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|.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Es bien conocido el dafio que producen los colorantes sintéticos, de aqui que
después de nuchos estudios se acierta a echar mano de nuestros valiosos re-
cursos naturales; siendo de esta manera uno de los objetivos de esta inves-
tigacion extraer el colorante de un fruto silvestre que pertenece a la fami-

lia de las cactdceas, llamado comunmente "jiotilla" (Escontria chiotilla).

Los objetivos de este trabajo consistieron en concentrar los pig-
mentos de jiotilla y betabel, a través de una fermentacion, para después
evaluar su estabilidad de dichos pigmentos, tanto de nuestras fermentadas
como no fermentadas. Se estudié el comportamiento de los pigmentos a pH 3,5
y 7 a tenperaturas de 50, 75 y 95°C; asi como a exposiciones de luz, aire
y N2 . Finalmente se analizd el perfil, de los pigmentos fermentados y no
fermentados , por cramtograf{a liquida de alta presidn (HPLC).

2.~ ANTECEDENTES

El color es un factor inmportante, ya que es el primer contacto que se tiene
con los alimentos; de forma tal que el consumidor lo juzga primeramente por
su apariencia (color, forma etc.) y a continuacidn por su textura y sabor.

Casi todos los alimentos ya sea en forma natural, como procesada,
tienen un color caracter{stico y bien definido por el cual el consumidor los
identifica; debido a esto, los [abricantes de alimentos usan colorantes na-
turales y artificiales para normalizar sus productos y evitar el desconcier-
to del publico al encontrar que el color del alimento varia dia a dia.

La utilizacidn de colores en alimentos, se remonta a épocas anti-
guas por ejemplo, las especies y los condimentos asi como colorantes son usa-
dos desde hace 3000 afios (IFT Expert Panel and Food Safety , 1980) . Los co-
lorantes utilizados en esa época probablemente provenian de minerales, plan-
tas y animales .

En los siglos XVI1l y XIX fabricantes inescrupulosos empezaron a
explotar las caracteristicas que presentan los colorantes, para vender ali-
mentos de una calidad dudosa. De esta manera los vinos franceses eran colo-
reados con fucsina. Dinitrocresol se utilizd para colorear: macarrones, lico-
res y mantequilla. Por otro lado se utilizd anilina para blanquear harina.

)
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A los encurtidos les daban un color verde agradable por sulfato de cobre.
Algunos dulces eran coloreados por sales de plomo y cobre altamente téxicas,
lo cual repercutié en problems de salud hasta que se empezaron a legislar
los colorantes para‘evitar su efecto nocivo o bien descontinuar el uso de
los evidentemente téxicos.

En Inglaterra se aprobd la primera Acta de Alimentos y Drogas en
1860, Y le siguieron otros paises eurcpeaos que limitaron el uso de coleran-
tes en alimentos, permitiendo solo aquéllos que respetaran aplicaciones es~
pecificas.

En E.U.A. los colorantes de alimentos fueron controlados en 1886
y en este nuevo siglo el Departamento de Agricultura (Bureau of Chemistry)
de los Estados Unidos de América se dedicé a investigar el uso apropiado de
los colorantes existentes, gran parte fué supervisado bajo la direccidn del
Dr. Bermhard C. Hesse, quién trat6 de obtener informacidon de los fabricantes
de Alemania, Inglaterra, Bélgica y U.5.A., acerca de colorantes usados, en
la cual encontrd opiniones contradictorias, posteriormente revisd los datos
de pruebas toxicoldgicas realizadas en conejos, perros y humanos; de estos
compuestos, siendo aceptados solamente siete colores, finalmente su uso fué
legalizado bajo la acta de drogas y alimentos puros de 1906 bajo las siglas
FD&C y son los siguientes: -

NOMBRE COMUN NOMBRE FDA

Ponceau 3R FD&C Rojo No. 1
Amaranto " Rojo No. 2
Eritrosina " Rojo No. 3
Naranja 1 " Naranja No. 1
Naftol amarillo *  Amrillo No. 1
Verde claro "  Verde No. 2
Indigotina " Azul No. 2

A través de cierto tiempo se observéd que el uso de los colorantes acrecenta-
ba causando grandes problemas como cdncer y efectos nocivos sobre la repro-
duccidn animal; de aqui que hubo que tomar medidas drdsticas para controlar-
los; y as{ fué como en Estados Unidos a partir de 1938 se requiere que todos
los colorantes de alimentos sean probados en animales bajo la supervision de
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la F.D.A. Los colorantes sintéticos FD&, que se usan en la Unidn Americana
con permiso gubemamental, se conocen camno colores certificados y el proceso
de certificacién consiste en realizarles andlisis quimicos, bioquimicos, to-
xicolégicos y médicos, los cuales deben garantizar la salud de los consumi-
dores. (Hushke, 1981; Jefries, 1970).

El organismo que se encarga de la legislacién de alimentos en los
Estados Unidos es la "FOOD AND DRUG ADMINISTRATION" (FDA) y sus regulaciones
y decisiones se publican en el Federal Register, bajo el titulo 21 de ali-
mentos y drogas. En Méico se cuenta con la Direccion de Alimentos y Bebidas
de la Secretaria de Salubridad y Asistencia, la cual, por lo general adopta
varias de las disposiciones de la FDA.

lLos estudios de los colorantes deben incluir:

1) Determinacién de toxicidad aguda via oral en ratas

2} Toxicidad aguda intraperitoneal en ratones y un minimo de 60 dias de
pruebas de toxicidad mediante alimentacidn con el colorante

3) Suministro prolongado crénico de colorantes en el alimento de 2 especies
de roedores generalmente ratas y ratones {una de las especies debe cons-
tar de hembras prefiadas)

4) Suministro de colorante en el alimento de una especie diferente a los
roedores (usualmente perro)

5) Un estudio teratoldgico

6) Un estudio de reproduccidn miltiple.

Con todos estos requerimentos solo 7 FD&C colorantes son permitidos en los
alimentos y son :

FD&C Verde No. 3
FD&C Azul No. 1
FD&C Rojo No. 3
FD&C Azul No. 2
FD&C Rojo No. 40
FD&C Amarillo No. 5
FD&C Amarillo No. 6



las regulaciones para los aditivos alimentarios permitidos en México se en-
cuentran en el reglamento de aditivos para alimentos, emitido por el Sector
Salud del Gobierno Federal y publicado en el Diario Oficial del 15 de febre-
ro de 1958. (Secretaria de Salubridad y Asistencia 1958). Resaltando el he-
cho que esto no ha sido actualizado. En el articulo 12 se mencionan los co-

lorantes organo-sintético permitidos en México, para utilizarlos en alimen-

tos siendo:

Amarillo No. 5 (Tartrazina}
Amarillo No. 6 {Sunset FCF}
Azul No. 2 {Indigotina)
Rojo No.l (Ponceau 3R)
Rojo No. 2 (Amaranto)
Rojo No. 3 (Eritrosina;
Rojo No. 4 (Ponceau Sx;
Rojo No. 5 (Carmosina)
Rojo No. 6 (Ponceau 4R}
Violeta No. 1 (Violeta lana 5 BN)

Los colorantes artificiales FDC son derivados del alquitrdn de hulla y per-
tenecen a la clase de colorantes azoicos, nitrosados de pirazolona, indigoi-
des, xanteno, antraquinoma, quinolina y tiazina. {Viades, 1979)

El uso del colorante Rojo FD&C No. 1 (Ponceau 3R) demostrd que su in-
gestidn, durante periddos largos seria perjudicial para la salud piblica y
se canceld su registro provisional para su uso en alimentos, drogas y cos-
méticos.

El Rojo No. 2 (Amaranto) fué aprobado para su uso en una emisién
del 13 de julio de 1907 por el Departamento de Agricultura de U.5.A. donde
estudios de toxicidad aguda y crénica, hechos durante los afios setentas con
animles de laboratorio no revelaron efectos adversos, pero en 1970 se pu-
blicaron resultados por investigadores rusos, que ccncluyeron que el amiran-
to es capaz de producir cdncer y efectos nocivos sobre la reproduccidn ani-
mal . Posteriormente 1a FDA inicid un estudio de toxicidad crénica por in-
gestion de este colorante con ratas prefiadas a las cuales diariamente se les
admini stré diferentes dosis de 7.5, 15, 30, 100 y 200 mg/Kg (por medio de un
tubo estomacal) observdndose la muerte de fetos que ocurrid en todas las do-
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sis, excepto en la de 7.5 ng/Kg de peso (Viades, 1979: Villegas, 197v).

