Carlos Mauricio Otalora Gonzélez

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
MAESTRIA EN BROMATOLOGIA Y TECNOLOGIA DE LA INDUSTRIALIZACION
DE ALIMENTOS

Evaluacion de la capacidad colorante y de su estabilidad
en subproductos del escaldado de Beta vulgaris L. var

conditiva.

Tesis presentada para optar al titulo de Magister de la Universidad de Buenos

Aires en Bromatologia y Tecnologia de la Industrializacion de Alimentos

Quimico de Alimentos Carlos Mauricio Otalora Gonzalez

Directora de tesis: Dra. Lia Noemi Gerschenson
Co-Directora de tesis: Dra. Maria Florencia Basanta

Lugar de Trabajo: Departamento de Industrias, FCEN, UBA

Fecha de presentacion del ejemplar:

Fecha de Defensa:

Buenos Aires, 2019



Carlos Mauricio Otalora Gonzélez

Evaluacion de la capacidad colorante y de su estabilidad en subproductos

del escaldado de Beta vulgaris L. var conditiva.
Resumen

La preservacion de alimentos de origen vegetal genera subproductos con
capacidades como nutrientes, espesantes, colorantes y otras, por lo cual podrian
utilizarse para la obtencién de aditivos o ingredientes alimentarios. El propdsito de
este trabajo fue la evaluacién del uso de los subproductos que se generan en la
industrializacion de la remolacha (Beta vulgaris L. var conditiva), tales como las
aguas de escaldado y recortes del propio vegetal, como fuente de colorantes
naturales en el procesamiento de alimentos. Para ello, se estudi6 la influencia de
la temperatura (5-45 °C) y pH (3,6- 8,0) en la estabilidad de los compuestos
betalamicos presentes y se caracterizaron dichos compuestos antes y después de
tratamiento térmico a 45 °C mediante HPLC-DAD-ESI-MS/MS, todo ello con el fin
de establecer las condiciones que resultan adecuadas para el uso de estos

colorantes naturales.

Palabras clave: Beta vulgaris L. var conditiva, industrializacion,

subproductos, capacidad colorante.
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Evaluation of the coloring capacity and stability of the by-products of

blanching of Beta vulgaris L. var conditiva.

Abstract

The preservation of foods of vegetable origin generates by-products with
capacities as nutrients, thickeners, dyes and others and, as a consequence, they
might be used to obtain food additives or ingredients. The purpose of this work was
the evaluation of the use of the by-products that are generated in the beet (Beta
vulgaris L. var conditiva) industrialization, such as the blanching waters and trims
of the vegetable itself, as a source of natural colorants in food processing. To this
end, the influence of temperature (5-45 ° C) and pH (3.6-8.0) on the stability of the
betalamic compounds, was studied and the compounds were identified before and
after heat treatment at 45 ° C by HPLC-DAD-ESI-MS / MS, all in order to establish

the conditions that are suitable for the use of these natural dyes.

Key words: Beta vulgaris L. var conditiva, industrialization,by-products,

colorant capacity.
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1.1. Residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales generan importantes problemas de indole
ambiental, econdmica y social. Estos residuos afectan el ecosistema y, por lo
tanto, contribuyen al cambio climatico. Asimismo implican una pérdida de recursos
naturales, ya de por si escasos. Es por ello que los gobiernos, organizaciones
ambientales y sociales, empresarios y académicos se encuentran dedicados a
contribuir a la eficiente gestion de los residuos y a su uso como recursos,
empleando tecnologias amigables con el medio para ayudar a solucionar estos

problemas ( May, 2000; Laufenberg, Kunz & Nystroem, 2003).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura estima que alrededor de 1300 millones de toneladas de alimentos en el
mundo se desechan (pérdidas y desperdicios), aproximadamente el 30% de la
oferta alimenticia mundial. Estos desechos alcanzan a toda la cadena
agroalimentaria, desde la produccion primaria hasta el consumo en hogares y se
traducen en un costo econdémico, social y ambiental muy significativo. Las
pérdidas de alimentos hacen referencia especificamente a la reduccién en la
cantidad o calidad del producto comestible en los eslabones iniciales de la cadena
de suministro, disminuyendo la cantidad global de alimento para consumo
humano. El desperdicio de alimentos se define como el descarte de alimento apto
para consumo humano o potencialmente apto a través de un proceso de
transformacién o industrializaciéon. Esto se da en las etapas mas avanzadas de la
cadena de suministro, como son la comercializacion final y el consumo de los
hogares. La FAO propone la reduccion de desperdicios y la minimizacion de las

2
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pérdidas en la produccion de alimentos para contribuir a la mayor eficiencia y a
una mejor distribucion de los alimentos, lo que ayudaria a terminar con el hambre

de millones de personas (FAO, 2017).

Argentina tiene una superficie continental de aproximadamente 2,8 millones
de kilbmetros cuadrados y cuenta con unas 34 millones de hectareas cultivadas,
principalmente con soja, trigo, maiz, girasol, sorgo y arroz, también lino y mani. La
produccién de hortalizas y legumbres ocupa solamente 1,5% de ese total, con
unas 500.000 hectéreas. Si bien el volumen de produccion de las mismas es de 8
a 10 millones de toneladas, muy inferior al de cereales y oleaginosas, se destaca
fundamentalmente por su elevado valor econémico por unidad de peso y por su
alta produccioén por unidad de superficie cultivada lo que determina que su cultivo

sea una importante actividad econdémica (Agricultura Argentina, 2017).

La Direccién de Agroalimentos (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Pesca. Ministerio de Agroindustria), en el afio 2015 realizé una estimacion de las
pérdidas y desperdicios de alimentos (PDA) en Argentina. El ejercicio de calculo
realizado estima un volumen total de PDA de 16 millones de Tn de alimentos,
representando esto el 12,5 % de la produccion agroalimentaria. Este valor es muy
inferior al total de 30% estimado por la FAO a nivel mundial, si bien se observan
sectores como el horticola o fruticola con porcentajes similares o superiores al
promedio mundial PDA. Asi, el total estimado para Argentina comprende,
aproximadamente, a 14,5 millones de toneladas de pérdidas (11,3%) y a 1,5

millones de toneladas de desperdicio (1,2%). Las pérdidas explican el 90% del
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total de PDA estimado de Argentina. Resulta asi un volumen estimado de pérdidas

de 362 kg per capita afio (Rivas et al., 2015).

Estos residuos agroindustriales, adecuadamente utilizados, pueden afadir
alto valor a las materias primas al mismo tiempo que contribuyen al desarrollo
sustentable y a la proteccion ambiental. En el caso de los residuos de frutas y
hortalizas, ellos pueden servir como fuente de polisacaridos, antioxidantes y
pigmentos que podrian usarse como aditivos e ingredientes en la propia industria

alimentaria (Carocho, Barreiro, Morales & Ferreira, 2014).

A nivel de la industria, el uso de pigmentos naturales como colorantes ha
aumentado en los alimentos y bebidas en reemplazo de los colorantes sintéticos.
Ello se debe a la creciente conciencia acerca de los riesgos que involucra el
consumo Yy los potenciales efectos dafiinos de los colorantes sintéticos. Los
pigmentos naturales comunmente usados incluyen las antocianinas, carotenoides,
betalainas y clorofilas, entre otros y se los puede obtener a partir de residuos
agroindustriales de tejidos vegetales. El consumo de estos pigmentos naturales ha
sido asociado al enlentecimiento del envejecimiento y a la reduccion del cancer y
la diabetes, entre otras enfermedades, por lo cual su uso produciria beneficios
adicionales vinculados a su efecto en aspectos especificos de la salud (Inanc,

2011; Carocho et al., 2014; Fiedor & Burda, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fiedor%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24473231
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1.2. Remolacharoja (Beta vulgaris L. var conditiva)
1.2.1. Origen

La remolacha es una planta de la sub-familia de las Chenopodiaceas,
originaria del sur de Europa. Procede de la especie silvestre Beta maritima Linn,
que crece libremente en muchas zonas maritimas del sur de Europa y norte de
Africa. Las remolachas fueron utilizadas en la antigiiedad, cuando no solamente
se consumia la raiz engrosada sino las hojas que tienen un sabor semejante a las

espinacas y que todavia siguen utilizdndose en Francia.

