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RESUMEN

El color es un atributo de calidad importante en los alimentos, actualmente se emplean colorantes
sintéticos por su capacidad de tincion, estabilidad y bajo costo, sin embargo existe evidencia de
toxicidad responsable de reacciones de intolerancia y alergias. Por ello nuevos origenes de colorantes
naturales inocuos para los consumidores estan siendo estudiados.

Entre los pigmentos naturales de gran interés se encuentran las betalainas y una fuente promisoria de
estos pigmentos son los frutos de la cactacea columnar (Stenocereus pruinosus), cuyos frutos reciben el
nombre genérico de pitaya de mayo. Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua y se
dividen en dos grupos: las betacianinas con tonalidades del rojo al violeta y las betaxantinas con
tonalidades del amarillo al naranja.

Las betalainas son moléculas quimicamente muy sensibles a factores como el pH, temperatura, luz,
oxigeno y humedad que afectan su estabilidad. Moléculas termosensibles similares han sido
estabilizadas usando el secado por aspersion con ayuda de aditivos, atrapandolas dentro del material
para aislarlas de las condiciones ambientales y protegerlas de la oxidacion.

Este método se utilizo para encapsular las betalainas obtenidas del jugo de pitaya de cuatro variedades
de color (amarillo, rojo, naranja y guinda) provenientes de Tianguistengo, Oaxaca y dos variedades de
color (naranja y guinda) de Puebla, usando como aditivos mezclas de maltodextrina/pectina y variando
las condiciones de operacién del secador, con el propoésito de identificar el efecto de la temperatura y
del encapsulante sobre las propiedades quimicas.

En los polvos obtenidos se caracterizaron utilizando técnicas cromatograficas (TLC),
espectrofotometricas UV-Vis, IR-FT y se cuantifico el contenido de betacianinas por HPLC.

Los resultados mostraron que las caracteristicas espectrales de los colorantes contenidos en Extractos
Organicos Totales (EOT) y polvos son consistentes con betacianinas y betaxantinas, mostrando
estabilidad al pH acido y un comportamiento hipsocromico a pH baésico.

La cuantificacion de betacianinas se realiz6 en EOT obtenidos de pulpa y polvos de las variedades de
color rojo y guinda. La cuantificacion se expresa en ppm de betanina porque los pigmentos contienen
en su estructura al menos un segmento del tipo betanina.

La mayor concentracion se encontrd en las pulpa guinda de Puebla, seguida de la guinda y roja de
Oaxaca, demostrando que el origen y las condiciones de desarrollo tienen un efecto. La cuantificacion
de betacianinas en polvos mostro el mismo comportamiento que en los extractos de pulpa.

Se encontrd que cuanto mayor el porcentaje de aditivos y menor la temperatura de secado, mayor es la
preservacion de los colorantes. Un flujo de alimentacién mayor previene la perdida de color.

Los polvos de pitaya con menor perdida de pigmentos fueron los obtenidos usando una Te=150 °C, un
Fa=2.0 L/h, Va= 27500 rpm y una proporcion de aditivos 60/30%.



ABSTRACT

Color is an important attribute of food quality. Synthetic dyes are currently used in the food industry
for their ability to color, their stability and their low cost, however there is evidence that their toxicity is
responsible for allergic reactions and intolerance. New sources of natural, consumer-safe plant
pigments are therefore being studied.

Among the natural pigments that have attracted growing interest are betalains, and columnar cactacea
(Stenocereus pruinosus) fruit, generically known as “pitaya de Mayo”, is a promising source of these
pigments. Betalains are water-soluble, nitrogen-containing pigments that can be divided into two
groups: red—violet betacyanins and yellow-orange betaxanthins.

Betalains are very sensitive to factors such as pH, temperature, light, oxygen and moisture, all of
which affect their stability. Similar thermosensitive molecules have been stabilized with spray drying
and the help of additives so as to trap them inside the isolating material thus protecting them from
environmental conditions and oxidation.

This method was used to encapsulate pitaya juice betalains obtained from four varieties (yellow, red,
orange and purple) from Tianguistengo, Oaxaca and two varieties (orange and purple) from Puebla.
The additives used were a maltodextrin / pectin mixture. The operating conditions of the dryer were
varied so as to identify the effect of the temperature and of the encapsulant on chemical properties.

The powders were characterized using chromatographic (TLC) and spectrophotometric (UV-Vis and
FT-IR) techniques and the betacyanins content was quantified with HPLC.

The spectral characteristics of the natural pigments and powders contained in the total organic extracts
(EOT) are consistent with betaxantins and betacyanins, showing stability at an acidic pH and a basic
pH with hypsochromic behavior.

The betacyanin content of pulp and powder was quantified in the red and purple varieties.
Quantification is expressed as ppm of betanin, because the pigments contain at least one betanin type
segment in their structure.

The highest concentration was found in the Puebla purple pulp, followed by the Oaxaca purple and red
pulp, demonstrating that origin and development conditions do have an effect. The betacyanin content
of the powders had the same behavior as the pulp extracts.

It was found that the higher the percentage of additives and the lower the drying temperature, the better
the preservation of the colorants. A larger feed flow prevents color loss.

Pitaya powders with a reduced pigment loss were obtained with Te=150 °C, F=2.0 /h,Va= 27500 rpm
and an additive ratio of 60/30%.
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I. INTRODUCCION

El color es un atributo de calidad importante en los alimentos, actualmente se emplean colorantes
sintéticos por su capacidad de tincion, estabilidad y bajo costo. Sin embargo, se ha puesto en evidencia
su toxicidad, provocando reacciones de intolerancia y alergias (Azeredo & cols., 2007). Por esto se ha
incrementado la basqueda de nuevos colorantes naturales inocuos para los consumidores (Moreno &
cols., 2007). Algunos colorantes naturales tienen ademas propiedades nutricionales y funcionales
favorables para la salud (Pavokovic & cols., 2011; Azeredo & cols., 2006).

Entre estos Gltimos colorantes se encuentran las betalainas. Estos compuestos son pigmentos
nitrogenados solubles en agua y se dividen en dos grupos: las betacianinas (rojo-violeta) y las
betaxantinas (amarillo-naranja). El &cido betaldmico es la unidad estructural basica de estos
pigmentos, se encuentra condensado con un aminoacido o una amina en las betaxantinas y conjugado
con un ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) en las betacianinas (Garcia & cols., 2011).

Las betalainas presentan propiedades bioactivas antioxidantes gracias a su facilidad para captar
radicales libres (Garcia & cols., 2011). Su amina ciclica, andloga a la etoxiquina, es considerado el
grupo reductor (Pavokovic & cols., 2011; Moreno & cols., 2007). Las betalainas son moléculas
quimicamente muy sensibles a factores como el pH, temperatura, luz, oxigeno y humedad (Viloria &
cols., 2002; Herbach & cols., 2006.

Algunos autores han propuesto tratamientos enzimaticos, deshidrataciones controladas y otros métodos
para estabilizarlas (Viloria & cols., 2002). La técnica de encapsulamiento usando aditivos y secado por
aspersion es una practica comun para la estabilizacion de colorantes naturales. Este proceso permite
encapsular compuestos sensibles en un material de recubrimiento o “pared”, que actiia como escudo
protector, para aislarlos del entorno y minimizar la oxidacion (Lay Tze & cols., 2012; Azeredo & cols.,
2007). Una fuente promisoria de betalainas son los frutos de la familia Cactaceae, a esta familia
pertenece la cactacea columnar (Stenocereus pruinosus) nativa del sur de México cuyo frutos reciben el
nombre genérico de pitaya de mayo. (Annop & cols., 2011; Luna & cols., 2001; Bonilla & cols., 2010)
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1.1 Planteamiento del problema.

A un cuando la pitaya de la cactacea columnar (Stenocereus pruinosus) es conocida, es poco
aprovechada por su vida de anaquel corta. Como colorante no esta disponible comercialmente y en su
estado fresco es poco estable. Por otra parte no hay estudios disponibles sobre su caracterizacion fisica
y quimica.

1.2 Justificacion

Ante el riesgo para la salud que representan los colorantes sintéticos, la busqueda de colorantes
naturales es una prioridad. Si embargo es necesario caracterizar estos colorantes, mejorar su estabilidad
y evaluar su comportamiento quimico ante posibles aplicaciones como colorante. Adicionalmente se
pueden aprovechar las propiedades nutraceuticas que ya han sido identificadas en frutos de la familia
Cactaceae.

Un impacto secundario en las comunidades productoras de pitaya generara beneficios econémicos, si
se obtiene un colorante natural con aplicaciones industriales.

1.3 Antecedentes.

El estudio de betalainas en cactaceas se ha enfocado principalmente para las especies (Opuntia ficus-
indica) e (Hylocereus polyrhizus), desarrollando trabajos de identificacion, cuantificacion y estabilidad
de los pigmentos a la luz y temperatura (Moreno & cols., 2007).

El método analitico de espectroscopia liquida de alta resolucion (HPLC) es el principal método
desarrollado para la identificacion de betalainas en cactaceas, la especie (Hylocereus polyrhizus)
presenta exclusivamente betacianinas (betanina e isobetanina), mientras que en frutos de la especie
(Opuntia ficus) se identifican betacianinas y betaxantinas (Stintzing & cols., 2002; Wybraniec & cols.,
2001; Fernandez & cols., 2001)

La cuantificacidn de betalainas en cactaceas se ha realizado principalmente por espectroscopia UV-Vis
donde se sefiala qué un prolongado calentamiento, reduce la cantidad de betacianinas en muestra de
jugo calentadas de la especie Hylocereus polyrhizus (Herbach & cols., 2004)

Una alternativa de estabilizacion de pigmentos es el método de microencapsulacién de secado por
aspersion, donde se ha encontrado que la encapsulacién de pigmentos incrementa fuertemente la
estabilidad de los pigmentos y los hace estables al tiempo en ausencia de luz y a diferentes
temperaturas (Gandia & cols., 2010)
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Por otro lado estudios realizados por Bakar, & cols. (2012) encontraron que la retencion de betacianina
en polvos de pitaya de la especie Hylocereus polyrhizus fue positivamente proporcional a la
concentracion de maltodextrina y afectado negativamente por la temperatura de entrada, se indica
también que una alta concentracion de maltodextrina y una baja temperatura de secado disminuye la
perdida de betacianinas durante el secado por aspersion.