La FDA nombré un Comité Consultivo de Toxicologia para que anali-
zara todos los datos y estudios disponibles sobre el FL&C Kojo No. 2 .

Este comité rechazdé el estudio previo debido a que la dosis de pirueba no se
uantuvo constante y el grado de extencidn de autdlisis del tejido hacian di-
ficil la evaluacidn patoldgica, por lo que no se podia demostrar en fonm
concluyente la toxicidad del colorante., Asi mismo cn 1580 se rechazd una pe-
ticion de registro permanente de FD&C Rojo No. 2 debido a que la informmacidn
disponible era insuficiente para demostrar que el colorante era de uso segu-
ro en alimentos.

Investigadores canadienses consideraban un inadecuado control ex-
perimental e indicaron que no hay explicacién de por que la aparicidn de tu-
mores solo se daba en ratas henbras v que este hecho, siguiendo un razona-
miento légico, podia utilizarse como evidencia de que en ratas machos el Ana-
ranto previene la aparicidn de cdncer.

Ademds, los cientificos canadienses sefialan que segin sus propios
estudios, el FD&C Rojo No. 2 no es mutdgenico y esta es una caracteristica
que generalmente se presenta aunada a los efectos teratogénicos; por otra
parte la estructura quimica del amaranto no es semejante a la de otros colo-
rantes que se ha encontrado producen cincer. Coro resultado de estas consi-
deraciones el Ministro Canadiense de Salud y Bienestar Nacional. decidid en
1976 continuar con el uso de FD&C Rojo No. 2 en alimentos y en la misma po-
sicidn estdn Suecia, Dinamarca, Alemania Occidental, Japén y los Paises miem-
bros de la Comunidad Econémica Furopea,

Por otra parte, Canadd ha rehusado permitir el uso en alimentos del
FD&C Rojo No. 40, después de que datos proporcionados por la Oficina de Sa-
lud Publica demostraron que su seguridad era insuficiente.

Sin embargo el Rojo No. 40 ha sido aprobado en forma permanente pa-
ra usarlo el alimentos en E.U.A. ese mismo afio (1574) y es en la actualidad
el dnico color rojo certificado que se admite en E.U.A. para cualquier uso

en alimentos.



- BSTRUCTURA Do LAS BETALAINAS

El orden Centrospenme, estd conpuesto por las familias: Chenopodia-
ceae, Amiranthaceae,Portulacaceae,Nictaginaceae,Phytolaccaceae, Stegnosperma-
ceae, Aizoaceae, Basellaceae, Cactaceae y Didieraceae . (Piattelli y Minale,
1964). Dentro de este orden se encuentran las betacianinas (rojas) y beta-
xantinas (amarillas); siendo los pigmentos responsables del color en el be-
tabel (Beta wvulgaris ). Ellas colectivamente son conocidas como betalainas.
La betacianina nds abundante en betabel es la betanina (Fig.No 1) y se en-
cuentra en una proporcién de 75% a 95k.

OUtras betacianinas en betabel son: betanidina (Fig. No. 2), probe-
tanina y sus C-15 isdmeros. (Cuadre No. 1). La estructura general de las be-
talainas deriva de un aminocdcido (Fig.No. 3) y un aldehido (Fig.No. 4) 1la-
nado dcido betaldmico (Buchi, et al 1978).

La estructura de la betanina fué descubierta por Dreiding y sus colaborado-
res y la relacién entre betacianinas y betaxantinas fué establecida firmemen-
te por la interconversién quimica de la betanidina e indicaxantina (Fig.No.
5) a través del dcido betaldmico.

Las betacianinas se pueden hidrolizar con dcidos o enzimas y formar
los aglicones llamados betacianidinas. A su vez los aglicones de las betacia-
ninas son diasteroisomeros y se les dieron los nombres de betanidina e iso-
petanidina. (Fennema, 1976; Mabry y Dreiding, 1968). (Fig.No. 6).

Quimicanente, la betanidina es un alcaloide y en sustancias natura-
les de este tipo, se la ha dado la expresién de 'cromo alcaloide" (Peterson
y Joslyn, 1960).

El proceso de hidrolisis catalizado con enzimas, da origen a la
betanidina exclusivamente. La betanidina tiene dos atomos de carbono asimé-
tricos, uno en C-2 y otro en C-15, La betanidina y la isobetanidina, tienen
configuracioén -5 en el C~2 y la diferencia entre ambos aglicones depende de °
la configuracidén en el C-15, de modo que la betanidina tiene configuracion
-S y la isobetanidina tiene configuracién -R (Fennema, 1976).

La betanina en solucidn con agua presenta una absorcion mixima a 536-
536 nm; Schwartz y Von Elbe, en 1980 determinaron su absorbancia molar (e€)
con un valor de 00500 litro nwl—lcm —1; convirtiendo la absorbancia molar,

1%

. N . 1] » l
al coeficiente ideal de extincidon (E lem

)se obtiene un valor de 1120% mol~
Cnfl {(Nilsson, 1970), que se usa para calcular la concentracién real de la
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CUADRO No,

Clasificacidn de toudas las Betacianinas Encontradas en Frutas, Flores, Ho-

jas, Raices de Betabel v Cactus. *

Pigmento

L A
- . - .
!

[oX I 11
. .
i

Aol e sl N
. . .
I

10.-
11.-
12.-
13.-
14.-
15.-
16.~
17.-
18.-
19.-
20.-
21.-
22.-
23.-
24.~
25.~
26.-
27.-
28.-

L%

Amarantina

[soamarantina

1120
1120

Betanina
Isobetanina
Iresinina-1
Iresinina-l1
Filocactina 740
Celosianina

Isofilocactina 740
lsocelosianina
Buganvileina-1
Buganvileina-11
Gonprenina-1
Betanidina 1230
Buganvileina-111
Buganvileina-~1V
1sobetanidina 1290
Ganprenina~I1

Oleracina-1

Oleracina-i1

Gomprenina-111
Buganvileina-V
Buganvileina-VI
Buganvileina-VI1I
camprenina-1V

Prepetanina
Buganvileina-V1l1

Isoprebetanina

gloem o,

A mix {nn HéD)

536

536

538

538

538

538

536
544~546
538
542-544
538-540
540-542
535-537
542-546
540-542
540-542
542-546
536-538
534-536
534-536
536-538
540-542
544-546
544-546
540-542
540~542
544-546
540-542

10

pH 4.

1.16
1.16
1.00
0.93
1.17
1.17
1.25
1.26
1.14
1.26
0.96
0.90
1.00
1.00
1.00
0.96
0.87
0.91
0.80
0.80
0.91
0.84
0.84
0.84
0.80
1.34
0.84
1.21

Mobilidad
Electroforética

pH 2‘4 dkdek
1.00
1.00
1.00
0.93
1.00
1.00
1.00
1.11
0.93
1,11
0.94
0.92
0.96
0.70
0.94
0.81
0.70
0.89
0.72
0.72
0.89
0.81
0.81
0.81
0.72
1.78
0.81
1.78

5 ek

0.72

0.72



Pigmento B, e A nx (nm 11,0) Mobilidad

Electroforética
pH 4.5 *¥*¥*  pH 2,4 wxw%

29.- Buganvileina-1X 544-546 0.84 0.81
30.- Gomprenina-V 542-544 0,80 0.72
31.- Buganvileina-X 544-546 0.84 0.8
32.- Gorprenina-V1 542-544. 0.80 0.72
33.- Rivianina 541-543 1.34 1.78
34.- Buganvileina-X1 544-546 0.84 0.81
35.- Gomprenina-V1! 542-544 0.80 0.72
36.~ Buganvileina-X11 548-550 0.66 0.52
37.~ Gomprenina~-V111 540-542 0.80 0.72
38.- Buganvileina-X111 549-551 0.66 0.52
39.~ Buganvileina-X1V 550-552 0.66 0.52
40.- Buganvileina-XV ’ 544-546 ©0.51 0.37
41.~ Buganvileina-XV1 544-546 0.51 0.37
42.- Mesembriantemina 540-542 0.48 0.28
I, 1y L1

* (Piattelli y Minale 1964)

*% para los pigmentos que se desconoce su valor de E {%cm se asume que es de
1000.*

*#% Mobilidades Electroforéticas relativas a betanina con formato de piridina
0.05 AL

con dctdo férmico 0.1 M.

