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RESUMEN

El problema ambiental por colorantes alimentarios sintéticos se ha encrudecido en los
ultimos afos, originando problemas de salud y contaminacion, lo que ha dado lugar a
productos menos dafiinos al ambiente, como lo son los pigmentos naturales
provenientes de frutas y vegetales. Sin embargo, ellos presentan varias desventajas,
entre las que se encuentran los solventes utilizados en la extraccion, problemas de
estabilizacidon y conservacién, ya que son facil degradacién y cortos tiempos de vida
por accion del oxigeno, luz pH y temperatura. Por tanto, las investigaciones enfocadas
en esta area se centran actualmente en esta problematica.

En este trabajo de investigacion se estudio la obtencidn y preservacion de betalainas
de betabel morado, amarillo y la tuna morada para favorecer su estabilidad en anaquel,
utilizando técnicas de conservacion.

Como primera etapa se obtuvieron jugos de betabel y tuna para su uso como
pigmentos liquidos y/o aditivos para incrementar el valor nutricional de alimentos. Para
la obtencion de los jugos, previamente se congelaron piezas de betabel provenientes
de residuos de postcosecha y posteriormente mediante descongelamiento y prensado
en un extractor se obtuvieron los jugos. En esta etapa, a cada jugo se adicioné
inmediatamente acidos organicos (tartarico, ascorbico, citrico y acético) por separado
para evaluar su efecto sobre las betalainas como agentes de conservacion y
copigmentacion. Posteriormente se obtuvieron jugos concentrados, utilizando un rota-
evaporador hasta eliminar el 70-80% de agua contenida en los jugos.

Los jugos concentrados se almacenaron en frascos ambar a 4°C sin luz para analizar
la conservacion de betalainas en tiempo de anaquel por 6 meses, determinando su
estabilidad a temperatura y pH mediante un analisis cuantitativo por Uv-vis y un
analisis colorimétrico en el rango de pH de 2-12, y hasta 125°C.

En la segunda etapa se realiz6 un analisis de azucares y la identificacion y
cuantificacion del tipo de betalainas presentes en los jugos concentrados mediante
cromatografia UPLC acoplado con detector IR (indice de refraccion) para azucares y
detector MS (masas) para betalainas.



En la tercera etapa, los jugos concentrados se aplicaron a queso cottage para analizar
su efecto en la pigmentacion y retencion de betalainas durante 10 dias de
almacenamiento.

Como resultados de la primera etapa, el jugo concentrado de betabel morado con
acido ascorbico indicdé 10% de agua, el contenido mas alto de betalainas (0.86 mg/g),
mostrando una tonalidad rojo-morado con 51% de pureza en el color, indicando que
no es un color primario y proviene de una variacion mezclada y presenta opacidad.
La estabilidad colorimétrica y contenido de betalainas fue <100°C, pH <9 y 20 dias de
exposicion al oxigeno. En anaquel se retuvo 87% de betalainas durante 6 meses,
conservando la tonalidad roja-morada.

Con respecto al jugo concentrado de betabel amarillo, el contenido de agua fue de
10%, el acido acético proporcion6 0.621mg/g de betaxantinas con tonalidad amarillo
brillante y 96.94 de pureza en el color. La estabilidad colorimétrica fue <100°C, pH <9
y 20 dias de exposicion al oxigeno, reteniendo 99% de betaxantinas durante 6 meses,
y conservando la tonalidad amarilla.

En el jugo concentrado de tuna morada su contenido en agua fue de 20%; el acido
ascorbico indicé el contenido mas alto de betalainas (0.191 mg/g), tonalidad roja 'y 48%
de pureza en color. La estabilidad colorimétrica fue <100°C, pH <9 y 20 dias de
exposicion al oxigeno. Durante 6 meses de anaquel se retuvo 50% de betalainas con
una tonalidad roja.

El azucar mayoritaria en los jugos de betabel morado y amarillo fue la sacarosa,
conteniendo 3.4 y 1.8 mg/L respectivamente, mientras que en la tuna se identifico
sacarosa y fructuosa en concentracion de 0.5y 3.9 mg/L.

En UPLC-MS se encontré que el jugo de betabel morado y de tuna contienen 0.773
mg/g y 0.781 mg/g de betanina respectivamente, identificando 21 betalainas en el
betabel morado, 30 en tuna morada y 47 betaxantinas en betabel amarillo, entre las
cuales se encuentran betanidina, neobetanina, betanina, vulgaxantina |, vulgaxantina
I, indicaxantina y miraxantina V, isdomeros y algunos fragmentos de estas betalainas.
La aplicacion de los jugos concentrados de betabel morado, amarillo y tuna morada en
queso cottage, dio como resultado que las betalinas y betaxantinas, conservaron en

betabel morado, 0.017 mg/g con 93% retencidén de betalainas con una tonalidad roja



de 44.9 de pureza. En queso cottage, el jugo de betabel amarillo conservé 0.025 mg/g
con 62% retencién de betalainas con una tonalidad amarillo de 60.3 de pureza. En
cuanto al pigmento de tuna en queso cottage se registré un valor de 0.020mg/g con
84% retencidn de betalainas con una tonalidad rosa de 27.1 de pureza.



ABSTRACT

The environmental problem caused by synthetic food colorings has worsened in recent
years, leading to health issues and pollution, which has resulted in a demand for less
harmful products, such as natural pigments derived from fruits and vegetables.
However, these pigments present several disadvantages, including the solvents used
in extraction, and problems with stabilization and preservation, as they are easily
degraded and have short shelf lives due to the effects of oxygen, light, pH, and
temperature. Therefore, current research in this area focuses on these problems.

This research study investigated the extraction and preservation of betalains from
purple and yellow beets and purple prickly pear to improve their shelf stability, using
preservation techniques.

As a first step, beet and prickly pear pear juices were obtained for use as liquid
pigments and/or additives to increase the nutritional value of food. To obtain the juices,
pieces of beetroot from post-harvest waste were first frozen. The juices were then
thawed and pressed in an extractor. At this stage, organic acids (tartaric, ascorbic, citric,
and acetic) were immediately added separately to each juice to evaluate their effect on
betalains as preservative and copigmenting agents. Concentrated juices were then
obtained using a rotary evaporator until 70-80% of the water content was removed.
The concentrated juices were stored in amber bottles at 4°C in a dark environment to
analyze betalain preservation over a 6-month shelf life. Their stability at different
temperatures and pH levels was determined through quantitative UV-Vis analysis and
colorimetric analysis within a pH range of 2-12 and up to 125°C.

In the second stage, sugar analysis was performed, along with the identification and
quantification of the types of betalains present in the concentrated juices using UPLC
coupled with an IR (refractive index) detector for sugars and a MS (mass spectrometry)
detector for betalains.

In the third stage, the concentrated juices were applied to cottage cheese to analyze
their effect on pigmentation and betalain retention during 10 days of storage. As a result
of the first stage, the purple beet juice concentrate with ascorbic acid showed 10%
water content, the highest betalain content (0.86 mg/g), and a reddish-purple hue with



51% color purity, indicating that it is not a primary color and originates from a mixed
variation. It also exhibited opacity.

Colorimetric stability and betalain content were maintained at <100°C, pH <9, and after
20 days of oxygen exposure. On the shelf, 87% of betalains were retained for 6 months,
maintaining the red-purple hue.

Regarding the concentrated yellow beet juice, the water content was 10%. Acetic acid
yielded 0.621 mg/g of betaxanthins, resulting in a bright yellow hue and 96.94% color
purity. Colorimetric stability was observed at <100°C, pH <9, and 20 days of oxygen
exposure, retaining 99% of betaxanthins for 6 months and maintaining the yellow hue.
In the concentrated purple tuna juice, the water content was 20%. Ascorbic acid
indicated the highest betalain content (0.191 mg/g), a red hue, and 48% color purity.
Colorimetric stability was observed at <100°C, pH <9, and 20 days of oxygen exposure.
During a 6-month shelf life, 50% of the betalains retained a red hue.

The predominant sugar in the purple and yellow beet juices was sucrose, containing
3.4 and 1.8 mg/L, respectively, while in the tuna juice, sucrose and fructose were
identified at concentrations of 0.5 and 3.9 mg/L.

UPLC-MS analysis revealed that the purple beet juice and prickly pear juice contained
0.773 mg/g and 0.781 mg/g of betanin, respectively. Twenty-one betalains were
identified in the purple beet juice, 30 in the purple tuna juice, and 47 betaxanthins in
the yellow beet juice, including betanidin, neobetanin, betanin, vulgaxanthin I,
vulgaxanthin II, indicaxanthin, and miraxanthin V, as well as isomers and fragments of
these betalains.

The application of concentrated juices from purple and yellow beets and purple tuna to
cottage cheese resulted in the preservation of betalains and betaxanthins in purple
beets at 0.017 mg/g with 92% betalain retention and a red hue of 44.9 purity. In cottage
cheese, yellow beet juice preserved 0.025 mg/g with 60% betalain retention and a
yellow hue of 60.3 purity. As for the prickly pear pigment in cottage cheese, a value of
0.020 mg/g was recorded with 85% betalain retention and a pink hue of 27.1 purity.
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INTRODUCCION

Los pigmentos naturales de aplicacion alimentaria representan una opcién sostenible
de produccidn para sustituir los pigmentos sintéticos porque provienen de fuentes
renovables, son biodegradables y no causan efectos negativos a la salud; por el
contrario, dado que la mayoria provienen de fuentes vegetales, florales y frutales, su
consumo puede proveer de antioxidantes al organismo, beneficiando a la salud
humana. Sin embargo, los pigmentos naturales se encuentran en desventaja con los
sintéticos, debido a su rapida y facil degradacion, menor capacidad de pigmentacion y
costos de manufactura, lo cual limita su produccion industrial y comercializacion.
Entre las fuentes naturales de pigmentos se encuentran el betabel y la tuna, los cuales
contienen betalainas, constituidas a su vez, por betacianinas (color rojo-morado) y
betaxantinas (color amarillo). Sin embargo, los extractos de betalainas son
susceptibles a su rapida degradacion en presencia de oxigeno, agua, exposicion a la
luz,yunpH<30>7.

Ala fecha, se tienen investigaciones sobre el betabel como pigmento es deshidratado,
pulverizado y encapsulado, teniendo un producto en polvo o solucion, sin embargo, la
obtencion de estos no es precisa y su estabilidad ante factores como temperatura y
cambios de pH sigue siendo escasa, por ende, su aplicacion es restringida, por lo que
las investigaciones sobre la obtencion de pigmentos de betabel y su conservacion
continuan en la actualidad. Con respecto a pigmentos de tuna existen investigaciones
que indican que el pigmento se obtiene mediante encapsulacion, obteniendo particulas
granuladas como pigmento, sin embargo, su produccion y venta no se encuentran para
consumo.

En este trabajo se propone obtener y caracterizar pigmentos naturales, de betabel y
tuna y analizar su estabilidad mediante agentes de copigmentacion y conservacion,
para alcanzar una mayor vida de anaquel y analizar su estabilidad a factores como pH,
temperatura y oxigeno para evaluar su aplicacion como colorante natural en la
industria alimentaria, y utilizar el UPLC-MS para identificar y cuantificar fitoquimicos
presentes en los pigmentos. El desafio en la investigacion es la conservacion de los
pigmentos y su aplicacion, y la identificacioon y cuantificacion mediante UPLC-MS.



1 FUNDAMENTOS

El color de los alimentos es un factor clave para captar la atencion de los
consumidores, ya que influye en la percepcion de calidad y sabor. No obstante, en los
alimentos procesados, esta coloracion generalmente se debe a la incorporacion de
tintes y pigmentos conocidos como agentes colorantes. (Sanchez Juan, 2013), los
cuales se emplean para resaltar el color natural de los alimentos o para devolver el
color perdido en las manipulaciones del proceso para su conservacion y volverlos mas
atractivos visualmente e inclusive potenciar el apetito (Parra Ortega, 2004). Sin
embargo, el origen de los agentes colorantes es generalmente sintético; por lo que
afectan la salud humana y el ambiente (Kumar et al., 2017).

El uso de colorantes sintéticos en la industria textil, cosmética, farmacéutica,
alimenticia entre otras, tienen efectos negativos en la salud desde tefiir la dentina (John
etal.,, 2022), transtornos de neurocomportamiento en nifios (Miller et al., 2022),
problemas cardivasculares (John et al., 2022) hasta cancerigenos (Zhang et al., 2023)
con afectaciones ambientales debido a que se generan un gran volumen efluentes
coloreados contaminando el medio ambiente principalmente el agua (Cortazar
Martinez et al., 2014; Tkaczyk et al., 2020) como toxicidad acuatica, obstruccion de luz
solar impidiendo el proceso de fotosintesis (Sharma et al., 2021) . Con el propdsito de
sustituir los colorantes sintéticos, hoy en dia, se ha retomado el uso de pigmentos, que
aportan color y grandes ventajas gracias a su actividad funcional como antioxidante y
microbiana y grandes beneficios alimenticios (Kumar et al., 2017). La sintesis de
pigmentos ha adquirido gran relevancia en areas como la proteccion ambiental, la
ingenieria de materiales y la industria alimentaria, ya que al no contener componentes
toxicos y por su procesos y origen de obtencién resultan seguros y amigables con el
medio ambiente (Nambela et al., 2020; Brudzynska et al., 2021). Esta practica se ha
incrementado en los ultimos afos, sin embargo, aun sigue siendo limitada debido a su
inestabilidad de los pigmentos naturales para uso alimenticio, en comparacion con los

pigmentos sintéticos (Mancha et al., 2019; Luzardo-Ocampo et al., 2021).



La obtencion de los pigmentos proviene de diversas fuentes, como animales,
minerales, microorganismos, algas y una fuente importante vegetales (Nambela et al.,
2020), los cuales ofrecen grandes oportunidades de obtencion, debido a su diversidad
en la naturaleza como clorofilas, los carotenoides, antocianinas y betalainas; siendo
estas ultimas de las mas buscadas debido al alto poder de tincion que poseen (Roman
et al., 2014; Ghosh et al., 2021).

Las betalainas son pigmentos nitrogenados hidrosolubles que proporcionan colores
con tonos rojos y amarillos (Rodriguez-Amaya, 2019a). 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), Buganvilia (Bougainvillea glabra Choisy) (Robles
Aguilar et al., 2018) y en algunas cactaceas del género Opuntia y Hylocereus, como la

tuna purpura, las pitayas y pitahayas (Otalora et al., 2019).

A la fecha existen en el mercado productos colorantes referidos al betabel rojo, los
cuales se comercializan como betabel en polvo y extracto. Sin embargo, se desconoce
el método de obtencidn y conservacion; de acuerdo con la informacion que existe al
respecto, se indica que el betabel es deshidratado y pulverizado, comercializandose
como colorante de betabel rojo (Lopez-Solorzano & Muro Urista, 2021), para el caso
de betabel amarillo no se encuentran productos reportados y en el caso de la tuna el
pigmento es obtenido en polvo mediante técnicas de encapsulacién como secado por
aspersion.

Por lo que las investigaciones sobre la obtencion de pigmentos de betabel y otros

medios naturales como la tuna y su conservaciéon continuan en la actualidad.

1.1 Colorantes

El color es la sensacion producida por los rayos luminosos que impresionan los

organos visuales y que depende de la longitud de onda se conoce también como la



propiedad de la luz transmitida, reflejada o emitida por un objeto, que depende de su
longitud de onda (Real Academia Espafiola, 2022), este depende de un estimulo
luminoso y del observador; el color que percibimos es personal ya que todos asimilan
la radiacion segun sus propios receptores dando el estimulo con el que se obtiene el
color que se capta, principalmente se consideran tres receptores que reciben sefales
opuestas: azul-amarillo, rojo-verde y luz-sombra, la combinacién de estas sefales es
enviada al cerebro el cual emite una respuesta como interpretacion del color y esto es
lo que se conoce como tricromaticidad (Marcano, 2018), el espacio de color L* a* b*
fue modelado en base a una teoria de color oponente que establece que dos colores
no pueden ser rojo y verde al mismo tiempo o amarillo y azul al mismo tiempo. Como
se muestra a continuacion, L*indica la luminosidad y a* y b* son las coordenadas
cromaticas. L*=luminosidad; a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica
verde); b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul); las
sustancias coloreadas se conocen como colorantes. Existe un modelo donde a partir
de a* y b* se calcula el angulo de tono o (hue, h°); el tono define a un color mediante
longitud de onda, el tono identifica los colores de la regién visible amarillo, azul, rojo,
verde, naranja y violeta; el matiz, refleja las diferentes variaciones que puede tener un
tono; y el indice de saturacion o croma (C*) que indica la cantidad de color o pureza
(Alonso Pérez, 2009; Salinas-Moreno et. al., 2021; Almonacid Ramiro., 2012).

