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RESUMEN

Los compuestos naturales a menudo se prefieren a los sintéticos, debido entre otras

cosas a su capacidad de renovarse, asi como los beneficios que ofrecen a la salud.

Lo mismo ocurre con los pigmentos usados en sectores como cosméticos,
farmacéutico o alimenticio, que ocupan dichos pigmentos como una caracteristica
de calidad del producto. No obstante estudios recientes han demostrado que el uso
de dichos pigmentos provoca efectos adversos sobre quien los consume, como
problemas de hiperactividad, efectos en el ADN, reacciones alérgicas
dermatolégicas, enfermedades hepatorrenales, asi como deficiencias en la
memoria y el aprendizaje, lo que ha llevado su prohibicion en diversos paises y

enfocarse en su normatividad.

Aunado a ello, la sintesis 0 el método de obtencion de estos pigmentos generan
contaminacion. Por un lado, no pueden removerse con métodos convencionales de
tratamiento de aguas, debido a las estructuras complejas que presentan por lo que
la eliminacién del color en los efluentes que sigue siendo un problema serio,
mientras que por otro lado los solventes convencionales utilizados para la extraccion
representan una fuente de contaminacion atmosférica. Sin embargo, no se han
sustituido por otros solventes extractantes como el agua por problemas de
estabilidad.

Se han extraidos pigmentos de fuentes naturales no obstante presentan un

problema de estabilidad ya que se degradan y cambian de color.

Por lo anterior en el presente trabajo se ofrece una alternativa al uso de pigmentos
sintéticos, especificamente para el color rojo, usando como fuente vegetal el betabel
y como solvente de extraccion los llamados solventes eutécticos naturales NADES
considerados solventes verdes, que por sus propiedades como baja toxicidad, alta



biodegradabilidad, bajos costos y facil preparacion prometen ser una alternativa

sustentable. Se verificard y comprobara la estabilidad del pigmento obtenido.

En el presente avance se mostraran los resultados obtenidos de la seleccion de los
NADES, sintesis de estos, asi como la caracterizacion. Se discute el impacto de las
propiedades fisicoquimicas de cada NADES y como impactara en la extraccion de

las betalainas.



ABSTRACT

Natural compounds are often preferred over synthetic ones, due in part to their ability

to regenerate and the health benefits they offer.

The same is true for pigments used in sectors such as cosmetics, pharmaceuticals,
and food, which employ these pigments as a quality characteristic of the product.
However, recent studies have shown that the use of these pigments causes adverse
effects on consumers, such as hyperactivity, DNA damage, dermatological allergic
reactions, liver and kidney diseases, as well as memory and learning impairments,

leading to their prohibition in several countries and a focus on their regulation.

In addition, the synthesis or extraction methods of these pigments generate pollution.
On the one hand, they cannot be removed with conventional water treatment
methods due to their complex structures, making color removal from effluents a
serious problem. On the other hand, the conventional solvents used for extraction
represent a source of air pollution. However, they have not been replaced by other

extracting solvents such as water due to stability issues.

Pigments have been extracted from natural sources; however, they present a

stability problem since they degrade and change color.

Therefore, this work offers an alternative to the use of synthetic pigments, specifically
for the color red, using beetroot as the plant source and natural eutectic solvents
(NADES) as the extraction solvent. These solvents, considered "green" solvents,
promise to be a sustainable alternative due to their properties such as low toxicity,
high biodegradability, low cost, and ease of preparation. The stability of the obtained

pigment will be verified and confirmed.



This progress report will present the results obtained from the selection, synthesis,
and characterization of the NADES. The impact of the physicochemical properties

of each NADES and how they affect the extraction of betalains will be discussed.
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INTRODUCCION

Hoy en dia existe un cuestionamiento sobre el uso de pigmentos sintéticos de uso
alimentario, farmacéutico y cosmeético porque causan serios problemas ambientales

y de salud.

El consumo de estos pigmentos estd asociado con problemas de hiperactividad,
efectos en el ADN, reacciones alérgicas dermatolégicas, enfermedades
hepatorrenales, asi como deficiencias en la memoria y el aprendizaje. Aunado a lo
anterior también existen los problemas ambientales, ya que dichos pigmentos no
pueden removerse de aguas residuales con tratamientos convencionales y son
considerados como contaminantes de largo alcance, ocasionando que en algunos
paises la fabricacion y consumo, esté limitada, poniendo principal atencién en su

regulacion.

Como una alternativa a los pigmentos sintéticos se encuentran los pigmentos de
fuentes naturales, sin embargo, en su mayoria son utilizados solventes
convencionales para su extraccion por ejemplo etanol, formaldehido, benceno, etc.,
no obstante, son considerados contaminantes atmosféricos ya que algunos de ellos
estan formados por compuestos organicos voléatiles (COV) que son contaminantes
atmosféricos y causantes de diversos efectos adversos a la salud. Por otro lado,
los pigmentos naturales que son extraidos con agua presentan problemas de

estabilidad y vida util corta.

En respuesta a lo anterior, existen alternativas para sustituir los agentes de
extraccion convencionales por los llamados Solventes Eutécticos Naturales
(NADES), conformados por dos o mas componentes de origen natural como

azucares, vitaminas, aminoacidos, entre otros.
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Dicho lo anterior, el objetivo general de esta investigacion consiste en obtener
pigmentos de betabel usando solventes eutécticos naturales considerandolos como
pigmentos naturales seguros que puedan ser incorporados en formulaciones
alimenticias, cosméticas o farmacéuticas. Para ello se establece la hipétesis que
indica que el uso de solventes eutécticos mejora la estabilidad y vida media de

pigmentos de betabel.
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1. FUNDAMENTOS

En la actualidad, casi todos los alimentos procesados estan asociados a pigmentos
porque los alimentos con color son preferidos por el consumidor, ya que la calidad
del producto se asocia directamente con esta propiedad (Martinez et al., 2016). Sin
embargo, la mayoria de esos pigmentos son sintéticos, lo que puede causar dafios

a la salud, porque éstos agregan toxicidad al producto.

Debido a las alteraciones en la salud humana que causan algunos pigmentos
sintéticos, su uso se ha reducido en la gran mayoria de paises del mundo. También,
ambientalmente se cuestiona su fabricacién y aplicacion porque generalmente
contienen moléculas dificiles de degradar, generando contaminacion y sumandose

a los agentes contaminantes poco atendidos.

Bajo los argumentos anteriores, ya se cuenta con pigmentos naturales de uso
alimentario que pueden sustituir a los sintéticos, incluso algunos ya son de uso
industrial y han tenido gran aceptacién para el consumidor, porque sus colores son
suaves, brillantes y relajantes para el ojo humano, no causan peligros para la salud,
y no ofrecen problemas de eliminacién (Yadav et al., 2022). Ademas, poseen
propiedades funcionales y ambientalmente tienen mdltiples ventajas, siendo

considerados ecologicos y sustentables porgue provienen de fuentes renovables.

A las grandes ventajas del uso de los pigmentos naturales, se contraponen sus
desventajas para su comercializacion, lo que ha motivado la investigacion en este
ambito, a fin de cubrir muchas cuestiones que requieren atencion. Por ejemplo, el
costo de obtencion de los pigmentos naturales supera a los sintéticos, el rendimiento
es menor, existen fuentes naturales que no han sido investigadas, residuos que se
pueden aprovechar para su obtencién, y hace falta mucha investigacion en el campo
de la estabilidad y vida util de los pigmentos naturales, asi como el uso de solventes

de extraccion menos dafinos a la salud y al ambiente.
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En el tema de los solventes de extraccion de pigmentos naturales, algunos son
extraidos con agua; sin embargo, su vida util es corta por su baja estabilidad; por
tanto, no se pueden comercializar. Otros, requieren el uso de solventes organicos
convencionales como alcoholes y los no polares como acetona, benceno,
cloroformo, éter de petréleo y hexano, que son solventes téxicos, pobremente
biodegradables y son clasificados como contaminantes de largo alcance. Por tanto,
el uso de estos solventes complica el reconocimiento de los pigmentos naturales

como ecoldgicos, y causan también problemas a la salud.

Para reducir el problema de los solventes de extraccion de pigmentos naturales, se
ha propuesto el uso de solventes verdes denominados Generalmente Reconocidos
como Seguros (GRAS) (Jiménez et al., 2014). Entre los GRAS se encuentran los
disolventes eutécticos profundos (DES, Deep Eutectic Solvents por sus siglas en
inglés) y disolventes eutécticos naturales (NADES, Natural Deep Eutectic Solvents

por sus siglas en inglés) (Torres et al., 2020).

La relevancia de los solventes NADES radica en ser el grupo mas atractivos de
solventes alternativos, debido a su proceso de sintesis simple y a un posible bajo
costo de preparacion. También, son altamente ajustables y se pueden personalizar
para satisfacer los intereses de una aplicacion mas especifica. Sin embargo, las
posibles caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los DES para la salud
humana y el medio ambiente son esencialmente importantes para explorarse para

su uso en los sectores alimentario, cosmético y farmacéutico (Delgado et al., 2023).

Los NADES se han investigado mayormente para extraer biomoléculas para uso
farmacéutico a partir de plantas y en general de fuentes naturales (Torres et al.,
2020), también como parte del estudio de metabolismo celular (Young et al., 2019),
medios de reaccion para sintesis de nanoparticulas (Lopez et al., 2022) y extraccion
verde y eficiente de cannabidiol, tetrahidrocannabinol, cannabinol y cannabigerol de
Cannabis sativa empleando disolventes eutécticos profundos naturales basados en

mentol (Delgado et al., 2023), como agentes extractantes para compuestos activos
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de uso alimentario, tales como “Natural deep eutectic solvents as a green extraction
of pholiphenols from spent coffe ground with enhanced bioctivities”, mismo que
demuestra la eficiencia en el uso de un solvente NADES comparado con un solvente
convencional para la extraccion de polifenoles en residuos de café (Garcia-Roldan
et al., 2023).