Actualmente no existen reportes de estudios de caracterizacion fisica y quimica de las betalainas
presentes en la especie Stenocereus pruinosus, que nos permitan identificar el potencial de los
pigmentos como fuente promisoria de colorantes rojos y amarillo.

1.4 Objetivo General

Caracterizar y cuantificar los pigmentos contenidos en la pulpa y polvos de pitaya obtenidos por un
proceso de encapsulacion evaluando el efecto térmico.

1.5 Objetivos Especificos

e Encapsular los pigmentos del jugo de pitaya.

e Purificar los pigmentos en pulpas y polvos mediante técnicas cromatogréaficas.

e ldentificar los pigmentos en pulpas y polvos mediante técnicas espectroscopicas (UV-
Vis, IR-FT).

e Cuantificar los pigmentos en pulpas y polvos en mediante espectroscopia liquida de alta
resolucion (HPLC)

1.6 Hipdtesis

El método de encapsulacion no modifica significativamente la composicion cualitativa y cuantitativa de
las betalainas presentes en la pitaya de la especie Stenocereus pruinosus.
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II. MARCO TEORICO

2.1 La cactacea Stenocereus pruinosus.

Los frutos de cactus son considerados como fuente rica de betalainas (Annop & cols., 2011). Las
cactaceas se encuentran distribuidas en todo el continente americano. Cuentan con una gran variedad
de formas, adaptaciones y tipos biologicos de acuerdo al tipo de clima (Bonilla & cols., 2010). México
es el mas importante centro de concentracion de cactaceas, con un alto nivel de endemismo, crecen en
regiones aridas y semiaridas del pais. En Oaxaca las regiones de la Cafiada y Mixteca son las
principales regiones productoras de pitaya (Bonilla & cols., 2010). Los principales pigmentos naturales
en las cactaceas son las clorofilas, los carotenoides y las betalainas (Acosta & cols., 2000).

La cactacea Stenocereus pruinosus (Figura I1.1) produce un fruto llamado pitaya de mayo durante los
meses de abril y mayo (Figueroa Sumano, y otros, 2010). Su consumo es tradicional, considerada
exotica y catalogada como especie casi endémica (Bonilla & cols., 2010). La pitayas del genero
Stenocereus, son consideradas las de mayor valor comercial (Figueroa & cols., 2010).

Figura 11.1 Cactacea Stenocereus pruinosus.

Morfologicamente la pitaya de mayo (Figura 11.2) tiene una forma ovoide, con diametro ecuatorial
(transversal) de entre 5 y 12cm, con un peso entre 150 y 500g, espinas radiales de 1 a 2cm, su cascara
es lisa de color verde o rojo. La pulpa del fruto de sabor dulce puede ser de color rojo, amarillo, blanco
0 violeta, los compuestos responsables que dan color al fruto son las betalainas (Figueroa & cols.,
2010).

Figura I1.2. Pitaya de Mayo.
18



2.2 Betalainas una clase particular de pigmentos.

Las betalainas son un grupo de pigmentos vegetales que contienen nitrégeno y son solubles en agua. Se
acumulan en flores y frutos de plantas del orden de las Caryophyllales que incluye familias como las
Cactéceas o las Nictaginaceas (Garcia, y otros, 2011). Se dividen en dos grupos estructurales: el rojo-
violeta (betacianinas) y el amarillo-naranja (betaxantinas).

La mayoria de las betalainas naturales deben su nombre a la planta en donde se han encontrado, al cual
se ha afadido el sufijo «—cianina» (de kyanos, «azul» en griego) para las betacianinas, 0 «—xantina» (de
xanthos, «amarillo» en griego) para las betaxantinas (Garcia & cols., 2011). La planta principal que
contiene estos pigmentos corresponde a la raiz de la remolacha roja (Beta Vulgaris), que es
particularmente rica en betanina (betanidin.5-O-f-glucosido) (Azeredo, 2006).

Las betalainas que contienen la remolacha roja (Beta Vulgaris) se utilizan a modo de colorantes en la
industria alimentaria y corresponden a los aditivos denominados E-162. Se muestran estables a
temperaturas inferiores a 25 °C y en condiciones de pH entre 3,0 y 7,0. La presencia de oxigeno y luz,
desestabilizan la estructura.

2.3 Estructura de las betalainas

El acido betalamico (Figura 11.3) es el cromdforo comuin en todas la betalainas (Azeredo, 2006;
Moreno & cols., 2007; Stintzing & cols., 2007).

0
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Figura I1.3. Acido Betalamico (Azeredo, 2006).

Las betacianinas son los conjugados del acido betalamico con el ciclo 3-4 Dihidroxifenilalanina (Ciclo
Dopa) (Figura 11.4) (Moreno & cols., 2007; Azeredo, 2006). El color violeta de las betacianinas se debe
a la estructura aromatica que induce un fuerte desplazamiento de 60nm en la absorcion maxima (Amax
534-554 nm). Las estructuras de las betacianinas y betaxantinas pueden variar en numerosos pasos por
reacciones de conjugacion como glicosilacion o acilacion (Laurent, 2004; Azeredo, 2006).
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En las betaxantinas el color amarillo (A max 424nm) se debe al sistema de resonancia inducido por la
presencia de tres dobles enlaces conjugados (Figura 11.5). Las betaxantinas se forman por la
condensacion de un aminoacido o una amina con el grupo aldehido del &cido betalamico, dando como
resultado una base de Schiff. Esta estructura da un fuerte color amarillo o amarillo-naranja con un
méaximo de absorbancia de 470-486nm (Laurent, 2004).

R,

Figura 11.4 Betacianina Figura 1.5 Betaxantina
Betanina= R;=R,=H (Azeredo, 2006) (R3=Grupo amino o aminoéacido) (Azeredo,
2006)

2.3.1 Las Betacianinas

Las betacianinas, son glicésidos o acilglicosidos de los aglicones betanidina o isobetanidina
(resultantes de la union del acido betalamico a un residuo de ciclo-DOPA) (Garcia & cols., 2011).
Ambas moléculas difieren solo en la configuracion de su carbono quiral central Cys (Figura 11.6)
(Laurent, 2004).

Figura 11.6. Betacianinas no glicosidadas (R=H) (Laurent, 2004).
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Varias betacianinas se derivan de estos dos compuestos por O-glicosilacién sobre uno de los dos
grupos hidroxilo del Ciclo-DOPA. La glicosilacion en posicion 5 es la més frecuente,
produciéndose la betanina, el pigmento rojo principal de la remolacha roja (Figura 11.7). Se han
identificado en 6-O-glucosidos pigmentos poco comunes como la gomfrenina (Figura 11.8)
(Azeredo, 2006; Laurent, 2004).

Figura I1.7. Betanidina 5-O-glucosido Figura 11.8. Betanidina 6-O-glucosido
(Betanina) (Laurent, 2004) (Gomfrenina I) (Laurent, 2004)
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2.3.2. Las Betaxantinas

Las betaxantinas son productos de la condensacién del acido betalamico con aminoacidos o aminas.
Dependiendo de la estructura particular del compuesto amino, el maximo de absorcion de las
betaxantinas varia entre 460 y 480nm (Herbach & cols., 2006). Las estructuras de betaxantina mas
representativas corresponde a la glutamina-betaxantina (Vulgaxantina 1) (Figura 11.9) de la remolacha
roja (Beta vulgaris L.) y a la indicaxantina (prolina-betaxantina) (Figura 11.10), que es el pigmento
amarillo predominante de la tuna del cactus Opuntia (Opuntia ssp.) (Herbach & cols., 2006; Laurent,
2004).
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Figura 11.9. Glutamina-betaxantina

(Vulgaxantina I) (Stintzing & cols., 2007) Figura I1.10. Prolina-betaxantina

(Indicaxantina I) (Stintzing & cols., 2007)

2.4 Estabilidad

La estabilidad de las betalainas es afectada por numerosos factores externos. La ay, y el pH tienen un
impacto considerable sobre la estabilidad de los pigmentos. Para asegurar un pigmento optimo durante
la manufactura, se deben tener cuidadosamente controlados condiciones de tiempo y temperatura, y
durante el almacenamiento es necesario considerar factores externos como temperatura, luz y
exposicion a oxigeno.

2.4.1 pH

Las betalainas exhiben un amplio rango de estabilidad al pH de 3 a 7, pero al modificarse induce su
degradacion. En las betaxantinas las condiciones alcalinas producen la hidrdlisis del enlace aldimina,
ademas de la generacion del acido protocatequico donde es imposible la regeneracion de la betaxantina.
La acidificacion induce la recondensacion del acido betalamico en el compuesto amino. En las
betacianinas la acidificacion induce la recondensacion del ciclodopa 5-0-4-glucosido.Los mecanismos
de degradacién de betalainas en medios acidos no estan bien definidos, valores bajos de pH produce la
isomerizacién del Cysde la betanina y betanidina.
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Se ha reportado un pH dptimo para betanina entre 4 y 6, pero con la elevacion de la temperatura el pH
se desplaza a 6. En presencia de oxigeno la betanina es estable entre 5.5 y 5.8, mientras que en
condiciones anaerobias los valores de pH bajan de 4.0 a 5.0. Las betaxantinas presentan estabilidad a
un pH de 5.5.

