UNIVERSIDAD POLITECNICA DE
CARTAGENA

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA
AGRONOMICA

81

Cartagena

Proyecto Fin de Carrera

Evolucion de compuestos funcionales
durante la maduracién de frutos de
Opuntia stricta

Autora: Verdnica Raquel Garcia Gutiérrez
Titulacion: Ingeniero Agrénomo
Directores: M*. Rosario Castellar Rodriguez

y José Maria Obon de Castro

Julio 2008



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CARTAGENA w

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE a
INGENIERIA AGRONOMICA
Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental ETSIa

Cartagena

DNA. M* ROSARIO CASTELLAR RODRIGUEZ y D. JOSE MARIA
OBON DE CASTRO profesores del Departamento de Ingenieria Quimica
y Ambiental

CERTIFICAN:

Que el Proyecto Fin de Carrera titulado “Evoluciéon de compuestos
funcionales durante la maduraciéon de frutos de Opuntia stricta”, presentado
por Dfia. Verénica Raquel Garcia Gutiérrez, ha sido realizado bajo nuestra
direcciéon y cumple las condiciones requeridas para optar al titulo de Ingeniero

Agronomo en la especialidad de Industrias Agrarias y Alimentarias.

Y para que conste, a los efectos oportunos, firmamos el presente en

Cartagena a 15 de julio de 2008.

Fdo: Diia. M*® Rosario Castellar Rodriguez Fdo: D. José Maria Obén de Castro



Parte de este Trabajo Fin de Carrera fue presentado en el “VIII Simposio
Nacional
y V Ibérico de Maduraciéon y Post-Recoleccion” que tuvo lugar en Orihuela,

Alicante, en septiembre de 2006.



Agradecimientos
A mi familia, a la que quiero muchisimo y sin la que nunca podria haber llegado hasta aqui, y
muy especialmente a mi madre, por los cuatro felices arios que pasamos juntas en La

Manga. Gracias. ..

A mis abuelos por el amor que nos han regalado siempre de manera incondicional y por ser un

ejemplo de bondad y trabajo constante a lo largo de toda su vida.
A los pequerios Jaime, Beatriz y Blanca, por traer la alegria e inocencia que nos faltaba en casa.
A Toli porque juntos y desde el primer dia formanmos un gran equipo. 2 ayanc) zoAv.

A Chari y José Maria por su inestimable colaboracion, apoyo, aynda y gran paciencia durante la

elaboracion de este trabajo, y por haberme brindado su carisio y amistad.



Indice

INDICE GENERAL

I. INTRODUCCION
1.1. Los colorantes alimentarios
1.2. Colorantes alimentarios naturales
1.3 Importancia de los colorantes naturales frente a los artificiales
1.4 Las betalainas como colorantes alimentarios naturales
1.4.1 Las betalainas: qué son y su presencia en la naturaleza
1.4.2 Estructura quimica de betaxantinas y betacianinas
1.4.3 Estabilidad de las betalainas
1.4.3.1 Efecto del pH
1.4.3.2 Efecto de la temperatura
1.4.3.3 Efecto de las radiaciones
1.4.3.4 Efecto del oxigeno
1.4.3.5 Efecto de la actividad del agua
1.4.3.6 Accién enzimatica
1.5 Fuentes de colorante E-162
1.5.1 La remolacha, Befa vulgaris
1.5.1.1 Ventajas y desventajas de la remolacha como fuente colorante
1.5.2 El género Opuntia
1.5.2.1 Opuntia ficus indica
1.5.2.2 Opuntia stricta
1.5.2.2.1 Maduracién de frutos de Opuntia stricta
1.5.2.2.2 Opuntia stricta como fuente de betaninas
I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
III. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Material vegetal
3.1.2 Productos quimicos.
3.2 Preparacién de las muestras
3.2.1 Recogida de muestras y procesado de los frutos
3.2.2 Determinacién del peso y dimensiones de los frutos
3.2.3 Determinacién del color externo
3.2.4 Observacion del corte longitudinal de los frutos
3.2.5 Conservacion de los frutos

3.2.6 Obtencién del zumo de los frutos de Opuntia stricta

_6-

10
16
17
17
19
20
21
21
21
22
22
22
22
22
25
26
28
30
30
31
34
37
38
38
38
38
38
39
39
40
40
41



Indice

3.2.7 Determinacién de peso seco
3.2.8 Obtencién de extractos de frutos de Opuntia stricta
3.3. Métodos de analisis
3.3.1 Determinacién del pH
3.3.2 Determinacién de sélidos solubles totales
3.3.3 Analisis espectofotométrico
3.3.4 Analisis de fenoles totales
3.3.5 Analisis de aztcares reductores: Método DNS
3.3.6 Analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis morfologico del fruto
4.1.1 Evolucién de la morfologia del fruto
4.1.2 Evolucién de la maduracion del fruto
4.2 Analisis del zumo de Opuntia stricta
4.2.1 Determinacion de peso seco
4.2.2 Azicares
4.2.2.1 S¢lidos solubles
4.2.2.2 Azucares reductores (DNS)
4.2.3 Medida del pH
4.2.4 Determinacion de polifenoles totales
4.2.4.1 Indice de formol
4.3 Estudio espectofotométrico
4.4 Analisis de pigmentos y otros metabolitos por HPLC
V. CONCLUSIONES
VI. BIBLIOGRAFIA

42
42
42
42
43
43
44
45
47
51
52
52
53
59
60
61
61
61
62
62
63
64
65
87
89



Evolucion de compuestos funcionales durante
la maduracién de frutos de Opuntia stricta




Introduccion

I. INTRODUCCION
1.1 Los colorantes alimentarios

El color es la primera sensacién que se percibe de un alimento y la
que determina el primer juicio sobre su calidad, ya que 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.

Segun recoge el Real Decreto 2001/1995 de 7 de Diciembre de
1996, se entiende por colorantes alimentarios:

a) Aquellas sustancias que afiaden o devuelven color a un alimento

e incluyen componentes naturales de sustancias alimenticias y
otras fuentes naturales que no son normalmente consumidos
como alimentos por si mismos y no son habitualmente
utilizados como ingredientes caracteristicos en alimentacién.

b) Los preparados obtenidos a partir de los alimentos y otras
materias naturales obtenidas mediante extraccién fisica o
quimica que ocasione una seleccién de los pigmentos que se
usan como componentes nutritivos o aromaticos.

Los alimentos naturales tienen su propio color y lo ideal seria que
se mantuvieran a lo largo del proceso de transformacién en la industria,
pero la mayoria de las veces no es asi. Sin embargo, los consumidores
prefieren en determinados alimentos un color constante, que no varie en
los diferentes lotes de fabricacién de un producto y esto sélo puede
obtenerse modificandolo de forma artificial (Cubero ez a/., 2002).

Los colorantes tienen un uso limitado, no deben emplearse de una
manera arbitraria, sino que la cantidad en cada alimento debe atender a la
correccién de la pérdida de color producida por alguno de los siguientes
problemas que se pueden plantear durante el proceso de fabricacién o
almacenamiento de un alimento:

- Pérdida de color por tratamientos tecnoldgicos del proceso:

tratamientos térmicos, pelados, desecaciones, etc.

- Variaciones fisico-quimicas: cambios de luz, pH, potencial redox,

etc.

- Efectos bioquimicos: microorganismos y sus metabolitos,

pardeamiento enzimatico y no enzimatico.



Introduccion

Todos estos cambios hacen que el producto sea menos atractivo
para el consumidor y que lleve al técnico a utilizar colorantes como
aditivo y asi conseguir los diferentes efectos:

- Reforzar los colores ya presentes en el alimento pero menos

intensos de lo que el consumidor espera a causa de los cambios

anteriormente descritos.

- Conseguir uniformidad de color en el alimento, logrando as{ una

homogeneidad en el mercado.

- Hacer mas apetecibles los alimentos y asociar sabores y colores.

- Impartir color a los alimentos elaborados, color de fantasia

(helados, caramelos, etc.).

- Facilitar un efecto pantalla para ayudar a la proteccién del aroma

y de las vitaminas sensibles a la luz.

De esta forma debe quedar por lo tanto prohibido el uso de
colorantes para enmascarar defectos del producto o para dar una
sensacién de calidad que no posee.

Para acertar en el colorante que se debe emplear en un producto es
importante tener en cuenta:

- Caracteristicas del alimento a colorear: presencia de otras
sustancias en el alimento que pueden llegar a interaccionar con el
colorante y provocar inestabilidad y defectos de aplicacion.

- Proceso de elaboracién del alimento teniendo presente las
caracteristicas fisico-quimicas de cada colorante y su estabilidad
a diferentes parametros como pH, temperatura, etc.

- Material de envasado. Si es permeable a la luz, oxigeno, etc.

- Tiempo y condiciones de almacenamiento.

- Legislaciéon vigente en cada pais suponiendo que el producto
producido en nuestro pais sea exportado (Cubero ¢ a/., 2002).

Los colorantes se pueden clasificar en dos grandes grupos segin su
procedencia sea natural o sintética. A continuacién nos centraremos en
los colorantes naturales ya que ha sido éste el ambito de desarrollo del

presente trabajo.

1.2 Colorantes alimentarios naturales

En la industria alimentaria la utilizacién de colorantes en la

elaboracién de los productos es practica habitual. Su uso tiene una larga
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Introduccion

tradicién, ya que algunos productos naturales como el azafran o la
cochinilla ya eran conocidos por las civilizaciones antiguas.

Conocida ya la definicién de colorante alimentario seria interesante
diferenciar entre colorantes naturales y colorantes artificiales. Estos
términos son muy utilizados en las polémicas sobre la salubridad de los
alimentos. En sentido estricto, sélo seria natural el color que un alimento
tiene por si mismo. Sin embargo diremos que un colorante es natural
cuando estd presente en la naturaleza, y artificial cuando es un compuesto
no natural y que s6lo puede obtenerse por medio de sintesis quimica.

La preocupaciéon por la seguridad ha hecho que los colorantes
artificiales hayan sido estudiados de forma exhaustiva por lo que respecta
a su efecto sobre la salud, mucho méas que la mayoria de los colorantes
naturales. Ello ha llevado a reducir cada vez mas el numero de colorantes
artificiales utilizables, aunque al contrario de lo que sucede en los otros
grupos de aditivos, existen grandes variaciones de un pafs a otro. Los
consumidores rechazan hoy en dia la presencia de colorantes sintéticos en
los alimentos y prefieren los colorantes naturales (Obdn ez a/., 2003).

Esta preocupacién por la seguridad de los alimentos, y la presion
de la opinién publica, ha llevado a muchas empresas a revisar la
formulacién de sus productos y sustituir cuando es tecnolégicamente
factible los colorantes artificiales por otros naturales. En general, para la
produccién industrial, los colorantes artificiales son mas baratos, mas
estables y poseen mayor poder colorante. Aun asi, los colorantes
sintéticos presentan también problemas en su uso; por ejemplo, en
muchos casos se decoloran por acciéon del 4dcido ascérbico, efecto
importante en el caso de las bebidas refrescantes, en que esta sustancia se
utiliza como antioxidante. Los colorantes artificiales pueden utilizarse en
forma soluble, como sales de sodio y potasio, y a veces amonio, en forma
insoluble como sales de calcio o aluminio, o bien adsorbidos sobre
hidréxido de aluminio formando lo que se conoce como una laca. La
utilizacién de un colorante soluble o insoluble depende de la forma en
que se va a llevar a cabo la dispersién en el alimento.

Los colorantes naturales son considerados en general como
inocuos y consecuentemente las limitaciones especificas en su utilizacién
son menores que las que afectan a los colorantes artificiales. En cualquier
caso, la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) obliga a seguir una

investigacién toxicolégica cuando el «colorante es empleado en
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concentraciones mds elevadas de las presentes en el producto natural, o
cuando se modifica su estructura durante el proceso de extracciéon. Por
tanto, los colorantes de origen natural han de cumplir también unas
exigencias y pautas antes de ser aprobado su uso.

Los colorantes naturales alimentarios aprobados en la actualidad
por la CE son los siguientes:
- E-100 Curcumina. Se obtiene del rizoma de la curcuma o azafrian indio
Curcuma longa, un miembro de la familia del jengibre. Es de color
amarillo-anaranjado (depende del pH). Es ademas un colorante con
propiedades aromdaticas cuando se utiliza la especie completa o la
oleorresina. La forma comercial interesante por su capacidad colorante es
la oleorresina con una pureza del 40-55% en curcumina y como curcumina
pura con 90-95%. Aprovechando la aportacién de aroma y color, sus
aplicaciones son: mezclas de polvo de curry, escabeches, sopas, adobos,
salsas, productos carnicos, etc. Sin aportacién de aroma: lacteos,
margarinas, quesos, mermeladas, helados, bolleria, etc.
- E-101 Riboflavina. Es la vitamina B,, también se conoce como
Lactoflavina, ya que se encuentra en la leche. Industrialmente se obtiene
de la levadura o por biosintesis. Posee también un color amarillo-
anaranjado. Se encuentra ademds de en la leche, en sus derivados: huevos,
espinacas, leguminosas, algunas carnes, etc. El producto comercial es un
polvo cristalino naranja-amarillo, de color débil. Tiene aplicacién en
cereales, productos lacteos, recubrimiento de helados, confiteria, yogures,
etc.
- E-120 Carmin de cochinilla. Este pigmento se extrae del caparazén de
las hembras del insecto Coccus cacti I.. donde se encuentra en una
concentracién del 10% en las partes grasas. Su color es rojo o violiceo y
ello también depende del pH. A pH alcalino ofrece tonos rojo-azulados y
a pH acido predomina la tonalidad roja. Se necesitan alrededor de 100.000
insectos para obtener 1kg de producto colorante. Puede encontrarse de
muchas formas comerciales (lacas, polvos hidrosolubles, soluciones...).
Sus aplicaciones son muy diversas, en productos carnicos, caramelos,
chicles, galleterfa, pasteleria, confiteria, reposteria, conservas vegetales,
productos lacteos y bebidas.
- E-140/141 Clorofilas y clorofilinas. Es un pigmento verde vegetal (y
de algunos microorganismos) que interviene en la fotosintesis. Se obtiene

por extracciéon por disolventes a partir de fuentes naturales de hierbas,
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alfalfa, ortigas y de otras materias vegetales comestibles. Es de color
verde oliva o verde oscuro (segun la cantidad de magnesio ligado). Se
puede obtener un derivado de las clorofilas conocido como clorofilinas,
que son las sales sédicas o potasicas de las clorofilas. También se pueden
encontrar los complejos cupricos de clorofilas y clorofilinas que se
obtienen por la sustituciéon del grupo magnesio de la molécula de clorofila
por el cobre que le confiere a la molécula un color mas brillante y estable.
Cada uno de estos grupos tiene su propio n° E:

- E-140 Clorofilas y clorofilinas.