Existen distintas variedades de remolacha, entre las que destacan la
remolacha roja y la remolacha blanca o remolacha alargada. Ambas son muy ricas
en azucar que es mucho mas asimilable que la proveniente de la cafia de azucar.
También son muy ricas en almidon. Ambas poseen raices comestibles y sus hojas
pueden usarse como ingrediente vegetal. Siendo mucho mas sabrosa, la
remolacha roja es la que se destina generalmente a la alimentacion como hortaliza
fresca, mientras que la blanca se destina fundamentalmente a la produccion de

azucar o a la alimentaciéon animal.
1.2.2. Taxonomia de laremolacha

La remolacha (Beta vulgaris L.) es una planta perteneciente al orden
Caryophyllales, familia Amaranthaceae, sub-familia Chenopodioideae, género
Beta especie B.vulgaris. Su nombre nominal es Beta vulgaris L. Existen
numerosas variedades de la especie, una es la conditiva que corresponde a la

remolacha roja comestible.
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Otra variedad se caracteriza por tener raices poco engrosadas y es la
B.vulgaris L.var. cicla, la cual tiene muy desarrollado el nervio medio y es conocida

como acelga.

B.vulgaris L. var conditiva (Figura 1.1) posee ra2ces muy engr
cm de didmetro) y se conoce como remolacha comestible, siendo caracteristico el

color rojo de sus raices. Su taxonomia y morfologia se reporta en la Tabla 1.1.

Figura 1.1. Beta vulgaris L. var conditiva

Tabla 1.1. Taxonomia y morfologia de la remolacha.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Sub-familia Chenopodioideae
Género Beta

Especie B. vulgaris

Nombre binomial Beta vulgaris

El comportamiento de tincién rojo de Betavulgaris L. var conditiva se debe a

las betalainas. Estas se encuentran acumuladas en las vacuolas de la célula.

6
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Existen en la naturaleza diferentes estructuras quimicas de la betalainas y se
distribuyen en dos grandes grupos, las betacianinas (color violeta-rojo) y las
betaxantinas (color amarillo-naranja) (Stinzing & Carle, 2007). Dentro de las
betacianinas, en la remolacha roja, la betanina constituye un 75-95% de los
pigmentos, siendo los otros la isobetanina, prebetanina e isoprebetanina. Los dos
altimos son monoésteres sulfatados de la betanina e isobetanina,
respectivamente. Los pigmentos amarillos mas abundantes en la remolacha son
vulgaxantina | y Il. La presencia de betalainas en plantas es mutuamente

excluyente de la de antocianinas (Harris et al., 2012).

1.2.3. Valor nutricional

En la Tabla 1.2 se observa la composicién de 100 g de porcion comestible
de remolacha y su valor energético. La remolacha es un alimento rico en hierro lo
qgue la hace muy interesante para su consumo por las mujeres, quienes necesitan
fundamentalmente el aporte de este mineral, durante el embarazo y durante la

edad reproductiva.

Es, ademas, un vegetal que contiene &cido fdlico, del cual esta planta es
una de las que posee mayor cantidad en su parte comestible. Este acido
contribuye a la creacidon de células nuevas y también, junto con el hierro, a la
produccion de glébulos rojos. También interviene en la produccion del aminoacido
metionina, cuya existencia es necesaria para la buena salud del cabello, las ufias
o la piel. También hay que mencionar su participacion en la produccion de la

hormona dopamina, la cual juega un papel importante en el trastorno depresivo



INTRODUCCION
Carlos Mauricio Otalora Gonzélez

mayor, asi como en la neurofisiologia de un nimero elevado de los sintomas mas

debilitantes y con mayor prevalencia de la depresion.

Es conveniente comer este alimento crudo, dado que el acido folico se
pierde con la coccion. Hay que destacar su riqueza en fibras, muy utiles para
vaciar el intestino y prevenir el estrefiimiento. Deberia ser prudentes para su
utilizacion aquellas personas que tengan tendencia a producir calculos en el rifion,

por su riqueza en oxalatos, al igual que ocurre con las espinacas.

Tabla 1.2. Composicion de remolacha.

Composicion Por 100g de
porcion comestible
Energia (Kcal) 37
Proteinas (g) 1,3
Lipidos totales () 0
Carbohidratos (g) 6,4
Fibra (g) 3,1
Agua (g) 89,2
Calcio (mg) 23
Hierro (mg) 0,8
Magnesio (mg) 15
Zinc (mg) 0,4
Sodio (mg) 84
Potasio (mg) 300
Fosforo (mg) 31
Selenio (mg) 1
Tiamina (mg) 0,03
Riboflavina (mg) 0,05
Niacina (mg) 0,3
Vitamina Bs (MQ) 0,05
Vitamina C (mg) 10
Folato (ng) 80

Adaptado de Moreiras, Cabrera y Cuadrado (2010).
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1.3. Los colorantes alimentarios

El color es uno de los atributos de calidad mas importantes en los alimentos
y se considera un importante factor de aceptabilidad por el consumidor (Azeredo,
2009). Realiza un importante aporte a la apreciacion de la apariencia
condicionando el primer juicio de la calidad. Tiende, a veces, a modificar
subjetivamente otras sensaciones como el sabor y el olor, condicionando el éxito o

fracaso de un producto en el mercado.

Los alimentos naturales tienen su propio color y lo ideal seria que el mismo
se mantuviera a lo largo del proceso de transformacion en la industria. Pero la
mayoria de las veces no es asi, por lo cual la industria de alimentos utiliza
colorantes para resaltar, recuperar o uniformar el color original. Los consumidores
prefieren en determinados alimentos un color constante, que no varie en los
diferentes lotes de fabricacion de un producto y esto sélo puede obtenerse con la

ayuda de los aditivos correspondientes.

Los colorantes pueden ser de origen natural o artificial, siendo estos ultimos
los mas usados. Sin embargo, las regulaciones oficiales de la Union Europea y
Estados Unidos han restringido el uso de colorantes artificiales debido a sus
posibles efectos adversos sobre la salud (Amin, Abdel Hameid & Abd Elsttar,
2010; Tsuda, 2012). En la actualidad existe un creciente interés en el desarrollo,
utilizacion y consumo de colorantes naturales (Stintzing & Carle, 2004,

Mobhammer , &%arle,200%). ng
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De acuerdo a la Food and Drug Administration (2018), un aditivo colorante
es cualquier sustancia no prohibida, que es un tinte, pigmento u otra sustancia
obtenida por un proceso de sintesis o extraido, aislado o derivado de otra manera,
de una fuente vegetal, animal, mineral u otra fuente y que, cuando se agrega o
aplica a un alimento, droga o cosmético o al cuerpo humano o cualquier parte del
mismo, es capaz (solo o mediante reaccién con otra sustancia) de impartirle un
color. Las sustancias capaces de impartir un color a un recipiente para alimentos,
medicamentos 0 cosméticos no son aditivos de color a menos que se espere
razonablemente que el manejo o uso habitual o razonablemente previsible del
envase resulte en la transmision del color a los contenidos del paquete o cualquier
parte de eso. Los ingredientes alimentarios como las cerezas, los pimientos
verdes o rojos, el chocolate y el jugo de naranja, que aportan su propio color
natural cuando se mezclan con otros alimentos no se consideran aditivos de color;
pero cuando una sustancia alimenticia se usa deliberadamente como un color, es
un aditivo de color. Esta definicion se aplicara independientemente de que dicho
ingrediente tenga o no funciones nutritivas u otras ademas de la propiedad de

impartir el color.

Los colorantes se pueden clasificar en dos grandes grupos segun su

procedencia sea natural o sintética (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Clasificacién de Colorantes (Socaciu, 2007)

A continuacién nos centraremos en los colorantes naturales ya que ha sido

éste el ambito de desarrollo del presente trabajo.

1.3.1. Colorantes Naturales

Son los que se obtienen de fuentes naturales sin procesos quimicos. Los
colorantes naturales se consideran en general como inocuos Y,
consecuentemente, las limitaciones especificas en su utilizacibn son menores que
las que afectan a los colorantes sintéticos. Estos colorantes tienen como
desventaja notoria la complejidad con la que se encuentran en la naturaleza.
Generalmente no estan solos y son necesarios procesos de purificacion que los

hacen mucho méas costosos.
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Tabla 1.3. Lista de colorantes naturales

E-100 Curcumina: Se obtiene del rizoma de la carcuma un
miembro de la familia del jengibre. Es de color amarillo-
anaranjado (depende del pH).