Sin embargo, la aplicacion de los NADES para extraer pigmentos naturales aun es
escasa, existiendo un pequefio numero de estudios centrados en este tema, tales
como: Extraccion y estabilizacion de betalainas de cascaras de betabel “Beta
Vulgaris” usando solventes eutécticos naturales (Hernandez et al., 2021),
Evaluacion del uso potencial del colorante extraido de la semilla de aguacate como

producto funcional alimenticio (Tituafia et al., 2019).

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, el uso de NADES como agentes de
extraccion de pigmentos naturales es un campo de investigacion que aun tiene
mucho camino por recorrer y que es necesario abordar para generar nuevo

conocimiento acerca del tema.

1.1 Pigmentos naturales

Desde la antigliedad, el estudio de los pigmentos ha sido un tema atractivo para las
distintas civilizaciones. Por la belleza de su colorido y las dificultades de su
preparacion, tradicionalmente, algunos han tenido una correspondencia simbolica
relacionada con el poder, estatus social y situacién econémica. En muchos casos,
incluso constituyeron un importante articulo de comercio. Desde los inicios de la
alquimia ha existido relacion entre ésta y la produccion de nuevos pigmentos, asi
como con las técnicas asociadas a la extraccion de colorantes y procesos de tincion
(Moya et al., 2010).
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Un pigmento natural es un compuesto organico que al aplicarlo a un sustrato fibra
textil, cuero, papel, plastico, o un alimento le confiere un color permanente o
semipermanente. Un pigmento se aplica en disolucién o emulsién y el sustrato debe
tener cierta afinidad para absorberlo. El pigmento es capaz de absorber
determinadas longitudes de onda y son sustancias que se fijan en otros compuestos

ante factores fisicos o quimicos.

A) Son algunos ejemplos de pigmentos naturales liposolubles:

e Clorofilas (E140 y 141): color verde. Se extrae quimicamente de las plantas
verdes., estd presente en chicles, dulces, verduras, confituras, licores; se
considera inocuo. Carotenoides (E160): color naranja amarillento obtenido a
partir de extractos vegetales como la zanahoria, algas, son precursores de la
vitamina A, se estabiliza mediante el &cido ascorbico y protege de la
podredumbre por oxidacion. Aparece en mantequillas, margarinas, queso,

mayonesa, helados, postres, mazapan, sin efectos secundarios.

e Xantofilas (E161): color naranja procedente de la xantofila de ortigas o alfalfa. Se

usa en salsas, condimentos, golosinas, pasteles, galletas. Se considera inocuo.

B) Algunos pigmentos naturales hidrosolubles son:

e Curcumina (E100): color naranja amarillento, extraido de la raiz de la circuma u
obtenido sintéticamente por fermentacién con ayuda de bacterias. Aparece en
refrescos, mermeladas, mantequillas, quesos, productos de pasteleria y
panaderia, curry, té, salchichas y platos preparados a base de arroz. No presenta

toxicidad, salvo predisposicion alérgica.

¢ Riboflavina, lactoflavina o B2 (E101): color amarillo tirando a fluorescente, con un
ligero olor. Es la vitamina B2. Se obtiene de la levadura de cerveza generalmente
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sintética. Se encuentra en el higado, verduras, sopas, salsas, pasta, productos

lacteos y también es producida por la flora intestinal. Se considera inocuo.

Cochinilla (E120): color rojo carmin. Se obtiene del caparazon seco de las
hembras fecundadas del insecto cochinilla del nopal. Es estable a la luz, al calor
y a los acidos de las frutas. Su uso esta muy extendido en licores, vinos de frutas,
golosinas, refrescos, confituras, etc. También forma parte de la composicion de
algunos cosméticos como pintalabios. No se conocen sus efectos secundarios,
pero es causante de algunas reacciones alérgicas (asma y perturbaciones
gastrointestinales). Existe controversia no demostrada sobre si es posible que

cause hiperactividad en nifios.

Caramelo (E150): color marrén. Existen distintos tipos obtenidos por
calentamiento de azucar o almidén, algunos en presencia de amoniaco o sulfito
amonico. Aparece en golosinas, cola, cerveza, bebidas alcohdlicas, bolleria, pan,
cereales, chocolate, se considera inocuo, aunque en algunos experimentos con

ratas se han descrito alteraciones sanguineas.

Betalainas o rojo de remolacha (E162): color rojo oscuro. Se obtiene por
prensado y extraccion de la remolacha. Esta presente en productos de pasteleria,
chicle, yogur, salsas, postres. Se considera inocuo y, lo que, es mas, en algunos

estudios se ha constatado accion anticancerigena.

Antocianinas (E163): colores vegetales de rojo a violeta azulado. Se obtiene por
extraccién de moras, fresas, grosellas, uvas, frambuesas, maiz negro, presente
en bebidas, queso, confituras, helados y productos lacteos aromatizados. Sin

efectos secundarios.
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1.2 Fuentes de pigmentos naturales del tipo betalainas

Los pigmentos de betabel son aditivos alimentarios que contienen betalainas,

estables a pH 3.5-7 y son identificados por el numero E, por ejemplo, E162.

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua, derivados del 4cido
betalamico y comprenden dos grupos estructurales: betacianinas y betaxantinas
como lo muestra la Figura 1.1. Las betacianinas contienen un residuo de ciclo-
dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) y exhiben una coloracién roja, en este grupo se
incluyen la betanina, isobetanina y neobetanina. Por otra parte, las betaxantinas
contienen diferentes cadenas laterales de aminoacidos o aminas y exhiben una
coloracion amarilla, incluyéndose en este grupo a la indicada xantina y
vulgaxantinas | y Il. Ver Figura 1.2. Las betaxantinas difieren de las betacianinas en
que el nucleo aquellas es remplazado por un aminoacido (Flores et al., 2019).

Glicosa

H |
Hooc" u COOH

a) b) c)

Figura 1.1 Estructura del acido betalamico y grupos estructurales de las
betalainas. a) acido betalamico, b) betaxantinas, c) betacianinas. Adaptado de
Stintzing y Carle (2004) y Slimen et al. (2017).
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Figura 1.2 Estructura quimica de las betalainas presentes en Beta vulgaris. a:
betanina, b: isobetanina, c: neobetanina, d: vulgaxantina | y Il. Adaptado de
Helbach et al., (2006) y Ninfali y Angelino (2013)

Las betalainas han demostrado tener actividad antiviral y antimicrobiana y puede
ser usada como nutracéutico por sus potenciales beneficios a la salud (Bucur et al.,
2014).

1.3 Betabel

El betabel (Beta vulgaris) es una hortaliza perteneciente a la familia Amaranthaceae.
En México se le conoce como betabel; en Argentina, Espafia y Cuba como
remolacha, mientras que en Chile y Peru se le llama betarraga. Dentro de la industria
alimenticia, el tubérculo suele ser utilizado en forma de polvo o como pigmento
obtenido de la extraccion para la elaboracion de pastas, postres, salsas,
mermeladas, helados, productos lacteos, galletas, cereales tipo hojuela, vino,
cerveza y tortillas ya que el betabel tiene un alto contenido en vitaminas y minerales
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(vitaminas Ay C, hierro, potasio, entre otros). Otros componentes presentes son la
fibra dietética y los antioxidantes (polifenoles y betalainas).

El betabel es una planta bienal que es cultivada en paises de clima templado, su
pulpa puede presentar una coloracién que va del rojo oscuro al violeta y circulos
concéntricos de coloracion blanquecina, estas caracteristicas hacen del betabel una
hortaliza facilmente reconocible. De acuerdo con Payan, existen tres subespecies
de Beta vulgaris que son ampliamente cultivadas para distintos propositos. La
primera es Beta vulgaris saccharifera, la cual es utilizada para la extraccion de
azucar, por lo que se conoce como ‘“remolacha azucarera”; la segunda es Beta
vulgaris esculenta y es cultivada con fines forrajeros, mientras que la variedad de
Beta vulgaris hortensis es empleada para el consumo humano y, es conocida como

“‘remolacha de mesa”.

El betabel presenta un alto contenido en fibra (2.05 g/100 g), vitaminas A, C y folato
(2 ug equivalentes de actividad del retinol (EAR)/100 g, 19.85 mg/100 g y 109 ug
equivalentes dietéticos de folato (EDF)/100 g, respectivamente), asi como minerales
destacando el hierro y potasio (1.48 mg/100 g y 325 mg/100 g, respectivamente).
Por otro lado, el betabel contiene polifenoles (255 mg EAG (equivalentes de acido
galico) /100 g), flavonoides (260 mg ER (equivalente de rutina)/100 g), y betalainas
(4.62 mg/qg), éstos ultimos son responsables del color que lo caracteriza (GOmez-

Gomez- Cipriano et al., 2022).

La acumulacion de betalainas en la raiz de la remolacha roja esta relacionada con
el almacenamiento de hidratos de carbono, como elemento fisiol0gico en respuesta
a condiciones de estrés. La intensidad de color crece con la cantidad de sales de

K*en el suelo.

Aunque estructuralmente esta relacionado con los alcaloides, a menudo llamados
cromo alcaloides, las betalainas no tienen efectos toxicos en el cuerpo humano y
representan una alternativa natural a algunos aditivos de color sintéticos, que estan

actualmente en uso.
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1.4 Factores que afectan la estabilidad de las betalainas.

1.4.1 Temperatura

La degradacion de las betalainas depende de la temperatura y sigue una cinética
de reaccién de primer orden, dependiente del pH. El factor mas importante en la
estabilidad de las betalainas durante el procesamiento y almacenamiento de
alimentos es la temperatura. Durante los procesos térmicos las betalainas pueden
degradarse por isomerizacion, desglicosilacion, hidrolisis, deshidrogenacion y
descarboxilacion. La aparicién de pardeamiento lleva a una reduccion de color

gradual, de rojo caracteristico de estos pigmentos hasta llegar a color marrén claro.