- E-140 i) Clorofilas.

- E-140 ii) Clorofilinas.

- E-141 Complejos capricos de clorofilas y clorofilinas.

- E-141 i) Complejos cupricos de clorofilas.

- E-141ii) Complejos cupricos de clorofilinas.

En forma comercial se presenta como un polvo verde oscuro. Se
aplica en la elaboraciéon de quesos, helados, productos lacteos, etc.
- E-150 Caramelo. Se obtiene por una reaccién de caramelizacién de
diferentes hidratos de carbono (glucosa, aztcar invertido, lactosa,
hidrolizados de almidén, melazas o sacarosa), mediante calentamiento
controlado en presencia de dcidos o alcalis. Es un colorante que no
proporciona sabor dulce, a pesar de proceder de azucares. Da colores
marrones y patdos. Puede presentarse como un liquido o un polvo
amorfo oscuro. Tiene aplicaciones muy diversas, es el colorante tipico de
muchas bebidas de cola, también de muchas bebidas alcohélicas. Su uso
se extiende a productos de reposteria, elaboracién de pan, fabricacién de
caramelos, cerveza, helados, postres, yogures, sopas preparadas,
conservas y diversos productos carnicos.
- E-160 Carotenoides. Los caroteniodes son un grupo de mids de 450
pigmentos diferentes, liposolubles, de colores que van desde el amarillo al
rojo. Se pueden encontrar formando parte de vegetales y de animales.
Alrededor del 10% de los diferentes carotenoides tienen actividad
provitamina A en mayor o menor extension.

Los carotenoides que se emplean en la industria alimentaria como
colorantes pueden obtenerse mediante dos vias. Bien por extraccién
directa de los vegetales que los contienen o bien por sintesis quimica.
Estan formados generalmente por ocho unidades de isopreno, es decir,

constituyen una estructura de 40C, de 40 atomos de carbono.

13



Introduccion

Se dividen en dos grandes grupos:

- Los carotenos: hidrocarburos solubles en éter de petrdleo y
poco en etanol.

- Las xantéfilas: que son derivados oxigenados de los carotenos,
con caracteristicas de alcohol, aldehido o 4cido, solubles en
etanol y éter de petréleo. Por su insaturacidon son sensibles al
oxigeno, a la luz, a los metales y a las lipoxigenasas.

Como colorantes se encuentran la siguiente clasificacion:

- E-160 a Caroteno.

- E-160 b Annato, Bixina Norbixina.

- E-160 c Capsantina, Capsorrubina.

- E-160 d Licopeno.

- E-160 Xantéfilas.

- E-160 a Caroteno. Pertenece al grupo de los carotenoides, con
estructura de hidrocarburo, formado por ocho unidades isoprenoides,
abunda en productos de origen vegetal y animal; el mas comun es el B-
caroteno. Cuando su obtencién es natural se extrae de los vegetales, como
zanahoria, o de las algas. Es de color amarillo-naranja. Dentro del grupo
de clasificacién E-160 a se incluyen las formas a, b y g del caroteno.
Presentan actividad provitamina A. Se encuentra en el mercado como
liquido anaranjado con diferentes concentraciones, también se encuentra
en forma de polvo anaranjado. Encuentra aplicacién en productos lacteos,
margarinas, bebidas, snacks, etc.

- E-160 b Bixina/Norbixina. Es un carotenoide acido, lineal, que se
extrae de las semillas de achiote o innato (Bixa orellana). Su color va
desde el naranja-amarillo claro hasta el naranja-rojo intenso. Por
saponificacién se elimina el grupo éster metilo y se transforma en
norbixina que es soluble en agua. Ambos se suelen utilizar como
sustitutos del B-caroteno. En América del Sur, el innato se utiliza como
especia para dar sabor y color a las carnes y comidas picantes. Se
comercializa como un polvo anaranjado. Es muy utilizado para colorear
productos lacteos y carnicos aprovechando su afinidad a las proteinas.
Aprovechando vy teniendo en cuenta que el color amarillo que
proporcionan tiende a aclararse con la temperatura, se pueden conseguir
tonos adecuados al producto.

- E-160 ¢ Capsantina/Capsorrubina. Ambos pigmentos se encuentran

en el pimiento rojo, de donde se extrae. Capsicum annum L. Tiene un color
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naranja intenso-rojo. Lo podemos encontrar e el mercado como un
liquido anaranjado-rojizo. La aplicacién mas importante de este tipo de
colorantes es en la fabricacién de embutidos, pero su uso se puede
extender hasta el coloreado de bebidas, snacks, salsas, etc.

- E-160 Licopeno. Es el pigmento responsable del color rojo de los
tomates, donde se encuentra en una concentracién de aproximadamente
0,02 g/kg de producto fresco. Es de color rojo. Se comercializa en forma
de polvo. Sus aplicaciones son salsas, sopas, snacks, etc.

- E-161 Xantéfilas. Se pueden encontrar tanto en el reino animal como
en el vegetal.

E-161 a Flavoxantina (hojas verdes).

E-161 b Luteina (yema de huevo y vegetales).

E-161 c Criptoxantina (tomate, naranja).

E-161 d Rubixantina (flores).

E- 161 e Violaxantina (violetas).

E-161 f Rodoxantina (tejo).

E-161 g Cantaxantina (crustaceos).

El origen para aplicacién alimentaria puede ser por extraccién
directa de la naturaleza (Alfalfa o de Tagetes erecta) o por sintesis quimica
como es el caso de la cantaxantina. En cuanto al color abarca la gama de
amarillo a rojo.

Estos derivados de los carotenoides a diferencia de ellos no tienen
ninguna actividad provitamina A, a excepcién de la criptoxantina.

Las xantofilas tienen mayor importancia como colorantes de las
materas primas, ya que su principal aplicacién es como aditivo en el
alimento suministrado a los peces de piscifactoria de musculatura rosada
(trucha asalmonada, salmén) y también en el pienso que alimenta a las
gallinas para conseguir mayor coloracién en la yema del huevo. El tipo de
xantofila utilizada en cada caso concreto depende de la especie animal
que se trate, y suele aportarse en forma de levaduras o algas que
presenten estos pigmentos, mas que como sustancia quimica aislada.

Se pueden encontrar en forma oleosa o de forma emulsionada. Su
aplicacién puede ser en alimentos como helados, margarinas, mayonesas y
otras salsas, confiteria, bebidas, etc. En general alimentos grasos por su
solubilidad.

- E-162 Rojo de remolacha (Betanina). Pigmento coloreado que se

encuentra en la remolacha roja Beta vulgaris y en los frutos de diversas
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especies del género Opuntia. Se obtiene exprimiendo y pasteurizando el
extracto liquido de la hortaliza y del fruto respectivamente. Es de color
rojo-violeta. En su forma comercial se presenta como polvo higroscépico
de color purpura-café con brillo metilico o en forma de liquido
concentrado. Generalmente colorea productos lacteos, sopas, confiteria y
alifios.

- 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
industrias de zumos. Es de color naranja. El uso de antocianos se puede
ver bastante limitado por el pH, ya que varian de color en funcién de este
parametro, por lo que suelen emplearse en aquellos alimentos 4acidos que
favorezcan el mantenimiento de su color natural. El color también puede
verse afectado por diferentes efectos, por ejemplo las sales de estafio
estabilizan la coloracién del concentrado de fresas y de las conservas de
esparragos. Se aplica en alimentos acidos como mermeladas, bebidas

refrescantes, zumos de frutas, confiteria, etc. (Cubero ez a/., 2002).

1.3 Importancia de los colorantes naturales frente a los artificiales

Las tendencias actuales indican que la busqueda de nuevos
colorantes va encaminada a la aplicaciéon de pigmentos de origen natural,
ya que cada vez mas el consumidor se fija en la composicién de aquello
que forma parte de su alimentaciéon y reclama productos naturales.

Existe una tendencia clara de sustituir los colorantes sintéticos por
los de origen natural, pero sin perder las cualidades tecnolégicas de los
primeros. Por tanto, se tiende hacia una estabilizacién de los pigmentos
naturales por diferentes métodos como pueden ser:

- Tecnologia de la suspensién

- Emulsién

- Microencapsulacion

- Aglomeracién

Pero también se pueden controlar los cambios de color de la
sustancia colorante si se conoce en profundidad el diagrama de flujo del
producto alimentario que se elabora en la industria. Asi, se pueden
detectar aquellos puntos en los que el pigmento es dafiado o alterado y

actuar sobre él sabiendo que las principales causas de alteraciéon son la
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temperatura, la luz, el pH y la interaccién con otras sustancias (SOa,
NO3...).
Las tendencias de aplicaciéon de colorantes de pueden resumir en:
- Conseguir las ventajas que ofrecen los colorantes sintéticos
utilizando colorantes naturales, mediante modificaciones de los
ultimos, y as{ conseguir: mayor estabilidad, homogeneidad,
intensidad de coloracién, facilidades de manejo, aprovechando la
mayor aceptacién de los colorantes que se encuentran en la
naturaleza.
- Una nueva tendencia hacia productos con tonalidades de
coloreado mas suaves, para una percepcién del consumidor como
alimentos mas naturales.
- Aplicacién de nuevos métodos de bisqueda de colorantes a
partir de sustratos naturales como pueden ser hongos o extractos
de plantas, vegetales o frutos con gran cantidad de pigmentos

vegetales como: antocianos, betacarotenos, betalainas, etc. (Cubero

et al., 2002).
1.4 Las betalainas como colorantes alimentarios naturales
1.4.1 Las betalainas: qué son y su presencia en la naturaleza

El término betalainas se refiere a un grupo de aproximadamente 70
pigmentos hidrosolubles, con estructuras de glucésidos, derivados del
acido betalamico, y que se han dividido en dos grandes grupos: los rojos
o betacianinas, y los amarillos o betaxantinas (Francis, 1999). La forma
general de las betalainas representa la condensacién de una amina

primaria o secundaria con acido batalamico (Francis y Lauro, 2000).
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Figura 1. Féormula general de las betalainas
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Son parecidas a las antocianinas y flavonoides en aparencia visual.
Anteriormente se les llamaba antocianinas nitrogenadas. Estos pigmentos
se encuentran sélo en 10 familias de vegetales, todas pertenecientes al
orden Cariophilales: Aigoaceae, Amaranthaceae, Basellanaceae, Cactaceae,
Chenopodiaceae, Didiereaceae, Holophytaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y
Portulaceae (Franco-Zavaleta, 2004). También se han encontrado algunas
betalainas de origen fungico en el hongo venenoso Amanita muscaria. Las
betalainas, al igual que las antiocianinas, se acumulan en las vacuolas
celulares de las flores, frutas y hojas que las sintetizan, principalmente en
la epidermis y la subepidermis.

De las fuentes de betalainas, s6lo la remolacha, el amaranto y las
frutas de cactaceas son productos alimentarios (Franco-Zavaleta, 2004).

En la remolacha roja, la betanina corresponde a un 75-95% de los
pigmentos, los otros son isobetanina, prebetanina e isoprebetanina; los
dos ultimos son monoésteres sulfatados de la betanina e isobetanina,
respectivamente. Los pigmentos amarillos mas abundantes en la
remolacha son vulgaxantina I y II. La presencia de betalainas en plantas
es mutuamente excluyente de la de antocianinas. La del amaranto
(Amaranthus tricolor), amarantina, es una de las betacianinas que
ultimamente ha sido motivo de investigacién, se ha usado en algunos
paises como China para colorear diversos alimentos (Butera ef a/., 2002).

Las betalainas son uno de los pigmentos autorizados como aditivos
por la FDA (Foods and Drugs Administration) de Estados Unidos y
también esta admitido en la Unién Europea con la designaciéon de E-162,
comercializandose de dos maneras, como polvo de remolacha, que incluye
el pigmento y estabilizantes como azucares y proteinas y antioxidantes, y
como extracto liquido concentrado. Las betalainas se obtienen en forma
de concentrado o de deshidratado a partir de una extraccién acuosa a pH
dcido; la purificacién de los pigmentos se logra por medio de
ultrafiltracién y de 6smosis inversa. Incluso, debido a su potencial, se ha
ensayado el cultivo de tejidos para producir remolachas con un mayor
contenido de betaninas.

Dado que existen restricciones de tipo legal en el uso de colorantes
rojos sintéticos, se ha sugerido emplear a las betalainas en diversos
alimentos tales como gelatinas, bebidas y postres en general (Weller ¢t a/.,

1982).
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1.4.2 Estructura quimica de betaxantinas y betacianinas

Las betaxantinas, de color amarillo-naranja, se forman por
condensacién de 4cido betalimico con aminas o aminoacidos. En la
betaxantina, el anillo ciclodopa de la betacianina es desplazado por un
grupo amino o por un aminoacido; por lo que puede haber mas de 200
betaxantinas. En los frutos del cactus Opuntia ficus indica, la principal
betaxantina es la indicaxantina que contiene a un triptéfano (Reynoso e
al., 1997). En la remolacha se encuentran la vulgaxantina I y vulgaxantina
11, sustituidas por glutamina y acido glutamico, respectivamente (Huang y

Von Elbe, 1985).

