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“Tal vez no existen los buenos y los malos amigos, tal vez solo hay amigos,
gente que nos apoya cuando sufrimos y que nos ayuda a no sentirnos tan
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No hay buenos amigos ni malos amigos, sélo personas con las que uno quiere
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-Stephen King, IT.
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“Efecto del procesamiento térmico sobre el
contenido de betalainas y la actividad antioxidante
del betabel (Beta vulgaris L.)”



Resumen

El betabel (Beta vulgaris L.) es generalmente procesado antes de su consumo, lo cual
influye en la estabilidad de las betalainas, afectando el contenido de compuestos con
actividad antioxidante. El objetivo de este estudio fue investigar la influencia de métodos de
procesamiento como escaldado, tostado y escaldado-tostado en muestras de betabel. El
impacto del procesamiento fue evaluado en nueve muestras sometidas a diferentes
tratamientos térmicos (pulpa escaldada, cascara escalda, pulpay cascara escaldada, pulpa
tostada, cascara tostada, pulpa y cascara tostada, pulpa escaldada-tostada, céscara
escaldada-tostada y pulpa y cascara escaldada-tostada) con base al contenido de
betalainas totales (betacianinas y betaxantinas) y al contenido de compuestos fendélicos
totales. Los resultados mostraron que el tratamiento cascara tostada reporté un contenido
mayor de betalainas y compuestos fendlicos totales comparado con los demas
tratamientos, esto debido a que los compuestos presentes en el betabel (azucares
reductores) cuando son sometidos a tratamientos con calor, forman colores oscuros en las
muestras y por ende en los extractos, que se deben a reacciones de pardeamiento no
enzimatico, dando como resultado melanoidinas coloreadas. Sin embargo, se encontré un

descenso en el contenido de betalainas en los demas tratamientos.

Dado que el contenido de betalainas totales estd ampliamente relacionado con la capacidad
antioxidante, se determiné el contenido de betalainas totales, los compuestos fendlicos
totales y la actividad antioxidante; por los métodos ABTS«* y DPPH?e, para tres tratamientos
cascara tostada, pulpa-cascara tostada y cascara escaldada-tostada. Los resultados
mostraron que con el tratamiento cascara tostada se obtiene la mayor concentracion de
betalainas y compuestos fendlicos totales, en comparacién con los otros tratamientos. En
la actividad antioxidante el tratamiento cascara tostada mostré un 74.4% y 78.9% de
inhibicion del radical ABTS+* y DPPH?e, respectivamente.

En general los tratamientos térmicos disminuyen el contenido de betalainas, los
compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante, sin embargo, el tratamiento
cascara tostada, reportdé un contenido de betalainas mayor, al igual que de compuestos

fendlicos totales y la actividad antioxidante de las muestras evaluadas.



Introduccion

El betabel pertenece a la familia Chenopodiaceae y su nombre botanico es Beta vulgaris L.
Es una planta bienal; florece y produce semilla en el segundo afio, excepto bajo condiciones
especiales (Casseres, 1980). Es rico en fibra (2.9%) como en azucares (6.6%), con un valor
calérico moderado 42.6 cal/100g de producto fresco. Posee un contenido de vitamina A
(1%), Calcio (2%), vitamina C (11%) y Hierro (6%) (Data, 2013). No se considera un vegetal
popular de consumo, sin embargo, es una excelente fuente de betalainas, que son

pigmentos rojos y amarillos que los caracterizan (Lee y col., 2005).

La capacidad antioxidante del betabel se encuentra asociada a la presencia de betalainas
(Czapski y col., 2009). Las betalainas pueden encontrarse en una variedad de especies y
tejidos, pero el betabel y los frutos de cactus pertenecientes al género Opuntia, son las
mayores fuentes alimenticias de estos compuestos. Estas exhiben una actividad
antioxidante y una capacidad de captacion de radicales libres alta (Gandia-Herrero y col.,
2012), si se incorporan a la dieta, éstas pueden proteger a las células de la accion de los
radicales libres y evitar la hemdlisis oxidativa en los glébulos rojos (Azeredo, 2009). Lee y
col. (2005) y Azeredo (2009), encontraron que las betalainas tienen la capacidad de inducir
a la enzima quinona reductasa, la cual es considerada la principal enzima protectora contra

diversos tipos de cancer.

Los antioxidantes son sustancias que acttan protegiendo al organismo de la accién de los
radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento y de algunas enfermedades
degenerativas. Los radicales libres son moléculas, con atomos que tienen un electron en
capacidad de aparearse, por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren el
organismo intentando captar un electron de las moléculas estables, con el fin de lograr su
estabilidad electroquimica y con potenciales reacciones en cadenas destructoras de las
células del cuerpo (Gutiérrez y col., 2007). Los radicales libres pueden dafar biomoléculas
tales como lipidos, acidos nucleicos y proteinas, causando peroxidacion en las membranas

celulares (Leopoldini y col., 2011).

Las propiedades colorantes naturales de las betalainas y la ausencia de su toxicidad
sugieren un uso extenso de las betalainas como aditivos en la industria alimentaria. Esta
contribucién inicia un nuevo enfoque para la quimica de betalainas, especialmente en el

ambito de sus propiedades antioxidantes (Wybraniec y Michalowski, 2011).
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Capitulo 1.

Marco teorico



1.1. Informacidn general del betabel

El betabel se cultiva principalmente en Europa, algunas partes de Asia y Estados Unidos.
El consumo de betabel en México es bajo, donde se aprovecha principalmente para
ensaladas y jugos. Es la fuente principal de obtencion de betalainas (De Azeredo y col.,
2009; Tong y col., 2011) y es uno de los productos més utilizados debido a su alto contenido
de uno de sus componentes, las betacianinas; lo que permite obtenerlas a nivel industrial.

En la figura 1 se muestra la estructura botanica del betabel.

Figura 1. Estructura boténica del Betabel (Beta vulgaris L.).
Fuente: http://www.clubdevegetales.com/Betabel

1.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas del betabel.

El betabel esta considerado como una hortaliza de raiz, aunque en realidad se trata de un
“tallo engrosado bulboso”, y constituye un 6rgano de almacenamiento, principalmente de
azucares y almidones, también las hojas del betabel cocidas son comestibles. El sistema
de raices es muy profundo y ramificado; el tallo floral puede alcanzar una altura de 1 a 1.3
m; presenta flores hermafroditas, con estambres y pistilos pudiendo aparecer solas o en
grupos (panicula) apretados de dos o tres; las hojas son de color verde intenso y los

peciolos son de color rojo o purpura.

Es una planta de clima frio, aunque se puede explotar en clima célido. La temperatura de
germinacion es de 10 a 30°C, siendo la 6ptima entre 20 y 25°C, la temperatura para el
desarrollo es de 16 a 21°C. Esta hortaliza tolera bien las heladas, a temperaturas mayores
de 25°C se forman anillos concéntricos de color blanco en el tallo bulboso y baja el

contenido de azUcares. El betabel es sensible a suelos acidos, se desarrolla mejor en suelos
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neutros y alcalinos, prefiriendo un pH de 6.5 a 7.5, es totalmente tolerante a la salinidad; en
cuanto a textura, se desarrolla mejor en suelos ligeros (arenosos) ya que en suelos

arcillosos se deforman los bulbos.

Para la cosecha se utilizan tres indicadores; uno que implica conocer el didmetro del bulbo
(entre 8 y 10 cm) y otro es el tiempo en dias, 60 a 80 dias para cultivares precoces, 80 a
100 dias para intermedios y 100 a 110 para tardios (SAGARPA, 2013), y finalmente, la
madurez de cosecha, lo que implica que los bulbos se cosechan cuando las raices han

alcanzado el tamafio deseable (UC Davis, 2014).

En la tabla 1 se presenta la composicion fitoquimica del betabel, formada principalmente

por betalainas, conjugados del acido feldrico, amidas fendlicas y flavonoides.

Tabla 1. Composicion fitoquimica del betabel.
Clasificacién Compuestos
1. Betalainas
1.1.Betaxantinas Vulgaxantina |

Vulgaxantina Il

1.2.Betacianinas Betanina
Isobetanina
2. Conjugados del 4cido 5,5’,6,6’-tetrahidroxi-3,3’-biindolil
feldrico

Feruloilglucosa

B-d-fructofuranosil-a-d-(6-O-(E)-
feruloilglucopiranosido)

3. Amidas fenélicas N-trans-feruloiltiramina
N-trans-feruloilhomovanililamina
4. Flavoniodes Betagarina
Betavulgarina
Cocliofilin A

Dihidroisoramnetina

Fuente: (Wootton-Beard y col., 2011)

13



1.1.2. Propiedades antioxidantes del betabel.

El jugo del betabel contiene un alto nivel biolégico accesible de antioxidantes. Sin embargo,
Su consumo no es tan popular como el de otros vegetales como el jitomate, la zanahoria, la
manzana o el mango, tal vez por los problemas de percepcion de sabor y textura, ademas
de que genera coloracién en la orina (Ravichandran y col., 2011; Wootton-Beard y col.,
2011).

El betabel posee pigmentos que pertenecen al grupo de los antioxidantes. Las principales
fuentes vegetales de betalainas son las raices de Beta vulgaris, el tallo de Amaranthus y
los frutos de las especies del género Opuntia (Moreno y col., 2007; Czapski y col., 2009).

Los pigmentos mas abundantes en el betabel son las betalainas, que son quimicamente
definidas como derivados del acido betalamico (figura 4). La capacidad antioxidante del
jugo del betabel estd fuertemente relacionado con la cantidad de pigmentos rojos y
amarillos, que conforman a las betalainas (Czapskiy col., 2009), asi como del alto contenido
de compuestos fendlicos totales (Czapski y col., 2009; Wootton-Beard y col., 2011).

1.2. Antioxidantes y el betabel.

Un antioxidante es una molécula que previene la formacion descontrolada de radicales
libres o inhiben sus reacciones con estructuras celulares (proteinas, carbohidratos, lipidos
y ADN). Como parte del envejecimiento normal del organismo humano se producen un
namero considerable de sustancias quimicamente inestables, llamadas especies reactivas
de oxigeno que en su mayoria son radicales libres. El dafio oxidativo que estas especies
pueden producir en las células es de consecuencias criticas para su funcién, por lo que se
le asocia con el desarrollo de numerosas patologias y enfermedades degenerativas como

el cancer y la diabetes.

Ademas de las defensas enddgenas del organismo contra el dafio oxidativo (enzimas y
coenzimas superéxido dimutasas, gatalasa, peroxidasas GSH y el &cido urico), la ingesta
de moléculas antioxidantes puede neutralizar la produccién y exposicion a los radicales
libres y disminuir los efectos adversos de las especies reactivas del oxigeno en el cuerpo
humano. Los antioxidantes de origen exdgeno pueden ser de naturaleza diversa, como la

vitamina C, la vitamina E, carotenoides, flavonoides, principalmente. Estos difieren unos de
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otros tanto en su mecanismo como en su sitio de accion. Existe evidencia cientifica de que
los compuestos antioxidantes de frutas y vegetales pueden prevenir el dafio oxidativo en
las células, con lo que se reduce el riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas y diabetes, entre otras (Sumaya-Martinez y col., 2010).