Se ha demostrado que las betalainas tienen mayor estabilidad a temperaturas
bajas, siendo 4°C la temperatura que permite mantener la estabilidad de los
compuestos betaldmicos, comparado con temperaturas mas altas. El &cido
betalamico (amarillo brillante) y ciclodopa-5-O-glucosido (sin color) son productos

resultantes de la descarboxilacién de betanina durante tratamientos térmicos.

Cuando la betanina sufre deshidrogenacion se genera otro compuesto betalamico,
la neobetanina, observandose un cambio de color rojo a amarillo. Asi mismo, el
proceso térmico del jugo de betabel causa la degradacion de las betalainas dando
como resultado diferentes tipos de betacianinas mono, di y tricarboxiladas. Cabe
mencionar que la adicion de acido citrico es capaz de proteger la estabilidad de las

betalainas ante factores como temperatura, luz y oxigeno (Flores et al., 2019).
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1.4.2 Potencial de hidrégeno

Las betalainas son estables en soluciones en un rango de pH de 3,0 a 6,0. Por fuera
de este rango los compuestos presentan una degradacion rapida que va
acompafiada de una pérdida de color. Bajo condiciones alcalinas la betanina se
degrada a &cido betalamico y ciclodopa-5-O-glucosido. Las betacianinas se
consideran con mayor estabilidad a pH acido, mientras que las betaxantinas son
mas resistentes en medios neutros. El pH ideal para la estabilidad de los pigmentos
del betabel en condiciones anaerobias es de 4,0-5,0 pero si las betalainas se
encuentran en un medio con presencia de oxigeno el pH 6ptimo seria 5,5-5,8 (Flores
et al., 2019).

1.4.3 Luz

La estabilidad de las betalainas es afectada por luz; la degradacion de color es
causada por la absorcién de ondas UV. Sin embargo, Herbach et al., (2004) sefialan
que la degradacion de los pigmentos por la luz depende de la presencia de oxigeno,
puesto que ésta no se da en condiciones anaerobias. Este tipo de degradacion se
puede evitar mediante la utilizacion de acido ascorbico. La presencia de luz y de
oxigeno tienen un efecto sinérgico. La luz causa una degradacion de color del 15,6%
y el oxigeno 14,6%, mientras que la combinacion de ambos causa una degradacion
del 28,6% (Von Elbe et al., 1974). Manchali et al., (2013) mencionan que no todas
las fuentes de luz generan la degradacion de las betalainas, sino que la luz de
diferentes longitudes de onda puede causar un efecto aditivo de color en las
betalainas. De tal forma, Shin et al., (2003) sugieren que la luz azul en combinacion
con la luz infrarroja induce a una mayor acumulacion de betacianinas (Flores et al.,
2019).
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1.4.4 Oxigeno

Las betalainas reaccionan con el oxigeno y cuando son almacenadas en presencia
de oxigeno sufren una degradacion de color (Von Elbe et al., 1974; Herbach et al.,
2006b,2006¢). Sin embargo, se ha demostrado que niveles bajos de oxigeno
favorecen la recuperacion del pigmento después de sufrir dicha degradaciéon (Huang
y Von Elbe, 1987). La eliminacion de oxigeno disuelto aumenta la estabilidad de los
compuestos betalamicos (Von Elbe et al., 1974). El oxigeno juega un papel crucial
en la degradacion de las betalainas, y mas adn si dichos compuestos se encuentran
almacenados por encima de los 4°C y en presencia de luz (Flores et al., 2019).

1.4.5 Metales

Los metales son otro factor para considerar en la degradacién de los pigmentos
betalamicos. Cobre, hierro, aluminio y estafio afectan la estabilidad de la betanina
acelerando la pérdida de su color. Para reducir la degradaciéon de color en los
pigmentos por iones metalicos, algunos autores recomiendan utilizar acido citrico

como agente quelante (Flores et al., 2019).

1.4.6 Actividad de agua

Se ha observado una mayor estabilidad de las betalainas cuando la actividad de
agua (aw) es <0,63. La aw afecta la estabilidad de los compuestos betalamicos
puesto que el agua favorece la ruptura del enlace aldimina del compuesto (Herbach

et al., 2006a, b, c). Diversos autores reportan que la estabilidad de estos
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compuestos aumenta cuando se aplican métodos para reducir el contenido de agua,

tales como liofilizacion y secado por atomizacion, entre otros (Flores et al., 2019).

1.4.7 Actividad enzimatica

Otra causa de inestabilidad de los compuestos betalamicos es la inactivacion
inadecuada de enzimas tales como las glucosidasas, polifenoloxidasas y
peroxidasas. Las glucosidasas afectan la estabilidad de las betalainas por la
formacion de agliconas, las peroxidasas forman radicales y las polifenoloxidasas
oxidan principalmente los compuestos fendlicos sin color, todo esto dando como
resultado la inactivacion de las betalainas y por consiguiente la decoloracion de los

compuestos betalamicos.

1.5 Solventes eutécticos naturales

Abott et al., (2003) definieron los disolventes eutécticos profundos como
compuestos liquidos, formados por la mezcla de dos 0 mas compuestos, cuyo punto

de fusion es inferior al de los compuestos puros que lo forman.

Los disolventes eutécticos profundos (DES) se preparan mezclando donantes y
aceptores de enlaces de hidrogeno en cantidades estequiomeétricas definidas. Se
describen dos métodos de preparacion, el primero por calentamiento: la mezcla se
lleva una temperatura donde ambos compuestos se funden formando un liquido
homogéneo, se agita por un tiempo determinado y luego se deja enfriar a
temperatura ambiente; el segundo método se basa en mezclar soluciones de los
componentes realizadas en un solvente volatil como metanol o etanol, se mezclan

las soluciones y se evapora el solvente quedando asi la mezcla eutéctica, el método
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se lleva a cabo con agitacion constante y finalmente, se deja enfriar la mezcla a

temperatura ambiente (Sanchez et al., 2019).

En lo referente a las propiedades de los DES hay una carencia generalizada de la
caracterizacion de sus propiedades; dado que éstas dependen de los compuestos
que los forman, deben ser estudiadas individualmente para cada DES. A pesar de
ello podemos afirmar que, en general, los DES hidrofilicos, suelen ser altos, con las
correspondientes desventajas que ello conlleva en la relacion con la transferencia
de materia, con la velocidad de reaccion y con manipulaciéon. Para solventar el
problema de la viscosidad, a veces se emplean otros disolventes para reducirla; sin
embargo, se debe tener cuidado con dichos disolventes ya que pueden debilitar los

enlaces de hidrogeno de DES.

Dada su versatilidad, los DES se pueden emplear en un amplio rango de
aplicaciones; las mas comunes son, junto con procesos electroquimicos, los

procesos de separacion, en especial en el campo de la extraccidon como disolventes.

Otras aplicaciones que se han propuesto y estudiado en la literatura son como un
medio de sintesis de compuestos organicos, sintesis de derivados de celulosa,
purificacion de biodiesel, procesamiento de 6xidos de metal, eliminacién de micro
contaminantes, captura y almacenamiento de COz2, eliminacion de compuestos de
nitrogeno de los combustibles, diversas aplicaciones en biotecnologia y

bioingenieria (Sanchez et al., 2019).

Los DES son solventes verdes si se preparan a partir de componentes provenientes
de fuentes renovables como plantas, se han reportado diversos disolventes
eutécticos profundos naturales (NADES, por sus siglas en inglés) preparados a
partir de metabolitos como polifenoles, azucares, terpenos, aceites vegetales entre

otros.
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Los solventes eutécticos naturales NADES son mezclas eutécticas de dos o tres
componentes que muestran propiedades similares a los liquidos i6nicos tales como
puntos de fusidn bajos en comparacion con las especies originales, de acuerdo con
la Figura 1.3, baja presion de vapor, buena conductividad ionica, estabilidad térmica,
viscosidad modificable, miscibilidad y solubilidad. Ademas, su polaridad controlable
permite aumentar la estabilidad y selectividad de los extractos y el rendimiento de

la extraccion, lo que aumenta mas su gama de aplicaciones industriales.

De acuerdo con los requerimientos de extraccion los NADES se obtienen por
mezclas de 2 o mas soélidos organicos o sustancias inorganicas, formando una sola

fase liquida (Hernandez et al., 2019).

Liquido A + Liquido B
Punto de
fusion A 3 Punto de fusion ideal
'Punto de
o fusion B
5
T Liquido A Liquido B
%. + Solido A + Solido B
E
2
™ Punto
Solido A + Sélido B @utéctico

Proporcion B:A

Figura 1.3 Diagrama de fase para una mezcla eutéctica

Los sistemas NADES pueden disolver productos naturales con baja solubilidad en
agua y también proteger los compuestos naturales durante su almacenamiento y

altas temperaturas.

Los NADES se pueden formar mezclando sales de amonio cuaternarias no téxicas
por ejemplo el cloruro de colina (ChCIl) que sirve como aceptor de enlaces de
hidrogeno (HBA) con compuestos donadores de enlaces de hidrogeno (HBD) de
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baja toxicidad como urea, polioles, azlicares y compuestos organicos acidos (Boris
et al., 2022).

En algunos trabajos se han investigado sistemas NADES basados en cloruro de
colina (ChCI) con acido malico, urea y fructosa con el fin de compararlos con
métodos para su preparacion basados en calentamiento y agitacion (H&S) y
preparacion asistida por US y MW, con el objetivos de determinar y comparar las
actividades antioxidantes y antimicrobianas de cada sistema basado en NADES
para seleccionar la formulacion més activa como producto potencial listo para usar,

aditivo alimentario o preparaciéon farmacéutica .

Dado que no todos los enlaces son totalmente i6nicos ni totalmente covalentes, sino
que estan entre los dos extremos; a tales enlaces se les conoce como enlaces
covalentes polares, lo que significa que los electrones de enlace son mas
fuertemente atraidos por un atomo que por el otro, lo que lleva a que la distribucion
electronica entre los atomos sea asimétrica como se observa en la Figura 1.4

Caracter idnico

Caracter ionico

Enlace covalente Enlace covalente polar Enlace ionico

Figura 1.4 Caracter i6nico de un reactivo

Para el calculo de la polaridad molecular neta, para cada reactivo se realizara la
suma vectorial de todas las polaridades de los enlaces individuales y el aporte de
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electrones no enlazados en la molécula, como se observa en la Figura 1.5 Ejemplo

de la polaridad molecular neta de la Glucosa.

