuvo como resultado que los extractos obtenidos por prensa,

extractor y molienda exhibieron 914, 1123, 384 mg/L de betalainas respectivamente.



En la etapa correspondiente a la estabilizacion, la copigmentacion de extractos dio
como resultado un incremento en el contenido de betalainas, arrojando un rango de
1600-2800 mgl/L.

A su vez, la adicion de polimeros no modifico el contenido de betalainas registrado.
Con respecto a la estabilidad de betalainas en anaquel, después de 6 meses de
almacenamiento a 4°C, ambos tipos de extractos (aquellos tratados con la
copigmentacion y con la copigmentacion y la adiciébn de polimeros) han mostrado
estabilidad, registrando 20% de pérdida de betalainas en un rango de 1100-2300 mg/L
de betalainas, mientras que a 25°C los extractos solo se mantuvieron estables 30 dias.

Perdiendo gradualmente el 80% de betalainas.



ABSTRACT

Food products with color attract the attention of consumers; however, in most cases,
colorants are synthetic and therefore affect human health and the environment, which

has motivated the interest in the use and consumption of natural pigments.

Natural pigments have great advantages, such as their antioxidant activity, other
functional activities and great nutritional benefits. However, they also have
disadvantages, exposure to light, oxygen, water and pH <3 or >7 affects their
composition up to degradation, showing short shelf life. Due to these limitations their
use is restricted in the food industry, so the stability of natural pigments is an area of

great interest for research.

In the present investigation, the obtaining of a natural pigment from beet, made up of
betalains, was studied. The objective was to obtain a stable extract for its application

as a pigment in the food industry and to prolong its shelf life.

The proposed methodology consists of 2 stages, the first refers to obtaining extracts
with 3 different methods (pressing, extractor, milling); obtaining the yield per volume of
extract. At the same time, betalain content and total solids were determined for the

extracts.

The second stage corresponds to the study of betalain stabilization, using
copigmentation as a stabilization technique by adding an organic acid and
concentrating the extract, removing the water contained in the extracts, and adding

polysaccharides such as maltodextrin, pectin, gum arabic, and xyloglucan.

From the first stage, the extracts obtained by press, extractor and milling exhibited 914,

1123, 384 mg/L of betalains, respectively.



In the stage corresponding to betalain stabilization, copigmentation through the
concentration of extracts increased the betalain content, yielding a range of 1600-2800

mg/L, for extracts from milling, extractor and press.

In turn, after polymerization and with 6 months of storage the extracts that remain stable
are at 4°C with a range of 1100-2300 mg/L of betalains, with a degradation of 20%,
while in those that are at 25°C remain stable at 30 days of storage after this time a

decrease of up to 80% of betalain losses is observed at 6 months of storage.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Debido a que los colorantes sintéticos que acompafan a la mayoria de los alimentos
elaborados industrialmente tienen efectos negativos al ambiente y a la salud, se han
buscado alternativas de uso de colorantes naturales con el fin de prevenir y disminuir
dichos efectos. Sin embargo, los colorantes naturales presentan desventajas de
degradacion lo cual es un motivo para su estudio. Las betalainas estan conformadas
por betacianinas (rojo) y betaxantinas (amarillo). Sin embargo, la degradacion de las
betacianinas se produce en presencia de oxigeno, agua, exposicion a la luz, y un pH
<3 0> 7, provocando con esto el cambio de color de rojo a anaranjado o pérdida
completa de color. Por tanto, su vida de anaquel es corta y su uso es restringido en la
industria de alimentos.

En base a la probleméatica planteada, el objetivo de esta investigacion fue aplicar y
analizar métodos de estabilizacion de pigmentos naturales para prolongar la vida de
anaquel de betalainas de betabel para considerar su uso como pigmentos naturales.
El proyecto es relativo a una industria que produce pigmentos de uso alimenticio, y se
encuentra en la busqueda de la estabilizacion de betalainas de betabel para
contemplar su produccién.

En el marco de la Ingenieria Ambiental, el proyecto es de corte preventivo a la
contaminacion ambiental, promoviendo propuestas de pigmentos menos dafinos al
ambiente.

El proyecto se justifica en dos ejes de investigacion. 1) En el aspecto ambiental, se
considera significativo contar con un pigmento natural que ofrezca las caracteristicas
gue proporciona un colorante sintético, pero sin efectos negativos al ambiente como
son la contaminacion ambiental y toxicidad. 2) El trabajo aborda un problema industrial
para establecer una propuesta de estabilizacion de betalainas de una industria en
particular.

El trabajo se presenta en tres capitulos el primero referente a los fundamentos en lo
cuales se rige el documento, un segundo capitulo en el cual se describe la metodologia
propuesta y por ultimo un tercero en donde se presentan los resultados obtenidos en

la presente investigacion.



FUNDAMENTOS

1 FUNDAMENTOS

El color de los productos alimenticios juega un papel vital para atraer los consumidores
debido a que representan para éstos su calidad. Sin embargo, en productos
elaborados, su color proviene generalmente de la adiciébn de tintes y pigmentos
llamados agentes colorantes (Sanchez Juan, 2013), los cuales se emplean para
resaltar el color natural de los alimentos y otras para devolver el color perdido en las
manipulaciones del proceso para su conservacion (Parra y Martinez, 2004). No
obstante, el origen de los agentes colorantes es usualmente sintético; por lo que

afectan la salud humanay la del ambiente (Kumar et al., 2017).

Los colorantes sintéticos son utilizados en la industria textil, cosmética, farmacéutica
alimenticia entre otras, tienen efectos cancerigenos y ambientales ya que generan un
gran volumen efluentes coloreados contaminando el medio ambiente principalmente
el agua (Tkaczyk et al., 2020). A fin de sustituir los colorantes sintéticos, hoy en dia,
se ha retomado el uso de pigmentos naturales, con grandes ventajas, como lo es su
actividad antioxidante, otras actividades funcionales y grandes beneficios alimenticios
(Kumar et al., 2017). La sintesis de pigmentos naturales se ha vuelto de gran
importancia en campos como la proteccion del medio ambiente, ingenieria de
materiales y los alimentos, al estar libre de elementos toxicos, son seguros y
ecologicos (Pérez-Ramirez et al., 2015). Esta practica se ha incrementado en los
altimos afos, sin embargo, aun sigue siendo limitada debido a su inestabilidad a
diversos factores en comparacion con los pigmentos sintéticos (Flores et al., 2019).

Los pigmentos naturales se obtienen de diversas fuentes, entre las que se encuentran
los vegetales, los cuales ofrecen grandes oportunidades de obtencién, debido a su
diversidad en la naturaleza. Entre las fuentes de pigmentos naturales mas buscados
se encuentran aquellas que contienen betalainas debido al alto poder de tincion que

poseen (Roman et al., 2014).



FUNDAMENTOS

Las betalainas son pigmentos naturales hidrosolubles que proporcionan colorantes
rojos y amarillos. Estos pigmentos son particularmente escasos en la naturaleza; se
encuentran en la betarraga (Beta vulgaris L. spp. Vulgaris, betabel) (Antigo et al.,
2017), semillas y hojas de amaranto (Amaranthus sp.) (Roriz et al., 2018) y en algunas
cactaceas del género Opuntia y Hylocereus, como la tuna puarpura, las pitayas y

pitahayas (Otéalora et al., 2019).

Las betalainas son hidrosolubles, por tanto, se extraen con agua y/o alcohol. Sin
embargo, estos pigmentos son inestables frente a factores ambientales como luz,
oxigeno, pH y temperatura, entre otros, por lo cual pueden degradarse perdiendo sus
atributos de color y capacidad antioxidante.

Para proporcionar estabilizacion a las betalainas se han utilizado diferentes métodos
entre los que se encuentran la encapsulacion con técnicas de polimerizacion,
gelificacion idnica, cristalizacion, liofilizacion, extrusion, secado por aspersion, y

copigmentacion entre otras.

A la fecha existen en el mercado productos colorantes referidos al betabel, los cuales
se comercializan como betabel en polvo y extracto. Sin embargo, se desconoce el
método de obtencién y conservacion; de acuerdo con la informacién que existe al
respecto, se indica que el betabel es deshidratado y pulverizado, comercializandose
como colorante de betabel. Por lo que las investigaciones sobre la obtencion de
pigmentos de betabel y su conservacion contindan en la actualidad. Dentro de las

investigaciones recientes se encuentran las siguientes.

Ravichandran et al., (2012) estudio los efectos de diferentes agentes de encapsulacién
y proceso de secado, sobre la estabilidad del extracto de betalainas. En su estudio la
extraccibn de betalainas se realiz6 con agua destilada y trozos de betabel.
Posteriormente se utilizd maltodextrina, goma arabiga, pectina, goma guar, y goma
xantana, para encapsular las betalainas mediante secado por liofilizacion y aspersion.

