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I. INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo fun- 

damental la obtención en concentrado de los pigmentos de

betabel, procurando alcanzar calidades idénticas a algunos

colorantes comerciales actualmente producidos por Holanda, 

Suiza, Suecia, Polonia y la Unión Americana. En la Repú- 

blica Mexicana debido al cultivo de diversas variedades

del betabel, se estima que no existirlan inconvenientes

para el desarrollo del proceso de obtención de colorantes

mencionado en ésta tesis. 

En los últimos afíos este aspecto ha cobrado interés

e -i la Industria Alimentaria Norteamericana, pues el Depar- 

tamento de Administración de Alimentos y Medicamentos

Nota 1) en beneficio y protección de la salud pública, 
recientenente suspendi6 el uso de diversos colorantes

como resultado de sus investigaciones toxicológicas rea- 

lizadas'. Entre los productos suspendidos por éste orga- 

nismo, están los colorantes sintéticos FD& C ( Nota 2) 

rojos núms. 1, 2 y 4. 

Nota 1 Food & Drug Administration ( U, S. A.) 

Nota 2 FD& C colorantes propios para la Industria

Alimentaria. 
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Como resultado de tales medidas, ha aumentado el in-,,,- 

terés por los pigmentos naturales, como posibles coloran- 

tes de alimentos, ya que por el momento se supone son ¡ no- 

cuos, sin embargo, se les ha estado sometiendo a estudios

de toxicidad. 

Entre los pigmentos naturales que tienen mayor con- 

sumo y valor comercial como colorantes de alimentos, se

encuentran: Antocianinas, Betalainas, Carotenoides, Fla- 

vonoides, Curcumina, etc. 

Las antocianinas se encuentran en el pellejo de las

uvas, en 1A_ jzna4--_a, fresas, arándanos, flores y hojas. 

Las Betalainas se encuentran en el betabel, bayas

pequeñas, cáctus, flores y brácteas de las flores. 

Los Carotenoides están abundantemente contenidos en

numerosos organismos vegetales y animales, algunos de los

cuales son: los a y 0 carotenos de l'a zanahoria, espina- 

cas, eempasúchitl, etc. y la crocetína y la bixina del

azafrán y achiote, respectivamente, 

Los Flavonoides son abundantes en la naturaleza, se

les encuentra en hojas y flores de vegetales como el árni- 
ca montanae, árnica chamissonis, Compositae, Acanthaceae, 

Malvaceae y Leguminoseae, etc. entre sus principales pig- 

mentos se encuentran los Flavonoides: Astragalina, Iso- 

queratina, Rutina, chalckones, aurones, flavonoles, butei- 

na, herbacetina y Quercetagetina, etc. 

La Curcumina es un pigmento que se extrae de la cúr- 
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cuma ( Cingiberácea de la India), cuya raíz se usa como tin- 

tura. 

Por las razones expuestas anteriormente se decidió

efectuar el estudio de los colorantes del betabel, pues es

una fuente importante de los pigmentos rojos y amarillos

denominados " Betalainas 1, 2 , que a su vez, se dividen en: 

Betacianinas" 3 y" Betaxantinas"
4. Estos pigmentos bajo

ciertas condiciones de temperatura, pH, luz, contenido de

oxigeno, metales y algunos compuestos químicos, pueden ser

aislados y estabilizados. 

En el logro del objetivo de ésta tesis se estudiaron

los siguientes aspectos: 

La recolección de diferentes muestras comerciales, 

originarias de diversos paises. 

tra. 

El análisis del contenido de colorante en cada mues- 

Los aspectos agroecon6micos del betabel. 

La obtención de muestras de concentrados de coloran- 

tes, en forma de mezcla y en forma parcialmente purificada, 

usando los métodos de extracción por medio acuoso y concen- 

trado fermentado. 
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1. ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

Los colorantes y pigmentos son substancias intensa- 

mente coloridas usadas para impartir color a otros mate- 

riales. 

Los colorantes son solubles en disolventes polares

como son: H 2 0, CH 3 OH, etc., generalmente son orgánicos, 

Nfientras que los pigmentos son insolubles en disolventes

polares y pueden ser: Orgánicos o Inorgánicos, 

Los colorantes se clasifican en dos grupos: 

Los colorantes Orgánicos Naturales que son aquéllos

de orígen vegetal o animal. 

Los colorantes Orgánicos Sintéticos que son aqué- 

llos que se obtienen de materias primas y provienen del
alquitrán de hulla del petróleo. 

Es necesario establecer el significado del término

Aditivo Alimentario", que se define como una substancia

no nutritiva agregada intencionalmente a un alimento, ge- 

neralmente en pequeñas cantidades, para mejorar su aparien- 

cia, textura, gusto o propiedades de almacenamiento. 

Frecuentemente la manufactura de alimentos requiere

de la adición de aditivos, que pueden ser substancias sin- 

téticas que no se encuentran en la naturaleza tales como: 

ciertos colorantes, antioxidantes, preservativos, conser- 
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vadores y substancias que confieren propiedades físicas

especiales a los alimentos; tales como: mantenerlos hú- 

medos, prevenir la rancidez, evitar el endurecimiento, 

impedir que se peguen los alimentos, etc. 

En el caso específico de los aditivos colorantes

son várias las razones que justifican su uso: 

a) La principal de ellas tiene por objeto darle

al alimento un aspecto apetitoso, pues como sabemos a

pesar de que un alimento sea nutritivo, su aspecto in- 

fluye profundamente estimulando el gusto. 

b) Otra raz6n para su uso es la asociaci6n entre

el aspecto y la apreciaci6n del sabor, se han hecho es- 

tudios sobre los efectos que provoca colorear productos

alimenticios en forma no asociada con su sabor, como por

ejemplo las gelatinas de sabor fresa coloreadas de azúl

y, los resultados han sido de fracasos comerciales. 

c) La tercera raz6n es que el público espera que

los alimentos que compra tengan un aspecto es.tándar, es

decir que su color sea siempre el mismo. 

d) Otra raz6n ha sido su uso como restablecedores

del color o tonos de los productos alimenticios origina- 

les, después de haberlos sometido a algún proceso de - - 

transformaci6n. 

Los colorantes artificiales FD& C son derivados del

alquitrán de hulla y pertenecen a la clase de colorantes
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azoicos, nitrosados, nitrados, de pirazolona, indigoides, 

xanteno, antraquinona, quinolina y tiazina, etc. 

En el Colour Index5, se encuentra una lista de los

colorantes para alimentos donde se especifican sus pro- 

piedades y usos. 

Los colorantes sintéticos FD& C que se usan en la

Unión Americana, con permiso gubernamental, se conocen como

colores certificados y el proceso de certificación consis- 

te en realizarles análisis químicos, bioquimicos, toxico- 

16gicos y médicos, los cuales deben de pasar satisfacto- 

riamente. 

El organismo que se encarga de la legislación de ali- 

mentos en los Estados Unidos de Norteamérica es la Food -- 

and Drug Administration y sus regulaciones y decisiones se
publican en el Federal Register, bajo el título 21 de Ali- 

mentos y Drogas. 

En México la legislación de Alimentos está acargo de

la sección de Asesoría de Alimentos y Bebidas, pertenecien- 

te a la Dirección General de Control de Alimento -s, Bebidas

y Medicamentos de la Secretaría de Salubridad y Asistencia. 

Las regulaciones para los aditivos alimentarios per- 

mitidos en México, se encuentran en el reglamento de adi- 

tivos para alimentos', emitido por el sector salud del Go- 

bierno Federal. 

Algunos colorantes FD& C permitidos en el país son
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los siguientes: 

Amarillos No. 5 tartrazina y No. 6 sunset FCF; Azules

No. 1 brillante y No. 2 Indigo; Rojos No. 1 Ponceau 3R, -- 

No. 3 eritrosina, No. 4 Ponceau -SX, No. 5 carmoisina y - - 

No. 6 Ponceau 4R; Violeta No. 1 ( violeta lana SBN). 

El uso de los rojos FD& C núms. 1, 2 y 4 está severa- 

mente prohibido desde 1976 en los Estados Unidos de Nortea- 

mérica. 
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1. 1 COLORANTES SINTETICOS FDIC ROJOS NUMS. 1, 2 y 4

Roio No. I ( Ponceau 3R

En una compilación del Federal Register 7 U. S. A. 

aparece publicado el resultado de las investigaciones re- 

cientemente hechas con el colorante rojo No. 1, que demos- 

traron la toxicidad del mismo. Asimismo, en base a los

estudios realizados experimentalmente al respecto8, se

concluyó que la ingestión de éste aditivo colorante, du- 

rante periodos largos sería perjudicial para la salud - 

pública y con el objeto de protegerla se canceló su regis- 

tro provicional para su uso en alimentos, drogas y cosméti- 

cos. 

C H3
HO 03 Na

CH3 0 N= N 00
CH3

503Na
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Rojo No. 2 ( Amaranto) 

G 

Este aditivo colorante, se usa desde hace aproxima- 

damente 68 años y junto con otros siete colorantes fue
aprobado originalmente para su uso en alimentos, drogas y

cosméticos, en una emisión del 13 de julio de 1907, por

el Food Inspection Decision of Board of Food and Drug - 

Inspection, Department of Agriculture U. S. A. 

Para aprobar un colorante, es necesario que existan

datos que demuestren que es inocuo o que haya estudios, en

desarrollo capaces de demostrarlo, de tal modo que el co- 

lorante puede estar registrado provisionalmente durante el

tiempo e.n que se desarrollen dichos estudios. Bajo éstas

condiciones el FD& C rojo núm. 2 ha estado registrado pro- 

visionalmente desde 1960. 

Estudios de toxicidad aguda y crónica, hechos duran- 

te los años setentas con animales de laboratorio, no reve- 

laron efectos adversos significativos que fueran resultado

de la administración oral o dérmica de este colorante. - 

En 1970, se suscitaron, por la publicación de los r'esulta- 

dos de dos estudios hechos por investigadores Rusos, dudas

con respecto al efecto del rojo No. 2 sobre la reproduc- 

ci6n animal. Los investigadores Rusos incluyeron en sus

estudios al Amaranto como material capaz de producir Cán- 

cer y efectos nocivos sobre la reproducción animal. 

Posteriormente, la FDA inició un estudío de toxicidad
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crónica por ingestión del colorante, con ratas preñadas a

las cuales diariamente se les administró dicho colorante, 

por medio de un tubo estomacal. Las dosis fueron 7. 5, 

15, 30, 100 y 200 mg de colorante/ Kg de peso del animal y

la muerte de los fetos, fue atribuible a la ingestión del

colorante. Cabe destacar que esto ocurrió en todas las

dosis, salvo en la de 7. 5 mg, Esto despertó la inquietud

y posteriormente se realizaron estudios más profundoslIg. 

El estudio de la FDA, fué rechazado debido a que la

dosis de prueba no se mantuvo constante y el grado y ex- 

tensión de la autólisis del tejido, hacen difícil la eva- 

luaci6n patológica, lo que no demuestra la toxicidad de

dicho colorante. 

La fecha de terminación del registro provisional del

rojo No. 2 habla sido pospuesta, hasta el 30 de septiembre

de 197610, bajo la suposición de que los estudios hechos

podrían establecer su inocuidad, pero como los estudios

no lo lograron, el Comisionado di6 por terminado el regis- 

tro provisional del colorante en protección de la salud

pública". 