E-120 Carmin de cochinilla: Este pigmento se extrae del
caparazon de las hembras del insecto Dactylopius coccus Coccus
Cacti L. donde se encuentra en una concentracion del 10% en las
partes grasas. Su color es rojo o violaceo y ello también depende
del pH.

E-160 Carotenoides: Los carotenoides son un grupo de mas de
450 pigmentos diferentes, liposolubles, de colores que van desde
el amarillo al rojo.

E-163 Antocianinas: Se encuentra en la piel de algunas frutas
como manzanas, pera, ciruela o en la parte carnosa como fresas,
cerezas, etc. La mayor fuente de obtencién industrial es la piel de
la uva negra y de otras frutas utilizadas en las industrias de
ZUmos.

E-162 Rojo de remolacha (Betalaina): Pigmento coloreado que se
encuentra en la remolacha roja Beta vulgaris y en los frutos de
diversas especies del género Opuntia. Se obtiene exprimiendo y
pasteurizando el extracto liquido de la hortaliza y del fruto,
respectivamente. Es una sustancia que consiste en el extracto
acuoso de la raiz de la remolacha roja Beta vulgaris. Se extrae,
generalmente, tras la coccién en agua y presenta un color rosado.
Es de destacar que el E-162 esta autorizado por el Codigo
Alimentario Argentino.

Existen distintas clases de colorantes organicos vegetales, los cuales son
permitidos en productos alimenticios, por ejemplo, clorofilas, carotenoides,
flavonoides y betalainas y algunos llamados miscelaneos. Del afio 2005 al 2009, el
mercado mundial de colorantes naturales aumenté casi 35% en valor. Los
colorantes para alimentos son el 67% del mercado global de colorantes, siendo
28% los que corresponden a bebidas sin alcohol y 5% para las bebidas

alcohdlicas (Industria Alimentaria, 2012).
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En la Tabla 1.3 se observan los colorantes naturales alimentarios
aprobados en Estados Unidos, en la actualidad (Food and Drug Administration,

2018).

1.3.2. Colorantes sintéticos

Los colorantes sintéticos son los obtenidos por sintesis quimica y deben
reunir una serie de caracteristicas para asegurar su buen uso: ser inocuos,
constituir una especie quimica definida y pura, tener gran poder tintéreo con el
objeto de utilizar la minima cantidad posible y ser facilmente incorporables al
producto, ser lo mas estables posible a la luz y al calor, poseer compatibilidad con
los productos que deben tefir, ser inodoros y sin sabor, tener pH neutro y ser lo

mas econdmicos posible.

1.4. Caracteristicas de color

El primer juicio por parte del consumidor de la calidad de una comida, muy
a menudo, depende del color, la estructura de la superficie y la forma. EIl color es
asi un importante atributo sensorial. Se puede definir como una percepcion visual
que se genera en el cerebro al interpretar las sefiales nerviosas que le envian los
fotorreceptores de la retina del ojo y que, a su vez, interpretan y distinguen las
distintas longitudes de onda que captan de la parte visible del espectro

electromagnético (MacDougall, 2001).

El ojo humano percibe la luz visible (380 nm a 780 nm) y aprecia tres
caracteristicas: el tono o tipo de color, que corresponde a la dominancia de unas

radiaciones, a determinadas longitudes de onda, sobre otras (rojo, amarillo, azul);

13



INTRODUCCION
Carlos Mauricio Otalora Gonzélez

la saturacion o pureza, que describe el grado en que el color se separa del gris
neutro y se acerca a un color puro del espectro (mas rojo o0 menos rojo segun la
cantidad de gris presente en el color); la luminosidad o claridad, que es la cantidad

de luz reflejada o trasmitida por un objeto dentro de un mismo tono y saturacion.

La medida del color esta normalizada, a nivel internacional, desde la
reunién de la Comission Internationale de I'Eclairage (CIE) celebrada en Paris en
1931. El sistema de evaluacion se basa en la posibilidad de reconstruir cualquier
estimulo coloreado mediante una mezcla de cantidades adecuadas de tres
estimulos fundamentales de color. La CIE establecié colores fundamentales el
rojo, el verde y el azul y, asi, se indica cualquier color por tres variables X, Yy Z
(valores triestimulo) que representan los tres colores fundamentales. Por lo tanto,
cual quier diferencia de color se mani

cero.

Para representar graficamente los valores croméaticos, las coordenadas X, Y

y Z de la CIE se pueden transformar en coordenadas cromaticas:

X Y Z
X= y_ Z=——
X+Y+Z X+Y+Z X+Y+Z

Dado que x +y + z = 1, es posible determinar el color mediante dos

coordenadas de cromaticidad, x e y (Figura 1.3):

14
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Figura 1.3. Diagramas de color: diagrama de cromaticidad de CIE (1931).
Adaptado de MacDougall (2001).

Para comparaciones estandar la CIE ha establecido fuentes de luz
estandar: el iluminante A tiene una distribucién energética similar a la luz emitida
por una lampara incandescente de tungsteno; el iluminante B corresponde a la luz
solar con componente de cielo a medio dia, el iluminante C tiene una distribucién
energética similar a la luz blanca solar (difusa, cielo cubierto), el iluminante D
corresponde a la irradiacion solar directa. La eleccion del iluminante dependera de
las condiciones en las que normalmente se observa el objeto a estudiar. Otra de
las variables a fijar es el angulo de observador o campo visual: cuando se miran
objetos, se utilizan angulos de 10 - 20°, pero cuando se miran detalles el angulo

usado es de 2°y, en general, en colorimetria de alimentos se emplea éste ultimo.

El calculo necesario para obtener los valores triestimulo CIE para un objeto
se esquematiza de la siguiente manera: el espectro de la muestra (R vs |) se
multiplica por el espectro de la luz incidente (E vs |). La funcion resultante se

combina con las funciones de distribuciéon de cada uno de los tres primarios

15
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imaginarios (X, y, z) y el area bajo la curva resultante se integra en el espacio
visible para obtener los valores numéricos de la contribucion de cada uno de los
tres primarios ideales (X, Y, Z) al color dado. En los espectrofotometros actuales
este calculo es hecho automaticamente por un sistema de computacién acoplado
al instrumento. De esta manera, el color queda determinado por un punto en un

espacio tridimensional de coordenadas X, Y, Z.

L* = 100 = Blanco

!

+b* Amarillo

0 = Negro

Figura 1.4.Diagrama uniforme CIELab que muestra la relacion de color rojo/verde (a* +/-)
y amarillo/azul (b* +/-). También se muestra la coordenada correspondiente a la
luminosidad L*. Adaptado de MacDougall (2001).

Se han propuesto muchas modificaciones del sistema CIE, una de las més
conocidas es el sistema Hunter (L, a, b) y, los mas recientes y oficialmente
reconocidos como internacionales, CIELab y CIELUV. Por diferentes causas, ha
sido el CIELab (CIE L*, a*, b*) el que se ha impuesto y se expresa mediante los
pardmetros luminosidad L* (claro u oscuro), a* (del color rojo T a* positivo- al
verde-a*negativo) y b* (del color amarillo T b*positivo- al azul T b*negativo) (Figura

1.4).
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Figura 1.5. Instrumento de medicién del color por reflectancia mostrando, ademas, las
partes constitutivas del espectrofotdémetro. Adaptado de Brimelow y Joshi (2001).