El equilibrio entre la producciéon de especies reactivas del oxigeno (EROs) y especies
reactivas de nitrégeno (ERNs), son denominados colectivamente como “RONS”, por lo que
los mecanismos de proteccion contra ellos se consideran importantes para preservar la
salud. Algunos RONS biolégicos son, el anion superéxido (O2), radical hidréxilo (OH"), 6xido
nitrico (NO") y el radical peroxinitrito (ONOO). Los antioxidantes son responsables de
regular estas acciones cuando no son benéficas. Los RONS pueden causar dafio a las
membranas lipidicas (a través de la peroxidacion lipidica), proteinas (a través de la S-
nitrocilacion) y al ADN (mediante la oxidacion nucleétida), mientras que los antioxidantes
por su parte, pueden inhibir directamente el dafio causado por éstas reacciones
proliferativas, al brindar el electron necesario para estabilizar a los RONS sin que vuelvan
a ser reactivos (Wootton-Beard y col., 2011).

Es asi como, el interés especifico del betabel ha surgido debido a que éste posee
compuestos con actividad antioxidante (Wootton-Beard y col., 2011), y es uno de los 10
vegetales con mayor capacidad antioxidante, debido a su alto contenido de betalainas
(Kujala y col., 2000).

1.2.1. Generalidades de los antioxidantes
1.2.1.1. Métodos de cuantificacion de antioxidantes

La actividad antioxidante de frutos puede evaluarse in vitro e in vivo con base a las

reacciones quimicas involucradas, pueden dividirse ademas en dos categorias:

e Basados en la transferencia de un atomo de hidrégeno, donde el antioxidante y el
sustrato compiten por el radical libre sintético, una molécula oxidable y un
antioxidante (Leyva, 2009).

e Basados en la trasferencia de electrones: involucran una reaccion de oxidacion con

el antioxidante que es un indicador del punto final de la misma (Leyva, 2009).
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En la tabla 2 se muestran los métodos segun la reaccion utilizada para la cuantificacion

de la actividad antioxidante.

Tabla 2. Ensayos in vitro de la capacidad antioxidante.

Mecanismo Método
Por transferencia de un » ORAC (del inglés Oxygen radical absorbance
atomo de hidrégeno capacity)
» TRAP (del inglés Total radical trapping antioxidant
parameter)
» 10U (del inglés Inhibited oxygen uptake)
Por transferencia de » TEAC (del inglés Trolox equivalent antioxidant
electrones capacity)
» FRAP (del inglés Ferric ion reducing antioxidant
parameter)
» DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
» ABTS<* 2,2-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-
acido sulfénico)
Otros » TOSC (del inglés total oxidant scavenging

capacity)
Fuente: (Huang y col., 2005)

1.2.1.1.1. Compuesto fendlicos totales

El término compuestos fendlicos totales engloba a todas aquellas sustancias que poseen
varias funciones fenol, unidos a estructuras aromaticas o alifaticas (Gimeno, 2004). Se trata
de un amplio grupo de compuestos producto del metabolismo secundario de las plantas,
que usan como proteccion o pigmentaciéon (Jiménez, 2007). Estas sustancias influyen en la
calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya que actian como colorantes y

antioxidantes (Gimeno, 2004).

Los compuestos fendlicos totales pueden actuar como antioxidantes mediante dos

mecanismos principales:

a) Como captadores de radicales libres: actGan como donantes de hidrégeno o
electrones en reacciones de terminacion que rompen el ciclo de generacion de
nuevos radicales libres, deteniendo las reacciones en cadena en las que estan
implicados los radicales libres, el radical fenoxilo generado es menos reactivo dado

que se estabiliza por resonancia con los electrones “p” del anillo aromatico (Leyva,
2009).
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b) Como quelantes de metales: requiere la presencia de grupos hidroxilos cercanos en
el anillo aromético, de este modo, los o-dihidroxifenoles son secuestradores
efectivos de iones metdlicos e inhiben la generacion de radicales libres al formar
complejos con metales di o trivalentes, especialmente con el hierro y el aluminio
(Gimeno, 2004).

Sin embargo, existen otros factores que afectan la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos totales, como el nimero y posicion de grupos hidroxilo, la presencia de azucares

unidos a ellos y el grado de polimerizacion (Leyva, 2009).

Es importante considerar las estructuras fendlicas que presentan una mayor capacidad
antioxidante in vitro, no necesariamente la tendran in vivo; de la misma forma, los
compuestos fendlicos totales mas abundantes en los alimentos no son necesariamente los

mas absorbidos (Jiménez, 2007).

Entre los métodos cominmente usados en alimentos para determinar el contenido de

compuestos fendlicos totales, destacan:

¢ Ensayo de la vainillina

El ensayo de la vainillina es usado comunmente para determinar polifenoles en alimentos,
destacando la determinacibn de compuestos flavan-3-ol, dihidrochalconas y
proantocianidinas que tienen una unidn simple en la posicion 2,3 y poseen grupos hidroxilos

en la posicion meta del anillo B.

El método de la vainillina se usa ampliamente para la cuantificacion de proantocianidinas
(taninos condensados) en frutas y granos. El ensayo de la vainillina es especifico para
flavan-3-ol, dihidrochalconas y proantocianinas, las cuales tienen un enlace simple en la
posicion 2,3 y poseen grupos hidroxilos en la posicién meta del anillo B. La catequina es un
flavan-3-ol monomérico frecuentemente usado como un estandar en el ensayo de la
vainillina. EI metanol, disolvente usado para el ensayo de la vainillina, puede afectar la
cinética de reaccion de la catequina y taninos con vainillina diferencialmente. El ensayo de
la vainillina en metanol es més sensible para los taninos poliméricos que para los flavan-3-

oles monomeéricos. Este ensayo es generalmente reconocido como un meétodo Util para la
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deteccién y cuantificacion de taninos condensados en plantas debido a su sensibilidad,
especificidad y simplicidad. Sin embargo, debe ser considerada la posibilidad de
interferencias con dihidrochalconas y antocianinas. EI método se puede usar para
cuantificar taninos condensados en un intervalo de 5-500 pg con precision y exactitud
mayores a 1 pg cuando la concentracién 6ptima de reactantes y disolventes son elegidos.

Este método se basa en la condensacion de la vainillina con proantocianinas en una
solucion acidificada. La vainillina protonada, un electrofilo débil, reacciona con el anillo del
flavonoide en la posicién 6 u 8. El producto de esta reaccién se deshidrata facilmente para
dar un color rosa ligero a un intenso rojo cereza. La estabilidad del color del aducto
vainillina-tanino puede incrementarse cuando la luz es excluida y la temperatura de reacciéon
es controlada y entonces se obtienen resultados exactos y reproducibles (Vasquez y col.,
2007).

e Ensayos ultravioleta

Se han realizado numerosos estudios para desarrollar técnicas rapidas de cuantificacién de
compuestos fenélicos mediante ensayos ultravioletas. Cada grupo de compuestos fendlicos
se caracteriza por tener una o varias absorbancias maximas a distintas longitudes de onda
dentro del espectro ultravioleta. Asi, los fenoles simples tienen una absorbancia maxima
entre 220 y 280 nm, mientras que los compuestos fendlicos relacionados presentan una
amplia variacion en la longitud de onda a la cual presentan una absorbancia maxima. Una
de las técnicas mas empleadas dentro de este grupo es la determinacion del acido
clorogénico, el cual se cuantifica después de su extraccidén con etanol y posterior lectura de

la absorbancia méxima a una longitud de onda de 325-328 nm (Vasquez y col., 2007).

e Ensayo de Folin-Ciocalteau

En esta investigacion se utilizo el ensayo de Folin-Ciocalteau, basado en la oxidacion de
los compuestos fendlicos totales por accion del reactivo de Folin-Ciocalteau (formado por
una mezcla de acido fosfotungtico (HsHW12040) y acido fosfomolibdico (HsPMo012040) que
se reduce por accion de los fenoles generando 6xidos azules de tungsteno (WsO23) y de

molibdeno (MogO23). La oxidacion de los fenoles presentes en la muestra causa la aparicion
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de una coloracién azul que presenta un maximo de absorcion a 760nm, y se cuantifica por

espectrofotometria con base a una curva patron de acido gélico (Leyva, 2009).

1.2.1.1.2. Método ABTS*" 2,2’-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico)

El método ABTS** es uno de los mas utilizados para determinar la capacidad de los
compuestos fendlicos totales para capturar radicales libres generados, operando asi en
contra de los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican especies

reactivas de oxigeno (Arnao, 2000; Montoya Yy col., 2003).

El radical libre ABTS<* tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser quimica
(dibxido de magnesio, persulfato de potasio, ABAP (2,2'-azobis(2-amidinopropanol))
(Arnao, 2000; Kuskoski y col., 2004), enzimética (peroxidasa) o también electroquimica
(Imehy col., 2002). Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza

hidrofilica y lipofilica (Kim y col., 2002).

La molécula incolora ABTS se convierte en un radical de color azul-verde (ABTSe") por
oxidacion (figura 2). El radical ABTS* tiene una méxima longitud de onda a 645, 734y 815
nm. La oxidacion del radical ABTS+* comienza inmediatamente pero la absorbancia no es
maxima ni estable hasta después de haber transcurrido 6 h. La maxima absorbancia es
alcanzada después de 12-16 h. La adiciéon de compuestos antioxidantes al radical catién
ABTS<* preformado, reduce hasta un punto y una escala de tiempo dependiendo de la
actividad antioxidante, la concentracion del antioxidante y la duracién de la reaccion. La
disminucién de la absorcion después de la adicibn de antioxidantes es directamente

proporcional al numero de los radicales ABTS «* (Lodzka, 2014).
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Figura 2. ABTS y su producto de oxidacion de un electrén, ABTS-".

1.2.1.1.3. Método DPPH-« (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

El compuesto DPPH se caracteriza por poseer un electron desapareado que es el radical
libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?s), estabilizado por resonancia. Por esta
propiedad, el compuesto DPPH se utiliza como material de referencia para determinar el

poder antioxidante de una sustancia por captura de radicales libres (Avellay col., 2008).

Este método permite la evaluacion de la actividad de sustancias con su radical en una
solucion metandlica que tiene un color violeta intenso que se pierde progresivamente a color
amarillo cuando se afiade la muestra que contiene antioxidantes. La decoloracion del
radical se determina alrededor de 520 nm y la cuantificacion se realiza por lo general

empleando soluciones de Trolox (anélogo sintético de la vitamina E) (Leyva, 2009).

Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un
atomo de hidrégeno o con otra especie radical (R) se produce la forma reducida DPPH-H o
DPPH-R con la consecuente pérdida del color (figura 3) y por lo tanto la pérdida de la

absorbancia (Molyneux, 2004).
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2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidracina (DPPH-H)
(violeta) (amarillo)

Figura 3. Reaccion quimica entre el radical DPPH- y la especie antioxidante.

1.2.2. Fuentes de obtencion de los antioxidantes

Estudios epidemiologicos han demostrado que el consumo de dietas altas en frutas y
vegetales puede contribuir a mantener la salud y a reducir el riesgo de enfermedades
crénicas como enfermedades coronarias, cataratas, cancer, diabetes, Alzheimer y cancer.
La diversidad y complejidad de los fitoquimicos en los frutos frescos y vegetales contribuyen
a que esos efectos no puedan ser imitados por suplementos dietéticos individuales, por lo
tanto el Consejo Nacional de Investigacion (NRC) en Estados Unidos ha recomendado
consumir 5 0 mas raciones de frutas y vegetales para mantener una salud éptima. Esto es
pensado en que la clave para prevenir o reducir el estrés oxidativo es mantener el balance
de los niveles de antioxidantes y los oxidantes end6genos. Los oxidantes causan estrés
oxidativo, resultando en dafios al ADN, lipidos y proteinas, principalmente. Frutas y
vegetales ricos en pigmentos como las antocianinas, betalainas o carotenoides son fuentes
potentes de antioxidantes, y juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y cancer (Jiratanan y col., 2004).

1.3. Betalainas.

1.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas de las betalainas.

El término betalainas se refiere a un grupo de aproximadamente 70 pigmentos
hidrosolubles, con estructuras de glucésidos, derivados de la 1,7-diazoheptametina, y que
se han dividido en dos grandes clases: los rojos o betacianinas, y los amarillos o

betaxantinas.
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Son similares a las antocianinas en apariencia visual. Anteriormente se les llamaba
antocianinas nitrogenadas. Estos pigmentos se encuentran sélo en 10 familias: Aizoaceae,
Amaranthaceae, Basellanaceae, Cactaceae, Chenopodaceae, Didiereaceae,
Holophytaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portulaceae. También se han
encontrado algunas betalainas de origen fungico: como Amanita y Hygrocybe. Al igual que
las antocianinas, se acumulan en las vacuolas celulares de las flores, frutas y hojas que las

sintetizan, principalmente en la epidermis y la subepidermis (Badui-Dergal, 2009).

Las antocianinas y las betalainas, nunca han sido reportadas en la misma planta, por lo que
son mutuamente excluyentes (Kujala y col., 2000; Azeredo, 2009), esto se debe a una
diferencia estructural basada en que el precursor de la betalaina es la tirosina y el precursor
de las antocianinas es la fenilalanina (Stintzing y col., 2004). Las betalainas por su parte
son mas estables al pH y la temperatura, por lo que pueden utilizarse en alimentos
ligeramente acidos, lo que no es posible con las antocianinas (Ravichandran y col., 2011).

Las betalainas son conjugados imonio del &cido betaldmico con ciclo-DOPA (formando
betanidina) o ciclo-DOPA glucosilado (formando otras betacianinas) también conocidos
como amino &cidos o aminas (formando betaxantinas) (Gandia-Herrero y col., 2009).

Las betalainas que van desde un color amarillo-rojo contienen compuestos de nitrégeno
que se derivan de la tirosina. Comprenden dos tipos de pigmentos hidrosolubles: las
betacianinas (que predominan en el betabel caracterizados por pigmentos rojo-violeta) y las

betaxantinas (pigmentos amarillos) (Prudencio y col., 2008; De Azeredo y col., 2009;

Latorre y col., 2010), quimicamente son moléculas derivadas del a4cido betalamico (figura

Rz
Mg 0
(]
N HO N
| OH | OH

4) (Moreno-Alvarez y col., 2002).

Figura 4. Estructura general del a) acido betalamico, b) betaxantinas y c) betacianinas.
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Las betacianinas muestran dos maximos de absorcién, uno en el intervalo UV (270-280
nm), y una segunda en el intervalo visible (535 a 540 nm, en funcion del disolvente). Las
betaxantinas, poseen diferentes aminoacidos o cadenas laterales amino con un maximo de
absorcion a 480 nm (Azeredo, 2009).

Las betalainas poseen un nimero de sustituyentes, tales como: glucosa, acido glucurénico
y apiosa; como mondémeros de azlcar, y compuestos como el acido malénico y acido 3-
hidroxi-3-metil-glutarico, asi como el acido cafeico, acido p-cumarico y acido feldrico, que

representan los constituyentes tipicos acidos (Stintzing y col., 2007).

1.3.2. Estabilidad de las betalainas.

La estabilidad de las betalainas esta fuertemente influenciada por las enzimas presentes
en su estructura y composicion, pH, actividad de agua (aw), oxigeno, luz, metales,
temperatura, acido ascoérbico y azucares (Kujala y col., 2000; Chethana y col., 2007; Lépez
y col., 2009).

1.3.2.1. Estructuray composicién

El betabel poseen enzimas endégenas como la 3-glusidasa, polifenoloxidasa y peroxidasa,
gque de no ser inactivadas, principalmente por escaldado, pueden degradar a las betalainas,
y a su vez el color (Azeredo, 2009; Stintzing y col., 2004), ya que se genera el pardeamiento

enzimatico (Latorre y col., 2010).

1.3.2.2. Actividad de agua (aw)

La estabilidad de las betalainas puede ser afectada por la actividad de agua, ya que es un
factor determinante en la susceptibilidad del pigmento para degradarse. Por lo que se le
atribuye una movilidad reducida de los reactivos o la limitada solubilidad de oxigeno
(Azeredo, 2009).

1.3.2.3. Temperatura

La temperatura es un factor muy importante que influencia la estabilidad de las betalainas,

debido a que como lo mencionan Ravichandran y col. (2011) la degradacion de las
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betalainas posee una relacion directamente proporcional con respecto al aumento de la

temperatura.

1.3.3. Propiedades de las betalainas.

Las betalainas son metabolitos beneficiosos para la salud ya que presentan efectos
antioxidantes y anticarcinogénicos (Lee y col., 2005), intervienen en la disminucion de los
triglicéridos, control de la glucemia y contribuyen a combatir la arteroesclerosis (Moreno y
col., 2007). Asi mismo, resultan importantes en la contribucion de la salud cardiovascular,
ya que reducen la concentracién de homocisteina, que puede ser perjudicial para los vasos

sanguineos (Latorre y col., 2010).

Si se incorporan betalainas a la dieta, éstas pueden proteger a las células y evitar la

hemodlisis oxidativa en los glébulos rojos (Azeredo, 2009).

Lee y col. (2005) determinaron que las betalainas pueden inducir la quinona reductasa,
enzima de detoxificacion potente, asociada con la quimioprevencion del cancer; a través de
la inactivacién y detoxificacibn de carcinbgenos mediante su conversion a derivados
oxigenados que son eliminados rapidamente en orina, sudor y heces, e inducen la apoptosis
en células de hepatoma murino (Hepa 1clc7) (Gasztonyi y col., 2001; Wettasinghe y col.,
2002).

Las primeras investigaciones demostraron la capacidad de captacion de radicales de las
betalainas que se realizaron con los pigmentos presentes en el betabel. Subsecuentes
investigaciones revelaron la existencia de una actividad intrinseca presente en todas las
betalainas y que es modulada por factores estructurales. Ademas, una dieta con una muy
baja concentracion de betanina ha demostrado inhibir la formacién de tumores en el higado
de ratones y protegerlos de los efectos de la radiacion y (Gandia-Herrero y col., 2009). En
los humanos, la concentracion plasmatica de betalainas después de la ingestion es
suficientemente alta que estos compuestos son incorporados a LDL (lipoproteinas de baja
densidad) y a los gl6ébulos rojos, donde pueden proteger a las células del dafio oxidativo y

hemolisis (Gandia-Herrero y col., 2009).
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Objetivos e
hipotesis



Objetivo general

Determinar el efecto del procesamiento térmico sobre el contenido de betalainas,

compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante del betabel (Beta vulgaris L.).

Objetivos especificos

Determinar la concentracion de betalainas totales y compuestos fendlicos totales en
las muestras de betabel sometidas a procesamiento térmico.

Determinar la actividad antioxidante de las muestras de betabel por efecto del
procesamiento térmico.

Establecer la relacion entre el contenido de betalainas totales y compuestos
fendlicos totales, con las distintas actividades antioxidantes de las muestras de

betabel sometidas a procesamiento térmico.
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Hipodtesis

El procesamiento térmico afectara el contenido de betalainas, compuestos fendlicos
totales y la capacidad antioxidante de las diferentes muestras de betabel estudiadas.
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Capitulo 2.
Metodologia



2.1. Obtencion de materia prima.

Las muestras de betabel fueron obtenidas en el mercado 16 de septiembre, Toluca, Estado
de México, en el afio 2013. Las cuales cumplian con los criterios de madurez de cosecha,
presentando una buena calidad, incluyendo que se encontraban lisas y firmes, con formay
tamafio uniforme, sin dafos fisicos, que poseian un color de la piel uniforme y tipica de la

variedad; en éste caso Beta vulgaris L. var. conditiva (UC Davis, 2014).
Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.

2.2. Procesamientos térmicos de las muestras de betabel.

Las muestras fueron lavadas con abundante agua y secadas sobre papel absorbente,
posteriormente fueron cortadas en trozos pequefios (aproximadamente de 0.5 cm de largo
x 0.5 cm de ancho x 0.2 cm de alto); dependiendo de la parte del betabel a utilizar (pulpa,

cascara y pulpa-cascara).

2.2.1. Procesamiento térmico: escaldado para pulpa, escaldado para cascara y

escaldado para pulpa-cascara.

Las muestras del betabel previamente cortadas (pulpa, cascara y pulpa-cascara), se
colocaron en un recipiente con agua a 75 °C, durante 2 min, posteriormente se retiraron del
agua, se colocaron en papel absorbente y se almacenaron en bolsas de plastico por

separado, se etiguetaron y se guardaron en refrigeracién hasta el momento de su andlisis.

2.2.2. Procesamiento térmico: tostado para pulpa, tostado para cascara y tostado

para pulpa-cascara.

Para el procesamiento térmico se sigui6 la metodologia de Ravichandran y col. (2011) con
algunas modificaciones. Se colocaron las muestras del betabel previamente cortadas
(pulpa, cascara y pulpa-cascara), en una sartén de metal inoxidable precalentada a 60 °C,
se agitaron durante 2 min de manera constante para asegurar una distribucion uniforme del
calor, posteriormente se retiraron de la sartén, se colocaron en papel aluminio hasta
enfriarse y se almacenaron en bolsas de plastico por separado, se etiquetaron y se

mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de su analisis.
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2.2.3. Procesamiento térmico: escaldado-tostado para pulpa, escaldado-tostado

para ciscaray escaldado-tostado para pulpa-cascara.