CHy—CH;—CO0

H :
5 N COO
WOE N Co0 100C N COoO
H H
M max = 237 nm A max =477 nm

Figura 2. Férmula general de las betacianinas (rojo-purpura) y de las betaxantinas

(amarillo)

Las betacianinas son pigmentos rojo-purpura, y se forman potr
condensacién de 4dcido betaldmico con derivados de ciclodopa. Estos
compuestos pueden estar glicosilados. Los glucésidos o glicésidos se
forman por reaccién del grupo alcohol de una molécula con otro grupo
alcohol perteneciente a un azicar (monosacarido u oligosacarido). En esta
reaccién se forma un enlace glicosidico con pérdida de una molécula de
agua. A la parte no glucidica (no azucar) del compuesto resultante se le
llama aglicén. El aglicén se presenta en dos formas isoméricas, como
betanina e isobetanina en la remolacha, y como amarantina e
isoamarantina en el amaranto (Heuer ¢s a/., 1994). Sin embargo, también
existen otras formas, de acuerdo con el sustituyente unido al aglicén; por
ejemplo, en la remolacha, ademas de betanina e isobetanina, también se

encuentran prebetanina, isoprebetanina, betanidina e isobetanidina. Las

19



Introduccion

betacianinas absorben luz a 537 nm y las betaxantinas a 480 nm. Puede
ocurrir también la acilacidn si el grupo acilo estd esterificado al aztcar, es
decir, que se forme un éster entre el grupo carboxilo y un alcohol del
azucar. Los grupos acilo pueden ser: acidos sulfturico, malico, citrico, 3-
hidroxi-3-metilglutarico, p-cumarico, ferrilico, cafeico y sinapico
(Wrolstand, 2000).

En la figura 3 se muestra la ruta de biosintesis de estos
compuestos con sus pesos moleculares. Como se observa, las betalainas
derivan del aminodcido tirosina. Se han aislado y caracterizado distintas

enzimas de la ruta biosintética.

Biosynthesis of Betalains in Higher Plants

COOH
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OH OH
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Figura 3. Biosintesis de las betalainas

1.4.3 Estabilidad de las betalainas

La estabilidad de las betalainas es restringida, debido a que su color

se altera por varios factores: pH, temperatura, actividad acuosa y luz; no
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se ha logrado la estabilizacién de estos pigmentos a través de acilacién o
sustitucién de la molécula, aunque su estabilidad puede aumentar si se
afiaden antioxidantes como 4cido ascérbico, E-321 o butil-hidroxi-
tolueno (BHT) y E-320 o butil-hidroxi-anisol (BHA) (Lee ¢z al., 1982).
Las betaxantinas se degradan con mayor rapidez que las betacianinas,
ademids, por su color amarillo en general se enmascaran con las
betacianinas u otros compuestos presentes. Todas las reacciones de
degradaciéon se aceleran por la accidon catalitica de algunos metales,

principalmente el cobre (Huang y Von Elbe, 1986).
1.4.3.1 Efecto del pH

El cambio de color con el pH es, a nivel general, menos marcado
que el que presentan las antocianinas.

El color permanece inalterado en un intervalo de pH de 3 a 7; por
debajo del pH 3.0 el color cambia a violeta, y su intensidad decrece. Por
encima del pH 7.0, el color es mas azulado debido a un efecto

batocrémico o desplazamiento hacia el rojo. La mayor intensidad de azul

se observa a un pH 9.0 (Von Elbe y Goldman, 2000).
1.4.3.2 Efecto de la temperatura

Las betalainas son muy sensibles a la temperatura. La degradacién de
betalainas como betanina y vulgaxantina-I sigue una reaccién de primer
orden en un intervalo de pH 3.0 a 7.0, en ausencia de oxigeno. La
betanina, por otra parte, produce isobetanina y/o betanina descarboxilada
cuando se calienta a un pH de 3.0 a 4.0. Los enlaces glucosidicos son muy
sensibles a la ruptura en altas temperaturas, asi como a reacciones de
oxidacién, lo que iniciard una polimerizacién que dara productos

similares a las melaninas.
1.4.3.3 Efecto de radiaciones

Al igual que las antocianinas, las betalainas son muy susceptibles a la
degradacién iniciada por radiacién de varios tipos: le degradacién por
fotoxidacién depende del pH, y ocurre con mas intensidad a pH 3.0 que a

5.0 (Von Elbe ez a/., 2000). La radiacién gamma incrementa la velocidad
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de degradacién de betanina, y se pierde totalmente a dosis de 100 krad

(Saguy et al., 1984).
1.4.3.4 Efecto del oxigeno

La presencia de oxigeno afecta la velocidad de fotoxidacién y de
degradaciéon por temperatura; los iones metalicos (hierro, cobre, estafio,
aluminio) aceleran la oxidacién en presencia de oxigeno (Attoe y Von
Elbe, 1985) La presencia de 4dcido ascdrbico o a-tocoferol no protegen a
las betalainas de la oxidacién; sin embargo, el acido citrico y 4acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) si la reducen (Butera ez a/., 2002).

1.4.3.5 Efecto de la actividad del agua

Son estables en productos deshidratados con una actividad de agua
menor a 5.0. La betanina se vuelve mas inestable a medida que se aumenta
la actividad de agua y el contenido de humedad del alimento; por esta
razén, los sélidos de remolacha deben almacenarse con la menor cantidad
de agua posible y en las condiciones mas secas (Von Elbe ef a/., 1981).
Igualmente, en funcién de la actividad de agua, el oxigeno retenido en la
remolacha deshidratada puede causar modificaciones en la betanina

(Saguy et al., 1984).

1.4.3.6 Accion enzimatica

Otro mecanismo de decoloracién de la betacianina y de la
betaxantina, particularmente en la remolacha, es por la accién enzimitica
que alcanza su maximo a un pH 3.4 (Shi y Maguer, 2000), en apariencia

debido a la actividad de las peroxidasas.

1.5 Fuentes de colorante E-162

1.5.1 La remolacha, Beta vulgaris

Aunque se trata probablemente de una planta originaria de Europa,
no fue empleada como hortaliza hasta hace relativamente poco tiempo,

siendo citada por primera vez para tal fin en el siglo XVI.
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La remolacha pertenece a la Familia Chenopodiaceae y su nombre
cientifico es Beta vulgaris L., variedad cruenta Alef. o Beta vulgaris L. spp.
vulgaris, var. conditiva Alef. (Maroto, 2002).

Existen numerosas variedades de la especie, de las cuales algunas
se emplean para la alimentacién humana, otras como pienso para ganado,
y otras para la produccién de azucar (la remolacha azucarera, Beta vulgaris
variedad altisima); otras, entre ellas la Beta wvulgaris variedad cicla, se
cultivan por sus hojas.

La remolacha de mesa una planta muy apreciada, sobre todo en los
paises anglosajones. Determinadas industrias extraen de la remolacha el
colorante rojo, la betanina, utilizado en sopas deshidratantes, yogures,
ketchup, etc. Algunas variedades forman en mayor cuantia el colorante
amarillo denominado betaxantina (Maroto, 2002).

En funcién de la forma de sus “raices”, comercialmente se
distinguen dos grupos: alargadas (pueden llegar hasta 30-40 cm de
longitud) y redondeadas o aplastadas. Este segundo tipo de remolachas de
mesa son las mas cultivadas y las de mayor aceptacién con miras a la
exportacion.

La remolacha es una planta bianual, que durante el primer afio de
cultivo produce una roseta de hojas de margenes enteros o sinuosos,
forma oval, con peciolos alargados y limbos lisos o abullonados.
Paralelamente, en este primer afio hipertrofia la parte superior de su raiz
junto con elementos caulinares, formando un tubérculo hipocotileo cuya
forma puede ser alargada, redondeada o aplastada, que es de color rojizo
o amarillento segin la proporcién de betacianina: betaxantina, estando
controlado el contenido en betaxantina por un gen recesivo sencillo
(Peirce, 1987).

El segundo afio de cultivo, la planta emite el tallo floral que aloja
una influorescencia compleja larga y laxa en la que se agrupan las flores
monoclamideas, de color verde-amarillo.

El desarrollo de la remolacha de mesa es mas rapido que el de la
remolacha azucarera, pero pueden detectarse las mismas fases que son:
petiodo juvenil, periodo de adolescencia y periodo de maduracién y
reproduccién sexual, lo que suele ocurrir el segundo afio de cultivo

(Moule, 1972).
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Prefiere climatologias suaves, himedas, aunque es de relativamente
facil adaptacion. La remolacha es, por otra parte, una planta altamente
resistente a la salinidad.

Durante los primeros estadios de desarrollo resiste muy poco el
frio.

En términos generales, las remolachas de mesa redondas se
cosechan cuando han adquirido un didmetro comprendido entre 3 y 6 cm,
aunque esto es variable segun los cultivares, el destino a que van dirigidas
y los requerimientos del mercado. En conjunto, las remolachas mas
apreciadas son las que pesan entre 100 y 300 gramos (Faure, 1979).

Una vez recolectada la remolacha, su conservacion debe hacerse a
0°C y 90-95% de HR, lo que puede mantenerla en buenas condiciones
durante uno-tres meses.

Como objetivos perseguidos por la mejora genética puede
destacarse uno que es el mayor contenido en pigmentos (betacianina y
betaxantina), existiendo poblaciones de remolacha con contenidos

pigmentarios muy elevados.

Figuras 4 y 5. Remolachas utilizadas como colorante alimentario natural

Watson y Gabelman (1982) estudiaron la influencia que sobre
determinados pardmetros de interés para la industria tienen factores de
cultivo tan diversos como la variedad, la época de cultivo y sus
interacciones. En el caso del contenido en betacianina (colorante rojizo),
las variaciones experimentadas a lo largo del ciclo eran muy heterogéneas
segun la variedad y el ciclo utilizados, mientras que en el caso de la
betaxantina (colorante amarillento) y los sélidos disueltos, su contenido
se incrementaba a lo largo del ciclo de cultivo. Durante los primeros 83

dias de desarrollo se constataba una correlacién negativa entre el peso de
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las raices y el contenido en ambos colorantes, pero esta relacién se

atenuaba al final del ciclo de cultivo (135 dias).

1.5.1.1 Ventajas y desventajas de la remolacha como fuente colorante

Los extractos de la remolacha roja (Beta vulgaris) son considerados
como una alternativa a los colorantes rojos para aplicacién alimentaria
frente a los colorantes de origen sintético, aunque su uso estd limitado a
alimentos deshidratados o refrigerados y en alimentos de corta duraciodn,
debido a que este colorante es susceptible a cambios con la luz y la
temperatura (Han ef a/., 1998).

Asi la remolacha roja, es una buena fuente de pigmentos rojos. En
particular, la raiz de la remolacha roja contiene betacianinas rojas:
betanina, betanidina, prebetanidina; y betaxantinas de color amarillo:
vulgaxantina I y vulgaxantina II.

Tras la maceracién y extraccién acuosa de la raiz de remolacha se
obtiene un jarabe rojo oscuro, y de éste un polvo muy hidrosoluble. Se
comercializa en ambas formas. La remolacha contiene una concentracién
de pigmentos entre 100 y 300 mg/100 g peso fresco (Francis y Lauro,
2000).

La betanina (D-glucopiranésido de la betanidina Cz4H2sN2Oqs.
P.M. 550), es el agente colorante mayoritario. Las especificaciones
alimentarias precisan que una preparacion comercial debe contener al
menos el 1% de betanina cuando esta preparacién es liquida y al menos
4% cuando esta en forma de polvo (Multon, 2000).

Uno de los inconvenientes que presenta el colorante rojo
remolacha es que tiene un aroma caracteristico desagradable a tierra,
debido a la presencia de geosmina y de 3-sec-butilo 2-metoxipirazina, asi
como su eclevado contenido en nitratos por tratarse de una raiz. Este
hecho puede limitar sus aplicaciones en alimentos, o requerir un
tratamiento adicional para eliminar este mal aroma.

Las alternativas a la remolacha como fuente de betanina son las
flores de Amaranteaceas y los frutos de algunas especies de Cactaceas. En
ambos casos los productos estin libres de geosminas, siendo sus

propiedades aromaticas mas aceptables (Castellar e a/., 2003).
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Tabla 1. Diferentes tonalidades del colorante E-162

Cédigo UE: E162

Uso de Colorante
Otros nombres Betanina 0 Rojo Remolacha
Cantidad Tonalidad

1 MOL/1L agua*

1/2MOL/1L agua*

1/4MOL/1L agua*

1/8MOL/1L agua*

(*) 1 litro de agua desmineralizada.
Colores aproximados debido a que el color final
no es de tonalidad transparente

1.5.2 El género Opuntia

Opuntia es un género de la Familia de las cactiaceas, que consta de
mas de 300 especies todas oriundas del continente americano desde el
norte de Estados Unidos hasta la Patagonia, donde viven silvestres.
Fueron introducidas en Europa por los conquistadores y se naturalizaron
facilmente en la regién mediterranea. La especie mas cultivada y estudiada
es Opuntia ficus-indica; sus frutos comestibles, las tunas o higos chumbos,
son muy populares en México, Andalucia y el Levante espafiol. Se cree
que el nombre de Opuntia alude, al parecer, a la regién griega Locris
Opuntia, cuya capital era Opus, zona donde crecian varias plantas
espinosas.

Este extenso género abarca plantas de muy diferentes tamafios,
desde la pequefia Opuntia micordasys var. albispina, llamada comunmente
"ala de angel" por sus gloquidios de diminutas espinas blancas que le dan
un aspecto afelpado, hasta especies arbustivas o arbdreas con tronco y
copa, como la Opuntia lencotricha, que puede llegar a medir 5 m de altura.
Son plantas muy rusticas y ramificadas, con ramas muy extendidas o
inclinadas. Los segmentos son caracteristicos del género, con apariencia
de hoja carnosa, planos y generalmente ovales; poseen la capacidad de

convertirse en tallos y a su vez emitir nuevos segmentos y flores.
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Figura 6. Detalle botianico de una planta de Opuntia

Otra peculiaridad son los gloquidios alrededor de las areolas;
cojincillos de diminutas y finas espinas (como cabellos) que dan a algunas
especies aspecto afelpado. El manejo de estas especies se debe hacer con
mucho cuidado, ya que estas espinas se desprenden al simple roce y
cuando entran en contacto con la piel producen comezdén y

enrojecimiento.