Un colorante es una sustancia utilizada como aditivo para recuperar el color que un
producto ha perdido tras someterse a un proceso, para acentuar o incrementar el color

original o para dotarle una gama de colores mas atractivo (Sanchez Juan, 2013)

Los colorantes se clasifican de diversas maneras segun su origen, caracteristicas de
disolucién, por coloracion que proporcionan hasta simplemente por color (Parra
Ortega, 2004), segun su origen se clasifican en sintéticos o artificiales y naturales. Los
colorantes sintéticos tienen buenas propiedades de disolucion, en agua e insolubles
como lacas de hidroxido de aluminio, se puede obtener una gran gama de colores,

tienen gran resistencia a procedimientos como tratamientos térmicos, pH extremos,



luz entre otros, son mas baratos que los naturales (Parra Ortega, 2004; Sanchez Juan,
2013).

1.2 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 Ortega, 2004).
Actualmente, son preferidos por los consumidores debido a la importancia de la
preservacion ecologica y sus afectaciones a la salud humana (Yusuf et al., 2017), como
hiperactividad o broncoespasmos en personas con asma (Turner y Kemp, 2010).

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 (carbon vegetal, carbonato calcico, didéxido
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 produccidn 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).

1.3 Betabel como fuente de pigmentos

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 hombres como
betarraga y remolacha (Mirmiran et al., 2020; Nottingham, 2004). 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. Es rico en
numerosos minerales y micronutrientes con propiedades beneficiosas para la salud,
se ha recomendado como prevensor de cancer debido a su potencial antioxiante y mas
recientemente su aplicacion como materia prima con un alto potencial para la

obtencién de colorantes (Nottingham, 2004).

1.3.1 Betabel Morado como fuente pigmentos

Un uso importante del betabel es su aplicacibn como materia prima con un alto
potencial para la obtencidn de colorantes. La utilizacién de estos pigmentos naturales
ha generado mayor interés, a tal grado que el Codex Alimentarius Commission en el
ano 2004 autorizé su empleo con el nombre de “rojo remolacha” bajo el codigo E162,
en el cual el colorante principal es la betanina que integra el 75 a 95%, 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 aun mayores estudios para
generar propuestas que aporten mayor interés en la promocion, desarrollo e inversion
en productos de origen natural, actualmente hay una numerosa variedad de estudios
acerca de las betalainas. En la Figura 1.1 se muestran las partes principales que

componene el betabel.
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Figura 1.1. Partes principales del betabel (Lopez-Solorzano & Muro Urista, 2021;
Biancardi et al., 2010)

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, proteinas y
antioxidantes, y como extracto liquido concentrado y seco (CFR, 2022). Para el caso
del betabel rojo el pigmento E-162 esta autorizado en México, EE. UU. y UE como un
extracto de betabel concentrado o secado por aspersion conteniendo 0.3-1% de
pigmento, soluble en agua para alimentos cosméticos y farmacos, mientras la FDA
aprueba el uso del pigmento 73.40 a base de betabel deshidratado en polvo y 73.260
como jugo de betabel (CFR, 2022). Se han realizado diversas investigaciones sobre
aplicacion del betabel como Otegbayo et al. (2020) quienes investigaron sobre la
fermentacién del vino a base de betabel encontrando que a 14 dias de fermentacion
tuvo aceptabilidad y Huma etal. (2020) quienes realizaron una emulsion con
propiedades de antienvejecimiento en base a la actividad antixidante del betabel; en



la tabla 1.1 se reportan los pigmentos que se comercializan provenientes del betabel

rojo y en la tabla 1.2 se reportan los resultados de otras investigaciones.

Tabla 1.1. Pigmentos comerciales de betabel rojo-morado
Nombre | Fuente Presentacién Propiedades Referencia
Rojo-morado
pH 3-7 . .
Betanina/rojo Flavorix ~ Aromaticos,
E-162 Laca y polvo temp max: 90°C
remolacha S.A.
estable a la luz
Soluble en agua
Betanina / rojo| pH3-7
- Liquido BIOCONCOLORS
remolacha Soluble en agua
Betanina / rojo pH acido
E162 Extracto acuoso Colores
remolacha Soluble en agua
) Extracto concentrado
E162 Betanina Liquido y polvo ] Farbe naturals
y pasteurizado
Betanin Red beet extract .
901266 ] ] Pureza desconocida | MERCK
diluted with dextrin
Tabla 1.2. Investigaciones del betabel morado
Autor Materia prima | Método de Método de Aportacién
extraccion estabilizacion
/condiciones
Attia et al. Betabel rojo Licuefaccion Encapsulaciéncon Extracto de pigmento
(2013) etanolica dextrina y secado en | estable en pH2-7, de
acidificada. estufa. 40-50°C, [380
Concentracion en mg/100g de peso
rotavapor a 40°C fresco]
Aplicacién en gelatina
y sorbete de hielo
Carrillo et al. Betabel rojo Maceracion con - Extracto de betalainas
(2019) organico y agua organicas (6646
convencional mg/kg)




Ghasempour | Betabel rojo Maceracion con Liofilizacion del Particulas granuladas
et al. (2020) agua-etanol extracto para mejorar actividad
acidificado en antioxidante en yogurt
ultrasonido,
concentrado en
rotavapor.
Yang et al. Mezcla de Maceracion de Encapsulacioncon La combinacion de
(2021) betabel rojoy | frutos enlatados maltodexrina, secado | antocianinas con
Uva con agua, por aspersion betalainas aumenta la
concentrados en degradacion de
rotavapor a 40°C ambas.
Aplicacién en jugo
UPLC-QTOF-MS
Extracto con
betanina m/z
solventes
Material . 555.1386
Wang et al. ) acuoetanolicos . )
licuado y o Sonicacion betanina [260.7
(2020) acidificados
congelado mg/gfw]
(agua-metanol- . ]
isobetanina
férmico)
[69.8mg/gfw]
Betacianina
[7.24mg/gfw]
Extracto con Betaxantina [4.03
Kusznierewicz | Material solventes L mg/gfw]
Sonicacion .
et al. (2021) liofilizado acuoetanolicos HPLC (betanina
acidificados Rf=0.38; Isobetanina
RF=0.35)
L*a*b*(30,53,45)
Térmica betalainas
[0.5-3.7g/L]
osmosis betalainas
) Concentracion [0.5-6.17g/L]
Jugo mediante ) .
Trishitman et termica HPLC formacion se

al. (2021)

Material fresco

exprimidor con

agua (1:1)

concentracion por

osmosis

isobetanina e
incremento de
vulgaxantina en
térmico

cinetica de




degradacion a
diferentes
temperaturas (4, 25,
40) y pH (4, 5, 6).
Evaluaron cambio de

color en yogurt

previamente
molido, en
solvente Mcllvaine
buffer acidificado,

sonicado.

1988 Betabel Maceracion de - Polvos o extractos
Patente UNAM betabel con un

disolvente polar

acidificado,

concentrado por

evaporacion.
2020 Betabel Maceracion de Encapsulacion, Particulas granuladas
Patente TNM betabel secado por aspersion | (polvos)

1.3.2 Betabel amarillo como fuente pigmentos

El betabel amarillo es rico en vitamina B, potasio y acido folico obtiene su color del

pigmento natural betaxantina, esta relacionada con la remolacha azucarera y la acelga,

pero tiene un sabor algo diferente al de las remolachas rojas convencionales, pues es

mas dulce y suave, junto al caracteristico matiz terroso de este alimento. La remolacha

amarilla posee vitamina B, potasio y acido félico que tienen un efecto purificador sobre

la sangre, desacidifican el organismo y estimulan el metabolismo, también contiene

vitamina C, que fortalece el sistema inmunoldgico, entre los beneficios de la remolacha

para la salud destacan que baja la presion arterial y ayuda a eliminar toxinas.

En la figura 1.2 se muestra una imagen del betabel amarillo.
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Figura 1.2. Betabel amarillo

En la tabla 1.3 se reportan los resultados de algunas investigaciones referentes al
betabel amarillo y su uso como fuente de pigmentos.

Tabla 1.3. Investigaciones sobre el betabel amarillo como fuente de pigmentos

/condiciones

naturales.
Método de Método de
Autor Materia prima extraccion estabilizacion

Aportacién

Kusznierewicz et

Betabel rojo;

betabel rayado

Maceracion de
frutos liofilizados

con diferentes

Extracto con 64
fitoquimicos, con
colores rojos,

rosas y amarillos

amairillo

con diferentes

solventes y acidos

) Sonicacion [0.0456mg/gfw]
al. (2021) (rojo/blanco); solventes
HPLC
betabel amarillo acidificados en .
(vulgaxantina | Rf
bario ultrasénico
= 0.58)
L*a*b*(82,2,82)
Maceracion de Extracto de
Betabel rojo y frutos congelados L betalainas
Wang et al. (2020) Sonicacion

identificado con 23

betalainas, 2
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aminoacidos y 2
acidos fenolicos
UPLC-QTOF-MS
vulgaxantina |
[74.0mg/gfw]
valina-betaxantina
[12.8mg/gfw]

1.4 Tuna como fuente de pigmentos

La tuna es fruto del nopal pertenece a las cactaceas, se caracteriza por ser dulce,
jugosa y de diversos colores (purpura, rojo, naranja y amarillo) en su mayoria pulpa
con cascara delgada, generalmente cubiertas por espinas como se puede observar en
la figura 1.2 que muestra como luce la tuna morada. Contiene compuestos bioactivos
como fibra dietética, pigmentos de diversos colores en su mayoria betalainas (frutos
rojos), carotenoides (frutos anaranjados), minerales (calcio potasio), vitamina C,
aminoacidos y polifenoles. La tuna ha mostrado tener una cantidad de betalainas
similar a la del betabel. (Robert et al., 2015).

Figura 1.3. Tuna morada

Las Betalainas que son extraidas de frutos de tuna (Opuntia spp.) como la tuna morada
(Opuntia lagunae), son pigmentos solubles en agua que son capaces de conferir rojo-

purpura (betacianinas) o colores amarillo-naranja (betaxantinas) para diferentes
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alimentos.

También exhiben beneficios para

la salud como antioxidantes,

anticancerigenos, actividades anti-lipidémicas y antimicrobianas (Otalora et al., 2019).

No se comercializan pigmentos obtenidos de tuna.

En la tabla 1.4 se reportan los resultados de algunas investigaciones de tuna usada

como fuente de pigmentos.

Tabla 1.4. Investigaciones de tuna morada como fuente de pigmentos naturales.

aspersion), con
etanol,
concentrada en

rotavapor

Método de
Autor Materia prima extraccion Método de estabilizacion Aportacién
/condiciones
Jugo obtenido ) . .
Castro- ) Microencapsulacion con particulas granuladas
mediante ) .
Mufioz et | Tuna morada maltodextrina y gelatina, (polvos) con [62.69
extractor, )
al. (2015) ] secado por aspersion mg/L]
ultrafiltrados
Maceracion de Extracto de Tuna
Tuna morada pulpa en morada [39.3
Albano et .
tuna solucién agua- - mg/100gFW]; extracto
al. (2015) ] .
anaranjada etanol de tuna anaranjada
acidificada. [3.6 mg/100gFW]
Maceracion de
Extracto de betalainas
pulpa :
] con menos cantidad
Vergara et previamente .
Tuna morada . - de azucares, y mayor
al. (2015) triturada, con ]
vida de anaquel (140
agua,
] dias)
microfiltrada.
Maceracion de
pulpa seca
mediante 3 )
o ) Contenido de
tecnicas, aire ) ]
) betaxantinas, bandeja
Coba et al. ] caliente o
Tuna amarilla o - 50.58%, liofilizador
(2019) liofilizacion y

51.21%, atomizador
16.61%
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Maceracion con

No hay variacion de

Otalora et . Encapsulacion, alginato de .
Tuna roja agua de pulpa ) o color a 30 dias de
al. (2019) o sodio, gelacion idnica ]
liofilizada almacenamiento a 4°
Porcentaje (%) de
retencion a los 105
Maceracion de ) ) .
Microencapsulacion, dias de
Morales et . pulpa con etanol, . .
Tuna roja secado por aspersion y almacenamiento:
al. (2020) concentrada con o .
liofilizacién secado por aspersion
rotavapor. o
86.5 y liofilizacion
69.9
[148.941mg/L]
HPLC betanina 18 min
Gonzalez- ) isobetanina 20 min
. Jugo de material o o
Ponce et Tuna roja ¢ liofilizado in vitro (compuestos
resca
al. (2020) nutracéuticos contra el
dafio oxidativo del
higado)
[148.941- 464.974
mg/L]
In vitro (los extractos
protegen contra la
Villa- o ]
) . ] o toxicidad hepéatica
Jaimes et Tuna roja jugo liofilizado ] )
inducida por
al. (2022) . )
Diclofenaco mediante
la reduccion de estrés
oxidativo e inhibicion
de P53)
[858.28mg/L]
Extraccién con ] L*a*b*(1.44, 6.37,
Mehta et . ) ultrasonido o
Tuna roja glicerol de Pulpa o 2.15), cinetica de
al. (2025) o liofilizacion .
liofilizada degradacion a 70
dias.
Idendificacion de 45
Extracto con .
Tuna roja, metabolitos
Farag et ] metanol de ] .
amairilla, ) - Indicaxantina en m/z
al. (2020) Material
verde. 309.1
liofilizado
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1.5 Estructura y caracteristicas quimicas de las betalainas

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;
(Azedero et al., 2009). Las betalainas son el pigmento principal contenido en especies
como betabel, amaranto, espinaca y tuna (Azeredo et al., 2009; Mancha et al., 2019).
Se componen de 2 grupos las betacianinas (color rojo-violeta) y las betaxantinas
(anaranjadas-amarillentas) (Tiwari y Cullen, 2012). Las betaxantinas tienen un maximo
de absorbancia entre 470-486 nm (Zryd y Christinet, 2017; Azeredo et al., 2009,
Polturak & Aharoni, 2018), mientras que las betacianinas tienen una absorbancia de
534-554 nm (Azeredo et al., 2009, Polturak & Aharoni, 2018).

Las betalainas son glucdsidos, lo que significa que estan formadas por un azucar (el
componente glicona) y una parte no azucarada (el aglicona).En el caso de la betanina,

por ejemplo, la parte azucarada es la glucosa.

Las betalainas por naturaleza son inestables debido a su pronta degradacion, lo cual
constituye por lo que tienen presencia en la industria limitada ocasionando una
desventaja para su comercializacion (Rodriguez-Amaya, 2019a).

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 accion enzimatica (Gonzalez Sanchez et al., 2010
Mancha et al., 2019).

En la figura 1.4 se muestran las estructuras quimicas principales de las betalainas

diferenciadas como betacianinas y betaxantinas.
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Figura 1.4. Estructuras quimicas de a) betacianinas y b) betaxantinas (Rodriguez-
Amaya, 2019a)

1.6 Mecanismos de degradacion de las betalainas

El mecanismo de degradacion de betacianinas se ha descrito especialmente para la
betanina. La Figura 1.5 muestra las posibles vias de degradacion de betanina,
asociando los productos de degradacidon con el color que presenta cada compuesto
(Herbach et al., 2006; Robert et al., 2015).

Los mecanismos de degradacion que se han descrito son debido a: a) isomerizacion,
b) descarboxilacidn, c) desglicosilacidn, d) deshidrogenacion y e) hidrélisis (Herbach

et al., 2006: Rodriguez-Amaya, 2019), las cuales se describen a continuacioén.

1. La isomerizacion se considera una modificacion estructural mas que una
reaccion de degradacion. 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 isomerizacion se produce en condiciones acidas,

alcalinas y en tratamientos térmicos. El acido betalamico y la indicaxantina son
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susceptibles a isomerizacion y la indicaxantina también es susceptible a epimerizacion
en C11 (Herbach et al., 2006; Azeredo et al., 2009, Robert et al., 2015, Rodriguez-
Amaya, 2019).

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
gue se mantienen las caracteristicas cromaticas de su precursor, la betanina; mientras
que cuando ocurre en el C17 esas caracteristicas cambian de coloracion (rojo-
anaranjado) (Herbach et al., 2006; Azeredo et al., 2009, Robert et al., 2015, Rodriguez-
Amaya, 2019). El acido betalamico (amarillo brillante) y ciclodopa-5-O-glucosido (sin
color) son productos resultantes de la descarboxilacion de betanina durante
tratamientos térmicos (Herbach et al., 2006; Mancha et al., 2019).