El escaldado-tostado de las muestras de betabel previamente cortadas (pulpa, cascara y
pulpa-cascara), se realiz6 aplicando un escaldado en agua a una temperatura de 75°C por
2 min, posteriormente se retiré el exceso de agua de las muestras colocandolas en papel
absorbente, y se procedid a realizar el tostado, colocando las muestras de betabel
previamente escaldadas en una sartén de metal inoxidable a una temperatura de 60 °C por
2 min y se agitaron manualmente, se retiraron del sartén, se colocaron en papel aluminio y
se almacenaron en bolsas de plastico por separado, se etiquetaron y se mantuvieron en

refrigeracion hasta el momento de su analisis.

2.3. Método de extracciéon de betalainas

Para la extraccion de betalainas se utilizé la metodologia de Ravichandran y col. (2011) con
algunas modificaciones. Se tomaron 0.1 g + 0.001g de las muestras tratadas, y se procedio
a macerarlas en un mortero adicionando 10 mL de una disolucién de etanol-agua (50:50
v/v). Los macerados fueron colocados en un tubo para centrifuga con capacidad de 15 mL,
posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min en una centrifuga (Micro CL 17
Centrifuge Thermo Scientific). El sobrenadante se colecté y la centrifugacion se repitié una

vez mas.

Los sobrenadantes se reunieron y almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta el momento de
ser utilizados en la determinaciéon de betacianinas, betaxantinas, compuestos fendlicos

totales vy la actividad antioxidante.

2.4. Determinacidn de la concentracidn de betalainas totales.

La concentracion de betalainas totales fue determinada acorde a lo establecido por
Ravichandran y col. (2011). Por lo que se determind el contenido de betacianinas y
betaxantinas en los extractos, a 540 nm y 480 nm, respectivamente, en un
espectrofotébmetro UV-Visible (Velab). La lectura de la absorbancia obtenida se utiliz6 para

calcular la concentracion de betacianinas y betaxantinas, posteriormente se calculé el
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contenido de betalainas totales para cada tratamiento, mediante la adicion de las 2

anteriores.

El contenido de betalainas (BT) se calcul6 con la siguiente formula:

BT (mg/100g) = (BC + BX) mg/100g

(Ax DF x MW x 10°)

BC; BX (mg/100g) = exD

Donde:

e Aes laabsorbancia,

o DF es el factor de dilucién, y

e | eselancho de lacelda (1 cm).

e Para la cuantificacién de las betacianinas (BC); el peso molecular (MW) es MW=
550 g/mol y el coeficientes de extincion molar (e) es e= 60000 L/mol cm en H.0O

e Para la cuantificacion de las betaxantinas (BX), el peso moleculares (MW) es MW=
308 g/mol y el coeficientes de extincion molar (e) es e=48000 L/mol cm en H,O

2.5. Determinacion de compuestos fenélicos totales.

El contenido de compuestos fendlicos totales fue determinado por el ensayo Folin-
Ciocalteau, y fue expresado como equivalente de acido géalico (EAG), y se determinaron

con base a una curva estandar (0-5 mg/L &cido galico) (Anexo A).

A 20 uL del control y las muestras tratadas se le adicionaron 250 uL del reactivo Folin-
Ciocalteau 1N. La mezcla se agité vigorosamente en un vortex, después se mezclaron con
1.25 mL de una disolucién de carbonato de sodio al 20%, finalmente se le adicionaron 480
uL de agua destilada y la muestra de dejo incubar durante 90 min. Después de la
incubacién, las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotometro UV
visible, la absorbancia de la mezcla se ley6 a 760 nm usando el respectivo solvente como

blanco. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (mg EAG).
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2.6. Determinaciéon de la actividad antioxidante

2.6.1. ABTS<"2,2’-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico)

Para la evaluacion de la actividad antioxidante se utilizé el método de Pellegriniy col. (2006)
modificado por Lopez-Martinez y col. (2009). Se prepard una solucion stock de ABTS-",
mezclando una alicuota de 5 mL de la solucién ABTS (7 mM) y 88 uL de persultato de
potasio (140 mM), seguido de reposo en la oscuridad durante 12 h hasta producir una
disolucion de color verde oscuro. Posteriormente la disolucién se diluyé con metanol hasta
que la absorbancia alcanzé 0.74 a 734 nm. Se utilizd una solucién de Trolox (0.02 mM)
como antioxidante positivo. Se tomo6 la lectura de un blanco del reactivo (Ao).
Posteriormente se colocaron 3.0 mL de la disolucién del reactivo ABTS+* y se combinaron
con 100 pL de cada extracto a una concentracion estandarizada de 0.6 mg/L (compuestos
fendlicos totales), la lectura de la absorbancia se realiz6 después de 10 min de combinar el
extracto con la disolucién del reactivo ABTS* (A)) en un espectrofotometro de arreglo de
diodos (Hewllet Packard HP8452A). El porcentaje de inhibicion del ABTS«* se calcul6 de la

siguiente forma:

% inhibicion = [(Ac-Ai)/Ac] x 100
Donde:

e Ao Absorbancia inicial.

e A Absorbancia final.

2.6.2. DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

La actividad anti-radical fue adaptada del método de Lopez-Martinez y col. (2009). Los
extractos se ensayaron a una concentracién estandarizada de 0.6 mg/L (compuestos
fendlicos totales). La reaccién con el radical DPPH?e se llevo a cabo en tubos de polipropileno
a temperatura ambiente (25°C). Los extractos anteriormente ensayados se adicionaron a
2.8 mL del radical (DPPHe, 98.9 mM en metanol) y se agité en vortex por 15 segundos. La
disminucién en la absorbancia del DPPH* se midié a 520 nm en un espectrofotometro,
iniciando en el tiempo en el que recién se afiadio la solucién y cada 10 min hasta que no se
observé cambio en la absorbancia de las muestras (90 min). Se utiliz6 metanol como

blanco, Trolox (0,02 mM) fue un control positivo antioxidante y el control fue una mezcla de
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2.8 mL de DPPH+ y 100 pL de metanol. La actividad antioxidante se expres6 como el

porcentaje de inhibicion, calculado de la siguiente manera:
% inhibicion = [(Ao-Ai)/Ao] x 100
Donde:

e Ao Absorbancia inicial.

e A Absorbancia final.

2.7. Anélisis estadistico

Para todos los experimentos se realizé un disefio por bloques completamente al azar y la
significancia (p<0.05) de diferencia de medias entre tratamientos fue establecido utilizando
ANOVA seguido de una comparacién de Tukey utilizando el software SPSS 18 para

Windows.
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Capitulo 3.

Resultados y
discusion



3.1. Procesamientos térmicos de las muestras de betabel.

Debido al tratamiento previo en las muestras de betabel, se observé un aumento o
disminuciéon en la coloracion de los extractos etandlicos, esto debido a que algunos
tratamientos térmicos aumentan el contenido de compuestos coloreados (melanoidinas) o
desnaturalizan el contenido de betalainas del betabel, las cuales son las responsables del
color tan caracteristico de éste vegetal (Badui-Dergal, 2009).

En la figura 5 se muestran los extractos obtenidos, donde se encontré un extracto de
betalainas mas pigmentado en el tratamiento cascara tostada, pulpa-cascara tostada,
cascara escaldada-tostada, pulpa-cascara escaldada, cascara escaldada, pulpa tostada,
pulpa escaldada-tostada, pulpa-cascara escaldada-tostada y pulpa escaldada, tal y como
se puede apreciar en la figura, ya que la coloracion de los diferentes extractos luego de
aplicar los tratamientos térmicos fueron muy diferentes, yendo de un rojo intenso a un rosa

palido, determinados mediante un analisis visual.

-]

Pulpa escaldada-tostada
Pulpa escaldada Pulpatostada

Céscara escalda Cascara tostada Cascara escaldada-tostada

\

Pulpa y cascara escaldada Pulpay cascara tostada Pulpay cascara escaldada-tostada

Figura 5. Extractos etandlicos del betabel.



La temperatura es un factor muy importante que influencia la estabilidad de las betalainas,
debido a que como lo mencionan Ravichandran y col. (2011) la degradacion de las
betalainas posee una relaciéon directamente proporcional con respecto al aumento de la

temperatura.

Los pigmentos del betabel pueden ser obtenidos por medio de una extraccién acuosa,
aungue, en la mayoria de los casos, se utilizan soluciones de etanol-agua (20 al 50% v/v
de etanol) las cuales son necesarias para completar la extraccion (Azeredo, 2009; Lopez y
col., 2009). En este caso se utilizo una mezcla extractora etanol-agua (50:50 v/v), tal y como
lo hicieron Ravichandran y col. (2011) quienes demostraron que extraer las betalainas con
una mezcla extractora similar a la utilizada en este estudio, permite una alta estabilidad de
las betalainas, en comparacién con otros extractos y a otras concentraciones de etanol. La
degradacion de la membrana celular permeable obtenida a partir de la maceracion es el
factor que mayormente determina la eficiencia de la extraccion de las betalainas (Azeredo,
2009) y compuestos fendlicos totales.

3.1.1. Procesamiento térmico: escaldado para pulpa, escaldado para cascara y

escaldado para pulpa-cascara.

De forma tedrica, éste tratamiento permite inactivar enzimas propias del betabel como f3-
glusidasa, polifenoloxidasa y peroxidasa, que de no ser inactivadas, pueden degradar a las

betalainas, y a su vez el color (Stintzing y col., 2004; Azeredo, 2009).

3.1.2. Procesamiento térmico: tostado para pulpa, tostado para cascara y tostado

para pulpa-cascara.

En estudios realizados por Ravichandran y col. (2011) se menciona que procesos como el
tostado aumentan la capacidad antioxidante del betabel, esto debido a la formacion de
compuestos coloreados (melanoidinas) a partir de reacciones de Maillard que poseen

actividad antioxidante.

De manera general se encontré que las muestras de betabel expuestas a éste tratamiento
(cdscara tostada y pulpa-cascara tostada) se tornaron de un color mas oscuro a diferencia
de las muestras procesadas por escaldado, donde la coloracién de las mismas disminuyo,
ya que en el escaldado, el agua utilizada se torné de un color ligeramente violeta, lo cual

corresponde al contenido de betalainas perdidas en éste procesamiento térmico.
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Badui-Dergal (2009) menciona que mediante la exposicion al calor se generan una serie de
reacciones en donde interactlan los diferentes compuestos presentes en el betabel, de ésta
forma los colores oscuros se deben a reacciones de pardeamiento no enzimatico entre las
proteinas y los azucares reductores, dando como resultado melanoidinas coloreadas, que
originan un color incluso negro, estos compuestos generados a partir de reacciones de
Maillard poseen actividad antimicrobiana, antimutagénica, antitumoral y antioxidante,
producen supresion del crecimiento celular tumoral e inhibicién de enzimas digestivas. Su
papel como antioxidante in vivo no es conocido aunque distintos estudios in vitro apoyan su
papel benéfico como antioxidante del radical hidroxilo, superoxido y peroxilo (Valls-Bellés y
col., 2004).