Figuras 7 y 8. Hoja de una planta de O. stricta y vista de los frutos verdes

Algunas especies poseen duras espinas de hasta 10 cm recubiertas
por una vaina dentada en sentido opuesto. Las flores de estas plantas son
grandes, muy abiertas, de aspecto satinado y de colores que varian entre
el amarillo, naranja, rojo y hasta parpura, aparecen en las areolas, en los

bordes de los segmentos, pudiendo nacer a veces incluso en las areolas de
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los frutos, lo que origina un grupo de frutos arracimados surgidos de cada
flor.

Las Opuntias son un depésito natural de agua. Las partes
comestibles son muy apreciadas para el ganado durante épocas de sequia,
por lo que es una de las principales plantas cultivadas en las regiones
aridas y semiaridas de Méjico. Las caracteristicas tanto fisiolégicas como
anatémicas de esta especie le hacen soportar dificiles condiciones en su
habitat debido al tipo de raiz, la constitucién de las hojas, la constituciéon
de su sistema vascular y parametros fisiolégicos que influyen en su
adaptacién (Flores-Hernandez ez a/, 2004). Ademaias, las especies de
Opuntia tiene unos requerimientos minimos de tierra y de agua y debido a
su metabolismo CAM se considera un cultivo alternativo interesante para
zonas con pluviometria limitada (Castellar ef a/., 2003).

Ademais, los frutos de Opuntia se caracterizan por ser de una gran
importancia nutracedtica y funcional, habiéndose estudiado sus diversas
actividades farmacauticas como antiiflamatorio, hipoglicémico, inhibidor
de ulceras estomacales, asma bronquial y efectos neuroprotectores pot su
elevada actividad antioxidante. Existen empresas de productos
nutricionales, dietéticos, cosméticos, etc., que comercializan preparados

de Opuntia para muy diversos usos (Castellar, 2008).

1.5.2.1 Opuntia ficus indica

Opuntia ficus indica es como se ha dicho anteriormente la especie
mas estudiada de todas las Opuntia. Su cultivo estda dedicado a la
produccién de sus frutos y ciertos derivados, tales como zumos,
mermeladas y frutas deshidratadas (Castellar ez al. 2003).

Entre sus nombres comunes o vulgares destacan dependiendo de su
origen y distribucién: Chumbera, Nopal, Tuna, Tunera, Tuna de Castilla,
Tuna de Espafia, Tuna espafiola, y a los frutos se les denomina como
Higo Chumbo, Higo de pala, etc.

El cultivo de la chumbera es un cultivo “estrella”, que ayuda a
enfrentar los serios problemas provocados por el incremento del
contenido de CO; en la atmésfera, sequias persistentes, y desertificacién.
Resulta ser una poderosa maquina biolégica que utiliza bajas dosis de

agua y alcanza altas producciones.
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Es un cactus en forma de matorral o arbéreo. Crece ripidamente
hasta una altura de 4 m y lo mismo de ancho. Planta autégama, cuyo fruto
es obtenido de flores hermafroditas y de polinizacién prevalentemente
entoméfila. La baya es de forma ovoidal, unilovular, polisperma y
carnosa, umbilicada en el extremo superior y provista de un pericarpio
coriaceo cubierto de numerosas espinas. La pulpa, una vez madura, es
jugosa, mucilaginosa, azucarada y muy aromdtica, con las semillas
incrustadas en su seno, caracterizadas por su pequefio tamafio y por
poseer gran dureza. Aunque su destino principal en el mercado es el
consumo en fresco, recientes investigaciones se han centrado en la

utilizacién de este fruto como fuente de pigmentos (Obdn et al., 2003).

Figuras 9 y 10. Planta y fruto de O. ficus-indica

Su clima ideal es el templado-calido con abundante insolacién. En
el hemisferio norte el limite mdximo para su cultivo se encuentra cerca de
los 40° de latitud. Se adapta bien a temperaturas medias maximas de 20 a
30°C. Es muy resistente a la sequia, pero se beneficia si tiene agua en los
meses de verano. Para una buena maduracién de los frutos se requieren
temperaturas de 25 a 32°C y minimas de 6°C. La chumbera se adapta a
cualquier tipo de suelos, aunque prefiere suelos pedregosos, ligeros y
arenosos. El pH adecuado es el neutro o ligeramente alcalino. Puede
multiplicarse por semillas o esquejes.

Para la obtencién de colorantes son varias las posibilidades que
ofrece la chumbera, ya que los pétalos de las flores y los frutos contienen
pigmentos de color rojo y amarillo, facilmente solubles en agua,

utilizados principalmente para colorear alimentos (Castellar ez a/., 2003).
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1.5.2.2 Opuntia stricta

Opuntia stricta es un cactus de unos 2 metros de altura que produce
unos frutos de pequefio tamafio, piriformes y de aproximadamente 2.5 x
4.5 cm. Las flores son muy vistosas, de aspecto satinado y color amarillo.
Se trata de una especie invasora en continentes como Africa y Australia
(Randall, 2002). En Europa la podemos encontrar, entre otros, en el

nordeste de la Peninsula Ibérica (Gimeno y Vila, 2002) y en el sureste

(Valencia y Murcia) (Guillot y Van Der Meer, 2001).

Figuras 11 y 12. Planta y flor de O. stricta en Murcia

Opuntia stricta produce concentraciones de betalainas similares o
mayores incluso que las variedades de remolacha cultivadas para este fin
(Fernandez-Loépez ¢t al.,, 2002), por lo cual se propone como recurso
alternativo frente a la remolacha roja como fuente de este pigmento, ya
que posee ademas mejores propiedades nutricionales y organolépticas, al

concentrarse el pigmento en un fruto.

1.5.2.2.1 Maduracién de frutos de Opuntia stricta

Para una buena maduracién de los frutos de Opuntia se requieren
temperaturas calidas de 25 a 32°C y minimas de 6°C.
Entre los indices visuales para determinar el grado de madurez

tenemos:
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e Color: El fruto del higo pasa de un color verde oscuro a matiz
verde claro, luego se torna a un color rojizo cada vez mas
intenso convirtiéndose en purpura hasta que alcanza su plena
madurez.

e Brillo: cuando el higo inicia su maduracién cambia su aspecto de
opaco a brillante.

e Fruto: la forma ovalada del fruto es uno de los signos de que el
fruto se encuentra en condiciones para ser cosechado ya que
cuando esta verde su forma es mas alargada y de menor diametro.

El fruto de O. stricta posee en la superficie unas espinas muy finas

las cuales son mas fuertes cuando el fruto esta verde y se vuelven fragiles
y faciles de desprender a medida que éste avanza en sus grados de
madurez. La densidad de sus espinas es baja y poseen una piel fina lo que
favorece la extraccién de su pigmento ya que no es necesario pelar el
fruto o quitar sus semillas. La mayor facilidad para arrancar el fruto de la

planta es ademads otro indicativo de su estado de madurez.

Figura 13. Fruto maduro de O. stricta

1.5.2.2.2 Opuntia stricta como fuente de betaninas

Son varias las especies de Opuntia que poseen frutos rojos. Entre
ellas la especie Opuntia stricta que ha sido ampliamente estudiada por el
grupo de investigacién QUIMYTEC de la Universidad Politécnica de
Cartagena.

En trabajos previos de este grupo de investigacion se ha
constatado la alta estabilidad (Castellar ez a/, 2003) asi como las
propiedades antioxidantes (Obén ez a/., 2003) de los pigmentos de Opuntia

stricta, lo que les da la calificaciéon de alimentos funcionales e incrementa
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su valor afiadido. Ademas se han hecho trabajos en los que se ha
aplicado el extracto de O. stricta (higo chumbo) en diferentes alimentos
(yogur, postre de gelatina y refresco) y dicha aplicacién se ha comparado
con la de Beta vulgaris (remolacha roja) y Brassica oleracea (lombarda roja)
en los mismos alimentos, resultando el colorante de Opuntia apto para su
uso comercial en yogur y productos refrigerados (Donate, 2005).

En mas recientes estudios se ha llevado a cabo un proceso de
secado por atomizaciéon de zumos de Opuntia stricta el cual ha permitido
obtener elevados rendimientos y productividades y un colorante rojo
purpura en polvo con grandes posibilidades también a nivel de
comercializacién (Molina, 2005).

Resulta claro que una alternativa a la utilizacién de la remolacha
roja como fuente de betanina seria el colorante obtenido de los frutos de
Opuntia stricta. Esta especie ofrece considerables ventajas tecnolégicas y
sensoriales como fuente de betaninas. Los frutos de O. stricta poseen un
gran aroma y sabor a fruta fresca y poseen mejores propiedades
nutricionales que la remolacha roja. Ademds estos frutos no muestran
toxicidad, sus pigmentos no provocan ninguna reaccién alérgica y este
colorante puede ser utilizado sin necesidad de someterse a la certificacién
como colorante alimentario, debido a que posee la misma composicién
quimica que el colorante de remolacha rojo, y cumple todos los requisitos
exigidos a un colorante natural. Asi, el colorante rojo obtenido de Opuntia
stricta también podria catalogarse como E-162 (Castellar ez a/., 2000).

Ademas los extractos de higo chumbo tienen wuna alta
concentracién de acido ascorbico, mas alta incluso que de carotenoides.
El dcido ascérbico total contenido estd en un rango desde 10 a 11 mg/g
de peso fresco en higo chumbo de piel parpura y de 23 a 792 mg/g de
peso fresco en frutos de piel roja, con lo que se considera mas alta que la
media de vitamina C contenida en frutos comunes, tales como
albaricoques, uvas o manzanas.

Por otro lado, O.stricta es una eficaz fuente de pigmentos de
betacianina. Contiene altos niveles de betanina (800 mg/kg-1), como cinco
veces mas altos que los encontrados en los frutos rojos de Opuntia ficus-
indica e incluso mayor que algunas variedades de remolacha roja comercial
utilizados por su color purpura. El extracto de O. stricta carece de las
betaxantinas amarillas, y la betanina y la isobetanina son las betacianinas

mayoritarias presentes. Dichas betacianinas son las mismas que existen en
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la remolacha roja (Castellar ¢ a/., 2006). También se ha encontrado que
los frutos de O. stricta tienen un elevado contenido en compuestos
funcionales:  vitamina C, quercitina, kampferol, rhamnetina o
isorhamnetina, entre otros (Castellar, 2008).

Si a esto le sumamos que se trata de un cultivo con bajos
requerimientos hidricos, tenemos una especie vegetal cuyo cultivo se
puede potenciar en zonas aridas y semidridas para obtener un producto de

alto valor afladido, util para la industria agroalimentaria.

33



11

Evolucion de compuestos funcionales durante
la maduracion de frutos de Opuntia stricta

JUSTIFICACION Y
OBJETIVOS

_34 -



Justificacion y Objetivos

II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Este proyecto ha sido planteado por el grupo de investigacién de
Tecnologia Quimica y Agroalimentaria del Departamento de Ingenieria
Quimica y Ambiental de la UPCT, por la necesidad de estudiar mas a
fondo los compuestos producidos por la especie Opuntia stricta.

Actualmente existe un interés creciente en el desarrollo de
ingredientes naturales para su uso en la industria agroalimentaria, el cual
se ha visto reforzado por la gran demanda de productos naturales por
parte de los consumidores. Esta tendencia conlleva también wun
considerable interés en obtener colorantes alimentarios de fuentes
naturales, ademds de otros productos con propiedades funcionales.

Se sabe que la betanina es el pigmento mayoritario de la remolacha
roja, y esta admitido como colorante alimentario con la designaciéon E-
162 en la Unién Europea. Opuntia stricta también produce este pigmento,
con concentraciones similares o mayores que las variedades de remolacha
cultivadas para este fin.

La recoleccién del fruto en el momento de mayor produccién de
pigmentos llevaria a optimizar la obtencién de estos compuestos con el
maximo rendimiento. En trabajos previos se ha optimizado el proceso de
extraccidén y caracterizacién de los pigmentos. Se ha constatado su alta
estabilidad, as{ como sus propiedades antioxidantes, lo que les confiere la
calificacién de alimentos funcionales e incrementa su valor afiadido.

Asi, el objetivo general que se propone en el presente Proyecto Fin
de Carrera se centra en el estudio de la maduracién de los frutos de
Opuntia stricta y en la determinacién de su momento O6ptimo de
recoleccién con el fin de optimizar el proceso de produccién de
betalainas. De forma mas concreta, se han perseguido tres objetivos
fundamentales:

» Estudiar la evolucién morfolégica y de color durante la

maduracién de frutos de O. stricta.

» Caracterizar los zumos obtenidos de los frutos obtenidos en

distintos estados de maduracidn.

» Analizar la evolucién de los pigmentos y de otros metabolitos

durante la maduracién de los frutos de O. stricta.
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II. JUSTIFICATION AND OBJECTIVES

This project has been planned by the group of investigation of
Chemical and Food Technology in the Chemist and Environmental
Engineering Department of the Polytechnic University of Cartagena, by
the need of studying more profoundly the compounds produced by the
specie Opuntia stricta.

Nowadays there is an increasing interest in the development of
natural ingredients for their use in food industry. This interest has been
supported due to the high demand of natural products by the consumers.
This tendency entails also a considerable interest in obtaining food
colorants from natural sources, besides other products with functional
properties.

It’s known that the betanin is the principal pigment in the red
beetroot, and it’s admitted as a food colorant with the designation E-162
in the European Union. Opuntia stricta also produces this pigment, in
similar or higher concentrations than the varieties of Beta wvulgaris
cultivated for this purpose.

The harvest of the prickly pear fruit at the moment of the biggest
production of pigments would optimize the extraction of these
compounds with the maximum performance. The process of extraction
and characterization of these pigments has been optimized in previous
works. It has been verified their high stability and antioxidant properties,
qualities that confer them the qualification of functional food-stuffs and
increases their added value.

Therefore, the general objective proposed in the present Degree
Final Project is to focus in the study of the maturation process of Opuntia
stricta fruits and the determination of the optimum harvest-time with the
aim of optimizing the process of betalains production. More specifically,
three particular objectives have been pursued:

» Study the morphologic evolution and colour during the

maturation of O. stricta fruits.

» Characterize the obtained fruit juices at different states of the

maturation.