2.4.2 Actividad de Agua (aw)

La actividad de agua (ay,) es otro factor crucial de susceptibilidad para las betalainas, el agua da lugar a
reacciones hidroliticas. Esta reaccion es dependiente de la disponibilidad de agua, por lo que un
decremento en la actividad de agua corresponde a una menor degradacién de betanina. Se estima que al
disminuir el agua, se reduce la movilidad de los reactantes y la solubilidad del oxigeno molecular
(Sé&nchez, 2006).

2.4.3 Atmosfera

La betanidina y betanina se reportan inestables en presencia de oxigeno, la estabilidad de la betanina
disminuye linealmente conforme aumenta la concentracion de oxigeno. El hidrogeno y perdxido de
hidrogeno causan también degradacion a la betanina. La estabilidad de la betanina ha demostrado
mejorarse con atmosferas de nitrégeno (Herbach & cols., 2006).

244 Luz

La iluminacion también ha sido reportada como causa de deterioro para la estabilidad de las betalainas.
Fue probada su susceptibilidad sometiéndolas a la absorcion de luz en el rango UV-Vis para producir la
excitacion de los electrones i del cromoforo de las betalainas hacia un estado mas energético (),
causando alta reactividad o baja energia de activacion de la molécula. Se ha reportado también que la
degradacion de las betalainas es dependiente del oxigeno porque los efectos de la exposicion de la luz
es insignificante en condiciones anaerobias (Herbach & cols., 2006; Azeredo, 2006).

2.4.5 Temperatura

La temperatura es el factor mas importante de estabilidad de betalainas durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos. Diversas reacciones como isomerizacion, descarboxilacién o escision
pueden llevarse a cabo por el tratamiento térmico de la betanina, originando la pérdida del color. Fue
observado que la degradacién térmica de soluciones de betanina de remolacha roja y jugos de pitaya
seguian cinéticas de reaccion de primer orden (Herbach & cols., 2006; Azeredo, 2006).

2.4.6 Cationes Metalicos y enzimas

La presencia de cationes metéalicos (Fe?*,Fe**,Sn** AI**,Cr**, Cu®") aceleran la degradacién de la
betanina que se observa en una inmediata perdida de color. La formacion de complejos de betanina con
iones Cu*, Cu®* y Hg?* originan desplazamientos batocrémicos e hipsocrémicos.
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Agentes quelantes como 4acido citrico y EDTA estabilizan a la betanina contra la degradacion
catalizada por metales ya que la cantidad de oxigeno se reduce. Las betalainas presentan también
susceptibilidad a la presencia de enzimas. Particularmente las betacianinas son mas propensas a la
degradacion por peroxidasas que las betaxantinas y mas susceptibles a oxidacion quimica por peréxido
de hidrogeno (Herbach & cols., 2006; Azeredo, 2006).

2.5 Reacciones quimicas de degradacion.

Los cambios cromaticos en soluciones de betalainas pueden ser resultado de varias reacciones de
transformacion o degradacion (Herbach & cols., 2006). Por ejemplo la exposicién térmica produce la
isomerizacion y descarboxilacion del Cis de la betanina produciendo el estereoisomero isobetanina y
descarboxibetanina, afectando totalmente la apariencia de la solucién.

La relacion de mayor isomerizacion en la parte del acido betalamico esta asociada con la exposicion
prolongada al calor y al almacenamiento. La deshidrogenacion y descarboxilacién son marcadores
profundos por la exposicion prolongada al calor. Mientras que la desglicosilacion es un indicador por la
inactivacion por calor insuficiente de B-glucosidasa (Stintzing & cols., 2007).

La deshidrogenacion del Cy4 y Cy5 fue demostrado ambiguamente para soluciones de betacianinas de
remolacha roja y pitaya purpura originandose posibles neocompuestos, con un cambio de color
amarillento de las soluciones. La descarboxilacion del C;; y C, modifica también la apariencia y
estabilidad del pigmento (Stintzing & cols., 2007).

En la figura I1.11 se presenta los posibles sitios de descarboxilacion, deshidrogenacion y
desglicosilacion en betacianinas.

Figura 11.11. Posibles sitios de descarboxilacion (ovalo-linea punteada), deshidrogenacion (cuadrado-
linea solida) y desglicosilacion (circulo-linea y punto) en betacianinas (Stintzing & cols., 2007).
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2.5.1 Isomerizacion.

La racemizacion, es una reaccion de isomerizacion en el que un atomo de hidrogeno intercambia su
posicion estereoquimica solo en el centro quiral de la molécula para invertirlo (Voet & cols., 2006). El
centro quiral Ci5 del acido betalamico, es el responsable de la formacion de los dos epimeros,
isobetanina y betanina (Mandujano, 2006). En la indicaxantina el acido betaldmico exhibe una fuerte
epimerizacion en el (Cq1). La isomerizacion puede ser inducida por acidos o por condiciones alcalinas
(Herbach & cols., 2006).

2.5.2 Desglicosilacion.

Bajo condiciones fuertemente acidas, altas temperaturas y en la presencia de B-glucosidasa, la mitad de
la glucosa de la betanina puede romperse resultando en un desplazamiento batocromico de cerca de
4nm. De ahi esta reaccidn puede ser intencionalmente usada para obtener coloraciones rojo-violetas del
betabel. Sin embargo la menor estabilidad de la aglicona comparada con la correspondiente glucosidasa
incrementa su susceptibilidad hacia la oxidacion (Herbach & cols., 2006).

2.5.3 Hidrodlisis

El rompimiento hidrolitico del enlace aldimina en las betalainas ha sido reportado en valores superiores
de pH 6 durante tratamiento térmico. La hidrdlisis del enlace aldimina en las betacianinas fue
encontrado en soluciones purificadas de betabel y jugo de pitaya purpura, que fueron sometidas a
tratamiento térmico pronunciado. La acilacién con acidos aromaticos o alifaticos pueden proteger al
enlace aldimina del rompimiento. Una peculiaridad del rompimiento del enlace aldimina es su
reversibilidad (Herbach & cols., 2006), el mecanismo de regeneracion planteado sefiala que se requiere
de una condensacion de una base de Schiff del grupo aldehido del acido betalamico y del amino
nucleofilico del Ciclo-Dopa Glucosido.

2.5.4 Descarboxilacién

Tedricamente, la descarboxilacion ocurre en el C,, Ci5 y Cy7 en betacianinas y en los carbonos Cy; y
Ci3 para betaxantinas. La escision de los grupos carboxilicos en labetanidina, betanina e indicaxantina
se ha reportado en soluciones acuosas calentadas que originan menores maximos de absorcidn respecto
a las betalainas originales. Este desplazamiento hipsocromico puede explicarse por una reduccion de
electrones IT deslocalizados en los compuestos descarboxilados. Estudios recientes en remolacha roja y
pitaya purpura ha revelado que la descarboxilacion ocurre en el C,, Ci5 y Cy7 aunque los grupos
carboxilo difieren en susceptibilidad hacia la descarboxilacion. El sitio inicial de descarboxilacién varia
dependiendo del solvente. Medios etanolicos promueven la descarboxilacién del C7 de la betacianina
(Herbach & cols., 2006).
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2.5.5 Deshidrogenacion

La deshidrogenacion de la betanina y betanidina del jugo de pitaya se lleva bajo condiciones aerobias
forméandose la neobetanina (Herbach & cols., 2006). La neobetanina, que es 14,15-dehidrobetanina,
constituye un grupo genuino de la remolacha roja, agrupado estructuralmente con las betacianinas, la
neobetanina esta caracterizada por un color amarillo (Amaxcerca de 470nm). Se ha encontrado que la
formacion de la neobetanina de la betanina y betanidina se debe a la oxidacion con aire cuando la base
conjugada del sistema fue desprotonado (Herbach & cols., 2006).

2.6 Secado por aspersion.

El secado por aspersion se define como la transformacion de un liquido en un material solido, esto
ocurre cuando se pone en contacto dicha alimentacion en forma de gotas finas en una corriente de aire
caliente. El tiempo de contacto es muy corto y en consecuencia el dafio debido a la temperatura
también es minimo (Masters, 1985).

Es utilizado en la industria alimenticia por ser un método econémico y efectivo en la proteccién de
materiales. Los almidones modificados, las maltodextrinas y las gomas son empleadas como
acarreadores o materiales pared. EI material a encapsular es homogenizado con el material pared; la
mezcla es alimentada al secador por aspersion y se atomiza por medio de una boquilla o disco; las
microcapsulas se colectan posteriormente (Yafiez & cols., 2005).

Las ventajas que el método de secado por aspersion presenta son:

e Aumento del tiempo de vida util del producto.
e Facilidad de manejo

e Reduccidn del espacio de almacenamiento.

e Reduccién de costos de almacenamiento.

El secado por aspersién involucra cuatro etapas (Figura 11.12):
a) Atomizacion
b) Contacto aire-gota

c) Evaporacion
d) Recuperacion del producto.
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Figura 11.12.- Etapas del secado por aspersion A) Atomizacion, B) Contacto aire-gota, C)
Evaporacién, D) Recuperacion del producto.

2.7 Técnicas de Anélisis.
2.7.1  Cromatografia en Capa Delgada

La cromatografia en capa delgada (TLC), es una técnica de separacion que permite diferenciar a los
componentes de una mezcla debido a la interaccion entre los analitos y una fase estacionaria activa.

La fase mavil es un solvente que se desplaza en forma ascendente, llevando consigo a los compuestos
de la mezcla, promoviendo un contacto eficiente con la fase estacionaria activa y realizdndose un
desplazamiento a diferentes velocidades. Los compuestos pueden ser identificados con algin revelador
cromatografico (luz UV, yodo o cloruro férrico)y caracterizados por su relacién de frente (Rf).

2.7.2  Espectrometria UV-VIS

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de identificacién y determinacion de especies organicas e
inorganicas, que se basa en la absorcion de radiacion ultravioleta o visible por una especie atbmica o
molecular.