Para evaluar color se utiliza un espectrofotometro (Figura 1.5) que mide la
relacion entre la luz reflejada (o transmitida, de acuerdo a ddonde se ponga la
muestra) y la de un estandar conocido. Las mediciones se toman a través de una
esfera integradora y una red de difraccion, en muchos puntos, a través del rango
visible del espectro electromagnético. Diferentes instrumentos miden con
diferentes intervalos de longitud de onda, dependiendo de la naturaleza del
analizador espectral y de los componentes electrénicos de control. La reflectancia,
entonces, se expresa como un porcentaje o una fraccién. Asi, un difusor reflectivo
perfecto va a tener una reflectancia del 100%. Una muestra negra, en cambio, la
cual absorbe toda la luz incidente, va a tener una reflectancia del 0%. En el medio
de ambos extremos se encuentran todos los otros colores visibles. Por ejemplo, si
la muestra absorbe todo menos la luz roja, va a mostrar valores de reflectancia en
|l a zona roja del espectro de refl edalmnci a.
reflejada por la superficie a través del rango visible de longitud de onda v,

entonces, puede analizar graficamente e informar cual sera el color percibido.
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A su vez, los valores de a* y b* pueden ser utilizados para evaluar el Croma
(C*), indice de pureza o saturacion del color, y el angulo de hue (h°*) o tono,

mediante las siguientes expresiones:

¢ =(a? )

b*
h * = arctan (—*)
a
El &ngulo de tono h°* se ubica en la circunferencia de 360°; puede encontrarse en
uno de los cuatro cuadrantes del plano a*b*; el valor 0° esta definido por el tono

rojo- purpura, 90° por el tono amarillo, 180° por el tono verde y finalmente 270° por

el tono azul (Figura 1.6).

purple-

Figura 1.6. Tono (h°*) y saturacion (C*) para el sistema CIE Lab

C* representa la pureza de tono (saturacion) y se puede distribuir en los
cuatro cuadrantes del plano a*b*; sus valores van desde O en el centro (gris

neutro) hasta 100 en los bordes (mas saturado) (Figuras 1.6).
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La diferencia de color total (DE), puede ser evaluada para las muestras en

estudio utilizando la siguiente ecuacion (MacDougall, 2001):

PE* ogF)2[+(pa)2 + (ph)2] 2

Siendo:

DAL
D' -4
Db =5 - B

Donde Lo*, ao* y bo* son los valores de estos parametros en un sistema
control y L*, a* y b* corresponden a los valores de los parametros en las muestras

en estudio.

El E* permite medir | os cambios de col or
percibe que existe una diferencia de <col or
valores entre 2,0 y 3,5 y ve de manera franca, dos colores distintos, cuando este

parametro toma valores mayores a 5,0 (Mokrzycki & Tatol, 2011).
1.5. Betalainas

Las betalainas son un grupo de compuestos presentes en un numero
limitado de plantas. Son pigmentos naturales hidrosolubles que podrian ser

utilizados potencialmente como colorantes rojos y amarillos y que poseen ademas

actividad antioxidante (Tesoriere et al., 2003; Cai, Sun & Corke 2005; Allegra et
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al., 2005). Estos pigmentos son particularmente escasos en la naturaleza. Aunque
es la remolacha roja (Beta vulgaris L. spp. vulgaris) la fuente alimenticia de
betalainas mas estudiada y utilizada hoy en dia, estos pigmentos también estan
presentes en frutas y hortalizas tales como acelgas de color (Beta vulgaris L. var.
cicla), higos chumbos y frutas tropicales y en algunas cactaceas del género
Opuntia y Hylocereus, como la Tuna puarpura, las Pitayas y Pitahayas. También se
encuentran en semillas y hojas de amaranto y en flores como el clavel (Cai &
Corke, 1998; Stintzing, Schieber & Carle, 2002; Kugler, Stintzing & Carle, 2004;

Vaillant, Pérez, Davila, Dornier & Reynes, 2005).

Las betalainas son responsables de un gran abanico de coloraciones que
abarcan desde los amarillos hasta los rojos intensos, lo que les proporciona un
amplisimo potencial para ser utilizadas como colorantes naturales y sustituir asi el
uso de colorantes sintéticos. Ademas, la adicibn de betalainas puede aportar
propiedades biofuncionales al alimento, produciendo un efecto beneficioso para la
salud. EI hecho de que su color sea estable en un amplio rango de acidez hace
que sea factible su adicibn a una extensa gama de alimentos. El estudio de
nuevas fuentes naturales ricas en betalainas y de su comportamiento a nivel
industrial es un tema actualmente en pleno desarrollo y relacionado a su
aplicacion en el ambito de la industria alimentaria y farmacéutica, entre otras

(Cejudo-Bastante, Hurtado, Mosquera & Heredia, 2014).

Las betalainas son uno de los pigmentos naturales autorizados como
aditivos por la FDA de Estados Unidos y también esta admitido en la Unién
Europea con la designacion de E-162. En el 2004 la comision del Codex
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Alimentarius autorizdé el uso de betalainas como colorante, bajo el nombre de

ARoj o remol achao. E I C-digo Alimentario Arg

XVIII define como colorantes a las sustancias que confieren, intensifican o
restauran el color de un alimento y autoriza el us o del ARoj o

betainao (E162) . Es un <colorante relati
deseado con dosis que no superan los 50 mg/kg (Delgado-Vargas, Jiménez &
Paredes-Lopez, 2000), calculado como betanina. Se comercializa de dos
maneras, como polvo de remolacha, que incluye el pigmento y estabilizantes como
azucares, proteinas y antioxidantes y como extracto liquido concentrado (JECFA,
2001). Se usa como colorante para productos alimenticios, tales como caramelos
duros, yogures, helados, aderezos para ensaladas, mezclas para pasteles,
sustitutos para carne, mezclas de salsas, refrescos y gelatina (Delgado-Vargas et

al., 2000).

Las betalainas existen como sales en las vacuolas de las células vegetales
(Strack, Vogt, & Schliemann, 2003). Quimicamente son derivados del acido
betalamico (Figura 1.7) (Strack, Vogt, & Schliemann, 2003). Pueden subdividirse
en betacianinas rojo- violeta o betaxantinas amarillo- naranja. Herbach, Stintzing &
Carle (2006a) informaron 32 estructuras de betaxantinas y 42 de betacianinas. Las
betacianinas aidmgd®ed%b¥emy al asabet axant imk
de absorcion de ©°470 nm. En 1981, Piatelli aislé cristales amarillos,
correspondientes a indicaxantina de los frutos de Opuntia ficus-indica y en 1984,

Wyler y Dreiding aislaron cristales rojo-violeta, correspondientes a betanina de la
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raiz de Beta vulgaris. Desde entonces, notables avances se produjeron en el

conocimiento de la quimica de estos compuestos.

Ambos grupos de moléculas son épticamente activas ya que poseen dos
centros quirales en C-2 y C-15. La hidrdlisis de la betacianina produce betanidina,

o0 el epimero en C-15 isobetanidina o una mezcla de las dos agliconas.

~—CO_H J
l\\\ N N DH j."'\_\‘_\,-' -----N+ C'Dg'

N 0
U Q o HO |
OH ‘
— L — |
.
J\ HO,C1., HO,GC... |
CO,H N"A““CDEH H”A‘“CDEH

Indlcaxantlna Acido betalamico Betanina

Figura 1.7. Acido betalamico (Zryd & Christinet., 2009; Herbach et al., 2006a).

El acido betaldmico (Figura 1.7) [4-(2-oxoetiliden)-1, 2, 34-
tetrahidropiridine-2,6-acido dicarboxilicol es la estructura basica y principal
cromdforo de todas las betalainas. Su condensacion con ciclo-Dopa [ciclo-L- (,4-
dihidrophenilalanina)] o sus derivados glucosilados, llevan a la formacion de
betacianinas (del griego. Kyaneos= azul) violetas mientras que su condensacion
con aminoacidos o sus formas derivadas da lugar a las betaxantinas (del griego.
Xantos = amarillo) amarillas. Las betaxantinas presentan una absorcion maxima
cerca de 470 nm (Belhadj, Najar & Abderrabba, 2017). Las betacianinas, al unirse

al ciclo-Dopa presentan una prolongacion de la conjugacion y, por ello, el
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cromoforo presenta un maximo de absorcion a una mayor longitud de onda (cerca

de 530 nm) de acuerdo con Jackman & Smith (1996) (Figura 1.7).

1.5.1. Estructura de las betacianinas.

R,O
@ 3
2
o)
+ T /
R.O N| c<
o
14 ‘ 0
O\ 15 17 C%
C E N
HO OH

Figura 1.7. Estructura basica de las betacianinas (Herbach et al, 2006a).