El color se conservo en un 65% utilizando maltodextrina con goma xantana como
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encapsulantes y la liofilizacion como técnica de secado, obteniendo pigmento en polvo.

No se indica su vida de anaquel.

Visockis et al. (2021) estudiaron la extraccién acuosa de betalainas de betabel rojo
fresco asistida por campo eléctrico pulsante. El método fue eficaz, constituyendo una
alternativa a las practicas convencionales de extraccion, con rendimientos del 70%. No

se indica su estabilidad ni vida de anaquel.

Gandia-Herrero et al., (2013) analizaron la estabilidad de las betalainas de betabel
encapsulandolas con maltodextrina y quitosano, mediante secado por atomizacion
para obtener un pigmento en polvo. La maltodextrina resulté el agente encapsulante
mas adecuado para la obtencion del pigmento. No se indica su estabilidad ni vida de

anaquel.

Attia et al., (2013), estudiaron la estabilizacién y caracterizacion de pigmentos rojos
extraidos de betabel con respecto a la temperatura y el pH, para establecer su uso
potencial como antioxidante y colorante natural. Los autores utilizaron la
copigmentacion mediante la adicion de acido citrico y la dextrina como encapsulante
y medio de estabilizacion. El pigmento obtenido presenté estabilidad de pH en un
rango de 3 a 7. La temperatura de estabilidad fue de 40-50°C.

La actividad antioxidante se probo en aceite de maiz, resultando un mayor efecto por

en comparacién con un antioxidante sintético (BHT).

Castro-Mufioz et al., (2015) encontraron que la encapsulacion de betalainas con
maltodextrina y gelatina utilizando secado por aspersion es una opcion viable para
estabilizar el extracto de betalainas de tuna.

Sanchez-Chavez et al., (2015) revisaron la cinética de degradaciéon térmica de las
betacianinas, y las betaxantinas en una bebida de betabel con miel de abeja a 30°C,
40°C y 50°C, se determinaron las constantes de velocidad de degradacion para ambos
compuestos, encontrando que las betaxantinas tienen mejor estabilidad a la

temperatura en comparacion con las betacianinas.
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Antigo et al. (2017), estudiaron el efecto que tiene el pH en la estabilidad de betalainas
encapsuladas en maltodextrina y goma xantana con secado de liofilizacion. El rango
de estabilidad en pH fue de 3-6, por 7 dias de almacenamiento.

Zhao et al., (2020) estudiaron el encapsulamiento de betalainas de betabel en fibrillas

aisladas de proteina de soja, aumentando la resistencia térmica del 55.3% al 75.9%.

Trishitman et al., (2021) evaluaron la estabilidad del pigmento concentrado de
betalainas de betabel en el yogur, con un extracto obtenido con exprimidor agua
destilada y centrifugado, la concentracion la realizaron con un evaporador y un sistema
de osmosis directa, encontrando que la degradacion de betalainas es menor con el
proceso de osmosis y mayor con el evaporador por la temperatura, por el método de
evaporacion las betalainas son estables en un pH 6 mientras con osmosis de pH 4-6,
con almacenamiento de 4°C sin luz por otro lado el yogur fue mas estable de osmosis
que evaporador 3:1.

Yang et al. (2021) analizaron la estabilidad y el mapeo sensorial de las betalainas de
betabel rojo y las antocianinas de la uva afadidos al jugo de grosella blanca, donde
las betalainas se concentraron y se encapsularon por secado por aspersion con
maltodextrina y se agregaron al jugo de grosella, encontrando que las betalainas se
degradan mas rapido que las antocianinas y al combinarse se acelera la degradacion,
la temperatura el factor que més afecta el color, en cuanto al estudio sensorial los

agentes prefirieron la antocianina con color rojo a la betalaina de color rosa.

Arthikha y Madhanasundareswari (2019) estudiaron la optimizacién y analisis de
pigmentos de betabel y su aplicacion como colorante natural. Encontrando que las
betalainas tienen estabilidad térmica hasta los 110°C, y estabilidad en un rango de pH
de 2-9, y que el contenido de betalainas depende de la forma adecuada de extraccion.
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Ghasempour et al., (2020) desarrollaron un yogur con goma de semilla de albaca y
extracto de betabel, obteniendo como resultado que al afiadir 0.4% de goma de semilla
de albaca y 0.1% de extracto de betabel existe una mejora en los probiéticos, mejor

actividad antioxidante, y mejor textura.

Como se puede apreciar el encapsulamiento de betalainas en diferentes biopolimeros
predomina en la exploracién de colorantes o pigmentos de betabel, a fin de aportar
elementos que incrementen la aplicacion de las betalainas y ampliar su vida de

anaquel, por lo que se considera un tema actual y pertinente de investigacion.

1.1 Colorantes naturales

Los colorantes naturales pueden ser utilizados en la industria textil, cosmética,
farmacéutica y la alimenticia. Son derivados de fuentes naturales tales como
vegetales, minerales o animales, insectos y microorganismos (Parra 'y Martinez, 2004).
Actualmente, son preferidos por los consumidores debido a la importancia de la

preservacion ecolégica y su efecto en la salud humana (Yusuf et al., 2017).

Los colorantes naturales se clasifican de diversas formas, una de ellas contempla los
colorantes hidrosolubles (curcumina, riboflavina, lactoflavina o B2, rojo carmin,
caramelo, antocianinos, betanina o rojo de remolacha), liposolubles (clorofilas
carotenoides, xantofilas), y los minerales (carb6n vegetal, carbonato calcico, diéxido

de titanio, 6xidos e hidroxidos de hierro, aluminio, plata) (Sanchez Juan, 2013).

Basados en su estructura quimica se clasifican en indigoides, a base de piridina,
carotenoides, quinonoides, flavonoides, a base de dihidropirano, betalainas, taninas,
en tanto por la fuente de produccién se clasifican en: origen vegetal, animal o insectos
y mineral y por ultimo se clasifican segun el método de aplicacion en: colorantes

mordientes, de tina, directos, acidos, basicos y dispersos (Yusuf et al., 2017).
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1.2 Betabel como fuente de pigmentos naturales

El origen del betabel viene de la remolacha maritima en medio oriente, que se ha
extendido desde América hasta Asia y Europa conocido por varios nombres como
betarraga y remolacha (Mirmiran et al., 2020).

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

conditiva Alef.

El betabel es una fuente rica en carbohidratos, vitaminas, minerales, micronutrientes,
el crudo contiene 0.27 g/100g de nitrogeno total, 0.1 g/100g de azucares, 2.8 g/100g
de fibra, 7.6 g/100g de carbohidratos y 87.1 g/100g de agua, por otro lado, el extracto
de betabel contiene 8°brix de azucares (Nottingham, 2004), las principales partes del

betabel se muestran en la figura 1.1.
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Figura 1.1 Partes principales del betabel (Biancardi et al., 2010)
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Existe betabel de diferentes colores rojo, amarillo, blanco, y multicolor (Otegbayo et
al., 2020). El color caracteristico depende de su contenido en compuestos
nitrogenados conocidos como betalainas (Nottingham, 2004).

El betabel tiene diversos usos en la nutricion humana. En los ultimos afios ha tenido
una atencion importante como producto alimenticio funcional, el interés cientifico es
por la composicion de los distintos nutrientes y compuestos activos que contiene
(Nistor et al., 2017) como antioxidantes que ayuda a prevenir el dafio oxidativo a las
células, reduciendo asi el riesgo de cancer y enfermedades cardiovasculares.

El betabel no tiene grasa, es bajo en calorias, es buena fuente de fibra, acido fdlico,
hierro, potasio, flavonoides, vitamina C, es util en el tratamiento de varios problemas
de salud, como anemia, estrefiimiento y hemorroides (Otegbayo et al., 2020; Mirmiran
et al., 2020). El extracto de betabel contiene acido ascorbico, carotenoides, fendélicos

y betalainas (Huma et al., 2020).

Un uso importante del betabel es su aplicacion como materia prima con un alto
potencial para la obtencion de colorantes. La utilizacion de estos pigmentos naturales
ha generado mayor interés, a tal grado que el Codex Alimentarius Commission en el
afno 2004 autoriz6é su empleo con el nombre de “rojo remolacha” bajo el codigo E162,
en el cual el colorante principal es la betanina que integra el 75 a 95%, e incluye
pequefias cantidades de betaxantinas. La industria alimenticia y cosmética también se
ha beneficiado de este colorante natural, sin embargo, la industria nacional no ha
incorporado su uso, por lo que las betalainas requieren ain mayores estudios para
generar propuestas que aporten mayor interés en la promocién, desarrollo e inversion
en productos de origen natural.

También la FDA (Foods and Drugs Administration) de Estados Unidos ha admitido al
pigmento de remolacha para su uso, comercializandose de tres maneras, como polvo
de remolacha, que incluye el pigmento y estabilizantes como azucares y proteinas y

antioxidantes, y como extracto liquido concentrado y seco.
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Las betalainas se obtienen en forma de concentrado o de deshidratado a partir de una
extraccion acuosa a pH acido; la purificacion de los pigmentos se logra por medio de
ultrafiltracion y de 6smosis inversa.