3. La desglicosilacion ocurre bajo condiciones fuertemente acidas, 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 formacion de una aglicona de menor
estabilidad dada su mayor susceptibilidad a la oxidacion (Herbach et al., 2006; Robert
et al., 2015, Rodriguez-Amaya, 2019).

4. Las reacciones de deshidrogenacion de betacianinas generan el compuesto
llamado neobetanina que se caracteriza por ser de color amarillo. La formacion de
neobetanina se ha confirmado en jugo de betabel sometido a un tratamiento térmico
bajo condiciones anaerodbicas (Herbach et al., 2006; Azeredo et al., 2009, Robert et al.,
2015, Rodriguez-Amaya, 2019).
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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-5-0-3-glucésido (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 recondensacion de acido betalamico y ciclo-Dopa a betanina después de
cortos tratamientos térmicos (bajas temperaturas) (Azeredo et al., 2009, Robert et al.,
2015, Rodriguez-Amaya, 2018). Cuando las betalainas se hidrolizan (se rompen), la
parte azucarada se libera, La betanina (el rojo de remolacha) es un glucosido que, al
hidrolizarse, se convierte en betanidina (la parte coloreada) y glucosa (el azucar)
(Herbach et al., 2006).
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Cyclo-dopa-5-0-glucoside

Betalamic Acid
b) Bright Yellow
Decarboxylation

H 15-Decarboxybetanin
) 7
H \] COOH HOOC” 15°N Red
|
" H
2-Decarboxybetanin 17-Decarboxybetanin
Red Orange Red

Figura 1.5. Vias de degradacion de betalainas (Herbach et al., 2006; Rodriguez-
Amaya, 2019).
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1.7 Técnicas de estabilizacion de betalainas

Dentro de las técnicas para estabilizar las betalainas y asi protegerlas de sus
afectaciones con el pH luz, oxigeno, temperatura etcétera, se encuentran la

encapsulacion y la copigmentacion de estas.

1.7.1 Encapsulacién

Las betalainas se pueden encapsular para su estabilizacién, lo cual se define como un
proceso mediante el cual las betalainas se recubren con una pelicula delgada de un
material protector denominado agente encapsulante (Diaz et al., 2017; Mancha et al.,
2019). Existe una gran variedad de técnicas para encapsulacion, siendo clasificadas
como quimicas y fisicas o mecanicas; y una gran variedad de materiales para
encapsulacion como carbohidratos, lipidos, proteinas y polimeros (Guevara-Breton y

Jimenez-Munguia, 2008).

Entre los métodos quimicos se encuentran la polimerizacion interfacial, polimerizacién
in situ, gelificacion idnica, cristalizacion, coacervacion compleja, incompatibilidad
polimérica y atrapamiento de liposomas (Pedroza-Islas, 2002; Azeredo et al., 2009;
H.M.C. Azeredo, 2005; Flores-Belmont y Jiménez-Munguia, 2013). Dentro de las
técnicas fisicas o0 mecanicas estan el secado en lecho fluidizado, extrusion, liofilizacion
y secado por atomizacién (Madene et al., 2006), siendo estas ultimas las mas
utilizadas en alimentos; para secar betalainas, antocianinas, carotenoides y jugos de
diversos alimentos acompafados de un polimero o mezclas de ellos, siendo el mas
utilizado la maltodextrina para su microencapsulamiento (H. M. C. Azeredo, 2005;
Azeredo et al., 2009; Flores-Belmont y Jiménez-Munguia, 2013; Oberoi y Sogi, 2015;
Araujo-Diaz et al., 2017; Shaaruddin et al., 2017; Shishir y Chen, 2017).
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1.7.2 Copigmentacién

La copigmentacion es un método de estabilizacion de biomoléculas pigmentadas como
las betalainas, se basa en reacciones de complejacion, polimerizacion o una unidn
simple de moléculas por fuerzas de Vander Waals, haciendo mas grande la
biomolécula y fortaleciendo su estabilidad, consiste en la autoasociacion o ensamble
de betalainas, por pérdida de agua, para lo cual se utiliza congelamiento, evaporacion
0 separacion por osmosis inversa ya que ayuda a que las biomoléculas se ensamblen

0 unan entre si provocando estabilidad en éstas.

La copigmentacion se puede lograr mediante la adicién de agentes estabilizantes,
como acidos, biopolimeros, aminoacidos y proteinas, entre otros compuestos los
cuales le proporcionan estabilidad a la molécula de betalainas (Darias-Martin et al.,
2001). 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, Huertas,
2011) La copigmentacion se puede acompanar de un incremento en el color (efecto
hipercromico); produciendo un aumento de la intensidad del color, y estabilizando la
molécula (Saldafia Mier, 2004).

1.8 Técnicas de caracterizacion de pigmentos

La caracterizacion es el procedimiento mediante el cual se estudian las propiedades

morfolégicas y funcionales de determinadas sustancias.

La caracterizacion de un material mediante distintos métodos tiene como finalidad
conocer cuali y cuantitativamente como esta constituido este. El objetivo es conocer
informacion importante sobre los compuestos como composicion quimica y estructura,

textura y propiedades mecanicas, actividad y selectividad catalitica entre otras.
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Los experimentos tecnologicos que se utilizan en la industria son muy variados y
abarcan procedimientos microscopicos y macroscopicos, asi como ensayos
destructivos e inocuos, algunas de las técnicas de analisis de materiales mas comunes
son la espectroscopia Infrarroja, UV-vis, cromatografia UPLC. (Caracterizacion de
materiales, 2022)

1.8.1 Espectroscopia UV-Vis

La técnica de UV/Vis permite la identificacion molecular de compuestos organicos e
inorganicos cuando presentan dobles ligaduras conjugadas y/o grupos cromoforos. Es
una técnica analitica que permite determinar la concentracion de un compuesto en
solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y
a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion.
Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro, en el que se puede
seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucion y medir la cantidad
de luz absorbida por la misma (Aguilar Sandoval y Castillo Rodriguez, 2022).

Mediante esta técnica se identifican las betalainas en la cual se obtienen lecturas de
espectros de absorcion de la muestra. Con el espectrofotometro 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 nmy 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 22| = A+ DF « MW + =22 (1.1)
L Exl
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Donde:

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

mol*cm

E=coeficiente de extincion molar 60000

en H,0 para betacianinas vy

L

molxcm

48000 en H,0 para betaxantinas.

I= longitud de celda en cm.

1.8.2 Cromatografia liquida de ultra rendimiento UPLC

La Cromatografia liquida de ultra rendimiento es una tecnologia de particula para
cromatografia liquida, con un nuevo disefio de columna, inyectores, bombas y
detectores. Se utiliza frecuentemente en bioquimica y quimica analitica para separar
los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones
quimicas entre las sustancias a analizar (contenidas en la fase movil), y la columna
cromatografica (fase estacionaria), mediante el bombeo de la fase mévil a través de la
columna (Aguilar Sandoval y Castillo Rodriguez, 2022).

Para el analisis de cromatografia liquida de alta resolucion se utiliza la metodologia
definida por Chaari et al. (2024). Las muestras de extracto se analizan en un sistema
HPLC, la separacion se logré a 25 ° C. Se realiza un seguimiento simultaneo a 476 y
538 nm para betaxantinas y betacianinas, respectivamente.
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2 METODO

Las etapas de la metodologia y secuencia de la presente investigacidon se indican en

la figura 2.1 y enseguida se desglosa cada una de ellas

Obtencioén y caracterizacién de pigmentos
naturales de betabel y tuna y su aplicacion
en la industria alimentaria

Betabel morado Betabel amarillo Tuna morada

Obtencion'de pigmentos
liquidos de betalainas de

Caracterizacion betabel y tuna y efecto de Detern?in_acién

de composicién agentes de copigmentacion de rendlrplentos,

fisicoquimica de contenlldo de
productos betalainas,
obtenidos solidos totales

Analisis durante vida de
anaquel y analisis de
estabilidad de productos
obtenidos

Analisis de aplicacion
de productos
obtenidos

Analisis de
resultados

Figura 2.1. Etapas del método de investigacion
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2.1 Obtencién de pigmentos liquidos de betabel y tuna y determinacién del

efecto de copigmentacion

Las muestras de betabel y tuna fueron proporcionadas por una empresa de aditivos
alimentarios del Estado de México interesada en el proyecto planteado en esta
investigacion. Los betabeles se lavaron y almacenaron en bolsas de plastico por 5

unidades y se sometieron a congelacion hasta su uso.

Para obtener los pigmentos liquidos se obtuvieron jugos de betabel y tuna mediante
prensa de betabel y tuna congelada y deshidratada en cada caso.

Los jugos obtenidos se centrifugaron por 10 minutos y se filtraron mediante el uso de
una manta de cielo y papel filtro para eliminar residuos sdlidos, principalmente fibra y
semillas en tuna.

Para determinar el efecto de la copigmentacion y conservacion en los jugos, se
analizaron mediante dos alternativas.

1) la adicion6 de un agente de copigmentacion y conservacion mediante el uso de un
acido organico, probando 4 acidos para cada jugo (acido acético (A), ascorbico (S),
tartarico (T) y citrico (C) al 1% p/v) a los jugos. Los jugos se sometieron a sonicacion
en un bafo ultrasoénico para disolucion con el acido durante 1 hora.

2) La concentracidén de los jugos con acido se realizo utilizando un rotaevaporador
hasta quitar un 70-80 % de agua de las muestras. Las betalainas se determinaron
inicialmente y después de 2-3 meses de almacenamiento en refrigeracion (4°C). Como
blancos se utilizaron jugos sin acido y jugos concentrados sin acido.

Las muestras se analizaron de acuerdo con el contenido de betalainas, utilizando el
meétodo espectrofotométrico UV-VIS, considerando las bandas de absorciéon a dos
longitudes de onda: 538 nm para betacianinas y 480 para betaxantinas. La suma de

ambas concentraciones proporciona la concentracion de betalainas.

Para el calculo de betaxantinas o betacianinas se utilizara la ecuacion 2.1 (Stintzing et
al., 2005).
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mg] _ 1000
mﬂEJ_QHDF*MW*E”) 2.1)

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 extincion molar 60000 en H,0 para betacianinas vy

L

molxcm

I= longitud de celda en cm.

48000

en H,0 para betaxantinas.

El factor de dilucidon se calculd con la ecuacion 2.2

Fp =2 2.2)
Va

Donde:
Vf= volumen final de solucion

Va= volumen de alicuota a diluir

A partir de la muestra de mayor contenido de betalainas en los jugos se continuo con
los estudios siguientes, tomando como base el mejor agente de copigmentacion.

2.2 Determinacion del rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas de los

pigmentos liquidos de betabel y tuna

Para cada jugo de betabel y tuna se determinaron rendimientos, contenido de
betalainas, sélidos y azucares totales y parametros colorimétricos
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1) Rendimiento. Se calculdé mediante las ecuaciones 2.3 y 2.4 para expresar el
rendimiento en mL/g y g/g.

Rendimiento [m?l] =2 = mL/g (2.3)

m

Donde:
V= volumen del jugo en [mL].

mi = peso de muestra inicial en [g].
. gl _me _
Rendimiento [g] =— =9/g (2.4)

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

m= peso de muestra inicial en [g].

3) Determinacion de solidos totales. Para realizar esta determinacion se utilizé la

técnica de pérdidad de peso por secado y utilizando la ecuacion 2.5 para el calculo.

ST [24] = =222 (2.5)
P+= peso de capsula vacia [mg].
P2>= peso de capsula con muestra seca [mg].

Vo= volumen de muestra inicial [1mL].
4) Determinacion de humedad de la muestra

El contenido de humedad en la muestra se calcula con la siguiente formula expresada

en por ciento:
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5) Azucares. Para el calculo de azucares se utilizé un refractometro, obteniendo los
datos en °Brix para cada muestra y se realizé un estudio de UPLC para determinar el
tipo de azucar en cada fuente de pigmentos y su cuantificacion.

2.3 Determinacién de las propiedades colorimétricas de los pigmentos

liquidos de betabel y tuna

Mediante un analisis de las propiedades colorimétricas de los pigmentos liquidos de
betabel y tuna se midi6 la estabilidad térmica y al pH de las betalainas de pigmentos
liquidos de betabel y tuna.

La estabilidad al pH se midié en el rango de 2-9 modificando el pH inicial de los
pigmentos liquidos. La estabilidad térmica se analiz6 en el rango de temperatura de
20-120°C, por calentamiento de los jugos.

La respuesta a la estabilidad se midié a través del contenido total de betalainas
utilizando la ecuacion 2.3 y un estudio colorimétrico para medir las siguientes
propiedades. a) luminosidad (L*), de rojo a verde (a*) y de amarillo a azul (b*), b)
Pureza P del pigmento, mediante el calculo del % retencién de color (% CR), la
diferencia de color total (TCD) y el tono del color Hue® tomando como pigmento de

referencia el extracto mas estable durante su almacenamiento en anaquel.

Las ecuaciones 2.6-2.8 fueron utilizadas para el calculo de %CR, TCD y Pureza.

%CR =AA—;x1OO (2.7)
TCD=y/(L* —L0)2 + (a* —a0)2 + (b * —b0)2 (2.8)
C* = Pureza=(a’+b?)"2 (2.9)
Hue’= arctg(2) (2.10)

28



Donde:
Ao = absorbancia en el tiempo cero;
At = absorbancia en el tiempo t;

Lo, a0, bo = valores de parametros colorimétricos de la muestra en el tiempo cero

2.4 Analisis de la vida de anaquel de los pigmentos liquidos de betabel y

tuna

En cada caso se obtuvieron cinéticas de conservacidn de betalainas en jugos de
betabel y tuna durante 6 meses, midiendo el contenido de betalainas en muestras
almacenadas en envases ambar cerrados a 4°C y temperatura ambiente. Las

muestras se analizaron por mes.

2.5 Caracterizacion de pigmentos mediante UPLC

El analisis de caracterizacidn de los pigmentos mediante UPLC se realiz6 en un equipo
de cromatografia liquida de ultra resoluciéon (UPLC) (Waters, Nebraska, EE. UU.),
acoplando un detector de iodos PDA, y un detector de masas MS SQD2 de cuadrupolo
simple, con una columna C18 Acquity UPLC BEH (2.1mm, 50mm, 1.7um). La fase
movil consistio en A (agua con férmico 1% [v/v]) y B (Acetonitrilo) El volumen de
inyeccion de muestra fue de 7 puL con un caudal constante de 0,3 mL/min. El programa
de gradiente se muestra en la tabla 2.1.; con un total de tiempo de corrida de 14
minutos.

La temperatura de la columna y el muestreador automatico se fijé a 40 -C. Se evaluo
la ionizacion para los modos positivo, utilizando un voltaje de cono de 30°C para

betabel morado y tuna morada, y de 50°C para betabel amarillo.
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Tabla 2.1. Gradiente de fases UPLC-PDA-MS

Tiempo min. A% B%
0 99 1

1 99 1
10 80 20
11 99 1

El analisis de datos se obtuvo mediante Empower Pro 3.8.1.

2.6 Aplicacion de pigmentos obtenidos en queso cottage

El analisis de aplicacion se realizo en el queso cottage, pesando 10 g de queso y
afadiendo el pigmento liquido obtenido de betabel morado en dos proporciones al
1% y 5% p/p, agitando durante 1 minuto hasta incorporar cuidando no deshacer el

queso. Una vez incorporado se almaceno cerrado y en refrigeracion.

Se realizé determinacion de betalainas y parametros colorimétricos durante 10 dias;

con la metologia antes descrita en los apartados 2.2 y 2.3.

El analisis de aplicacion para los pigmentos de betabel amarillo y tuna se realizé de

igual forma.
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3 RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, siguiendo la metodologia

anteriormente descrita

3.1 Betabel morado

3.1.1 Obtencion de pigmentos liquidos y determinacion del efecto de

copigmentacidén y conservacion

En la tabla 3.1 se presenta la nomenclatura de identificacion de cada producto de

pigmentos liquidos de betabel morado y el contenido de betalainas iniciales y después

del tercer mes de almacenamiento para para determinar el efecto de la copigmentacion

del acido y el proceso de concentracion de los jugos.

Tabla 3.1. Contenido de betalainas de pigmentos liquidos (jugos) de betabel morado

y su nomenclatura de identificacion.