Cuando la longitud de onda corresponde al nivel de energia requerido para excitar un electron a un
nivel méas elevado, la energia es absorbida. Esta absorcion se detecta y se expresa en forma grafica
donde se observa la longitud de onda en comparacion con la absorbancia (A) definida como:

I
A= logTO

De donde lo es la intensidad de la luz incidente e | es la intensidad de la luz transmitida a traves de la
muestra. La cantidad exacta de luz UV absorbida expresa la absortividad molar de la muestra (¢) que se
define por la ecuacion:
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Donde A= Absorbancia
C= Concentracion en mol/I
I= Longitud de la trayectoria de la muestra en cm

Comunmente los espectros UV presentan solo un pico, el pico es ancho y su posicion se identifica
anotando la longitud de onda, en la parte mas ancha del pico (A “lamba max”)

El intervalo de interés en la region ultravioleta del espectro electromagnético va de 2x10”'m a 4x10”m.
Las absorciones en esta region suele medirse en nanémetros (nm), donde 1nm=10"°m. La regi6n visible
del espectro electromagnética es adyacente a la region ultravioleta y se extiende aproximadamente de
400 a 800nm.

2.7.3  Espectrometria Infrarrojo (IR-FT)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IR-FT) es una técnica de identificacion de
grupos funcionales, la absorcion de radiacion hace que grupos de &tomos vibren respecto a los enlaces
que los conectan, estas transiciones vibracionales corresponden a distintas energias, debido a que las
moléculas absorben radiacion infrarroja especificamente a ciertas longitudes de onda y frecuencia
(Wade, 2004).

La frecuencia de la radiacion absorbida corresponde con la frecuencia de la vibracion molecular. La
absorcion de radiacion infrarroja se limita a especies moleculares que existen en pequefias diferencias
de energia entre los distintos estados vibracionales y rotacionales.

Se diferencian dos categorias basicas de vibraciones: de tension y de flexién, la de tension supone un
cambio en la distancia interatdbmica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos, las de flexion se
caracterizan por un cambio en el &ngulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos: tijeras, balanceo, aleteo
y torsién (Skoog, 2001).

Las longitudes de onda en el infrarrojo se expresan en micrémetros o micras (1um=10'6m) y las
frecuencias, en nimeros de onda (¥). El numero de onda se da en cm™, la regién infrarroja més
utilizada va de 4000cm™ a 400cm™ (McMurry, 2001).

2.7.4  Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una técnica analitica de separacion, de alta
sensibilidad, facil adaptacion e iddnea para la separacion de especies volatiles o termolabiles. Tiene una
elevada eficiencia a causa del manejo de elevadas presiones donde la fase mévil es un liquido. En la
técnica de HPLC una muestra liquida o sélida en solucion se hacen pasar por una columna
cromatografica junto con una fase movil liquida. La discriminacion de los componentes se realiza a
través de la interaccion entre el soluto, solvente y fase estacionaria.
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El equipo de HPLC consta de una columna analitica en la que se lleva a cabo la separacion, estan
empaquetadas con particulas de silice porosa de forma irregular o esférica.

La fase estacionaria en cromatografia liquido-liquido es una pelicula liquida que recubre el material
empaquetado. Cuando la fase estacionaria es polar y la fase mévil es no polar recibe el nombre de
cromatografia de fase normal. Por el contrario, en la cromatografia de fase reversa, que es la forma mas
habitual de HPLC, la fase estacionaria es no polar y la fase mavil es polar.

El orden de elusion de los solutos en HPLC depende de la polaridad, los tiempos de retencion se
controlan seleccionando la fase movil. Se han desarrollado varios detectores para las separaciones
cromatograficas en HPLC los mas comunes corresponden a los detectores espectroscopicos Yy
electroquimicos. Los primeros se basan en medidas espectroscépicas como UV/vis y fluorescencia. El
segundo tipo emplea medidas electroquimicas como amperometria, voltamperometria y conductividad
(Skoog, 2001).
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I1l. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Pulpa de pitaya

La pitaya de mayo fruto de la cactdcea columnar (Stenocereus pruinosus), fue adquirida en la central
de abastos de la Ciudad de Oaxaca, en estado de madurez comercial, un producto proveniente de la
ciudad de Puebla (Pu) y en un mercado de la comunidad de Tianguistengo Oaxaca (TI). Se
almacenaron a -20°C para evitar su deterioro postcosecha. Las pitayas descongeladas fueron cortadas y
clasificadas de acuerdo al color, despulpadas y estrujadas manualmente para extraer el jugo.

3.1.1 Preparacion de extractos.

350g de pulpa de pitaya (amarilla, naranja, roja, guinda) fueron mezclados con 600ml de una mezcla de
solventes EtOH:H,0 (70:30) (HCI~1 M), se coloco en un bafio de ultrasonidos durante 1.5h y se filtrd
con algodon y lana de vidrio. Se obtuvieron seis Extractos Orgéanicos Totales (EOT) (Tabla 111.1), que
fueron almacenados a -4°C para su posterior analisis.

Tabla I11.1 Extractos Organicos Totales (EOT).

Origen Color EOT
Naranja F.O.A-1
Puebla (Pu) da F.O.B-1
Amarillo F.O0.C-1
Tianguistengo, | Naranja F.O.E-1
Oaxaca (TI) F.0.D-1
F.O.F-1

3.1.2 Separacion.

Se afiadié a ImL de EOT, 2mL de 1-pentanol (Aldrich Chemical), se dejé en reposo durante 24 horas,
después del cual se form6 un precipitado de color (F.0.A-2, F.0.B-2, F.0.C-2, F.0.D-2, F.O.E-2,
F.0.F-2) y un sobrenadante que fue recuperado, evaporado a seco y resuspendido en H,O destilada (=2
mL). La prospeccion de los precipitados de color se realiz6 por TLC [Silicagel 60 FG 254, Merck, Fase
Movil: Etanol: Agua: Acido Acetico (8:11:1)] (Figura I11.1).

3.1.3 Purificacién

Siguiendo la metodologia propuesta por Stintzing (2001), se activd una columna abierta Cig (spe
Octadecyl, Bakerbond; J.T Baker). ElI material adsorbente de la columna fue activado con dos
volumenes de MeOH Anhidro (J.T Baker) y lavado con dos volimenes de agua acidificada pH:3 (TFA
Merck, HCI Fermont).
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Los EOT fueron ajustados a pH 3 con HCI 0.1 N y aplicado sobre el material adsorbente de la columna
Cis. Para eluir los colorantes no ionicos se utilizaron dos volumenes de agua acidificada pH 3, seguido
de dos volimenes de MeOH acidificado (95/5MeOH/H,0 pH: 2 v/v para la elucién de betacianinas.
Las fracciones se almacenaron a -4 °C para su posterior analisis (Tabla I11.2).

Tabla 111.2 Fracciones purificadas por columna Cgs.

No Elucion 1 2 3
Orgi’:igci’otal Vacio | H,0 pH 3 (TFA, HCI) | 95/5MeOH/H,0 pH: 2. viv

FOAL FOAL-L FOAL-2 FOAL-3
0.8 FOBI-1 FOBL-2 FOBL-3
F.0.C-1 FOC1-1 FOC1-2 FOC1-3
FOD1-1 FOD1-2 FOD1-3

F.O.E-1 FOEL-1 FOEL-2 FOEL-3

0 FOF1-1 FOF1-2 FOF1-3

3.1.4 Evaluacion de la influencia del pH

2mL de E.O.T (F.0.A-1, F.0.B-1, F.0.C-1, F.O.D-1, F.O.E-1, F.O.F-1) fueron descongelados y
puestos en condiciones de pH acido usando una solucién acuosa de &cido clorhidrico 0.5 N y basico
con Hidrdxido de Sodio 0.5 N. La modificacion del pH da lugar a la formacion de estructuras ionizadas
de los colorantes, promoviendo su recuperacion por medio de solventes prético-polares. Estas muestras
fueron almacenadas para su posterior analisis (Figura 111.1).
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UV-Vis
IR-FT

(2) H,0 acidificada pH 3
(3) Metanol Acidificado/H,0 acidificado pH 2

Materia Prima

EtOH: H,0 (70:30) (HCl~1 M), Bafio ultrasénico 1.5h

Extraccion
Filtracion
\ 4
TLC
_ UV-Vis _ pH acido: HCI 0.5N
Res C-1 IR-FT F.O0.A1 pH bésico: NaOH 0.5N
HPLC
\4
Activacion: MeOH
Lavado: H,0O pH 3
+ Vacio + 1-Pentanol
¥
C18 act
+1mIF.O.A-1pH3®
+ Vacio
A 4
T.LC
2 Ww-vis || F.0.A-2 F.0.A-3
Cis IR-FT
®) A
vaporacion
+ Vacio +1ml H0
rLe | EAC1
F.O0.Al1-1 F.0.Al1-2 F.0.Al1-3

@ Extraccion
@ Separacion

@ Purificaciéon

Figura I11.1. Esquema de analisis de pulpa de pitaya.

32




3.2 Polvos de pitaya.

3.2.1 Pitaya de Puebla

Para obtener los polvos de pitaya, la pulpa de pitaya guinda fue estrujada manualmente se hizo pasar
por un colador de pléstico para retirar fibras y semillas y posteriormente se filtré por tamiz de malla No
100 para obtener el jugo. Se prepararon diluciones de jugo y agua en proporciones de 1:1 y 1:2 con
mezclas de aditivos maltodextrina/pectina (Cytecsa, Mexico) que fueron encapsulados con las
condiciones que se describen en la tabla I11.3.

Tabla 111.3 Condiciones de encapsulacion del jugo guinda (Pu)

Tratamiento € Fa % Aditivo
(°C)  (L/h)  (Maltodextrina/Pectina)
P1 180 15 40/10
P2 180 1.5 40/10
P3 160 15 50/24
P4 160 1.5 50/24
PS5 160 15 60/24
P6 160 1.5 60/24
P7 160 15 25/20
P8 160 1.5 25/20

3.2.2 Pitaya de Tianguistengo, Oaxaca

La pulpa de pitaya de cuatro variedades de color (amarillo, roja, naranja y guinda) estrujada
manualmente de Tianguistengo, Oaxaca (TI1) se hizo pasar por un colador de plastico para retirar fibras
y semillas y posteriormente se filtré por tamiz de malla No 60 para obtener los jugos.