RANNKX

1l
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betanina . El color de la betalaina se debe a la resonancia de su estructura;
si R o R’ no extienden la resonancia,el conpuestc es amarillo (betaxantinas);
st & o R' (F1ig.No. 7) si extienden la rescnancia, el color serd rojo.

En la familia Cactaceae, es la betanina la que se encuentra en mayor
cantidad; la filocactina se encuentra en una mencr cantidad y ésta presenta
en agua un coeficiente ideal de extincidn (E }?cém ) = 740 y una A méxim =
538 nm (Piattelli, et al 1964; Piattelli e Imperato, 1969). (Fig.No. 8).

Los pigmentos amarillos (Piattelli, gt_g_l__l%d y Piattelli, Minale
1964) primero conocidos como flavocianinas y después llamados betaxantinas,
son poco atractivos, ya que son dificiles de purificar debido a su sensibi-
lidad a agentes quimicos (Singer y Von Elbe, 1980) adends su tiempo de vida
media es menor.

Dentro de las betaxantinas en betabel, Piattelli; g_t__g_l__(1965), de-
termind dos estructuras dandéles el nombre de vulgaxantina 1 y 11 (Figs. No.
9y 10). La indicaxantina, —que fué el primer pigmento amarillo aislado por
Piattelli- es el responsable del color ararillo de las frutas del cactus

Opuntia ficus indica. La diferencia entre estas betaxantinas y la indicaxan-

tina, radica en la prolina la cual es reemplazada por los aminodcidos gluta-
mina para vulgaxantina | y dcido glutdmico para vulgaxantina 1I. (Piattelli,
et al 1965).

Los pigmentos de las betalainas son afectados por varios factores
incluyendo luz, pH, temperatura, oxigeno, metales, etc.; todas son solubles
en agua lo que amplia su uso en los alimentos (Pasch y Von Elbe, 1979).

La actividad de agua (a ) también influye en la estabilidad de la
betanina; Pasch en 1975 encontré que el tiempo de vida media de este pigmen-
to es casi 4 veces mayor cuando a, = 0.37 que cuando a,-= 1.0 (Pasch y Von
Elbe, 1975).

Por lo que la ausencia de luz, pH éptimo, reduciendo la exposicidn
del oxigeno atmosférico y disminuyendo la actividad de agua,contribuira a
aunentar el tiempo de vida media.

Ahora que considerando la estructura de la betanina, el mecanismo
de regeneracion quizd envuelve un ataque nucleofilico por agua en el C-11,
hidrolizando el sistema conjugado. Esto es la causa de la formacidn de pro-
ductos intermediarios de degradacion como el ciclodopa y dcido betaldmico.
La formacién del dcido betaldmico para betanina ha sido reportado camo la

13
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probable llave intermediaria en la degradacion de betanina. La regeneracion

del proceso quizd envuelve una condensacién de Shiff de la amina nucleofili-
ca del ciclodopa con el aldehido del dcido betaldmico. Esta regeneracién le

ocurre mis lentamente a pH 3.75 comparado con un pH de 6. La baja regenera-

cidén del proceso a bajo pH quizd puede ser explicado por la protonacidn del

amino ciclodopa, reduciendo su nucleofilicidad y asi impidiendo la condensa-
cidn de la reaccidn. La cinética de este proceso de regeneracion necesita un
futuro estudio y la proposicion de un mecanismo bajo esta investigacion (Von
Elbe, et al 1981). (Fig.No. 11).

Ya que la purificacion parcial de los concentrados de colorante de
betabel comercialmente contenfan solo: 0.2 - 1% (peso himedo) de betaciani-
nas, (Adams, et al 1976}, esta baja concentracién de pigmento requerfa adi-
cionar grandes cantidades a los alimentos para obtener el tono deseado. En-

tonces Adams, et al 1976 sugirié una fermentacidn, ya que el 80% de los séli

dos del betabel consisten en carbohidratos fermentables y compuestos nitro-
genados, siendo de esta forma razonablemente acompafiados disminuyendo los
solidos totales proporcionalmente al incremento de la concentracién de beta-

cianina sobre una base sélida. Candida utilis fué escogida como el microor-

ganismo de la fermentacion por su utilizacion enteramente de una gran varie-
dad de sustratos de carbono y nitrdogeno, ademis de que no degrada el coloran-
te, mientras que otros microorganismos como Hansenula polymorpha, Candida
boidini , Neurospora crassa, asimilan tanto sdlidos totales como colorante
(Villegas, 1979).

Con la fermentacién se elimina el sabor caracteristico del betabel, y las

células resultantes de ésta pueden ser utilizadas como suplemento en diferen-
tes alimentos principalmente para animales (Adams, et al 1976).

La fermentacion (Adams, et al 1976) fue mantenida a 30°C y pH 5 con
solucién de NaOH y HC1; los carbohidratos y proteinas fermentables fueron
asimilados aproximadamente después de 6.5 horas y se determind como posible
factor limitante al fésforo. Después de la fermentacién se observé una dis-
minucién de aroma del betabel asi como mayor solubilidad en agua. De esta
forma en concentrado de betacianinas tiene aplicaciones como colorante de
alimentos .

En otras investigaciones de Shih y Wiley en 1981 demostraron la exis-
tencia de enzimas decolorantes que oxidan las betacianinas, que se encuen-
tran en los tejidos del betabel.
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El sistema enzimdtico actua estrechamente entre los componentes sub-
celulares del tejido del betabel a la temperatura de 40°C y un pH de 3.4,
La distribucién de enzimas decolorantes en betabel fue examinada por Shih y
Wiley 1981 usando extractos preparados de enzima para las porciones epider-
mial y central encontrando que la porcidén epidermial del betabel contiene
mis actividad enzimdtica que la porcién central. Esto indica que la locali-~
zacibn del sistema de la enzima decolorante de betalainas es asociado con la
acumlacidn de pigmento en lugares alrededor del drea epidermial.

Los efectos sobre los controles de la fermentacidn:pH, hidrdlisis
enzimitica, ultrafiltracidn antes y durante la fermentacidén del betabel con-
dujeron a determinar una gran reduccién de sdlidos en su jugo con la minima
degradacion de betacianina pero Adams; _g_t’_a_]“l976, concluyd que un tratamien-
to con pectinasa antes de la fermentacidn no reduce los sélidos totales des-

pués de ésta.

- ASPECTOS GENERALES SOBRE ESCONTRIA CHIOTILLA .

Clasificacién Taxondmica:

Reino -Vegetal

Sub-Reino ~-Embryophyta Siphonogama
(fanerdgamas)

Divisién -Angiopermae (Angiospermas)

Clase -Dicotyledonese (Dicotileddneas)

Sub-Clase -Dalipétalas

Orden -LCactales

Familia —Cactaceae

Sub- Familia -Cereoideae

Tribu —Pachycerezie
Sub-Tribu -Pterocereinae
Género -Escontria
Especie —-chiotilla

Las cactaceas son nativas del continente americano, en el que actualmente se
encuentran distribuidas desde Canadd, a una latitud de 56°N, hasta el estre-
cho de iMagallanes en América del Sur. Escontria chiotilla es originaria y ex-
clusiva de México (Britton, 1963).

17




Los frutos de Escontria chiotilla se conocen vulgarmente como quio~
tilla o "jiotilla", esta es una cactacea arborescente de 3 a 4 metros de al-
lurd; presenta tronco grueso y corto {de aproximadamente 40 c¢m de didmetro),
ramas nuy nuuerosas y rigidas de color verde oscuro. Posee espinas radiales
rectas, dirigidas a veces hacia abajo con una longitud de | cmy también es-
pinas centrales, rectas ligeramente aplanadas, de color grisdceo, con la pun-
ta mis oscura. (Bravo-Hollis, 1978)

Las flores se encuentran en la terminacidn de las ramas, las cuales
miden 3 cm de longitud con pigmentos interiores amarillos y sus estambres del
mi smo color. Sus frutos son globosos, escamosos, color café rojizo, de apro-
ximadamente 3.5 cm de didmetro, con pulpa purpurina, dulce comestible; las
semillas son negras de 1.5 mm de anchura. Su crecimiento es lento por lo que

su rendimiento no es apreciable a menos que se promueva su cultivo. (Britton,
1963).