Por lo tanto, el colorante FD& C rojo No. 2 se can- 

cel6 el 28 de enero de 1976. 

La adición de tal colorante a cualquier alimento, 

droga o cosmético, después de ésa fecha, será causa para

que tal producto se considere adulterado, de acuerdo con

lo establecido en el Federal Food Drug and Cosmetic Act
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21 - USC, 301 etseq). 

HO S03 Na

Na03 s 0 N=— N 0

0 06 1
S03Na



Rojo No. 4 ( Ponceau SX) 

Estas investigaciones realizadas que antes comenta- 

mos 12 también trajeron como resultado la cancelación del

rojo No. 4 y se estableció por publicación del Federal
Register, del 23 de septiembre de 197613, que los certifi- 

cados expedidos para el FDIC rojo No. 4 y todas las mez- 

clas que contengan éste aditivo colorante, son cancelados

y no tendria efecto después de la fecha mencionada, el

uso de éste colorante en la manufactura de alimentos, 

drogas y cosméticos. 

Nao3 S OH

H C 0 N= N

0 0

3- 

CH3
S03 Na
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Los colorantes rojos FD& C núms. 3 y 40 son los que

frecuentemente se usan en alimentos, drogas y cosméticos; 

pero por sus propiedades físicas y químicas, se restringe

su aplicaci6n en algunos alimentos, 

Como resultado de la prohibici6n y escasez de colo- 

rantes FD& C se ha mostrado gran interés sobre los pigmen- 

tos naturales, que no tienen riesgo como colorantes de

alimentos. Tal es el caso de los pigmentos llamados - - 

lBetalainas", encontrados en la raíz roja del betabe 12. 
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1. 2 ASPECTOS GENERALES Y ESTRUCTURA DE LAS BETALAINAS

El betabel, nombre vulgar " Beta -Vulgaris Zar Rubra", 

es una planta perteneciente a la familia de las chenopo- 

diacelp, de la especie correspondiente al orden centros- 

perma. 

Los sólidos totales del betabel están formados prin- 

cipalmente por carbohidrados en un 80%, cenizas en 8%, - 

proteína cruda 10% y contenido de betacianinas en 0. 2- 1%. 

Constituyentes del Betabel por cada 100 Gramos ( Nota 3) 

General - Minerales

Calorías 42 Ca 27 mg

Proteínas 1. 6 p 43 mg

Grasas 0. 1 Fe 1 mg

Cenizas 1. 1 Na. 54 mg

Carbohidratos 9. 6 K 350 mg

H 2 0. 85- 90 NO 3 200 mg

Fibra Cruda 0, 9

Entre los carbohidratos localizados en el betabel

se encuentran los siguientes: glucosa, sacarosa, manosa, 

levulosa y hexosa. Además, el betabel contiene una exce- 

lente fuente de pigmentos rojos y amarillos denominados

Betalainas", tecnicismo introducido por Mabry Dreiding 2 
que a su vez contienen los pigmentos rojo violeta que son

llamados " Betacianinas", término introducido por Schude 13
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También en las betalainas se encuentran, los pigmen- 

tos amarillos denominados " betaxantinas", término intro- 

ducido por Wyler Dreiding4 y Piatell ¡14, 15. 

La estructura de estos pigmentos antes mencionados, 

es completamente diferente a la de las antocianinas y los

flavonoides presentes en otros vegetales y que a diferen- 

cia de las betalainas del betabel, no contienen nitrógeno

Figuras Núm. 1 y 2). 

Figura No. 1

Flavonoides Antocianinas

OH

OH

HO 0
0

RO) 

0 1
OH

HO 0

R= H

Quercetagetinat

OH

0 :
OH

13 4HO

Cc 1- 0
OH

Pelargonidina

Nota 3 Estos datos, varian dependiendo de la variedad

del betabel, madurez, condiciones ecológicas, 

etc. 
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En la siguiente tabla se clasifican todas las beta- 

cianinas encontradas en frutas, flores, hojas, raíz del

betabel y cáctus. 

Betacianinas

16

Pigmento X Max. en H 2 0 pH 4. 5
Eb

pH 2. 4

nm) 

1. Amarantina 536 1. 16 1. 00

2. Isoamarantina 536 1. 16 1. 00

3. Betanina 538 1. 00 1, 00

4. Isobetanina 538 0. 93 0, 93

S. Iresinina- I 538 1. 17 1. 00

6. Iresinina- II 538 1. 17 1, 00

7. Pilocactina 538 1, 25 1. 00

8. Celos¡ anina 544- 546 1. 26 1. 11

9. Isopilocactina 538 1. 14 0. 93

10. Isocelosianina 542- 544 1, 26 1. 11

11. Buganvileina- I 538- 540 0. 96 0. 94

12. Buganvileina- II 540- 542 0. 90 0. 92

13. Gomprenina- I 535- 537 1, 00 0. 96

14. Betanidina 542- 546 1. 00 0. 70

15. Buganvileina- III 540- 542 1. 00 0. 94

16. Buganvileina- IV 540- 542 0. 96 0. 81

17. Isobetanidina 542- 546 0. 87 0. 70

18. Gonprenina- II 536- 538 0, 91 0. 89

19. Oleracina- I 534- 536 0. 80 0. 72

20. Oleracina- II 534- 536 0. 80 0. 72

21. Gonprenina- III 536- 538 0. 91 0. 89
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22. Buganvileina- V S40 - S42 0, 84 0, 81

23. Buganvileina- VI S44- 546 0. 84 0. 81

24. Buganvileina- VII S44 - S46 0. 84 0. 81

25. Gomprenina- IV 540- 542 0. 80 0. 72

26. Prebetanina 540- S42 1. 34 1. 78

27. Buganvileina- VIII S44 - S46 0. 84 0. 81

28. Isoprebetanina 540- S42 1. 21 1. 78

29. Buganvileina- IX 544- 546 0. 84 0. 81

30. Gomprenina- V 542- 544 0. 80 0. 72

31. Buganvileina- X S44- 546 0. 84 0. 81

32. Gomprenina- VI 542- 544 0. 80 0. 72

33. Rivianina S41- 543 1. 34 1. 78

34. Buganvileina- XI S44 - S46 0. 84 0. 81

3S. Gomprenina- VII S42 - S44 0. 80 0. 72

36. Buganvileina- XII 548- SSO 0. 66 0. 52

37. Gomprenina- VIII S40 - S42 0. 80 0. 72

38. Buganvileina- XIII S49 - S51 0. 66 O. S2

39. Buganvileina- XIV SSO- 552 0. 66 O. S2

40. Buganvileina- XV S44- 546 0. 51 0. 37

41. Buganvileina- XVI 544- 546 0. 51 0. 37

42. Msembriantemina

1, 11 y 111. 540- 542 0. 48 0. 28

Eb= Movilidades electroforéticas en buffer fórmato

piridina 0. 05 M, pH= 4. 5 y ácido f6rmico 0. 1 M

pH 2. 4

A continuaci6n, se muestra la estructura molecular

de las betacianinas rojo violeta, encontradas en el beta - 

bel: 
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Figura No. 2

Betanina ( pigmento rojo, en mayor cantidad). 

Isobetanina Cepímero de la betanina en C- 15). 

CH2OH

KOH' 
0--,- .. 

0
4

IOH
HO

OH COO

H

HOOC" ' COOH

H

Figura No. 3

Prebetanina ( pigmento violeta) 

Isoprebetanina ( epímero de la prebetanina en C- 15) 

OS03

2

H —

0

HO

OH HO
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Figura No. 4

Betanidina ( aglicona de la betanina, color rosa

violeta). 

Isobetanidina ( epímero de la betanidina en C- 15). 

H

Figura No. 5

OH

Dentro de las " Betaxantinasilamarillas, se encuentran los

siguientes pigmentos: 

Vulgaxantina 1 Vulgaxantina II

HOOC> 

COO- 

HN 4' 

HOOC N COOH

19
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Figura No. 6

Indicaxantina ( pigmento amarillo) 

Isoindicaxantina ( epimero en C- 11) 

H

N coo - 

H Ok

HO OC" COOH

H

Figura No. 7

Miraxantinas ( amarillas). Los números III y V se encuentran

en el betabel, mientras que las miraxantinas I, II, III Y IV

se encuentran en los frutos del cáctus ( opuntia ficus- índica). 

OH

NH

0oc, OOH - oo

H
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Betacianinas. 

El término betacianina, se usa para los pigmentos

rojo violeta, encontrados en diferentes especies de ve- 

getales, como los antes mencionados y se agrupan dentro

de las siguientes diez familias del orden ITentrosperma" 

como son: Chenopodiaceae, Amarantaceae, Portulacaceae, 

Nyctaginaceae, Phytolacaceae, Stegnospermaceae, Arizo- 

aceae, Basellaceae, Cactaceae y Didieraceae, Mabry16. 

Betanina.,"' 

Fué el nombre que se le di6, al pigmento rojo del

betabel ( FíguTa No . 2), y se encuentra aproximadamente en

un 75- 95% del contenido total en las betacianinas, la

configuración absoluta de la betanina y de su forma epi- 

mérica isobetanina, fueron establecidas en 1965 por -- 

wilcox17 y
Piattellile. 

as betacianinas, se pueden hidrolizar con ácidos

o enzimas y forman los aglucones, llamados betacianidinas

y los aglucones de las betacianinas son diastereois6me-r-os--- 
y se les dieron los nombres de, betanidina e isobetani- 

dina. La estructura de la betanidina, mostrada en la f

gura No. 4, fué establecida en 1962 por Mabry19, quien

determinó que el pigmento, tenía una estructura descono- 

cida hasta esa fecha, entre los pigmentos encontrados en

la naturaleza. Como se observa, anteriormente se pensa- 

ba que los pigmentos del betabel ( betalainas), tenían - 
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estructura de antocianina, pero se demostr6 que talles

pigmentos, entre sí, no guardan ninguna similitud, ya

que las betalainas contienen un nucleo ind6lico y una pi- 

ridina y las- antocianinas se constituyen del grupo flavi- 
lio o benzopirilio ( Figura No. l), 

Quimicamentes, la betanidina es un alcaloide y en

substancias naturales de éste t ipo, se le ha dado la ex- 

presi6n de " cromo alcaloide% 

La betanina al -hidrolizarse con ácidos o alealis, 

produce la aglicona betanidina, y simult¿neamente en s.te

proceso ocurre una epimeriiaci6n, dando lugar a la isobe- 

tanidina, Wyler & 
Dreiding20. 

El proceso de hidr6lisis catalizado con enzimas, 

11 da origen a la betanidina exclusivamente . 

Estos aglucones, tienen la misma f6rmula molecular

y el espectro de absorci6n idéntico, en agua presentan un

máximo en el visible de 542- 546 nm ( c= 49400) y en el ul- 

travioleta, 271- 272 nm CF= 8260). 

La betanina en agua tiene una X max. a 536- 538 nm

E= 60500) y 273 nm ( E= 8700), los valores de " E:% se cal- 

cularon por peso molecular correspondiente, siendo para

la betanina de 550. 22 y para la betanidina 388. 14. 