Figura 1.5 Ejemplo de la polaridad molecular neta de la Glucosa
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2. METODO

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos en esta investigacion se plantean
5 etapas metodoldgicas. En la figura 2.1 se muestra cada una de las etapas

mencionadas:

Obtencion de solventes

eutécticos naturales

Caracterizacion de los
NADES

Extraccion de betalainas
usando NADES

Determinacion de las

condiciones de almacenamiento

Determinacion de las cinéticas de

conservacion de pigmentos de betabel

Figura 2.1 Diagrama de flujo del método para la obtencion de betalainas



2.1 Obtencién de solventes eutécticos naturales

a) Sintesis de los NADES
Se sintetizaron los NADES mencionados en la Tabla 2.1 Lista de NADES

sintetizados.

Tabla 2.1 Lista de NADES sintetizados

Nimero @ Reactivo @ Reactivo Reactivo Proporcion
NADES 1 2 3 P

1 Glucosa Glicerol Apu_jo 1:2:5
Lactico
2 Etilenglicol Glicerol Aqdo 1:1:1
Acético
3 Cloruro de ApldO Agga 2:1: 30%
colina Citrico desionizada
4 Cloruro de Af:ldO _AgL_Ja 1: 2: 30%
colina Citrico desionizada
5 C'O“JTO de Urea .AgL.Ja 2:1: 30%
colina desionizada
g |Clourode) ;o Agua 1:2: 40%
colina desionizada
7 |Clorurode | Acido Agua 2:1: 10%
colina Lactico | desionizada
8 C'O“JTO de Apm_lo Agga 1:2: 10%
colina Lactico | desionizada
Acido . Agua a 100
9 Citrico Glicerol desionizada 1:3:10%

Para el caso de las proporciones molares 2:1, se pesaron 60g del reactivo A y 30g
del reactivo B en un vidrio de reloj, para proporcion molar 1:2 se pesaron 30 g del
reactivo A y 60g del reactivo B. Se uso la Balanza Analitica «Sartorius» M-Power

AZ-214. Se verifico que la calibracion de la balanza se encuentre vigente.



Se colocaron los reactivos pesados A y B, en un matraz tapado de 250 mL para
cada NADES, se instalé el matraz en una placa de calentamiento, con agitacion
magnética a 400rpm y temperatura controlada entre 20 y 70°C hasta obtener un
liquido cristalino y homogéneo, por un tiempo aproximado 2 horas. Posteriormente

se colocd en un recipiente de vidrio se tap6 y almaceno para su uso posterior.

Tomar como referencia la Figura 2.2 Imagen ilustrativa de la formacién de un

NADES.

© "'L SR

Enlace de
hidrogeno .
[E]

Figura 2.2 Imagen ilustrativa de la formacion de un NADES

2.2 Caracterizacion de los solventes eutécticos naturales (NADES)

Una vez sintetizado cada NADES, se procediéo a determinar las caracteristicas

fisicoquimicas usando las siguientes metodologias:

a) Determinacién de punto de fusion. Durante el proceso de obtencion de cada
NADES, se tomo la temperatura con un termometro de inmersién marca Brannan
LO-tox™ con un rango de temperatura de -20°C a 150°C de manera constante y al
observar que se obtiene una solucidén con apariencia cristalina y homogénea, se

registro la temperatura y se determind a ese dato como punto de fusién del NADES.
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Figura 2.3 a), b) y c) Representacion grafica de la sintesis de un NADES.

| Sy

a) Inicio de la sintesis b) Interfase: Se tiene liquido A+ sélido  c)Liquido completamente homégeneo
Ay liquido B + solido B y cristalino

Figura 2.3 a), b) y ¢) Representacion gréfica de la sintesis de un NADES

b) Densidad: Para el calculo de la densidad experimental a 25°C de cada NADES

se uso6 un picnometro marca Difte, clase A con capacidad de 10 mL.

Antes de realizar la medicién de la densidad de los NADES, se calibro el picnémetro,
para ello se peso el picnémetro vacio, posterior se llené con agua desionizada y se
pes6 nuevamente, verificando que el capilar se encontrara completamente lleno y

sin burbujas atrapadas.

Se uso la siguiente ecuacion para calcular el volumen real del picnémetro.

m2-ml
V=——..ecl
pl—p2

Donde:

V= volumen real del picnémetro

ml= masa del picnédmetro vacio

m2=masa del picnébmetro con agua ionizada
pl=densidad del aire a 25 °C.

p2= densidad del agua a 25 °C.
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Se atemperaron las muestras a 25°C. Se peso el picnébmetro primero vacio y
después, lleno del liquido que se esta investigando. La diferencia (es decir, la masa
de la muestra) dividida entre el volumen del picnbmetro es la densidad de la

muestra, como lo indica la ecuacion 2.

_ m3 5
p= ml...ec.

Siendo:

p = Densidad del solvente eutéctico natural profundo a 25°C

m3= peso del picnébmetro con el solvente eutéctico natural profundo
ml= peso del picnémetro vacio

= volumen real del picnémetro

Se considerd que no deben quedar burbujas de aire atrapadas

SO &

\/ \/ Masa liquido + % - Densidad del liquido

Masa picnometro Masa picnometro

vacio Con el liquido Volumen que

ocupa el liquido
en el picnometro

= B iquido
—l 5

Masa picnémetro  Masa picnometro
Con el liquido vacio

Figura 2.4 Medicion de la densidad con picnometro

c) Viscosidad: Para la medicién de la viscosidad (CPS) se usé el viscosimetro
rotacional Brookfield modelo DV-E de acuerdo con la Figura 2.4, con chaqueta de
calentamiento con un rango de temperatura de 25°C + 2°C, % de torque entre 15 a

60, con una aguja S18.
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SPEEDS

Figura 2.5 Viscosimetro Brookfield DV-E

Una vez configurado el equipo con las condiciones anteriores, se procedidé a
introducir cada muestra en la copa de acero inoxidable a manera de que al introducir

la aguja no se derramara la solucion.

Se montd en el equipo e inici6 la corrida. Se esperd hasta que se estabilizé la

medicion por aproximadamente 3 minutos y se tomoé la lectura.
d) Conductividad eléctrica y pH: Para la determinacion de la conductividad eléctrica

se uso el conductimetro marca Hanna 5522, ver Figura 2.6 Conductimetro Hanna
5522.
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Figura 2.6 Conductimetro Hanna 5522

Antes de realizar la medicion de conductividad, se verificO que el equipo se
encontraba calibrado, en caso de no cumplir, se procedi6 a realizar dicha

calibracion.

Se introdujo el electrodo en cada una de las muestras, esperar a que se estabilice
la medicion, el equipo indicard cuando esto suceda, posterior a ello se tomé la
lectura. Se realizé la limpieza exhaustiva del electrodo entre cada muestra con agua

desionizada.

Para la determinacion del pH, se realizo la calibracion del equipo en 3 puntos: 4, 7
y 10, con la finalidad de asegurar que las mediciones serian confiables.

Se inicié con las mediciones, para ello se introdujo el electrodo en la muestra y
verifico que el sensor se encontrara completamente sumergido. Se espero a que se
estabilizara la medicion, el equipo indicaria cuando esto sucediera posterior a ello

se tomo la lectura.

Se realizé la limpieza exhaustiva del electrodo entre cada muestra con agua

desionizada.
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e) Polaridad: Se calculé la polaridad molecular neta por una cantidad denominada

momento dipolar

f) Solubilidad Como regla general de la solubilidad, un compuesto es soluble en

agua cuando por lo menos 0.1g de este se solubiliza en 100 mL de disolvente

(agua).

Una sustancia se considera insoluble cuando su solubilidad es inferior a 0.1 g por
100 mL de disolvente.

Para determinar la solubilidad de cada NADES, se pes6 0.1g de cada solvente,
mismo que al que se le agregd 100 mL de agua desionizada. Posteriormente se
agitod y determiné visualmente si la mezcla eutéctica se solubilizé, esto es cuando

se mantiene la apariencia homogénea y cristalina del NADES.
g) Espectrometria IR
Los grupos funcionales de los 9 NADES fueron analizados mediante la metodologia

FTIR (Hernandez-Roldan et al., 2021).

2.3 Extraccion de betalainas usando NADES

El proceso de extraccidén y obtencion de betalainas se llevd a cabo probando el uso
de la materia prima en estado liquido, asi como en estado sélido. Para ambos casos
se siguidé una adaptacion de la metodologia reportada por Hernandez-Aguirre et al.
(2021), misma que se describe continuacion:
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2.3.1Preparacion de la materia prima

Para el caso de la materia prima en estado liquido se utilizoé un extractor para jugos,
cuyas partes principales son de plastico, y el principio es por extrusion, ver figura

2.7 Obtencion del extracto

Se introdujo betabel congelado previamente por la parte superior del extractor, para
obtener en la primera salida la fibra del betabel seco, y por la otra salida el “jugo”

gue llamaremos en este trabajo: extracto.

Figura 2.7 Obtencion del extracto

Se mezclaron los 9 NADES con el extracto en una proporcién de 3 ml de cada
NADES con 3 ml de extracto.

Para el caso del material seco, se procedio a secar betabel fresco, liofilizado en

condiciones Optimas con el equipo de la Figura 2.8 Liofilizadora MARCA
LABCONCO.
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Figura 2.8 Liofilizadora MARCA LABCONCO

Una vez seco el material, se procedi6 a triturar de manera manual con un mortero
de porcelana y posteriormente tamizar, hasta tener un tamafio de particula de

106pum como se muestra en la Figura 2.9 Polvo de betabel

Figura 2.9 Polvo de betabel liofilizado

Se mezclaron 10 mg de betabel seco con 4 ml de cada NADES sintetizado
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2.3.2 Extraccion

Una vez realizadas las mezclas de NADES con material seco y extracto, se
colocaron los tubos de ensayo con agitacion en Vortex por 60 segundos, a
continuacion, se aplicé extraccion asistida por medio de ultrasonido por 40 minutos

a temperatura ambiente y se centrifugd durante 15 minutos a 50 rpm.