3.1.3. Procesamiento térmico: escaldado-tostado para pulpa, escaldado-tostado
para cascaray escaldado-tostado para pulpa-cascara.

Este tratamiento se propuso para determinar si una muestra de betabel sometida a
tratamientos térmicos prolongados se ve afectada en cuanto al contenido de betalainas

totales, en éste caso mediante la realizacién de un escaldado y luego un tostado.

Las muestras expuestas a éste tratamiento presentaron un aspecto seco y de color oscuro,

debido al escaldado y tostado al que fueron sometidas.

3.2.  Andlisis preliminar: 9 Tratamientos (pulpa escaldada, cascara escaldada,
pulpa-cascara escaldada, pulpa tostada, cascara tostada, pulpa-cascara
tostada, pulpa escaldada-tostada, cascara escaldada-tostada y pulpa-cascara
escaldada-tostada).

3.2.1. Determinacion de betacianinas, betaxantinas y betalainas totales.

Se determiné el contenido de betacianinas, betaxantinas y betalainas totales presentes en
las diferentes muestras de betabel para evaluar el impacto del procesamiento térmico de

cada uno de los tratamientos.

El contenido de betacianinas y betaxantinas se muestran en la figura 6 y 7, respectivamente
(valor exacto de las concentraciones reportado en el anexo B). Este contenido se ve

claramente afectado por los procesamientos térmicos, encontrando que el escaldado,
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tostado o la combinacién de éstos, afecta de manera directa la concentracién de estos
compuestos en las diferentes muestras, sin embargo, se observa que el tratamiento cascara
tostada presenté una mayor disponibilidad en el contenido de betacianinas y betaxantinas.

El contenido de betacianinas derivado de los diferentes métodos de procesamiento térmico
presentaron diferencia significativa en los métodos de procesamiento (p<0.05). Los
métodos pulpa escaldada, pulpa-cdscara escaldada-tostada, pulpa tostada y pulpa
escaldada-tostada no presentaron diferencia significativa entre si, al igual que los métodos
pulpa tostada, pulpa escaldada-tostada y cascara escalda; cdscara escalda y cascara
escaldada-tostada; cascara escaldada-tostada y pulpa-cascara tostada; pulpa-cascara
tostada y pulpa-cdscara escaldada, pero estos métodos si presentaron diferencia
significativa (p<0.05) al compararlos con el método de procesamiento cascara tostada

(figura 6).
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Escaldado Tostado Escaldado-tostado

Figura 6. Contenido de betacianinas (BC) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra
muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). P: pulpa; C: cascara; PC: pulpa-cascara.

El contenido de betacianinas en la pulpa del betabel después de ser tratada mediante los
procesamientos térmicos disminuye en el siguiente orden escaldado-tostado, tostado,
escaldado. En el caso de la cascara éste valor disminuye en el siguiente orden de acuerdo
a los tratamientos térmicos aplicados: tostado, escaldado-tostado, escaldado. Finalmente
para el caso de la muestra de pulpa-cascara, el valor de betacianinas después de los

tratamientos con calor, fue el siguiente: tostado, escaldado y escaldado-tostado.
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Para el caso del contenido de las betaxantinas se encontrd que los diferentes métodos de
procesamiento térmico presentaron diferencia significativa en los métodos de
procesamiento (p<0.05). Los métodos pulpa escaldada, pulpa escaldada-tostada, pulpa
tostada y pulpa-cascara escaldada-tostada no presentaron diferencia significativa entre si,
al igual que los tratamientos céscara escalda y cascara escaldada-tostada; pero estos
métodos si presentaron diferencia significativa al compararlos con los métodos de
procesamiento pulpa-cdscara escaldada, pulpa-cdscara tostada y cascara tostada (figura
7).
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Figura 7. Contenido de betaxantinas (BX) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra muestran
diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia significativa
(p>0.05). P: pulpa; C: cascara; PC: pulpa-cascara.

El contenido de betaxantinas en la pulpa del betabel después de ser tratada mediante los
procesamientos térmicos disminuye en el siguiente orden tostado, escaldado-tostado,
escaldado. En el caso de la cascara éste valor disminuye en el siguiente orden de acuerdo
a los tratamientos térmicos aplicados: tostado, escaldado-tostado, escaldado. Finalmente
para el caso de la muestra de pulpa-cascara, el valor de betaxantinas después de los

tratamientos con calor, fue el siguiente: tostado, escaldado y escaldado-tostado.
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Un estudio presentado por Jiratanan y col. (2004) mostré que los tratamientos térmicos
afectan directamente el contenido de betacianinas y betaxantinas, reduciendo en un 65.3%
la concentracion de éstas sometidas a un proceso térmico de 115°C por 45 min.

El contenido de betalainas totales se muestra en la figura 8 (valor exacto de las
concentraciones reportado en el anexo B). Se realiz6 el analisis en las diferentes muestras
de betabel después de los procesamientos térmicos. El tratamiento cascara tostada mostro
una concentracion de betalainas totales mayor, seguida por los tratamientos pulpa-cascara
tostada, cdscara escaldada-tostada, pulpa-cdscara escaldada, cascara escaldada, pulpa
tostada, pulpa escaldada-tostada, pulpa-cascara escaldada-tostada y pulpa escaldada. Los
resultados muestran de manera general que los procesamientos térmicos aplicados afectan

el contenido de betalainas de las diferentes muestras de betabel estudiadas.

En el contenido de betalainas totales se observa que el tratamiento cascara tostada muestra
una diferencia significativa con todos los métodos de procesamiento (p<0.05). Los
tratamientos cascara escaldada-tostada y pulpa-cdscara tostada, no presentaron diferencia
significativa entre si, y al compararlos el tratamiento cascara tostada, se encontr6 que estos
cuatro tratamientos poseen un contenido de betalainas mayor a diferencia de los demas
tratamientos (figura 8). De la misma forma los tratamientos pulpa escaldada y pulpa-céascara
escaldada-tostada no presentaron diferencia significativa entre si, al igual que los métodos
pulpa-cascara escaldada-tostada, pulpa escaldada-tostada y pulpa tostada; pulpa tostada

y cascara escalda, cascara escalda y pulpa-cascara escaldada.

40



1200

[uny
o
o
o

800

600

m BT
400

mg/100 g de muestra fresca

200

C C PC

Escaldado Tostado Escaldado-tostado

Figura 8. Contenido de betalainas totales (BT) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra muestran
diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia significativa
(p>0.05). P: pulpa; C: cascara; PC: pulpa-cascara.

El contenido de betalainas totales en la pulpa del betabel después de ser tratada mediante
los procesamientos térmicos disminuye en el siguiente orden tostado, escaldado-tostado,
escaldado. En el caso de la cascara éste valor disminuye en el siguiente orden de acuerdo
a los tratamientos térmicos aplicados: tostado, escaldado-tostado, escaldado. Finalmente
para el caso de la muestra de pulpa-céscara, el valor de las betalainas totales después de

los tratamientos con calor, fue el siguiente: tostado, escaldado y escaldado-tostado.

3.2.2. Determinacion de compuestos fendélicos totales.

La cuantificacién de los compuestos fendlicos totales de los diferentes procesamientos
térmicos aplicados, se determinaron mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau, los resultados
se presentan en la figura 9 (valor exacto de las concentraciones reportado en el anexo B).
El tratamiento cascara tostada mostré un contenido de compuestos fendlicos totales de
633.24 mg GAE/100 g en muestra fresca, seguida por los tratamientos pulpa-cascara
tostada, cascara escaldada-tostada, pulpa-cascara escaldada, cascara escaldada, pulpa

tostada, pulpa escaldada-tostada, pulpa-cascara escaldada-tostada y pulpa escaldada.

En general, los procesamientos térmicos ensayados tienen el mismo efecto sobre el

contenido de betalainas y compuestos fendlicos totales. En el caso del tratamiento cascara
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tostada que fue el que presentd el mayor contenido de compuestos fendlicos totales a
diferencia de los demés tratamientos evaluados; Kujala y col. (2000), demostraron que en
la cascara del betabel hay un contenido fendlico mayor, en comparacion con la coronilla y
la pulpa, asi como de &cido felurico, con lo cual se podria corroborar la relacion de que
aquellas muestras con cascara poseen una concentracion mayor de compuestos fenolicos
totales a diferencia de las muestras que solo poseian pulpa como pulpa escaldada, pulpa
tostada y pulpa escaldada-tostada. Sin embargo, se encontré que el tratamiento pulpa-
cascara escaldada-tostada también posee un contenido muy bajo de compuestos fendlicos
totales a pesar de tener céscara, dicho resultado se podria atribuir a que la muestra con
pulpa-cascara fue sometida a dos tratamientos térmicos; escaldado y tostado, y se tiene
que la degradacion de las betalainas posee una relacidon directamente proporcional con

respecto al aumento de la temperatura.

Kujala y col. (2000), encontraron que el contenido de compuestos fendlicos totales en la
pulpa del betabel fue de 1020 mg EAG/100 g de vegetal, mientras que la cascara posee un
valor de 3870 mg EAG/100 g de vegetal. En general estos valores son mayores a los
obtenidos. Lo que confirma que de alguna forma las muestras del betabel sometidas a
tratamientos con calor degradan estos compuestos. Sin embargo se observa en la figura
que en general, al comparar el contenido de compuestos fendlicos totales, con el
tratamiento cascara tostada se presenta un aumento del contenido de estos compuestos a

diferencia de la cascara escaldada y escaldada-tostada.

Por otro lado, en un andlisis realizado por Jiratanan y col. (2004) se demostré que
tratamientos térmicos aplicados al betabel aumentan hasta en un 5% la concentracion de
compuestos fendlicos totales, aun al aplicar temperaturas de 105, 115y 125°C, por un lapso
de hasta 45 min.

Ravichandran y col. (2011) mencionan que se puede tener una disminucion en el contenido
de betalainas, sin embargo, a medida que esto sucede se incrementa la actividad
antioxidante del betabel, esto esta probablemente relacionado con los distintos contenidos
de vitaminas y compuestos fendlicos, que actlan sinérgicamente, pero que son sensibles

de manera diferente a los procesos térmicos aplicados.