Todas las betacianinas son glicosiladas; la betanina cuya formula quimica
es C24H26N2013 y peso molecular 550.48 (Jackman & Smith, 1996), constituyen
aproximadamente un 75 a 95% del total del contenido de betacianinas como se
mencion6 previamente. El porcentaje restante estd conformado por betanidina,
prebetanina y sus isémeros del C-15. La betanidina es la aglicona de la betanina
(Davies, 2009). En la Tabla 1.4 se enumeran los sustituyentes y fuente botanica de

algunas betacianinas.

En la Figura 1.8 se muestran las estructuras quimicas de las betacianinas
presentes en la remolacha de acuerdo a bibliografia (Vincent & Scholz, 1978;
Alard, Wray, Grotjahn, Reznik & Strack, 1985; Kujala, Loponen & Pihlaja, 2001;

Swarna, Lokeswari, Smita & Ravindhran, 2013; Wybraniec et al., 2013).
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Tabla 1.4.Sustituyentes y fuentes botanicas de algunas betacianinas conocidas.

Compuesto R3 R4 Fuentes boténicas
Betanina b-glucosa H  Beta vulgaris
Amarantina 2aD-( facido glucurdnico)-b-glucosa H  Amaranthus tricolor
Prebetanina 61D-(SOsH)-b-glucosa H  Beta vulgaris
Phyllocactina 61D-(malonil)-b-glucosa H  Phyllocactus

hybridus
Celosianina - 2aD-[O- (p-coumaroil) -b-acido H Celosia cristata L.
glucuronico]- b-glucosa
Celosianina -l 23Q-[O- (trans-feruloil) -b-acido
glucurénico]- b-glucosa
Iresinina-I 2aD-( facido glucurénico)-6aD-(3 hidroxi-3- H  Iresine herbstii
metil-glutaril)-b-glucosa
Lampratina-| 61D-(p-coumaroil-b-glucosa H  Lampranthus spp
Lampratina-lIl 61D-(feruloil-b-glucosa H  Lampranthus spp

Adaptado de Hendry & Houghton, (1996) y Nemzer et al. (2011).

Vincent & Scholz (1978) identificaron en la remolacha roja la presencia de
las betalainas como la betanina y betanidina. Alard et al. (1985) aislaron e
identificaron en la remolacha roja el pigmento soluble en agua y de color naranja,
neobetanina y elucidaron su estructura utilizando diversos métodos analiticos.
Kujala et al. (2001) encontraron en la piel de la raiz de remolacha roja las
betalainas como la betanina, isobetanina y neobetanina. Wybraniec et al. (2013)
estudiaron un mecanismo de oxidacion no enzimético de la betanina y 2-
decarboxil betanina, encontrando que los principales compuestos formados en la
primera etapa de su oxidacion eran 2-decarboxil-2,3-dehidrobetanina y 2-
decarboxil neobetanina; a posteriori se formaban quinonas. A su vez, la oxidacion
de 17-decarboxil betanina y 2,17-Bi-decarboxil betanina era 2,17-Bi-decarboxil-
2,3-dehidro-betanina. La oxidacion de la neobetanina resultaba en la formacion de

2,17-Bi-decarboxil-2,3-dehidro-neobetanina.
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Figura 1.8. Estructura quimica de las betacianinas (Jackman y Smith, 1992; Swarna et al.,
2013 y The Pubchem Project, 2018). PM: Peso molecular.

1.5.2. Estructura de las betaxantinas

1
N ’
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o) o
ﬁc N Cf
HO H OH

Figura 1.9. Estructura de las betaxantinas (Herbach et al., 2006a).
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Las betaxantinas, de color amarillo-naranja, se forman por condensacion de
acido betalamico con aminas o aminoacidos (Figura 1.9). Por ejemplo el grupo Rz
de la vulgaxantina Il de la remolacha (Beta vulgaris) es un acido glutamico; en la
indicaxantina de la Opuntia ficus-indica el grupo Rz se junta con el residuo
derivado grupo R1 dando lugar a una prolina. Los grupos R1 de las betaxantinas

generalmente son un hidrégeno (Jackman & Smith, 1992).

Tabla 1.5. Composicion quimica de algunas betaxantinas conocidas y sus fuentes
botanicas.

Compuesto Aminoécido Fuente botanica
Indicaxantina Prolina Opuntia ficus-indica
Portulaca xantina-l ~ Hidroxiprolina  Portulacca grandiflora
Portulaca xantina-I| Tirosina
Vulgaxantina-| Glutamina Beta vulgaris
Vulgaxantina-Il Acido glutamico Beta vulgaris
Miraxantina-I Sulféxido Mirabilis Jalapa
de metionina
Miraxantina-I| Acido aspartico Mirabilis Jalapa
Dopaxantina DOPA Rivina humilis
Miraxantina-1l| Tiramina Mirabilis Jalapa
Miraxantina-V Dopamina Mirabilis Jalapa

Adaptado de Hendry & Houghton (1996), Zryd & Christinet (2009) y Nemzer et al. (2011).

En la remolacha se encuentran la vulgaxantina | y vulgaxantina ll,

sustituidas por glutamina y acido glutdmico, respectivamente (Tabla 1.5).

En la Figura 1.10 se muestra la estructura quimica de algunas

betaxantinas.
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Figura 1.10. Estructuras quimica de algunas betaxantinas (Jackman y Smith, 1992;
Swarna et al., 2013; The Pubchem Project, 2018). PM: Peso molecular
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La estabilidad de las betalainas ha sido estudiada en pigmentos obtenidos

de la remolacha (Beta vulgaris L.) (Von Elbe, Maing & Amundson 1974; Sapers &

Hornstein., 1979; Delgado Vargas et al., 2000; Herbach et al., 2006a; Azeredo,

2008). Estos investigadores han establecido que los principales factores que

influyen en la estabilidad de las betalainas son: temperatura, pH, actividad de

agua, luz, presencia o ausencia de oxigeno y de metales, accidn enzimatica,

siendo la temperatura el factor mas influyente en la degradacion de las betalainas.

En la Figura 1.11 se resumen estos factores los cuales condicionan la utilidad de

estos pigmentos como colorantes y/o antioxidantes en alimentos.

<< <

< <K<K KL

Figura 1.11. Factores que afectan la estabilidad de las betalainas (Herbach et al., 2006a; Zryd y
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1.5.3.2. Temperatura

La temperatura puede considerarse el factor mas importante que influye en
la estabilidad de las betalainas durante el procesamiento y almacenamiento de
alimentos. Las betalainas pierden su estabilidad a temperaturas elevadas (Von
Elbe et al., 1974) y su velocidad de degradacion se acelera a medida que la
temperatura crece y con el tiempo de calentamiento (Saguy, Kopelman & Mizrahi,
1978) . As?, | a estabilidad de | as bet al
Para la conservacion de alimentos, por lo general, se requiere un tratamiento
térmico de las materias primas para garantizar la seguridad alimentaria y se han
realizado numerosos estudios para obtener informacion sobre la degradacion de
las betalainas, por ejemplo tras el tratamiento térmico de los jugos de la remolacha
y de la fruta de los cactus rojos (Saguy, 1979; Czapski, 1985; Czapski, 1990;

Herbach et al., 2004).

Herbach et al. (2004) observaron que la degradacion térmica de las
betacianinas en jugos de remolacha roja y de Pitaya sigue una cinética de
reaccion de primer orden. Por otra parte, concluyeron que la estabilidad térmica de
las betalainas depende de la temperatura y periodo de calentamiento. Asimismo
von Elbe et al. (1974) y Wybraniec et al. (2013) concluyeron que, al tratar
térmicamente soluciones de betalainas, se produce una reduccion gradual del

color rojo caracteristico de este pigmento con la aparicion de pardeamiento.
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1.5.3.3. pH

Las betalainas son estables en el rango de pH entre 3-7, en el que se
encuentran la mayoria de los alimentos (Delgado Vargas et al., 2000; Castellar et
al., 2003; Stintzing et al., 2005). Fuera de este rango, el color decrece con el
tiempo. El pH Optimo para la estabilidad de las betalainas de la remolacha (Beta
vulgaris L.), en presencia de oxigeno se encuentra a pH 5,5-5,8, mientras que en
condiciones anaerdbicas, a pH 4,0-5,0 (Huang & von Elbe, 1985). Las
betaxantinas presentan una estabilidad ligeramente mayor a valores de pH entre
4,0 a 7,0 (Cai & Corke, 2001), mientras que las betacianinas poseen una mayor
estabilidad a un pH de 5,5 (Savolainen & Kuusi 1978). Huang & von Elbe (1985) y
Castellar, Obén, Albacid & Fernandez-Lépez (2003) observaron la dependencia de

la estabilidad de las betalainas con el pH.