La betanidína, tiene dos átomos de carbono asimétri- 

cos, uno en C- 2 y otro en C- 15. La betanidina e.s 6ptica- 

mente activa. En buffer de acetato, Schmidt` encontr6
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Para la betanidina, la rotación específica

Ot 2 5680= + 530O± SO' y para la betanidina pH 5, una rotación

a 25680= + 310'. Para la isobetanina, Wyle r22 encontró en

el mismo solvente, la rotación Ot22 680= -
8400± 600. 

La betanidina y la isobetanidina, tienen configuración

S en el C- 2 y la diferencia entre ambos aglucones, depende

de la configuración en el C- 15. De ésta manera, la betani- 

dina tiene configuración -S, mientras que la isobetanidina

tiene configuración -R. Bajo fusión alcalina, la betanidina

produce el ácido 4- metilpiridin- 2, 6- dicarboxilico, más el

ácido 5, 6- dihidroxi- 2, 3- dihidroindol- 2- ca7rboxílico ( leuco- 

dopacromo o ciclodopa) y el ácido f6rmico ( Figura No. 8) 

Figura No. 8
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Betaxantinas. 

La primera betaxantina cristalina, fué obtenida de

las frutas del cáctus ( Opuntia Ficus- Indica), y se le de- 

nomin6 indicaxantina, su estructura fué determinada por

Píattel lil4 ( Figura No. 6), y es 6pticamente activa con

una rotaci6n a 20= + 394" ( c= 1 en buffer de fosfatos MM
D

a pH= 7), tienen dos carbonos asimétricos uno en C- 2 y - 

otro en C- 11, tienen configuracAn - S igual que la betani- 

na. En agua dicho pigmento presenta una absorci6n A max. 

a 485 nm ( log, c= 4. 63), y a 305 nm. y 260 nm, Clog. E= 3. 19) 

y ( log. c= 3. 73). 

Del betabel, se aislaron dos betaxantinas y por un

camino similar al Piattellil5, se determinaron sus estruc- 

turas, dándoles el nombre de Vulgaxantina I y II ( Figura

No. S). 

La diferencia entre estas betaxantinas y la indica - 

xantina, es que la prolina es reemplazada por los aminoáci- 

dos glutamina para vulgaxantina I y ácido glutámico para

vulgaxantina II. 

La síntesis parcial de indicaxantina, se llev6 a ca - 

2 5
bo por Wyler , por el tratamiento de betanidina con exce

so de S- prolina en medio alcalino; al mismo tiempo - - 

Piattellila obtuvo indícaxantina y otras betaxantinas como

vulgaxantina I y varias miraxantinas III y V ( Figura No. 7), 

por otro método diferente, en el cual la betanina se di- 

suelve en agua, se satura con SO 2 y cuando el color haya
desaparecido, el diftído de azufre se elimina con vacío. 
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después, se adiciona el aminoácido deseado y se ajusta el pH

a 9 con NH 4 011, 1N. As!, las betaxantinas se obtienen con

caracteristicas idénticas a las encontradas en la naturaleza. 

La vulgaxantina- I se puede obtener, utilizando el -- 

ácido L- glutámico 0 la L- glutamina, en ambos procedimientos

de intercambio en medio básico, se involucra la formaci6n

del ácido betalámico, compuesto que ha sido aislado de la

degradaci6n de los productos de betanina por Kimler 26 6 - 
betanidina SCiUt027. En medio alcalino, el ácido betalámico

puede reaccionar con aminoácidos o con aminas para formar - 
las betalainas. 
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2. 3 METODOS DE EXTRACCION Y SEPARACION DE BETALAINAS

En 1938 Pucher y Curtis.", prepararon un concentrado

de colorante, rayando y secando los betabeles en una estu- 

fa a 80' C. Después fueron extraidos los pigmentos con - 

etanol caliente al 95% y ácido clorhídrico al 20%; poste- 

riormente se purificaron con una solución de acetato fe, 

rroso al 30% y finalmente se cristalizaron con metanol- 
eter. En 1959 Peterson y Joslyn

29 
prepararon un extracto

con etanol -ácido y purificaron en columnas de Magnesol- 

Hyf1o. En 1964 Piattelli y Minale 30 M - olieron los betabe-. 

les con agua y homogenizaron por calentamiento a 70* C

durante 15 min., filtraron y evaporaron hasta obtener -- 
cristales. En 1970 Ni1sson 31 prepar6 un concentrado acuo- 

so sin necesidad de calentar, puesto que las betalainas

son solubles en agua e insolubles en disolventes orgánicos. 

Un método para la separación de betacianinas y beta- 

xantinas, fué desarrollado por Piattelli y Minale
14 , 

estos

autores aplican polvo de concentrado de betabel, a una co- 

lumna de celulosa y eliminan las betaxantinas por el lava- 
do con metanol. Las betacianinas son lentamente eliminadas

con agua y la purificación se realizó usando una resina
Derwex de intercambio iónÍco ( SOW_ X2) ' 

En 1948 Arono ff32 separó el concentrado de betabel

crudo en once fracciones, utilizando tierra de talco -sili- 

cio, en una columna ( Hyf10 super -cell, 3: lv/ v) y como -- 

eluyente agua destilada. Peterson y joslyn' ' , usaron una

columna de Magnesol- hiflo super -cell ( 1: 1 v/ v) Y como

eluyente H 2 0 también para separarlo. 
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Las columnas de poliamida, fueron usadas por

Piattelli y Minale 14, para la separación, pero las mejo- 

res separaciones de betacianinas, fueron obtenidas en -- 

1970 por Ni1sson 31 utilizando columnas con polvo de po- 

liamida. ( polycaprolactama BASF) y como eluyente un

buffer de citrato de sodio 0. 01M a pH 5. 4

En 1972 Von Elbe 34 utilizó para la separación y -- 
purificación de las betalainas, columnas con . polivinil- 

pirrolidona, 

Un avance en el estudio de las betacianinas, fué el

método de electroforésis en papel, usando un buffer de

citrato 0. 1NI a pH 5. 5 para separar el concentrado en

siete componentes y su autor fué Von Elbe 34, 37. 

Otros investigadores, usaron diferentes sistemas de

buffer y gradientes de voltaje como son: buffer de fos- 

fatos a pH 6. 6 y 30- 40 v/ cm; buffer a pH 4. 5 de ácido -- 

cítrico - piridina 0. 1SM y 5. 2 v/ cm y -buffer de piridina- 

formato 0. OSM a pH 4. 5 6 ácido f6rmico MM a pH 2. 4 y

16 vIcm o buffer de fosfatos a pH 5. 5 y 8. 5 v/ cm. 

En 1976 Adam 546 preparó un concentrado de betacia- 

ninas por fermentación del jugo de betabel con levadura

cándida útilis. 

En 1977 Adams y Von Elbe 3 s, realizaron la separación

de los pigmentos del betabel, usando columnas empacadas

con Biogel- P- 6 ( 400 mallas) o Sephadex G- 25 y como eluyen- 

te un buffer de fosfatos 0. 02SM a pH 2. 95 6 agua y - - 
1
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CH 3 COOH al 1%. Este método es conocido como separación

por exclusión molecular y es uno de los métodos que se

utilizaron para realizar éste estudio. 

En 1978 Kent  Schol Z3 s, realizaron la separación

de los pigmentos de betabel, por el método de cromato- 

grafía líquida de alta presión. 
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2. 4 ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS DEL JUGO DE BETABEL

Hay varios factores que afectan la estabilidad de
los pigmentos, durante su preparación, procesamiento y

almacenaje de concentrados, éstos incluyen el calor, pH, 

luz, oxigeno, metales y otros compuestos químicos. 

En el análisis, se identific6 que el espectro de

absorción de la betanina fué idéntico a pH 3. 5- 7 con un

máximo de absorción a 537- 538 nm; no habiendo cambio de

color en la betanina ( Tabla No. l). A pH 3, la intensi- 

dad de la absorción disminuye, a un máximo de 534- 536 nm. 

Tabla No. 1

Absorción máxima a diferentes valores de pH de la

betanina y vulgaxantína- 1

Valor de pH X máx. Betanina X máx. Vulgaxantina- I

nm) nm) 

1 . 5 537 466

2. 0 534 468

2. 5 534 470

3. 0 535 471

3. 5 537 472

4. 0 537 474

4. 5 537 476

5. 0 537 476

7. 0 537 476
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valor de pH X max. Betanina mdx. Vulgaxantina- I

nm) nm) 

7. 5 538 476

8. 0 S38 476

8. 5 S42 476

9. 0 S44 472

9. 5 548 470

10. 0 550 452

10. 5 549

11. 0 551 440

Algunos estudios, han mostrado que la estabilidad de

las betacianinas es mucho mayor a pH 5"
1" 

y la tempe- 

ratura a 25' C. 

En cuanto a otros factores que afectan su estabilidad

como son el aire y la luz, es importante protegerlos y no

exponerlos a estos elementos, pues su análisis demostró

que su rango de degradación causado por su exposición a - 

los mismos, fué aproximadamente del 28%; del cual el 14% 

fué causado por el aire y el 15% por la luz. 

En la figura No. 9 se muestra el espectro de las solu- 

ciones de betanina, a diferentes valores de pH como son el

2, 5 y 9. 
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5. 0

2. 5

Figura No. 9

PH 9

pH 5

pH 2

Cunado el pigmento se dPsuelve en metanol, contenien- 

do una gota de HC1 conc., ocurre un cambio batocr6mico de

aproximadamente 10 nm, dando por resultado un cambio de co- 

lor azul intenso a violeta ( Figura No. 9- a). 

Figura No. 9- a

Efecto del pH menor de 3, sobre el espectro de absorción

de la betanina. 

400 450 500 550 500 MM

mtthano( 

drop cone. 
HCL

pH 1. 5

pH 2. 0

pH 2. 5

pH 3. 0



Incrementando el pH de 7. 0 a 11. 0, origina un cambio

en la A max por ejemplo: a pH 9. 5 hay un cambio en la lon- 

gitud de onda, presentando un punto isobéstico a 560 nm y

estimativamente otro a 460 nm ( Figura No. 9- b). 

Figura No. 9- b

Efecto del pH de 7. 5- 9. 5 sobre el espectro de absor- 

ci6n de la betanina y cambia su color de violeta a azuloso. 

qk

PH 7. 5

PH 15. 0

pH 8. 5

pH 9. 0

pH 9,5

A pH mayor de 9, 5, la absorci6n es de 550 nm, la

banda continúa disminuyendo, al mismo tiempo que la absor- 

ci6n en la regi6n 400- 460 nm se incrementa ( Figura 9- c). 

También se observ6 un cambio de color, hasta lle- 

gar al amarillo, conforme se incrementa la alcalinidad

y se present6 un punto isobéstico a 465 nm. 
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Figura No, 9- c

400 450 500 550 600 RM

PH 9.5

PH 10. 0

PH 10. 5

PM ILO

El espectro de absorción de la vulgaxantina- I, fué

determinado en la región de 400- 600 nín, entre pH 4. 5 y

8. 5, presentando en todos los casos un máximo de absorción

a 476 nm y un hombro a 460 nm, por lo tanto no hay cambio

de color en este rango de pH. 