Escontria chiotilla se encuentra distribuida en Puebla, Oaxaca, Gue-
rrero y Michoacdn. Ha sido colectada en Tehuacan, Calipan y Acatldn, Puebla;
en Cuicatldn, Sierra Mixteca y en Totolapan, Oaxaca; en el cafion del Zopilo-
te, Guerrero y en la zona de la presa del Infiernillo Michoacdn. Los ejempla-
res de la region de la presa Infiernillo poseen ramas mis robustas y espinas
centrales mds cortas. Las asociaciones que forman se llaman ''quiotillales'.

‘ Este producto natural beneficia a los habitantes de di-
chas regiones, y se vende durante los meses de junio y julio en los mercados
regionales; son muy agradables y con ellos pueden prepararse mermeladas, con-

servas, aguas frescas, etc. (Bravo-Hollis, 1978).
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3.- MATERIALES Y METODOS

-OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LAS MIESTRAS

Se utilizaron frutos de E. chiotilla recolectados en julio y agosto de 1963
pertenecientes a la region de lzicar de Matamoros. Se almacenaron mantenién-
dose a una temperatura de -20°C, descongeldndose a temperatura ambiente en

el momento de efectuar las pruebas. También se trabajd con betabeles de va-

riedad no clasificada comercial obtenidas en mercados urbanos.
~-FERMENTACION

La cepa de Candida utilis fué donada por el Instituto de Investigaciones Bio-
médicas (Laboratorio de Biotecnologia). Sembrindose en un medio sbélido des-
crito por Adams y Von Elbe (1977) a pH 5.4 (Apendice No. 1) se incubd por 24
horas a 30°C para ser transferido a un medio liquido estéril por 18 horas a
la misma tenperatura obteniéndose el inbculo deseado. Asimismo las resiem-
bras del microorganismo Candida utilis para las subsecuentes fementaciones

fueron realizadas de forma semejante. .

Para obtener el éxtracto diluido se agregd 2.5 1t de agua destilada
a un kilogramo de jiotilla; se molid en una licuadora (Mabe) por espacio de
tres minutos. El extracto obtenido por dilucion se centrifugd a 10,000 rpm
durante 30 min, en un aparato modelo 1ECHT Centrifuge Damon /I1EC Division
Equipar S.A. Separadamente se prensd un kilogramo de jiotilla obteniéndose
580 ml de extracto.
Se procedid a realizar por duplicado la fermentacién del extracto diluidoy
prensado agregando 10 ml de indculo por 100 ml de extracto, para obtener un
volumen total de 250 ml en cada matraz.
Durante la fermentacién se hicieron cuatro variaciones de sales de la form

siguiente:

A B
2.04 g/250 ml (N, ), S0, 2.64 g/250 ml (NH,), SO,

1.3 /250 ml KHPO,
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Fig.No.12 DIAGRAMA DE ANALISIS DE LA FERMENTACION Y ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS DE ESCONTRIA CHIOTILLA

| Kg de E. chiotilla Candida utilis
(2.5 1t de Agua destilada)
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c . B

2.64 g/250 ml (NH,),80, . 2.64 g/250 ml (NH,),50,
1.3 8/250 ml K HPO, 1.3 g/250 ml K HPO,

0.22 g/250 ml CaCl, 0.22 g/250 ml CaCl,

0.09 g/250 ml  MgS0,

0.16 g/250 ml FeSO,
En otra variacién , se utilizd enzima pectinasa al 1% al inicio de la fenmen-
tacion. (Pectic Enzime, Food Industry Department Ciba Geygy Corporation Greens-
borro , N.C. 274709) Finalmente se considerd un blanco ausente de indculo, sa-
les y de enzima.

Durante las femmentaciones se mantuvo la temperatura a 30°C y agitacién meci-
nica (200 rpm) constantes, en un incubador New Brunswick Scientific, N.J.,
U.S.A., Modelo G~27.

Durante las primeras ocho horas de fermentacion se tomaron miestras de 15 ml
cada 2 horas. A cada una de las muestras se les midié: pH, absorbancia, séli-
dos totales, azicares reductores.

Al final las muestras fueron liofilizadas en un aparato: UNI/TRAP, Modelo 10-
100 The Virtis Company Gardiner N.Y. 12525. (Fig.No. 12)

-DISENO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

En un intento para enriquecer el medio de cultivo de la Escontria chiotilla

(extracto diluido y prensado) y obtener el mayor rendimiento de betacianina,
esto se realizd adicionando las siguientes sales: (NH&)ZSOI. ’ KZHPOA’ CaCl2 ,
FeSO4 ,MgSOA , segin los cdlculos siguientes:

74 g/1 de azicar en Escontria chiotilla —————-m—- —- 37 g/1 Biaasa

Fuente de Carbono es = 0.5 g Biamasa /g Carbohidrato
Fuente de Nitrdgeno = 3.5 g Biamsa /g (NH4)2501‘

37 /1 Biomsa __ =10.57 g/1 (NH,),%0,
3.5 g Biomasa /g (NH

4)2%,
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Fuente de fésforo = 7.1 37 = 5.2 g/l de KZHPO

7.1 4

Fuente de magnesio = 100 37

37 = 0.37 g/l de N’g&i()l‘
100

Fuente de calcio = 54.4 37

37 = 0.680 g/l de CaCl,
564

Fuente de fierro - 100.5 37 6 = 0.365 g/1 FesO,
IOOOS

~CUANT IFICACION ESPECTROFOTOMETR ICA

Se tomaron 8 ml de los extractos fermentados de las muestras procediéndose

a centrifugar por 30 min a 10,000 rpm; después se tomé un ml del sobrenadan-
te y se aforé a 25 ml con aglia destilada. 1a medicidn de la concentracidn del
colorante se obtuvo enpleando el método espectrofotémetrico desarrollado por
Nilsson en 1970 en el cual la betanina presenta una absorcidon mdxima entre

las A 535y 540 y un coeficiente ideal de extincién (E i,ém) = 1120 (Piattelli;
et al,1964 y Piattelli e Inperato, 1969). Se utilizd un espectrofotdmetro Per-
kin Elmer, Modelo Hitachi 200.

MEDICION DE LA ABSORBANCIA DE LA SUSPENSION CON MICROORGANISMDS
Se toamd un ml de cada uno de los caldos fermentados se aforaron a 10 ml con

agua destilada y se realizaron las lecturas de absorbancia en espectrofotdme-

tro a 540 nm. El crecimiento del microorganismo Candida utilis se detemind

con una curva estandar de peso seco vs. absorbancia. Como precaucidn se uti-
1126 la fase logaritmica de crecimiento.

En esta fase se tomaron alicuotas de lml de caldo de cultivo para determinar
posteriormente el peso. Separadamente se pesaron las membranas Millipore tipo
HA, 0.45 pm de orificio, y 4.6 cm de didmetro, previamente secadas en estufa
hasta peso constante (80°C por 24 hrs).

Conocido el peso de las menbranas se filtraron las alicuotas del cultivo.
Después, las menbranas con biomasa se secaron a 30°C en estufa hasta peso
constante (24 hrs, aproximadamente). Finalmente, el peso de biomasa seca de
Candida utilis se obtuvo por diferencia (Apéndice No. 2)
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~ MEDICION UF pH

Se llevd a cavo en un potencidmetro Sargent-Welch Scientific Corpany U.S.A.,
Modelo LSX.

-DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES

Se determiné por el Método de $blidos Totales para frutas. (A.0.A.C. pdg 362,
1980).

-DETERMINACICH DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

Se realizaron por el Método volumétrico de Lane-Eynon (A.0.A.C., 1980). Se

reportaron camo azicar invertido,
~HIDROLISIS ENZ1MATICA

A un extracto, preparadc en forma semejante que el destinado a la fermenta-
cidn y sustituyendo el agua destilada por una solucién buffer de fosfatos a
pH 5, se le adiciond enzima pectinasa (Pectic Enzime, Food Industry Depart-
ment Ciba Geygy Corporation Greensborro, N.C. 274709) al 1%, incubando por
espacio de dos horas a una temperatura de 40°C. Se mididé la absorbancia a

A méxima = 538 nm, para conocer la cantidad de betaninas por el Método de

Nilsson, 1970, las determinaciones se realizaron cada 10 min.