Para la betanina se ha determinado (Sing de Ugaz, 1997) que a:

E I color rojo de Il a soluci maadej
H 7 L
PH3,0a7.0 absorcion entre 537- 538 nm.
oH < 3.0 Elcol or cambi a nmaxesvdesplazadb a 534- 536 Inm, :

ocurriendo un decrecimiento en la intensidad.

El color de la solucion se torna mas azulado realizando un
pH>7,0 desplazamiento batocromico en la amax, siendo mayor el efecto a
pH 9,0 donde el amaxocurre a 543-544 nm.

Hay wun creci mi ent o maede 540 h 556 mrsyisel
presenta un incremento en la absorcién a 400-460 nm debido a la
liberacién del acido betalamico, el cual es amarillo,por lo que hay
un cambio de color de azul a amarillo como resultado de la
hidrolisis alcalina de betanina a acido betalamico y ciclo-Dopa-5-
O-glucasido.

pH > 10,0
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1.5.3.4. Actividad de agua (aw)

Las betalainas presentan mayor estabilidad en alimentos o sistemas modelo
con un bajo contenido de humedad y aw, debido a que el agua estd menos
disponible para que ocurran reacciones quimicas. Valores de aw por debajo de
0,63 mejoran la estabilidad de la betalainas de la remolacha (Beta vulgaris L.)
(Delgado Vargas et al.,, 2000). Ademas, métodos para reducir la aw, como la
concentracion y el secado por atomizacion han demostrado proporcionar
estabilidad a las betalainas, en pigmentos provenientes de tuna puarpura (Opuntia
stricta) (Castellar, Obén & Fernandez-Lépez, 2006) y de amaranto (Cai & Corke,
2000).

1.5.3.5. Luz

Existe una relacion inversa entre la estabilidad de las betalainas de la
remolacha (Beta vulgaris L.), y la exposicién a la luz. La degradacién de betalainas
sigue una cinética de primer orden que es oxigeno dependiente (Attoe & Von Elbe,
1981). Otros autores, observaron que la adicion de 0,1% de &cido isoascoérbico y
1% de &cido ascorbico a jugo de remolacha y pitaya inhibié la degradacion
inducida por la luz durante el almacenamiento de betacianina (Bilyk et al., 1981,

Herbach et al., 2006a).

1.5.3.6. Oxigeno

Distintos autores (Attoe & von Elbe, 1985; Wybraniec et al., 2013), han
observado que las betalainas de remolacha (Beta vulgaris L.) reaccionan con el

oxigeno molecular, causando el oscurecimiento del producto y la pérdida del
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pigmento. La estabilidad de la betanina disminuye linealmente con el aumento en
la concentracion de oxigeno (Czapski, 1990) siguiendo una cinética de primer
orden en presencia de oxigeno, pero en ausencia de oxigeno su comportamiento
se desvia de este modelo. Se ha recomendado que para aumentar la estabilidad
del pigmento es necesario colocar las muestras en atmosferas con bajas
concentraciones de oxigeno, incorporando antioxidantes o utilizando atmdsferas
con nitrogeno (Attoe & von Elbe, 1982 y 1985; Han, Kim & Kim, 1998; Drunkler,

Fett & Bordignon-Luiz, 2006).

1.5.3.7. Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula que previene la formacién descontrolada
de radicales libres que son sustancias quimicas inestables muy reactivas con el

oxigeno (Chihuailaf, Contreras & Wittwer, 2002).

Debido a la alta sensibilidad al oxigeno de las betalainas, se realizaron
estudios con diversos antioxidantes con el fin de mejorar su estabilidad. (Pasch &
VonEI be, 1979) y se evaluaron dos antioxi d:
tocoferol. Bilyk (1981) propuso evaluar el efecto del &cido isoascoérbico, bajo
condiciones de pH, temperatura y luz controladas y observd que el acido
isoascorbico al 0.1% p/p, es méas efectivo en estabilizar a la betanina que su

isbmero, en todas las condiciones propuestas.

1.5.3.8. Céationes Metalicos

Se han realizados distintas investigaciones con iones Fe*** y Cu**, a

concentraciones de 100 ppm, debido a que estos iones son los constituyentes mas
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comunes en los alimentos o que aparecen en los alimentos por estar presentes en
los equipos de procesamiento. Estos metales pueden catalizar la oxidacion de
lipidos. Se demostré que el rol catalitico de los iones metéalicos dependia de su
estado de oxidacion, pudiendo actuar como donores o aceptores de electrones,
desestabilizando al centro electrofilico. Como resultado se obtuvo, un nuevo
arreglo de enlaces asociados con destruccion del cromoforo y pérdida del color

(Pasch & Von Elbe, 1979).

1.5.4. Vias de degradacién de las betalainas

La degradacién de betacianinas se ha descrito especialmente para betanina

(Herbach et al., 2004 y 2006a).

La Figura 1.12 muestra las posibles vias de degradacién de betanina,
asociando los productos de degradacion con el color que presentara cada

compuesto.

La degradacion de la betanina es mediada por la temperatura y el pH, lo
que involucra el ataque de un nucledfilo (ej. el agua) en la posicién del C-11. Esto
causaria la formacién de compuestos intermedios producto de la degradacion,
tales como el ciclo-Dopa- 5-O-glicésido y el acido betalamico (Jackman & Smith,

1992). Esta reaccion es reversible.
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Figura 1.12. Vias de degradacién de betanina (Herbach et al., 2006a)

Las principales vias de degradacién que se han descrito son: isomerizacion,

descarboxilacion, desglicosilacién, deshidrogenacion e hidrélisis, las cuales se

describen a continuacion.

1.5.4.1. Isom

erizacion

La isomerizacion se considera una modificacién estructural mas que una

reaccion de degradacion. Las betacianinas estan siempre acompafiadas de su

isbmero en relaciones variables dependiendo del tipo de fuente. La betanina se

isomeriza en

el carbono C15 a isobetanina,

la cual presenta propiedades

cromaticas idénticas a la betanina. Se ha observado que la isomerizacion se

produce en condiciones acidas, alcalinas y en tratamientos térmicos (von Elbe et

al., 1981; Herbach et al.

, 2004 y 2006a). El acido betalamico y la indicaxantina son
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susceptibles de isomerizacion y la indicaxantina también es susceptible de

epimerizacion en C11 (Herbach et al., 2006a).

1.5.4.2. Desglicosilacion

Bajo condiciones fuertemente 4cidas, altas temperaturas y presencia de R3-
glucosidasa, la molécula de glucosa puede separarse de la betanina, provocando
un desplazamiento batocrémico cercano a 4 nm, obteniéndose un color rojo violeta
profundo por la formacién de una aglicona de menor estabilidad por su mayor

susceptibilidad a la oxidacion (Herbach et al., 2006a).

1.5.4.3. Hidrélisis

La hidrolisis de la betanina se produce por la ruptura hidrolitica del enlace
aldimina, esta ruptura se ha observado en tratamientos térmicos y en condiciones
de pH superiores a 6. La hidrdlisis de betanina disminuye la intensidad del color,
debido a que la ruptura de la betanina genera acido betalamico (amarillo brillante)
y ciclo-Dopa-5-O-3-glucosido (incolora) (Herbach et al., 2006a). La ruptura del
enlace aldimina es reversible y pH dependiente (reacciéon favorecida a pH 6)
(Huang & von Elbe, 1985 y 1987). Se ha observado recondensacion de acido
betalamico y ciclo -Dopa a betanina después de cortos tratamientos térmicos a

bajas temperaturas (Huang & von Elbe, 1985).