Para obtener los polvos se realizaron mezclas de jugo con aditivos maltodextrina DE13 y pectina
(Cytecsa, Mexico), la proporcion de aditivos agregados fue calculado con base a los sélidos totales
presentes en el jugo. Las condiciones de encapsulacién se presentan en la Tabla I11.4, Figura 111.3.

Tabla I11.4 Condiciones de encapsulacion de los jugos guinda y rojo (TI).

% Aditivo

Tratamiento Te (°C)  Fa(L/h) (maltodextrina/pectina)

P1 150 15 40/20
P2 180 1.5 40/20
P3 150 2.0 40/20
P4 180 2.0 40/20
PS 150 15 60/30
P6 180 1.5 60/30
P7 150 2.0 60/30
P8 180 2.0 60/30
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La mezclas fueron alimentadas a un secador por aspersion escala piloto, en paralelo marca Niro
Atomizer (Figura 111.2) equipado con atomizador rotatorio (TS-Menor, MO2/A).

Figura 111.2 Secador por aspersion escala piloto Niro-atomizer.
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Materia Prima

Limpieza (pelado, despulpado y estrujado)

|| Res-1 || || Pulpa

Filtracién: Colador, Tamiz de malla No 60

Jugo de pitaya || Res2

+ Maltodextrina / Pectina

Mezcla ||

Mezclado (5min)
Agitacion magnética 1hr.

Secado por aspersién

Te: °C
Ts: °C
Fa: L/h
Va: rpm
TLC
Polvo de pitaya UV-Vis
IR-FT

0.1g de polvo + 3ml MeOH al 80%
e Bafio Ultrasonico 30 min

e Centrifugacion 500r.p.m

e Filtracion

l

|| Res P1-A P1-A HPLC

Figura 111.3. Esquema de analisis de los polvos de pitaya.
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3.3. Técnicas de Anélisis.
3.3.1 Cromatografia en Capa Delgada (TLC)

Para discriminar los componentes en los E.O.T y polvos se utilizé la técnica de separacion de
Cromatografia de Capa Delgada (TLC) empleando como fase estacionaria (Silicagel 60 FG 254,
Merck) y como fase movil Etanol-Agua,-Acido Acético (8:11:1). Dos reveladores fueron usados: luz
UV y vapores de yodo.

3.3.2 UV-VIS

El andlisis espectrofotométrico de los E.O.T y polvos, se realiz6 en celdas de cuarzo de 10mm de
espesor en un equipo UV-Vis (Perkin-Elmer, Lambda 25; software UV WinLab version 2.85.04) entre
220-750nm.

3.3.3 IR-FT

El analisis por infrarrojo, de los E.O.T y polvos, fue realizado en un equipo Spectrum GX (Perkin
Elmer con laser He-Ne), el cual emite una radiacion infrarroja continua. Las lecturas se realizaron de
4000 a 600 cm™,

3.34 HPLC

La cuantificacion por HPLC se realizé en tres muestras de EOT [F.O0.B.1 (Pu), F.O.D-1 (Tl) y F.O.F-1
(TD] y en todos los polvos de los colores rojo (TI), guinda (T1) y guinda (Pu).

Las muestras para inyectar en el equipo fueron preparadas tomando 1ml de E.O.T, se diluyo con 10ml
de mezcla acuetanolica [(H;O'(HCl=1 M):EtOH (70:30)] y se filtro a través de una membrana
Millipore de 0.45 um.

Las muestras de polvos fueron preparadas tomando 0.1g de polvo de pitaya: fueron mezclados con 3ml
de MeOH al 80% y colocadas en un bafio ultrasénico por 30 min; centrifugacion por 20 min a una
velocidad de 500 r.p.m. y filtracion con membrana Millipore de 0.45um.

La curva de calibracion se construyd con una serie de soluciones (50, 100, 150, 200 y 250 ppm) de un
estandar comercial de betanina (CDS000584-1G, Aldrich Chemistry).

Los analisis de cuantificacion fueron realizados en un equipo de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) Perkin ElImer FLEXAR con detector UV-Vis LC y los datos se analizaron con un
software Chromera CDS. 20ul de muestra fueron inyectados para las pruebas. Las condiciones de
operacion se describen en la Tabla I11.5.
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Tabla I11.5.- Condiciones de operacion de HPLC.

Columna C1s Spheri-5 RP-18 5m, 250x4.6mm Perkin Elmer
Solvente A HCOOH/H,0 2% (v/v)
Solvente B CH3CN/ H,0 (80/20 v/v)
Gradiente A:B (95:5) 2min; A:B (85:15) 15min; A:B (85:15) 2min
Flujo 0.5ml/min
Volumen de inyeccion 20 ul
Amax 550nm

La concentracion de pigmentos (ppm) en los extractos y polvos fueron obtenidos de la curva de
calibracion (area vs concentracion) con la ecuacién 1 que tuvo una R%*= 0.905, donde “x” es area 'y “y”
es concentracion.

y=0.048x + 29.19 1)

Para efectos de comparacion de resultados la concentracidon de pigmentos se expreso en ppm / g pulpa
seca empleando la ecuacidon 1 para los extractos y la ecuacion 2 para los polvos.

Whpulpax Y x FD x s.5 (2)

Wopuipa= Peso de la pulpa (9)

Y= Concentracion de betanina en pulpa(ppm)
FD= Factor de dilucion

s.s=Solidos secos de pulpa [0.0108 g]

Wpolvo x Y x Ph x s.s (3)

W o= Peso del polvo sin aditivo base seca (Q)
Y=Concentracion de betanina (ppm)

Ph=Peso humedo de la Pulpa (g)

s.s=Solidos secos de pulpa [0.0108 g]
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Pulpa de pitaya

Las extraccion acuoetandlica acidificada [EtOH:H,O (70:30) HCI=1 M] de las pulpas hdmedas
permitié recuperar la totalidad de los pigmentos, confirmandose por la ausencia de color en los
residuos.

Se pudo observar que los pigmentos contenidos en estos extractos son estables en el tiempo.

F.O.C-1 F.0.D-1 F.O.E-1 F.O.F-1
Figura 1V.1.- Extractos Organicos Totales filtrados.
411 TLC
Las placas fueron desarrolladas con un eluyente fuertemente polar: (EtOH: H,O: HCOOH (11:8:1), la
separacion fue evaluada visualmente y luego revelada con vapores de iodo (Figura IV.2).

A la luz visible se observan dos compuestos de color separados (amarillo y guinda), tanto en los
extractos rojos como en los guindas (F.0.B-1, F.O.F-1, F.O.D-1); pero un solo compuesto de color
amarillo en los extractos amarillos y naranjas (F.O.A-1, F.O.C-1).

\ FO¥=—1 F.o.E-A Y .0 D1 -1
A

Figura IV.2 Separacion de pigmenfos en EOT.
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Se determind la relacion de frente (Rf) de los compuestos de color separados en los EOT y de los
compuestos revelados con iodo. Los compuestos de color rojo presentan una Rf=0.57+0.01 mientras
que los compuestos de color amarillo presentan una Rf=0.47+0.02 indicando una mayor polaridad de
los compuestos amarillos respecto a los compuestos de color rojo (Tabla 1V.1). El revelado con iodo de
las placas de TLC muestra un tercer compuesto en los EOT (Rf=0.62+0.02) que no se aprecio en el
rango de luz visible, indicando la presencia de otros compuestos en los EOT ademas de los de color.

Tabla V.1 Relacion de frente (Rf) de los EOT.

Compuestos Revelador
Origen Muestra de
Color Rf R

amarillo 0.46 0.43

RUOHA otro - 0.60

PUEBLA amarillo 0.46 0.43
(PU) -

rojo 0.56
otro - 0.60

amarillo 0.45 0.44

amarillo 0.49 -
rojo 0.58 -
TIANGUISTENGO, otro - 0.64
OAXACA (T1) amarlllo 0.48 -
rojo 0.58 -
otro - 0.62
amarillo 0.48 -
rojo 0.58
otro - 0.62

La adicion de 1-pentanol a los EOT dio lugar a la formacion de un precipitado de color (Figura 4.3).
Dos compuestos, uno rojo y otro amarillo fueron separados, sin embargo las muestras de
Tianguistengo, Oaxaca presentaron una relacion de frente (Rf=0.54+0.02 y 0.44+0.01) de los
precipitados F.O0.A-2 y F.O0.B-2. Estos resultados demuestran que los compuestos de color
corresponden a la misma familia de betalainas pero difieren en su estructura quimica (Tabla 4.2).

Los precipitados de color obtenidos de muestras de Tianguistengo, Oaxaca se encontraron también dos

compuestos uno rojo y otro amarillo, mientras que en los precipitados (F.0.D-2, F.O.E-2, F.O.F-2)
mientras que un solo compuesto de color amarillo fue encontrado en el F.O.C-2.
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Figura 1V.3 Pigmentos de color precipitados con 1-pentanol.

Tabla IV.2 Relacion de frente de los pigmentos precipitados con 1-pentanol.

Revelador
Muestra Compuestos Normal Yodo
Rf Rf

amarillo 0.63 0.66
rojo 0.81 0.81
amarillo 0.63 0.66
rojo 0.81 0.80

amarillo 0.47 -
amarillo 0.43 0.43

rojo 0.56 -
otro - 0.62
amarillo 0.44 0.40
rojo 0.54 0.56
amarillo 0.45 0.43
rojo 0.56 0.58




4.1.2 UV-Vis

Los espectros UV-VIS de los extractos organicos totales sin tratamiento en medio acido y basico son mostrados en la Tabla IV.3. Estos
resultados son consistentes con lo reportado por otros autores quienes sefialan que las betalainas son estables en pH acido (Herbach & cols.,

2006) esto se observa en las bandas de absorcion de los espectros UV-Vis obtenidos (Figura V.4 y IV.5).