En el contenido de compuestos fendlicos totales se observa que el tratamiento cascara

tostada muestra una diferencia significativa (p<0.05) con todos los métodos de
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procesamiento, sin embargo, los tratamientos cascara escaldada-tostada y pulpa-cascara
tostada, no presentaron diferencia significativa entre si, y ademés son los 2 tratamientos, a
diferencia del de céscara tostada, en los que el contenido de compuestos fendlicos totales
fue mayor, comparado con los demés tratamientos (figura 9). De la misma forma los
tratamientos pulpa escaldada, pulpa-cascara escaldada-tostada, pulpa escaldada-tostada
y pulpa tostada no presentaron diferencia significativa entre si, al igual que los métodos
pulpa-cascara escaldada-tostada, pulpa escaldada-tostada, pulpa tostada y cascara

escalda; cascara escalda y pulpa-ciscara escaldada.
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Figura 9. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada
barra muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). P: pulpa; C: cascara; PC: pulpa-cascara.

El contenido de compuestos fendlicos totales en la pulpa del betabel después de ser tratada
mediante los procesamientos térmicos disminuye en el siguiente orden tostado, escaldado-
tostado, escaldado. En el caso de la cascara éste valor disminuye en el siguiente orden de
acuerdo a los tratamientos térmicos aplicados: tostado, escaldado-tostado, escaldado.
Finalmente para el caso de la muestra de pulpa-cascara, el valor de los compuestos
fendlicos totales después de los tratamientos con calor, fue el siguiente: tostado, escaldado

y escaldado-tostado.
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Como se ha observado los resultados encontrados muestran que hay una relacién muy
estrecha entre el contenido de betalainas y los compuestos fendlicos totales, ya que como
lo mencionan Czapski y col. (2009), la capacidad antioxidante del betabel esta fuertemente
relacionada con la cantidad de pigmentos rojos, en este caso de betalainas, asi como del
alto contenido de compuestos fendlicos totales. De ahi la importancia de aplicar nuevos
procesamientos térmicos a éste vegetal para consumo humano, sin que se presente una
pérdida significativa de betalainas o su capacidad antioxidante, y con ello una posible

propiedad benéfica a la salud.

Cabe destacar que los frutos que contienen betalainas también poseen compuestos de
naturaleza fendlica de diferentes tipos, excepto antocianinas, pues estas dos clases de
pigmentos son mutuamente excluyentes. En betabel (Beta vulgaris L.), Kujala y col. (2000)
sefalaron un contenido mayor de betalainas respecto al contenido de compuestos fendlicos
totales, tal y como se encontré en el presente trabajo (valor exacto de las concentraciones
reportado en el anexo B).

Dado que el ensayo de Folin-Ciocalteau no es especifico para compuestos fendlicos, pues
compuestos como azlcares y algunos aminoacidos también los reducen (Robbins, 2003),
los valores de los compuestos fendlicos totales en los extractos etanélicos de las muestras
de betabel podrian estar sobreestimados. Entre los compuestos fendlicos solubles en el

extracto etandlico del betabel esta un éster del acido felurico (Kujala y col., 2000)

3.3. Andlisis de las muestras con mayor contenido de betalainas totales: cascara
tostada, pulpa-cascara tostaday cascara escaldada-tostada.
3.3.1. Determinacion de la concentracion de betacianinas, betaxantinas y betalainas

totales.

Dado que en el andlisis anterior se determind que existe una estrecha relacion entre el
contenido de betalainas y de compuestos fendlicos totales, se determiné continuar con éste
estudio, solo con los tres métodos con un menor efecto sobre éstos compuestos (cascara
tostada, pulpa-cascara tostada y cascara escaldada-tostada), para asi analizar en general
la relacion del contenido de betalainas, compuestos fendlicos totales y las actividades

antioxidantes de los diferentes procesamientos térmicos evaluados.
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El contenido de betacianinas y betaxantinas se muestra en la figura 10 y 11,
respectivamente (valor exacto de las concentraciones reportado en el anexo B). De la
misma forma que en el analisis anterior, respecto al contenido de betacianinas, se encontro
gue el tratamiento cdscara escaldada-tostada mostrd la mayor pérdida del contenido de
betacianinas mientras que el tratamiento cascara tostada fue el que presenté un aumento
en la concentracion de éstas, a diferencia de los demés tratamientos. De la misma forma
se observé una diferencia significativa (p<0.05) entre los tres procesamientos térmicos para

el caso del contenido de betacianinas (figura 10).
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Figura 10. Contenido de betacianinas (BC) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra muestran
diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en méas de una columna representan que no hay diferencia significativa
(p>0.05). *Cascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).

En el caso del contenido de las betaxantinas, se puede observar en la figura 11 que éstos
compuestos siguieron la misma tendencia que la figura donde se reporta el contenido de
betacianinas. Es asi como en conjunto se tiene que el tratamiento cascara tostada
incremento su contenido de estos compuestos, y posee diferencia significativa con los otros
dos tratamientos. Por Ultimo se tiene que el tratamiento cascara-escaldada tostada,
presento la mayor pérdida de estos compuestos, debido a la combinacién de 2 tratamientos

con calor a los que fue sometida la muestra.
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Figura 11. Contenido de betaxantinas (BX) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra muestran
diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia significativa
(p>0.05). *Céscara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).

El contenido de betalainas totales se muestra en la figura 12 (valor exacto de las
concentraciones reportado en el anexo B). Se realiz6 el analisis en las diferentes muestras
de betabel después de los procesamientos térmicos, el tratamiento cascara tostada
presentd un contenido de betalainas totales mayor, seguida por los tratamientos pulpa-

cascara tostada y cascara escaldada-tostada.

En el contenido de betalainas totales se observa que todos los tratamientos presentan

diferencia significativa entre si (p<0.05) (figura 12).
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Figura 12. Contenido de betalainas totales (BT) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra
muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). *Cascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).

3.3.2. Determinacion de compuestos fenélicos totales.

Se determind el contenido de compuestos fendlicos totales en los diferentes
procesamientos térmicos aplicados al betabel (cascara tostada, pulpa-cascara tostada y
cascara escaldada-tostada). El contenido de compuestos fendlicos totales se muestra en la
figura 13 (valor exacto de las concentraciones reportado en el anexo B). El analisis realizado
en las diferentes muestras demostré que el tratamiento cascara tostada muestra un alto
contenido de compuestos fendlicos totales en comparacion con los otros tratamientos,
mientras que el tratamiento cascara escaldada-tostada fue el que exhibié una concentracion

menor de compuestos fendlicos totales.

En la figura 13 se observa que todos los tratamientos evaluados presentaron diferencia
significativa entre si (p<0.05). Este andlisis demuestra que debido a que las muestras
evaluadas poseen cascara, ésta aumenta significativamente el contenido de compuestos
fendlicos totales presentados. Ademas se encontr0 que en el tratamiento céscara
escaldada-tostada, éste presenta la menor concentracion de éstos compuestos a diferencia

de los demas tratamientos, ya que la céscara del betabel fue sometida a 2 procesos
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térmicos: escaldado y tostado, disminuyendo el contenido de betalainas, y con ello, los
compuestos fendlicos totales. Cabe destacar que la céscara del betabel es alta en
compuestos fendlicos totales, con lo cual se corrobora ésta relacion, lo cual significa que la
cascara presente en las muestras fue crucial para seguir manteniendo la concentraciéon de

éstos compuestos.
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Figura 13. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada
barra muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). *Cascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).

3.3.3. Determinacién de la actividad antioxidante total por el método ABTS<*y DPPH-

La capacidad antioxidante por el método ABTS+"y DPPH?- de los procesamientos térmicos
evaluados se presentan en las figuras 14 y 15, respectivamente (valor exacto de las
concentraciones reportado en el anexo B). De acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA)
existe una diferencia significativa entre todos los tratamientos aplicados (p<0.05). En todas
las muestras existe una pérdida de la capacidad de inhibicion de los radicales ABTS<* y
DPPHe- después de cualquier tratamiento térmico. Sin embargo, se observa una menor
pérdida de la actividad antioxidante mediante el tratamiento cdscara tostada; 25.7% para
ABTS+* y 21.02% para DPPH-, en comparacién con el tratamiento cascara escaldada-
tostada, que mostré una mayor pérdida de la actividad antioxidante; 71.3% para ABTS*"y
61.6% para DPPH-.

Esto puede explicarse debido a la relacién que existe entre los procesos térmicos a los que

fueron sometidos, es decir, el tratamiento cascara escaldada-tostada exhibié la mayor
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pérdida de actividad antioxidante debido a que se le aplicaron 2 procesos térmicos, en
comparacion con cascara tostada y pulpa-cascara tostada, que solo fueron sometidos a un

procesamiento térmico.

Las betalainas presentes en el betabel aumentan su actividad antioxidante a medida que
se incrementa el nimero de los grupos hidroxil/imino, pero sobre todo depende de la
posicion de los grupos hidroxil y la glicosilacion de los aglicones en las moléculas de las

betalainas (Cai y col., 2003).

En un estudio presentado por Wettasinghe y col. (2002), se demostré que las betalainas
son muy eficientes en la reduccion del radical ABTS«* (hasta en un 85%). Este valor
presentado posee una diferencia menor al compararlo con el tratamiento cascara tostada.
De manera general se observé la relacion entre el contenido de betalainas y su capacidad

antioxidante para la reduccién del radical ABTSe*.
Asi mismo se puede apreciar en la figura 14 que todos los tratamientos presentaron
diferencia significativa (p<0.05) en cuanto al porcentaje de inhibicion del radical ABTS+*,

siendo el tratamiento cascara tostada el que presenta un mayor contenido de actividad

antioxidante.
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Figura 14. Actividad antioxidante por el método ABTS-* después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra
muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). *Cascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).
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La capacidad para secuestrar el radical DPPHe+ esta en funcién del contenido del principio
activo presente en cada una de las plantas en estudio. La reduccion de la concentracion
del radical DPPH- esta indicada como el decremento de la absorbancia en el tiempo. La
reaccion producida es la siguiente:

DPPH + R - DPPH —R

Al llevar a cabo el analisis de medias por el método de Tukey, se observé que el porcentaje
de inhibicion del radical DPPHe variaron entre cada tratamiento aplicado (figura 15), siendo
el tratamiento céscara tostada el que exhibi6 un mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con los demas tratamientos.
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Figura 15. Actividad antioxidante por el método DPPH- después de los tratamientos térmicos. Letras diferentes en cada barra
muestran diferencia significativa (p<0.05), letras iguales en mas de una columna representan que no hay diferencia
significativa (p>0.05). *Céascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT) y cascara escaldada-tostada (CET).

Ravichandran y col. (2011) encontraron que la actividad antioxidante del betabel a
diferentes condiciones de tratamientos térmicos (cocido y tostado) aumento
significativamente, lo que demuestra que la actividad antioxidante no sélo depende de la
presencia de betalainas sino también de otros compuestos coloreados que se pudieron
haber incrementado durante los tratamientos. Por otro lado Gandia-Herrero y col. (2009)

mencionan que las betaxantinas poseen una alta actividad antioxidante y actividad
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captadora de radicales libres, que no esté relacionado con la presencia de grupos hidroxi
fendlicos. Esto puede ser en general para todas las betalainas, las cuales contienen un

sistema de resonancia electrénica similar.