A pH menor de 4. 5 hay un cambio gradual hipsocr6mi- 
co del máximo de absorción ( Figura 9- d). 

Figura No. 9- d

PH 1. 5

PH 2.5

pH 3.5

PH + 5

nm



Mediante calentamiento de las soluciones conteniendo

el pigmento, ya sea en forma de mezcla o parcialmente puro

a temperatura mayor de SOOC, el color cambia rapidamente

transformándose de rojo a café brillante. 

Al exponer los pigmentos, ' Ibetacianinas y betaxanti- 

nas" a radiaciones gamma o U. V., hay una pérdida del calor, 

debido a que la radiaci6n gamma de 50- 100 krad. causa una

disminuci6n en la absorci6n. 

Similarmente tales pigmentos pierden los picos -ca- 

racterísticos de espectro, cuando se les expone a la luz, 

US,, por un periodo de 72 a 120 hrs . 40

El contenido de humedad también afecta la estabili- 

dad de los pigmentos, la máxima estabilidad se logra - - 

cuando se tiene un valor bajo de aw ( actividad del agua= 

0. 5) . 
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2. 5 ASPECTOS AGRO- ECONOMICOS DEL BETABEL

Investigación sobre las zonas productoras de betabel

en el país. 

Las principales zonas productoras de betabel en - 

México, son los estados de Sonora, Tamaulipas, Michoacán, 

Cuanajuato, Aguascalientes, Baja California Sur, Veracruz

y Yucatin. 

Las variedades más comunmente cultivadas, 
época de

siembra, época de cosecha y ciclo vegetativo del betabel
de otoño a invierno de 1975- 1976 y 1977- 1978, están dados

en las tablas nums. 2 y 3. 

Entre las variedades que se cultivan en México se

encuentran las siguientes: 

Asgrow Wonder, Red Pack, Crosby' s Egyptian, Black

Beauty, Detroit Dark Red, Perfet Detroit, King Red, Royal

Red, Detroit Short Top y Special Crosby. 

Algunas variedades presentan las siguientes carac- 

teristicas: 

Crosby' s Egyptian, tarda 58 días de la siembra a la

madurez, tiene raíz en forma de globo achatado de color

rojo morado y con anillos internos más claros. 

Perfect -Detroit, tarda 70 días de la siembra a la - 
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madurez, sus raices son casi redondas - lisas de color rojo

obscuro muy uniforme y con hojas de color rojiverde. 

Asgrow Wonder, sus raices son lisas, su forma es -- 

aglobada al madurar, su carne es de color rojo y rela- 

tivamente uniforme, tarda 57 días de la siembra a la madu- 

rez. 

Detroit Darck Red, madura a los 68 días después de

la siembra, sus raíces tienen forma de globo y su carne

es de color rojo intenso. 

Los periodos de maduraci6n y calidad, están sujetos

a la ecologia, suelo, fertilidad, época de siembra, época

de cosecha, as! como los cuidados del cultivo como son: 

riego, fertilización, deshierbe, control de plagas y en- 

fermedades, etc. 

En las Tablas núms. 4 y 5, se mencionan algunos as- 

pectos económicos del betabel, como son: superficie cose- 

chada en hectáreas, rendimiento medio, producci6n en to- 

neladas, precio rural, valor de la producción, comercio

exterior ( exportacíones e importaciones), y consumó na- 

cional en toneladas, durante el período de 1971- 1978. 

Se puede observar que en 1971, la superficie cose- 

chada fué 306 hectáreas y en 1978, bajó hasta 106 hectá- 

reas; la producci6n en 1971 ascendi6 a 5, 490 toneladas y

a un precio de $ 1, 020. 00 por tonelada; en 1978 fué de

1656 toneladas, con un precio de $ 3, 084. 00 por tonelada; 

en 1971 no hubo comercio exterior ( importaciones y - - 
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exportaciones); mientras que en 1978 no hubo importaciones

y se exportaron 4 toneladas de betabel a Estados Unidos
de Norteamérica. Lo que quiere decir que el betabel se

cultiva y cosecha exclusivamente para el consumo nacional. 

El consumo nacional de betabel en 1971, fué de 5490

toneladas; en 1975 baj6 hasta 245 toneladas y en 1978 - 

volvio a subir hasta 1652 toneladas, 

Estos datos fueron proporcionados por la Uni6n Nacio- 

nal de Productores de Hortalizas, Direcci6n General de -- 

Economía Agrícola " S. A. R. H." y por el Grupo Aroquím. 
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2. 6 APLDCA—CIGNES DE LOS COLORANTES DE BETABEL

EN PRODUCTOS ALIMENTICIOS SECOS

Los concentrados de betabel preparados por los pro- 

cesos, a 6 b, con tonos: rojo y violeta respectivamente, 

se pueden usar para colorear diferentes productos alimen- 

tiCiOS 41, 42, 43, 44, 45 algunos de los cuales se muestran

a continuación, ( las concentraciones adecuadas en gelati- 

nas, se mencionan en la parte experimental). 

Mezclas de Alimentos Secos: 

Alimentos Enlatados: 

Alimentos en escabeche

Productos de carne

38

Tales como sopas secas - 

especialmente sopa de toma- 

te), mezclas de especies, 

adornos para ensaladas - se- 

cas y proteínas de soya. 

Productos de t-omate enlata- 

dos como Ketchup -de tomat-e, 

salsa para pizzas, frutas

vegetales enlatadas, tales

como cerezas y fresas. 

Algunos de ellos son; rá- 

banos picantes y otras es- 

pecies en escabeche. 

Como salchichas, especies

mixtas especiales para la

carne industrial y hambur- 

guesas. 



Productos de Mayonesa. 

Productos de Leche: Como son helados, cremas para

sadwich y chocolates con crema

y frutas. 

Postres y Dulces: Como jalea de frutas, pasteles, 

etc. 

Mermeladas y Gelatinas. 
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III, PARTE EXPERIMENTAL

3. 1 ANALISIS.. DEL CONTENIDO DE COLORANTE EN LAS MUESTRAS

COMERCIALES DE POLVO DE BETABEL.. 

Se recolectaron muestras comerciales de concentrados

de colorante de betabel en polvo y se analizaron cada una

de ellas. A continuación se describen los nombres de las

muestras. 

1. Deco: Polvo de betabel rojo, el color natural

para alimentos. 

Compañía de Deshidratación Suiza. 

2. No. 1728: Polvo de jugo de betabel. 

Columbus, Ohio. 

3. Betatom No. 180: Polvo de jugo de betabel rojo, 

secado -en spray. New York. 

4. Aditivo con betabel No 4003: Betabel seco, mo- 

dificado con almidón. New York. 

En las muestras comerciales, se determinó el 10 de co- 

lorante, por espectroscopia en el visible de la siguiente

manera: Se pesaron de 29- 30 mg de muestra, se aforaron a

10 m1 en matraces volumétricos, se tomaron alicuotas y se

hizo la determinación en el espectrofotómetro Perkin- Elmer
No. 202, observando la absorbancia y longitud de onda co - 

40



rrespondiente. As! mismo, se determinó el % de humedad en

cada muestra, de la siguiente manera: Se pesaron 50 mg de

la muestra comercial de colorante, en un pesafiltro puesto

a peso constante, se secó en una estufa con vacio por 8 -- 

hrs. a SOoC hasta que ya no variaron las pesadas y se dejó
enfriar en un desecador y se calculó el % de humedad por

diferencia de peso. Los resultados de éstas determinacio- 

nes, se muestran en la ( página 61). 
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3. 2 PREPARACION DE CONCENTRADOS DE COLORANTE COMO MEZCLA

POR EXTRACCION ACUOSA. 

Al revisar los diversos métodos de extracción de - 
los colorantes de betabel, se encontró toda una gama de

métodos contradictorios, de ésta manera se seleccionó la

extracción en medio acuoso por lo sencillo del método. 

Se dispuso de dos variedades de betabel clasificadas

y la comercial que se vende en el mercado. 

Las variedades clasificadas fueronICrosbyIs Egyptian" 

y " Perfect -Detroit". 

a). Concentrado de colorante por extracción acuosas. 

Se escogieron betabeles pequeños de 6 cm de diámetro

del mercado ( variedad desconocída), se lavaron, se seca- 

ron y se pes6 un kg. de ellos. Se cortaron en cubos pe- 

queños y se molieron en licuadora usando como disolvente
agua, cantidad total 2. 5 litros/ Kg de betabel ( Nota NO. 4). 
Se le adicionó ácido asc6rbico antes de la molienda - - 

100 ppm. y la fase acuosa se centrifug6 durante 30 min., 
para clarificar el jugo. Posteriormente el jugo se eva- 

pord en rotavapor con vacio ( 10 mm de Hg) y 30* C, obte- 

niendo cristales de una mezcla de colorantes con carbo- 

hidratos, proteinas, sales, etc., los cuales se guarda- 

ron en un desecador ya que son muy hígroscópicos. De - 

esta manera se obtuvieron 113. 5 g de sólidos totales/ 

Kg de betabel. 
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El mismo procedimiento, se us6 para las variedades

clasificadas, como CrosbyIs Egyptian y Perfect Detroit, 

las cuales produjeron residuos que pesaron: 

Para Crosby' s Egyptian 89. 7 g de s6lidos/ Kg de be- 
tabel y para Perfect Detroit 96. 5 g de sólidos totales/ 

Kg de betabel, éstos resultados se comentan en la ( pági- 

na 62) . 

Nota 4 Intialmente se adiciona la cantidad necesariapa- 

ra obtener una pasta fluida licuable y posterior- 

mente se filtra el sólido, se vuelve a licuar en

las mismas condiciones y así sucesivamente, hasta

tener la celulosa libre de pigmentos. 
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3. 3 PREPARACION DE CONCENTRADOS DE COLORANTE COMO MEZCLA

POR FERMENTACION. 

Antes de llevar a cabo la fermentación del jugo de

betabel cuantitativamente, se realizaron algunas pruebas

cualitativas de fermentación con cinco microorganismos: 

4 levaduras y un hongo. Las condiciones necesarias para

su crecimiento, durante 24 hrs. de fermentación están - 

dadas en la siguiente tabla. Y los. resultados se mues— 

tran en la ( página 64). 

microorganismos usados en la fermentación del jugo

de betabel. 

Microorganismo Condiciones de Fermentación

PH T (* C) 

l. Cándida Utilis 5. 4 29

2. Hansenula 5. 5 37

3. Levadura Metan6lica 4. 8 37

4. Cándida Boidini 5. 0 37

S. Neurospora Crassa 5. 5 29

b. El proceso de extracción y fermentación del jugo
de betabel fué el siguiente: 

Se pesó un Kg. de betabeles pequeños de 6 cm de diá- 

metro lavados de la variedad Crosby' s Egyptian, éstos se - 

cortaron en cubos y se molieron en li'cuadora utilizando un
total de 2. 5 litros de agua, para eliminar todo el - - 
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colorante del bagazo. Se adicionó ácido asc6rbico ( 100

ppm), durante la molienda y el jugo se centrifug6 a - - 

12, 000 rpm. durante 30 min., hasta clarificarlo ( igual

que en el procedimiento a). 