Tabla IV.3.- Amax de EOT de pulpa de pitaya.

A PUEBLA (PU) TIANGUISTENGO OAXACA (TD)
max |0 e e Nl oo | hoSh [ s tomo o NIRRT | romo |siico
A 555 | 555 555 | 555 | 550 555 | 555

M | 477 | 477 | 475 | 487 | 487 | 480 | 480 | 480 | 478 | 484 | 484 | 483 | 478 | 478 | 478 | 485 | 485 | 480
A 420

A 398 400

As | 268 | 268 | 265 | 265 | 265 | 256 | 265 | 265 | 260 | 265 | 265 | 260 | 260 | 260 | 258 | 265 | 266 | 256
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Después de una purificacion por una columna C;g, se identificaron longitudes de maxima absorbancia caracteristicas de betacianinas y
betaxantinas (Tabla IV.4) (Azeredo, 2006) (Stintzing, 2004). Un segundo maximo de absorcion a 330nm, que indica una nueva transicion
electronica del cromoforo (acido betalamico) también fue encontrado.

Tabla IV.4.- Amax (Purificacion por Columna Cis).

A PUEBLA (PU) TIANGUISTENGO OAXACA (TI)
MaX |[roal-1 | roal2 | Foal3 FOCI-1 | FOC1-2 | FOC1-3 | HODEIIRODEZIBEODISN FOEI-1 | FOEI-2 | FOEI-3

M 540 536 505 505 500 500

A 483 481

As | 470 | 470 | 475 470

s 370 370

As 330 320 328 327
v 280 280

A | 270 | 268 270 270 270

hs | 265 | 265 260 | 265 265 | 265 260 | 260 260 | 260 265 | 263

Ao 220 230
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Los espectros UV-Vis muestran que las longitudes de onda de méaxima absorbancia (Amax) permanecen
constantes con respecto a las muestras sin tratamiento (Tabla 1V.3).

1_
094
084
074
. —FOA
5 061 —FOA-1 ACIDO
3 FOB-1
o
% 05 —FOB-1 ACIDO
g
044
034
024
014
O T T T T T T T 1 T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 800 850 700 750

Wavelength [nm]

Figura 1V.4. Espectro UV-Vis en medio acido de los EOT: F.0.A-1 (naranja) y F.O.B-1(guinda)

de Puebla
1_
0.9
0.8
—FOC-1
=—F0C-1 ACIDO
071 FOD-1
° =—F0D-1 ACIDO
g 064 FOE-1
8 —FOE-1 ACIDO
% 05 FOF-1
27 FOF-1 ACIDO
0.4
0.3
0.2
0.1
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Wavelength [nm]

Figura IV.5. Espectro UV-Vis en medio acido de los EOT: F.O.C-1 (amarillo), F.O.D-1(rojo), F.O.E-
1(naranja) y F.O.F-1(guinda) de Tianguistengo, Oaxaca.
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Los EOT guindas F.O.B-1 (Pu) y F.O.F-1 (TI) en medio basico presentan un desplazamiento en la Amax
hacia longitudes de onda menor, de mayor energia (comportamiento hipsocromico), que se debe a la
modificacion del cromoforo como resultado de la deslocalizacion electronica en los centros de la
molécula y que da origen a un cambio de color de rojo a amarillo (Figura 1V.6). Una reaccion de
hidrolisis del enlace aldimina puede explicar la desaparicion de la longitud maxima (Amax) de 555nm
que es caracteristica de betacininas(Tabla 1V.3). Esta reaccion produce la pérdida del ciclo-Dopa 5-0-
glucosido dando origen solo al acido betalamico (Figura IV.7 y IV.8).

Figura IV.6 Cambio de color en medio béasico del EOT: F.O.B-1 (Pu)

03 —F.0.B-1 NEUTRO
—F.0.B-1BASICO

Absorbance

T T T T T =1 1
200 250 300 350 400 450 500 950 600 650 700 750

Wavelength [nm]

Figura IV.7 Espectros UV-Vis en medio basico del EOT, F.O.B-1 (Pu)
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Figura 1V.8 Espectros UV-Vis en medio basico del EOT, F.O.F-1 (TI)

Los precipitados obtenidos con tratamiento de 1-pentanol (Tabla IV.5) confirman la presencia de
longitudes de méaxima absorbancia caracteristicas de betacianinas y betaxantinas (Azeredo, 2006; V.F,
y otros, 2011)

Tabla IV.5.- Amax en los pigmentos precipitados con 1-pentanol.

max Puebla (PU) Tianguistengo—Oaxaca (T1)
~ F.O.B-2 FOD-2
M - 548 - 545 - 545
A2 - 485 482 485 485 485
A3 - - 467 465 465 465
A3 450 - - - - -
Mg 360 - - - - -
As - 266 - 260 260 260
v 256 - - - - -
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Figura IV.9. Espectros UV-Vis en pigmentos de color: F.O.A-2 (naranja) y F.O.B-2 (guinda) (TI)
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Figura IVV.10 Espectros UV-Vis en pigmentos de color: F.O0.C-2 (naranja), F.0.D-2 (rojo), F.O.E-2
(naranja) y F.O.F-2 (guinda) (TI)
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4.2 POLVO DE PITAYA

421 TLC

El sistema de solventes EtOH: H,O: HCOOH (8:11:1) permitié la separacion de compuestos en los
polvos de pitaya (Figura IV.11). En los polvos guinda (TI) y rojo (TI) se encontraron dos compuestos
de color (rojo y amarillo) con Rf=0.75%0.01 para el compuesto rojo y Rf= 0.61+0.01 para el compuesto
amarillo (Tabla IV.6). En los polvos guinda de (Pu) se encontraron también dos compuestos de color
rojo y amarillo) con un Rf=0.72+0.01 para el compuesto rojo y Rf=0.58+0.01 para el amarillo.

Los polvos de color naranja (TI) y (Pu) presentaron un solo un compuesto de color amarillo con
Rf=0.59, mientras que en el polvo amarillo (T1) no fue posible observar en el rango del visible ningln
compuesto. Las muestras P5-A y P8-A (TI) al ser reveladas con vapores de iodo presentaron un solo
compuestos Rf= 0.75 atribuible a las betacianinas y que se encuentran en muy baja concentracion en
los polvos amarillos.

tz 7P-G~'\r"\dﬁ
SO, Hao - Ac. Ace |
Lt T S ;

a—

i L. Qo v\g-\cy\
CAY G 220 Ae FY €
I8 L s

Figura 1V.11 Cromatografia en capa delgada (TLC) de polvos de pitaya.
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Tabla IV.6.- Rf de los compuestos de color presentes en los polvos.

Amarillo (T1) Naranja (T1)
Polvo | Compuestos | Visible lodo Visible lodo Visible lodo Visible lodo
Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf

p1 amarillo - - 0.62 - 0.59 - 0.60 -
rojo - - 0.76 0.76 - 0.72 0.75 0.72

P2 amarillo - - 0.62 - 0.59 - 0.60 -
rojo - - 0.76 0.74 - 0.69 0.75 0.72

P3 amarillo - - 0.62 - 0.59 - 0.62 -
rojo - - 0.76 0.73 - 0.69 0.75 0.69

P4 amarillo - - 0.62 - 0.59 - 0.62 -
rojo - - 0.76 0.76 - 0.72 0.75 0.72

amarillo - - 0.61 - 0.59 - 0.62 -
PS rojo - 0.75 0.75 0.76 - 0.72 0.75 0.72

PG amarillo - - 0.60 - 0.59 - 0.61 -
rojo - - 0.75 0.76 - 0.72 0.73 0.72

p7 amarillo - - 0.60 - 0.59 - 0.61 -
rojo - - 0.75 - - 0.72 0.73 0.72

Ps amarillo - - 0.60 - 0.59 - 0.61 -
rojo - 0.75 0.75 0.76 - 0.72 0.75 0.72

4.2.2 UV-Vis

Todos los polvos de color guinda presentaron absorbancias similares que son caracteristicas de
betacianinas y betaxantinas (Garcia & cols., 2011; Stintzing & cols., 2002) (Tabla IV.7 y IV.8). La
intensidad de las bandas de absorcion varian debido a la concentracidon, que es funcion de las
condiciones de secado y de la concentracion inicial del fruto.
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1
0.9
Polvo Te Fa Va %
08+ (°C) | (L/h) (rom) | Aditivo
—P1-G (PU) P1 180 15 27500 40/10
0.74 —P2-G (PU) 15 27500 | 40/10
8 —Eig (23) 15 27500 | 50/24
£ 0] o 15 | 27500 | 50/24
5 — P66 (PU) 15 27500 60/24
E: 0.54 — PTG (PU) 15 27500 | 60/24
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049 15 27500 | 25/20
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Figura 1V.12 Espectros UV-Vis de los polvos de color guinda (Pu).
Polvo Te Fa Va %
11 —P1-G (T1) (OC) (L/h) (rpm) Aditivo
—P2G(T) P1 150 | 15 | 27500 | 40/20
0.84 —Eig ([ :J p2 180 15 27500 | 40/20
Theoun| P3| 150 | 2.0 | 27500 | 40/20
0.8
— PG (TI) P4 180 | 2.0 | 27500 | 40/20
o —P7G(T) P5 150 | 15 | 27500 | 60/30
—PeG ) P6 180 | 15 | 27500 | 60/30
2 06l P7 150 | 2.0 | 27500 | 60/30
s P8 180 | 2.0 | 27500 | 60/30
g 0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0 T T T T T T T I 1 1 T 1
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Wavelength [nm]

Figura 1V.13 Espectros UV-Vis de los polvos de color guinda (TI).