1.5.4.4. Descarboxilacion

Tedricamente, la descarboxilacién puede ocurrir en los carbonos C2, C15y

C17 de las betacianinas y en los carbonos C11 y C13 de las betaxantinas. La
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descarboxilacion produce un desplazamiento hipsocrémico, que puede ser
explicado por una disminucion en la deslocalizacion de los electrones p (Herbach
et al., 2006a). Varios estudios han corroborado que la betanina puede ser
descarboxilada en las posiciones C2, C15 y/o C17. No obstante, cuando la
descarboxilacion ocurre en C2 y C15 se puede considerar una ventaja ya que se
mantienen las caracteristicas cromaticas de su precursor, la betanina, mientras
que cuando ocurre en el C17 esas caracteristicas cambian pues da lugar a un

compuesto de coloracion rojo-anaranjado (Herbach et al., 2006a).
1.5.4.5. Deshidrogenacion

Reacciones de deshidrogenacion de betanina generan el compuesto
llamado neobetanina que se caracteriza por ser de color amarillo. La formacion de
neobetanina se ha confirmado en jugo de remolacha sometido a un tratamiento

térmico bajo condiciones anaerdbicas (Herbach et al., 2004)
1.5.5. Aplicaciones de las betalainas

Las betalainas son ingredientes de origen natural utilizados en la industria

como agentes de color. Entre las aplicaciones mas comunes se encuentran:
1.55.1. Industria de Alimentos

Se emplean betalainas para mejorar el color y el aspecto de los alimentos.
Ellas contribuyen a aumentar su calidad y valor nutritivo. Los procesos industriales
de elaboracién de alimentos incluyen tratamientos que decoloran o cambian el

aspecto de los alimentos, lo cual se soluciona agregando colorantes. Estos se
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adicionan durante la elaboracion de un gran numero de productos como en
postres, helados, derivados lacteos, bebidas refrescantes, conservas vegetales y

de pescado, mermeladas y yogures.

1.5.5.2. Industria Farmacéutica

La mayor parte de los colorantes empleados en las capsulas de gelatina
dura son inocuos. Sin embargo, algunos pueden provocar reacciones adversas y
por eso su uso es restringido. En cuanto a los suplementos alimenticios, el
reglamento europeo 1129/2011 lista todos los colorantes autorizados para
capsulas y comprimidos. Por lo tanto el uso de betalainas es recomendable, ya
gue no tiene limitaciones de uso y son los responsables del tono intenso de ciertas
capsulas como las amarillas, naranjas o rojas. Se sabe del uso de las betalainas

en polvo o como solucidn, en jarabes, enjuagues bucales, unguentos y otros.

1.5.5.3. Industria de Cosmeéticos

El sector de cosmeéticos consumia en los afios ochenta un 60% de
colorante carmin, pero a partir de entonces se origind un proceso de sustitucién de
colorantes sintéticos por colorantes naturales. El auge de productos ecoldgicos y
naturales, junto a restricciones a ciertos colorantes sintéticos ha producido una
recuperacion del uso de colorantes naturales como las betalainas. En la industria
cosmetica se utiliza para los productos que se aplican a la zona de boca y 0jos,
tales como sombras, lapices de labios, lapices para los o0jos, polvos faciales etc.
Desde el punto de vista de calidad, la industria cosmética solo acepta betalainas

de alta pureza.
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1.5.6. Capacidad antioxidante de betalainas

La actividad antioxidante es un parametro de gran interés para valorar la
capacidad funcional de una sustancia. Un antioxidante puede ser definido como
cualquier sustancia que cuando presente en relativamente baja concentracion,
comparado con el sustrato oxidable, retrasa significativamente o inhibe la
oxidacion de ese sustrato (Apak et al., 2013). El metabolismo normal del oxigeno
lleva a la produccion de especies oxidantes. Estas reaccionan quimicamente con
los componentes naturales, modificando o suprimiendo su funcién biologica. Los
organismos se defienden de este dafio mediante una compleja red de defensas

antioxidantes (Gandia-Herrero, Escribano & Garcia-Carmona, 2016).

El oxigeno es un componente vital para la supervivencia del ser humano.
Una vez inhalado, mediante el mecanismo de la respiracion sufre un proceso de
reduccion gradual hasta ser metabolizado convirtiéendose en agua. Durante este
proceso, se forma una pequefia cantidad de reactivos intermediarios, como el
radical superoxido (O2), radical hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrogeno (H2052).
Estos compuestos son llamados especies reactivas del oxigeno (ROS) y pueden
iniciar el proceso de peroxidacion de las membranas lipidicas que conlleva a la
acumulacion de peroxidos. Los productos de la peroxidacion por ellos mismos, asi
como los de la oxidacion secundaria como el malonaldehido y el 41 hidroxinonenal,
gue son altamente reactivos, pueden reaccionar con sustratos bioldgicos como las
proteinas, aminas y acido desoxirribonucleico (DNA). Dichos procesos ocasionan

una serie de enfermedades degenerativas celulares y contribuyen
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significativamente al envejecimiento y riesgo de contraer cancer (Sato et al.,

1996).

Existe abundante literatura sobre las actividades biologicas de las
betalainas, particularmente sobre su actividad antioxidante que se ha vinculado
con la actividad anticancer observada (Gengatharan, Dykes & Choo, 2015). La
remolacha roja ha sido incluida entre los 10 vegetales con mayor poder

antioxidante. (Halvorsen, Holte & Myhrstad, 2002).

La actividad antioxidante de la betanina y de su aglicon la betanidina se
manifestd también mediante la inhibicion in vitro de la peroxidacion lipidica y de la
descomposicion del hemo logrado con concentraciones muy bajas. También se ha
demostrado que a pesar de su hidrofilicidad, tanto la betanina como la
indicaxantina se pueden asociar al LDL humano in vitro e in vivo aumentando su

resistencia a la oxidaciéon (Pokorny, Yanishlievac & Gordon, 2005).

Tesoriere et al. (2003) mostraron que la indicaxantina y la betanina pueden
unirse a la lipoproteina de baja densidad (LDL) en un ensayo ex vivo con dichos
pigmentos puros. Una vez unidos son altamente efectivos en la prevencién de la
oxidacion de los lipidos inducida por cobre. La interaccion con la vitamina E afiadié

potencial a la indicaxantina para proteger al LDL.

Stintzing et al. (2005) informaron que en Opuntia spp, la contribucién a la
actividad antioxidante era mayor para las betalainas que la ejercida por el acido

ascorbico.
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La actividad anticancerigna de las betalainas ha sido vinculada a su
actividad antioxidante. Se ha demostrado la actividad inhibidora de la betanina
presente en remolacha roja, en tumores de piel y pulmon, en ratones (Kapadia,
Tokuda, Konoshima, & Nishino, 1996). Esta actividad también fue comprobada
sobre tumores de ovario, cervicales y vejiga, in vitro e in vivo en ratones, utilizando
un extracto de fruto de cactus Opuntia (Zou, Brewer & Garcia, 2005) a lo cual

contribuirian las betalainas como principios activos mas importantes.

1.6. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual compuestos
activos, solidos, liquidos o0 gaseosos (antioxidantes, sabores, bactericidas, etc.) se
introducen en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con el fin de
proteger los activos del medioambiente, de su interaccion con otros componentes
del alimento o bien para controlar su liberacion. Para definir el método de
encapsulacién y el agente encapsulante mas apropiado es importante definir cual
sera la aplicacion de las microparticulas, la composicion de los ingredientes, el
mecanismo de liberacién, tamafio de particula, forma fisica final y el costo, entre

otros (Desai & Park, 2005).