~EXTRACCION ACUOSA DE BETACIANINAS

Se pesaron 65 g de jiotilla agregando en cada extraccién 300 ml de agua des-
tilada, esto se molié en una licuadora (Mabe) y se centrifugd a 10,000 rpm
por espacio de 3 min; se tomd un ml de este sobrenadante y se aford a 25 ml
con agua destitada para después leer la absorbancia correspondiente a la con-
centracion de betacianinas en el espectrofotémetro a A = 538 nm (Nilsson, °
1970), el residuo del centrifugado se volvid a moler con el mismo volimen de
agua y se repiten de esta forma los pasos hasta que la mestra no de lectura.
Para Escontria chiotilla se hicieron 5 extracciones en el caso del betabel se

pesaron 325 g de nuestra y se adicionaron 500 ml de agua en cada extraccién;

se realizaron 6 extracciones.
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-CROVATOGRAF 1A LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

Las muestras obtenidas despues de la fermentacidn (jiotilla y betabel) y an-
tes de ella fueron inyectadas en un aparato HPLC marca Waters, con bomba A-
600, inyector UFK, médulo RCM 100 y con un detector U.V.-visible; utilizando
la técnica de Schwartz y Von Elbe 1980. La muestra no se cuantificd pues esa
determinacidn se realizd especificamente para conocer y comparar cualitativa-
mante los pigmentos de ambas muestras antes y después de la fermentacion y

asi poder concluir si se trata de pigmentos semejantes,

-COMPARACION DE LA ESTABILIDAD ENTRE LOS PIGMENTOS DE JIOTILLA Y LOS DE
BETABEL

Efecto de la tenperatura.

Se enplearon extractos fermentados de jiotilla y betabel (446 mg/100
ml H20 y 420.6 r-rg/IOO ml HZO’ respectivamente). Se utilizaron soluciones amor-
tiguadoras a pH 3,5 y 7, tomando alicuotas de un ml de extracto afordndose a
100 ml con la solucién amortiguadora de fosfatos respectiva (Macllvane, 1921)
se hicieron duplicados. Los tubos se colocan en bafics de agua a temperaturas
controladas de 50,75 y 95°C.
Las absorbancias se registraron a 538 nm, a intervalos de tiempo particulares
para cada pH de los extractos, se realizd un minimo de 5 determinaciones en
cada curva de calentamiento. Se evaluo por duplicado.
La degradacion de los pigmentos rojos se estudid determinando el decremento
en absorbancia a una longitud de onda de 538 nm v posteriormente calculando

el % relaiivo de absorbancia (%RA) de la manera siguiente :

%RA = Absorbancia al tiempo X (A 538 nm ) X 100 (1)
Absorbancia al tiempo O (') 538 nm )

Los valores de %RA, a cada temperatura de tratamiento (50, 75y 95°C), se
graficaron en papel semilogaritmico contra tiempo de calentamiento. La rela-
cidn lineal obtenida indica que la degradacidon de los pigmentos rojos sigue
una cinética de primer orden.

Se calculd la ecuacién de regresién, obteniendo los valores de ordenada al
origen, pendiente (tiempo de vida media) y coeficiente de correlacidén (r2)
en cada caso, de las rectas obtenidas al graficar %¥RA contra el tiempo, de
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acuerdo al modelo lineal del tipo :

Log. (%RA) = Log A = mt (2)

A
m
t

H

ordenada al origen

pendiente

tiempo de calentamiento

El valor de la constante de velocidad k se obtuvo multiplicando el valor de
la pendiente m por -2.303 (Von Elbe, et al 1974) .

El conocimiento del orden de reaccidén permitid expresar la velocidad de de-
dracidén en términos de tienpos de vida media (t%), los cuales se calcularon
a partir de la ecuacidén de regresion, dispuesta para una cinética de reaccidn
de primer orden, en la forma siguiente:

1
t? =

Alr
5

donde:

t¢ = tiempo de vida media

El valor D o tiempo de reduccidén decimnl se define como el tiempo en minutos
a una temperatura constante, necesario para destruir 90% de la concentracién
original; en este caso particular, los pigmentos rojos. En otras palabras,
el valor D representa el tiempo en minutos, a una temperatura constante, ne-
cesario para cubrir un ciclo logaritmico en una grdfica de degradacién tér-
mica. Los valores D en cada caso particular se calcularon de la manera si-

guiente, utilizando los valores de la recta ajustada en donde:

P=- 1 ( 4)
Pendiente

Pendiente =

-1
D

El valor Z representa la temperatura requerida (en °F) para producir una dis-

minucion decimal en D. Los valores Z de cada caso se obtuvieron de las pen-

dientes de las rectas trazadas al graficar el logaritmo deciml de los valo-

res D, contra las tewperaturas.

Pendiente = -1 Z =~ 1 (5 )




Evidentemente a nayor resistencia témmica de los pigmentos,se obtuvo un ma-
yor valor D, ya que tomard mis tiempo llevar a cabo la reduccién del 9U% de
la concentracin.

De la misima manera se puede decir que a valores altos de Z se obtuvo una ma-

yor estabilidad térmica de los pigmentos en cuestidn.

Efectos de luz, el airey Nz .

Se prepararon ruestras de la misma forma descrita en el subcapitu-
lo relativo al efecto de la temperatura (Pdg.24), cubriéndose los tubos con
papel de aluminio para la prueba de obscuridad, cuando se requirid NZ’ éste
se burbujeo durante un intervalo de 5 seg. La luz utilizada fué proporciona-
da poruna lérqﬁara de 75 watts, la cual mantenia una temperatura constante de
40 ¥ 2¢C en el interior de una caja de carton de 40 cm de largo, por 30 cm
de ancho y 39 cm de altura. La distancia entre las muestras y la ldmpara era
de 35 cm, se registraron las absorbancias a 538 nm de cada muestra a diferen-
tes intervalos de tiempo en un espectrofotdmetro; las exposiciones a la luz
fueron en presencia de 0,y de N2.

Las muestras se expusieron a cada uno de los siguientes tratamientos por du-
plicado:

a) Luz y aire

b) Luz y nitrogeno

c) Obscuridad y nitrégeno
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

-FERMVENTAC ION

De las fermentaciones obtenidas por extraccidn—dilucidn y por prensado de
jiotilla, la que mejores resultados presentd fue la experiencia con extracto
prensado, en la presencia de la variacion D de sales; ya que obtuvo un peso
seco de biomasa de 0.0372 g y un contenido de betacianinas en los sélidos to-
tales de 3.0708% (Fig.No. 13); mientras que para el extracto diluido en las
mismas condiciones de fermentacién solo se obtuvd el 0.15% de betacianinas y
un peso seco de 0.0231 g (Apéndice No. 6). Pero ain con estos resultados se
considerd que la fermentacién no fue buena por el escaso crecimiento de Can-
dida utilis y la escasa concentracién de betacianinas.

Probablemente se debidé al contenido de macilago de la jiotilla que pudo in-
terferir en la fermentacién. (Bravo-Hollis, 1978; Adams, et al 1976).

~CUANT 1F ICACION ESPECTROFOTOMETRICA

El espectro de absorbancia obtenido {Fig.No. 14) es semejante al encontrado
en la literatura para betacianinas (pigmentos rojos), donde el miximo se al-
canzé alrededor de 538 nm, absorbancia caracteristica de betaninas y filocac-
tina, que son las betacianinas particularmente asociadas a cactaceas (Piatte-
11i, 1964) y debido a que en este trabajo no se determind exactamente el ti-
po de betacianinas; se asume el valor de E Pcém = 1120 como valor de referen-
cia para evaluar la cinética de degradacidn de estos pigmentos.

Es posible que sea otro valor de coeficiente de extincidn (E) sin embargo,

el comportamiento de este valor de referencia fué ordenado y légico; ademis
los valores de £ difieren poco para betacianinas (Cuadro No. 1) (Piattelli y
Minale, 1964). El otro miximo de absorbancia observado alrededor de 485 nm,
corresponde a los pigmentos amarillos, como la indicaxantina. (Piattelli, et

al 1964).