Posteriormente, se realizé la separacion solido-liquido por medio de la filtracion de

la masa (filtrol1l pm).

Se realiz6 el mismo procedimiento con el blanco, usando como solvente agua
desionizada misma muestra que servira como referencia.

Se dosifico y etiquetd para su medicién y almacenamiento.

2.3.3 Caracterizacion del contenido y tipo de betalainas extraidas.

Los extractos se caracterizaron segun el contenido total de betalainas (mg/g). A

partir de su espectro de luz visible, se identificaran como betalainas.

La coloracion de betalainas se midié en un equipo PerkinElmer Lambda 25 UV-Vis
(Waltham, MA, EE. UU.), ver Figura 2.10 Mediciones con UV-VIS considerando
betaxantinas y betacianinas como estructuras principales en extractos de

betalainas, asi como utilizando la ecuacién (1):

AxDFxMWxVx1000
e (L) (1)

Contenido total de betalainas (mg / mL) =
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Donde:

A = es el valor de absorbancia del extracto a 535 nm para la betacianinas y a 480
nm para betaxantinas.

DF= Factor de dilucion del extracto

L= Longitud del recorrido de la cubeta (cm).

MW= Peso molecular de la betacianinas, 550 g-mol y 308 g-mol del betaxano
diluido.

¢ = Los coeficientes de extincion de la betacianinas 60.000 M. .cm™ y 48.000 M-
L.cm! para betaxantinas fueron relativas a «.

V= Volumen

Se utilizé un factor de conversion de 1000 para convertir g en mg. Lo anterior de

acuerdo con (Hernandez-Aguirre et al., 2021).

Figura 2.10 Mediciones con UV-VIS

2.4 Determinacion de las condiciones de almacenamiento.

Los extractos obtenidos fueron almacenados y tapados con la finalidad de evitar el

contacto con la luz y oxigeno ambiental.

Como variable de almacenamiento se considera la temperatura, ya que las
muestras fueron sometidas a dos diferentes temperaturas de almacenamiento:

Temperatura ambiental 25°C y temperatura de refrigeracion a 4°C
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2.5 Determinacion de las cinéticas de conservaciéon de pigmentos de
betabel

Se realiz6 el analisis de estabilizacion de extractos de betalainas por medio del
comportamiento cinético, monitorizando el contenido total de betalainas en el
tiempo cero (control) 60 y 120 dias de almacenamiento del extracto. La degradacion
se midi6 en extractos expuestos a condiciones ambientales de luz visible,

temperatura ambiental (4 -C).

Se determiné la degradacién de los extractos de betalainas de acuerdo con la
Ecuacién (2), expresando un modelo cinético de primer orden, la solucion de la
ecuacion (2) se expresa con la ecuacién (3) donde Kb es la constante de tasa de
degradacion de las betalainas, BCt son las betalainas concentradas en un tiempo

definido, BCO es la concentracion de las betalainas en el tiempo cero y t es el tiempo

de la prueba.
4B _ bR
Bct
Ln (B—CO> = Kbt (3)
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis de NADES

Se presentan a continuacion las composiciones de mezclas eutécticas naturales
(NADES) propuestas y que se sintetizaron con la finalidad de observar su
comportamiento y con base en ello definir los NADES que se usaran para la

extraccion de betalainas.

Asi mismo determinar que NADES se caracterizaran para predecir su

comportamiento.

NADES 1: Glucosa: glicerol: acido lactico (proporcién molar 1:2: 5)
NADES 2: Monoetilenglicol: Glicerol: acido lactico (1: 1: 1)

NADES 3: Cloruro de colina: acido citrico (proporcion 2: 1: 30% agua)
NADES 4: Cloruro de colina: &cido citrico (proporcion 1: 2: 30% agua)
NADES 5: Cloruro de colina: urea (proporcion 2: 1: 30% agua)
NADES 6: Cloruro de colina: urea (proporcion 1: 2: 40% agua)
NADES 7: Cloruro de colina: &cido lactico (proporciéon 2: 1. 10% agua)
NADES 8: Cloruro de colina: 4cido lactico (proporcion 1: 2: 10% agua)
NADES 9: Acido citrico: Glicerol (proporcion 1:3: 10%)

NADES 10: Acido citrico, sorbitol (proporcién 2:1:20% agua)

NADES 11: Ac. Acético-Sorbitol (proporcion 1:2: 20% agua)

NADES 12: Ac. Citrico-Sorbitol (proporcién 1:1: 20% agua

NADES 13: Ac. Tartarico-Sorbitol (proporcion 20% agua

NADES 14: Ac. Acético-Sorbitol (proporcion 3: 2: 20% agua)

NADES 15: Ac. Citrico-Sorbitol (proporcion 2:1: 20% agua)

NADES 16: Ac. Citrico-Sorbitol (proporcion 1:2: 10% agua)

NADES 17: Ac. Acético-Sorbitol (proporcion 1:1)
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NADES 18: Ac. Citrico-Glucosa (proporcion 1:1)
NADES 19: Urea-Ac. Ascorbico-Glicerol (proporcion 1:1:3)
NADES 20: Urea-Dextrosa-Agua (proporcion 1:1:0.5)

A la temperatura de 25°C los NADES que contienen sorbitol 10 al 17 se observo
una viscosidad muy alta, es dificil su manipulacion como se observa en la Figura
3.1 Ejemplo de NADES con apariencia altamente viscosa, por lo que se determind

no compatible con el proyecto de extraccion de betalainas.

Figura 3.1 Ejemplo de NADES con apariencia viscosa

Para el caso de los NADES 19 y NADES 20 se obtuvo una mezcla eutéctica a
temperatura mayor a los 45°C, sin embargo, al ir disminuyendo dicha temperatura
se observo la formacién de cristales, como se observa en la Figura 3.2 Ejemplo de
formacién de cristales en NADES. Es posible el uso de dichas mezclas en otras
moléculas que no presenten degradacion a temperaturas mayores a 40°C. Por lo
anterior estos NADES fueron descartados para su uso en la extraccion de

betalainas.
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Figura 3.2 Ejemplo de formacion de cristales en NADES

Con respecto al NADES 18, que bajo las condiciones indicadas en el método de
obtencion del NADES muestra una tonalidad marron- amarilla debido a la reaccion
quimica generada por el aumento de la temperatura y el tiempo expuesto a dicha

temperatura que produce la descomposicidon del acido citrico en otros compuestos.

Como se visualiza en la Figura 3.3 NADES 18 coloracion marrén- amarilla. Debido

a esta inestabilidad se descartd para caracterizar y extraer las betalainas.

Figura 3.3 NADES 18 coloracién marrén- amarilla
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Por otro lado, los NADES 3 al 8 formados por cloruro de colina (ChCI) que es una
sal de amonio cuaternaria considerada no toxica y cuya funcion fue ser aceptor de
enlaces de hidrogeno (HBA) con compuestos donadores de enlaces de hidrogeno
(HBD) de baja toxicidad como urea, acidos lactico y citrico (Boris et al., 2022),
adicionados con porcentajes bajos de agua, mostraron visualmente una viscosidad
baja y por lo tanto la manipulacion fue sencilla. Estos NADES se consideraron para
caracterizar y comprobar sus propiedades como los indica la Tabla 3.1 Resultados
de la caracterizacion de los NADES. Aunado a lo anterior el cloruro de colina se ha
considerado en articulos recientes como eficiente al momento de extraer moléculas
bioactivas de fuentes naturales, por lo que se decidié continuar con estos para

comprobar su efectividad en la extraccion de betalainas.

Figura 3.4 NADES 1- 9 seleccionados para la extraccion de betalainas

48



3.2 Caracterizacion de los NADES

3.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los NADES

Una vez seleccionados los NADES que por sus propiedades y comportamiento se consideraron los mas adecuados se

procedié a caracterizar de acuerdo con lo indicado en el punto 2. METODO
En la Tabla 3.1 “Resultados de la caracterizacion de los NADES” se muestran los resultados obtenidos

En la Tabla 3.1 Resultados de la caracterizacion de los NADES

NADES a 25 °C

Ndmero Reactivo Reactivo Reactivo Proporcién Punto de Densidad Viscosidad Conductividad H Polaridad Solubilidad
NADES 1 2 3 P fusién (g/cm3) (Cp.) (uS/cm) P
1 Glucosa | Glicerol Acido 1:2:5 47°C 1.27 258.40 6.30 1.13 25.4 Soluble
Lactico
2 Etilenglicol | Glicerol Acido 1:1:1 25 °C 1.15 29.27 5.50 1.63 16.2 Soluble
Acético
3 Clorurode | Acido Agua 2:1: 30% 68 °C 1.19 46.10 14.61 0.51 10.9 Soluble
colina Citrico desionizada
4 Clorurode | Acido Agua 1:2: 30% 68 °C 1.27 76.20 4.76 0.27 10.9 Soluble
colina Citrico desionizada
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En la Tabla 3.1 Resultados de la caracterizacion de los NADES (Continuacién)

NADES a 25 °C

Numero | Reactivo Reactivo Reactivo Proporcion Punto de Densidad Viscosidad Conductividad
P (g/cm?) (Cp.) (BS/cm)
Cloruro de Agua - 200 o Soluble
5 colina Urea desionizada 2:1: 30% 58 °C 1.13 9.93 40.22 8.61 3.2
Cloruro de Agua 5 200 o Soluble
6 colina Urea desionizada 1: 2: 40% 54 °C 1.16 4.62 38.27 8.29 3.2
7 Clorurode [ Acido Agua 2:1: 10% 65 °C 1.14 81.90 7.88 1.25 6.45 Soluble
colina Lactico | desionizada
8 Clorurode | Acido Agua 1:2: 10% 61°C 1.17 24.81 6.11 0.30 6.45 Soluble
colina Lactico | desionizada
9 Acido Glicerol Agua 1:3: 10% 30° 1.29 241.90 33.01 1.38 17.65 Soluble
Citrico desionizada
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La figura 3 muestra los NADES sintetizados del 1 al 9, que presentan un color
transparente y un estado liquido. No cristalizaron a temperatura ambiente,
observandose un estado liquido durante su estudio y aplicacion, debido a que la
atraccion electrostatica entre iones de carga opuesta es la fuerza principal que
mantiene unidos los NADES

Referente al punto de fusion se observa que todos los NADES fusionan a
temperaturas menores de 70°C tal como lo indica Sanchez-Bragagnolo et. al 2024

para este tipo de reactivos.