Ademas de los colorantes, el jugo o extracto contiene azucares, sales y/o proteinas
gue se encuentran naturalmente en las remolachas. La solucion puede concentrarse
y algunos productos pueden refinarse a fin de eliminar la mayor parte de los azucares,
sales y proteinas. Los acidos de grado alimenticio (por ejemplo, citrico, lactico, acido
L-ascoérbico) pueden ser afiadidos como agentes de control del pH.

También se pueden agregar estabilizantes y portadores como la maltodextrina,

principalmente como ayuda para la fabricacion de polvos secos (FAO, 2002).

De la informacién que existe en la web se indica que la Unién Europea incluye al rojo
remolacha dentro de su listado de colorantes permitidos con la aprobacion de la FDA
para su aplicacién en alimentos.

Otra informacion recolectada sobre los pigmentos de betabel que se encuentran en el
mercado esta definida en la tabla 1.1 donde se mencionan algunas de sus
especificaciones y aplicacion, asi como el organismo de aprobacion de su uso. Sin

embargo, no se indican técnicas de estabilizacion, ni el tiempo de vida de anaquel.

Tabla 1-1 Pigmentos comerciales de betabel

Cddigo de Forma de Organismo | Especificaciones Aplicacion
identificacion Presentacion | de
aprobacion
73.40 Polvo FDA Betabel deshidratado y Alimentos,
pulverizado cosmeéticos
Materia volatil < 4% y farmacos
Ceniza insoluble en acido < 5%
Rojo Betabel | Polvo FAO/DOF Extracto de betabel secado por | Alimentos,
(E-162) aspersion y pulverizado cosméticos
y farmacos
No Extracto FDA Extracto concentrado de alta Alimentos,
identificado | liquido viscosidad con 40-60% de cosméticos
solidos totales y farmacos
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Por lo general las tres presentaciones contienen entre 0.3 y 1.0 % de colorantes,
dependiendo de la variedad de betabel utilizado, el resto de los concentrados esta

constituido por azucares (75-80%), proteina cruda (10 %) y cenizas (8-10%).

A pesar de las limitaciones que presentan las betalainas debido a su estabilidad, las
preparaciones de betabel son usadas para dar color a productos que tengan corto
tiempo de almacenamiento, empacados en reducida exposicion a la luz, oxigeno y alta
humedad, no sean sometidos a largos tratamientos térmicos y, ademas, sean vendidos

en estado seco (Franco, 2004).

1.3.1 Estructura quimica de las betalainas del betabel

El betabel contiene betalainas, las que a su vez contienen dos pigmentos solubles
identificados como betanina o betacianina (rojo) y betaxantina (amarillo).

Las betalainas son consideradas como las de mayor potencial de aplicacién comercial
pues pueden sustituir a los colorantes sintéticos por su amplia gama de coloracién. Se
emplean en la elaboracion de gelatinas, confituras, yogur de fresa, helados de cremas,
cocktails de frutas, caramelos y galletas (Gonzalez-Sanchez et al., 2010).

El contenido de betacianina varia de 0.04-0.21% y el de betaxantina entre 0.02—
0.14%, esto dependiendo del cultivo y variedad de betabel (Zryd y Christinet, 2004).

Dentro de las betacianinas se encuentran la betanina, isobetanina, betanidina e
isobetanidina (Tiwari y Cullen, 2012). En cuanto a la betaxantina, se encuentran la
vulgaxantina | y vulgaxantina Il (Azeredo et al., 2009).

La betanina, se ha utilizado como modelo para la determinacion de la estructura y via

biosintética de las betalainas.

Especificamente la betacianina del betabel no se ve afectado por acidos mono-
carboxilicos como el &cido lactico y acido acético a concentraciones de 100 ppmy 5.9
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% respectivamente; sin embargo, los cationes metalicos, principalmente el cobre,

aceleran su degradacion (Gonzalez-Sanchez et al., 2010).

El término betalaina se origina del nombre latino de raiz de remolacha o betabel (Beta
vulgaris), de donde se extrajeron las betalainas por primera vez (Tiwari y Cullen, 2012).
Las betalainas son pigmentos solubles en agua y contienen nitrégeno en su estructura;
se sintetizan a partir del aminoacido tirosina (Azedero et al., 2009). Hasta la fecha, las
betalainas comprenden aproximadamente 55 estructuras, incluidas las betacianinas

de rojo-violeta y betaxantinas amarillo-naranja (Tiwari y Cullen, 2012).

Un ejemplo de la estructura de las betalainas se muestra en la figura 1.2, donde se
observa la presencia de nitrégeno en las betacianinas y betaxantinas, motivo por el
cual anteriormente eran llamadas antocianinas nitrogenadas, por tener la misma
estructura que las antocianinas, pero con nitrégeno. La caracteristica comun de todas
las betalainas es también la presencia del cromoforo de &cido betaldmico (Zryd y
Christinet, 2004).

‘ 'C ' “C " N7 “COooM
HOOC' g COOH HOOC ﬁ coon  Hooc” N

(a) (b) (c)

Figura 1.2 (a) Estructura general del acido betalamico, (b) betacianina, (c)
betaxantina (Azeredo et al., 2009).

11



FUNDAMENTOS

Las betaxantinas son responsable de los fuertes colores amarillo o amarillo-naranja de
las betalainas; resulta del sistema de resonancia inducido por la presencia de tres
dobles enlaces conjugados. Se forman por la condensacion de un aminoacido o una
amina con el grupo aldehido del 4cido betalamico, lo que resulta en una base. Su
maximo de absorbancia esta entre 470-486 nm (Zryd y Christinet, 2004) y puede incluir
al color amarillo limoén (424 nm) (Azeredo et al., 2009, Polturak & Aharoni, 2018)

Las betacianinas se forman, de una unidad de &cido betalamico unida a una molécula
de ciclo-DOPA (ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina) (Rodriguez-Amaya, 2018), esta ultima
estructura altamente aromatica es responsable del color violeta intenso de este
pigmento; la estructura aromatica también induce un fuerte desplazamiento de
batocromo de 60-70 nm (534-554 nm). Las estructuras basicas de betacianina y
betaxantina pueden modificarse de numerosas maneras (Azeredo et al., 2009,
Polturak & Aharoni, 2018)

Las fuentes conocidas para su obtencién son la remolacha roja y amarilla (Beta
vulgaris L. ssp. Vulgaris), acelgas de color (Beta vulgaris L. ssp. Cicla), amaranto

(Amaranthus sp) y frutos de cactus como los del género Opuntia (Azeredo et al., 2009).

Particularmente el betabel o remolacha roja contienen de 30 a 60 mg/100 g de peso
fresco, la tuna contiene hasta 9 mg/100 g de fruta fresca, pitaya 0.23 mg/0.39 g, la
acelga contiene 51.1 mg/100 g de fruta fresca, los tubérculos de piel roja contienen
principalmente betaxantinas desde 41.2 hasta 70.4 mg/100 g de fruta fresca y el
amaranto de 46 a 199 mg /100 g de fruta fresca (Tiwari y Cullen, 2012).

1.3.2 Factores que influyen en la estabilidad de las betalainas

Las betalainas por naturaleza son inestables debido a su pronta degradacién, lo cual
constituye por lo que tienen presencia en la industria limitada ocasionando una

desventaja para su comercializacion (Rodriguez-Amaya, 2018). La causa, son los
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diferentes factores ambientales y aquellos a los que se expone cuando es utilizado en

la elaboraciéon de productos alimenticios (Flores et al., 2019.)

La estabilidad de las betalainas ha sido estudiada en pigmentos obtenidos de
Remolacha (Betabel), en betalainas de tuna purpura y en betalainas de amaranto
(Robert et al., 2015). Los principales factores que afectan la estabilidad de las
betalainas son la temperatura, el pH, actividad de agua, luz, presencia o ausencia de
oxigeno y de metales, asi como la accién enzimética (Flores et al., 2019).

El factor mas importante en la estabilidad de las betalainas durante el procesamiento
y almacenamiento de alimentos es la temperatura. Durante los procesos térmicos las
betalainas pueden degradarse por isomerizacion, desglicosilacion, hidrolisis,
deshidrogenacion y descarboxilacion (Flores et al., 2019). Las betalainas tienen mayor
estabilidad a 4°C (Gonzéalez-Sanchez et al., 2010). La degradacion de las betalainas
debido a la temperatura sigue una cinética de reaccién de primer orden. Al calentar
soluciones de betanina se produce una reduccion gradual del color rojo caracteristico

de este pigmento con la aparicion de pardeamiento (Robert et al., 2015).