» Analyze the pigments evolution and other metabolites during

the cycle of maturation of O. stricta fruits.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1. Material vegetal

Se selecciona una especie de Opuntia denominada Opuntia stricta
(Haw). Los frutos se recolectan en Murcia a lo largo de todo un afio. En
cada muestra se recolectaron una media de 10 frutos. Tras la recoleccién
son llevados directamente al laboratorio siendo posteriormente
almacenados en un congelador a una temperatura de -20°C hasta su

utilizacién para la obtencién de zumo y la extracciéon de sus compuestos.

3.1.2 Productos quimicos

En el andlisis por HPLC se usan acetonitrilo y etanol procedentes
de los Laboratorios Scan (Dublin, Irlanda). El dcido acético es de Panreac
(Espafia). El agua es purificada en un sistema de purificacién de agua
Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, USA).

Los patrones usados han sido L-Tirosina (4-hidroxifenil-L-alanina)
de la casa Fluka 93830-25G, L-Dopa (2,4-dihidroxifenil-L-alanina)
procedente de la casa comercial Aldrich 37830-5G, acido malico (C4H405),
acido lactico (C3HsO3) y acido citrico (CsHsO7) de la casa Panreac y acido
galico (C7H¢OsH2O) de la casa Fluka. Ademas se utilizan acido 3,5-
dinitrosalicilico de Sigma y una disolucién de tartrato de sodio y potasio
4-hidrato 2,12M.

Para el andlisis de fenoles totales se utiliza reactivo de Folin-
Ciocalteu de la casa Merck, disolucién de carbonato de sodio (Na:CO3) y

acido galico.

3.2. Preparacion de las muestras

3.2.1 Recogida de muestras y procesado de los frutos

Desde junio de 2005 hasta abril de 2006 se recogieron una media
de 10 frutos de Opuntia stricta (Haw.) de una misma planta cada dos o
cuatro semanas, desde la floracién hasta la completa maduracién de los
frutos.

Tras la recoleccién se lavan los frutos cuidadosamente con agua y
se eliminan los gloquidios.
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Figura 14. Vista de una planta de O-s#ricta en Murcia

3.2.2 Determinacion de peso y dimensiones de los frutos

Se determina el peso fresco de los frutos lavados y secos mediante
una balanza electréonica Gram Serie SV. Para obtener las dimensiones de
los mismos se utiliza papel milimetrado determinando la medida tanto de

la distancia longitudinal como transversal de cada uno de ellos.

Figura 15. Balanzas electrénicas Gram Figura 16. Fruto abierto

Serie SV y Sartorius BP 121§ longitudinalmente

3.2.3 Determinacion del color externo

Las medidas de color externo de los frutos de Opuntia se
determinan por reflectancia con un espectrofotémetro modelo Minolta

serie CM-508i. Dichas medidas se llevaron a cabo por triplicado. De esta
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manera se obtienen los valores de Lab. L* indica claridad, a* refleja el

valor del rojo/verde y b* indica el valor amarillo/azul.

Figura 17. Espectofotémetro Minolta

3.2.4 Observacion del corte longitudinal de los frutos

En cada recogida de muestras se realiza el corte longitudinal en
uno de los frutos representativo del grupo y se le toman fotografias con
una camara digital modelo Canon Ixus 40, lo que nos permite realizar una
clasificacién del estado de madurez con el fruto abierto. Esta
clasificacién se hace segun el siguiente criterio: muy inmaduro, inmaduro,

poco maduro, moderadamente maduro y maduro.
3.2.5 Conservacion de los frutos

A continuacién se almacenan los frutos en bolsas herméticas en un
arcéon congelador y debidamente etiquetadas a una temperatura de -20°C

hasta su posterior utilizacién.

Figura 18. Muestras del fruto preparadas para congelar
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3.2.6 Obtencién del zumo de los frutos de Opuntia stricta

Para la preparacién del zumo, los frutos de Opuntia stricta se sacan
del congelador, se les deja unos 30 minutos aproximadamente para que se
descongelen y acto seguido se homogeneizan con un homogeneizador
Ultraturrax modelo Ika Labortechnik T25 basic, Alemania, a una
velocidad de unas 3000 a 4000 rpm. Se realiza entonces el envasado
adecuado de las muestras trituradas en botes de plastico estériles con una

capacidad de 100 ml.

Figura 19. Homogeneizador utilizado en el experimento

Para obtener el zumo, y dada la alta viscosidad que presentan estos
frutos, se hace necesaria la centrifugacién de las muestras. En este
proceso se eliminan los restos vegetales insolubles, semillas y parte de
mucilagos. La centrifugacién se realiza en una centrifuga refrigerada
modelo Hermle Z383K (Wehingen, Alemania) y se tratan a razén de
15000 rpm durante quince minutos y a una temperatura de 19°C. El zumo,
una vez decantado, se guarda en botes de plastico estériles de 100 ml de

capacidad.

Figura 20. Centrifuga utilizada en el laboratorio
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3.2.7 Determinacion de peso seco

La determinacién del peso seco y contenido de humedad de las
muestras de higos se realizé6 con muestras de higos triturados,
manteniéndolos a una temperatura de 35°C en una camara de cultivo con
ventilacién hasta peso constante. Por diferencias de peso se obtuvieron

los valores de peso seco y contenido en humedad.

3.2.8 Obtencion de extractos de frutos de Opuntia stricta

La extraccién de pigmentos se lleva a cabo utilizando
primeramente una relacién 1:5 referido a masa fruta (g)/volumen de agua
(ml). Para la extracciéon, el homogeneizado se agita 20 minutos en
condiciones de oscuridad. Tras la agitacién las muestras se clarifican por
centrifugacién a 15000 rpm y una temperatura de 10°C durante 10
minutos en la centrifuga citada anteriormente con el fin de separar los
residuos de tejido vegetal. El liquido sobrenadante se filtra a través de
filtros de nylon de 0.45 pum (Lida, Kenosha, WI, USA) y los extractos
obtenidos se analizan en primer lugar espectrofotométricamente vy

posteriormente se analizan wusando Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC).

3.3. Métodos de analisis

3.3.1 Determinaciéon de pH

El pH es el parametro que permite conocer la concentracién de
protones (H*) existentes en un medio. Para su determinacién se utiliza un
pHmetro micropH 2000 de la casa Crisol (Figura 21), el cual nos permite

obtener medidas con una precisién de 0.001 unidades de pH.

Figura 21. pH-metro Crisol
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Este pHmetro esta controlado internamente por un micro

procesador y se calibra antes de su uso con unas disoluciones tampén de

pH 7.00 y 4.00.

3.3.2 Determinacion de s6lidos solubles totales (°Brix)

Los grados Brix miden la cantidad de sélidos solubles presentes en
un jugo o pulpa. Para medir estos sélidos solubles se utiliza un
refractémetro de mano ABBE. Se coloca una pequefia cantidad de muestra
liquida de cada uno de los zumos en el campo del refractémetro y se lee
sobre una escala de 0 a 32°Brix. Antes de cada nueva medida se calibra el

aparato con agua situandolo en la posicién 0.

Figura 22. Refractémetro manual ABBE

3.3.3 Analisis espectrofotométrico

Las muestras a analizar se diluyen por 100 o por 10 dependiendo
de su concentracién. A continuacién se centrifugan durante 10 minutos a
13000 rpm antes de llevar a cabo el andlisis espectrofotométrico de los
zumos. Dicho analisis se lleva a cabo con un espectrofotémetro modelo
Angilent 8453 UV-Visible (Waldbronm, Alemania) utilizando cubetas de

cuarzo. Se hace previamente la linea base con agua.

Figura 23. Espectofotémetro Angilent
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Los barridos de absorbancia se llevan a cabo en el rango de
longitudes de onda entre 200 y 800 nm.

El contenido de pigmento rojo, definido como cantidad de
pigmento (mg) por 100g de fruto se refirié a betanina y se determind

usando el coeficiente de extincién E1%.,=1210.

3.3.4 Analisis de fenoles totales

Para calcular la concentracién de polifenoles totales se usa el
método de Skerget ez a/. modificado. El resultado se expresa en g de acido
galico/kg de extracto utilizando el método espectrofotométrico basado en
una reaccién colorimétrica de oxidacién-reduccién. Para ello se ha
utilizado el reactivo Folin-Ciocalteu. Este reactivo consiste en una mezcla
de 4cido fosfotungstico (H3;PWi2010) y de acido fosfomolibdico
(H3PMo12040), que se reduce, por oxidaciéon de los fenoles, a una mezcla
de o6xidos azules de tungsteno (WsO23) y de molibdeno (MosgO32;3). La
coloracién azul producida posee una absorcién maxima aproximadamente
a los 700 nm y es proporcional a las tasa de compuestos fendlicos. En
este caso el reactivo utilizado, de la casa Merck, se diluye por 10.

Se prepara una disolucién de 4dcido galico a una concentracién de
50mg/l. Para realizar la recta de calibrado del patrén se colocan 6 tubos
en una gradilla y a cada tubo se le aflade la cantidad de agua, acido galico
y reactivo Folin indicado en la tabla 2, con el fin de hacer una recta de

calibrado del reactivo.

Tabla 2. Preparacién de las muestras para la calibracién del método de fenoles

totales con 4cido galico

N“’t‘:f;(‘)’ de | H,0 (u1) | Acido galico (ul) | Reactivo Folin ( l)
1 500 0 2500
2 400 100 2500
3 300 200 2500
4 200 300 2500
5 100 400 2500
6 0 500 2500

Se calienta durante 5 minutos a una temperatura de 50°C, se deja
enfriar y se mide la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis a

A=760nm (A7s0) frente a un blanco preparado con agua destilada. De esta
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manera, los resultados se referirin a g de dcido galico/kg extracto o bien
a mg de acido galico/ml de zumo.

Por otro lado, se preparan 9 tubos correspondientes a las 9
muestras de zumo desde junio hasta febrero. Se afladen 2.5 ml de reactivo
Folin en cada uno de los tubos y una cantidad que va desde 50 a 200 pl de
zumo dependiendo de la cantidad de color que éste posea y todos ellos se
llevan hasta 3 ml con agua destilada (ver Tabla 3). Se agitan para
favorecer la mezcla y se dejan reaccionar 8 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo se les adiciona 2 ml de carbonato de sodio Na,COj; (75¢/1) y
se vuelve a agitar. Se incubard durante 5 minutos a una temperatura de
50°C y una vez concluido esto se dejarda enfriar. Es entonces cuando se
miden las absorbancias a una longitud de onda de 760 nm frente a un

blanco realizado con 0.5 ml de agua.

Tabla 3. Preparacién de las muestras para el ensayo de determinacion de

fenoles totales

cli\IeutmuEI(.)Os Reactivo Folin ( pl) Zumo (pl) H,0 (p1)
1 2500 200 300
2 2500 200 300
3 2500 200 300
4 2500 100 400
5 2500 100 400
6 2500 100 400
7 2500 50 450
8 2500 50 450
9 2500 50 450

Se determina la cantidad de fenoles totales refiriéndola a 4acido

gilico, y se expresa como g. de dcido gilico/kg de fruta.
3.3.5 Analisis de azucares reductores. Método DNS

El método DNS determina la presencia de grupos carbonilos libres
(C=0), los llamados azucares reductores. Se basa en la utilizacién de
acido 3,5-dinitrosalicilico para provocar la oxidacién de los azicares y, al

mismo tiempo, su propia reduccién, desarrollandose la siguiente reaccién:
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oxidacién
Grupo aldehido » grupo carboxilo
reduccién
Ac. 3,5.dinitrosalicilico dc. 3- . amino, 5-nitrosalicilico
»
(amarillo) (marrén)

Segun lo anterior, un mol de azicar reaccionara con un mol de
acido 3,5-dinitrosalicilico, dando lugar a una relacién estequiométrica que
permite conocer la cantidad de aztcares reductores presentes en la
muestra. Hsta reaccién, ademias, se puede seguir facilmente al
espectrofotometro ya que da lugar a una reacciéon colorimétrica: el 4dcido
3,5-dinitrosalicilico es de color amarillo, mientras que la aparicién del
acido 3-amino, 5-nitrosalicilico provoca un viraje a pardo oscuro-marrén,
cuya intensidad serd, por tanto, proporcional a la cantidad de aztcares
reductores.

Primeramente se prepara el reactivo DNS disolviendo 5g de acido
dinitrosalicilico en 100 ml de NaOH 2N a T? ambiente. Este reactivo se
calibra con glucosa como azucar patréon. A esto se le afladen 250 ml de
agua y 150 g de sal de Rochelle (tartrato duplo de sodio y potasio). Una
vez mezclado se lleva todo a 500 ml y se guarda en un frasco oscuro.

Una vez preparados los 500 ml de la disolucién de glucosa con una
concentracién de 1 g/1 (0.5 g en 500 ml) y para poner a punto el ensayo,
se preparan 7 tubos de vidrio con las siguientes cantidades de glucosa
indicadas en la tabla de forma que el volumen final en cada tubo sea de

500 pl.

Tabla 4. Preparacién de las muestras para la calibracién del Método

de azicares reductores con glucosa

Numero de tubo | Glucosa stock ( pl) H,O0 ( pl)

1 0 500
2 50 450
3 100 400
4 200 300
5 300 200
6 400 100
7 500 0

Uno de los tubos lo preparamos sin glucosa en las mismas
condiciones que el resto de los tubos pues servira de blanco a la hora de

medir las absorbancias. Se afiaden 500 pl de reactivo DNS a cada tubo.
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Esto se calienta durante 10 minutos a una temperatura de 100°C, se le
afiaden 2 ml mas de agua a cada tubo y se mide con ayuda del
espectofotémetro la absorbancia a 540 nm. Se construye una recta patron
con los valores obtenidos.

Una vez hecho esto, para conocer la concentracién de aztcares
reductores que tienen nuestras muestras se diluyen éstas por 10 y se

centrifugan en tubos eppendorf durante 5 minutos a 13000 rpm.

Figura 24. Centrifuga eppendorf

Una vez separado el precipitado del sobrenadante se vuelven a
diluir dichas muestras, por 25 las de higos inmaduros y por 50 las de
higos maduros. Se ponen 500 pl de muestra en cada tubo.