Al extracto ya clarificado se le adicionan 10 ml - 
de antiespumante ( emulsión de silicón no i6nica- acuosa), 

para prevenir la espuma durante la fermentación, 
lentamen- 

te se le adiciona el in6culo líquido fresco. El in6culo

líquido se preparó de la siguiente manera: 
Primero se - 

resembraron las células de levadura Cándida Utilis en ca- 
jas de Petri (Nota: S). . Se prepararon medios de cultivo 56 - 

lido en cajas de Petri, puesto que se necesitan células

jovenes para inocular el jugo. El medio sólido preparado

fué el siguiente: 2 g/ litro de extracto de levadura, 

5 g/ litro de NaH 2 PO V 2 gllitro de ( NH 4) 2 soV 50 gllitro

de sacarosa y bacto agar al 15%. 

Se prepararon z5o m1 de medio de cultivo líquido - 
con agar al 15%, a pH 5. 4 y se esterilizó en autoclave a
presión para evitar contaminaciones, 

de ésta manera se

fueron preparando las cajas de Petri con el medio de cul- 
tivo sólido. Se dejaron solidificar las cajas lentamente, 

un día y posteriormente se resembraron las células de - 

Nota 5 Las células de levadura y de hongo, fueron pro- 

porcionadas por el Departamento de Biotecnologia, 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, así -- 

como las instalaciones, equipo y su a-sesoría. 
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levadura y de hongo y se dejaron crecer 24 hrs. en un

cuarto a 30' C. Ya crecidas las células jovenes, se trans- 

fieren a matraces conteniendo medio de cultivo líquido es- 

téril a pH 5. 4. El medio usado fué el siguiente: 50 g/ 1

de sacarosa, 2 gll extracto de levadura, 5 g/ 1 de NaH 2 PO 4

y 2 g/ 1 de ( NH 4) 2SO4* 

Para fermentar un Kg de betabeles, se preparó un - 

matraz de 500 mi con 250 mi de medio liquido estéril, se

inocula este medio con células de levadura al 10% y se de- 

ja con agitación un día a temperatura de 30* C. 

En la fermentación, el in6culo líquido debe usarse

recién preparado. Para la fermentación del jugo, con la

levadura Cándida Utilis, se extrajeron 100 g de betabeles

de la variedad CrosbyIs Egyptian de acuerdo al procedi- 

miento ya descrito y se le adicionaron 25 mi de in6culo, 
conteniendo las células de levadura al 101. Durante la

fermentación la temperatura se mantuvo a 30OC, agitación

mecánica constante y aereación( Nota 6). 

De esta manera se fueron sacando muestras de 10 mi

cada 2 hrs. durante 8 hrs. de fermentación y cada 12 hrs. 

durante 60 hrs. de fermentación. 

Nota 6 Durante la fermentación, se controlaron las si- 

guientes condiciones: Agitación 200 rpm, emplean

do una agitador— mecánica con radio de giro de - 

0. 15 in., y aereación de 3/ 4 partes de aire por

volumen de cultivo. 
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Las células de microorganismos se separaron por el

proceso de centrifugación y se evaporaron por destilación
a 30* C y lo mmHg, hasta obtener un polvo fino, el cual

se analizó en cada caso, determinando % de sólidos totales, 

de betacianínas, pH y volúmen empacado de células. Los

resultados se muestran en la ( página 66). 

Para la fermentación del jugo con Neurospora Crassa, 

se extTajeron 119. 4 g de betabel de la variedad Crosby' s
Egyptian, de acuerdo al proceso ya descrito y luego se le
adicionaron 25 mi de inóculo liquido con las células de
Neurospora, preparado de la misma manera, usada con la le- 

vadura Cándida Utilis. Durante la fermentaci6n se mantuvo

la temperatura a 29' C y agitación 200 rpm, así se fueron

sacando -muestras de lo mi cada 12 horas de fermentación. 

Los resultados del análisis realizado en cada una de
las muestras se muestran en la ( página 70). 
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3. 4 DIVERSOS METODOS ANALITICóS PARA SEPARAR CONCENTRADOS

DE COLORANTE, 

La Cromatografía por Filtración Molecular, se utili- 

z6 para separar y purificar los colorantes, se llevó a - 

cabo, usando como soporte Sephadex' 5. 

El Sephadex G- 25 fino, antes de montarse se sometió

a un tratamiento de precíclado, ya que está contaminado - 

con productos secundarios de síntesis y reactivos no el¡ - 

minados, a pesar de lo que digan las casas que lo fabri- 

can. La resina se sometió al proceso de hinchamiento, es

decir hidratación de la resina- Se pesaron 100 g de re- 

sina y se suspendieron en 500 m1 de agua destilada, se - 

dejó 24 hrs. a temperatura ambiente, sin agitar para evi- 

tar la formación de finos. Después se eliminó el CO2, 
deareando la suspensión con agitaci6n y vacío suficiente

para desprender burbujas, con 5 6 10 min., se logra eli- 

minar el CO 21 el cual tiene gran afinidad por la resina, 

pero tiene la desventaja de que baja su capacidad de ab- 
sorci6n. Después se eliminan las partículas muy pequeñas

de resina ( finos), que son capaces de tapar el filtro, - 

disminuyendo notablemente el flujo. Durante la elimina- 

ci6n de finos, la resina se equilibr6 con buffer de fos- 

fatos 0. 025 N a pH 5, la concentración de buffer usada - 

fué la siguiente: 0. 83 g/ 1 de NaH 2 PO 4 y 0. 17 g/ 1 de - - 

Na 2 HPO 4' 

Después se empaca la columna, se drena con buffer, 

se aplica el polvo de betabel en solución, obtenido por
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el proceso a 6 b ( paginas 42 y 44), y se deposita suavemen- 

te con una pipeta pasteur, teniendo cuidado de no pertur- 

bar la parte superior del gel. Se drena la columna, hasta

ir sacando las diferentes fracciones de pigmentos contenidos

en el betabel. Se usaron como eluyentes; buffer de fosfa- 

tos a pH 5 6 agua y CH3 COOH al 1%. , 

Separación de Betalainas. 

En una columna de 1. 6 cm de ancho y 48 cm de longitud, 

conteniendo como soporte Sephadex C- 25 fino ( 10 g) y usando

como eluyente buffer de fosfatos 0. 025 M a pH S. Se aplicó

1 m1 de una solución al 15% de polvo de betabel ( proceso b), 

las fracciones eluidas de la columna fueron las siguientes: 

La primera fracción fué una solución amarillo -café

22 m1 que representa una mezcla de compuestos de alto pese
molecular, kstos constituidos principalmente de polisacári- 

dos y proteínas. 

La segunda fracción fué una soluci6n. xojo- café 15 MI, 

que representa una mezcla de compuestos de alto peso mole- 

cular con pequeñas cantidades de colorante. 

La tercera fracción fué una solución rojo -violeta

50 ml, conteniendo los pigmentos de bajo peso molecular - 

betacianinas). X máx. 538 y 546 nm. 

La cuarta fué una solución rosa -amarilla 20 ml, que

es una mezcla á e pigmentos prebetanina y vulgaxantina- I. 
X max.= 540 y 477 nm. 
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La quinta fracción fué una soluci6n amarilla 5 m1, 

compuesta del pigmento vulgaxantina- II, X max 477 nm. 

La separación del extracto acuoso ( proceso a.), se

realizó de la misma manera, los rendimientos obtenidos de

esta separación ( procesos a. y b.), se comentan en la ( pá- 

gina 74) . 

Separación de Betacianinas. 

La separación de los colorantes, también se puede

realizar usando otros disolventes como son: agua y - - 

CH 3 COOH al 1%. En una columna de 5 cm de diámetro y 65 

cm de longitud, conteniendo Sephadex C- 25 fino ( 100 g) y

usando como eluyente agua destilada, se aplicaron 10 m1

de una solución al 15% de polvo de betabel ( proceso b.) 

la tercera fracción rojo violeta ( 350 m1), eluida de la

columna, se concentró en un rotavapor a 25' C y 10 mmHg

de presión, hasta un volúmen de 20 ml. A éste concentra- 

do se le ajustó el pH a 2. 9 con CH 3 COOH concentrado y se
aplicó nuevamente a la columna usada anteriormente con la

excepción de que el eluyente fué CH 3 COOH en agua al 1%. 

Se eluyeron 3 fracciones de la columna.- la prime- 

ra fué de color rojo intenso ( 100 m1), conteniendo la

betanina. La segunda fué= de color violeta ( 200 m1), -- 

conteniendo la betanidina e isómeros. La tercera de co- 

lor rosa ( 30 m1), conteniendo la prebetanina e isómeros. 

La fracción roja de betanina se ajustó a pH 1. 0, se eva- 

por6 y se llevó a un desecador a 4% para cristalización. 

La columna con la resina Sephadex, puede ser utili- 
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zada varias veces, antes de que el gel requiera el trata- 

miento de precielaje. Sin embargo, se recomienda lavar

la columna con 5 volúmenes de NaCl 1. 0 M cada ocasi6n

que se pretenda usar. Después del tratamiento con NaCl, 

se equilibra la columna con el buffer, pasando 10 volú- 

menes de éste. La resina usada se recupera de la columna

y se hace el tratamiento de preciclaje: hinchamiento, 

lavado con ácido o álcali ( HCI 0. 5 N, NaOH 0. 5 N), ajuste

del pH con el buffer deseado y eliminacián de finos. 

La - resina se almacena a 46C con preservativo ( azida

de sodio al 0. 03%), para evitar el crecimiento de miero- 

organismos. 

Se recomienda, que nunca se deje secar la resina y

siempre se debe almacenar hidratada 

En el esquema No. 1, se observa esta separaci6n. 
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3. 4. 2 Cromatografla en Placa Fina. 

Se prepararon placas para cromatografía, usando como

adsorbente celulosa. Se aplicaron 0. 04 mi de concentrado

b., sobre la placa, ésta se dej6 correr, usando como elu- 

yente, soluci6n buffer de fosfatos 0. 025 NI a pH de S. 

Se observaron 3 fracciones: La primera es de color

café -amarillo la segunda es de color violeta y la tercera

es roja -amarilla, estos colorantes se identificaron por - 

espectroscopía en el visible y los resultados se mencio- 

nan en la ( página -7.5). 

Para la cromatografía líquida de alta presi6n", se

empleo un aparato Perkin- Elmer, modelo 601 con bomba de

3000 PSI y con una válvula de inyeccift, Rheodyne modelo

7105. Un detector de longitud de onda variable Perkin- 

Elmer modelo - LC- 55. Un registrador Perkin- Elmer modelo

023. 

Las condiciones isocráticas para el análisis de be- 

talainas fueron: 

Columna: ( Octadecil SIL -X- 1) ( ODS - SIL -XI) 0. 26 x

25 cm ( Perkin Elmer 0. 890706). 

Fase m6vil: Reactivo PIC -A Nota 7, 0. 005 M en agua- 

metanol 90: 10. 

45" C. 

Temperatura de la Columna: Ambiente y se aumento a
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Velocidad de flujo: 60 ml/ h y se aument6 a 120 m1/ h. 

Presi6n interna: 600 PSI. 

Velocidad de la carta: 12 in/ h. 

Detector: Perkin- Elmer. 

Cantidad de muestra inyectada: 5 pl y 10 91

Concentraci6n de muestra, conteniendo betacianinas

y betaxantinas=3. 88 ml/ 10 ml. 