Asi mismo, estos resultados concuerdan con los resultados de Dewanto, Wu, Adom y Liu
(2002) y Dewanto, Wu y Liu (2002) quienes encontraron que debido a los procesos térmicos
hubo un mayor valor nutricional de los tomates y el maiz por el incremento de la actividad
antioxidante. Esto probablemente se deba a sus diferentes contenidos de vitaminas y
compuestos fendlicos, los cuales actlan sinérgicamente pero que son sensibles de manera
diferente a los procesos térmicos a los que fueron sometidos. También de acuerdo a
Adefegha y Oboh (2009) la coccién provoca un incremento significativo de la actividad

antioxidante en loa vegetales tropicales de hojas verdes.

Los resultados mostrados sefialan que existe una variada actividad antioxidante entre las
diferentes muestras de los procesamientos térmicos aplicados, caracterizada por su
diferente porcentaje de inhibicion. De acuerdo a la actividad antioxidante determinada
mediante ambos métodos, los tratamientos guardan el siguiente orden de mayor a menor

valor, cascara tostada > pulpa-cdscara tostada > cascara escaldada-tostada.

La mayor o menor actividad antioxidante, no siempre esta relacionada con la concentracion
de compuestos fendlicos totales, asi Okawa y col. (2001) reportaron que cuando se evalla
la capacidad de secuestro de radicales libres no siempre es importante el contenido de
polifenoles sino la posicion del grupo hidroxilo; relacibn que también se aprecia mas
adelante en la tabla 3 donde se analiz6 la correlacion entre los compuestos fenélicos totales
y las actividades antioxidantes. Singh y col. (1999) mencionan que el coeficiente de
inhibicién varia dependiendo de la granulometria de las muestras, el lugar de origen, las

condiciones climéaticas y el tratamiento de los alimentos.

De la misma forma Wybraniec y col. (2011) mencionan que la alta actividad antioxidante de
las betalainas se ve afectada no sélo por la presencia de uno o dos grupos fendlicos, sino

también por otros factores estructurales, no investigados hasta el momento.

Asi mismo, cabe mencionar que ya que el betabel es un érgano de almacenamiento
principalmente de azlcares y almidones, que fue utilizado bajo diferentes condiciones de
procesamientos térmicos, es importante resaltar, que debido a esta exposicion al calor, se

generan una serie de reacciones donde interactdan los diferentes compuestos presentes
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del betabel, entre ellas el pardeamiento no enzimatico, lo que da como resultado

melaniodinas coloreadas, que son compuestos con actividad antioxidante.

3.3.4. Relacion entre el contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos
totales, con las distintas actividades antioxidantes.

Se realiz6 un analisis de las correlaciones de Pearson (r) entre los caracteres cuantitativos
evaluados: contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos totales con las distintas
actividades antioxidantes. En la tabla 3 se muestran los valores de la correlacién, es decir
si la cantidad de estos compuestos presentes en el betabel es la que determinara la
capacidad de inhibicion de radicales libres. Con el valor obtenido de la correlacion se puede
observar que conforme se incremente el contenido de betalainas totales y de compuestos
fendlicos totales, se incrementara de forma lineal la capacidad antioxidante, es decir, existe

una asociacion entre estas variables (r?> 0.8).

De esta forma se encontrd que el contenido de betalainas totales posee una relacion muy
estrecha con la actividad antioxidante, es decir que la actividad antioxidante tendra una
relacién directamente proporcional con el contenido de betalainas totales que pueda
presentar un betabel, o las muestras de éste sometidas a diferentes procesamientos
térmicos. La correlacion existente entre el contenido de betalainas totales y la actividad
antioxidante es de r>=0.842 para el radical ABTSe*y r>=0.945 para el radical DPPHe.

En el caso de los compuestos fendlicos totales se observé que estos son directamente
proporcionales a la actividad antioxidante que presentan las muestras de betabel ante el
radical ABTS+* y DPPHe en todos los productos de procesamiento obtenidos mediante los

diferentes métodos térmicos a los que fueron sometidas las muestras.

En general, se encontr6 que a mayor contenido de betalainas totales o compuestos

fendlicos totales, la actividad antioxidante también sera alta.

Tal y como se muestra en la tabla 3, se encontré una alta correlacion entre los diferentes
ensayos (r>>0.8). Lo cual significa que hay una relacion muy estrecha entre el contenido

compuestos fendlicos totales y las actividades antioxidantes. Es decir, que con los
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resultados obtenidos se demuestra que efectivamente los procesamientos térmicos afectan
de manera directa el contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos totales, y por
ende su capacidad antioxidante. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que dicha
consideracion no s6lo dependera de la concentracion de betalainas y de su contenido de
antioxidantes, sino también de su interaccién con otros componentes y la metodologia

aplicada.

Tabla 3. Coeficiente de correlacién (r) entre métodos.

ABTSs*  DPPHs
BT 0.842 0.945

*CFT 0.840 0.934

*BT: betalainas totales; CFT: compuestos fendlicos totales.

La correlacién existente entre el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad
antioxidante es de r?=0.84 para el radical ABTS+"y r>=0.934 para el radical DPPH-. Lo que
demuestra la alta capacidad antioxidante de las muestras de betabel, como lo mencionan
Song y col. (2010) en un estudio realizado donde existe una correlacion significante entre
el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante, por medio del

método ORAC (capacidad de absorcién de radicales oxigeno).

Asi mismo se encontré que el contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos
totales podrian ser un parametro que nos indique la capacidad antioxidante de un betabel,
ademas de las melaniodinas que se formaron debido a las reacciones Maillard de los

azucares presentes en el betabel que también poseen actividad antioxidante.

Sin embargo, la actividad antioxidante de las muestras de betabel se atribuye
principalmente a la presencia de betalainas puesto que los fenoles se encuentran en menor

proporcion que ellas.
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Capitulo 4.
Conclusiones



Conclusiones

Los procesos térmicos utilizados en éste estudio afectan la concentracion de betalainas,
compuestos fendlicos totales y las propiedades antioxidantes de las muestras utilizadas.

Existe una correlacién significativa entre el contenido de betalainas totales y compuestos
fendlicos totales con la actividad antioxidante determinada por los ensayos de ABTS** y
DPPHe.

El tratamiento céscara tostada presentd el mayor contenido de betalainas, compuestos
fendlicos totales y la mayor inhibicion de los radicales ABTS+* y DPPHe.

La formacion de melanoidinas por accion de la reaccién de pardeamiento no enzimatico en
las diferentes muestras del betabel, tuvo un alto impacto en los resultados encontrados,
debido a la presencia de compuestos coloreados que pudieron afectar la medicién de las

distintas pruebas evaluadas.

55



Sugerencias



La alta actividad antioxidante del tratamiento cdscara tostada es una buena base para
impulsar el desarrollo de aditivos con una potencial aplicacién en alimentos y la industria

farmacéutica.
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Anexo A
Método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau.
Curva de calibracion

Los Compuestos fendlicos totales se determinaron mediante el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau usando el &cido galico como material de referencia.

Para preparar la curva de calibracion se siguié la metodologia de (Avella, 2008), preparando
una disolucion patron de acido galico de 0,1 g/L, para lo cual se pesaron 100 mg de acido
gdlico, se colocaron en un matraz aforado de 100 mL y se llevd a su volumen con agua
destilada, enseguida se prepard una dilucién 1:10 con agua destilada (siempre utilizando

una solucion recién preparada).

De la misma manera se preparé una disolucién de carbonato de sodio al 20 % pesando 20
g de carbonato de sodio en un matraz aforado de 100 mL, inicialmente se disolvié en 40 mL

de agua destilada, finalmente se lleva a su volumen de aforo con agua.

Por otro lado se preparé una disoluciéon 1N del reactivo de Folin-Ciocalteau, por medio de
una dilucién 1:2 del reactivo comercial (2N) en agua destilada; el reactivo se protegi6 de la

luz.

A partir de la disolucién patrén de &cido galico, se hicieron las diluciones necesarias con
agua destilada para obtener concentraciones de 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L y
5 mg/L para la preparacibn de la curva de calibracion. Esto se realiza tomando
respectivamente 20 uL, 40 pL, 60 pL, 80 yL y 100 pL de la disolucion patron de acido galico
de 0,1 g/L en tubos de ensaye de 13 mL, luego se adiciona a cada tubo, 250 uL de reactivo
de Folin-Ciocalteau 1N, se agitd vigorosamente en el equipo Vortex por 3 segundos,
posteriormente se adicionan 1 250 pL de la disolucion de carbonato de sodio al 20 % a cada
tubo, se llevaron a un volumen final de 2 mL con agua destilada y se dej6 reposar por 2 h.
También se prepara un blanco con todos los componentes excepto la disolucién de &cido

galico. Finalmente se lee la absorbancia a 760 nm en el Espectrometro UV-Visible.
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Tabla 4. Curva de calibracién para la determinacion de compuestos fendlicos totales.

No.  Ac. Galico, Folin- Agitacién Na,COs 20%, H.O destilada,
uL Ciocalteau pL

1N, L bl
0 0 250 5 seg 1250 500
1 20 250 5 seg 1250 480
2 40 250 5 seg 1250 460
3 60 250 5 seg 1250 440
4 80 250 5 seg 1250 420
5 100 250 5 seg 1250 400

Curva de calibracion para determinar
Compuestos Fendlicos Totales

1 .
o 08 -
£
£ 06 -
= y = 0.1874x + 0.0019
2 04 - R2 = 0.9999
3 .
0.2 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracién Acido Galico (mg/L)

Figura 16. Curva de calibracion para la determinacién de compuestos fendlicos totales.
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Determinacion de compuestos fendlicos totales.

Preparacion de reactivos:

e Se prepar6 una disolucion de carbonato de sodio al 20 % pesando 20 g de carbonato
de sodio en un matraz aforado de 100 mL, inicialmente se disolvié en 40 mL de agua
destilada y posteriormente se llevo a su volumen de aforo con agua.

e Se prepar6d una disolucion 1N del reactivo de Folin-Ciocalteau, por medio de una
dilucién 1:1 del reactivo en agua destilada, midiendo 5 mL de reactivo y 5mL de
agua destilada; la disolucién se protegio6 de la luz.

e La alicuota se tomé directamente de los extractos, se tomaron 20uL de cada
extracto por tratamiento y se le adicionaron las demas sustancias hasta completar
las muestras en los tubos. Asi mismo, se prepar6 un blanco.

e Se incubaron por 120 min a temperatura ambiente en aislamiento total de luz,

posteriormente se leyeron en el espectrofotometro a 760nm.

Tabla 5. Cuantificacion en los extractos de compuestos fendlicos totales.