Seguidamente se afiaden 500 pl de reactivo DNS a cada tubo y se
incuba durante 10> a 85-100°C de temperatura. Entonces se enfria a
temperatura ambiente, se aflade a cada tubo 2 ml de agua y se lee la
absorbancia a 540 nm frente al blanco exento de muestra. La
concentracién de azucar se calcula referida a la de glucosa que se ha

utilizado para calibrar el método.
3.3.6 Analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

En la investigacién de los pigmentos la Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC) se ha convertido una técnica muy utilizada
debido a su sensibilidad, su facil adaptacién a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacién y su aplicabilidad a
sustancias que son de primordial interés en la industria, en este caso la
alimentaria (Skoog et /., 2003)

La cromatografia es un método fisico de separacién basado en la
distribucién de los componentes de wuna mezcla entre dos fases
inmiscibles, una fija o estacionaria y otra mévil. En cromatografia liquida,
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la fase movil es un liquido que fluye a través de una columna que
contiene a la fase fija.

La cromatografia liquida “clasica” se lleva a cabo en una columna
generalmente de vidrio, la cual esta rellena con la fase fija. Después de
depositar la muestra en la parte superior, se hace fluir la fase movil a
través de la columna por efecto de la gravedad. Los distintos compuestos
presentes en la muestra se separan segun su mayor o menor afinidad con
la fase moévil y la estacionaria. Con el objeto de aumentar la eficiencia en
las separaciones, el tamafio de las particulas de fase fija se fue
disminuyendo hasta el tamafio de micras, lo cual generd la necesidad de
utilizar altas presiones para lograr que fluya la fase mévil. De esta
manera, nacié la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), que requiere de instrumental especial que permita trabajar con
las altas presiones requeridas.

La HPLC de fase reversa (RP-HPLC), que ha sido la utilizada en
este trabajo, consiste en una fase estacionaria apolar y una fase movil de
polaridad moderada. El tiempo de retencién de cada compuesto dentro de
la columna es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que
las moléculas de cardcter polar eluyen mas rapidamente.

El tiempo de retenciéon aumenta con la adicién de disolvente polar
a la fase mévil y disminuye con la introduccién de disolventes mas
hidrofébicos. La cromatografia de fase reversa es tan utilizada que a
menudo se lo denomina HPLC sin ninguna especificacién adicional. La
cromatografia de fase reversa se basa en el principio de las interacciones
hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre un disolvente
relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y una fase
estacionaria apolar. La fuerza conductora en la unién del compuesto a la
fase estacionaria es la disminucién del area del segmento apolar del
analito expuesto al disolvente. Este efecto hidrofébico estd dominado por
la disminucién de la energia libre de la entropia asociada con la
minimizacién de la interfase compuesto-disolvente polar. El efecto
hidrofébico disminuye con la adicién de disolvente apolar a la fase mévil.
Esto modifica el coeficiente de particién de forma que el compuesto se
mueve por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy
importante en la retencién. En general, un compuesto con una cadena

alquil larga se asocia con un tiempo de retencién mayor porque aumenta
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la hidrofobicidad de la molécula. Aun asi, las moléculas muy grandes
pueden ver reducida la interaccién entre la superficie del compuesto y la
fase estacionaria. El tiempo de retencién aumenta con el area de
superficie hidrofébica que suele ser inversamente proporcional al tamafio
del compuesto. Los compuestos ramificados suelen eluir mas rapidamente
que sus isé6meros lineales puesto que la superficie total se ve reducida.

Aparte de la hidrofobicidad de la fase mévil, otras modificaciones
de la fase mévil pueden afectar la retencién del compuesto; por ejemplo,
la adiciéon de sales inorganicas provoca un aumento lineal en la tensiéon
superficial, y como la entropia de la interfase compuesto-disolvente esta
controlada precisamente por la tensién superficial, la adiciéon de sales
tiende a aumentar el tiempo de retencién.

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la
hidrofobicidad del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos
utilizan un tampén como el fosfato de sodio por controlar el valor del
pH. Estos tampones controlan el pH, pero también neutralizan la carga o
cualquier resto de silica de la fase estacionaria que haya quedado expuesta
y actuan como contraiones que neutralizan la carga del compuesto. El
efecto de los tampones sobre la cromatografia puede variar, pero en
general mejoran la separacién cromatografica.

Las columnas de fase reversa se echan a perder con menotr
facilidad que las columnas de silica normales. Aun asi{, muchas columnas
de fase reversa estin formadas por silica modificada con cadenas alquil y
no se deben utilizar nunca con bases en medio acuoso puesto que éstas
podrian dafiar el esqueleto de silica subyacente. Las columnas se pueden
utilizar en 4acidos en medio acuoso pero no deberian estar expuestas
demasiado tiempo al dcido porque puede corroer las partes metalicas del
aparato de HPLC (Rubinson e# a/., 2001).

En este andlisis se utiliza un equipo de Cromatografia liquida de
Alta Resolucién (Waters, Milford. MA, USA) compuesto por dos bombas
M510, un detector de fotodiodos (PDA) M996 y un inyector automdtico
modelo 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA). El HPLC funciona con un
sistema de datos Millenium 2010. La columna usada es una C18 (fase
reversa unida quimicamente formada por cadenas de hidrocarburo lineal
de 18 atomos de carbono) con un tamafio de particula de 5 um y de 250
mm de longitud por 4.6 mm de didmetro interno de la casa Teknokroma

(Barcelona, Espafia). La eluciéon es llevada a cabo siguiendo el método
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propuesto por Strack e a/. El método consiste en un gradiente lineal de
concentraciéon durante 27 min desde el 100% del disolvente A (agua +
0.5% acido acético) al 88% del disolvente B (acetonitrilo + 0.5% acido
acético) con un flujo de 0.8 ml/min. En cada andlisis se inyectan
mediante una microjeringa en la columna cromatografica 20 ul (volumen
de inyeccion) del extracto del fruto previamente filtrado. Las identidades
de los diferentes picos cromatograficos se confirman por sus
caracteristicas del espectro visible en comparacién a estandares y tiempos
de retencién, lo que permite identificar los aminoacidos presentes en la
mezcla. La cantidad relativa de cada uno de ellos se determina calculando

el area a la curva del pico correspondiente.

Figura 25. Equipo HPLC
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis morfolégico del fruto

El andlisis morfoldégico del fruto se ha llevado a cabo estudiando
cémo evolucionan los higos desde el punto de vista de su tamafio,

morfologia y de su color externo.

4.1.1 Evoluciéon de la morfologia del fruto

Tal y como se ha explicado en la seccién de materiales y métodos
se realizé la medida de los frutos de Opuntia stricta durante el transcurso
de la maduraciéon de los mismos. El periodo de estudio fue desde junio de
2005 hasta febrero de 2006. La planta tuvo su maxima floracién en el mes
de mayo, por lo tanto la primera muestra de junio se ha considerado que
corresponde al mes siguiente de tener lugar dicha floracién.

A lo largo del proceso de maduraciéon se observo como variaron las
medidas del corte longitudinal y transversal y el didametro de los frutos
(Tabla 5). El tamafio medio de un fruto maduro fue de 4,9 cm de longitud

x 2,8 cm de anchura.

Tabla 5. Evolucién del tamafio de los frutos con el tiempo de maduracién

Tiempo (mes) | . Co.rte Corte transversal 'Relaci.(),n
ongitudinal (cm) (cm) longitud/didametro
junio 4.8410.21 2.25%0.18 2.1540.13
julio 4.6610.34 2.2610.14 2.0610.24
agosto 4.3610.32 2.34£0.19 1.8610.21
septiembre 4.2310.32 2.4240.13 1.75£0.15
octubre 4.5710.22 2.5240.21 1.81£0.19
noviembre 4.9540.63 2.6310.27 1.88+0.38
diciembre 4.7340.59 2.75%0.27 1.7240.29
enero 4.6510.36 2.7310.20 1.70£0.12
febrero 4.7240.62 2.8630.20 1.6510.23

Los frutos fueron engrosando a lo largo de la maduracién pero su

longitud no varié de forma significativa durante la misma.
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Evolucion del diametro
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Figura 26. Evolucién del diametro de los frutos con el tiempo

En cuanto al peso, durante los primeros meses posteriores a la
floracién se produjo un aumento paulatino de éste, incrementandose de
forma significativa durante los meses de septiembre a noviembre después
de la floracién, para estabilizarse entorno a una media de 24g por higo,
hasta que se inicié la senescencia del fruto nueve meses después de
florecer.

Evolucién del peso
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Figura 27. Grafico de la evolucién del peso con el tiempo
4.1.2 Evolucion de la maduracion del fruto

Durante la maduracién, los frutos pasan a través de una serie de
cambios de color, textura y sabor lo que indica que se estin produciendo
los cambios en su composicién. En este caso, la evoluciéon de la
maduraciéon se siguié atendiendo al color externo del fruto medido por

reflectancia, como se indicé en el apartado de materiales y métodos.
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En el modelo colorimétrico La*b* (también llamado CIELab), se
indican los colores segin tres valores:
- L, luminancia, expresado como porcentaje (desde el 0, que indica negro,
hasta el 100, que indica blanco).
- ayb dos gamas de colores, desde el verde hasta el rojo y desde el azul
hasta el amarillo respectivamente, con valores que van del -120 al +120.
Por lo tanto, el modo Lab abarca todo el espectro de visién del ojo
humano y lo representa de manera uniforme, lo que hace posible describir

todos los colores visibles.

Figuras 28, 29 y 30. Plantas de O. s#ricta en diferentes estados de maduracién

Los wvalores obtenidos se correlacionaron con el indice de
maduracién observado, que se determiné de manera visual y se realizé
una clasificacién siguiendo el siguiente criterio: muy inmaduro, inmaduro,
poco maduro, moderadamente maduro y maduro (Garcia-Gutiérrez, 2000).
A continuacién se muestran las imdgenes de los frutos integros y de su

corte longitudinal.

o

L I 1

Figuras 31y 32. Muestra de junio (Imes)
Muy Inmaduro L*= 53,14 a= -14,73 b= 25,47
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Figuras 33 y 34. Muestra de julio (2 meses)
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Figuras 35 y 36. Muestra de agosto (3 meses)

Inmaduro L*= 57,07 a= -13,32 b= 23,71
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Figuras 37 y 38. Muestra de septiembre (4 meses)

Poco maduro L*= 60,46 a= -12,75 b= 27,74
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Figuras 39 y 40. Muestra de octubre (5 meses)

Poco maduro L*= 62,00 a= -12,04 b= 27,34
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Figuras 41 y 42. Muestra de noviembre (6 meses)

Moderadamente maduro L*= 38,55 a= 22,60 b= -0,69
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Figuras 43 y 44. Muestra de diciembre (7 meses)

Moderadamente maduro L*= 33,69 a= 19,28 b= -0,29
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Figuras 45 y 46. Muestra de enero (8 meses)

Maduro L*= 31,05 a= 17,73 b= 0,13
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Figuras 47 y 48. Muestra de febrero (9 meses)
Maduro L*= 33,15 a= 15,68 b= -0,007

Durante los primeros meses en los que el fruto aun estd inmaduro
o poco maduro (de junio a octubre) presentan una coloracién verde
oscura y con poco brillo. Son frutos piriformes y de menor peso. Poseen
una reducida cantidad de semillas y la corona aparece hundida. Los
gloquidios estan espaciados y son de un color que van de amarillo a pardo
marrén. Las espinas son finas, de tamafio desigual y se encuentran

espaciadas en el fruto.

A medida que avanza la maduracién los frutos adquieren un mayor
grosor, es decir, un aspecto mas globoso. Su color se va tornando a verde
mas claro (meses de septiembre y octubre) pasando después a rojo-
violaceo hasta llegar en su plena madurez a un color casi purpura (meses

de enero y febrero). La difusién del pigmento se va produciendo poco a
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poco desde la parte ovarica hacia el exterior, tal y como se puede ver en
las Fig. 50 y 51. Los pigmentos comienzan a observarse ya en las vacuolas
lo que resulta caracteristico de las betaninas. Desde el endocarpio se
comienza a tefiir de rojo el fruto hasta llegar a la capa mas externa del
mismo, el epicarpio, como hemos visto anteriormente en el mes de
febrero, momento en el que el fruto se encuentra ya completamente

maduro y tefiido de color purpura.

Figuras 49 y 50. Detalle de la difusién del pigmento en el interior del fruto de una

muestra correspondiente al mes de agosto

La pulpa del fruto va perdiendo su aspecto mucilaginoso para
volverse més acuosa. El fruto adquiere un aspecto brillante, presenta una

piel fina y se desprende con gran facilidad de la planta.

Cabe destacar que otras especies de Opuntia presentan la piel
coloreada de purpura y sin embargo su pulpa carece de estos pigmentos,
como es el caso de O. Argentina. Otras como O. dilleni, O. bergeriana, O.
linguiformis, etc., tienen un fruto maduro de caracteristicas muy similares a

O. stricta.

Mediante un diagrama cromatico se muestra claramente como se va
produciendo dicho cambio en el color conforme avanza la maduracién.
Los frutos pasan de una tonalidad verdosa en sus primeros estadios (+b*)
a una tonalidad rojiza cuando alcanzan su completa maduracién (+a*).
Debe considerarse que mas de 5 unidades de diferencia indican que el ojo

humano ya es capaz de distinguir entre estos colores.
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+ b

amarillo

naranja

azul

Figura 51. Diagrama cromadtico

4.2 Analisis del zumo de O. stricta

Una vez realizado el analisis morfolégico y de color del fruto se
procedié a obtener los zumos de las distintas muestras con el fin de
realizar un analisis final de sus caracteristicas. En la Figura 52 se puede

observar una imagen de los zumos obtenidos.

Figura 52. Muestras de zumo de O. stricta a lo largo de la maduracién
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4.2.1 Determinaciéon de peso seco

Para determinar el peso seco y el porcentaje en humedad se
procedié a secar las muestras hasta peso constante, como se indica en
Métodos y Materiales. LLos resultados obtenidos se recogen en la tabla 6.

y g

Como puede observarse tanto en la tabla 6 como en la figura 53,
los cambios en humedad y por tanto en peso seco no son muy marcados a
lo largo del estudio. Se observa una pérdida de humedad y aumento de

g y
peso seco coincidiendo con el periodo estival, que se explica por la falta
de precipitaciones y la ausencia de riegos a la que se ve sometida la
planta. Esta se encuentra en un jardin de secano que practicamente no se

riega.