J q Jugo de Jugo de Jugo de Jugo de
ugo de
9 Jugo de betabel con | betabel con | betabel con | betabel con
Jugo de betabel
betabel acido citrico acido acido acido
betabel con un
<cid concentrado y tartérico y ascérbico y acéticoy
acido
concentrado | concentrado | concentrado | concentrado
JBM JBMA JBMC JBMCC JBMTC JBMAC JBMAAC
nicial mg/L 914.5+8.9 | 1734.8+14 | 267.11+1 | 2515.47+7.6 | 2250.1+7.1 | 2866.97+5.04 | 2283.73+9.8
nicia
mg/g 0.274+8.9 | 0.520+14 0.080+1 0.755+7.6 0.675+7.1 0.860+5.04 0.685+9.8
3
mg/L 0 1241.1+7 0 1540.75+2.9 | 1408.55+3.1 | 2637.07+2.1 | 1585.78+4.5
meses

31



0.6

0.5
0.4 —JBM
©
ks JBMA
s
© 03 JBMC
8 \/
_g JBMCC
0.2 JBMTC

/\ JBMAC
0.1 \//\ —— JBMAAC

0 \

400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 3.1. Espectros de los pigmentos liquidos de betabel morado.

En la tabla 3.1 se puede observar que para el pigmento liquido JBA tiene menor
concentracion de betalainas que al adicionar el acido, esto se debe a que el acido
adicionado tiene la funcidn de conservar y de copigmentar la molécula. Se reporta
también que para todos los casos los pigmentos liquidos concentrados, tiene un
incremento de +200% con respecto del inicial, esto es por la eliminacion del agua
durante la concentracion de la muestra. En el caso del concentrado del pigmento
liquido inicial JBMC se reporta una perdida de 71% en la concentracion de betalainas,
debido a la temperatura sometida durante la concentracién, ya que, no cuenta con un
agente de conservacion. El comportamiento de los pigmentos liquido obtenidos se
puede observar en la figura 3.1, donde se observan las bandas de betacianina en un
rango de 420-540 nm proporcionando un color rojo-violeta y las betaxantinas de 320-
540 nm mostrando una coloracién amarilla brillante esto coincide con lo reportado por
Wang et al. (2020).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el contenido de betalainas, el producto de
betabel morado a que se le dio seguimiento en posteriores etapas de estudio y analisis
fue el pigmento liquido con acido ascorbico y concentrado.
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3.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas del pigmento liquido seleccionado de

betabel morado

Siguiendo el resultado de la etapa anterior, en la tabla 3.2 se reportan las
caracteristicas de los pigmentos de betabel con acido ascoérbico y concentrado. El
rendimiento del pigmento fue de 0.3 mL/g de betabel, mientras que en jugo
concentrado fue de 0.24 mL/g.

El pH del jugo inicial esta en 6.6, mientras que el jugo concentrado esta en un pH de
4.0 debido a la presencia de acido ascorbico y la eliminacion de agua en la
concentracion.

La concentracién de STD y azucares en los productos se incrementa con el contenido
de betalainas en el producto.

En cuanto al contenido de betalainas Guneser et al. (2016) detectaron un contenido
de 8222 mg/100gpeso fresco mediante una extraccion solido-liquido con metanol y
acido ascorbico. Prieto-Santiago et al. (2020) encontraron un contenido de 835mg/kg
utilizando con solucién de extraccion etanol agua. Silva et al. (2020) detectaron 7 mg/g
de betalainas utilizando una extraccion por ultrasonido del betabel en polvo
deshidratado utilizando conmo solvente agua. Masithoh et. al. (2024) reportaron el
rango mas bajo con 0.17-0.30 mg/g en extractos de betabel secoutilizando metanol
como solvente. Chhikara et al. (2019) encontraron 62 mg/L de betacininas y 61 mg/L
de betaxantinas mediante una extraccion solido-liquido del betabel deshidratado. Attia
et al. 2013 registraron 3.8 mg/100g d epeso fresco de betalainas mediante una
extraccion solido-liquido con un solvente de etanol acidificado con acido citrico. Y

concentrando con un rotovapor a 40°C.
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Tabla 3.2 Caracteristicas principales de jugos obtenidos

Rendimient
o Betalainas mg/L STD
Muestra Totale | °Brix pH
(mL/g) Betaxantinas | Betacianinas | Totales |s (g/L)
mg/g
JBM 0.3 392.3 522.2 9145 | 0.274 12 |94.73]6.57
JBMA 0.3 666.73 1068.07 1734.80] 0.520 12 |94.60| 4.0
JBMC 0.24 267.11 0 267.11 | 0.08 4 144.00] 7.0
JBMAC 0.24 - 2866.97 2866.97 | 0.86 61 |243.1] 4.0

3.1.3 Propiedades colorimétricas de los pigmentos liquidos de betabel

morado

En la tabla 3.3 se reportan las propiedades colorimétricas de los jugos obtenidos,

donde se puede observar la pureza (intensidad o saturacion) que estos tienen de

acuerdo con las propiedades L*a*b*, el porciento de retencion de color, la diferencia

total de color y el tono hue®.

Tabla 3.3. Propiedades colorimétricas de pigmentos liquidos de betabel morado con

acido ascorbico y concentrado

Betalainas
Muestra L* a* b* P %RC | TDC | Hue®
mg/L
JBM 914.5 36 58 36 68.2 100.0 0.0 31.8
JBMA 1734.8 38 62 21 65.5 189.7 17.6 18.7
JBMC 267.11 39 4 43 43.2 29.2 54.3 84.7
JBMAC | 2866.97 28 49 15 51.2 100.0 0.0 17.0

En la figura 3.2 se presenta la densidad de color de los jugos, donde se observa la

tonalidad de cada jugo.
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JBM JBMA JBMC JBMAC

Figura 3.2 Densidad de color de jugos de betabel morado

3.1.4 Propiedades colorimétricas del pigmento liquido de betabel morado

con cambios de temperatura y pH

Enlas tablas 3.4, 3.5y 3.6 se reportan las propiedades colorimétricas de los pigmentos
de betabel morado obtenidos a diferentes pH y temperatura y tiempos de exposicion
al oxigeno ambiental, en las figuras 3.3 y 3.4 y 3.5 se puede observar la densidad de

color para cada uno de los productos obtenidos.

Tabla 3.4. Propiedades colorimétricas de pigmentos liquidos de betabel a diferente
pH de exposicion

Muestra| pH L* a* b* P %RC TDC Hue”®
2 11 32 19 37.2 64.7 40.8 30.7

3 17 39 28 48.0 69.0 28.7 35.7

4 18 40 29 49.4 81.9 27.0 35.9

JBM 5 21 44 34 55.6 72.6 20.9 37.7
6 15 37 17 40.7 74.4 36.4 24.7

7 21 44 29 52.7 62.2 22.4 33.4
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8 14 35 11 36.7 57.4 41.7 17.4
9 13 23 23.2 52.6 54.6 7.4
10 9 28 28.9 46.6 50.9 14.0
11 4 20 20.4 15.9 60.2 11.3
12 33 4 38 38.2 11.4 54.1 84.0
2 17 38 39.1 77.9 16.7 13.3
3 22 46 46.4 87.3 11.2 7.4
4 16 38 11 39.6 78.6 16.8 16.1
S 15 37 16 40.3 75.1 17.7 234
6 14 36 16 39.4 50.7 19.1 24.0
JBMAC 7 24 44 12 45.6 50.3 7.1 15.3
8 11 25 13 28.2 35.6 29.5 27.5
9 6 26 10 27.9 17.5 32.2 21.0
10 20 26 -4 26.3 6.6 309 3513
11 37 3 32 32.1 54.8 49.9 84.6
12 17 15 25 29.2 53.5 37.1 59.0

Tabla 3.5. Propiedades colorimétricas de los pigmentos liquidos a diferentes

temperaturas de exposicidn

Muestra| T°C L* a* b* P %RC  TDC  Hue®
20 12 33 14 35.8 82.1 42.2 67.0
90 28 44 15 46.5 64.5 28.1 71.2
JBM 95 17 39 24 45.8 76.8 30.3 58.4
100 12 30 16 34.0 3809 429 61.9
125 22 14 30 33.1 163.2 46.9 25.0
20 15 37 13 39.2 97.7 17.8 70.6
90 10 32 3 32.1 85.0 27.5 84.6
JBMAC| 95 9 29 12 31.4 105.2  27.7 67.5
100 6 26 5 26.5 159.8 334 79.1
125 17 29 23 37.0 50.0 24.2 51.6
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Tabla 3.6. Propiedades colorimétricas de pigmentos liquidos de betabel a diferentes

tiempos de exposicion al oxigeno.

Tiempo
Muestra L* a* b* P %RC TDC  Hue®
(dias)
0 36 58 36 68 100.0 0.0 31.8
1 31 49 -14 51 1129 511 3439
JBM 5 100 26 37 45 83.3 714 54.9
10 25 45 6 46 35.8 341 8.0
20 21 23 9 24 9.7 47 1 21.1
0 28 49 15 51 100.0 0.0 17.0
15 28 14 31 76.8 247 26.6
JBMAC 5 15 29 15 33 76.3 23.9 27.3
10 16 29 15 33 76.1 23.3 27.3
20 10 31 15 34 74.3 255 25.8

En las Figura 3.3, 3.4 y 3.5 se presenta las imagenes de la densidad de color de los
pigmentos de betabel morado en respuesta a diferentes temperaturas y pH
respectivamente.
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Figura 3.3. Densidad de color de pigmentos liquidos de betabel morado a diferente
pH.
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Temperatura (°C) JBM
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Temperatura (°C) JBMAC

Figura 3.4. Densidad de color de pigmentos liquidos de betabel morado a diferentes

temperaturas
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Figura 3.5. Densidad de color de pigmentos liquidos de betabel morado a diferentes

tiempos de exposicion al oxigeno.

Las betalainas se degradan con el aumento de temperatura y cambio de pH. El efecto
se debe a la isomerizacion (cambia a tonos rojos) para JBM en pH 2-5y de 20-95°C
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para JBMAC 125°C, desglicosilacion (cambia a tonos rojo-violeta) para JBM pH 6-7 y
100°C, para JBMAC 20-95°C , hidrolisis (cambia a tonos amarillos) para JBM pH 11-
12 y 125°C, para y JBMAC pH 11-12, deshidrogenacién (cambia a tonos violeta) para
JBM 8-10, para JBMAC pH 2-7 y 100°Cy descarboxilacion (tonos rojos y violetas), este
efecto podria describir ambos pigmentos liquidos de un pH 2-10 y de 20-100°C.

3.1.5 Vida de anaquel de los pigmentos liquidos de betabel morado

En la tabla 3.7 se muestra los resultados obtenidos de la cinética de estabilidad del
contenido de betalainas durante el tiempo de anaquel de los pigmentos liquidos de
betabel morado y en la figura 3.6 se muestra cual es el comportamiento de la muestra
durante su almacenamiento, el JBM tiene una perdida total de contenido de betalainas
a los 3 meses de almacenamiento, el jugo JBMAC presenta una pérdida del 13.3% de
contenido de betalainas totales, durante 6 meses de almacenamiento a 4°C, esto
podria atribuirse a la adicion del acido ascérbico a la muestra y también a la eliminacion

del agua propia del betabel en la concentracion.

Tabla 3.7. Contenido de betalainas de pigmentos liquidos de betabel morado

Tiemp
o} 0 30 60 90 120 150 180
(dias)
mg/ 432.2116.
JBM L 914.59+8.9 8 79.48+7.1 0 0 0 0
mg/
0.27 0.13 0.02 0 0 0 0
g
JBMA | mg/ 2866.97+5. 2748.9+3. 2741.78+1. 2637.07+ 2746.21+4. 2634.62+2. 2485.27+0.
C L 1 6 1 6 8 0 7
mg/
0.86 0.82 0.82 0.79 0.82 0.79 0.75
g
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Figura 3.6. Contenido de betalainas de jugos de betabel morado almacenados a 4°C

3.2. Betabel amarillo

3.2.1 Obtencion de pigmentos liquidos y determinacion del efecto de

copigmentacion y conservacion

En la tabla 3.8 se presenta la nomenclatura de identificacion de cada producto de
pigmentos liquidos de betabel amarillo y el contenido de betalainas iniciales y después
del tercer mes de almacenamiento para para determinar el efecto de la copigmentacion
del acido y el proceso de concentracidon de los jugos, donde se observa que el jugo de
betabel amarillo concentrado no contiene betalainas, ya que existe una degradacion
de este pigmento debido al contacto con la temperatura durante el proceso de
concentracion ya que no contiene un agente de conservacion. También se reporta que
al afadir el acido este incrementa la concentracion de betalainas debido a su funcion
de copigmentar, y también por su funcion como agente de conservacién ya que al
concentrar los jugos estos no solo se conservan si no que incrementan su contenido

de betalainas debido a la eliminacién de agua de la muestra.
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Tabla 3.8. Contenido de betalainas en mg/L de pigmentos liquidos (jugos) de betabel

amarillo y su nomenclatura de identificacion.

Jugo de Jugo de Jugo de Jugo de
J d Jugo de Jugo de betabel con | betabel con | betabel con | betabel con
ugo de
9 betabel con betabel acido citrico acido acido acido
betabel
un &cido | concentrado y tartaricoy | ascorbicoy | acéticoy
concentrado | concentrado | concentrado | concentrado
JBA JBAA JBAC JBACC JBATC JBAAC JBAAAC
mg/L  86.4+0.63 | 105.94+0.29 0 1080+0.6 618.79+1 [1187.08+£0.6 | 776.38+0.35
Inicial
mg/g 0.069+0.63 | 0.085+0.29 0 0.864+0.6 0.495+1 0.950+£0.6 | 0.621+0.35
3 mg/L
28.6389+0.5 0 842.594+1 |596.964+0.8 | 904.215+0.6 [ 929.71+0.7
meses

En la figura 3.7 se muestran los espectros UV-Vis del jugo de betabel amarillo donde

se observa una banda a 480 nm perteneciente a las betalainas dentro de los colores

amarillos que es la banda caracteristica de las betaxantinas, esto coincide con lo

reportado por Wang et al. (2020) para las bandas caracteristicas de betaxantinas

proporcionando un amarillo brillante.
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Figura 3.7. Espectro de pigmentos liquidos de betabel amarillo
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Figura 3.8. Pigmento liquido de betabel amarillo y pigmento concentrado liquido de
betabel amarillo

En la figura 3.8 se presentan los jugos de betabel amarillo JBA y el jugo concentrado
JBAAC, en los cuales se observa una diferencia de color, ya que al adicionar un acido
y retirar exceso de agua mediante evaporacion este se concentra y aumenta la
intensidad de color, teniendo un efecto hipercromico debido a la copigmentacion que

se presenta dando un mayor contenido de betalainas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el contenido de betalainas, el producto de
betabel morado a que se le dio seguimiento en posteriores etapas de estudio y analisis

fue el pigmento liquido con acido acético y concentrado.

3.2.2 Caracteristicas fisicoquimicas del pigmento liquido seleccionado de

betabel amarillo

Siguiendo el resultado de la etapa anterior, en la tabla 3.9 se reportan las
caracteristicas de los pigmentos de betabel con acido acético y concentrado. El
rendimiento del pigmento fue de 8 mL/g de betabel, mientras que en jugo concentrado
fue de 1.6 mL/g.

El pH del jugo inicial esta en 6.9, mientras que el jugo concentrado esta en un pH de

4.0 debido a la presencia de acido acético y la eliminacion de agua en la concentracion.
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La concentracién de STD y azucares en los productos se incrementa con el contenido
de betalainas en el producto.

Para el betabel amarillo se considera que el total de betaxantinas es el contenido total
de betalainas con una humedad de la muestra de 87%, cinco por ciento mas humedad
que el betabel morado con 82%.

En cuanto al contenido de betaxantinas en el betabel amarillo Guneser et al. (2016)
detectaron un contenido de 193.7 mg/100gpeso fresco de vulgaxantina | mediante una

extraccion solido-liquido con metanol y acido ascorbico.