Con respecto al pH, las betalainas son estables en el rango entre 3.5-7, rango en el
que se encuentran la mayoria de los alimentos, fuera de este rango el color decrece.
El pH 6ptimo para la estabilidad de las betalainas de betabel, en presencia de oxigeno
se encuentra a pH 5.5-5.8, mientras que en condiciones anaerébicas a pH 4.0-5.0
(Robert et al., 2015). Las betacianinas se consideran con mayor estabilidad a pH acido,
mientras que las betaxantinas son mas resistentes en medios neutros (Flores et al.,
2019).

La actividad de agua (aw), también influye en la estabilidad de las betalainas, estas
presentan mayor estabilidad en alimentos o sistemas modelo con un bajo contenido
de humedad y aw, debido a que el agua esta menos disponible para que ocurran
reacciones quimicas. Valores de aw por debajo de 0.63 mejoran la estabilidad de la

betanina de Betabel (Robert et al., 2015). La estabilidad de estos compuestos aumenta
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cuando se utilizan métodos para reducir la aw, como la liofilizacion y el secado por

atomizacion o aspersion (Flores et al., 2019).

La luz, también es un factor que influye en la degradacién de betalainas. La mayor
estabilidad de las betalainas se encuentra en ausencia de luz ya que mientras
incrementa el tiempo de almacenamiento expuesto a la luz disminuye la concentracion
de betalainas (Gonzalez-Sanchez et al., 2010). La luz de diferentes longitudes de onda
puede causar un efecto aditivo de color en las betalainas como la luz azul en
combinacion con la luz infrarroja inducen a una mayor acumulacion de betacianinas
(Flores et al., 2019).

La degradacion de betalainas con luz visible sigue una cinética de primer orden que
es oxigeno dependiente, ya que los efectos de la exposicion a la luz son insignificantes

bajo condiciones anaerobias (Robert et al., 2015).

Otro factor que influye en la degradacion de betalainas es el oxigeno. En betalainas
de betabel, estas reaccionan con el oxigeno molecular, causando el oscurecimiento
del producto y la pérdida del pigmento. La estabilidad de la betanina disminuye
linealmente con el aumento en la concentracién de oxigeno siguiendo una cinética de
primer orden en presencia de oxigeno, pero en ausencia de oxigeno su
comportamiento se desvia de este modelo. Se ha recomendado que para aumentar la
estabilidad del pigmento es necesario colocar las muestras en atmésferas con bajas
concentraciones de oxigeno, incorporando antioxidantes o utilizando atmadsferas con
nitrégeno (Robert et al., 2015). Se ha encontrado que los niveles bajos de oxigeno
favorecen la recuperacion del pigmento después de sufrir dicha degradacién (Flores
et al., 2019).

La presencia de metales como el cobre, hierro, aluminio y estafio también afectan la
estabilidad de la betalainas acelerando la pérdida de su color. La actividad enzimatica
es otra causa de inestabilidad de los compuestos betalamicos, y se refiere a la
inactivacion inadecuada de enzimas tales como las glucosidasas, polifenoloxidasas y

peroxidasas. Las glucosidasas afectan la estabilidad de las betalainas por la formacion
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de agliconas, las peroxidasas forman radicales y las polifenoloxidasas oxidan
principalmente los compuestos fendlicos sin color, todo esto dando como resultado la
inactivacion de las betalainas y por consiguiente la decoloracion de los compuestos
betalamicos (Flores et al., 2019).

1.3.3 Mecanismos de degradacion de las betalainas

El mecanismo de degradacion de betacianinas se ha descrito especialmente para la
betanina. La Figura 1.3 muestra las posibles vias de degradacién de betanina,
asociando los productos de degradacion con el color que presenta cada compuesto
(Robert et al., 2015).

Los mecanismos de degradacion que se han descrito son debido a: a) isomerizacion,
b) descarboxilacién, c) desglicosilacion, d) deshidrogenacién y e) hidrélisis (Rodriguez-

Amaya, 2018), las cuales se describen a continuacion.

1. La isomerizacién se considera una modificacién estructural mas que una
reaccion de degradacioén. Las betacianinas estan siempre acompafiadas de su isémero
en relaciones variables dependiendo del tipo de fuente. La betanina se isomeriza en el
carbono C15 a isobetanina, la cual presenta propiedades cromaticas idénticas a la
betanina. Se ha observado que la isomerizacién se produce en condiciones &cidas,
alcalinas y en tratamientos térmicos. El &cido betalamico y la indicaxantina son
susceptibles a isomerizacion y la indicaxantina también es susceptible a epimerizacion
en C11 (Azeredo et al., 2009, Robert et al., 2015, Rodriguez-Amaya, 2018).

2. La descarboxilacion puede ocurrir en los carbonos C2, C15 y C17 de las
betacianinas y en los carbonos C11 y C13 de las betaxantinas. La descarboxilacion
produce un desplazamiento hipocrémico, que puede ser explicado por una disminucion
en la deslocalizacion de los electrones. Varios estudios han corroborado que la
betanina puede ser descarboxilada en las posiciones C2, C15 y/o C17. No obstante,

cuando la descarboxilacion ocurre en C2 y C15 se puede considerar una ventaja ya
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gue se mantienen las caracteristicas cromaticas de su precursor, la betanina; mientras
que cuando ocurre en el Cl7 esas caracteristicas cambian de coloracién (rojo-
anaranjado) (Azeredo et al., 2009, Robert et al., 2015, Rodriguez-Amaya, 2018). El
acido betalamico (amarillo brillante) y ciclodopa-5-O-glucosido (sin color) son
productos resultantes de la descarboxilacion de betanina durante tratamientos

térmicos (Flores et al., 2019).

3. La desglicosilacion ocurre bajo condiciones fuertemente 4&cidas, altas
temperaturas y presencia de 3-glucosidasa. La molécula de glucosa puede separarse
de la betanina, provocando un desplazamiento batocromico cercano a 4 nm,
obteniéndose un color rojo violeta profundo por la formacién de una aglicona de menor
estabilidad dada su mayor susceptibilidad a la oxidacion (Robert et al., 2015,

Rodriguez-Amaya, 2018).

4. Las reacciones de deshidrogenacién de betacianinas generan el compuesto
llamado neobetanina que se caracteriza por ser de color amarillo. La formacién de
neobetanina se ha confirmado en jugo de betabel sometido a un tratamiento térmico
bajo condiciones anaerdbicas (Azeredo et al., 2009, Robert et al., 2015, Rodriguez-
Amaya, 2018).

5. La hidrdlisis de la betanina se produce por la ruptura hidrolitica del enlace
aldimina, esta ruptura se ha observado en tratamientos térmicos y en condiciones de
pH superiores a 6. La hidrdlisis de la betanina disminuye la intensidad del color, debido
a que la ruptura de la betanina genera acido betalamico (amarillo brillante) y ciclo-
Dopa-5-O-R-glucdsido (incolora). La ruptura del enlace aldimina es reversible con una
condensacion de base de Schiff y pH dependiente (reaccion favorecida a pH 6). Se ha
observado recondensaciéon de acido betaldmico y ciclo-Dopa a betanina después de
cortos tratamientos térmicos (bajas temperaturas) (Azeredo et al., 2009, Robert et al.,
2015, Rodriguez-Amaya, 2018).
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Figura 1.3 Vias de degradacion de betalainas (Rodriguez-Amaya, 2018).
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1.4 Técnicas de estabilizacion de betalainas

Dentro de las técnicas de estabilizacion de las betalainas, se encuentra la
copigmentacion, la cual consiste en la autoasociacién o ensamble de betalainas, por
pérdida de agua, para lo cual se utiliza congelamiento, evaporacion o separacion por
0sSmosis inversa.

La copigmentacion también se puede presentar por la adicion de ciertos compuestos
como acidos organicos formando complejos, o bien portadores como la maltodextrina,
lo cuales le proporcionan estabilidad a la molécula de betalainas.

La copigmentacion se puede acompafar de un incremento en el color (efecto
hipercromico); produciendo un aumento de la intensidad del color, y estabilizando la
molécula (Saldafia, 2004) ante factores como temperatura, luz y oxigeno (Flores et al.,
2019).

También las betalainas se pueden encapsular para su estabilizacién, la cual se define
como un proceso mediante el cual las betalainas se recubren con una pelicula delgada
de un material protector denominado agente encapsulante (Parra-Huertas, 2011;
Arrazola et al., 2014; Flores-Belmont y Jiménez-Munguia, 2013; Gallo-Nunura y
Cevallos-Vera, 2014; Manjunatha y Raju, 2015; Diaz et al., 2017).

Existe una gran variedad de técnicas para encapsulacion, siendo clasificadas como
qguimicas y fisicas o mecéanicas (Guevara-Breton y Jimenez-Munguia, 2008).

Entre los métodos quimicos se encuentran la polimerizacion interfacial, polimerizacion
in situ, gelificacion ibnica, cristalizacién, coacervacion compleja, incompatibilidad
polimérica y atrapamiento de liposomas (Pedroza-Islas, 2002; Azeredo, 2005,2009;
Flores-Belmont y Jiménez-Munguia, 2013).