Las longitudes maximas de absorcion de los polvos de color rojo (Figura. 1V.14) fueron representativas
de betalainas, con excepcion de P2-R y P6-R que no presentaron las longitudes maximas de
betacianinas (550nm). Una reaccion de degradacion producida por la temperatura puede explicar este
comportamiento que se confirma por la decoloracion del color rojo (Figura 1V.15)
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Te Fa Va %
POVO | (ocy | (h) | (rpm) | Aditivo
. PL | 150 | 15 | 27500 | 40/20
P2 | 180 | 15 | 27500 | 4020
09 P3| 150 | 20 | 27500 | 4020
P4 | 180 | 2.0 | 27500 | 40/20
08 P5 | 150 | 15 | 27500 | 60/30
P6 | 180 | 15 | 27500 | 60/30
07 P7 | 150 | 20 | 27500 | 60/30
. P8 | 180 | 2.0 | 27500 | 60/30
E 06
E 05
fo
04
03
02
01
0 T T 1
200 700 750 800

Wavelength [nm]

Figura 1V.14 Espectros UV-Vis de los polvos de color rojo (TI).

PI-R P2-R P3-R P4R P5-R P6-R P7-R

Figura IV.15 Perdida de color en los polvos: P2-R y P6-R (T1)

P8-R

Los polvos amarillos P5-A y P8-A (TI) y naranjas (P1-N al P8-N (TI) presentaron Amax caracteristicas
de betaxantinas (Tabla I1V.7). La longitud maxima varia entre 460 y 480 nm de acuerdo al compuesto
amino que se encuentre sustituido en el acido betalamico (Herbach & cols., 2006). Se confirmo la
presencia de betalainas aciladas (Amax 260nm) donde al menos hay un residuo acilado aromatico en la

estructura (Figs 1V.16 y 1V.17).
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Figura 1V.16 Espectros UV-Vis en polvos de color amarillo (TI).
14
091 Polvo Te Fa Va %
(°C) (L/h) (rpm) Aditivo
081 P1 150 15 27500 | 40720
P2 180 15 27500 | 40720
071 P3 150 20 27500 | 40720
P4 180 20 27500 | 40/20
064 P5 150 15 27500 | 60/30
P6 180 15 27500 | 60/30
05 P7 150 2.0 27500 | 60/30
P8 180 20 27500 | 60/30
0.4+
0.34
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Figura 1V.17 Espectros UV-Vis de polvos de color naranja (TI).
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Tabla IV.7 A de los polvos (Pu)

Te (°C) 180 180 160 160 160 160 160 160

Fa (L/h) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
% Adt 40/10 40/10 50/24 50/24 60/24 60/24 25/20 25/20

Amax P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8

M 540 540 540 540 540 540 540 540

Ao 488 488 488 488 488 488 488 488

A3 460 460 460 460 460 460 460 460

A 266 266 266 266 266 266 266 266
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Tabla IV.8 Amaxde los polvos (TI)
Te (°C) 150 180 150 180 150 180 150 180
Fa (L/h) 15 15 2.0 2.0 15 15 2.0 2.0
% Adt 40/20 40/20 40/20 40/20 60/30 60/30 60/30 60/30

Amax P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Al - - - - - - - -
A2 - - - - 485 - - 485
A3 - - - - 462 - - 462
pv:’ - - - - 260 - - 268
Amax P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Al 550 550 550 550 550 550
A2 486 485 485 485 485 486 485 485
A3 460 458 462 462 462 460 460 460
A 260 278 260 260 260 260 260 260
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Al - - - - - - - -
A2 485 485 485 485 485 485 486 486
A3 460 460 460 460 460 462 463 463
pv:: 260 260 260 260 260 275 260 260
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Al 550 550 550 550 550 550 550 550
A2 485 485 485 485 485 485 485 485
A3 460 460 460 460 460 460 460 460
pv:’ 260 260 260 260 260 260 260 260
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423 IR-FT

Respecto al analisis IR-FT (Figura 1V.18), los extractos organicos totales (F.O.A-1 (PU), F.O.B-1
(PU), F.O.C-1 (TI), F.O.D-1(TI), F.O.E-1(TI), FO.F-1 (TI) y los polvos de pitaya de Puebla (Pu) y
Oaxaca (T1) presentaron las mismas absorciones en el infrarrojo en la regién 4000cm™ a los 600cm™
(Tabla 1V.9).

0494
0.8+
0.74

054

054

Tramnsmiltance

0l JCH, CH=CH,

————

R-COOH, \ /
pc (CHa)4

R-O-H, ' R-COOH, R-O-R
0 I I I 1 I I 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers [1/cm]

Figura 1V.18 Espectro Infrarrojo de los EOT y polvos.

La region comprendida entre 3100 y 3600cm™ corresponde a absorciones causadas por las vibraciones
de valencia de enlaces de hidrégenos méviles N-H, O-H.

Abajo de 3000cm™ podemos ver las vibraciones de valencia (asimétricas y simétricas) de los enlaces
Csp®-H en grupos CHs; y CH,. Aproximadamente en 1600cm™ podemos ver las bandas de las
vibraciones de valencia de los dobles enlaces C=0.

Por debajo de 1400cm™ se pueden observar muchas bandas colapsadas que corresponderian
principalmente a los diferentes modos vibracionales de deformacion.
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Tabla 1V.9- Modos de vibracién presentes en los EOT y polvos.

Noc(r?]_qda Vibracion Grupo Funcional
H
3600-3100 v O-H y/o N-H (libres) R-O-H |
R-N-H
<3000 Va5 Csp>-H CH, CH,
1600 v C=0 y/o C=N-R R-COOH \/C:N—R
1400-1200 84s, 0s CSp-H , Csp?-H, CHs, CH, CH=CH,
1100 vC-0 R-O-H | R-COOH R-O-R
900-600 CH Rocking pe (CH,),

4.2.4 HPLC

4.2.4.1 Cuantificacion de betanina en EOT

Los tiempos de retencion de los compuestos de color en extractos orgénicos totales (EOT) y polvos
fueron coincidentes con el tiempo de retencion de un estandar comercial de Betanina (ALDRICH
CDS000584) (Anexo F).

Podemos inferir de esta evaluacion y de las caracteristicas de los espectros ultravioleta que los
pigmentos de los polvos contienen en su estructura un segmento del tipo betanina, por lo que los
resultados de cuantificacion estan expresados en ppm de betanina.

Los EOT obtenidos de la pulpa guinda (PU) tiene una mayor concentracion de betacianinas que la
guinda y roja de TI (Tabla IV.10; Figura 1V.19). Esto es razonable debido al origen y condiciones de
desarrollo del fruto las cuales son diferentes.

Tabla 1V.10.- Concentracion de colorantes en EOT.

EOT Betanina (Ppm petanina /g Pulpa seca)
F.O.B-1 (Pu) 9853.9
F.O.D-1 (TI) 4980.3
F.O.F-1 (TI) 5225.4
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Figura 1V.19 Concentracion de betanina en EOT.
4.2.4.2 Cuantificacién de betanina en polvos

Un mayor porcentaje de aditivos y una temperatura de secado menor preservo las betaninas en todos
los polvos (Pu y TI) (Ver anexo G). Un flujo de alimentacion bajo, una temperatura alta y un baja
proporcidn de aditivos tiene un efecto negativo en el contenido de betaninas, que se observo en el color
de los polvos (Figuras 1V.20, 21 y 22).

Ha sido establecido que los compuestos responsables de la coloracion guinda, roja es debido a la
concentracion de betacianinas gque en este trabajo se cuantifico como betanina.

El tratamiento P6-G (Te:160°C, Fa:1.5 L/h, %Adt:60/24) es el que preservo mejor las betaninas en
polvos guindas de Puebla, mientras que en los polvos guindas y rojos de (TI) fue el tratamiento P5-G y
P5-R (Te:150°C, Fa:1.5 L/h, %Adt:60/30). En general los polvos de (TI) presentaron un porcentaje
promedio del 50% de retencion de betaninas en estos tratamientos. Mientras que en el polvo P6-G (Pu)
fue del 30%. Estas condiciones permiten obtener un producto estable con un contenido de humedad
inferior al 10% (Tabla 1V.11) manteniendo una coloracion intensa de rojo y guinda.

Tabla 1V.11. Contenido de humedad en polvos.

Polvo Xbs (g H,O/gss)
Guinda (Pu) 3.28
Rojo (TI) 3.52
Guinda (TI) 2.90
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(Betanina) ppm betanina/g pulpa seca

(Betanina) ppm betanina/ g s.s de pulpa

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Polvo Te Fa Va %
(°C) (L/h) (rpm) Aditivo
P1 180 1.5 27500 40/10
P2 180 15 27500 40/10
P3 160 1.5 27500 50/24
P4 160 15 27500 50/24
P5 160 15 27500 60/24
P6 160 1.5 27500 60/24
P7 160 15 27500 25/20
P8 160 15 27500 25/20
2 3 4 5 6 7 8
No Polvo
Figura IV.20 Concentracion de betanina en polvos de color guinda (Pu).
Polvo Te Fa Va %
(°C) (L/h) (rpm) | Aditivo
P1 150 1.5 27500 40/20
P2 180 15 27500 40/20
P3 150 2.0 27500 40/20
P4 180 2.0 27500 40/20
P5 150 15 27500 60/30
P6 180 1.5 27500 60/30
P7 150 2.0 27500 60/30
P8 180 2.0 27500 60/30

No de Polvo

Figura IVV.21 Concentracién de betanina en polvos de color guinda (T1).
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(Betanina) ppm betanina / g ss de pulpa

3000

2500

2000

1500

1000

500

Polvo Te Fa Va %
(°C) | (L) (rpm) | Aditivo
P1 150 15 27500 40/20
P2 180 15 27500 40/20
P3 150 2.0 27500 40/20
P4 180 2.0 27500 40/20
P5 150 15 27500 60/30
P6 180 15 27500 60/30
p7 150 2.0 27500 60/30
P8 180 2.0 27500 60/30

2 3 4 5 6 7 8
No de Polvo

Figura V.22 Concentracion de betanina en polvos de color rojo (TI).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En este trabajo se evalud el efecto térmico sobre los pigmentos contenidos en pulpa y polvo de pitaya
sometido a un proceso de encapsulacion usando secado por aspersion. Inicialmente se evaluaron
diversas mezclas de solventes para la optima extraccion de los compuestos seleccionando la de
EtOH:H,O (70:30) acificada (HCl=1 M). La separacion de compuestos por TLC mostro dos
compuestos de color uno rojo y otro amarillo, este ultimo de mayor polaridad. Estos resultados son
opuestos a los reportados en las especies Beta vulgaris y . Esto sugiere que las betalainas encontradas
en los diferentes especies tienen estructuras diferentes que pueden influir en la estabilidad.