Tabla 3.9. Caracteristicas principales del extracto inicial de betabel amarillo

Rendimient
Betalainas mg/L STD
o}
Muestra L °Brix pH
Totale
(mL/g) Betaxantinas | Betacianinas | Totales (g/L)
s mg/g
JBA .8 86.4 0 86.4 0.069 12 15 6.9
JBAA .8 105.94 0 105.94 | 0.085 12 34.2
JBAC 1.6 0 0 0 0 4 7
JBAAAC 1.6 776.38 0 776.38 | 0.621 61 68.7

3.2.3 Propiedades colorimétricas de los pigmentos liquidos de betabel

amarillo

En la tabla 3.10 se reportan las propiedades colorimétricas de los jugos obtenidos,
donde se puede observar la pureza (intensidad o saturacion) que estos tienen de
acuerdo con las propiedades L*a*b*, el porciento de retencion de color, la diferencia
total de color y el tono hue® En la figura 3.9 se puede observar la densidad de color de
los jugos, ambos jugos se mantienen en los tonos amarillos, el jugo concentrado de
betabel amarillo con acido acético JBAAAC es mas brillante que el jugo de betabel

amarillo JBA, y esto empata lo reportado en la tabla con el parametro de luminosidad.
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Tabla 3.10. Propiedades colorimétricas de jugos obtenidos

Betalainas
Muestra L* a* b* P %RC  TDC Hue®
(mgll)

JBA 86.4 81.3 9.9 83.2 83.8 100.0 0.0 83.2
JBAA 105.94 96.5 -24.8 86.6 90.1 295 3853 106.0
JBAC 0 48.9 5.1 55.4 55.6 7.9 804.2 84.7

JBAAAC| 776.38 97.1 -21.6 94.5 96.9 100.0 0.0 102.9

JBA JBAA JBAC JBAAAC

Figura 3.9. Densidad de color de jugos de betabel amarillo

3.2.4 Propiedades colorimétricas del pigmento liquido de betabel amarillo

con cambios de temperatura y pH

En la figura 3.10 se reportan el contenido de las betalainas conforme al efecto de la
temperatura en los jugos para el caso del jugo inicial JBA al incrementar la temperatura
este se concentra y hay un aumento de betalainas a los 90°C el cual comienza a
degradarse a los 95°C perdiendo el total de betalainas y color caracteristico, mientras
que para el extracto JBAAC al aumentar la temperatura este se concentra y va

incrementando el contenido de betalainas alcanzando su maximo contenido a 100°C
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el cual comienza a disminuir a 125°C teniendo una pérdida del 12% del maximo
alcanzado, pero no de su contenido inicial; también se logra percibir que no hay un
gran cambio en la coloracion de los extractos, por lo que se puede definir que las
betaxantinas son resistentes a cambios de temperaturas asi como lo confirma
Sanchez-Chavez et al. (2015). El analisis anteriormente mencionado se visualiza en
la figura 3.11 donde se logra percibir que el jugo JBAAAC tiene una estabilidad térmica
hasta los 125°C, esto debido a la adicibn de acido acético como agente de
copigmentacion y la concentracion del jugo, sin embargo, no hay comparacion con el

contenido de betalainas.

En cuanto a las caracteristicas colorimétricas se puede observar en la tabla 3.11 donde
para todos los casos mientras se van concentrando las betaxantinas va disminuyendo
el parametro de luminosidad L* y la pureza del pigmento, mientras que el % de
retenciéon de color v aumentando con el aumento de la temperatura ya que esta
relacionado directamente con el contenido de betalainas; sin embargo, aun con el
aumento de betaxaninas en cuanto al color si existe una diferencia con tendencia hacia
abajo con respecto del color inicial para cada pigmento analizado, esto se puede

observar en la figura 3.8 donde se muestra la densidad de color para jugo obtenido.

Tabla 3.11 Parametros colorimétricos del jugo de betabel a diferentes temperaturas
Muestra T°C L* a* b* P %RC  TDC  Hue°®

20 81.3 9.9 83.2 83.79 100.0 0.0 83.2

90 76.4 3.5 772 77.28 36.8 10.0 87.4

JBA 95 68.7 18 722 74.41 35.3 18.6 76.0
100 51 -1 49 49.01 0.0 47.0 91.2
125 20 -1 25 25.02 0.0 85.2 92.3

20 97.1 216 945 96.94 100.0 0.0 102.9
90 927 -155 904 91.72 353.3 8.6 99.7
JBAAC 95 87 -6.8 86.6  86.87 353.6 19.6 94.5
100 | 79.5 4 80.3  80.40 357.8 34.2 87.1

125 | 78.2 10.7 80.2  80.91 311.3 401 82.4
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Figura 3.10. Efecto de la temperatura en el contenido de betalainas de los jugos

obtenidos
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Figura 3.11. Densidad de color de pigmentos de betabel amarillo a diferentes

temperaturas
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Los resultados obtenidos sobre el efecto que tiene el pH en los jugos obtenidos se
definen en la figura 3.12, donde el jugo JBA logra su maximo contenido de betalainas
a un pH 6 de 29.83 mg/L y fuera de este hay una degradacion de estas que son
detectables de pH 2-12 con el minimo de 8.43 y 9.47 mg/L, mientras que el extracto
JBAAAC tiene el maximo contenido de betalainas en pH 4 con 7776.38 mg/L que van
disminuyendo de pH 2-13 con 701.28 y 21.41 mg/L respectivamente, en otro aspecto,
se logra visualizar el cambio de color por el cambio de pH, donde el JBAAAC tiene una

coloraciéon mas resistente al pH que JBA.

900.00
800.00
700.00
600.00
500.00
400.00 mJBA
300.00
200.00

o A I

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Betalainas mg/L

JBAAC

Figura 3.12. Contenido de betalainas a diferente pH de jugos de betabel amarillo

En cuanto a los parametros colorimétricos se reportan en la tabla 3.12 se observa que
mientras se van degradando las betaxantinas va disminuyendo gradualmente la
pureza del pigmento, siempre y cuando también tenga una baja luminosidad, también
se muestra que a pH muy acidos o alcalinos aun existe contenido de betalainas, sin
embargo, la diferencia de color total varia ya que va de color amarillo hasta tornarse

verde-café-negro, los colores para cada pH se muestran en la figura 3.13.
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Tabla 3.12. Parametros colorimétricos en funcién del pH de los jugos obtenidos del

betabel amarillo.

Muestra | pH L* a* b* P %RC TDC Hue °
2 | 974 -19.7 79.4  81.81 28.27 965.09 103.9

3 | 91.1 -14.3 899  91.03 53.54 706.61 99.0

4 | 847 -5 854  85.55 67.51 335.47 93.4

511711 237 756 79.23 99.86 38.58 72.6

6 77 19.2 80.3 82.56 100.00 0.00 76.6

JBA 7 | 81.3 9.9 83.2 83.79 83.93 56.70 83.2
8 | 69.8 7.4 73.3 73.67 11.16 120.04 84.2

9 | 60.7 6.4 65.5 65.81 10.60 324.29 84.4

10 | 48.9 5.1 55.4 55.63 7.93 804.22 84.7

11 | 39.9 3.8 476 47.75 6.31 1341.43 85.4

12 | 23.2 2.1 322 32.27 6.13 2750.23 86.3

2 | %4 -25.2 896  99.64 90.33 18.73 105.7

3 | 91.1 -14.3 89.9 9222 94.76 55.23 99.0

4 | 9741 -21.6 945 9947 100.00 0.00 102.9

5 | 926 -15.9 91 93.96 99.20 32.50 99.9

6 | 954 -17.5 86.5  96.99 96.10 41.85 101.4

JBAAC 7 1905 -103 852 91.08 93.72 128.87 96.9
8 | 81.1 -0.5 822 81.10 89.69 426.25 90.3

9 | 788 -09 803 78.81 86.50 482.51 90.6

10| 786  -3.1 80 78.66 48.45 447.38 92.2

1| 786 -139 779 79.82 7.65 338.55 100.1

12 | 729 -13.1 73 74.07 5.65 560.07 100.2
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Figura 3.13. Densidad de color del jugo de betabel amarillo a diferente pH

Los resultados obtenidos del efecto que tiene la exposicion al oxigeno en las
betalainas se reportan en la figura 3.14, el jugo de betabel amarillo JBA con 1 dia de
exposicion parece tener un mayor contenido de betalainas con 66.98 mg/L, sin
embargo, ha perdido la coloracion amarilla a una tonalidad café, mientras el jugo
concentrado de betabel amarillo y acido acético JBAAAC a los 20 dias de exposicion
con 297.22 mg/L, en este caso si hay una diferencia notoria entre el cambio de color
con respecto al JBA a la hora de exposicion que se vuelve con un tono café volviéndose
cada vez mas intenso y el JBAAAC mantiene una buena coloracion a los 20 dias de
exposicidn cambiando la coloracion a un amarillo opaco, el color de los jugos obtenidos
a diferentes tiempos de exposicion se reportan en la figura 3.15 respectivamente.
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Figura 3.14. Contenido de betalainas de los jugos de betabel amarillo a diferente

tiempo de exposicidon al oxigeno.

Los parametros colorimétricos se reportan en la tabla 3.13 en la cual se observa un
comportamiento similar que con el efecto que causa la temperatura sobre el pigmento,
esto se debe a que al estar en contacto con el oxigeno con el paso del tiempo a este

se le ha evaporado el agua, aunque sin temperatura.
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Tabla 3.13. Parametros colorimétricos del efecto de exposicion al oxigeno en jugos

de betabel amarillo

Muestra Tiempo (dias)| L* a* b* P %RC  TDC Hue °
0 81.3 9.9 83.2 83.79 100.00 0.00 83.2
1 66.9 2.4 50.8 50.86 107.00 656.69 87.3
JBA 5 18.7 9.2 151 17.68 0.00 427843 58.6
10 10 3 1.1 320 0.00 5935.86 20.1
20 10 3 1.1 320 0.00 5935.86 20.1
0 971 945 99.47 100.00 0.00
21.6 102.9
1 946 925 96.39 99.61 9.93
18.5 101.3
JBAAAC
5 93.3 90.8 96.17 72.71 15.51
23.3 104.4
10 84.3 -3.9 84.8 84.39 49.48 285.61 92.6
20 80 -3.5 81.2 80.08 38.26 398.46 92.5

0 1 5 10 20

Tiempo de exposicion (dias)
JBA

0 1 5 10 20
Tiempo de exposicion (dias) JBAAAC

Figura 3.15. Densidad de color diferentes tiempos de exposicidén al oxigeno
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3.2.5 Vida de anaquel de los pigmentos liquidos de betabel amarillo.

Los resultados obtenidos en cuanto al analisis de degradacion de las betalainas en
los jugos durante su tiempo de vida de anaquel se reportan en la tabla 3.14 donde se
observa que el rendimiento con respecto a la concentracion de betalainas tiene una
variacion dependiendo del acido, esto gracias a que este agente de actua como
copigmentador, se logra observar que el de mejor rendimiento en cuanto al contenido
de betalainas fue el que se adiciono con &acido acético JBAAC con 776.38mg/L,
seguido del acido ascoérbico JBASC con 1187.08 mg/L, el de acido citrico JBACC con
1080.25 mg/L y por ultimo el de acido tartarico JBATC con tan solo 618.79 mg/L.

Tabla 3.14. Contenido de betalainas de 0 a 180 dias de almacenamiento a 4°C, de los

diferentes jugos concentrados con diferentes acidos organicos.

Jugo / Contenido de betalainas (betaxantinas) en mg/L
tiempo de
almacenami 0 30 60 90 120 180
ento
JBA mg/
L 86.36+0.63 0 0 0 0 0
mg/
0.07 0 0 0 0 0
g
JBAAC mg/ 897.62+0.9 929.71+0.6 928.68+0.9 1004.98+0.9 790.86+0.9
776.38+0.35
L 7 9 1 5 6
mg/
0.62 0.72 0.74 0.74 0.80 0.63
g
JBATC mg/ 618.79+0.9 596.96+0.7 554.83+0.9 480.98+0.1
618.79+0.98 553.67+1.13
L 6 6 7 1
mg/
0.50 0.50 0.48 0.44 0.44 0.38
g
JBASC mg/ 1182.49+1. 904.22+0.5 842.2110.8 596.43+0.5
1187.08+0.6 610.84+0.62
L 0 9 8 9
mg/
0.95 0.95 0.72 0.67 0.49 0.48
g
JBACC mg/ 1080.25+0.5 900.47+0.6 842.59+0.9 727.78+0.9 580.74+0.8
628.55+1.67
L 7 2 7 7 1
mg/
0.86 0.72 0.67 0.58 0.50 0.46
g
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Tabla 3.15. Porcentaje de perdida en la concentracion de betalainas (betaxantinas)

Jugo / tiempo | porcentaje de perdida en la concentracion de betalainas (betaxantinas) %
de
almacenamiento 30 60 90 120 180 Total
JBA -100 - - - - -100
JBAAC 15.6 3.6 -0.1 8.2 -21.3 1.9
JBATC 0 -3.5 -7.1 -0.2 -13.1 -22.3
JBASC -0.4 -23.5 -6.9 -27.5 -2.4 -49.8
JBACC -16.6 -6.4 -13.6 -13.6 -7.6 -46.2

En la figura 3.16 y tabla 3.15 se muestran los resultados obtenidos de los
concentrados, para el caso del jugo solo sin concentrar JBA se observa que no tiene
estabilidad ya que se degrada a 1 dia de ser extraido y no se logra concentrar, mientras
que la adicion de acidos mejora la resistencia a la degradacion e incrementa el
rendimiento de contenido de betalainas para todos los casos, sin embargo, la
concentracion incrementa el contenido de betalainas entre 7-12 veces su contenido
inicial, el jugo JBATC a los 180 dias de almacenamiento tiene una pérdida del 22% del
total de betalainas contenidas inicialmente finalizando con 480.98 mg/L de betalainas,
manteniéndose estable, sin embargo, este concentrado fue el de menor contenido de
betaxantinas; en el concentrado JBACC existe una pérdida de 46% con 580.74mg/L
de betalainas finales y aunque también tiene tendencia a la baja, tiene un
comportamiento estable y constante a largo el tiempo; en el caso del concentrado
JBASC hay una pérdida del 49%, a los 180 dias de almacenamiento contiene
596.43mg/L de betaxantinas, finalmente en el caso del concentrado JBAAC no hay
una pérdida de betalainas conservandose con 790.86 mg/L al término del tiempo de
analisis por lo que al asociar la estabilidad con el contenido de betalainas el
concentrado con acido acético resulto el mejor, esto es debido a que el acido acético,
tiene la capacidad de ser un agente conservante y en otros estudios se utiliza como

agente para polimerizar.
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Figura 3.16. Contenido de betalainas de jugos de betabel amarillo 180 dias de

almacenamiento a 4°C.

En la tabla 3.16 se reportan las propiedades finales del que resulto mas estable
definiendo que este contiene 776.38 mg/L de betalainas (betaxantinas) 4 veces mayor
contenido que el encontrado por Wang et al. (2020) de 194mg/L de betaxantinas
extraidas con metanol-agua-ascérbico, y mayor que lo reportado por Kusznierewicz et
al., (2021) quienes encontraron que el betabel amarillo tiene 0.472 mg/L de
betaxantinas, y mayor a los 270mg/L encontrado por Fernandez-Lépez et al. (2012) en
las betaxantinas de tuna; con 76 g/L de STD que muy posiblemente sean azucares
disueltos, con 80.1 °brix de azucares que es resultado mayor que el encontrado por
Coba et al. (2019) de 13.71°Bx para el pigmento de betaxantinas de tuna; estable en
un rango de pH de 2-10 y una temperatura maxima de 125°C una resistencia mayor a
lo reportado por Fernandez-Lopez et al. (2012) de 30°para las betaxantinas de tuna,
con parametros colorimétricos de L*97.1, a* -21.6 y b* 94.5, con una pureza de 99.47,
con esto se demuestra que el color tiende a ser amarillo, un color mas amarillo que el
obtenido por Kusznierewicz et al., (2021) de L*85, a* -3 y b* 84 y el encontrado por
Fernandez-Lépez et al. (2012) de L*92.7, a*0.8 y b*68.5.
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Tabla 3.16 Propiedades del jugo concentrado de betalainas de betabel amarillo

después de 180 dias de vida de anaquel

Propiedades del jugo con acido acético JBAAC

Contenido de betalainas (mg/L) inicial | 776.38
Contenido de betalainas (mg/L) inicial | 790.86
Azucares (°brix) 80.1
pH de estabilidad <10
Temperatura de estabilidad (°C) <125
Solidos totales disueltos (g/L) 76
L 971
ar -21.6
b* 94.5
Pureza 96..94
% CR 100.00
TDC 0.00

3.3 Tuna morada

3.3.1 Obtencion de pigmentos liquidos y determinacion del efecto de

copigmentacidén y conservacion

Siguiendo la metodologia se obtuvieron los jugos de tuna morada la pulpa de tuna
como se muestran en la figura 3.18, se puede observar el jugo de tuna JTM y el jugo
concentrado de tuna JTMAC, al obtener el espectro UV se comprueba el contenido de
betalainas en el extracto de tuna obtenido por prensa a 535 nm como se observa en
la figura 3.17, se observa una banda perteneciente a betacianinas propias del color
morado a diferencia del betabel morado que presenta las dos bandas betaxantinas y
betacianinas de los colores amarillos y morados respectivamente, esto coincide con lo
reportado por Tamba et al. (2018) quien encontré betacianinas en la tuna morada
especificamente betanina (535 nm) e isobetanina (537nm). Sin embargo, Wang et al.
(2020) reportaron bataxantinas en la tuna, por lo tanto, estas podrian estar cubiertas
por la banda de betacianinas.
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Tabla 3.17. Contenido de betalainas en mg/L de pigmentos liquidos (jugos) de
betabel amarillo y su nomenclatura de identificacion.