Como se observa en la Tabla 3.1, se tiene solventes eutécticos naturales acidos
NADES 1-4 y NADES 7-9 y solventes eutécticos naturales alcalinos NADES 5y 6,
se probardan ambos para determinar a que tipo de NADES tienen una mejor

capacidad extractora.

Dado que la conductividad eléctrica es una medida de la capacidad de un material
para transportar corriente eléctrica. En los solventes, incluidos los NADES, la
conductividad puede estar influenciada por la presencia de iones disueltos, asi como

por la movilidad de las moléculas cargadas o polares en el solvente.

Posteriormente, los NADES 7 (ChCI-LA-H20, 1:3:3), 3 (ChCI-CA-H20, 3:1:10) y 4
(ChCI-CA-H20, 1:2:7) también mostraron una alta viscosidad, lo que revela una
fuerte atraccion entre los componentes HBD y HBA,; sin embargo, la presencia de
agua proporciono interacciones mas débiles que en los NADES 1y 9. A su vez, la
presencia de agua o AcA en los NADES 8y 2, respectivamente, exhibi6 la estructura
mas débil, debido a que los enlaces de hidrogeno de LA y H20 predominaron en la
mezcla, lo que resultd en una baja viscosidad; mientras que los NADES 5y 6 (ChClI-
U-H20) exhibieron la menor viscosidad, debido a la presencia de U y H20, lo que

indica una menor atraccion entre los componentes.
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Conductividad de los NADES. Esta propiedad revel6 que la mezcla de NADES con
alta viscosidad presentaba baja conductividad, ya que la viscosidad dificulta el
movimiento de los iones en la solucién, mientras que los NADES con baja

viscosidad facilitan dicho movimiento.

El comportamiento de baja conductividad de los NADES se observé en los nUmeros
1, 9y 7, mientras que la mayor conductividad se encontré en los NADES 2-6; la

diferencia en la conductividad se asoci6 a los componentes y proporciones.

Una investigacion previa de Grishina et al., (2017) reportd que la conductividad del
ChCI con diferentes proporciones de agua (20-40% en peso) presentaba un rango
de 15-40 mS/cm, comparable con los NADES 3 y 4, que contienen componentes

similares.

Densidad de los NADES. La Tabla 3.1 muestra que los NADES tienen un rango de
1,1-1,3 g/cm3. Especificamente, los NADES 1, 2, 3, 4, 8y 9, compuestos por GLY o
ChCl con CA'y LA como HBD, presentaron la mayor densidad, la cual se atribuy6 a
la accion tanto de HBD como de HBA, exhibiendo una alta atraccion e interacciones
gue reducen la distancia total entre los atomos y el volumen ocupado en la mezcla,
causando una alta densidad. Cabe destacar que el agua en el NADES 3 no
disminuy¢ la densidad, ya que también formaba parte del NADES, interactuando
como HBD. Sin embargo, los NADES 4, 5-8 mostraron las densidades mas bajas,
lo que podria indicar interacciones débiles y un mayor espacio entre los

componentes de la mezcla, debido a la presencia de agua.

Shafie et al., (2019) investigaron la densidad de proporciones de ChCl de 1:3y 3:1,
detectando la mayor densidad en 1:3 (3,1 g/cm3), mientras que 3:1 presento 2,64
g/cm3, lo que confirma que las grandes interacciones del HBD (CA) en 1:3 producen
una alta densidad, debido a la presencia de espacios libres (volumen) entre los
componentes. Sin embargo, los valores de Shafie et al., (2019) fueron los mas altos

en comparacién con los NADES 3 y 4, que contienen proporciones de ChCI-CA-
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H,O de 3:1:10 (1,3 g/cm3) y 1:2:7 (1,2 g/cm3), ya que contienen la mayor proporcion

molar de HBD, lo que resulta en la menor densidad.

Los informes previos sobre las propiedades fisicoquimicas de los NADES muestran
informacion diversa, dado que los NADES dependen de su estructura quimica. Por
ejemplo, Alyammabhi et al., (2023) midieron la viscosidad de ChCI-CA-H20 con una
proporcidon molar de 1:1:1, obteniendo una viscosidad de 81,4 mPa:s, la mas alta
en comparacion con los NADES 3 y 4 de este informe, debido a la diferencia en la

proporcién molar.

Anteriormente, Shafie et al. [22] informaron sobre la viscosidad de ChCI-CA (3:1y
1:3), obteniendo valores de 35,8y 1742,7 Pa-s, respectivamente; por lo tanto, estos
valores de viscosidad son muy elevados y no se comparan con los NADES 3y 4
(ChCI-CA-H20) de este estudio. La diferencia podria justificarse por la distinta
proporcion molar, y porque el agua presente podria generar interacciones débiles,
contribuyendo a los bajos valores de viscosidad. Sin embargo, en este caso, se ha
establecido desde hace tiempo que la mayor viscosidad se obtiene con una
proporcibn molar de 1:3, debido a la mayor cantidad de grupos hidroxilo

provenientes del CA.
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3.2.2 Estructura quimica de los NADES

En la Fig. 3.5, 3.6, 3.7 y 3.8 se muestran los resultados de los grupos funcionales encontrados en el FT-IR.
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Fig. 3.5 Espectro FR-IR de los NADES 1, NADES 2 y NADES 9
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En general, los espectros confirmaron que los NADES son mezclas, mostrando la
presencia de sus componentes y la accidon combinada de enlaces de hidrégeno y

de Van Der Waals sin que se produzcan reacciones quimicas.

Especificamente, las bandas a 3400 y 3320 cm™ correspondieron al pico de

absorcion caracteristico de los grupos OH.

En concreto, los NADES 1, 2 y 9 presentaron picos de OH correspondientes a
grupos alcohol del GLY, mientras que los NADES 3 y 4 mostraron grupos OH
provenientes del agua presente en la mezcla. Los picos de OH mas intensos se
identificaron en los NADES 3-9, debido al alto contenido de agua en el NADES 3y
a las interacciones entre el GLY y el agua en el 9. Ademas, se identificaron
vibraciones de estiramiento a 1720 cm™ del C=0 en los NADES 1, 2, 9, 3y 4, que
contienen CA, LAy AcA; sin embargo, el pico mas intenso se observo en el NADES
4, ya que corresponde al CA, que incluye mas grupos C=0. A su vez, en los NADES
3y 4 se identificaron grupos CH, provenientes de CH-CI, mientras que en todos los
NADES estudiados se observaron grupos CH a 1100 cm™. La vibracién de
estiramiento a 1571 cm™ fue caracteristica de los grupos carbonilo CH, mientras
gue las bandas a 750 cm™ corresponden a la vibracién de cizallamiento del enlace
C-Cl en los NADES 3y 4. La Fig. 3.5 Espectro TR-IR de los NADES 1, NADES 2y
NADES 9, muestra el posible mecanismo de interaccion de los componentes de la
mezcla en los NADES 1y 4.

En el NADES 1, el GLY podria actuar como aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA),
ya que contiene tres grupos hidroxilo (-OH). Por lo tanto, el H puede actuar como
aceptor de atomos electronegativos del grupo carboxilo (-COOH) y del grupo -OH
del LA, incluyendo los del GLY, lo que permite la formacion de una red tridimensional
de enlaces de hidrégeno con el LA. A su vez, el GLU también puede interactuar
mediante enlaces de hidrégeno, ya que posee numerosos grupos polares (-OH),
actuando como aceptor y donador de enlaces de hidrégeno con los atomos de
oxigeno del LA y el GLY. En este caso, las interacciones se producen cuando los
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atomos de hidrégeno del GLU son atraidos por el par de electrones no enlazantes

del &tomo de oxigeno electronegativo del GLY.
Las interacciones en el NADES 8 se producen debido a la electronegatividad del ion

Cl, que actua como aceptor de enlaces de hidrégeno de los atomos de hidrégeno
del LAy el H,O.
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3.3 Betalainas

3.3.1 Determinacion de contenido de betalainas

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos de las mediciones por
espectrometria UV-Vis de mezclas eutécticas con extracto de betabel en los
diferentes NADES

Tabla 3.2 Resultados de medicidon de contenido de betalainas

Materia Prima Dia 0
R fi R ti R ti Proporcion
eai e eag e eag e Betaxantinas Betacianinas Betalainas
. Acido .

1 Glucosa | Glicerol Laotion 1:2:5 | 1471932 | 296.406 443.5992

. . . Acido ol
2 Etilenglicol Glicerol Acético 1:1:1 220.90068 387.486 608.38668
3 C"Zrounrr?ade CAI,‘t’;?C% desﬁ)gn‘ijzaa 4o | 2:1:30% | 206.34768 | 409.7016 | 616.04928
4 C"(’:roulirrc]’ade él'(t:;?c% desiAogn‘fj‘a da | 1:2:30% | 180.20772 | 3711312 | 55133892
5 C"Zroulirr?ade Urea desﬁ)gn‘ffa da | 21:30% | 248.81472 | 427.4424 | 676.25712
6 C"(’:O““rr?ade Urea desiAogn‘fja da | 1:2:40% | 240.22152 | 418.2552 | 658.47672
7 Clorurode | Acido Agua 2:1:10% | 205128 | 3906936 | 595.8216

colina Lactico | desionizada
8 Clorurode | Acido Agua | 459006 | 194.8716 | 384.2784 579.15

colina Lactico | desionizada
9 él’(t::?c% Glicerol desﬁ)gn‘i’fa da | 1:3:10% | 187.77528 | 377.2692 | 565.04448
10 Agua desionizada 189.49392 | 393.1002 | 582.60312
11 Agua desionizada 198.25344 | 394.8912 | 593.14464

Los NADES 2-5 confirmaron su alta capacidad de extraccién de betalainas. Se

observo la mayor concentracion de betalainas, mientras que las propiedades de los
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NADES 1y 9 afectaron la transferencia de betalainas, mostrando menor difusion y

concentracion en el equilibrio.