~CRECIMIENTO DE CANDIDA UTILIS

Por medio de la absorbancia a A 540 nm se cuantificd el aumento del creci-
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FIG.13 CURSO DE LA FERMENTACION DEL EXTRACTO DE E.CHIOTILLA CON
CANDIDA UTILIS.
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miento de Candida utilis, reportdndose en peso seco. (Apéndice No. 2). En
la Fig. No. 13 se observa el mdximo crecimiento que ocurre en el intervalo
de 2-4 hrs de fertentacién , siendo hajo las mejores condiciones en un ex-
tracto prensado de Escontria chiotilla enriquecido, observindose una ligera

disminucidn de pil: 4.8~4.5 .
-AZUCARES REDUCTORES

Se obtuvieron 7.35 g /100 g de azicares reductores totales en Eicontria chio-
tilla disponibles para su consumo por Candida utilis durante la fermentacion.
Conociende este dato se procedié a hacer un enriquecimiento del medio con sa-
les para obtener un mejor crecimiento de la levadura. No obteniendo buenos

resultados . El contenido de azucares reductores varia con el grado de madu-
rez de Escontria chiotilla. La disminucién de éstos a través de la fermenta-

cién, nos sirve como un pardmetro de la misna (Fig.No. 15).
-PECT INASA

Se observo un ligero aumento en la concentracidén de betacianinas después de
50 min de incubacidn. En los siguientes 50 min se presentd una disminucidn
paulatina, ocasionada por la temperatura de 40°C, a pesar de que se cuidd el
pli de 5, que es gptimo tanto para la actividad de la enzima, como para la es-
tabilidad de los pigmentos. Comparando valores de actividad enzimdtica con

un blanco, se observa un incremento de 3.7% en la concentracion de betaciani-

nas; valor que no puede ser considerado como significativo (Fig.No. 16).

-EXTRACCION ACUQSA

La extracion acuosa en Escontria chiotilla fué de 298 ng de betacianinas /Xg
de jiotilla y para Beta vulgaris de 1131 mg de betacianinas /Kg de betabel;
lo que implica que solamente se obtuvo un 25% de rendimiento de la jiotilla
con respecto del betabel, siendo tal vez este factor el mds critico para su
eventual explotacion. En la Fig.lo. 17 se observa el mimero de extracciones

acuosas realizadas, indicando la cantidad en g de cada caso.
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“CROATOGRAF 1A LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

En la Fig.No. 16 sc observa que los pigmentos rojos de betabel y jiotilla
presentan el mismo tienpo de retencidn antes de fermentados; el betabel des-
pués de fermentado sufrid una hidrdlisis. (Vincent, Scholz 1978 y Schwartz.
Von Elbe 1980) y la jiotilla sufrid una disminucidn en los mismos; tal vez
la causa de esto sea por pérdidas en su estabilidad y a que pudo haberse

transformado al dcido betalamico. {(Von Elbe, et al 1981),
~-COLPARACION DE LA ESTABILIDAD ENTRE LOS PIGMENTOS DE ] IOTILLA Y BETABEL

Efecto de la tenperatura.

£n el Cuadro No. 2 , se observan los valores de degradacién quimica
de los pigmentos: velocidad de degradacién (k), tiempo de vida media (t%) )
tienpo de reduccidn decimal {D) etc., y ya que estos son equivalentes se uti-
lizard el tienpo de vida media, como base de comparacidén entre la estabilidad
del pigmento de jiotilla y de betabel.
A través de las pruebas de estabilidad se confirmé el efecto que produjo el
pl y la temperatura. La constante de velocidad de degradacién (k), se incre-
mento conforme aumentaba la temperatura de calentamiento y se observd que el
tiempo de vida media y el tienpo de reduccidn decinal disminuyeron conforme
se incrementd la tameratura de tratamiento, lo cual indicé que un aumento
de temperatura tuvo un efecto negativo en la estabilidad de los pigmentos ro-~
jos en estudio (Figs.No. 19 y 20). Estas figuras se trazaron en base a la
ecuacién de regresidn de los puntos experinentales. En el Cuadro No. 2 se ob-
serva que para jiotilla, la mejor temperatura de tratamiento fué de 50°C, ya
que presentd un tiempo de vida media mds alto (a pH 3 es de 242.3 min ).
Para el caso del betabel, el tiempo de vida media fue de 262.50 min indican-
do que no hay una considerable diferencia de estabilidad. .
En el Cuadro Ho. 3, se indica que la mayor estabilidad se obtuve para jioti-
lla, considerando el efecto global de la temperatura, a un pH de 7 (2= 58.05
°F, 14.47 “C).
el Cuadro No. J se aprecia que el intervalo de Z para pigmentos semejantes
camo el de la janmica (iHibiscus sabdariffa), tuna cardona (Opuntia strepta-
cantha), comparando con los valores de betabel y jiotilla es de 39.05 °F -
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CUADRO No. 2 EFECTO DE LA TEMPERATURA A DIFERENTES pH N

E.chiotilla fermentada

50
(122°F)

75
(167°F)

95
(203°F)

50

75

95

pt

~J U1 ~ oo o

B. vu[gg;is fermentado

-} U ~J U1

coeficiente de

correlacion
2

r
0.9068
0.96863
0.9937

0.9934
0.9743
0.9876

0.9639
10.9773
0.9479

0.9863
0.9943
0.9982

0.9802
0.9921
0.9913

0.9909
0.9515
0.9915

* promedio de dos replicas

velocidad de degra-
dacion termmica

X (min) X 10—3
2.86
3.73
4.15

48.58
46.63
46.87

140.21
94.17
98.20

2.62
5.18
4.58

80.66
75.00
86.66

194.51
132.05
167.24

tiempo de
vida media
t? (min)
242.30
185.79
166.98

14.26
14.86
14.78

4.94
7.35
7.05

262.50
133.68
151.31

8.59
9.24
8.00

3.56
5.24
4.lk

tiempo de reduc-
cion decimal

b (min)
803.41
616.72
554.84

47.40
49.36
49.13

16.42
24,45
23.45

876.86
444,006
502.60

28.55
30.70
26.58

11.84
17.44
13.77



“%ABS .REL

100 -1‘
780
10}
{ \ T T T >
0 10 20 3 40 MINUTOS
% ABS.REL.
100 4 50°
50 == s
0
+
0
a
0 T ~p
60 180 300 360  MINUTOS

FIG19 VELOCIDAD OE DEGRADACION PARA BETACIANINAS EN FUNCION DEL CALENTAMIENTO (°C)

EXTRACTO - FERMENTADO EXTRACTO FERMENTADO
EOHOTILLA B YULGARIS
pPH 3 A pH3I 0
pHS @ pH 3 &

pHT + 37 pHT O



% ABS.REL..
tooﬁ

— »
25 H] 75 10 15 MINUTOS

FIG ¢ VELQOCIDAD OE DEGRADACION PARA BETACIANINAS EN FUNCION DEL CALENTAMIENTO (°C)

EXTRACTO FERMENTADO EXTRACTO FERMENTADO
~ECHIOTILLA. B NVULGARIS
oH 3, 8 pH 3 O
pH & @ pH 5 A
pH T + pH 7 O



73.11°F, estos valores sin interpretacidn estadistica sugieren que la jioti-
lla presenia una termoestabilidad ligeramente mayor que la jamaica y el beta-
bel. Relac:onando el Cuadro No. 4 con los valores de 4, se puede confirmar
que el efecto de concentracion juega un papel muy importante para la utlili-
zacion de estos pigmentos; el betabel es el que mayor rendimento tiene. Es
inportante considerar que si se tiene una concentracién original mayor (a),
esta tendrd una concentracién final (b) mayor también siguiendo una cinética
de primer orden.

As{ mismo se observd que los extractos no purificados, purificados, fermenta-
dos y no fermentados presentan una Z (temperatura de reduccién decimal } nuy
semejante {Cuadro No. 3}, por lo que se determind que no hay aumento en la

estabilidad de los pigmentos después de purificados y fermentados.
Efecto de ita luz, aire y N2

En el Cuadro No. 5 se muestran los resultados al determinar la in-
fluencia de la luz, el aire y el NZ’ en la estabilidad de los pigmentos rojos
de jiotilla y los de betabel. En anbos casos se determiné que la presencia de
luz incrementd la velocidad de degradacidn (en las condiciones particulares
de experimentacidn); asi se observd que el mejor tiempo de vida media de la
jiotilta fué de 599.38 min, a pH 5 en la obscuridad y en presencia de Nz .