Nota 7 PIC A= Hidr6xido de Tetrabutil- amonio. 
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3. 4. 3 Electroforesis en Papel. 

El proceso de electroforesis, fué usado por Ni1sson 31
3 2

y Von Elbe . Se emple6 un aparato de electroforesis No. 

324330 BEMAN, para el uso de microzune modelo R- 100, se

aplicaron 0. 02 mi de concentrado b. ( una gota), sobre la

tira de papel filtro Whatman No. 1 de 3. 8 cm de ancho y 30
cm de largo. La cual se humedeci6 con buffer de fosfatos

Na 2 HPO 4 y NaH 2 PO 4 0. 1 M a pH S. S. 

Los extremos de éstas tiras se sumergen en los reci- 

pientes del aparato, que contienen los electrodos y el -- 

buffer usado y se aplica un campo eléctrico, de 0. 52 mA/ cm

a temperatura de 23% se deja correr la muestra durante

3 hrs. 

Se probaron los sistemas de buffer de sales, a dife- 

rentes valores de pH y molaridad y fueron los siguientes: 

1. Citrato de sodio 0, 15 M a pH 4. 5

2. Na 2 HPO 4- NaH 2 PO 4 0. 1 NI a pH 5. 5

3. Na 2 HPO 4- NaH 2 PO 4 0, 1 M a pH 6. 8
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3. 5 IDENTIFICACION Y ANALISIS CUANTUATIVO DE BETALAINAS

POR ESPECTROSCOPIA UV -VISIBLE. 

Para identificar los colorantes del betabel, as¡ como

también para determinar la concentración de betacianinas, 

presentes en las muestras comerciales, en las muestras pre- 

paradas por los procesos a. 6 b. y en las distintas fraccio- 
nes separadas por cromatografla de exclusión molecular, se

usó el método por espectroscopla de UV -Visible 34 , empleando

los espectrofot6metros del tipo Perkin- Elmer 202 y Perkin- 

Elmer Hitachi -200 y utilizando la siguiente formula. los

resultados se comentan en la Cpágina 77 ), 

A= E x 1 x c

c= A x PM

1 x c

c= A x PM

cm g/ 1

colorante= e x 100

cm

A= Absorbancia

1= Longitud de la celda ( 1 cm.) 

c= Concentración de la muestra en g/ 1

PM= Peso molecular de la betanina= 550. 22 y

betanidina= 388. 14 y vulgaxantina- I= 353

E: 

1% = 
Coeficiente de extinción teórico para betanina

1 cm con X máx, a 537- 538 nm. = 60500 y para betanidina
con un máximo de absorción a 542- 546 nm= 49400. 
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El % de recuperación de colorante es importante, pa- 

ra poder determinar la pureza y recuperación de colorante, 

después de haberlo sometido a un proceso de extracción. 

De esta manera se calculó el % de recuperación del concen" 

trado preparado por el proceso b. fermentación por la si- 

guiente fórmula: 

de recuperación de

colorante g obtenidos x

c1% 
obtenida x 100

1 cm

g iniciales x E- inicial

1 cm

E
1%= 

A

1 cm
c( g/ 100 M1) x 1

de recuperación de

colorante sometido

al proceso b. fermen- 

taci6n, durante 24 hrs. = 114
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3. 6 SIMULACION DE UN PROCESO, PARA EXTRACCION EXHAUSTIVA

DE LOS COLORANTES DEL BETABEL. 

Dado que los resultados, hasta ahora son satisfacto- 

rios en cuanto al contenido de colorante en los diferentes
sólidos obtenidos, estabilidad y aspecto. Se pens6 que se

debían realizar algunas determinaciones, tendientes a rea- 

lizar la extracción de los colorantes, mediante un proceso

diferente al ya descrito ( nivel laboratorio). Una de las

diferencias importantes es que la eliminaci6n del agua, no

se haría destilando al vacío, porque es un proceso demasia- 

do costoso, sino mediante el uso de un evaporador Flash, 

Para el empleo de un evaporador Flash, se requiere utilizar

una solución con un mínimo de 14' Bx, por lo que se debieran

realizar los siguientes experimentos, 
simulando una extrac- 

ci6n exhaustiva de los colorantes del betabel, como a con- 

tinuaci6n se describe. 

Se molieron 100 g de betabel con 250 m1 de agua des- 
tilada, se filtro y al filtrado, se le determinaron los - 

Bx. Este filtrado se usó para extraer el colorante de - 

100 g más de betabel, es decir se molieron con el jugo di- 

luido, se fíltr6 y al filtrado se le determinaron los ' Bx, 

a su vez éste filtrado, se usó para moler otros 100 9 más

de betabel y se determinó ' Bx, los del nuevo filtrado, as£ 

obtenido, etc., hasta que la densidad permaneci6 constante

los resultados obtenidos se muestran en la ( página 78 ). 
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3. 7 DETERMINACION DEL VOLUMEN DE AGUA Y NUMERO DE EXTRAC- 

CIONES REQUERIDAS, PARA AGOTAR UNA MUESTRA DE BETABEL

Se hicieron las siguientes determinaciones hasta ago- 

tar el colorante presente en el bagazo de betabel, 

1. 60. 4 de betabel color rojo morado. Se molieron

con 100 mi de agua, se filtraron y de esta mane- 

ra se determind el ' Bx = 3. 

2. El bagazo de betabel se molió nuevamente con 50

mi de agua, se filtró y se determinó el * Bx y

fué de 1. 

3. El bagazo se molió con 50 mi de agua se filtró

y se hizo la lectura correspondiente de ' Bx, 

aunque no se alcanzo la lectura, pues la escala

fué muy pequefia. 

4. El bagazo se molió con 50 mi más de agua y se - 

f iltr6. 

S. El bagazo nuevamente se moli6 con 100 mi de agua, 

se filtró, observando que el color de este fué

café -amarillento, 

Se usaron 350 mi de H 2 0, para extraer el colorante

que queda retenido en el bagazo del betabel ( 60. 4 g). Para

1 Kg de betabel se deberian usar 5. 79 litros de H 2 0 1 para - 
extraer todo el colorante del bagazo. 
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3. 8 CONCENTRACIONES OPTIMAS DE CONCENTRADOS DE BETABEL, 

USADOS EN GELATINAS, 

Los concentrados de colorante elaborados por los

procesos a. y b. se usaron, para colorear gelatinas de sa- 

bor uva y frambuesa, se probaron las siguientes concentra- 

ciones de concentrados: 48 ppm, 100 ppm, 200 ppm y 2000 ppm, 

en ' gelatinas sin color y las tonalidades se compararon con

estándares de gelatinas con colorante sintéticos como son

rojos núms. 5 y 40. As¡ mismo se determinó la absorbancia

en cada uno de ellos, los resultados se muestran en la -- 

página 79 ). Estos valores se obtuvieron en un espectro - 

fotómetro de UV -Visible del tipo Perkin- Elmer Hitachi -200. 
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IV, RESULTADOS Y' SU DISCUSION

En la tabla No. 6 se presentan los resultados de las

muestras comerciales estudiadas. 

Muestras Comerciales

Deco

Aditivo con betabel

No. 4003

Betatom No. 180

No. 1728 Polvo de

jugo de betabel

Tabla No. 6

Betacianinas Humedad X máx. 

nm) 

0. 32 4. 5 538 y 477

0. 30 4. S 538 y 477

0. 3S 4. 0 538

0. 25 3, S S38

Las muestras comerciales Deco y aditivo con betabel

No. 4003, se constituyen de un polvo rojo muy colorido que

contiene, los s6lidos del betabel como son; carbohidratos, 

proteínas, minerales, estabilizadores y colorante, debido

a esto no son 100% solubles en H 2 0, como se muestra en la

tabla contienen respectivamente 0. 32 % y 0. 30 % de betacia- 

ninas, en la figura No. 10- a, se observa su espectro en el

visible y presentan dos máximos de absorci6n, uno a 538 y

477 nm característicos de las betalainas. Su precio es de

34. 50/ 453 g ( 1. 50 d6lares por libra), mientras que el - 

precio del colorante sintético FDIC rojo No. 40 es de

195. 50/ 453 g ( 8. 50 d6lares por libra). 
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Para las muestras Nums, 1728 polvo de jugo de betabel

y betatom 180 polvo de betabel rojo secado por spray, estu- 

vieron elaboradas con el jugo de betabel parcialmente puri- 

ficado, presentaron un color rojo y violeta débil, proceso

que las hizo completamente solubles en agua y con conteni- 

dos respectivamente de 0. 25 y 0. 35 % ( le betacianinas. En

la figura 10- b, se observa su espectro en el visible, pre- 

sentando un solo máximo de absorción a 538 nm característi- 

co de las betacianinas, 

Obtención de Concentrados de Colorante en Forma de

Mezcla, 

a) Extracción acuosa. 

En la tabla No. 7 se muestran los resultados obteni- 

dos en la preparación de concentrados de colorante, por el

proceso a. 

Tabla No, 7

Variedad de S6lidos Totales Betacianinas

betabel g/ Kg de betabel y ( g/ Kg) 

CrosbyIs Egyptian 89. 7 0, 32 0, 28

Perfect -Detroit 96. 5 0. 35 0. 33

Betabel comercial

no clasificado 113. 5 0. 38 0. 43
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En la tabla se puede observar, que hay una gran varia- 

ci6n en los resultados atribuible a que se tienen anteceden- 

tes 47 , de que la concentraci6n de pigmento varía y depende

de la variedad utilizada, edad, tamaño, cultivo y tiempo de

cosecha del betabel. 

Los concentrados obtenidos en medio acuoso de las va- 

riedades Crosby' s Egyptian, Perfect -Detroit y betabel comer- 

cial ( no clasificado), son similares a las muestras comercia- 

les; Deco y Aditivo No. 4003, en su contenido de betacianinas

y su espectro, pues presentan dos máximos de absorci6n uno a

540 característico de las betacíaninas y otro a 477 caracte- 

rístico de las betaxantinas. Pero su textura es distinta, 

pues es un polvo mucho más soluble en agua, su color es rojo

intenso y bastante más higrosc6pico. 

b) Concentrados de Colorante por Fermentaci6n. 

Debido a que la concentraci6n de colorante es baja - 

0. 2- 1%) en el jugo de betabel, se necesitan adicionar gran- 

des cantidades de colorante a los alimentos, para obtener

el tono deseado. Por esta raz6n se prepar6 un concentrado

fermentado de betabel con la ayuda de un microorganismo -- 

levadura Cándida útilis), para disminuir s6lidos totales

e incrementar la concentraci6n de betacianinas, además los

concentrados obtenidos por fermentaci6n son más estables

que los obtenidos en forma acuosa. 