En consecuencia, los NADES 2-8, conformados por GLY-AcA-EG, ChCI-CA-H20,
ChCI-U-H20 y ChCI-LA-H20, podrian ser los NADES mas selectivos para la
extraccion de betalainas, ya que presentaron la maxima concentracion en

comparacion con el control.

La capacidad de disolucién de betalainas por los NADES 2-8 se asocio con la
polaridad, la viscosidad y la estructura quimica de los NADES, lo que permite la
transferencia de masa e interacciones con las betalainas mediante enlaces de
hidrégeno. A su vez, la alta capacidad de los NADES &cidos para capturar
betalainas durante la extraccién podria basarse en el contenido de grupos COOH,
gue permiten una mayor cantidad de enlaces de hidrogeno y, por lo tanto, una mayor

solubilidad y selectividad por parte de las betalainas.

Ademas, las interacciones maximas se logran mediante el CI- del Ch en los NADES
3-8; sin embargo, la presencia de GLY disminuyd la posibilidad de interacciones, ya

gue su alta viscosidad reduce la disolucién de las betalainas.

Los informes que utilizaron NADES para extraer betalainas no fueron comparables
con el presente estudio, lo cual se atribuy6 a las diferencias en las condiciones de
extraccién, la materia prima y el NADES utilizado. En este contexto, el estudio de
Kaba et al., (2024) mostro 1,2 mg/g de betalainas de pulpa de remolacha en NADES
ChCI:GLU (2:0,75) con un 30,8 % de agua.

Hernandez et al., 2021 reportaron 1,3 mg/g de betalainas de cascara de remolacha,

utilizando NADES MgCI2-U-H20 (2:1:6). A partir de polvo de cascara de pitahaya,
Liu et al., (2025) detectaron 4,4 mg/g de betalainas en NADES ChCI- CA (1:1).
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A su vez, los informes actuales que muestran la concentracién de betalainas en
extractos acuosos y alcohdlicos han presentado discrepancias en las betalainas
contenidas en extractos de diferentes fuentes. Por ejemplo, Lopez et al., (2025)
reportaron 0,86 mg/g de betalainas en jugo de pulpa y cascara de remolacha
descongeladas. Los autores afiadieron 1% de CA (&cido citrico) al jugo como
conservante y, tras reducir el contenido de agua en las muestras, obtuvieron jugo

concentrado.

Oktay et al., (2024) detectaron 0,47 mg/g de betalainas en extractos etandlicos de
tuna, utilizando extraccion por UAE y condiciones 6ptimas: 30 min de tiempo de
extraccion, 50 °C, 40% de concentracion de etanol y una relacion solido/solvente de
1:30.

Permana et al., (2025) reportaron 72,37 mg/L de betalainas en extractos acuosos
de pitahaya mediante extraccién en condiciones optimas, con un pH de 3,6, una
temperatura de 30 °C, un tiempo de extraccibn de 10 min y una relacién
sélido/liquido de 1:15. Rodriguez et al., (2024) utilizaron el método UAE para extraer

betalainas de la pitahaya roja, observando 1,66 mg/g en los extractos etandlicos.
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3.4 Determinacion de las condiciones de almacenamiento

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos de las mediciones por

espectrometria UV-Vis de mezclas eutécticas con extracto de betabel en los

diferentes NADES después de 60 dias en diferentes condiciones de

almacenamiento, es decir; a temperatura ambiente y a temperatura de refrigeracion

Tabla 3.3 Resultados de medicion de contenido de betalainas después de 60 dias

) Materia Prima Dia60 Dia 60 >
Ndmero - Temperatura ambiente Temperatura refrigeracion
NADES Reactivo Reactivo Reactivo Betax:ntlna Betacianinas Betalainas Betaxantina | Betacianinas Betalainas

1 2 K] malg malg malg s mglg malg malg
1 Glucosa | Glicerol L’;‘é't‘i’(?o 1:2:5 | 421344 | 38.9268 |199.63152| 89.14752 | 110.484 | 81.0612
2 Etilenglicol | Glicerol A’i‘gt‘i’go 1:1:1 |145.14192| 87.7536 | 494.802 | 219.5424 | 275.2596 |232.89552
3 C"(’:r;irgade él'(t:;?c% desiAO%‘f;a da | 2:1:30% | 49.4802 38.016 |506.74536|228.91176| 277.8336 | 87.4962
4 C'?:L“"rr?ade éi‘t’;?c‘; desﬁ%‘fja da | 1:2:30% | 4454604 | 402336 |119.22768| 57.76848 | 61.4592 | 84.77964
5 C"(’;O“'"'r‘]’ade Urea desﬁ)%‘fja da| 2:1:30% | 35.0658 | 38.9664 |443.01312155.95272| 287.0604 | 74.0822
6 C'?:L”"rr?ade Urea des’%%‘fja da| 12 40% | 5297202 | 624888 | 447.678 | 148.0248 | 299.6532 11546172
7 C'?:L“"rr?ade é;éggo desﬁ%‘fja da| 21:10% |117.61506| 86.526 |504.21006 |223.36776 | 280.8432 |204.14196
8 C'?:rounrr?ade g&ggo des’;%‘ffa da | 1:2:10% | 84.90636 | 685476 |411.76872180.34632| 231.4224 |153.45396
9 éi‘t’;?c% Glicerol desﬁ)%‘;;a da | 1:3:10% | 29.46636 | 33.0264 | 755568 | 37.6992 | 37.8576 | 62.49276
10 Agua desionizada 113.70744| 129.6108 |118.68912| 56.99232 | 61.6968 |243.31824
11 Agua desionizada 78.78024 | 895356 | 119.2554 | 57.2418 | 62.0136 |168.31584
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Grafico comparativo de concentracion de betaxantinas vs
tiempo (60 dias)
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Figura 3.9 Gréafico comparativo de concentracion de betaxantinas vs tiempo (60
dias)

En la Figura 3.9 Grafico comparativo de concentracion de betaxantinas vs tiempo
(60 dias) de manera inicial se observa que los NADES 5, 6 y 2 fueron los que
muestran la mayor concentracion de betaxantinas y el solvente con menor

capacidad de extraccién fue el NADES 1 al tiempo 0

Particularmente se observa que existe una disminucidn poco significativa de
betaxantinas para los NADES 2, NADES 3, NADES 7 y NADES 8 de las muestras

iniciales y las muestras en refrigeracion

No obstante, se observa un decremento mayor del 70% de betaxantinas en el
NADES 9 tanto para muestra en refrigeracion como en muestra conservada a

temperatura ambiente.
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Respecto a los blancos se observa que existe una disminucion menor al 50% de

betaxantinas

Grafico comparativo de concentracion de betacianinas vs
tiempo (60 dias)
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Figura 3.10 Gréfico comparativo de concentracion de betacianinas vs tiempo (60

dias)

Como se muestra en la Figura 3.10 Grafico comparativo de concentracion de
betacianinas vs tiempo (60 dias) de manera inicial se observa que los NADES 5, 6
y 2 fueron los que muestran la mayor concentracion de betaxantinas y el solvente

con menor capacidad de extraccion fue el NADES 1
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Particularmente se observa que existe una disminucion poco significativa de
betacianinas para los NADES 2, NADES 3, NADES 7 y NADES 8 de las muestras

iniciales y las muestras en refrigeracion

No obstante, se observa un decremento mayor del 70% de betacianinas en el
NADES 9 tanto para muestra en refrigeracion como en muestra conservada a

temperatura ambiente.

Respecto a los blancos se observa que existe una disminucion menor al 50% de

betacianinas.

En el Figura 3.7 Grafico comparativo de concentracion de betalainas totales s vs
tiempo (60 dias)

Grafico comparativo de concentracion de betalainas vs
tiempo (60 dias)
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Figura 3.11 Gréfico comparativo de concentracion de betalainas totales s vs

tiempo (60 dias)

En la Figura 3.11 Grafico comparativo de concentracion de betalainas totales vs

tiempo (60 dias) de manera inicial se observa que los NADES 5, 6 y 2 fueron los
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gue muestran la mayor concentracion de betalainas totales y el solvente con menor
capacidad de extraccion fue el NADES 1, siendo este un patrén que se repite en

todas las mediciones.

Los NADES que mostraron un comportamiento mas estable fueron los NADES 2,
NADES 3 y NADES 7 de las muestras iniciales en comparacién con las muestras

en refrigeracion.

No obstante, se observa un decremento mayor del 70% de betalainas totales en el
NADES 9 tanto para muestra en refrigeracion como en muestra conservada a

temperatura ambiente.

Respecto a los blancos se observa que existe una disminucion menor al 50% de

betalainas totales.

En la Figura 3.11 Imagen comparativa de la apariencia de los extractos, se observa
un cambio de coloracion de las muestras almacenadas a temperatura ambiente

respecto a las almacenadas en refrigeracion.

Otra observacioén tiene que ver con la apariencia de las muestras, las almacenadas
a temperatura ambiente muestran tonalidades rojizas- café lo que denota una
degradacion de las betalainas, que se comprueba con los resultados de la Tabla

anterior.
Visualmente se observa que los blancos donde el solvente de extraccion fue agua
desionizada existié una separacion de fase, mostrando tonalidades café- verdosas,

efecto mostrado en ambos experimentos.