Jugo de Jugo de Jugo de Jugo de
Jugo de
Jugo de tuna con tuna con tuna con tuna con
Jugo de tuna
tunal con un acido citrico acido acido acido
tuna concentrad
acido y tartaricoy | ascoérbicoy aceéticoy
o
concentrado | concentrado | concentrado | concentrado
JTM JTMA JTMC JTMCC JTMTC JTMSC JTMAC
Inicial | mg/L  193.2+13 | 223.9+13.2 | 83.6+0.43 | 450.84+3.3 286.3+0.1 433.9+12 443.5+0.4
mg/g 0.085+13 | 0.099+13.2 | 0.037+0.43 [ 0.198+3.3 0.126+0.1 0.191%12 0.195+0.4
3
164.9+2.1 | 200.6+£3.2 0 133.5¢1.4 96.3+7 190.3+9.5 139.6+4.4
meses

En la tabla 3.17 se muestra el contenido de los pigmentos liquidos de tuna morada

donde se observa que el concentrado que mantiene mayor cantidad de betalainas es

el Jugo de tuna con acido ascorbico y concentrado JTMAC, mientras que el jugo JTM
a los 3 meses de almacenamiento ha perdido el 100% de betalainas debido a que no

contiene ningun agente de conservacion y este se ve afectado por la temperatura a la

que fue sometido por la eliminacién del agua.
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Figura 3.17. Espectro UV-vis de jugo de tuna morada JTM y el jugo concentrado de
tuna morada JTMSC
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Figura 3.18. a) jugo de tuna morada JTM, b) el jugo concentrado de tuna morada
JTMAC

3.3.2 Caracteristicas fisicoquimicas del pigmento liquido seleccionado de

tuna morada

La caracterizacion inicial de los jugos obtenidos se muestran en la tabla 3.18, en el
caso de la tuna morada se consideran que inicialmente se cuentan con betalainas del
tipo betacianinas con una humedad de 86%, se reportan los datos iniciales de los jugos
obtenidos, el jugo de tuna morada JTM, jugo concentrado de tuna morada con acido
acético JTMAAC, jugo concentrado de tuna morada con acido tartarico JTMTC, jugo
concentrado de tuna morada con acido ascorbico JTMAC, jugo concentrado de tuna
morada con acido citrico JTMCC, donde se observa que el rendimiento de extraccion
es de 0.44 mLjugo/gtuna, el JTM tiene un pH de 5.02, y para los concentrados se tiene
un pH de 4, esto debido a la adicidon de los acidos organicos, el jugo concentrado ue
tiene mayor contenido inicial de betalainas es JTMCC con 450.8 mg/L, y de menor
contenido se obtiene con JTMTC con 286.3 mg/L, este comportamiento se puede
observar en la figura 3.19, sin embargo, en todos los concentrados se tiene una mayor
cantidad de betalainas que el JTM, esto debido a la concentracion de las muestras al
eliminar el agua.

En cuanto al contenido de betalainas en tuna Mehta et al. (2025) reportaron un
contenido de 858.28 mg/L utilizando una mezcla de d epulpa y cascara con glicerol.
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Oktay et al. (2024 ) obtuvieron 0.472 mg/g en tuna seca. Chaari et al., 2024 reportaron

contenido en un rango de 14.8-41.2 mg/g.

Tabla 3.18. Caracteristicas principales de jugos de tuna morada

Jugo/parametros JTM JTMAC JTMTC JTMSC JTMCC

Rendimiento
0.44+0.5 0.44+0.5 0.44+0.5 0.44+0.5 0.44+0.5
mLjugo/ gtuna

Betalainas mg/L | 193.2+13.4 443.5+0.4 286.3+0.1 433.9+12 450.8+3.3

Betalainas mg/g 0.085 0.195 0.126 0.191 0.198
°Brix 11.6+0 13.110 8.410 10.210 6.5+0
pH 5.02+0 4+0.01 4+0.01 4+0.01 4+0.01
500
450
400
= 350
téo 300
& 250
% 200
g 150
100
50
0
JTMAAC JTMTC JTMAC JTMCC

Jugos de tuna morada

Figura 3.19. Contenido inicial de betalainas en jugo de tuna morada JTM, jugo
concentrado de tuna morada con acido acético JTMAAC, jugo concentrado de tuna
morada con acido tartarico JTMTC, jugo concentrado de tuna morada con acido

ascoérbico JTMAC, jugo concentrado de tuna morada con acido citrico JTMCC.
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3.3.3 Propiedades colorimétricas de los pigmentos liquidos de tuna

morada

En la tabla 3.19 se reportan las propiedades colorimétricas de los jugos obtenidos,
donde se puede observar la pureza (intensidad o saturacion) que estos tienen de
acuerdo con las propiedades L*a*b*, el porciento de retencion de color, la diferencia
total de color y el tono hue® En la figura 3.20 se puede observar la densidad de color
de los jugos, el JTM se mantiene entre los tonos morados- rojos, mientras que el jugo

concentrado se reporta de color rojo.

Tabla 3.19. Propiedades colorimétricas de jugos obtenidos

Betalainas
Muestra L* a* b* P %RC TDC Hue °
(mg/L)
JTM 143.8 36.2 454 7.6 46.0 100.0 0.0 9.5
JTMA 223.9 28.0 40.5 7.1 411 100.0 0.0 9.9
JTMC 83.6 31.6 48.7 30.1 57.3 98.7 12.3 9.6
JTMAC 176.5 29.0 43.0 23.0 48.8 100.0 0.0 28.1

JTM JTMA JTMC JTMAC

Figura 3.20. Densidad de color de jugos obtenidos de tuna morada
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3.3.4 Propiedades colorimétricas del pigmento liquido de tuna morada con

cambios de temperatura y pH

En la tabla 3.20 se muestra el analisis de color y estabilidad a diferente pH del jugo
inicial de tuna y del jugo concentrado ascorbico. Para el jugo inicial de tuna morada se
logra visualizar las distintas tonalidades segun el cambio de pH asi mismo se muestra
el contenido de betalainas en cada pH en la figura 3.21, donde se puede analizar que
la concentracion mas alta de betalainas es de 208.6 mg/L a un pH 9 con una tonalidad
morada, la cual se visualiza en la figura 3.22, mientras que la mas baja la encontramos
a un pH de 13 con 27.2 mg/L con un tono amarillo, tomando en cuenta que las
betalainas son estables en pH acidos podemos observar que la concentracion se
mantiene en un rango de 100-152 mg/L de betalainas, todas estas pertenecientes a
betacianinas con tonos rojos y morados, por otro lado el extracto a pH 11 tiene una
concentracion que involucra betacianinas y betaxantinas de ahi que el color
encontrado tenga un tono combinado entre rojo-morado-café, mientras que a pH
basico especificamente de pH 12-13 la concentracion de betalainas reportada
pertenece a betaxantinas con color café y amarillo, la pureza maxima alcanzada
pertenece a un pH 8 con un color violeta y en un pH 13 con un color amarillo con una
pureza de 83.82. En el caso del jugo concentrado JTMSC se observan los cambios en
las tonalidades que se vuelven opacos en comparacion con los del extracto puro con
una tonalidad L*a*b* (29, 43, 23), pertenecientes a la tonalidad del color rojo violeta
diferente tonalidad a la obtenida por Tamba et al. (2018) de L*a*b* (9.68, 33.4, -0.9)
que pertenece al color purpura violeta, la pureza maxima alcanzada en este extracto
se obtuvo en un pH 8 con 218 con un tono rojo-morado y en pH 13 con 40 con un color
amarillo tenue. EI comportamiento de cambio de color del JTMSC, también esta
asociado a la cantidad de betalainas que contiene, esto también se puede observar en
el decremento de betalainas en la concentracion de los jugos, en este caso la gama
de colores pertenece a los rojos obteniendo una pureza maxima de 50 en pH 5 con un
tono rojo-vino y en pH 12 con un tono cafeé.
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Figura 3.21. Contenido de betalainas a diferente pH
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Figura 3. 22. Densidad de color de pigmentos de tuna morada a diferente pH

63



Tabla3.20. Parametros colorimétricos de jugos a diferentes pH

Muestra| pH L* a* b* P %RC TDC Hue °
2 25.3 36.6 11 38.2 102.8 14.4 16.7
3 30.4 447 13.4 46.7 93.5 8.2 16.7
4 29.2 43.9 14.4 46.2 105.8 9.9 18.2
5 36.2 45.4 7.6 46.0 100.0 0.0 9.5
6 40 49.4 12 50.8 73.7 7.1 13.7
7 32.2 471 23.3 52.5 69.9 16.3 26.3
ke 8 38.7 53 -40.5 66.7 67.4 48.8 322.6
9 33.2 48.1 -26.6 55.0 145.0 34.4 331.1
10 27.5 43.9 -23.7 49.9 1221 32.5 331.6
11 23.6 30.1 10.4 31.8 104.4 20.0 19.1
12 38.3 27.4 451 52.8 39.2 41.6 58.7
13 83.3 -1.9 83.8 83.8 18.9 101.3 91.3
2 33 41 14 43.3 97.2 10.0 18.9
3 33 39 20 43.8 104.0 6.4 271
4 29 43 23 48.8 100.0 0.0 28.1
5 27 46 21 50.6 97.7 41 24.5
6 29 44 22 49.2 97.8 1.4 26.6
JTMSC 7 27 39 21 443 92.2 4.9 28.3
8 23 31 32.3 123.5 19.4 16.2
9 34 21 22.8 121.2 26.6 23.2
10 27 16 22 27.2 102.7 271 54.0
11 43 18 42 45.7 401 34.4 66.8
12 48 8 50 50.6 30.2 48.1 80.9
13 81 -1 33 33.0 22.5 68.8 91.7
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En la tabla 3.21 se muestra el analisis de estabilidad y color de los jugos a diferentes
temperaturas, donde se puede observar los cambios de tonalidades en cada
temperatura. En el jugo inicial de tuna se observa una gama de tonos rojos que van
aumentando conforme aumenta la temperatura esto se debe a que se esta
concentrando hasta los 70 °C después viene un decremento de betalainas, que se
puede observar en la figura 3.23, debido a la degradacion que sufre por el incremento
de temperatura seguido de la perdida de la tonalidad roja a una gama de colores café,
que se puede observar en la figura 3.24, alcanzando un maximo de pureza de 62.8 en
el extracto inicial a temperatura de almacenamiento (4°C). Para el caso del jugo de
tuna morada concentrado con ascorbico JTMSC se observa una gama de tonalidad
morada de los 20°C hasta los 95°C cambiando a una tonalidad amarilla a los 100°C
con una pureza de 80, a los 125°C conserva un tono naranja. En cuanto al jugo JTM
se tiene una gama de colores rojos-café, a los 100°C se obtiene la una pureza maxima

de 56 con un color café hasta los 125°C.

350

300

250
200
JTMSC
100
50
0
20 90 95 100

125

Betalainas mg/L

Temperatura °C

Figura 3.23. Contenido de betalainas en jugos de tuna morada a diferentes

temperaturas
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Tabla 3.21 Parametros colorimétricos de jugos de tuna morada a diferentes
temperaturas
Muetsral T °C L* a* b* P %RC TDC Hue °

20 31.1 48.6 27 55.6 98.1 20.3 291
90 60.4 24.2 36.1 43.5 80.8 43.0 56.2
JTM 95 31.7 34.9 40.2 53.2 206.3 34.5 49.0
100 47.4 28.7 48.7 56.5 0.0 45.8 59.5
125 54 21.7 46.9 51.7 0.0 49.2 65.2

20 27 45 18 48.5 65.4 5.8 21.8
90 25 43 20 47.4 43.1 5.1 24.9
JTMSC 95 43 34 22 40.5 28.4 15.8 32.9
100 92 -13 86 87.0 0.0 104.8 98.6
125 52 25 55 60.4 0.0 43.2 65.6

20 90 95 100 125
Temperatura (°C) JTM

20 S0 95 100
Temperatura (°C) JTMAC

Figura 3.24. Densidad de color de jugos de tuna morada a diferentes temperaturas
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En la figura 3.25 se reporta la cantidad de betalainas para los jugos a diferentes
tiempos de exposicidn al oxigeno. En la tabla 3.22 se muestran los resultados
obtenidos del analisis de estabilidad y color ante la exposicion del Oz de la atmosfera,
en el cual se aprecia la afectacion que tiene en la concentracion de betalainas y el
cambio de tonalidad, para el JTM se aprecia una gama de tonos morados los cuales
se vuelven mas opacos al disminuir las betalainas al incrementar el tiempo de
exposicidon con un maximo de pureza de 62.8 a 1 dia de exposicion; en el jugo
concentrado JTMSC la maxima pureza se alcanza a los 10 dias de exposicion con 54,
se observan tonos morados, estos tonos se pueden observar en las figuras 3.26, se
observan tonos rojos-morados, con la exposicion al O2 de la atmosfera el agua
contenida en el extracto se evapora y se tiene una mayor concentracion de betalainas,
con esto se demuestra nuevamente que el acido adicionado conserva y protege las

betalainas.

200
180
160

140
mJTM
I I mJTMSC
0 1 5 10 20

Tiempo de exposicion (dias)

Betlainas mg/L
[
N ey (o)) ] o N
o o o o o o

o

Figura 3.25. Contenido de betalainas de jugos de tuna morada a distintos tiempos de

exposicion al oxigeno.

67



Tabla 3.22. Parametros colorimétricos de jugos de tuna morada a distintos tiempos

de exposicion al oxigeno.

muestra| Tiempo(dias)| L* a* b* P %RC TDC Hue °
0 36.2 454 7.6 46.0 100.0 0.0 9.5
1 37 58 24.1 62.8 123.2 20.8 22.6
JTM 5 414 499 6 50.3 37.0 7.1 6.9
10 34 512 97 52.1 32.3 6.5 10.7
20 324 457 56 46.0 32.1 4.3 7.0
0 29 43 23 48.8 100.0 0.0 28.1
22 42 25 48.9 47 .4 7.3 30.8
JTMSC 5 41 50 8 50.6 48.7 20.4 9.1
10 27 49 24 54.6 16.5 6.4 26.1
20 51 35 8 35.9 16.2 27.8 12.9

0 1 5 10 20

Tiempode exposicion (dias)JTM

0 1 5 10 20

Tiempode exposicion (dias) JTMAC
Figura 3.26. Densidad de color de jugos de tuna morada a diferentes tiempos de

exposicion al oxigeno
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3.3.5 Vida de anaquel de los pigmentos liquidos de tuna morada

Siguiendo el método descrito se obtuvo el seguimiento durante 6 meses de
almacenamiento a 4°C de los jugos de tuna obtenidos con prensa y jugos
concentrados reportado en la tabla 3.23 y en la figura 3.27, donde se observa el
incremento de concentracion de betalainas en todos los jugos concentrados esto se
debe a la eliminacion de agua durante la concentracion, debido al efecto hipercrémico
en las moléculas, seguido de un decrecimiento de betalainas con forme al tiempo de
almacenamiento dependiendo del acido anadido, el que tuvo menor cantidad de
betalainas fue JTMTC con 56.4 mg/L, JTMAC con 109.6, JTMCC con 113.9, siendo el
JTMSC el que conservo 176.5 mg/L de betalainas al final del tiempo de
almacenamiento a 4°C.con esto se constata que el acido que conserva mejor las
betalainas es el acido ascorbico, esto se debe a la afinidad que tiene la tuna morada
por el acido ascorbico, al formar este parte de sus acidos base. La concentracion
reportada del JTMSC es una concentracion mayor a la reportada por Vergara et al.
(2015) de 131.7 mg/L inicialmente.

Tabla 3.23. Concentracion de betalainas en jugos de tuna en almacenamiento a 4°C

Muestra/ Betalainas (mg/L)
tiempo
0 1 3 5 6
(meses)
™ 193.2+13.4 180.1+2.3 164.9+2.1 156.3+1.1 143.8+1.4
0.09 0.08 0.07 0.07 0.06
443.5+0.4 232.2+8.9 139.614 .4 125.2+3.5 109.612.4
JTMAC
0.20 0.10 0.06 0.06 0.05
286.3+0.1 16315.4 96.317.0 87.4+3.3 56.415.4
JTMTC
0.13 0.07 0.04 0.04 0.02
433.9+12 232.416.6 190.319.5 176.61£2.9 176.5+5.3
JTMSC
0.19 0.10 0.08 0.08 0.08
450.8+3.3 209.7+7.9 133.5¢1.4 114.6+1.8 113.915.5
JTMCC
0.20 0.09 0.06 0.05 0.05
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En la tabla 3.24 se reportan los porcentajes de perdida en cada tiempo de los jugos

obtenidos, donde se observa que el JTM al final del almacenamiento tiene una perdida
del 26%, seguido del JTMSC con 60% de perdida, JTMAC y JTMCC tienen una perdida
del 75% siendo asi el que tiene mayor perdida de betalainas el JTMTC con 80% de

perdida. En la figura 3.27 se muestran las tendencias para cada jugo obtenido.