Tabla 6.Evolucién del peso seco y porcentaje en humedad con la maduracién del fruto

Tiempo (mes) % Peso seco % Humedad
Junio 11,912 88,088
Julio 14,832 85,168
Agosto 18,921 81,079

Septiembre 15,782 84,218
Octubre 12,593 87,407
Noviembre 11,827 88,173
Diciembre 12,969 87,031
Enero 10,683 89,317
Febrero 11,710 88,290

Determinacion de peso secoy humedad
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Figura 53. Evolucién del peso seco y la humedad con el tiempo
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4.2.2 Aztcares

Los azucares se determinaron tanto en forma de solidos solubles
como de azucares reductores. Los azucares mayoritarios en los zumos de

O. stricta son glucosa y fructosa, ambos con propiedades reductoras.

4.2.2.1 Sé6lidos solubles

Se llevé a cabo la medida de los grados Brix. En los meses de junio
a septiembre los grados brix permanecen entorno a 5 y se produce un
claro aumento del contenido de aztcar de los zumos de Opuntia stricta a
partir de septiembre y hasta diciembre cuando tiende a estabilizarse en

valores proximos a 11°Brix.

4.2.2.2 Azucares reductores (DNS)

Evolucién azucares reductores

60

[glucosa] (g/1)
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jun  jul ago  sep  oct nov  dic ene  feb
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Figura 54. Evolucién temporal de los azucares reductores

El contenido de azdcares reductores se mantiene a un nivel muy
bajo desde el mes de junio hasta septiembre, momento en el cual el fruto
comienza a madurar. A partir de aqui se produce un aumento en lo que a
concentracién de azucares se refiere, situandose en el mes de diciembre
en un valor de 47,11 g/l. De diciembre a febrero el aumento es menos

acusado debido a que el fruto se encuentra ya maduro.
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El contenido en azucares reductores, por lo tanto, esta relacionado
con la maduracién, y en consecuencia, con el cambio de color que

progresivamente se va produciendo en el fruto a lo largo de los meses.
4.2.3 Medida del pH

Los frutos de Opuntia tienen en general un pH acido. Durante todo
el proceso de maduracién el pH se mantiene entre unos valores de 3,75 y
4,49 respectivamente, propios de éste pH. Se muestran valores mads altos
de pH al comienzo de la maduracién, que van disminuyendo durante los
meses de agosto y septiembre. En los cuatro meses posteriores el valor
del pH se mantendra hasta producirse un ligero aumento del pH desde los

meses de diciembre a febrero.

Evolucioén del pH
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Figura 55. Evolucién del pH con el tiempo

4.2.4. Determinacion de polifenoles totales

La importancia de los compuestos fendlicos, presentes en la
mayoria de alimentos, es considerable y esta relacionada con dos factores
de gran importancia: calidad y salud. Los beneficios para la salud de los
compuestos fenodlicos derivan en que son biolégicamente activos, son
antioxidantes y pueden posecer propiedades preventivas de diversas

enfermedades.
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El indice de polifenoles totales (IPT) es uno de los parametros
analizados relacionado con las propiedades antioxidantes. Se observa una
evoluciéon progresiva de la cantidad de polifenoles expresada como
gramos de 4cido galico por kilogramo de fruta, a medida que avanza la
maduraciéon. La curva obtenida presenta el mismo perfil que la de los

azucares reductores.

Determinacion del indice de polifenoles totales
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Figura 56. Evolucién del indice de polifenoles totales

4.2.4.1 indice de formol

El indice de formol es otro parametro pata la caracterizacién del
zumo de O. stricta. Se trata de un indice caracteristico de la cantidad de
aminoacidos. A continuacién, en la figura 57, vemos como se produce una
evolucién ascendente del mismo conforme avanza la maduracién, llegando

a su maximo en los meses de diciembre y febrero respectivamente.

Evolucion del Indice de formol
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Figura 57. Evolucién del indice de formol
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4.3 Estudio espectofotométrico

Mediante el analisis espectofotométrico se puede detectar la
presencia de compuestos fendélicos por su absorbancia en U.V., y la de
pigmentos que absorben entorno a 535 nm. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que los pigmentos por contener anillos aromdticos en su
estructura también absorben en U.V. de manera que los compuestos
fendlicos no se pueden cuantificar con un simple espectro. Por otra parte,
las betalainas si se pueden cuantificar por su absorbancia a 535 nm
aplicando su coeficiente de absortividad molar como se indica en
Materiales y Métodos.

Cada una de las muestras diluidas fue analizada
espectrofotométricamente en un rango visible de 200 a 800 nm.

El miaximo de absorbancia a 250 nm corresponde con los
compuestos fendlicos y a la absorbancia debida a las betacianinas,
mientras que el maximo de absorbancia a 535 corresponde solamente con

los pigmentos rojos de betacianina.

Espectro zumo
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Figura 58. Espectro del zumo de O.stricta maduro

El pigmento rojo contenido en los zumos expresado como betanina
o betacianina se determind usando el coeficiente de extincién de la
betanina a 535 nm (Es351%=1120% !'cm-!). Estos analisis indicaron el alto

contenido en betacianina existente en los zumos de O. stricta.
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Figura 60. Espectros de absorbancia de cada una de las muestras de zumo
4.4 Analisis de pigmentos y otros metabolitos por HPLC

Para conocer la composicién quimica de cada una de las muestras y
detectar compuestos ¢ intermedios metabdlicos, se realizé el andlisis de
los zumos por HPLC. Ademias, debido a que las propiedades
espectroscopicas y cromatograficas que posee la betacianina son
semejantes a las de otros compuestos que posee el zumo de O. stricta, el
HPLC resulta ser una de las mejores herramientas para su separacion.

Se analizaron mediante este método los extractos sin diluir de cada
una de las muestras a lo largo de todo el ciclo de maduracién. Los picos
se identificaron segun su tiempo de retencién y su espectro de

absorbancia, excepto vitamina C y L-tirosina que se identificaron segun el
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tiempo de retenciéon de sus correspondientes patrones, por el método de

estandar externo.

Los metabolitos que

tiempos de retencién y longitud de onda maxima se presentan en la tabla

7.

Tabla 7. Metabiltos analizados por HPLC

se analizaron,

sus correspondientes

C Tiempos de Longitud de
ompuesto Ry .
retencion (min) onda
L-Tirosina 6,80 274,50
L-Dopa 5,53 280,50
Acido ascorbico 4,04 243,80
Betanina 15,94 535
Isobetanina 17,96 535
Neobetanina 19,32 542

A continuacién se presentan los datos de los andlisis por HPLC de

las muestras.

¢ Muestra de junio (1 mes)

600,00
£ ]
c
400,00+
her ap— e el e
5,00 10,00 15,00 20,00 25,(
Figura 61. Cromatograma de 220 a 700 nm
280 nm
0,40 !
2 ] \—| e
0201 & 2
|« o
e —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Figura 62. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 8. Datos cromatograficos de la

279,2
muestra de junio a 280 nm
0,50+
Tiempo de
Compuesto Area
retencion
9,961 87572
10,585 146013
N.IL 14,233 4668470

" 22000 240,00 26000 28000 300,00 32000

Figura 63. Espectro de absorbancia

A 279,2 nm aparece un pico a considerar con un tiempo de
retencién de 14,233 min. Este compuesto no se ha podido identificar y
aparece en sucesivas muestras.

Aparecen dos picos mas con menor concentracién a 258 y 253,3
nm con tiempos de retencién de 10,585 y 9,961 minutos aunque

desconocemos igualmente de qué compuestos se trata.

¢ Muestra de julio (2 meses)

600,00

I I I
15,00 20,00 25,(

[ .

I
5,00 10,00

Figura 64. Cromatograma de 220 a 700 nm
280 nm

0,80
0,60
2 0,40

0,20

0,00
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5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(
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Figura 65. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 9. Datos cromatograficos de

la muestra de julio a 280 nm.

0.80] 7792
Tiempo de 070] o
Compuesto Area '
retencion 0.607
0,50
3,897 289589 0] 2121
8,566 132939 2 o0l T \
0,207 216,8
10,836 132906 , ;
R0L67T68~
11,255 241425 ' B
> 0102016 /
N.I 14,254 6420561 o,zo—\v
"7 22000 24000 260,00 28000 300,00 32000 |
Figura 66. Espectro de absorbancia
A 279,2 nm se vuelve a observar un pico con un tiempo de

retencién de 14,254 minutos, al igual que en la muestra anterior.

Otros tres picos aparecen a 253,3 nm (t.= 11,255 min.), 258nm (t.=
10,836 min.) y 262,7nm (t.= 8,566 min.).

La ausencia de un pico a 535 nm indica que en estos frutos de los

primeros meses las betacianinas se encuentran aun en un nivel muy bajo.

¢ Muestra de agosto (3 meses)

600,00
= ]
c
400,00
1 | . MAVA YAl
“LJ‘AL“/ JuS” - “\/\\ )fJAL/ ~ 3
xzr%\‘:f"@ ‘ Oﬂ@ = @n
5,00
Figura 67. Cromatograma de 220 a 700 nm
280 nm
0,60
- 040 A
< 1 ™ I§
0,20 < >
] - ©
1 < ot
0’00 T T +‘ T T T T T T T T T T T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 68. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 10. Datos cromatograficos de

la muestra de agosto a 280 nm

279,2

0,60

Tiempo de 0,50
Compuesto Area
retencion 0.40]

4,713 152901 0.30]

N.L 14,614 5149850

AU

0,204

0,101

9,
T

272,1779,2
\

0,004

" 22000 24000 26000 = 280,00 30000 ~ 320,00
Figura 69. Espectro de absorbancia

Se encuentra de nuevo el pico a 279,2 nm con un tiempo de
retencion de 14,614 min. Su concentracién se mantiene mds o menos
constante en las diferentes muestras analizadas aunque, como hemos
dicho anteriormente no podemos identificarlo.

Se observan otros picos con tiempos de retencién que no

coincidieron con ninguno de los tiempos de retencién de los estandares.

¢ Muestra de septiembre (4 meses)

600,00

—— e —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,(

L -

Figura 70. Cromatograma de 220 a 700 nm

535 nm
0,04
| ) [ee] ™M
2 0,02 S 8
] S 9
0,001

Figura 71. Cromatograma a 535 nm
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Tabla 11. Datos cromatograficos

de la muestra de agosto a 535 nm

Tiempo
Compuesto de Area
retencion
Betanina 16,304 332382
Isobetanina 18,018 61455
Betanidina 19,653 66174

0,144 |
0,12
0,107 | |

0,08 “ |

AU

|
006 | |

0044 |
|
p16,8
0021 [\ | 2
ho1\6,
248,
0,00

3 299,4331,4

69,8 /
4113~

T T
300,00 400,00

Figura 72. Espectro de absorbancia

En el extracto correspondiente a la muestra del mes de septiembre

comienza a aparecer la presencia de betanina con un tiempo de retencién

de 16,304 a 535,9 nm. Estos datos indican que es el momento en el que

el fruto comienza a madurar y adquirir la tonalidad roja.

El t. = 18,018 de este pico corresponde a la isobetanina. Su 4rea es

de 61455.

Por otra parte, identificamos como betanidina el compuesto cuyo

tiempo de retencién es de 19,653.

280 nm

0,40
5]
< 4

0,20

0,00

— —
20,00 25,0(

Figura 73. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 12. Datos cromatograficos

de la muestra de septiembre a 280 nm

279,2
Tiempo de 0507
Compuesto Area
retencion 0,40 \
9,001 51795 ooo] \
11,008 56628 * ] 00e
0,204 "
11,506 85182
0,10+
N.IL 14,563 4427819
0,004

00 26000 280,00 300,00 320,00

T
0,

22000 | 24
Figura 74. Espectro de absorbancia
A una absorbancia de 279,2 nm sigue apareciendo un pico con un

tiempo de retencién de 14,563 que no resulta identificable. También se

aprecian otros picos con tiempos de retencion de 9,001, 11,008 y 11,506

minutos.
243 nm
0,15
0,10
- ]
< ]
0,05
0’007 T T I T T I T T T I T T T I T T I
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(
Figura 75. Cromatograma a 243 nm
015 245,0
Tabla 13. Datos cromatograficos //\\
1 /
de la muestra de septiembre a 243 nm o0 / \\
\
0,054 /
Tiempo de R ’ / N\
Compuesto Area 2 o / T—
retencion ' |
Vitamina C 4,043 1128311 005] /
-0,10 \\\ //”f

T T T T T T
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00

Figura 76. Espectro de absorbancia
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A 245 nm se observa la aparicién de un nuevo compuesto a una

absorbancia de 245 nm y un tiempo de retencién de 4,043 min. Se trata de

acido ascérbico cuya presencia ayuda a proteger el color rojo del fruto.

e Muestra de octubre (5 meses)

600,00

5,00

10,00

[N .

15,00

20,00

Figura 77. Cromatograma de 220 a 700 nm

535 nm
0,30
0,20 )
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5,00 10,00 20,00 25,0

——
15,00

Figura 78. Cromatograma a 535 nm

Tabla 14. Datos cromatograficos

de la muestra de octubre a 535 nm

0,30
0,25
0,201

2015

0,10

0,05
23

Tiempo de
Compuesto Area
retencion
Betanina 16,274 2380053
Isobetanina 17,938 588173
Betanidina 19,576 283084

0,00

Figura 79
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Tal y como vemos en el cromatograma, aparece un pico a los
16,274 min con un valor de absorbancia médxima segun el espectro de
535,9 nm que corresponde a la betanina.

Otro pico importante es el que tiene un tiempo de retencién de
17,938 a una absorbancia de 534,7 nm tratindose de isobetanina.

En cuanto al pico a 19,576 minutos aunque por su tiempo de
retencién podria ser neobetanina, se corresponde con la betanidina. Este

pico muestra un espectro con dos maximos, a 404,1 nm y a 540,8 nm.