Dentro de las técnicas fisicas o mecanicas estan el secado en lecho fluidizado,
extrusion, liofilizacion y secado por atomizacion (Madene et al., 2006), siendo estas
tltimas las mas utilizadas (Azeredo, 2005; Azeredo et al., 2009;0beroi y Sogi, 2015;
Araujo-Diaz et al., 2017;Shaaruddin et al., 2017; Shishir y Chen, 2017).
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1.4.1 Copigmentacion

Existen 2 tipos de copigmentacion. La copigmentacion intermolecular e intramolecular
que se presenta por la adicion de compuestos que forman complejos con la molécula
pigmentada. Generalmente se presenta con la adicién de agentes de copigmentacién
como son algunos acidos organicos, flavonoides, alcaloides, aminoéacidos, y
nucleotidos, asi como las mismas moléculas pigmentadas (Darias-Martin et. al., 2001),
formando en este caso, una mayor concentracion de moléculas pigmentadas y un
incremento en la estabilizacion. En la intermolecular, la asociacion entre las moléculas

pigmentadas con dichos agentes es débil.

En la copigmentacion intramolecular, la molécula de interés forma enlaces fuertes con
los agentes de copigmentacién que tenga unidos.

En ambos casos, la copigmentacion produce un incremento en la intensidad de color
debido a la formacion de agregados o complejos coloridos, provocando interacciones
hidrofébicas que protegen los cromoforos contra el ataque nucleofilico del agua, y
desplazan al mismo tiempo el equilibrio total entre las formas coloridas e incoloras,

hacia las formas coloridas.

El otro proceso de copigmentacion se realiza por la concentracién de las moléculas
pigmentadas provocando la polimerizaciéon de las moléculas de interés. En el caso de
las betalainas, al concentrar los extractos de betabel, las betalainas se polimerizan
con ellas mismas, y con otros compuestos fendlicos, proteinas, y polisacaridos
aumentando su estabilidad (Pedroza-Islas, 2002, Parra R. A. 2011).

1.4.2 Agentes portadores y encapsulantes

Se ha estudiado una gran variedad de materiales portadores de pigmentos para
aplicaciones en alimentos, sin embargo, es importante considerar caracteristicas como
la solubilidad en agua, permeabilidad, facilidad de aplicacién, baja viscosidad en

soluciones concentradas y naturaleza hidrofébicas o hidrofilicas de los mismos. Todos
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estos factores influirdn en las caracteristicas del producto final (Alpizar-Reyes et al.,
2019).

Como materiales portadores se han utilizado: carbohidratos (almidones de diferentes
fuentes: papa, arroz, maiz, entre otros), maltodextrinas de diferente equivalente de
dextrosa (ED), ciclodextrinas, carboximetilcelulosa; proteinas, gelatina, caseinatos,
aislado proteico de soja, suero de leche, zeina y aislado proteico de suero, grasas,
gomas (goma ardbica, goma mezquita); alginato de sodio, carragenina, quitosano,
pectina y otros polisacaridos. En general, estos agentes portadores también se utilizan
como encapsulantes ya que han mostrado una funcion protectora sobre el agente
activo contra el dafio oxidativo, siendo la estabilidad del activo dependiente del tipo de
agente encapsulante (Robert et al., 2015).

1.6 Métodos de identificacién y cuantificacion de betalainas

En cuanto a los métodos para identificar las betalainas se encuentran las técnicas de
espectrofotometria UV-Visible, cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). De las cuales se obtienen lecturas de espectros de
absorcion de la muestra. Con el espectrofotdmetro UV-vis en un barrido de 200 nm a
600nm se pueden observar picos de absorbancia que corresponden a pigmentos
amarillos (betaxantinas 476 nm) y rojos (betacianinas 536 nm). En la CCF en un barrido
de 270 nm a 700 nm se encuentran espectros de absorbancia maxima en 476 nm y Rf
de 0.50 y para 536 nm y Rf de 0.4. En el analisis de HPLC se detectan los diferentes
picos de absorbancia segun la lectura que se realice, a 476 y 536, se pueden observar
mas de un pico de absorcion y esto son los diferentes tipos de betacianinas o

betaxantinas estan presentes en una muestra (Soriano-Santos et al., 2007).

Para cuantificar las betalainas se utiliza la ecuacion 1.1 (Stintzing et al., 2005).

Bc[ﬂ]=A*1)F=k1vn/|/*m (1.1)
L Exl

Donde:
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BC=contenido de pigmento.
A= absorbancia Amax 538 nm para betacianinas y 480 nm de para betaxantinas.
DF= factor de dilucion.

MW= peso molecular 550 g/mol para betacianinas y 308 g/mol para betaxantinas.

L
molxcm

E=coeficiente de extincibn molar 60000 en H,0 para betacianinas vy

L
molxcm

48000

en H,0 para betaxantinas.

I=longitud de celda en cm.
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2 METODO

Las etapas de la metodologia y su secuencia de la presente investigacion se indican

en la figura 2.1 y enseguida se desglosa cada una de ellas

ESTABILIZACION DE
BETALAINAS DE
BETABEL PARA
PROLONGAR SU VIDA =
DE ANAQUEL Adiciondeun Obtencidn de

cinéticas de
p%ré?ggnaagas estabilidad de

betalinas

Obtencion de
extractos de betabel _ y
utilizando prensado, Copigmentacion
extractor y molienda y concentracion
de betalainas

Analisis de
resultados

Determinacion RS Analisis de la
de rendimientos estabilidad de
y contenido de las betalinas de

betalainas betabel

Figura 2.1 Etapas del método de investigacion
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2.1 Obtencion de extractos de betalainas de betabel

Las muestras de betabel fueron proporcionadas por una empresa del Estado de

México interesada en el proyecto planteado en esta investigacion.

Los betabeles se lavaron y fueron almacenados en bolsas de plastico por 5 unidades

y se sometieron a congelacién hasta su uso.

Del betabel crudo y descongelado se obtuvieron extractos (jugos) mediante 1)
prensado de porciones de betabel, 2) uso de un extractor, y 3) molienda en licuadora

de porciones de betabel.

El extracto proveniente de extractor y prensa se obtuvo haciendo pasar porciones de
betabel por el extractor y prensa para obtener el jugo, tomando como referente 500 g
de betabel.

En cuanto al procedimiento de molienda, el betabel se moli6é con agua destilada a 60°C
en una licuadora utilizando 500 g de betabel y 500 mL de agua.

Para eliminar fibra y solidos de los extractos de betabel, éstos se filtraron mediante
papel filtro y posteriormente se utilizé6 una cama filtrante de tierra diatomea preparada

al 50% p/v.

Los extractos obtenidos fueron identificados como extracto inicial prensa (EiP),

extracto inicial extractor (EIE) y extracto obtenido de molienda (EiM).

23



METODO

2.2 Determinacion de rendimientos, contenido de betalainas en extractos

de betabel y sélidos totales

De cada método se determind el rendimiento obtenido de extracto, mediante las
ecuaciones 2.1y 2.2 y tomando como base 500 g de betabel utilizada para obtener un

volumen o masa de extracto.
.. ml |74
Rendimiento [—] = — =mL/g (2.1)
g m
Donde:
V= volumen del extracto en [mL].

mi = peso de muestra inicial en [g].

me

Rendimiento B] == g/g (2.2)

Donde:
me= peso del extracto en [g].

m= peso de muestra inicial en [g].

La cuantificacion de betalainas en extractos de betabel se llevé a cabo mediante
espectrofotometria UV-VIS, considerando las bandas de absorcion a dos longitudes
de onda: 538 nm para betacianinas y 480 para betaxantinas.

La suma de ambas concentraciones proporciond la concentracion de betalainas.

Para el célculo de betaxantinas o betacianinas se utilizé la ecuacién 2.3 (Stintzing et
al., 2005).

1000
BC [%] = (A* DF » MW » 222 2.3)
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Donde:

BC=contenido de betalainas o betaxantinas en los extractos

A= absorbancia Amax 538 nm para betacianinas y 480 nm de para betaxantinas.
DF= factor de dilucion.

MW= peso molecular 550 g/mol para betacianinas y 308 g/mol para betaxantinas.

L
molxcm

E=coeficiente de extincibn molar 60000 en H,0 para betacianinas vy

L
molxcm

48000

en H,0 para betaxantinas.

I=longitud de celda en cm.

El factor de diluciéon se calculd con la ecuacion 2.4

Fp =% (2.4)
Va

Donde:
Vf= volumen final de solucion

Va= volumen de alicuota a diluir

La determinacién de sélidos totales se realiz6 utilizando la ecuacion 2.6

ST [@] _ (P;=P1)*1000

. o (2.6)

P1= peso de capsula vacia [mg].
P2= peso de capsula con muestra seca [mg].

Vo= volumen de muestra [1mL].