Se confirmo mediante espectroscopia UV-Vis que en pulpa y polvos hay betacianinas y betaxantinas
con un comportamiento hipsocromico a pH basico, pero estable a pH acido estos resultados son
consistentes con los reportados para las betalainas de otras especies de frutos de Cactaceas.

Un efecto negativo de la temperatura de secado sobre las betalainas fue encontrado en los polvos
reflejada en la perdida de color. Las betacianinas fueron mas afectadas que las betaxantinas, las cuales
mostraron mayor estabilidad térmica.

Estos resultados son opuestos a los reportados para la especie Opuntia (MoRhammer & cols., 2006)
confirmando, que la estructura molecular de las betalainas son diferentes entre las especies. Tomando
en cuenta que existen muy pocos colorantes naturales con tonalidad amarilla y naranja, las betaxantinas
encontradas en la Stenocereus pruinosus son una fuente promisoria de colorante natural.

Se demostro que el uso de aditivos maltodextrina/pectina tiene un efecto protector de las betalainas
proporcionando estabilidad al evaluar la concentracion de betaninas. El tratamiento P5 (Te:150°C,
Fa:1.5 L/h, %Adt:60/30) mantuvo un contenido de betaninas mayor que 2900 ppm de betanina en los
polvos de (TI). Esto se confirmo en la intensidad de color en los polvos.

Se concluye que el método de encapsulacion usando el secado por aspersiébn modifica tanto
estructuralmente las moléculas de betalainas como la concentracion de betalainas sin embargo la
intensidad del color en los polvos indica que la degradacion de betalainas no fue tan representativa.
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5.2 Recomendaciones

Para ampliar la investigacion realizada durante este trabajo, se propone:

e Evaluar otros aditivos y otras condiciones de encapsulamiento para ver si se mejora la retencién
de pigmentos.

e Hacer la identificacion de las especies quimicas presentes en los EOT y polvos mediante
HPLC-MS.

e Concentrar los jugos de pitaya para obtener un mayor contenido de colorantes en los polvos.

e Evaluar la estabilidad de las betalainas en los polvos con respecto al tiempo.

e Realizar un estudio detallado de identificacion de la pulpa de pitaya amarilla y naranja como
fuente promisoria de colorantes amarillos (betaxantinas).
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ANEXO A. ESPECTROS UV-Vis — Extractos Organicos Totales (EOT)

Influencia del pH
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Anexo A.1 Extracto Naranja (F.O.A-1, Pu)
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Anexo A.2 Extracto Guinda (F.O.B-1, Pu)
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Anexo A.3 Extracto Amarillo F.O.C-1 (TI)
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Anexo A.4 Extracto Rojo F.O.D-1 (TI)
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Anexo A.5 Extracto Naranja F.O.E-1 (TI)
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ANEXO B. Espectros UV-Vis: Separacion con 1-pentanol
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Anexo B.1 Fase de Color: Naranja F.O.A-2 (Pu) y Guinda F.O.B-2 (Pu)
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Anexo B.2 Fase de color: Amarillo F.O.C-2 (Tl), Rojo F.O.D-2 (TI), Naranja F.O.E-2 (T]) y
Guinda F.O.F-2 (TI)
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ANEXO C: ESPECTROS IR-FT- Extractos Organicos Totales (EOT)

Transmittance

—FO0A-1 (PU) F.0B-1 (PU)
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0.8 C ' '
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04 I | I I I I
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Anexo C.1 Extracto: Naranja F.O.A-1 (Pu) y Guinda F.O.B-1 (Pu)
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Anexo C.2. Extracto: Amarillo F.O.C-1 (TI), Rojo F.O.D-1 (TI), Naranja F.O.E.-1 (TI) y
Guinda F.O.F-1 (TI)
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ANEXO D. ESPECTROS UV-Vis: POLVOS DE PITAYA

Absorbance
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Anexo D.1 Polvo Guinda: P1-G al P8-G (Pu)
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Absorbance
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Anexo D.2. Polvo Amarillo: P5-A'y P8-A (TI)
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Abscorbance

Te Fa Va %
] (°C) | (L/h) | (rpm) | Aditivo
—P1-R(T) 150 15 | 27500 | 40/20
—P2R(TI) 180 1.5 | 27500 | 40/20
0.9 —P3-R(TI) 150 2.0 | 27500 | 40/20
—P4R(T)) 180 2.0 | 27500 | 40/20
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024
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Anexo D.3 Polvo Rojo: P1-R al P8-R (TI)
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Absorbance
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Anexo D.4 Polvo Naranja: P1-N al P8-N (TI)
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Absorbance

Te Fa Va %
°C) | (L/m) | (rpm) | Aditivo
' 150 15 | 27500 | 40720
180 | 1.5 | 27500 | 40/20
0.9 150 | 2.0 | 27500 | 40/20
180 | 2.0 | 27500 | 40/20
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- 150 | 2.0 | 27500 | 60/30
180 | 2.0 | 27500 | 60/30
0.6
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0 I | | I | I | I | | } |
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Anexo D.5 Polvo Guinda: P1-G al P8-G (TI)
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ANEXO E.ESPECTROS IR-FT- POLVOS DE PITAYA
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Anexo E.1 Polvo Naranja: P1-N al P8-N (Pu)
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Anexo E.2 Polvo Guinda: P1-G al P8-G (Pu)
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Anexo E.3 Polvo Amarillo: P5-A, P8-A (TI)
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Anexo E.4 Polvo Rojo: P1-R al P8-R (TI)
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Anexo E.5 Polvo Naranja: P1-N al P8-N (TI)
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Anexo E.6 Polvo Guinda: P1-G al P8-G (TI)
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ANEXO F. CROMATOGRAMAS DE HPLC

150ppm : 550:10:400:10 : 1
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Anexo F.1 Cromatograma de HPLC, pico y Trdel estandar betanina a los 6.0 min
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FOF-1_OAX:550:10:400:10 : 1
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Anexo F.2 Cromatograma de HPLC, pico y Trdel extracto guinda FOF-1(TT) a los 5.9min
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Anexo F.3Cromatograma de HPLC,pico y Ty de extracto rojo F.O.D-1(T1) a los 5.9min
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Anexo F.4 Cromatograma de HPLC pico y T del extracto guinda F.O.B-1 (PU) a los 6.5min
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Anexo F.5Cromatograma de HPLC pico y Trde los polvos de color guinda (Pu) a los 6.1min.
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Anexo F.6 Cromatograma de HPLC pico y Trde los polvos de color guinda (TI) a los 6.1
min.
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Anexo F.7 Cromatograma de HPLC pico y Tg de los polvos rojos (TI) a los 6.1 min.
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ANEXO G: TABLAS DE CONCENTRACION DE BETANINA EN POLVOS

Polvo Te Fa Va % Betanina
(CC) | (Lh) | (rpm) | Aditivo | (PPM petanina/g pulpa seca)
P1-G (Pu) 180 1.5 27500 40/10 2350.0
P2-G (Pu) 180 1.5 27500 40/10 1939.0
P3-G (Pu) 160 1.5 27500 50/24 3136.8
P4-G (Pu) 160 1.5 27500 50/24 2741.8
P5-G (Pu) 160 1.5 27500 60/24 3142.7
P6-G (Pu) 160 1.5 27500 60/24 3241.7
P7-G (Pu) 160 1.5 27500 25/20 855.9
P8-G (Pu) 160 1.5 27500 25/20 1641.3

ANEXO G.1 Concentracion de betanina en polvos guinda (Pu)



POIVO Te (°C) Fa Va % Betanina
(L/h) (rpm) Aditivo (PPM petanina/g puUlpa seca)
P1-G (TI) 150 15 27500 40/20 2302.4
P2-G (TI) 180 15 27500 40/20 1904.6
P3-G (TI) 150 2 27500 40/20 2812.9
P4-G (TI) 180 2 27500 40/20 2508.3
P5-G (TI) 150 1.5 27500 60/30 3400.0
P6-G (TI) 180 15 27500 60/30 2795.6
P7-G (TI) 150 2 27500 60/30 3365.3
P8-G (TI) 180 2 27500 60/30 2962.4

ANEXO G.2 Concentracion de betanina en polvos guinda (TI)
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PoIVO Te (°C) Fa Va % Betanina
(L/h) (rpm) Aditivo | (PPM petanina/g pulpa seca)
P1-R (TI) 150 1.5 27500 40/20 2565.5
P2-R (TI) 180 1.5 27500 40/20 2075.5
P3-R (TI) 150 2 27500 40/20 2208.7
P4-R (TI) 180 2 27500 40/20 2353.2
P5-R (TI) 150 1.5 27500 60/30 2932.8
P6-R (TI) 180 1.5 27500 60/30 2482.4
P7-R (TI) 150 2 27500 60/30 2731.1
P8-R (TI) 180 2 27500 60/30 2507.4

Anexo G.3 Concentracion de betanina en polvos rojos (TI)
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