280 nm
0,40-
2 ] o
7 ™
0,20 & wg =B
| m— (\Lo ‘_i__'.,
1 T} ©gy
0,00- bbb _-— — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 80. Cromatograma a 280 nm

Tabla 15. Datos cromatograficos

de la muestra de octubre a2 280 nm

0,124
Tiempo de
Compuesto Area 10
retencion 008]
5,926 76266 2 ooel/
Tirosina 8,253 214138
0024 /o
9,080 44655 o
0,00
11,108 42089
]] 582 64546 226,00 246,00 266.00 ZBd,OO 306,00 326,00

Figura 81. Espectro de absorbancia

En el rango de absorbancias de 280 nm vuelven a aparecer tres
compuestos con tiempos de retencién de 11,582, 11,108 y 9,080 min.

Por primera vez en el extracto de octubre aparece un pico a 8,253
minutos a una absorbancia de 274,5 que se puede identificar como

tirosina.
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243 nm

0,20

2 0,10

0,00- SK

Figura 82. Cromatograma a 243 nm

Tabla 16. Datos cromatograficos

de la muestra de octubre a 243 nm

Tiempo de
Compuesto Area
retencion
Vitamina C 4,080 1329566

—
10,00

AU

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

-0,05

Figura 83. Espectro de absorbancia

—
20,00

1
25,0(

2438

T T T
240,00 260,00 280,00

T
300,00

En el espectro de absorbancia de 243 nm se puede apreciar en el

cromatograma un pico a 4,080 min. tal y como hemos identificado, se

trata de vitamina C o 4acido ascdorbico.

¢ Muestra de noviembre (6 meses)

600,00

Figura 84. Cromatograma de 220 a 700 nm

10,00

_74 -

15,00
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535 nm

0,80
0,60+
2 ]
< 0,401
0,20

0,001

—
10,00

Figura 85. Cromatograma a 535 nm

Tabla 17. Datos cromatograficos

de la muestra de noviembre a 535 nm

0,90 535.9

4 \
0,80 \

0,70
0,60 ‘;‘ \

0,507 \

AU

0,407 /

0,30 /

Tiempo de
Compuesto Area
retencion
Betanina 16,257 6622150
Isobetanina 17,922 1150485
Betanidina 19,834 420241

Figura 86. Espectro de absorbancia

Se observa que hay presencia de betanina a una longitud de onda

de 535,9 nm y un tiempo de retenciéon de 16,257. El area de la betanina es

mayor que en la muestra del mes anterior.

Por otro lado con un tiempo de retencién de 17,922 aparece un

pico a 5347 nm que se identifica con isobetanina y posee un area de

1150485.

La betanidina aparece a los 19,834 minutos.

280 nm

0,40

U

< 0,20

—T — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 87. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 18. Datos cromatograficos

de la muestra de noviembre a 280 nm

Resultados y Discusion

Tiempo de 045] 2R2

Compuesto Area
retencion 040
0,357
4,946 145747 oo
5,689 38128 2 025
0,204
Tirosina 8,074 429465 015
10,993 110298 0104
0,057

N.L 14,687 3687861 000]

243 nm

0,40-|
-]

0,20

0,00

326,00

Figura 88. Espectro de absorbancia

A una absorbancia de 279,2 nm se encuentra de nuevo el pico no
identificable con un tiempo de retencién de 14,687 min. Otro pico a los

8,074 min. y una absorbancia de 223,9 indica la existencia de tirosina.

T T
220,00 240,00

T T
260,00 280,00

T
300,00

—
10,00

—
15,00

Tabla 19. Datos cromatogrificos

de la muestra de noviembre a 243 nm
Tiempo de

Compuesto Area
retencion

Vitamina C 3,930 2649078

- 76 -

—
20,00

‘25:0(
Figura 89. Cromatograma a 243 nm
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Figura 90. Espectro de absorbancia
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S6lo se encontré un compuesto a un tiempo de retencién de 3,930
nm. Si analizamos el espectro de este pico vemos que corresponde con el

acido ascorbico.

®¢ Muestra de diciembre (7 meses)

600,00
] g | 0
‘“@@F’?ﬂo‘ogo?@‘@ﬂ@@"‘ @
10,00 15,00 20,00 25,(

Figura 91. Cromatograma de 220 a 700 nm
535 nm

>19,352

o
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— —5
5,00 10,00 15,00

Figura 92. Cromatograma a 535 nm

Tabla 20. Datos cromatogrificos

de la muestra de diciembre a 535 nm

534,7
2
1,00 / \‘\
Tiempo de
Compuesto Area o5 /
retencion / \
- 0,60 / \
Betanina 15,940 10467805 \

0,40

b19,2 / \
; ‘

Isobetanina 17,803 1862635

0,20 / 268,6

Betanidina | 10352 | 1698245 plassrasme

624

—— T T T T T T T
300,00 400,00 500,00 600,00

Figura 93. Espectro de absorbancia

A 5347 nm se encuentra un primer pico a los 15.940 min. Se

trataria por lo tanto de betanina. Otro pico se detecta en este espectro a
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los 17, 803 min, en cuyo caso estarfamos hablando de la presencia de iso

betanina. Con un tiempo de retencién de 19,352 aparece la betanidina.

280 nm

0,40+

< 0,201

U

T

—— e — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 94. Cromatograma a 280 nm

Tabla 21. Datos cromatograficos

279,2

de la muestra de diciembre a2 280 nm 0,459
0,40
Tiempo de 0,359

Compuesto Area
retencion 0303
?( 0,254
Tirosina 3,683 403612 0.20]
N.L 14,130 4143002 0153
0,10

0,05

0,00

—— T T T T T T T T T T T T
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00

Figura 95. Espectro de absorbancia

Con una absorbancia mixima de 279,2 nm se vuelve a detectar un
pico con un tiempo de retencién de 14,130 min que no podemos
relacionar con ningin compuesto. Encontramos tirosina a un tiempo de

retencién de 3,683 y con un area de 403612.

243 nm

0,20~

1 1 — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 96. Cromatograma a 243 nm
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208.6
Tabla 22. Datos cromatograficos 0zs],”
\ 242,7
de la muestra de diciembre a 243 nm 020] \\ \\
‘ o \
Tiempo de 015] \\
Compuesto Area 2
retencion
0,10 \
Vitamina C 2,601 3109262 \
0,054 \\
0,00 T

T T T T T
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00

Figura 97. Espectro de absorbancia

De nuevo en esta muestra hay presencia de acido ascérbico a 242,7

nm y un tiempo de retenciéon de 2,601 minutos.

¢ Muestra de enero (8 meses)

o
25,C
Figura 98. Cromatograma de 220 a 700 nm
535 nm
0,80
0,60 =
) 1 5 ™
< 0,40 @ o
] N~ o«
0,20- i }4\
01007 T ‘ T T ‘ T T \ \’ - ’\ ‘ T T ‘
5,00 10,00 15,00 20,00 25,01

Figura 99. Cromatograma a 535 nm
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Tabla 23. Datos cromatograficos 0,90 534,7
de la muestra de enero a 535 nm 0,801 ‘// \\
Tiempo de e
Compuesto Area 060 \
retencion 050] \
Betanina 15,653 | 10261764 * oao] |
0,309 / \
Isobetanina 17,957 1204954 | so |
%9180 456 / 6359\ \
Betanidina 19,319 2945556 010100 271 ' s AN
0,004

Figura 100. Espectro de absorbancia

Durante el mes de enero se puede apreciar la clara aparicién de
tres compuestos: betanina, isobetanina y betanidina. Aparecen en el
espectro de absorbancia de de 535 nm. Sus tiempos de retencién son:
15,653 (534,7 nm), 17,957 (535,9 nm) y 19,319 min (542 nm). La betanina
supone un area del 71,20%. De estos datos se puede deducir que nos

encontramos en el momento 6ptimo de produccién de pigmentos rojos.

280 nm

— 7 — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,01

Figura 101. Cromatograma a 280 nm

Tabla 24. Datos cromatogrificos

0,90

de la muestra de enero a 280 nm 0501
Tiempo de o7 223.9
Compuesto Area 0,60 /o
retencion wso} // \

Tirosina 3,113 534576 © 040] \/ 279,2
0,30 ‘\‘
N.L 13,690 3716076 0201
15,651 1320540 0104

T T T T T T T T I T T T T T T I T T T I T T T
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00 3

Figura 102. Espectro de absorbancia

Cuando el mismo extracto se monitoriza a 280 nm, sigue

apareciendo el pico a 279,2 nm y un tiempo de retencién de 13,690.
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A 2239 nm se puede apreciar otro pico con un tiempo de

retencién de 3,113 min y un area de 534576 que corresponde a la tirosina.

243 nm
0,20
) ]
< 0,10
0,00+
— — — — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(
Figura 103. Cromatograma a 243 nm
Tabla 25. Datos cromatograficos 026 2438
de la muestra de enero a 243 nm 020] /’ \
0,157 /5/
Tiempo de /
Compuesto Area 010
retencion 2 gos] / \
Vitamina C 2,493 3470773 0001\ T
-0,05 \\
-0,107 \ ,
\J
-0,15-

" 22000 24000 26000 280,00 30000 32000 3

Figura 104. Espectro de absorbancia

En este cromatograma (pagina anterior), se muestra un pico con un
tiempo de retencién de 2,493 min y a una absorbancia de 243,8 nm, lo

que nos indica nuevamente la presencia de acido ascérbico.

®¢ Muestra de febrero (9 meses)

600,00 a8 . .
£ ]

400,00
] '

‘*;»(\c,») Q—zo//(@Q — o 3 (&) (&) (&) @) (&)

T T [ R I R [ D
2, OO 4, 00 6,00 8, OO 10, 00 12, OO 14,00 16, 00 18, OO 20,00 22,00 24,00 2

Figura 105. Cromatograma de 220 a 700 nm
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535 nm
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Figura 106. Cromatograma a 535 nm

Tabla 26. Datos cromatograficos

de la muestra de febrero a 535 nm

Tiempo de
Compuesto Area
retencion
betanina 16,374 15575429
16,965 81222
isobetanina 17,950 1573681
19,280 272664
betanidina 19,534 2745630

Se encuentra un pico principal a un tiempo de retencién de 16,374
minutos identificable como betanina. Su concentracién es muy elevada
encontrandose de forma mayoritaria al resto de compuestos. También se
haya la presencia de isobetanina a un tiempo de retencién de 17, 950 nm y
betanidina con una absorbancia de 542 nm y un tiempo de retenciéon de

19,534 minutos.

280 nm
0,40
o} i
< 0,20 <
T 85 o
M M ~N
] < S
0,00 R W
S e —
200 400 600 800 1000 12,00 1400 16,00 1800 20,00 22,00 24,00 2¢

Figura 107. Cromatograma a 280 nm
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Tabla 27. Datos cromatograficos

0,50 279,2
de la muestra de febrero a 280 nm ]
0,40
Tiempo de ] \
Compuesto Area ] / \
retencion 0.307
2
<
4.360 123990 020
5,317 52401 ]
Tirosina 7,534 393115 °0]
N.IL 14,356 4141553 0,001

" 22000 24000 26000 280,00 0000 320,00 3
Figura 108. Espectro de absorbancia
En el espectro de 280 nm se encontré un pico a una absorbancia
maxima de 279,2 nm y tr 14,353 min que continuamos sin identificar. Por

otra parte, a 2239 nm y con un tiempo de retencién de 7,537

reconocemos el compuesto tirosina con un area de 393115.

243 nm

0,40-

2 i
0,20

0,00

— — — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,0(

Figura 109. Cromatograma a 243 nm

Tabla 28. Datos cromatograficos 0.507

de la muestra de febrero a 243 nm 0,401
Tiempo de 0.30]

Compuesto Area o
retencion <

0,201

Vitamina C 3,683 2140135

0,101

0,001

—— T T T T T T T T T T T
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00 3«

Figura 110. Espectro de absorbancia

Se detecté por ultimo en el extracto de la muestra de febrero sélo

un pico a destacar a 243,8 nm y un tiempo de retencién de 3,683 minutos
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que como hemos venido apuntando anteriormente se trata de 4acido

ascoOrbico.

A continuacién, en la figura 110, destaca la presencia continua del

compuesto sin identificar y la apariciéon de tirosina como intermedio o

punto de partida de la sintesis de pigmentos junto a la vitamina C. A

partir del mes de septiembre comienza la produccién de los pigmentos:

betanina, isobetanina y betanidina.

Area 535 nm

14E+07
1,2E+07
1,0E+07
8,0E+06
6,0E+06
4,0E+06
2,0E+06

0,0E+00

Figura
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111. Evolucién del 4rea de cada compuesto con el tiempo
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Conclusiones

V. CONCLUSIONES

- El fruto de Opuntia stricta se engruesa durante la maduracién, aumentando su peso, pero
mantiene constante la longitud. En estado maduro las dimensiones medias de este fruto

son: 4,7 x 2,9 cm aproximadamente y pesa en torno a los 20g.

- Los pigmentos empiezan a producirse cuatro meses después de la floracion, en la zona

ovarica del fruto, alrededor de las semillas.

- Desde la zona ovarica, los colorantes van pigmentando sucesivamente el epicarpio,

mesocarpio y endocarpio, segun prosigue el proceso de maduracion.

- Tres meses después de la floracién comienza la produccién de vitamina C, que va a ir en
aumento conforme se produzcan y aumenten los pigmentos. Se inicia asi un cambio en el

metabolismo del fruto que finaliza con la maduracién del mismo.

- Cuatro meses después de la floracién comienza simultaneamente la produccion de

azucares, compuestos fendlicos y pigmentos.

- La trosina compuesto del que parte de la sintesis de betalainas, se detecta también a

partir del cuarto mes y en los meses sucesivos junto con los pigmentos.

- Los pigmentos que se producen son betanina, isobetanina y gonfrenina. De ellos la
betanina es el mayoritario seguido de isobetanina, detectindose betanidina en cantidades

bajas.

- La maxima concentracién de pigmentos se obsetva a los 8 meses, resultando por tanto
este tiempo, que coincide con el mes de enero, el mds indicado para la recoleccién de los

frutos con la mayor concentracién de pigmentos.
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