Para betabel se obtuvo un tieﬁpo de vida media de 2878.33 min (a pH 5, en
obscuridad y nitrogeno). '

Considerandose que en los dos casos y en los tres tratamientos, el pH opti-
mo fue de 5, asi camo también se observd que el betabel mostré una mayor es-
bilidad con respecto a la jiotilla en los tratamientos mencionados, probable~
mente por el efecto de la concentracion (Fig.No. 22).
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CUADRO No.3 COMPARACION DEL VALOR Z (°F)

E. chiotilla pH
a) fermentada 3
5
7
b) no purificada 3
5
b) purificada 3
5
7
0. streptacantha
d) purificada 2
4
7
d) no purificada 2
4
7

a) esta tesis

L) (Ramos, 1982)

c) (Saguy, 1979)

d) (Valadez, et al 1979)
e) (Torres, 196%)

oF

47.35
56.83
58.05

51.69
58.61

44,40
53.60
54.68

73-11
65.78
57.27

69.97
57.14
56.34

°C

8.52
13.79
14.47

10.93
14.78

6.88
12.00
12.6

22,83
18.76
14.03

21.09
13.96
13.52

B. wulgaris

a) fermentado

c) sin fermentar

H. sabdariffa

e) purificada

e) no purificada

o ~J Ui
e o 4 e
SN -N XN,

LN

W N

°F

42.63
56.79
50.86

56.26
55.23
52.22
51.55

39.44
3y.18

39.05
44.45

°C

5.90
13.77
10.47

13.47
12.90
11.23
10.86
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CUADRO No.

Escontria chiotilla

Extraccidn acuosa

Beta vu_lgaris

Extraccidn acuosa

Hibiscus sabdariffa *

Método de inmersién

(pectinasa 1%)

* (Torres, 1984)

4 QONCENTRACION DE PIGMENTOS EN L. CHIOTILLA,B. VULGARIS Y

H. SABDARIFFA .

Rendinmiento

0.298 g/kg

1.103 g/kg

2.04 g/kg |

Humedad

80%

80%

12%
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CUADKO No.5 EFECTO DE LUZ, AIRE Y NZ (40°C) *

E. chiotilla femmentada

pil

Luz, Aire 3
Luz, N
Osc, N

Luz, Aire 5
Luz, N.
Osg, N

Luz, Aire 7
Luz, N.

Osc, Né

B, vulgaris fermentado

luz, Aire 3
Luz, Nz
Osc, NZ

Luz, Aire 5
Luz, N
Osc, N

Luz, Aire 7

Luz, N
Osc, Nz

* pramedio de dos replicas

coeficiente de
correlacidn

2
r

0.9808
0.9776
0.9552

0.9920
0.9059
0.9887

0.9933
0.9816
0.9819

0.9993
0.9886
0.9794

0.9929
0.9886
0.9678

0.9958
0.9992
0.9268

1
1
1

1
1
1

—

o OO0 OO C

velocidad de degra-
dacion termica

k {(min) X 10~

.982
.376
331

.682
.303
-156

790
395
635

.9539
7770
. 4650

4126
L4225
.2407

7194
0.

5843

0.4011

tienpo de
vida media
1

t? (min)

349.51
503.44
520,39

411.77
531.80
599.38

387.13
496. 46
423.65

726.41
891 .45
1477.48

1679.28
1640.14
2878.33

973.19
1185.98
1727.50

tiempo de reduc-
cién deciml
D (min)

1161.52
1673.05
1729.39

1360. 41
1767.30
1981.90

1286.53
1649.86
1407.91

2414.09
2962.50
4910.01

5580.65
5450.57
9564.37

3200.92
3941.30
5740.90
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5.~ CONCLUS IONES Y RECOMENDAC IONES _

Debido a que existen aproximadamente 26 betacianinas que se regisiran
cerca de A 538 nmy que para el grupo de cactus estdn la betanina, iso-
betanina y filocactina; se recomendaria usar métodos quimicos para poder
determinar exactamente de que tipo de pigmento se trata en el caso de
E._chiotilla .

Se concluye que el pigmento rojo de jiotilla y betabel puede ser diferen-
te, ya que los resultados de la cromatografia después de haber sido pre-
viamente fermentados los extractos demostraron un cambio en la composi-
cidn del pigmento de betabel, mientras que el pigmento de la jiotilla an-
tes y después de la fermentacion no presentd canbios detectables, por
cramtografia liquida de alta presidn. Sin embargo, la cromatografia des-
cendente indicd que tienen el mismo R, por lo que las diferencias deben
ser minimas. ‘

Por el escaso crecimiento de Candida utilis y la baja concentracién de
betacianinas de acuerdo con los resultados de la cromatografia, se con-
cluyd que la fermentacidn no did los resultados esperados para la jioti-
Ha.

La extraccidn acuosa mostrd una desventaja, y posiblemente la mds grande
de todas, al comparar el pigmento de la jiotilla con el de betabel, pues
la jiotilla mostrd un 25% de concentracidn de betacianinas con respecto
al betabel.

El efecto de la temperatura para betabel y jiotilla indicd que después
de fermentados los extractos, no se observd un aumento en su estabilidad
por lo que puede concluirse que la ventaja de la fermentacién fué la con-
centracidn del pigmento en el caso del betabel, pero no en el de la jio-
tilla, bajo las condiciones de este trabajo.

También se observs que la estabilidad de dichos pigmentos fué mayor en
betabel y jiotilla en los tratamientos de obscuridad, nitrégeno y pH 5.
Sin embargo, al evaluar la termoestabilidad por su valor Z, el cual in-
cluyé fa degradacidn quimica a diferentes temperaturas; se observaron
equivalentes, 1o que hace pensar que la concentracién inicial del pigmento
tuvo una influencia mayor.
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7.- Con la hidrolisis enzimdtica se logro un aumento ligerc en la concentra-
cion del pigmento, sin embargo no se pudo considerar que fuera signifi-
cativo la liberacién del colorante. Para una evaluacidn final del efecto
enzimdtico, seria necesario evaluar la concentracibén y actividad de la
enzima

8.~ Se recamienda optimizar la extraccidn acuosa para extraer en su totali-
dad el contenido de betacianinas de la jiotilla.
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APENDICE No. 1

Medio Sélido y Liquido Utilizado para Candida utilis *

g/1

34.5 sacarosa
2.0 extracto de levadura
4.1 (NHA ) 2901,

1.2 NaHZPOL_

20.0 agar
Condiciones de Esterilizacidn : 15 pounds, por 15 min

* (Adams; et al, 1976)

pH = 5



ABSORBANCIA

540 nm
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APENDICE 2= Curva Standord de PESO SECO vs. ABSORBANCIA (Candida utilis)
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APENDICE No. 3
FERMENTACION DE UN EXTRACTO PRENSADO DE E. CHIOTILLA CON CANDIDA UTILIS

TIEMPO DE FERMENTACION pH SOL1DOS PESO SECO BETACIANINAS EN SOL1DOS

{(hrs) TOTALES DE BIOMASA TOTALES (%)
g/kg g

Extracto acuoso original 3.8 15.42
0 4.8 15.35 0.0218 0.3878
2 4.8 10.27 0.0225 0.5316
4 4.5 8.94 0.0336 0.5672
6 4.3 7.59 0.0342 0.6166
8 4.2 6.31 0.0358 0.7210
12 4.1 2.43 0.0366 1.7654
24 3.9 1.27 0.0372 3.0708

FERMENTACION DE UN EXTRACTO DILUIDO DE B. VULGARIS CON CANDIDA UTILIS *

TIEMPO DE FERMENTACION pH SOL 1DOS VOL .EMPACADC DE BETACIANINAS EN SOLIDOS

{hrs) TOTALES CELULAS TOTALES (%)
g/kg (ml)

Extracto acuoso original 6.2 92.88 ‘
0 5.2 89.00 0.02 0.34
2 5.1 84.75 0.024 0.38
4 4.9 73.87 0.04 0.40
6 4.5 60.62 0.06 0.53
8 4.0 46.75 0.07 1.01
12 3.8 36.25 0.07 2.5
24 3.6 28.75 0.08 3.8