2.3 Analisis de la estabilidad de betalainas en extractos de betabel

Para analizar la estabilidad de betalainas se utilizaron dos métodos subsecuentes
1) Copigmentacion de betalainas

2) Adicién de un portador a extractos copigmentados
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2.3.1 Copigmentacion de betalainas en extractos de betabel

La copigmentacion de las betalainas se llevd a cabo utilizando dos métodos
subsecuentes 1) mediante la adicion de acido ascorbico (5% p/v) (previo estudio)
utilizando agitacion por 30 min. Posteriormente el extracto copigmentado mediante 2)
la concentracion del extracto a través de la eliminacion de agua, utilizando un rota
evaporador IKA RV10 basic a 100 a rpm y 40°C hasta eliminar el 80 % de agua en

cada extracto.

Los productos obtenidos fueron identificados como extractos copigmentado y
concentrado (Ecc), de prensa (EccP), de extractor (EccE) y extracto obtenido de

molienda (EccM).

De cada extracto se determinaron betalainas mediante el método descrito en el
apartado 2.2 de este trabajo. Como blanco se tomaron muestras de extracto sin

copigmentar y sin concentrar.

2.3.2 Adicion de portadores a extractos copigmentados

Una vez que los extractos fueron copigmentados se adicion6 un portadores de tipo
polisacarido a los extractos concentrados, considerando pectina, maltodextrina, goma

arabiga y xiloglucano, con el objetivo de conservar las betalainas en almacenamiento.

La maltodextrina y goma arabiga se adicionaron en una relacion del 0.5% p/v de
extracto y el xiloglucano y pectina fue al 0.1% p/v.

La mezcla fue agitada a temperatura ambiente en un bafio ultrasénico por 40 minutos.

Bajo las condiciones de copigmentacion, concentracion y adicion de portadores, los
productos fueron identificados como sigue. Extractos de prensa con maltodextrina

(EccPM), con goma arabiga (EccPG), con pectina (EccPP), con xiloglucano (EccPX).
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Extractos de extractor con maltodextrina (EcCEM), con goma arabiga (EccEG), con
pectina (EccEP), con xiloglucano (EccEX). Extractos de molienda con maltodextrina

(EccMM), con goma arabiga (EccMG), con pectina (EccMP), con xiloglucano (EccMX).

Los productos fueron almacenados a 4°C y 25°C para determinar el efecto de la
temperatura de almacenamiento durante 6 meses
El experimento se llevo a cabo en dos repeticiones por cada muestra y considerando

muestras individuales para su andlisis.

El andlisis realizado consistié en la determinacion de betalainas y coloracion de las
muestras. En este caso se utiliz6 como blanco un extracto inicial sin copigmentar y sin
concentrar (Bcol), un extracto con portador sin concentrar (Bco2), y como control un

extracto copigmentado y concentrado.

2.3.3 Determinacion de cinéticas de degradacion de betalainas de betabel

Las cinéticas de degradacion de las betalainas se obtuvieron mediante un seguimiento
de 6 meses midiendo la concentracion de betalainas que contenia cada extracto y

graficando las concentraciones obtenidas durante el seguimiento.

2.3.4 Determinacién de las caracteristicas del extracto estable de

betalainas

Una vez analizados todos los extractos obtenidos, se determino cual de los extractos
fue el mas estable y sobre este se determinaron las caracteristicas fisoquimicas, como
nitrdgeno total con el método Kjeldahl, proteina, azucares y solidos totales, incluyendo

el contenido de betalainas.
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Para el célculo de proteina se utilizé el factor para vegetales (6.25). Se calcularon los

STD con la metodologia antes mencionada.

Los azucares se obtuvieron mediante un refractometro digital de mano OPTI

(Bellingham Stanley).

Para determinar la estabilidad térmica, el extracto se calenté hasta su degradacion

midiendo la temperatura con un termometro.

Para el pH optimo se agregd acido e hidroxido segun el caso al extracto y se fue

determinando el pH con un potenciometro (Ohrus).
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3 RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, tomando como referencia la

metodologia propuesta.

3.1 Obtencion de extractos de betalainas de betabel

En la figura 3.1 se muestran los extractos crudos obtenidos por cada método utilizado,
donde se observa gue los extractos provenientes de prensa y extractor muestran una
mayor intensidad de color, mientras que el obtenido por molienda presenta menos
intensidad, lo cual es de esperarse debido a que este extracto fue obtenido con agua,

y por tanto su coloracion disminuye.

Vi Natd 0™

Tol£5% 5‘"

EiE EiM

Figura 3.1 Extractos obtenidos por los métodos de prensado (EiP), extractor (EiE)
molienda (EiM) de izquierda a derecha.
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3.2 Determinacién de rendimientos, contenido de betalainas en extractos

de betabel y sélidos totales.

Con respecto a la figura 3.2 el espectro Uv-Vis, éste muestra dos bandas, una en 480-
483 nm correspondiente a betaxantinas y otra en 530-532 nm correspondiente a

betacianinas y ambas representan el contenido total de betalainas en el betabel.

Betaxantinas
1.8
Betacianinas
1.6
1.4
1.2

1

Absorbancia

0.8
0.6
0.4
0.2

0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Longitud de onda (nm)

Figura 3.2 Espectro Uv-vis de un extracto de betabel

En la tabla 3-1 se presentan los datos obtenidos de rendimiento y contenido de
betalainas (betal), distinguiendo entre betaxantinas (betax) y betacianinas (betac) de

extractos crudos (sin copigmentacion y concentracion).

En general, los datos de la tabla 3-1 indican que los extractos crudos contienen

impurezas (solidos suspendidos) como azucares, fibra y otras sustancias disueltas y
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suspendidas, lo cual causa un efecto hipercromatico en los espectros indicando un
mayor contenido de betalainas (betal), dadas como betaxantinas (betax) y

betacianinas (betac), lo cual se disminuye una vez que los extractos se filtran.

Tabla 3.1 Rendimiento y contenido de betalainas en los extractos obtenidos por

prensa extraccion y molienda de betabel.

Contenido de betalainas en extractos
Sdlidos

Método de | Rendimiento

extraccion | (mL500g) | e Crudo(mg/L) Filtrado (mg/L)
(mg/L)
EiP 147 94733 1040 3923 5222 9145
EiE 131 94600 696 897 | 1592 | 4897 | 6336 11233
EiM 276 44000 223 319 5418 1547 2301 3848

Por otro lado, la tabla 3.1 muestra que el mayor rendimiento en volumen de extracto
se obtiene con el método de molienda de betabel. Sin embargo, también este extracto
presenta el menor contenido de betalainas, (debido a que se utiliza agua para la
obtencion del extracto). Este mismo comportamiento se observa en los extractos

filtrados.

Por el contrario, el mayor contenido de betalainas se presentd en los extractos
provenientes de extractor, seguido por los provenientes del prensado. En este caso, la
diferencia entre betalainas en los extractos se atribuye a que el obtenido con extractor
contiene mayor cantidad de azucares y posiblemente otros componentes disueltos que
contribuyen al efecto hipercrémico en las betalainas.

El contenido de betaxantinas, betacianinas y el total de betalainas se puede observar

en la figura 3.3, donde se confirma que el mayor contenido de betalainas se obtiene

de extractos de prensado y extractor.
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filtrado crudo filtrado crudo filtrado

Figura 3.3 Contenido de betaxantinas, betacianinas y total de betalainas de cada

extracto

En la tabla 3.1 también se muestran los resultados obtenidos de sdlidos totales
disueltos, de los extractos obtenidos por los diferentes métodos, donde se puede
observar que los solidos contenidos en el extracto por prensa son mayores por 133
mg/L que el de extractor, por lo que se considera que son 99.9% iguales, sin embargo,
el de molienda contiene tan solo el 45% de estos, esto es debido a que a este método
se le agrega agua, cabe mencionar que estos solidos seguramente se tratan de

azucares en todos los casos.
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3.3 Andlisis de estabilidad de betalainas del betabel

3.3.1 Copigmentacion y concentracion de extractos de betabel

En la figura 3.4 se presenta una imagen de un extracto sin copigmentar concentrado y
otro copigmentado con acido ascorbico y concentrado. En este caso se observa

cambio de coloracion ligero, con tintes violeta en el extracto copigmentado.

b)

Figura 3.4 a) Extracto sin copigmentar, b) extracto copigmentado con acido

ascorbico.

En la figura 3.5 se muestran el especto Vis del extracto copigmentado y concentrado
después de 5 dias de almacenamiento (izquierda), incluyendo el blanco consistente
en un extracto concentrado sin copigmentacién (derecha). En cada espectro se
incluyen las curvas de los extractos iniciales (Ei), después de la concentracion (Ec) y

después de 5 dias de almacenamiento (Ec5).