Muestra uL de Folin- Agitacién Na,CO3 H.O destilada,
muestra  Ciocalteau 20%, pL pL
1IN, pL
Blanco 250 1250 500
Muestra de 20 250 5 segundos 1250 480
betabel*

*Muestras con tratamiento previo (Pulpa escaldada (PE), cascara escaldada (CE), pulpa-cascara escaldada (PCE), pulpa
tostada (PT), cascara tostada (CT), pulpa-cascara tostada (PCT), pulpa escaldada-tostada (PET), cascara escaldada-tostada
(CET) y pulpa-cascara escaldada-tostada (PCET).

El contenido de compuestos fendlicos totales de cada extracto es expresado en mg/0.1 g
de muestra fresca, basandose en la curva de calibracién del material de referencia de acido
galico.
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Anexo B

Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas totales, compuestos fenélicos

totales y actividad antioxidante de las diferentes muestras de betabel evaluadas.

Tabla 6. Contenido de betacianinas, betaxantinas y betalainas totales después de los tratamientos
térmicos en las muestras de betabel (BC- betacianinas, BX- betaxantinas y BT- betalainas totales).

*Tratamientos PBC PBX PBT
PE 66.61 + 3.0° 37.43+0.42 104.04 £ 2.62
CE 146.67 + 27.3 89.62 + 2.6" 236.29 + 26.1
PCE 24414 + 3.8° 130.26 + 6.8° 278.61 +6.5¢
PT 117.33+£4.6% 55.61+0.4%2 172.95 + 4.9
CT 737.00 + 24.8f 359.98 + 11.2¢  1096.98 + 34.27
PCT 238.94 + 32,9 161.70 + 8.4¢ 400.64 + 28.9°
PET 118.25+9.9% 51.98 + 1.32 170.23 £ 8.7"
CET 187.92 + 7.3 90.69 + 1.0° 374.40 £ 4.5°¢
PCET 89.22 +3.72 61.17 + 3.22 150.39 £ 5.5%

a9 | etras diferentes en una misma columna significa que las medias difieren significativamente (P<0.05).

P Concentracion expresada en mg / 100g de muestra fresca.

*PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpa y cascara escaldada; PT: pulpa tostada; CT: cascara tostada; PCT:

pulpa y cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET: cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y cascara
escaldada-tostada.
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Tabla 7. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) después de los tratamientos térmicos en
las muestras de betabel.

Tratamientos PCFT
PE 60.05 +2.02
CE 138.50 + 20.1 "
PCE 217.85 + 3.3°¢
PT 100.25 + 4.0%
CT 633.24 +9.6°
PCT 229.52 + 33.2¢
PET 96.34 + 4.62
CET 161.05+5.1¢
PCET 86.93+0.42

af| etras diferentes en una misma columna significa que las medias difieren significativamente (P<0.05).

P Concentracion expresada en mg EAG / 100g de muestra fresca.

*PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpa y cascara escaldada; PT: pulpa tostada; CT: cascara tostada; PCT:
pulpa y cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET: céscara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y céascara
escaldada-tostada.

Tabla 8. Contenido de betacianinas, betaxantinas y betalainas totales después de los tratamientos
térmicos (CT, PCT y CET) en las muestras de betabel (BC- betacianinas, BX- betaxantinas y BT-
betalainas totales).

Tratamiento PBC PBX PBT
CT 623.33 £ 27.5°¢ 220.31 £ 9.8° 843.64 £ 37.2°
PCT 339.17 +£18.3" 115.50 + 6.4° 454.67 + 24.8"
CET 158.89 + 21.22 4492 +11.17% 203.81 + 18.32

a¢| etras diferentes en una misma columna significa que las medias difieren significativamente (P<0.05).
P Concentracién expresada en mg / 100g de muestra fresca.
*CT: cascara tostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada.
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Tabla 9. Contenido de compuestos fenodlicos totales (CFT) después de los tratamientos térmicos (CT,
PCT y CET) en las muestras de betabel.

Tratamiento PCFT
CT 649.77 + 46.6°
PCT 331.38 £10.7"
CET 132.16 + 18.72

a¢| etras diferentes en una misma columna significa que las medias difieren significativamente (P<0.05).
P Concentracion expresada en mg EAG / 100g de muestra fresca.
*CT: cascara tostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada.

Tabla 10. Actividad antioxidante después de los tratamientos térmicos (CT, PCT y CET) en las muestras
de betabel por el método ABTS+*y DPPHe

Tratamiento PABTSe* PDPPHe
CT 74.35+1.0° 78.98 £ 0.5°¢
PCT 69.46 + 0.3° 65.51 + 0.3°
CET 28.74+0.32 3843+0.62

ad | etras diferentes en una misma columna significa que las medias difieren significativamente (P<0.05).
P Porcentaje de inhibicion.
*CT: cascara tostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada.
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Anexo C

ANOVA de comparacion de medias entre los diferentes tratamientos aplicados a las

muestras de betabel.

Tabla 11. Analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos (PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda;
PCE: pulpay cascara escaldada; PT: pulpa tostada; CT: cascara tostada; PCT: pulpa y cascara
tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET: cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpay cascara

escaldada-tostada).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
BC Inter-grupos 1314423.511 9 146047.057 424.444 .000
Intra-grupos 6881.806 20 344.090
Total 1321305.317 29
BX Inter-grupos 260039.354 9 28893.262 374.922 .000
Intra-grupos 1541.296 20 77.065
Total 261580.651 29
BT Inter-grupos 2702334.062 9 300259.340 610.262 .000
Intra-grupos 9840.350 20 492.017
Total 2712174.412 29
CFT Inter-grupos 894708.183 9 99412.020 419.509 .000
Intra-grupos 4739.443 20 236.972
Total 899447.626 29
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Tabla 12. Comparacién de medias por el método Tukey para BC (betacianinas) de los tratamientos
tratamientos (PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpay cascara escaldada; PT: pulpa
tostada; CT: cascara tostada; PCT: pulpay cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET:
cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y cascara escaldada-tostada).

Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5 6

HSD de PE 3 66.6100
Tukey? PCET 3 89.2200

PT 3 117.3333 117.3333

PET 3 118.2500 118.2500

CE 3 146.6667 146.6667

CET 3 187.9200 187.9200

PCT 3 238.9433 238.9433

PCE 3 244.1400

CT 3 737.0000

Sig. .065 .647 .229 071 1.000 1.000
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Tabla 13. Comparacion de medias por el método Tukey para BX (betaxantinas) de los tratamientos
tratamientos (PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpay cascara escaldada; PT: pulpa
tostada; CT: cascara tostada; PCT: pulpay cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET:
cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y cascara escaldada-tostada).

Tratamientos | N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5

HSD de Tukey? PE 3 37.4333

PET 3 51.9767

PT 3 55.6133

PCET 3 61.1733

CE 3 89.6200

CET 3 90.6900

PCE 3 130.2600

PCT 3 161.7000

CT 3 359.9767

Sig. .079  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Tabla 14. Comparacion de medias por el método Tukey para BT (betalainas totales) de los
tratamientos (PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpay cascara escaldada; PT: pulpa
tostada; CT: cascara tostada; PCT: pulpay cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET:
cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y cascara escaldada-tostada).

Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5 6

HSD de Tukey? PE 3 104.0433

PCET 3 150.3933 150.3933

PET 3 170.2267

PT 3 172.9467 172.9467

CE 3 236.2867 236.2867

PCE 3 278.6100

CET 3 374.4000

PCT 3 400.6433

CT 3 1096.9767

Sig. .297 .955 .055 409 .897 1.000

74



Tabla 15. Comparacion de medias por el método Tukey para CFT (compuestos fendlicos totales) de
los tratamientos (PE: pulpa escaldada; CE: cascara escalda; PCE: pulpay cascara escaldada; PT:
pulpa tostada; CT: cascara tostada; PCT: pulpay cascara tostada; PET: pulpa escaldada-tostada; CET:
cascara escaldada-tostada; y PCET: pulpa y cascara escaldada-tostada).

Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5

HSD de Tukey? PE 3 59.6500

PCET 3 86.2500 86.2500

PET 3 96.4667 96.4667

PT 3 100.2900 100.2900

CE 3 127.9067 127.9067

PCE 3 160.7533

CET 3 215.9133

PCT 3 229.7033

CT 3 632.9267

Sig. .092 .079 273 979 1.000
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Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) de los 3 tratamientos (CT: cascara tostada; PCT: pulpa-cascara
tostada y CET: cascara escaldada-tostada).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
BC Inter-grupos 329011.385 3 109670.462 252.625 .000
Intra-grupos 3472.985 8 434.123
Total 332484.370 11
BX Inter-grupos 46866.472 3 15622.157 206.903 .000
Intra-grupos 604.037 8 75.505
Total 47470.509 11
BT Inter-grupos 623986.204 3 207995.401 303.183 .000
Intra-grupos 5488.316 8 686.039
Total 629474.520 11
CFT Inter-grupos 410512.603 3 136837.534 142.390 .000
Intra-grupos 7688.038 8 961.005
Total 418200.641 11
ABTS  Inter-grupos 3852.991 3 1284.330| 3076.425 .000
Intra-grupos 3.340 8 417
Total 3856.331 11
DPPH  Inter-grupos 2561.979 3 853.993| 3107.878 .000
Intra-grupos 2.198 8 .275
Total 2564.178 11
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Tabla 17. Comparacion de medias por el método Tukey para BC (betacianinas) de los 3 tratamientos
(CT: cascaratostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey? CET 3 158.8900
PCT 3 339.1667
CT 3 623.3300
Sig. 1.000 .169 1.000

Tabla 18. Comparacion de medias por el método Tukey para BX (betaxantinas) de los 3 tratamientos
(CT: céscaratostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey? CET 3 44.9167
PCT 3 115.5000
CT 3 220.3067
Sig. 1.000 .100 1.000

Tabla 19. Comparacidon de medias por el método Tukey para BT (betalainas totales) de los 3
tratamientos (CT: cascara tostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey® CET 3 203.8067
PCT 3 454.6700
CT 3 843.6367
Sig. 1.000 .094 1.000
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Tabla 20. Comparaciéon de medias por el método Tukey para CFT (compuestos fendlicos totales) de

los 3 tratamientos (CT: cascara tostada; PCT: pulpa-céscara tostada y CET: cascara escaldada-
tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey? CET 3 132.1600
PCT 3 331.3767
CT 3 649.7700
Sig. 1.000 117 1.000

Tabla 21. Comparacion de medias por el método Tukey para ABTSe* de los 3 tratamientos (CT:
cascaratostada; PCT: pulpa-cascara tostada y CET: cascara escaldada-tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey? CET 3 28.7433
PCT 3 69.4633
CT 3 74.3467
Sig. 1.000 1.000 1.000

Tabla 22. Comparacion de medias por el método Tukey para DPPHe de los 3 tratamientos (CT: cascara
tostada; PCT: pulpa-cascaratostaday CET: cdscara escaldada-tostada).

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey® CET 3 38.4300
PCT 3 65.5100
CT 3 78.9833
Sig. 1.000 1.000 1.000
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