* (Villegas, 1979)
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APENDICE No. 4

FERMENTACIONES DE EXTRACTOS DILUIDOS DE E. CHIOTILLA CON CANDIDA UTIL1S

1) Extracto licuado natural

Tiempo de fermentacién pH SOL IDOS PESO SECO CONTENIDO DE BETACIANINAS
{hrs) TOTALES DE BIOMASA EN LOS SOLIDOS TOTALES
g/kg g (%)
Extracto sin fermentar 3.9 33.99
0 4.8 33.92 0.0019 0.03585
2 4.8 33.89 0.0023 0.03693
4 4.75 27.85 0.0039 0.04402
6 4.7 24.99 0.0042 0.05623
8 4.6 20.42 0.0050 0.06412
24 4,55 13.02 0.0078 0.10123
2) Fermentacidn con variacion A de sales
Extracto sin fermentar 3.9 33.99
0 4.8 33.80 0.0020 0.03601
2 4.65 33.69 0.0022 0.0372
4 4,65 26.41 0.0028 0.0404
6 4.60 23.04 0.0030 0.04213
8 4.55 19.24 0.0058 0.0632
24 4.5 11.42 0.0132 0.1382



APENDICE No. 5

FERMENTACIONES DE EXTRACTOS DILUIDOS DE E. CHIOTILLA CON CANDIDA UTILIS

3) Fenmnentacién con variacién B de sales

Tiempo de fermentacidn

(hrs) pH SOL 1D0OS PESO SECO CONTENIDO DE BETACIANINAS
TOTALES DE BIOWMASA EN LOS SOLIDOS TOTALES
g/kg [} (%)
Extracto sin fermentar 3.9 32.33
0 4.9 32,35 0.0026 0.0392
2 4.8 32.41 0.0030 0.0399
4 4.7 30.26 0.0051 0.0432
6 4.7 28.70 0.0062 0.0714
8 4.2 24.18 0.0068 0.1205
24 4.1 15.21 0.0142 0.1321
4) Fermentacién con variacién C de sales
Extracto sin fermentar 3.9 72.84
0 4.8 72.8¢ 0.0034 0.0236
2 4.8 64.68 0.0036 0.0245
4 4.8 52.73 0.0050 0.0362
6 4.7 45.36 0.0073 0.0705
8 4.4 20.21 0.0087 0.0762
24 4.2 17.42 0.0172 0.1429
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ARENDICE No. 6

FERMENTACIONES DE EXTRACTOS DILUIDOS DE E. CHIOTILLA CON CANDIDA UTILIS

5) Fermentacidn con variacién D de sales

Tiempo de fermentacidn pH VL1DOS PESO SECO CONTEN1IDO DE BETACIANINAS
(hrs) TOTALES DE BiOMASA EN LOS SOLIDOS TOTALES
g/kg g (%)
Extracto sin fermentar 3.9 77.68
0 4.8 77.60 0.0031 0.0163
2 4.8 65.14 0.0034 0.0192
4 4.8 52.26 0.0045 0.0264
6 4.7 41,13 0.0078 0.0363
8 IAA 16.44 0.0108 0.1423
24 4.2 16.21 0.0231 0.1541
6) Fermentacién , con enzima pectinasa al 1%
Extracto sin fermentar 3.8 49.35
0 4.8 49,22 0.0080 0.0897
2 4.8 40,13 0.0096 0.0976
4 4.6 33.31 0.0113 0.1050
6 4.5 25.05 0,0224 0.1117
8 A 16,27 0.0238 0.1220
24 4.4 11,18 0.0247 0.1382



APENDICE No. 7

VALORES DE ABSORBANCIA A 538 nm, OBTENIDOS AL DETERMINAR EL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS ROJOS DE E. CHIOTILLA Y B. VULGARIS .

1) Tenperatura = 50° 'C Abs ak = 538 nm
Extracto fermentado tiempo = hrs
E. chiotilla
pH 0 0.5 2.0 4.5 5.5
3 0.13 0.11 0.10 0.08 0.04
5 0.13 0.09 0.07 0.05 0.03
7 0.13 0.105 0.08 0.045 0.03
(9]
¢ Extracto fermentado
B. vulgaris 3 0.43 0.37 0.305 0.225 0.17
5 0.45 0.345 0.195 0.105 0.075
7 0.43 0.375 0.235 0.13 0.095
2) Temperatura = 75°C Abs a k = 538 nm
Extracto fermentado tiempo = nin
E.chiotilla pH 0 10 15 20 35
3 0.15 0.115 0.08 0.06 0.0g
5 0.15 0.08 0.06 0.045 0.0
¥ 0.155 0.085 0.075 0.05 0.03
Extracto ferrentado
B. vulgaris 3 0.425 0.20 0.175 0.115 0.025
- 5 0.435  0.19 0.17 0.115  0.03
7 0.43 0.18 0.15 0.10 0.02



95

APENDICE No. 8

VALORES DE ABSORBANCIA A 538 nm, OBTENIDOS AL DETERMINAR EL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS ROJOS DE E. CHIOTILLA Y B. VULGARIS.

3) Temperatura = 95°C Absa = 538 mm
Extracto fermentado ' tienpo = min
C. chiotilla
pH 0 2.5 5.0 7.5 10 15
3 0.14 0.06 0.045 0.04 0.025 0.015
5 0.15 0.13 0.08 0.065 0.05 0.04
1 0.15 0.075 0.06 0.05 0.04 0.03

Extracto fermentado

E_._ vulgaris
3 0.045 0.20 0.12 0.09 0.06 0.02
5 0.045 0.30 0.25 0.22 0.18 0.05
7 0.45 0.285 0.22 0.165 0.09 0.035



APENDICE No. Y

VALOKES DE ABSORBANCIA A 538 nm, OBTENIDOS AL DETERMINAR EL EFECTO DE LA LUZ ,AIRE Y N, EN LA
ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS ROJOS DE E. CHIOTILLA Y B. VULGARLS.

Extracto fermentado Abs a = 538 nm
£. chiotilla tienpo = = min

pH 0 105 195 270 360
Luz, Aire 3 0.15 0.12 0.11 0.095 0.07
Luz, N2 0.145 0.135 0.125 0.11 0.09
Osc, N2 ‘ 0.15 0.13 0.13 0.11 0.09
Luz, Aire 5 0.17 0.135 0.12 0.11 0.09
Luz, N2 0.17 0.155 0.15 0.14 0.10
Osc, N2 0.17 0.15 0.14 0.13 0.11
Luz; Aire 7 0.17 0.15 0.12 0.11 0.09
fuz, N?. 0.17 0.135 0.12 0.115 0.10
Osc, N2 0.17 0.13 0.12 0.11 0.09
Extracto fermentado
B. vulgaris
Luz, Aire 3 0.425 0.385 0.355 0.33 0.305
Luz, N2 0.42 0.40 0.375 0.34 0.33
Osc, N2 0.43 0.395 0.39 0.375 0.36
Luz, Aire 5 0.45 0.43 0.41 - 0.40 0.39
Luz, N2 0.45 0.43 0.42 0.41 0.395
Osc, N2 0.45 0.43 0.43 0.42 0.41
Luz, Aire 7 0.45 "0.42 0.385 0.37 0.35
Osc, No 0.45 0.44 0.44 0.41 0.39
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APENDICE No. 10
RESULTADOS DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA DEL EXTRACTO DE E.CHIOTILLA CON PECTINASA

TIEMPO (min) ABS = 538 nm
0 0.24
10 0.24
20 0.25
30 0.26
40 0.27
50 0.28
60 0.28
70 0.25
80 0.23
90 0.20
100 0.18



65

APENDICE No. 11

RESULTADOS DE LA EXTRACCION ACUOSA DE ESCONTRIA CHIOTILLA

No. de extraccién Abs A = 538 nm Rend. Betacianinas

mg/kg

1 0.182 182

2 0.074 74

3 0.039 39

4 0.003 3

5 — ——
= 298 mg/kg

RESULTADOS DE LA EXTRACCION ACUOSA DE BETA VULGARIS

1 1.728 592.9
2 0.662 : 227.1
3 0.244 ‘ 135.1
4 0.050 96.0
5 0.006 55.8
6 0.002 22.6

N

= 1131.5 mg/kg
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