El espectro del extracto inicial (Ei) para ambos tipos de extractos concentrados Ec y
Ecc presentan las bandas correspondientes a las betaxantinas y betacianinas a 450 y
540 nm respectivamente en ambos espectros (a y b). Sin embargo, el espectro (a)
correspondiente a extractos sin copigmentacion, muestran que al finalizar la
concentracion el extracto Ec sufre pérdida de betacianinas pertenecientes al color rojo,
observandose un cambio de coloracion amarillo en el extracto, con un incremento

aparente de betaxantinas (450 nm), lo cual se atribuye al efecto de la temperatura
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utilizada durante la concentracion (40°C). Por otro lado, después de 5 dias, este
extracto, aun después de concentrado presenta degradacion total con pérdida de

betalainas.

a) b)

o

wbhancia

Absorbancia

Figura 3.5 Espectro UV-vis de extractos concentrados (Ec) sin copigmentar (a) y
copigmentado (Ecc) (b), incluyendo extractos iniciales (Ei) (control) y después de 5

dias de almacenamiento (Ec5 y Eccb).

En su caso, el concentrado cuyo extracto fue copigmentado conserva la banda de
betacianinas y pierde la banda de betaxantinas, con permanencia de coloracion similar
a la inicial, demostrando que la copigmentacion mediante la adicion de un &cido
organico, en este caso el acido ascorbico, conserva las betacianinas. A su vez, el
espectro de este extracto después de 5 dias de ser concentrado presenta el mismo
comportamiento. Los resultados de estabilidad obtenidos en este trabajo fueron
similares a lo reportado por Leong et al. (2018), en este caso los autores estabilizaron

betacianinas de cascara de pitaya.
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En la tabla 3.2 se muestra el contenido de betalainas que se obtuvo de los extractos

iniciales (Ei), y los extractos copigmentados concentrados (Ecc).

Tabla 3.2 Contenido inicial de betalainas en extractos (mg/L)

Contenido de betalainas

Método de en extractos (mg/L)
extraccion
Ece
P 914.5 2867
E 1123.3 2337
M 384.8 1618

En todos los casos se observa el incremento de betalainas por efecto de la
concentracion, y la diferencia en el contenido de betalainas se debe al método de

extraccion.

3.3.2 Adicion de portadores como polimeros a extractos copigmentados y
concentrados

En las tablas 3-3:3-6 se muestran los resultados de contenido de betalainas de los
extractos copigmentados, concentrados con un portador, una vez que fueron
almacenados 4°C y 25°C. Los resultados corresponden a 0, 7, 14 dias de

almacenamiento. En las figuras 3.6-3.8 se presentan estos resultados graficamente.
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Tabla 3.3 Contenido de betalainas en mg/L del extracto copigmentado concentrado con maltodextrina (ccM), un extracto
copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin

concentrar (Bco2) conservados a 4 y 25°C por 6 meses de almacenamiento

Método de Contenido de betalainas en extractos (mg/L)

simEsEn ' Copigmentado y concentrado (control) Copigmentado, concentrado y maltodextrina (CCM)

/ Polimero

4 |1123 1551 | 2337 | 2617 | 2472 | 2541 | 2743 | 2393 | 2120 | 2032 | 1969 | 2609 | 2562 | 2663 | 2351 | 2498 | 2437 | 2302 | 2256
25|1123 1551 | 2337 | 2411 | 2407 | 2204 | 1564 | 1491 | 1410 | 1168 | 717 | 2504 | 2289 | 2095 | 1510 | 1539 | 1093 | 1162 | 793

4 | 385 989 1618|1782 | 1784 1758 | 1646 | 1573 | 1565 1477 | 1179 1812 1772|1760 1707 1634 | 1686 1563 1381
25| 385 989 | 1618|1484 | 1473 1362|1046 922 @ 713 | 731 | 778 1674|1519 1462 1101 | 832 | 1124 627 | 664
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Tabla 3.4 Contenido de betalainas en mg/L del extracto copigmentado concentrado con goma arabiga (ccG), un extracto
copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin

concentrar (Bco2) conservados a 4 y 25°C por 6 meses de almacenamiento

Contenido de betalainas en extractos (mg/L)

Mét
exe':r:(c:i::)i;:/ Copigmentado y concentrado (control) Copigmentado, concentradoyadicionado con goma
Polimero I |
4 | 915 | 1150 2867 2858 | 2834 | 2749 | 2742 | 2637 | 2746 | 2635 | 2485 | 2735 | 2586 | 2715 | 2702 | 2614 | 2675 2590 2561
i E 915 | 1150 2867 2590 [ 2306 2270 1989 | 1919 1369 1222 | 719 2520 2445|2229 1818 1460 | 1297 1216 684
4 | 1123 | 1551 | 2337 | 2617 | 2472 | 2541 | 2743 | 2393 | 2120 | 2032 | 1969 | 2726 | 2546 | 2468 | 2424 | 2309 | 2256 | 2225 | 2224
: 51123 1551 | 2337 | 2411 | 2407 | 2204 | 1564 | 1491 | 1410 | 1168 | 717 | 2445 | 2258 | 2029 | 1627 | 1342 | 1228 | 988 | 584
4 | 385 989 | 1618 1782|1784 1758|1646 1573|1565 1477|1179 1845 1770 1717 1689 1612 1596 1501 1504
M E 385 989 | 1618 1484 | 1473 1362|1046 922 | 713 731 | 778 | 1655 1515 1398 995 977 | 829 | 912 | 695
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Tabla 3.5 Contenido de betalainas en mg/L del extracto copigmentado concentrado con pectina (ccP), un extracto
copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin

concentrar (Bco2) conservados 4 y 25°C por 6 meses de almacenamiento.

Contenido de betalainas en extractos (mg/L)

ity Copigmentado, concentrado adicionado con
de Copigmentado y concentrado (control) P9 Y
extraccion | °C i
/ Polimero
b 4 | 915 1150 | 2867 | 2858 2834 2749 | 2742 2637 2746 | 2635 | 2485 | 2781 | 2582 | 2573 | 2482 2438 2385 | 2379 2074
25| 915 1150 | 2867 | 2590 2306 2270 | 1989 1919 1369 | 1222 | 719 | 2338 2229 2473|1762 1331 1121 1037 | 761
£ 4 |1123 1551 | 2337 | 2617 | 2472 | 2541 | 2743 | 2393 | 2120 | 2032 | 1969 | 2579 | 2295 | 2502 | 2497 | 2480 | 2398 | 2387 | 2356
25|1123 1551 | 2337 | 2411 | 2407 | 2204 | 1564 | 1491 | 1410|1168 | 717 | 2259 | 2180 | 2203 | 1637 | 1286 | 1126 | 944 | 719
M 4 | 385 989 | 1618|1782 1784 1758|1646 1573 1565 | 1477 (1179 | 1776 1734 1774|1626 1599 1596 1535 | 1508
25| 385 989 | 1618|1484 1473 1362|1046 922 @ 713 | 731 | 778 | 1541 1469 1402|1229 843 @ 774 | 700 | 695
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Tabla 3.6 Contenido de betalainas en mg/L del extracto copigmentado concentrado con xiloglucano (ccX), un extracto
copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin
concentrar (Bco2) conservados a 4 y 25°C por 6 meses de almacenamiento.

Contenido de betalainas en extractos (mg/L)

Método

de Copigmentado y concentrado (control)
extraccion
/ Polimero

(Coplgmentado concentrado y adicionado con
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Figura 3.6 Contenido de betalainas en los extractos provenientes del método prensa,

una vez que fueron copigmentados concentrados con portador y almacenados a 4 y

25°C.
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Figura 3.7 Contenido de betalainas en los extractos provenientes del método
extractor, una vez que fueron copigmentados concentrados con portador y

almacenados a 4y 25°C.
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Figura 3.8 Contenido de betalainas en los extractos provenientes del método prensa,
una vez que fueron copigmentados concentrados con portador y almacenados a4y
25°C.

En todos los casos los extractos almacenados a 4°C contienen mayor cantidad de
betalainas que las conservadas a temperatura de 25°C, observando con esto que a

temperatura ambiente si existe una degradacién gradual de las betalainas.

Por otro lado, se observa un aumento de betalainas hasta los 7 dias de
almacenamiento, indicando que en ese tiempo se estabilizan las betalainas; sin
embargo, con el transcurso del tiempo este aumento de concentracion vuelve a

decaer, independientemente de la adicion del portador.

En las figuras 3.6-3.8, asi como en las tablas 3.3-3.6 se observa que la adicién de
polimeros en el extracto por prensa no ayuda a la estabilidad del extracto con el paso
de los dias ya que desde los primeros dias hasta los 6 meses de almacenamiento
existe una degradacion aparente de betalainas para 4 y 25°C, aunque para los
extractos por molienda y extractor la adicion del polimero si ayuda a la estabilidad de

betalainas en almacenamiento a 4°.
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Los extractos que se mantienen a los 6 meses de almacenamiento a 4° son EccP,
EccPM, EccPG, EccPX en un rango de 2300-2500 mg/L, EccE, EccEM, EccEG,
EccEP, EccEX en un rango de 1800-2300 mg/L, EccM, EccMM, EccMG, EccMP,
EccMX en un rango de 1100-1500 mg/L.