Tabla 3.24. Porcentajes de perdida de betalainas durante tiempo de almacenamiento

% perdido
Muestra/tiempo 5 6 Total
JTM 7 8 5 8 26
JTMAC 48 40 10 12 75
JTMTC 43 41 9 35 80
JTMSC 46 18 7 0 59
JTMCC 53 36 14 1 75
0.25
0.20 0.19
E" 0.15
% mJTM
- 0.10
o 0.08 mJTMSC
[a] 0.06

0.05

0.00

0 dias

30 dias

90 dias 150 dias 180 dias
Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 3.27. Concentracion de betalainas de jugos de tuna durante tiempo de

almacenamiento a 4°C.
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Tabla 3.25. Resultados finales obtenidos en muestras de betabel morado, amarillo y

tuna morada.

Vida Rangos de
Betalainas mg/L .
Mater| _ de estabilidad C
] Tipo de P Col
ia ; -, ana ure olor
. extracto |  Betaxantinas Betacianinas q Temperat Oxige
prima uel a c za)
. ; . ; ura ° no
Inicio Fin | Inicio Fin | 4o¢
6
392.3+2. 522.2+6. 10
Extracto 0 0 mese <40 68
Betab 7 2 dias
s
el
mora | Extracto 6
2867+5.0| 2485 20
do | Concentr |- - mese <100 51
4 +1 dias
ado s
6 :
Extract 86.4+0.6 0 20 1 8379 Amari
xtracto - - mese < .
Betab 3 hora llo
el S
amari | Extracto 6 i
776.38+0| 790.86 20 Amari
llo | Concentr - - mese <100 96.94
.35 +1 dias llo
ado s
6 5 dias
193.2+13| 144+
Extracto - - mese <40 46
Tuna A2 2 .
mora
Extracto 6
da 177+ 20
Concentr - - 433.9+12 mese | <100 . 48
5 dias
ado s

Los pigmentos obtenidos por prensa y adicionado con una agente de conservacion y

concentrados, mostraron las siguientes caracteristicas:

El pigmento de betabel morado se obtuvo con 2867 mg/L de betalainas iniciales y

despues de 6 meses de almacenamiento mantuvo 2485 mg/L con una estabilidad

colorimétrica a la temperatura <100°C, con estabilidad a pH <9y 20 dias de exposicion
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al oxigeno con una tonalidad rojo-morado con una pureza de 51; sin embargo, en el
extracto de betabel por si solo se encontraron 915 mg/L de betalainas, con una
resistencia colorimétrica a la temperatura <40°C, estable a pH <7 y a 10 dias de
exposision al oxigeno con un tono rojo de pureza de 68, en este caso las betalainas
no se mantuvieron al final del almacenamiento.

El pigmento obtenido de betabel amarillo con 776 mg/L de betalainas mantuvo al final
de 6 meses de almacenamiento un total de 790mg/L con una estabilidad colorimétrica
<100°C, pH <9, con 20dias de exposicion al oxigeno con una tonalidad amarillo
brillante con una pureza de color de 96.94, sin embargo, en el extracto solo se
encontro un total de 86.4 mg/L de betalainas con una estabilidad <20°C, pH <4, con 1
hora de exposicion al oxigeno, con una tonalidad amarilla de 83.79 de pureza, en este
caso las betalainas no se mantuvieron al final del almacenamiento.

El pigmento de tuna morada se obtuvo con 434mg/L de betalainas iniciales que
despues de 6 meses de almacemnamiento se mantienen 177 mg/L de contenido de
betalainas, con una resistencia colorimétrica <100°C, pH <9 y 20 dias de exposicion
al oxigeno con una tonalidad roja de 48 de pureza, mientras que el extraco solo tuvo
un contenido de 193 mg/L de betalainas y despues de 6 meses de almacenamiento de
144 mg/L con una estabilidad <40°C, pH <8 y 5 dias de exposicion al oxigeno con una
pureza de 46 en una tonalidad rojo-morado.

Como se observa el contenido de betalainas obtenidas en el betabel morado es mayor
al del amarillo y al de la tuna, tuna< betabel amarillo<betabel morado.

Estos resultados proporcionan una forma de extraccidon de betalainas sin la necesidad
de un solvente. Para todos los casos analizados se reporta que los extractos solos,
tienen una estabilidad baja por lo que esto impide su aplicacion en muchos productos
ya sea por su origen o por la manera de obtencion. No obstante, los pigmentos
obtenidos tienen mayor estabiliad colorimétrica ante los factores sometidos, esto les
da ventaja ante los extractos solos, ya que abre las posibilidades de la aplicacion del
pigmento a una mayor diversidad de productos alimenticios sin temor de perder la
tonalidad.
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3.4 Caracterizacion de pigmentos mediante UPLC

3.4.1 Identificacion y cuantificacidon de aziucares en pigmentos mediante
UPLC-IR

En la figura 3.28 se muestran las curvas de calibracion de los estandares de azucares
con las cuales se trabajo donde se puede observar una R? para cada curva de 0.99.
En la tabla 3.25 se reportan los datos obtenidos sobre el contenido y tipo de azucar
encontrado en los pigmentos.

El betabel morado y amarillo presentaron sacarosa como azucar predominante con
una concentracion de 3.4 mg/L para el betabel morado y de 1.8 mg/L para el amarillo,
sin embargo, en la tuna morada se encontro un contenido de 0.5 mg/L de sacarosa y

3.9 mg/L de fructuosa, siendo este el principal azucar contenido en la tuna.

Tabla 3.26. Contenido y tipo de azucar de pigmentos obtenidos en mg/L

Pigmento/Azucar | Sacarosa Fructuosa
Betabel Morado 3.4+0.9 -

Betabel Amairillo 1.840.1 -

Tuna Morada 0.5+0.2 3.9+0.2
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Peak Name: Sacarosa; RT: 17.081; Fit Type:Linear (1stOrder); Cal Cune Id: 1418; R:0.999836; RA2:
0.999673; Weighting: None; Equation: Y=9.82e+04 X+ 8.67e+04; Normalized Intercept/Slope: 0.035329;
RSD(E): 0.912294
3.0e+06
2.5e+06]
2.0e+06
1.5e+06]
8
<
1.0e+06
5.0e+05 |
0.06+00
-5.0e+05°

0.00 2.00 4;)0 6.00 8.00 10‘00 12‘00 14.00 16‘00 18‘00 20.00 2200 24.00
Amount
Peak Name: fructosa; RT: 9.508; Fit Type: Linear (1stOrder); Cal Curve Id: 1766; R:0.999569; R"2:0.999138;
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Peak Name: Xilosa; RT: 7.944; Fit Type: Linear (1stOrder); Cal Curve Id: 1445; R:0.997935; R"2:0.995875;
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Peak Name: glucosa; RT: 11.159; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 1735; R:0.999362; R"2:

0.998725; Weighting: None; Equation: Y=9.73e+04 X + 3.94e+04; Normalized Intercept/Slope: 0.026966;

RSD(E): 1.833864

Figura 3.28. Curvas de calibracion de estandar de sacarosa, xilosa, fructuosa y

glucosa.

En la figura 3.29 se muestra el cromatrograma obtenido del betabel morado donde se

observa dos picos, el primero es el llamado frente del solvente y el segundo es el

correspondiente al azucar del tipo sacarosa, encontrado a los 12.196 minutos de

retencion, mientras la figura 3.30 muestra el cromatograma del betabel amarillo donde

se observan de igual manera 2 picos el primero perteneciente al solvente y el segundo

al azucar sacarosa a los 12 .326, cercano al tiempo de retencion en el betabel morado;

esto concuerda con la literatura que especifica que el principal azucar presente en el

betabel es sacarosa.

En la figura 3.31 se muestra el cromatograma de tuna morada en este caso se observa

el pico del solvente seguido del pico de fructuosa a los 9.555 minutos y en seguida el

pico de sacara a los 16.434 minutos de retencion.
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Figura 3.29. Cromatograma de Betabel morado
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Figura 3.30. Cromatograma de Betabel amarillo
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Figura 3.31 Cromatograma de Tuna morada

Albano et al. (2015) reporto 0.78 g/100gFW de fructuosa en la tuna morada, por otro
lado, Pérez-Orozco & Sosa (2022) analizaron el contenido de azucares en pitaya de
diferentes especies, encontrando glucosa y fructosa en pitaya rosa con 5.99 mg/100g
y 2.87 mg/100g respectivamente, lo cual indica que a pesar de que la pitaya es fuente

de betalainas su contenido de azucares y el tipo de éstas es diferente al betabel.

76



3.4.2 Identificacion y cuantificacion de componentes en pigmentos
mediante UPLC-PDA-MS

3.4.2.1 Identificaciéon de betalainas en jugos de betabel y tuna morados y

betabel amarillo

El analisis de la muestra de betalainas extraidas de betabel morado (Beta vulgaris)
mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucidén acoplada a espectrometria de
masas (UPLC-MS) permiti6 una caracterizacion detallada de los compuestos
presentes; las masas obtenidas se muestran en la tabla 3.27; donde se observaron
sefales representativas en los valores de m/z , 388, 459, 551, asociadas a betacininas
como, betanidina, neobetanina y betanina, 340, 327, 305, 283, estas asociadas a
betaxantinas como vulgaxantina |, vulgaxantina Il, indicaxantina y miraxantina V;
tambien se observaron otras masas las cuales pertenecen a isomeros y fragmentos
de betalainas o algun aducto. En la tabla 3.27 tambien se observan las masas
obtenidas para el betabel amarillo en este caso se observan masas cercanas a
betacianinas como 390, 453 relacionado a 6feruloyl-betanin y su isomero y 466
perteneciente a 2,17-Bidecarboxy-betanin y su isbmero, sin embargo debido a la
naturaleza de la muestra se observaron mayor cantidad de masas pertenecientes a
las betaxantinas como 252, 276, 283, 297, 305, 309, 311, 325, 331, 340, 341, 343,
349, 359, 375, 381, 390, tambien se observaron otras masas las cuales pertenecen a
isdmeros y fragmentos de betalainas o algun aducto, las masas obtenidas para la tuna
morada tambien se muestran en la tabla 3.27, donde se observan masas para
betaxantinas en m/z 283, 309, 327, 340, 344, y betacinianas en m/z 388, 415, 459,
551, 564, tambien se encontraron otras masas, las cuales se asocian productos
derivados de isdbmeros, fragmentos o aductos de las betalainas.

Como se logra observar en los valores obtenidos existen valores de m/z los cuales son
consistentes con las masas moleculares esperadas para compuestos como betanina,
isobetanina, vulgaxantina | y otros analogos, para todas las muestras.Sin embargo se

obtuvieron masas que no corresponden a una masa de betalaina especifica, por lo que
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se tratan de especies como fragmentos debido a la condicion de las muestras y las

fases utilizadas ya que esto favorece la separacion cromatografica y la ionizacidén de

moleculas; por otro lado, un pH acido estabiliza los compuestos ionizados

positivamente y con esto se generan picos de alta intensidad de todos los posibles

compuestos.

Tabla 3.27. Identificacion de m/z obtenidas en muestras betabel morado, amarillo y
tuna morada mediante UPLC-MS.

Picos Picos Tiempo
m/z
identifica | identifica de m/z
Muestra Repo Identificacion Referencia
dos a dosa | retenci6 Tedrica
rtada
480 nm | 535 nm n
8.624 214 - - No identificado
295 Betaxanthin decarboxylated
6.313 283 Wang et al. (2020)
291 Miraxanthin V
308 Spérna-Kucab et al.
Pico 17 6.288 305 305 Indicaxanthin (2023)
Wang et al. (2020)
323 Betanin fragmentation
7.109 327 325 Vulgaxanthin II, Valin- Wang et al. (2020)
betaxanthin
Pico 8 Slatnar et al. (2015)
0.846 340 339 Vulgaxanthin |
Wang et al. (2020)
) Slatnar et al. (2015)
Bet 9.218 340 339 Vulgaxanthin |
Wang et al. (2020)
morado i
Pico 18 Isomer Sporna-Kucab et al.
7.107 344 345 Loss of CO2 (2023)
Decarboxylation Wang et al. (2020)
Pico 4 0.611 365 - No identificado
7.008 371 - No identificado
Pico 3 0.551 381 - No identificado
Betanidine (aglycone)
7.814 388 389 . ) Wang et al. (2020)
Betanine fragmentation
8.428 415 - No identificado
8.427 432 - No identificado
9.885 435 - No identificado
9.878 437 - No identificado
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Decarboxylation of

9.535 453 459 ) Wang et al. (2020)
neobetanin
8.965 476 - No identificado
9.468 520 - No identificado
Pico 14 | Pico1 4.393 551 551 Betanin Wang et al. (2020)
Pico 16 | Pico 2 4.888 551 551 Isobetanin Wang et al. (2020)
564 564 - No identificado
Pico 1 0.476 151 - No identificado
Pcio 30 8.172 183 - No identificado
Pico 5 0.539 203 - No identificado
11.311 209 - No identificado
Pico 4 Garcia-Cayuela
0.524 219 217 Fragment of indicaxanthin
et al. (2018)
Pico 28 Araujo-Leodn et al.
6.303 283 283 Alanine-betaxanthin
(2024)
Pico 19 Araujo-Ledn et al.
3.813 309 309 Proline-betaxanthin
(2024)
Pico 29 Araujo-Ledn et al.
7.07 327 325 Leucine-betaxanthin
(2024)
Araujo-Ledn et al.
8.972 340 340 Glutamine-betaxanthin
(2024)
Araujo-Ledn et al.
7.082 344 343 Methionine-betaxanthin
(2024)
Tuna 7.786 | 371 367 Arginine-Betaxanthin Chaari et al. (2024)
morada | pjco 5 0.546 381 - No identificado
Araujo-Leodn et al.
7.786 388 389 Betanidin
(2024)
2,15,17-
Araujo-Leodn et al.
8.403 415 417 tridecarboxy-
) (2024)
neobetanin
2,15,17-
Araujo-Ledn et al.
10.972 | 415 415 tridecarboxy-
(2024)
xanneobetanin
8.402 432 - No identificado
9.757 435 - No identificado
9.801 437 - No identificado
8.513 446 - No identificado
0.75 447 - No identificado
0.748 449 - No identificado
Pico 10 0.752 451 - No identificado
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9.52 453 - No identificado
Pico 31 2,17-
Araujo-Ledn et al.
8.943 459 459 bidecarboxy-
(2024)
xanneobetanin
IG4 (isorhamnetin glucosyl- Garcia-Cayuela
8.943 476 475
pentoside et al. (2018)
9.443 520 - No identificado
Pico 21 Pico 1 Chaari et al. (2024)
4.341 551 551 Betanin Gonzalez-Ponce
et al. (2020)
Pico 25 | Pico 2 Chaari et al. (2024)
4.861 551 551 Isobetanin Gonzalez-Ponce
et al. (2020)
15-Hydroxybetanidin 5- O- 8 )
9.92 564 566 Chaari et al. (2024)
—glucoside
Araujo-Ledn et al.
9.031 680 683 Apiocactin
(2024)
Pico 8 0.754 178 - No identificado
4.452 188 - No identificado
Pico 3 0.51 223 - No identificado
8.892 227 - No identificado
2.574 242 - No identificado
Pico 14 Kusznierewicz et al.
2.898 252 255 Etanolamine-betaxanthin
(2021)
Isoindicaxanthin
8.86 276 277 . Wang et al. (2020)
Glutamine
0.815 281 - No identificado
Bet | Pico 13 Wang et al. (2020)
. Proline-Betaxanthin
amarillo 2.097 | 283 | 283 Kusznierewicz et al.
Alanine-betaxanthin
(2021)
Pico 4 0.501 291 - No identificado
5.559 293 - No identificado
2.756 297 297 17-Descarboxi-neobetanin Wang et al. (2020)
3.917 300 - No identificado
Spérna-Kucab et al.
6.227 305 305 Histamine-Betaxanthin
(2023)
Pico 15 Wang et al. (2020)
Proline-Betaxanthin
3.674 309 309 Kusznierewicz et al.