Algunas de las técnicas usadas para microencapsulacién son: secado por
atomizacion, liofilizacion, extrusion, recubrimiento por lecho fluidizado,
atrapamiento por liposomas, coacervacion, inclusiéon, (Wang, Zhao, Guo & Zheng,

2004) entre otros.
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La microencapsulacion de betalainas ha sido poco estudiada. Se han
realizado estudios mediante secado por atomizacion para jugo de remolacha con
goma arabiga como polisacarido de pared (Pitalua, Jimenez, Vernon-Carter &
Beristain , 2010); extracto de remolacha con maltodextrina (Azeredo, Santos,
Souza, Mendes & Andrade, 2007; Ravichandran et al.,, 2014); extractos de
amaranto con maltodextrinas y almidon (Cai & Corke, 2000); extracto de
indicaxantina con maltodextrina (Gandia-Herrero, Jiménez-Atienzar, Cabanes,
Garcia-Carmona & Escribano, 2010); pulpa de tuna purpura (Opuntia ficusindica) y
su extracto hidroalcohdélico con maltodextrina, inulina (Tapia, 2007; Saenz, Tapia,
Chavez & Robert , 2009) y mezclas de aislado proteico de soja con maltodextrina
e inulina (Torres, 2008). Y se ha estudiado la encapsulacion por liofilizacién para
jugo de remolacha con pululano y maltodextrina (Serris & Biliaderis, 2001).
También fueron encapsuladas betalainas extraidas de frutos de cactus purpura en
alginato de calcio y en combinacion de alginato de calcio y albumina de suero

bovino (Otalora et al., 2016)

1.7. Pared celular

Las células de las plantas terrestres estan rodeadas por una capa
semirrigida compuesta de polisacéridos, proteinas y compuestos fendlicos: la
pared celular. Esta estructura actia ejerciendo una gran influencia en la
morfologia y el desarrollo de la planta y contribuyendo a la especializacion
funcional de los tipos celulares. La formacion de la pared celular comienza con la
aparicion de la placa celular, que se origina por acumulacién y fusion de vesiculas

del aparato de Golgi cargadas de polisacaridos no celuldsicos. El desarrollo de la
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placa celular origina la laminilla media, estructura amorfa rica en polisacaridos
pécticos que mantiene unidas las células adyacentes, mientras que las
membranas de las vesiculas dan lugar a las membranas plasmaticas de las
células hijas. Entre la membrana plasmatica y la laminilla media se deposita la
pared celular primaria, que presenta estructura fibrilar debido a la acumulacién de
microfibrillas de celulosa cristalina embebidas en una matriz de polisacaridos
complejos y glicoproteinas, cuya composicion varia dependiendo de la especie
gue consideremos, del tipo de tejido e incluso del grado de diferenciacion del tipo

celular en cuestion (Knox, 2008; Martinez, 2010).

La pared celular primaria y la laminilla media tienen gran importancia en el
proceso de extension o expansion celular, ya que constituyen las Unicas
estructuras extracitoplasmaticas de las células que conservan la capacidad de
dividirse y/o elongarse. Por el contrario, las células que han perdido esta
capacidad suelen depositar en la cara interna de la pared nuevas capas de
material, cuya composiciéon depende del tipo concreto de elemento celular. En
esas capas suelen aparecer nuevos componentes, como lignina, cutina, suberina,
sales minerales, modificandose la proporcion de los polimeros de pared celular
primaria y laminilla media. Estas modificaciones originan una estructura multicapa
de mayor espesor y ordenacion mas orientada de las microfibrillas de celulosa,

denominada pared celular secundaria.

Las dicotiledoneas como la remolacha, se caracterizan por poseer una

pared celular que contiene proporciones semejantes de celulosa y xiloglucano,
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polisacarido que se une a las microfibrillas de celulosa, fijando su posicion y

determinando la distancia entre ellas.

Las paredes celulares primarias de las plantas tienen las siguientes

funciones:

1 Sostener la membrana celular y evitar que se rompa bajo la presion de
turgor osméticamente contenida dentro de la célula (Cosgrove, 2005).

1 Expandir, bajo presiéon de turgor, a una velocidad y direccidén controlada y
precisa que, en ultima instancia, definira la contribucion de la célula para el
crecimiento y la formacién de la planta (Cosgrove, 2005;Boyer, 2009);

| Cooperar con las células adyacentes que tienen similar presién de turgor
para construir un tejido tridimensional mecanicamente competente (Niklas,

2004).

Las paredes celulares secundarias son generalmente mas gruesas y tienen
una mayor masa de polimero por unidad de volumen, es decir, menor contenido
de agua, que las paredes celulares primarias. Se han encontrado en muchas
semillas y su rol de tipo mecéanico es secundario a funciones de almacenamiento
de energia. La abundancia de un determinado polisacarido de pared celular las

identifica, variando de una especie a otra.
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Figura 1.13. Estructura de la pared celular vegetal. Adaptada de Moore, Clark &
Vodopich (1996).

Los componentes de la pared celular se pueden clasificar en tres grupos:

Polisacaridos Glicoproteinas Otros
estructurales P componentes
* Celulosa * Estructurales * Lignina
* Hemicelulosas * Enzimaticas * Cutina
» Sustancias * Suberina
pécticas « Ceras
» Taninos

» Sales minerales

Figura 1.14. Clasificacion de los componentes de la pared celular.

A continuacibn se describiran los componentes mas abundantes y

representativos de la pared celular (Carpita & Mc Cann, 2000).

1.7.1. Celulosa

Son cadenas de unglucano no ramilf4d,cado co
que forman microfibrillas mediante agregados por uniones puente hidrogeno cada

una de 3 nm de didmetro aproximadamente (Jarvis., 2011). Se encuentra en la
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naturaleza casi exclusivamente en las paredes celulares vegetales y representa el
2030 % del peso seco de la pared celular primaria. La férmula empirica es

(CeH100s)n, con un valor minimo de n=200 (Figura 1.15).

Fibrillas de
Pared celular  celulosa

Microfibrilla
de celulosa

|

Fibrilla de
celulosa

Célula Vegetal

OH CH.OH

H CH,0H H  OH H  OH CH,0H
[ - TR
5 H H Nsopeii H  HA | H H o)
OH H) H OH H/ VH O—VoH H f o=
KH Lo-NoH H H L_o—NOH H _NoH L
H a2 H H LR H A N2 H o\
H  OH CH,0H H  OH H  OH

CH,OH CH,0H ‘

Figura 1.15. Esquema de la composicién quimica de la celulosa. Adaptada de Moore et
al. (1996).

1.7.2. Hemicelulosa

Las hemicelulosas son polisacaridos constituidos por monémeros de
pentosas y hexosas distribuidas de forma lineal y ramificada, conformando
polimeros tipo polisacaridos denominados no-celulésicos. La hemicelulosa tiene
un peso molecular menor que la celulosa y contiene como azucares constitutivos a
la xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa. Las hemicelulosas estan
caracterizadas por cadenas f or ma(@,4,sconpor uni

configuracion ecuatorial en C1y C4.

Las hemicelulosas estan distribuidas, segun el caso, en paredes celulares
primarias y secundarias, incluyendo ellas, entre otros, los xiloglucanos,

arabinoxilanos, glucuronoxilanos.
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1.7.3. Pectina

Son el componente mayoritario de la laminilla media donde actian como
elemento de unidn entre las células y también se presentan en la pared primaria.
Son polisacéridos ricos en acido galacturénico y, segun Carpita, (1990) se pueden
distinguir las siguientes estructuras (Figura 1.16): homogalacturonano,

ramnogalacturonano | (RGI) y ramnogalacturonano Il (RGII).

RAMNOGALACTURONANO I HOMOGALACTURONANO RAMNOGALACTURONANO II
~
o
%

%?’ bibpoboblpb
Sq

P
O =Dp<Galacturonic acid © =L-Arabinose @® -=D-Apiose é = O-Acetyl
O =L-Rhamnose o o FLCOS ?
@® -D-Glucuronic acid @ -L-Acericacid @ =D-Xylose ® = Boron
® =Kdo @ -=D-Dha
Figura 1.16. Estructuras principales de pectinas.
1.7.4. Lignina

La lignina es la sustancia mas abundante encontrada en la matriz de la
pared celular secundaria de las plantas lefiosas. Es un polimero formado por
restos fenilpropanoides derivados de los alcoholes cumarilico, coniferilico y
sinapilico, unidos entre si por enlaces éter CAA- o CAC (Figura 1.17). Debido al

caracter hidrofobico que posee, desplaza el agua de las paredes celulares
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secundarias, aumentando la resistencia quimica y la rigidez de la pared (Brett &

Waldron, 1996).

Figura 1.17. Estructura quimica de la lignina.

1.7.5. Otros componentes de la pared celular

La pared celular vegetal posee otros biopolimeros complejos como
proteinas estructurales, enzimas y compuestos fendlicos (Carpita & Mc Cann,

2000)

Figura 1.18. Acido ferulico (A) y acido cumérico (B)

Los compuestos fenélicos mas habituales son el acido ferdlico y el acido
cumarico (Figura 1.18) y suelen encontrarse esterificados a la arabinosa y/o

galactosa correspondientes a las cadenas laterales de las pectinas (Mc.Neil,
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