Extractos almacenados a 4°C durante 6 meses
Bco 1

3300
W Bco2
2800 Control
H6M
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|
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[mg/L] betalainas

o

EccP EccE EccM

Figura 3.9 Contenido de betalainas (mg/L) de los extractos por prensa (EccP), por
extractor (EccE) y por molienda (EccM) almacenados por 6 meses a 4°C, de un
extracto un extracto copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido

y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin concentrar (Bco2).
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Extractos almacenados a 25°C durante 6 meses
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Figura 3.10 Contenido de betalainas (mg/L) de los extractos por prensa (EccP), por
extractor (Ecck) y por molienda (EccM) almacenados por 6 meses a 25°C, de un
extracto un extracto copigmentado y concentrado (control), un extracto inicial sin acido
y sin concentrar (Bcol), un extracto con portador sin concentrar (Bco2).

En las figuras 3.9-3.10 se muestran los resultados obtenidos a los 6 meses de
almacenamiento para 4 y 25°C, en las cuales se alcanza a percibir que para todos los
casos el control tiene una concentracién de betalainas mayor al Bcol y Bco2, esta
concentracion esta dada para el tiempo 0 de almacenamiento mientras que a los 6
meses de almacenamiento esta concentracion va disminuyendo, y para los
almacenados a 4°C el que se mantiene mas estable aun con el paso del tiempo es el
extracto concentrado copigmentado por prensa, mientras que para los almacenados a
25°C la degradacion de las betalainas surge con mayor rapidez en todos los extractos
por igual, comprobando con esto la afectacion que tiene la temperatura sobre las

betalainas.
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3.3.3 Determinacion de cinéticas de degradacion de betalainas de betabel

El comportamiento de las cinéticas se muestra a continuacion en las siguientes

figuras.

Cinética EccP (control)
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@ Control 4°C @ Control 25°C

Figura 3.11 Cinética de un extracto (EccP) desde el tiempo 0 hasta los 6 meses de

almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.12 Cinética del extracto (EccPM) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.13 Cinética del extracto (EccPG) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Cinética EccPP
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Figura 3.14 Cinética del extracto (EccPP) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Cinética EccPX
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Figura 3.15 Cinética del extracto (EccPX) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Cinética EccE (control)
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Figura 3.16 Cinética del extracto (EccE) desde el tiempo 0 hasta los 6 meses de

almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.17 Cinética del extracto (EccEM) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.18 Cinética del extracto (EccEG) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.19 Cinética del extracto (EccEP) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4y 25°C
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Figura 3.20 Cinética del extracto (EccEX) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.21 Cinética del extracto (EccM) desde el tiempo 0 hasta los 6 meses de

almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.22 Cinética del extracto (EccMM) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.23 Cinética del extracto (EccMG) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.24 Cinética del extracto (EccMP) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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Figura 3.25 Cinética del extracto (EccMX) y el control desde el tiempo 0 hasta los 6

meses de almacenamiento a 4 y 25°C
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En las figuras 3.11-3.25 se muestran las cinéticas obtenidas de los extractos
concentrados copigmentados como control y adicionados con un portador, donde se
logra observar la degradacion de betalainas con el paso del tiempo hasta los 6 meses
de almacenamiento, en las cuales se aprecia que la degradacién es mayor en los
extractos a 25° mientras se mantienen mas estables a 4°C, y que el extracto se

mantiene en algunos mas estable sin el portador.

3.3.4 Determinacién de las caracteristicas del extracto estable de

betalainas

Después del analisis realizado se considera que no es necesario la adicién de un
portador, siendo asi que el extracto que tiene mejor estabilidad a los 6 meses de
almacenamiento a 4° C es el extracto prensado copigmentado y concentrado el cual
tiene las propiedades que se mencionan en la tabla 3.7, se encuentra en estado liquido
y es estable en medios &acidos con pH menor a 6, manejable en un rango de
temperatura menor a 100°C manteniendo sus caracteristicas, con un alto valor de
nitrdgeno tres veces mayor que el reportado para el betabel, por consiguiente la
concentracion de proteina obtenida es mayor que la reportada para el betabel, se
obtuvo 24.3% de contenido de STD, por debajo de lo reportado para el polvo de betabel
comercial, en cuanto a los azucares se encontré que tiene un 60% mas que el betabel
sin concentrar y un 20% debajo del polvo de betabel comercial, finalizando con el
contenido de betalainas en 3%, un mayor porcentaje comparado con lo reportado, para
los polvos de betabel comerciales. En general, los resultados son superiores, debido

a que se trata de un producto concentrado.
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Tabla 3-7 Propiedades del extracto estable de betalainas de betabel.

Extracto copigmentado y

concentrado de betalainas de

Propiedades

betabel
Estado Liquido
pH de estabilidad <6
Temperatura de estabilidad < 100°C
Nitrégeno 8.49 mg/g
Proteina 53.07 mg/g
Solidos Totales Disueltos 243.1 g/L
Azlcares 61° Brix
Betalainas <3%w
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DISCUSION DE RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS

Los datos de estabilidad térmica encontrados en este proyecto son <100 °C,
superiores a los encontrados por Attia et al., (2013) de 50°C e inferior por 10 unidades
en cuanto a lo mencionado por Arthikha y Madhanasundareswari (2019), mientras que
el pH de estabilidad se mantiene dentro del rango <7 mencionado por Attia et al.,
(2013), Antigo et al. (2017), Trishitman et al., (2021), Arthikha y Madhanasundareswari
(2019). Estos resultados estan referenciados a 7 dias de almacenamiento y
estabilizados mediante un polimero, los encontrados en este proyecto estan
referenciados a los 6 meses de almacenamiento estabilizados mediante

copigmentacion.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Se obtuvieron extractos acuosos de betalainas utilizando licuadora (molienda), prensa
y extractor. A través de la molienda se consiguié un mayor rendimiento por el volumen
de extracto obtenido; sin embargo, se obtuvo el menor contenido de betalainas,
mientras que un menor rendimiento se obtuvo mediante prensa y extractor; sin
embargo, mediante estos métodos se logré un mayor contenido de betalainas
superando al de molienda debido a la dilucién que se presenta por la adicion de agua

para la extraccion.

Como técnicas de estabilizacion, se utilizaron la compigmentacion, adicionando acido
ascoérbico y retirando agua del extracto para obtener extractos concentrados de
betalainas con 20 % de agua. Ademas, a estos extractos se adiciond un portador de
tipo polisacarido, con el objeto de incrementar la estabilidad del extracto para prolongar
su vida de anaquel.

Para probar la estabilidad de los extractos obtenidos en anaquel, los extractos fueron
almacenados a dos temperaturas 4°C y 25°C dando seguimiento a la degradacion de
betalainas durante 6 meses. De esta etapa se concluye que la temperatura afecto el
contenido de betalainas, de forma independiente a todos los extractos. Los productos
almacenados presentaron una pérdida de 0-20 % durante 6 meses, mientras que los
que fueron almacenados a 25°C fueron mayormente afectados, perdiendo hasta el
80% de betalainas, a partir de 2 meses de almacenamiento.

Con respecto a los métodos utilizados para la estabilizacion de las betalainas
(copigmentacién y adicion de un polisacarido como portador de betalainas), se
encontré6 que los extractos obtenidos por prensa copigmentados y concentrados
mantienen el contenido de betalainas durante los 6 meses de seguimiento en anaquel;
mientras que los extractos de molienda y extractor, copigmentados y concentrados se
observo una pérdida del 20 % de degradacion de betalainas, sin observar cambios
representativos en aquellos extractos a los que se adicion6 un portador. De acuerdo
con estos resultados, se concluye que no es necesaria la adicién de un portador (EccP)

para conservar el contenido de betalainas en anaquel durante 6 meses.
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CONCLUSIONES

Los extractos que no fueron copigmentados y concentrados presentaron una pérdida
del 100% a partir del segundo dia de extraccion. Por lo que se deduce que las técnicas

de copigmentacion utilizadas favorecen la estabilidad de las betalainas.

De los extractos obtenidos y analizados, el producto final seleccionado se considera
aguel extracto que fue obtenido por prensa y fue copigmentado y concentrado,
mostrando hasta 3% de contenido de betalainas y estabilidad con vida de anaquel
prolongada > 6 meses; a su vez, estabilidad en un rango de pH<6, y temperatura <
100°C. En relacion con los productos comercializados de betabel, se desconoce su
vida de anaquel, y la temperatura reportada es < 50°C, por lo que en el producto

obtenido se supera este rango.
Para especificar y precisar su aplicacion es necesario continuar con la investigacion, a

fin de proporcionar mayores elementos que ayuden a fortalecer los resultados

obtenidos.
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