Al establecer la colaboraci6n con los investigadores

del Instituto de Investigaciones Biomédicas, para llevar a

cabo la fermentaci6n, nos indicaron que disponían de algunas

63



otras cepas de microorgarásmos, que valdría probar en la fer- 

mentaci6n del jugo de betabel. De ésta manera se selecciona- 

ron cinco microorganismos, cuatro leva-Uras como son: Cándi- 

da útilis' e, Hansenula, levadura metan6lica y Cándida Boidini

y el hongo Neurospora Crassa 4 9. Los resultados de las prue- 

bas cualitativas llevadas a cabo durante 24 hrs, de fermenta- 

ción del jugo del betabel, están dados en la tabla No. 8

Tabla No. 8

Mícroorganismos Condiciones de Crecimiento Degradación
fermentación en el jugo del. color

pH T (* C) de betabel

Cándida útilis 5. 4 29

Hansenula 5, 5 37

Levadura metan6- 

lica 4, 8 37

Cándida Boidini 5, 0 37

Neurospora Crassa 5. 5 29

Se observó que todos los microorganismos usados., tie- 

nen un desarrollo positivo en el jugo durante las 24 hrs. de

fermentación. De las cuatro levaduras usadas, la que di6

mejores resultados con el jugo de betabel fué la Cándida úti- 

lis, puesto que no degrada al colorante , mientras que las -- 

demás asimilan; tanto sólidos totales como colorante. 

Para el caso del hongo Neurospora Crassa, se observa

que hay crecimiento de células en el jugo, pues asimilan - - 
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rápidamente los s6lidos totales, pero lamentablemente hay

degradaci6n del color a medida que aumenta el tiempo de

fermentaci6n. Posteriormente se realizaron pruebas cuan- 

titativas del progreso de la fermentaci6n del jugo, utili- 

zando dos microorganismos como consecuencia de las pruebas

cualitativas realizadas, como son; levadura Cándida útilis

y hongo Neurospora Crassa. 

Para llevar a cabo la fermentacift, se tuvieron que' 4--- 
buscar las condiciones 6ptimas como son, la preparaci6n

del in6culo líquido, agitaci6n, aereaci6n y tiempo de fer- 

mentaci6n, ya que las descritas en trabajos similares no

funcionaron satisfactoriamente. Despu s de fermentar el

jugo se separaron las células y se evapor6 el agua hasta
obtener un s6lido, determinando en cada una de las mues- 

tras sacadas, durante 60 hrs. de fermentaci6n; % de s6li- 

dos totales, pH, volumen de celulas y % de colorante, los

resultados de éste análisis realizado se muestran en la - 

tabla No.. 9. Se puede observar que a medida que aumenta

el tiempo de fermentaci6n, el valor de pH disminuye de 6, 2

inicial, hasta llegar a 2. 9 a las 60 hrs. de fermentaci6n. 

Por lo que fué necesario, controlar el valor de pH

a 5 con soluciones de NaOH al 7% 6 HC1 al 5% según se re- 

quiera. Para observar el crecimiento de los microorganis- 

mos durante la fermentacift, se sacaron muestras al prin- 

cipio; cada dos horas y luego cada 12 hrs., hasta un total

de 60 hrs. de fermentaci6n. Después de éste tiempo por

centrifugaci6n del jugo, se determind el volumen empacado

de celulas ( tabla No. 9). De los datos inostrados, se - - 

puede observar que si hubo crecimiento de células. Estos
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valores de volumen empacado se graficaron contra su respec- 

tivo tiempo de fermentación, en la figura No. 11 se obser- 

va la curva de crecimiento de células. 

Tabla No. 9

Tiempo de Fermentación* pH S6lidos Volumen Colorante

horas) 
Totales Empacado ( betaciani- 

Cg/ 8 g) de Celulas nas) 

MI) 

Jugo fresco sin fermentar 6. 2 0. 7431 0, 32

T = 0 5, 2 0. 7124 0. 02 0. 34

T = 2 5, 1 0. 6783 0. 024 0. 38

T = 4 4, 9 0, 5914 0. 04 0. 40

T = 6 4. 5 0. 4849 0. 06 0, 53

T = 8 4. 0 0. 3740 0. 07 1. 01

T = 12 3. 8 0. 29 0. 07 2. 50

T = 24 3, 6 0— 23 0. 08 3. 8

T = 36 3. 5 0. 19 0. 1 6. 28

T = 48 3. 0 0, 10 0. 2 8. 4

T = 60 2. 9 0. 07 0, 21

Volumen de la muestra = 10 ml. 

En la tabla No. 9 se muestran los valores obtenidos

durante la fermentación con levadura Cándida útilis; el ju- 

go de betabel fresco original ( 10 m1), contiene 0. 741 g de

sólidos y 0. 32% de betacianinas, ésta muestra presenta dos

máximos de absorción; uno a 538 nm betacianinas y otro a - 
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477 nm betaxantinas ( Figura No, 13- a). 

A las 8 hrs. de fermentación contiene 0. 3740 g de - 

sólidos totales y 1. 01% de betacianinas, presentando aun

dos máximos de absorción ( Figura No, 13- e), solo que de in- 

tensidades diferentes a la muestra original. 

A las 24 hrs, de fermentación, contiene solo 0. 23 g

de sólidos y 3. 8% de colorante, su color es rojo violeta

intenso y se observa un solo máximo de absorción a 545 nm

característico de la aglucona betanidina ( Figura No. 13- f). 

A las 36 hrs. contiene solamente 0. 19 g de sólidos

y 6. 28% de betacianinas, presentando un solo máximo a 545

nm. 

A las 48 hrs. contiene 0. 10 g de sólidos y 8. 4% de

betacianinas, pero ahora se pueden observa nuevamente dos

máximos de absorción uno a 545 nm y otro a 477 nm ( Figura

No. 13- g). 

En resumen se puede decir, que a medida que aumenta

el tiempo de fermentación disminuyen los sólidos totales

e incrementa la concentración de betacianinas, como con- 

secuencia de la hidr6lisis producida por enzimas de la le- 

vadura. 

En la figura No. 12 se observa una gráfica, conte- 

niendo el % de betacianinas y sólidos totales, como fun- 

ci6n del tiempo de fermentaci6n. 
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Figura No. 11

Curva de Crecimiento de Células de Levadura Cándida

útilis, durante 60 hrs. de fermentaci6n. 
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Finalmente, el jugo de betabel de la variedad - - 

Crosby' s Egyptian, fermentado durante 8, 24 y 48 horas con

levadura Cándida útilis produce un s6lido que a las 8 hrs. 

de fermentación pes6 46. 75 g de s6lidos) Kg de betabel, con- 

teniendo 1. 019% de betacianinas ( 0. 47 g/ Kg de betabel). 

A las 24 horas, se obtienen 21. 80 g de sólidos tota- 

les/ Kg, que contiene 3, 8% de betacianinas ( 0. 82 g/ Kg de be- 

tabel) y 114% de reruperaci6n ( página 57 ). 

Y para el jugo fermentado durante 48 horas se obtuvo

un rendimiento de 12. 50 g de s6lidoslKg, que contiene 8. 41

de betacianinas ( 1. 05 g/ Kg de betabel). 

En 1976, Adams y Von Elbe 46 , realizaron un análisis

del jugo de betabel antes y después de la fermentación -- 

anaer6bíca con levadura Cándida útilis, bajo las siguien - 

tes condiciones: para un litro de jugo, temperatura de - 

30' C y pH S. Los resultados por ellos obtenidos fueron, 

los que se muestran en la siguiente tabla. 

Muestra Midos Totales Betacianina

mg/ g) % S. T. 

Jugo inicial 71. 4 1% 

Después de la

fermentación 12. 7 5. 1% 

Tales investigadores mencionan que los resultados

anteriores, se obtienen después de 6. 30 hrs. de fermenta- 

ci6n, pero se comprobó experimentalmente que el tiempo -- 
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necesario de fermentación, para reducir sólidos totales fué

después de 24 horas. 

También se probó la fermentación del jugo de betabel, 

utilizando el hongo Neurospora Crassa, Los resultados están

dados en la tabla No. 10. 

Tabla No. 10

Tiempo de Sólidos Volumen % de

Fermentación* Totales
empacado pH

Betacianina
de Células

hrs. ) ( g/ 2. 4 g) ( M1) 

Jugo fresco

sin fermentar 0. 2430 5. 65 0. 38

T = 0 0. 2424 0. 5 5. 0 0. 25

T = 30 min. 0. 2372 0. 61 5. 0 0. 23

T = 1 0. 2356 0. 75 5. 0 0. 23

T = 2 0. 2245 0. 80 4. 9 0. 19

T = 3 0, 2103 0, 95 4. 9 0. 19

T = 6 0, 19 1. 5 4. 85 0. 15

T = 12 0. 110 1. 7 4. 8 0. 10

T = 24 0. 071 1. 8 6. 1

T = 36 0. 056 2. 0 6. 2

T = 48 0. 051 2, 1 6. 2

T = 60 0. 02 2. 3 6, 2

Volumen de la muestra = 10 inl. 

Se puede observar en ésta tabla, que a medida que - 
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aumenta el tiempo de fermentación, aumenta el valor de pH

hasta llegar a 6. 2, por lo que fué necesario controlarlo

a pH S. Con respecto al crecimiento, se ve que se adapta

el hongo facilmente al jugo de betabel, puesto que crece

muy rápido. Con respecto a los sólidos totales y % de be- 

tacianina en la tabla No. 10 se encuentran los valores ob- 

tenidos durante la fermentación. Se observa que el jugo - 

fresco contiene 0, 2430 g de s6lidos/ 23 g y 0. 38% de beta- 

cianinas. A las 60 hrs. de fermentación, contiene 0. 02 g

de sólidos/ 23 g de muestra y el colorante no se pudo de- 
terminar, puesto que las muestras estaban completamente -- 

oxidadas ( Figura No. 14). Se concluye que, a medida que

aumenta el tiempo de fermentación, disminuye notablemente

el % de betacianinas. 

Después de realizar una prueba, con el jugo de beta - 

bel solo sin inocular es decir sin transferir un microor- 

ganismo al jugo, se dejó incubar a 30" C y agitac 6n mecá- 

nica durante 24 hrs. con la flora contenida en el jugo - 

Nota 8. Después de éste tiempo, el jugo se oxidó comple- 

tamente de color rojo a café brillante, no se estableció

si esta oxidación es debido a la flora natural del jugo 0
a un proceso enzimático. Esto nos indica que es necesario

usar un microorganismo para llevar a cabo la fermentación
sin degradar al colorante. 

Nota 8 El jugo no esterilizó en autoclave, porque el co- 

lorante se oxida. 
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Los concentrados obtenidos por fermentación de la

variedad Crosby' s Egyptian, superan en todos aspectos a

las muestras comerciales importadas. Por ejemplo su conte- 

nido de betacianinas se incrementó 7 veces más, su textura

es distinta ( probablemente debido al método de evaporación), 

es muy soluble en agua, su color es rojo- viol.eta obscuro y

bastante más higrosc6pica y en su espectro en el visible,, 

se observa la presencia de un solo máximo de absorción a - 

545 nm ( betacianinas) y as£ mismo, no se observa presencia

de betaxantinas. 

Obtención de Concentrados de Colorante Parcialmente

Purificados. 

En la tabla No. 11 se muestran las- betacianinas-so, 

que absorben en el visible, en un rango de 538- 546 nm y

las betaxantinas en un rango de 474- 485 nm. 

Después de la preparación de concentrados de colo- 

rante por los procesos a. y b., posteriormente se realizó

la separación y purificación de éstos mismos, con el fin, - 

de obtener colorantes rojos de diferentes tonos, utiliza- 

bles en alimentos de distintos sabores. 