(indicaxanthin)

(2021)
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Pico 17

Wang et al. (2020)

311 Valine-betaxanthin
6.169 311 Kusznierewicz et al.
313 Phenyllalanine-betaxanthin
(2021)
Isoindicaxanthin
5.022 321 321 . Wang et al. (2020)
Glutamine
Pico 9 0.819 323 - No identificado
Pico 18 Wang et al. (2020)
Leucine-betaxanthin
7.798 325 325 Kusznierewicz et al.
(Vulgaxanthin V)
(2021)
Kusznierewicz et al.
7.977 325 325 Isoleucin-betaxanthin
(2021)
Tyramine-betaxanthin Kusznierewicz et al.
2914 330 331
(miraxanthin 1) (2021)
Pico 10 Indicaxanthin
0.815 340 340 Wang et al. (2020)
Glutamine-betaxanthin
Pico 12 1.209 341 341 Glutamic acid-betaxanthin Wang et al. (2020)
17-Descarboxi-betanidin
345 N-trans-Feruloyl-3- Wang et al. (2020)
8.89 343 344 metoxytyramine (N-trans- Kusznierewicz et al.
343 Feruloylhomovanillyalamine) (2021)
Methionine-betaxanthin
Spérna-Kucab et al.
7.044 349 349 Histidine-betaxanthin
(2023)
Wang et al. (2020)
8.878 359 359 Phenyllalanine-betaxanthin | Kusznierewicz et al.
(2021)
Pico 16 Tyrosine-betaxanthin Kusznierewicz et al.
5.316 375 375
(portulacaxanthin I1) (2021)
7.311 377 - No identificado
Pico 5 0.618 381 387 Neobetanin Wang et al. (2020)
6 feruloyl-betanin
) ) Wang et al. (2020)
389 6 feruloyl-isobetanin
11.014 | 390 Kusznierewicz et al.
391 Dopa-betaxanthin
) (2021)
(dopaxanthin)
Pico 19 7.865 407 - No identificado
7.227 409 - No identificado
8.364 415 - No identificado
0.806 424 - No identificado
9.485 435 - No identificado
8.365 347 - No identificado
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6 feruloyl-betanin
9.489 453 453 Wang et al. (2020)
6 feruloyl-isobetanin
463 2,17-Bidecarboxy-
7.604 466 Wang et al. (2020)
461 betanin/isobetanin
9.666 469 - No identificado
9.493 475 - No identificado
8.915 481 - No identificado
8.461 497 - No identificado
9.41 525 - No identificado
Pico 6 0.615 543 - No identificado
9.878 569 - No identificado
0.826 613 - No identificado
10.322 613 - No identificado

En la figura 3.32 y 3.33 se muestra el cromatograma y espectro PDA del betabel
morado a 480 y 535 nm, longitud de onda reportada para betaxantinas y betacianinas;
con un total de 19 y 2 picos respectivamente; asi como en la figura 3.34 se muestran
el cromatograma y espectro PDA de betabel amarillo a 480 nm y en la figura 3.35 con
19 picos y la figura 3.36 muestra el cromatograma y espectro PDA para tuna morada
a 480 y 535 nm con 31 y 2 picos respectivamente. En la tabla 3.27 se muestran los

picos relacionados con las masas encontradas de cada muestra.

En las figuras 3.37-3.43 muestran los cromatogramas y espectros UPLC-MS de los
diferentes compuestos identificados en el betabel morado, en las figuras 3.44- 3.56 se
muestran los cromatogramas y espectros UPLC-MS de los diferentes compuestos
identificados en el betabel amarillo, en las figuras 3.57-3.61 se muestran los
cromatogramas y espectros UPLC-MS de los diferentes compuestos identificados en

la tuna morada.

Donde se observa que el betabel morado y tuna morada tienen en comun la betacinina
betanina identificada a 551m/z observada en la imagen 3.42 y 3.60; y la betaxantina
en comun entre el betabel morado, betabel amarillo y tuna morada es la glutamina-

betaxantina (vulgaxantina I), a 340 m/z identificadas en las imagenes 3.39, 3.50, 3.59.
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Figura 3.32. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de betabel morado a 480 nm
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Figura 3.33. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de betabel morado a 535 nm
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Figura 3.34. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de betabel amarillo a 480 nm
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Figura 3.35. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de tuna morada a 480 nm

86



Intensity

200.00 nm

25q.00 30q,00 35q.00 400|.00 45q.00 500,'00 550|.00 60q.00 650].00 70q.00 759.00

- 4.26
213.6 268.0291.8
M _ 665.8 700.1

7455 794.6)
0.10-
=) 7 "
= 0.05i .
] \
000 — .
s e sy e By e e e e e e e L e e
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 3.36. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de tuna morada a 535 nm
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Figura 3.37. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 283 m/z
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Figura 3.38. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 327 m/z
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Figura 3.39. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 340 m/z
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Figura 3.40. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 388 m/z
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Figura 3.41. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 453 m/z
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Figura 3.42. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 551 m/z
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Figura 3.43. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel morado a 564 m/z
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Figura 3.44. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 283 m/z
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Figura 3.45. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 297 m/z
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Figura 3.46. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 305 m/z
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Figura 3.47. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 309 m/z
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Figura 3.48. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 311 m/z
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Figura 3.49. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 325 m/z
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Figura 3.50. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 340 m/z
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Figura 3.51. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 349 m/z
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Figura 3.52. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 359 m/z
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Figura 3.53. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 375 m/z
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Figura 3.54. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 381 m/z
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Figura 3.55. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 390 m/z
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Figura 3.56. Cromatograma y espectro UPLC-MS de betabel amarillo a 466 m/z
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Figura 3.57. Cromatograma y espectro UPLC-MS de tuna morada a 219 m/z
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Figura 3.58. Cromatograma y espectro UPLC-MS de tuna morada a 309 m/z
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Figura 3.59. Cromatograma y espectro UPLC-MS de tuna morada a 340 m/z
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Figura 3.60. Cromatograma y espectro UPLC-MS de tuna morada a 551 m/z
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Figura 3.61. Cromatograma y espectro UPLC-MS de tuna morada a 564 m/z
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3.4.2.2. Cuantificacién de betanina en jugos de betabel morado y tuna

En la figura 3.62 y 3.63 se muestran las curvas obtenidas para el estandar de betanina
en el detector de diodos (UPLC-PDA), y en el detector de masas (UPLC-MS),
respectivamente, indicando un ajuste de 0.99 para ambas curvas, la cual se utilizé para

cuantificar el contenido de betaninas en las muestras.
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Peak Name: Betanina; RT: 4.160; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 12074; R: 0.999275; R"2:
—— 0.998551; Weighting: None; Equation: Y = 9.63e+01 X- 1.07e+02; Normalized Intercept/Slope: -0.000654;
RSD(E): 0.444480

Figura 3.62. Curva estandar betanina UPLC-PDA
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Figura 3.63. Curva estandar betanina UPLC-MS

En la figura 3.64 y 3.65 se observa el cromatograma y espectro de PDA 'y MS referente
al estandar betanina.
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Figura 3.64. Cromatograma y espectro UPLC-PDA de estandar betanina

101



Betanin Sl 2

200.00 m/z 200.00 m/z
|, 40000 60000 80000 100000 | 40000 60000 80000  1000.00
155.1 4.47[155.1 5.00
191.?193.0 551.2 191,00,
' 551.2
h lu.‘h‘luiuu 1P nh ’ A . \
] |
600000 £
E) 1 g i
€ 400000 \ ﬁ
£ 00000 i
200000 M A,
0 Tt N AN AN A e N :‘_ \"“Ij" \H’/\W”“‘V\Mﬂ\/\f’\/\m” A SN

T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 3.65. Cromatograma y espectro UPLC-MS de estandar betanina

En la tabla 3.28 se presentan los resultados obtenidos en UPLC-MS de betanina para
las muestras de betabel y tuna morados. Donde se observa que en el caso del betabel
morado tiene un contenido de 0.773 mg/g de betanina en similar al contenido
encontrado en tuna morada de 0.781 mg/g de betanina, mayor a la concentracion
encontrada por Kusznierewicz et al. (2021) de 6.30 mg/g de betacianina y 4.467 mg/g
de betaxantinas en betabel morado, obtenidos de una extraccion con etanol en un
equipo HPLC con fases agua y acetonitrilo con acido formico; y similar a la
concentracion encontrada por Wang et al. (2020) de 37.5 mg/g, obtenido de un extracto
acuoso obtenido mediante HPLC con fases de agua, acido fosférico y acetonitrilo.

Tabla 3.28. Concentracion de Betanina en muestras de betabel morado y tuna
morada en UPLC-MS
Betanina
(mg/g)
Betabel morado | 0.773
Tuna moarada 0.781

Muestra
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3.5 Aplicacién de pigmentos liquidos obtenidos en queso cottage

Los resultados obtenidos de la aplicacidn de los pigmentos liquidos en el queso cottage
se muestran en la tabla 3.29 donde se observa el contenido inicial de betalainas para
cada una de las muestras donde se reporta que el mayor contenido de betalainas se
tiene con la adicion de betabel morado al 5% QMS siendo el de menor contenido inicial
el queso adicionado con betabel morado en la proporcion 1% QM1. En la figura 3.66
se reporta cada una de las muestras adicinadas con los pigmentos obtenidos.

Tabla 3.29. Contenido de betalinas iniciales de queso cottage adicionado con

pigmentos liquidos obtenidos

Betalainas | Betalainas
Pigmento % Adicion | Muestra
mg/L mg/g

1 QM1 16.27+0.5 | 0.005+0.5

JBMAC
5 QM5  |55.97+0.03|0.017+0.03
QA1 26.26+0.6 | 0.021+0.6

JBAAC
5 QA5 30.66+0.39|0.025+0.39
1 QTM1 21.96+0.6 | 0.010+0.6

JTMCC
5 QTM5 |45.19+0.39|0.020+0.39

103



Figura 3.66. Muestras de queso adicionado con pigmentos liquidos obtenidos de

betabel morado, betabel amarillo y tuna morada.

En la tabla 3.30 se muestran las caracteristicas colorimétricas de cada muestra de
queso cottage donde se poede observar que la muestra con mayor pureza es QA5 con
60 y la muestra con menor pureza reportada es TM1, se reporta tambien que la
retencion de color maxima en del 10% para QTM5 y la minima se obtiene con la
muestra QM1 con 0.57%, la densidad colorimétrica obtenida mediante los parametros

colorimétricos se reporta en la figura 3.67.
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Tabla 3.30. Caracterizacion colorimétrica de queso cottage adicionado con

pigmentos liquidos de betabel morado, betabel amarillo y tuna morada

% retencion Diferencia
Muestra|L* a* b* Pureza Hue °
de color total de color
QM1 |64 21 2 21.10 0.57 47.42 5.44
QM5 |36 44 9 4491 1.95 11.18 11.56
QA1 |80 3 39 39.12 3.38 63.07 85.60
QA5 |79 6 60 60.30 3.95 47.75 84.29
QTM1 |67 14 3 14.32 5.06 51.82 12.09
QTM5 |42 27 3 27.17 10.41 28.72 6.34

(011K Qms QA1 QA5 QrtM1 QTM5

Figura 3.67. Densidad de color de muestras de queso adicionado con pigmentos
liquidos de betabel morado, betabel amarillo y tuna morada.

En la figura 3.68 se muestra la vida de anaquel a 10 dias de almacenamiento, donde
se puede observar una reduccion del contenido de betalainas totales en todas las
muestras para QM1 del 40% siendo esta la muestra con mayor reduccion, las de menor
reduccion de betalainas son QM5 y QA5 y QTMS con 6%, 5% y 5% de reduccion. La
densidad de color de las muestras a 10 dias de almacenamiento se muestra en la
figura 3.69.
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Figura 3.68. Contenido de betalainas a inicial y a 10 dias de almacenamiento de
muestras de queso adicionado con pigmentos liquidos de betabel morado, betabel

amarillo y tuna morada.
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Figura 3.69. Densidad de color inicial y a 10 dias de almacenamiento de muestras de
queso adicionado con pigmentos liquidos de betabel morado, betabel amarillo y tuna

morada.

La aplicacion de betalainas en queso cottage no se ha estudiado, sin embargo este
estudio demuestra que puede anadirse sin alterar la calidad del producto. La
conservacion de las betalainas en el queso cottage esta vinculada a las interacciones
entre las betalainas y las proteinas. Ghasempour et al. (2020) adicionaron betalainas
de betabel y goma de semilla de albahaca a un yogur encontrando mejoras en las
propiedades de este con actividad antioxidante textura, viscosidad. Schneider-Teixeira
et al. (2022) observaron el mantenimiento de la betacianina en el yogur atribuido a las
interacciones leche-polifenoles, el color se mantuvo estable mostrando un color similar
al de las bayas. Guneger et al. (2016) analizaron las betalainas en helado observando
la conservacion de color hasta 60 dias de almacenamiento a -22°C con altos valores
de a*. Attia et al. 2013 analizaron geltina y sorbetes de hielo con betalainas de betabel
morado encontrando estabilidad de color hasta 180 dias de almacenamiento a -20°C
y con un estudio sensorial mostraron aceptacion del producto. Mehta et al. (2025)
analizaron la coloracidn en gomitas con betalainas de tuna comparando los datos con
productos con colorantes sintéticos obteniendo resultados similares de color sin
alteracion de productos Rodriguez-Sanchez et al. (2017) adicionaron betaxantinas de
pitaya como colorante a bebidas y gomitas, observando que las betaxantinas fueron
mas estables en las gomitas a baja temperatura debido a la baja actividad del agua.
Chaari et al. (2024) desarrollaron una pelicula indicadora a base de betalainas de
betabel para monitorizar la carne de res almacenada y mejorar propiedades
antioxidantes del producto, donde la pelicula proporciono un monitoreo en tiempo real,
mostrando los cambios de coloracion que corresponden a la variacion de la carne en

las muestras y los recuento microbianos durante el periodo de almacenamiento.
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CONCLUSIONES

El jugo concentrado con acido ascorbico del betabel morado mostro la concentracion
mas alta de betalainas con 0.86 mg/g; con una tonalidad rojo-morada de 51% de
pureza en el color, con una estabilidad colorimetrica y contenido de betalainas <100°C,
pH <9y 20 dias de exposicion al oxigeno, con una retencion de betalainas en anaquel
de 87% durante 6 meses conservando la tonalidad roja.

En relacion con los productos comercializados de betabel morado, se desconoce su
vida de anaquel, y la temperatura reportada es < 40°C.

El jugo concentrado con acido acético del betabel amarillo mostro la concentracion
mas alta de betaxantinas con 0.621 mg/g; con una tonalidad amarilla brillante de
96.94% de pureza en el color, con una estabilidad colorimétrica y contenido de
betalainas <100°C, pH <9 y 20 dias de exposicion al oxigeno, con una retencién de
betalainas en anaquel de 99% durante 6 meses conservando la tonalidad amarilla
brillante.

En relacidn con los productos comercializados de betabel amarillo, no se encuentran
reportados.

El jugo concentrado con acido ascoérbico del tuna morada mostro la concentracion mas
alta de betalainas con 0.191 mg/g; con una tonalidad roja de 48% de pureza en el color,
con una estabilidad colorimétrica y contenido de betalainas <100°C, pH <9 y 20 dias
de exposicion al oxigeno, con una retencion de betalainas en anaquel de 50% durante
6 meses conservando la tonalidad roja.

En relaciéon con los productos comercializados de betabel, no se encuentran
reportados.

En cuanto a la identificacion y cuantificacion de azucares se obtuvo que el betabel
morado y amarilo contienen sacarosa en concentracion de 3.4 y 1.8 mg/L
respectivamente y la tuna morada contiene sacarosa y fructuosa en concentracion de

0.5y 3.9 mg/L respectivamente.
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Mediante UPLC-MS se identificaron 21 compuestos en el betabel morado, 30 para
tuna morada y 47 para betabel amarillo, se identificaron betacianinas y betaxantinas
entre las cuales se encuentran betanidina, neobetanina, betanina, vulgaxantina I,
vulgaxantina Il, indicaxantina y miraxantina V, isobmeros y algunos fragmentos de estas
betalainas.

Se encontrd que el jugo de betabel y tuna morados contienen 0.773 mg/g y 0.781 mg/g
de betanina respectivamente.

Los pigmentos aplicados en queso cottage con 5% de pigmento a 10 dias de
almacenamiento; reportaron valores de contenido de betalainas, con betabel morado
de 0.017 mg/g de betalainas, mostrando una retencién de 93% con una tonalidad roja
de 44.9 de pureza, con pigmento de betabel amarillo se obtuvieron 0.025 mg/g de
betalainas con una retencion de 62% con una tonalidad amarilla de 60.3 de pureza y
con pigmento de tuna se registraron valores de 0.020 mg/g con una retencion de 84%

del contenido total de betalainas con una tonalidad rosa de 27.1 de pureza.
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