Cabe sefalas que las muestras que corresponde a los NADES 5 y 6 de las

almacenadas en refrigeracion fueron las que mostraron tonalidades moradas-lila.
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Extractos
almacenados a
temperatura
ambiente (25°C)
por 60 dias

Extractos
almacenados a
temperatura de

refrigeracion
(4°C) por 60 dias

Figura 3.12. Imagen comparativa de la apariencia de los extractos.

En cuanto a los extractos obtenidos para mezclas de NADES con el betabel seco,
a lafecha no se han realizado mediciones, debido a que se cuenta con poco material

para realizarlo, ser considera realizar las mediciones pasados 100 dias y 150 dias.

No obstante, en la Figura 3.9. Imagen comparativa de la apariencia de los extractos
con betabel seco, se visualiza lo siguiente: en el caso de los extractos con betabel
seco se observa que la temperatura es un factor de degradacion de las betalainas,
ya que se nota una disminucién de tonalidades rojizas y moradas mientras que en
los blancos visualmente se notan tonalidades café- verde, cabe sefialar que
respecto a las muestras de extractos con jugo de betabel, las realizadas con
material seco se visualizan con tonalidades mas intensas, es decir, menos perdida

de color.
También es posible visualizar que las muestras mantenidas en refrigeracion

preservan el color y es posible identificar a los NADES 3, NADES4 y NADES 9 con

tonalidad moradas-lilas, mientras que los demas mantienen tonalidades rojizas.
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Extractos con
betabel seco
almacenados a
temperatura
ambiente (25°C)

Extractos con
betabel seco
almacenados a
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(4°C) por 60 dias

Figura 3.9. Imagen comparativa de la apariencia de los extractos con betabel

SecCo.

Lo anterior demuestra que el contenido de agua es una causa importante de la

degradacion de las betalainas.

Posteriormente, Rodriguez et al., (2024) estudiaron la vida util de las betalainas
encapsuladas de la pulpa de pitahaya. Observaron una degradacion del 14,28 % de
las betalainas en 90 dias en un ambiente protegido de la luz. Asimismo,
Fathordoobady et al., (2021) estudiaron la estabilidad de las betacianinas de H.
polyrhizus encapsuladas en microesferas de alginato, observando una pérdida
significativa de betacianinas después de 60 dias de almacenamiento.

Segun los datos, la estabilidad de las betalainas depende de las condiciones de

almacenamiento; sin embargo, los NADES proporcionan una vida util mayor que los
solventes de agua y alcohol.
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3.5 Cinéticade degradacion

En la tabla 3.3 se muestran los datos de la cinética de betalainas de remolacha en
NADES (1-9) durante su almacenamiento a 4 °C durante 120 dias. Los datos
incluyen muestras de control y las betalainas extraidas con NADES. Los resultados
se realizaron por triplicados.

La informacion describe el mantenimiento de las betalainas en NADES 1-9 mediante

un modelo cinético de primer orden (Ec. 4).

El tiempo (t) corresponde a los dias de almacenamiento de las muestras; BC es el
contenido de betalainas (mg/g) en diferentes tiempos (t). Co es el contenido de
betalainas en t = 0. La tasa de degradacion de las betalainas (K) (dias™) se indica
en la Ec 5 y corresponde a la pendiente de la recta, mientras que los calculos de
BC se determinaron mediante la Ec 6. La vida media (t,/,) expresa el tiempo en el
que las muestras presentan una degradacién del 50 % de las betalainas con

respecto a Co.

dBC _
o0 - KBC (4)
i (2= x :
n Bco) = Kt (5)
In (BC) = —Kt+InBCO . (6)
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Tabla 3.4 Cinética de degradacién de contenido de betalainas (mg/g) en NADES

almacenadas a 4°C

Tiempo de almacenamiento (dias) Co.ns’ta'nte . .
cinética Vida media
K/dias t 1/2 (dias)
BJ (Control) | 0.42+0.001 | 0.05+0.001 | 0.0+0.001 6.00 5
B1 (Control) | 0.21+0.003 | 0.0+0.001 | 0.0+0.001 4.00 1
1 0.19+0.001 | 0.11+0.001 | 0.05+0.001 1.00 150
2 0.26+0.001 | 0.23+0.001 | 0.18+0.001 0.50 240
3 0.28+0.001 | 0.21+0.001 | 0.08+0.001 1.16 200
4 0.24+0.001 | 0.20+0.001 | 0.10+0.001 0.60 100
5 0.30+0.005 | 0.20+0.005 | 0.10+0.005 1.60 80
6 0.28+0.005 | 0.20+0.005 | 0.10+0.005 1.35 105
7 0.28+0.005 | 0.27+0.003 | 0.17+0.003 0.23 260
8 0.25+0.002 | 0.18+0.002 | 0.10+0.002 1.27 110
9 0.25+0.002 | 0.10+0.002 | 0.10+0.002 0.83 100

Como era de esperar, la vida media (t12 dias) de las betalainas en las muestras de

control BJ y B1 fue corta, mostrando altos valores de constante de degradacion (K).

A su vez, se observo una alta conservacion de las betalainas en los NADES 2 (GLY-
AcA-EG) y 7 (ChCI-LA-H20), alcanzando vidas medias de 240 y 260 dias
respectivamente, mientras que otros NADES mostraron una degradacién del 50%

de las betalainas en 80-110 dias.
La larga vida media de las betalainas en los NADES 2 y 7 se atribuy0 a la fuerte

unién de las betalainas a los componentes de los NADES, lo que provoca fuertes
interacciones de enlaces de hidrogeno entre las betalainas y los NADES. Por otro
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lado, la corta vida media de las betalainas en los deméas NADES se asocio a la débil

retencion de las betalainas por interacciones débiles.

Sin embargo, la degradacion de las betalainas por los NADES podria estar
relacionada principalmente con el contenido de agua, que causa hidrélisis. La
elevada vida media de las betalainas en NADES 2 también se relacion6 con el
azucar, ya que actua como conservante natural. Ademas, la viscosidad de NADES

podria influir en la conservacion de los datos.

En el estudio de Kaba et al., (2024) se encontrd informacidn sobre la conservacion
de las betalainas durante su almacenamiento en NADES. Analizaron la degradacion
de betalainas de remolacha en NADES ChCI-GLU (1:0,75), reportando una
degradacion del 59,5 % de las betalainas durante 9 dias en condiciones de

oscuridad y del 85 % en ambientes con luz; ambos analisis se realizaron a 20 °C.

Por otra parte, Dai et al., (2014) demostraron que NADES sacarosa-ChCl y Glu-
ChCl conservaron el 90 % de un pigmento rojo de la cartamina (flor de mar) durante
60 dias; sin embargo, la temperatura de almacenamiento fue de -20 °C. La larga
vida til de la cartamina se atribuyo a la viscosidad del NADES y a la temperatura
de almacenamiento.

Otros estudios sobre la conservacion de betalainas mostraron que el jugo
concentrado de betalainas de remolacha (que contenia un 10 % de agua y acido
citrico como conservante) retuvo el 80 % de las betalainas durante 360 dias a 4 °C
y en condiciones de oscuridad. Sin embargo, utilizaron una sola etapa de
concentracion del jugo para reducir el agua, lo que demuestra que el contenido de

agua es una causa importante de la degradacion de las betalainas.

Posteriormente, Rodriguez et al., (2024) estudiaron la vida util de las betalainas
encapsuladas de pulpa de pitahaya. Observaron una degradacion del 14,28 % de
las betalainas en 90 dias en un ambiente protegido de la luz. Asimismo,

Fathordoobady et al., (2021) estudiaron la estabilidad de las betacianinas de H.
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polyrhizus encapsuladas en microesferas de alginato, observando una pérdida

significativa de betacianinas después de 60 dias de almacenamiento.
Segun los datos, la estabilidad de las betalainas depende de las condiciones de

almacenamiento. Sin embargo, los NADES proporcionan una vida Util mas larga que

los disolventes de agua y alcohol.

73



4. CONCLUSIONES

Actualmente, los NADES se estudian para extraer fragmentos activos de plantas
con aplicacion principal en formulaciones farmacéuticas, obteniendo resultados
prometedores. Sin embargo, debido a su naturaleza y composicion, también pueden
utilizarse para extraer y preservar moléculas pigmentadas de fuentes naturales,

mejorando ademas la estabilidad de los pigmentos.

En el presente estudio se probaron nueve NADES para extraer y preservar
betalainas del jugo de residuos de remolacha. Mediante espectroscopia FTIR, los
NADES 1-9 confirmaron ser mezclas que contienen picos intensos en OH, debido a
la presencia de glicina y agua, mientras que la presencia de acidos organicos se
describi6 mediante grupos COOH vy la presencia de CCls confirmé la presencia de

cloruro de cloro.

A su vez, las caracteristicas fisicoquimicas de los NADES dieron lugar a diferentes
propiedades, observandose las mayores viscosidades y densidades en los NADES

gue contenian glicina; sin embargo, estos eran solventes hidrofilos.

Durante la extraccion de betalainas del jugo de betabel, los NADES que contenian
acidos organicos y agua mostraron la maxima disolucion y retencion de betalainas.
Sin embargo, todos los NADES extrajeron betalainas, observandose un contenido

superior en comparacion con el disolvente acuoso.

Durante su almacenamiento, las betalainas en los NADES se conservaron en
condiciones de refrigeraciéon. En particular, los NADES que contenian GLY-AcA-EG

presentaron la maxima conservacion de betalainas.

En necesario realizar mas estudios para demostrar su produccion y aplicacion como

pigmentos naturales en alimentos.
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Dado lo anterior se concluye que las betalainas totales se mantienen més estable
en condiciones de temperatura controlada, que los NADES mas eficientes para la
extraccion de betalainas con los NADES 5 y 6, mientras que el solvente eutéctico

menos eficiente para la extraccion y conservacion de las betalainas es el NADES 1.
Se demostrd que existen solventes eutécticos que son mas eficientes que el uso de

agua desionizada (blanco) para la extraccion de betalainas de betabel, y que tienen

la capacidad de mantener las betalainas estables a través del tiempo.
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