Debido a lo poco eficientes que resultaron las se- 

paraciones crGmatográficas por columna ( filtración molecu- 

lar), no se pudo realizar una separación realmente efectiva

de los diferentes colorantes, presentes en el jugo de beta - 

bel. Tal es el caso de las betacianinas rojo violeta, éstas

están constituidas por la betanina roja, la betanidina,, iso- 

betanidina, isobetanina ( violeta) y la prebetanina e isopre- 
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beta-nina £ color rosa). Puesto que su máximo de absorción

de ellos es muy semejante, no se pudieron identificar to- 

dos, salvo algunos colorantes como son: la betanina roja

X máx. a 538 nm y su aglucona betanidina violeta X máx, 
a 546 nm, durante la fermentación que es cuando se incre- 

mentan ambos colorantes en relaci6n a los s6lidos totales. 

De las betaxantinas amarillas, se identificaron la

vulgaxantina- I y II que absorben a 477 nm. 

Tampoco fué. posible -identificar la estructura de

tales pigmentos, por espectr-oscopía de IR y RMN, ya que - 

las cantidades de colorante puro, son sumamente pequeñas

0. 32- 5. 6% en mezclas de carbohidratos y proteínas), lo

más conveniente sería usar otro método de separación des- 

pués de filtrarla por columna, usando alguna poliamida o

una resina de intercambio i6nico. 

Pero puesto que el motivo de este trabajo es de -- 

origen prácti-co- econ6mico, porque su estructura ya está

dada en la literatura, se realizó la separación parcial - 

de betacianinas rojo -violeta, betanina roja y betaxanti - 

nas. En la tabla No. 12, se muestran los redimientos de

colorante obtenidos por el método de exclusión molecular, 

por los procesos de extracción a. y b. 

Se puede observar en la tabla No. 12 que el rendi- 

miento de betacianinas obtenido por el proceso a. ( extrac- 

ción acuosa) fué de 49. 6 mg/ 100 g de betabel, mientras -- 

que el obtenido por el proceso b. ( fermentación), se in- 

crement6 hasta 738 mg/ 100 g de betabel. 
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La concentraci8n de betaxantinas en el jugo fermenta- 

do fué muy pequeña, debido a esto no se pudo determinar, 

Tabla No. 12

Concentrado de Betacianinas Betanina Betaxantinas

betabel ( variedad ( mg/ 100 g) ( mg/ 100 g) ( mg1100 g) 

Crosby' s Egyptian

a. Extracci6n

acuosa 49. 6 0. 35 38 28

b. Fermentaci6n

durante 24

hrs. ) 738 5, 92

Separaci6n por Electroforesis en Papel. 

Para la separací6n de los pigmentos, por electrofore- 

sis en papel de los extractos ( a. 6 b.) se observ6 que el

buffer más indicado de sales fué el de Na 2 HPO 4- NaH 2 PO 4 a
pH 5, 0. 1 molar, comparado con los demas sistemas buffer. 

Estos pigmentos, a causa de sus diferentes valores

de PK', emigraron hacia el ánodo (+) a distintas velocída- 

des, puesto que dependen del valor de píl del sistema y de

la fuerza electromotríz aplicada. 

En la tabla No. 13, se observa la migraci6n elec- 

troforética de cada fracci6n separada. 
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Tabla No. 13

Banda bligraci6n* Ancho de la banda* 

cm) ( cm) 

Roja 6. 0 0 . 9

Violeta 7. 9 1. 5

Rosa 11. 6 0, 4

Amarilla 12. 0 0. 6

Amarillo brillante 13. 5 0. 8

Rango de 7 determinaciones. 

Separación por Cromatografía en Placa Fina. 

En la cromatografía en placa fina, se pudieron ob- 

servar tres fracciones: la primera fracción, es de color

café amarillo y representa una mezcla de impurezas como
son; carbohidratos, proteínas, producto oxidado, etc., la

segunda es de color violeta que es la betanidina y algu- 

nos isómeros X 545 nm y la tercera es roja amarilla, que

es la betanina y vulgaxantina- I y II X máx- 538 y 477 nm. 

Las fracciones separadas por diferentes métodos fue- 

ron identificadas por espectroscopía de visible. 

Finalmente, se probó la separación por el método de

cromatografla liquida de alta presión observando lo si- - 

guiente: Se reprodujo el método de cromatografía líquida

de alta presión ( con las condicionespencionadas en la - 

parte experimental), pero no se obtuvo respuesta de los

colorantes. Debido a ésto, se variaron las condiciones y
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se a¡ ust6 la fase m6bil a pH 7. 6, pero no hubo respuesta. 

En la figura No. 15- a, se muestran el máximo de

absorción del jugo de betabel fresco con impurezas. 

Mientras que en la figura No. 15- b se observa el -- 

espectro de absorción de la fracción roja del concentrado

fermentado y separada por el método de filtración molecu- 
lar. Presenta un máximo a 538 nm ( betanina). 

En la figura No. 15- c, se observa el máximo de ab- 

sorci6n de otra de las fracciones eluidas de la columna, 

de color violeta, absorbe a 545 nm ( betanidina). 

En las figuras Nfims, 15- d, e y f se observan res- 

pectivamente, la fracción amarilla que presenta un máximo

de absorción a 477 nm ( betaxantinas). La degradación par- 

cial del pigmento rojo que presenta un color amarillo a

430 nm y la degradación completa que adquiere un color ca- 

fé brillante y no presenta ningún máximo de absorción, 

En la tabla No. 14, se muestra la concentración de

betacianinas presentes en las muestras comerciales,' mues- 

tras preparadas: en mezcla y purificadas de betabel. 
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Tabla no, 14

1. Muestras Comerciales: % Colorante

Betacianinas) 

Deco 0. 32

No. 1728 Polvo de jugo de

betabel 0. 25

Betatom No. 180 0. 35

Aditivo con betabel No. 4003 0. 30

2. Preparaci6n de concentrados en

mezcla por el proceso a, ( Extra- 

ción acuosa) 

Variedad Crosby' s Egyptian 0. 32

Variedad Perfect -Detroit 0. 35

Betabel no clasificado 0. 38

Por el proceso b. ( Fermentaci6n) 

Variedad Crosby' s Egyptian fermen- 
tada durante 24 hrs. 3, 8

Y durante 48 hrs. 8. 4

3. Prer)araci6n de muestras seDaradas

por columna. 

Por el proceso a. Variedad Crosby' s

Egyptian 0. 35

Por el proceso b. Variedad Crosby' s

Egyptian ( Fermentada durante 24 hrs) 5. 92
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En la tabla No. 15 se observan los resultados de la

extracci6n exhaustiva de los colorantes de betabel. 

Tabla No, 15

Peso del Betabel Canti.dad de Agua " Bx T(' C) 

g) 

100 2SO ml 2. 5 24

100 jugo diluldo 4. 0 26

100
11 5. 1 26

100 6. 1 26

100 7. 0 26

100 7 . 5 26

100 7 . S 26

100 7. 5 26

A los 700 g de betabel, la densidad permaneci6 cons- 

tante ( 7. 5 ' Bx). Esto indica que para incrementar la den~ 

sidad a los 14' Bx deseados, se tendrían que adicionar dex- 

trinas, como indican las muestras comerciales. En la par- 

te experimental ( página 58), se muestra la determinacion

del volumen de agua y número de extracciones requeridas -- 

para agotar una muestra de betabel. 
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151centracionesEn la tabla No, 16, se múestran la " 

usadas de colorante en gelatina, así como su correspondien- 

te absorbancia y longitud de onda de los concentrados de - 
betabel, preparados y comparados con los colorantes sintéti- 

cos FD& C rojos núms. 5 y 40. 

Tabla No. 16

Colorantes Concentraci6n Absorbancia X máx. 

mgIm1) en H 2 0
nm) 

2

Rojo No. 5 ( 50 ppin) 1 x 10 1 . 025 sos

Rojo No. 40 ( 50 ppm) 1 X 10- 2 0. 635 500

Concentrados de be- 

tabel preparados por

los procesos: 

a. Rojo ( 2000 ppm) 0, 394 x 10- 2 0. 360 538

b. Rojo -violeta

200 ppm) 4 x 10- 2 0. 187 545

El concentrado de betabel, preparado por el proceso

a. ( Extracci6n acuosa) y con un tono rojo intenso. Se uso

en proporci6n de 48 ppm, 100 ppm y 2000 ppm en gelatinas, 

la concentTación ideal para colorear gelatinas de sabor

frambuesa, fué de 2000 ppm. 

Mientras que el concentrado de betabel, preparado por

el proceso b. Cfermentaci6n) y con un tono rojo violeta, - 
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se us6 en proporci6n de 48 ppm, 113 ppm y 200 ppm en gela- 

tinas, observando que la concentraci6n ideal, para colorear

gelatinas de sabor uva, fué de 200 ppm. 

También se usaron, los colorantes FD& C, rojos núms, 

5 y 40 en gelatinas, para comparar las tonalidades, concen- 

traciones y absorbancia obtenidas, contra los concentrados

de betabel. 

La concentraci6n necesaria de colorante FDIC rojo

No. 40, para colorear gelatinas de sabor mandarina fué de

50 ppm. Mientras que la concentraci6n necesaria de colo- K, ' 
rante rojo No. 5, para colorear gelatinas de sabor fram- « / 

buesa fué de 50 ppm. En resumen, se puede decir que los

concentrados de betabel preparados por los procesos a. y

b. son mucho más débiles en fuerza tintoreal, comparados

con los colorantes sintéticos FD& C, pero el costo de es- 

tos últimos es más elevado ( 10- 20 veces más/ Kg). 
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V. CONCLUSIONES

1. Se prepararon extractos acuosos de las varieda- 

des CrosbyIs Egyptian y Perfect -Detroit de betabel; se -- 

concentraron por destilación a presión reducida, obtenién- 

dose un residuo sólido higrosc6pico de color rojo intenso. 

2. Se prepararon concentrados fermentados de la va- 

riedad Cro sbyIs Egyptian, usando la levadura Cándida úti- 

lis. En éste proceso se buscaron las condiciones óptimas

para lograr la máxima reducción de sólidos totales sin -- 

afectar la concentración de los colorantes. El residuo

de la fermentación ya clarificado, se evaporó obteniéndose

un sólido higroscópico de color rojo violeta, 

3. Los concentrados por extracción acuosa y poste- 

rior fermentación, de la variedad Crosby' s Egyptian, se - 

sometieron a un proceso de separación por cromatografía - 

de exclusión molecular, pudiendo de ésta manera separar

betanina, betacianinas, y betaxantinas que en sus usos, -- 

las dos primeras son utilizables para tonos rojo y viole- 

ta y la tercera para tonos amarillos. 

4. Se compararon los extractos acuosos sin fermen- 

tar de las variedades estudiadas con las muestras de ex— 

tractos comerciales importadas, observándose que presen— 

tan características similares, lo que haría a los concen- 

trados obtenidos aceptables en el mercado. 
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S. Los concentrados obtenidos Dor fermentaci6n del

jugo de betabel, son superiores a las muestras comercia— 

les analizadas, en cuanto a su contenido de betacianinas, 

textura, solubilidad, color ( rojo violeta obscuro) y es- 

tabilidad. 
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