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Excelentisimo Sr. Presidente de la Academia de Ciencias de la Region de
Murcia.

Excelentisimas e llustrisimas Autoridades.

llustrisimas compafieras y comparieros de la Academia.
Seforas y Sefores.

Amigas y Amigos.

Es para mi un verdadero honor a la vez que una inmensa
responsabilidad dictar esta leccion inagural del curso 2016 de la Academia de
Ciencias de la Region de Murcia.

Al recibir este encargo medité sobre qué tema tratar y me di cuenta que
el encargo coincidia con el hecho personal de cumplirse este mismo mes mis
cuarenta afios dedicados a la investigacion cientifica en el ambito de la
Bioquimica. Esto me llevo a la conclusién de que este solemne acto podia ser
el marco idoneo para hacer un reconocimiento publico de agradecimiento a
todas las personas que me han alentado en mis 40 afios de aficion por la
investigacion cientifica en el campo de la Bioquimica. En primer lugar, a mi
familia que siempre me ha apoyado y que sin criticas, me ha permitido que les
quitara mucho del tiempo que les correspondia para dedicarlo a la
investigacion; en segundo lugar, a todos los que en algiln momento me han
permitido aprender nuevas ideas, planteamientos o enfoques y de una manera
singular a los miembros de mi grupo de investigacién por su generosidad y
apoyo en todo momento, en algunos casos llevo mas de 35 afios a su lado.

Qué modo mejor de agradecimiento y homenaje que esta leccion verse
sobre una de las lineas de investigacion que forma parte del acervo comuan del
grupo, pues en la actualidad en el campo de la investigacién experimental no
cabe el cientifico solitario sino el del grupo cohesionado para poder obtener
resultados minimamente significativos.

Asi pues la leccion lleva por titulo “Betalainas 2005-2015: Una historia
con futuro” y la he estructurado en:

Introduccion.
Cuatro capitulos.

y un corolario.



INTRODUCCION

Las betalainas son pigmentos presentes en plantas que contienen
nitrégeno en su estructura y son solubles en agua, encontrandose presentes en
la mayoria de las plantas del orden de las Caryophyllales (Figura 1) tanto en
elementos comestibles como frutos y tubérculos o en elementos no comestibles
como flores, tallos, hojas o raices, ademéas se encuentran en semillas, (Figura
2) como las de quinda que tienen una amplia gama de colores y también ha
sido descrita su presencia en algunos hongos como en Amanita muscaria.

Figura 1
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Figura 2

En la mayoria de plantas y flores los pigmentos son antocianos y de
hecho hasta 1957 las betalainas se consideraron que eran antocianos que



contenian nitrégeno, lo realmente curioso es que son dos tipos de pigmentos
gue se autoexcluyen, asi las plantas que tienen betalainas no producen
antocianos y las que tienen antocianos no producen betalainas, esta
segregacion no tiene, a dia de hoy, una clara explicacion evolutiva. Las
betalainas (Figura 3) se establecieron como grupo independiente que
contenian en su estructura un sistema 1,7-diazaheptametilen puesto que todas
contienen una molécula de acido betalamico condensada con un grupo amino
formando una base de Schiff. Esta independencia en el afio 1957 marca que la
investigacion sobre betalaina comenzara ese afio.
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Figura 3

Las betalainas se subdividen en dos grupos: Betacianias de color rojo-
violeta y betaxantinas de color amarrillo. Asi las betacianinas presentan un
espectro en el visible con un maximo a 536 nm y presentan en su estructura
glicosilaciones o acilglicosilaciones unidos a uno o dos de los grupos hidroxilos
gue tienen dando una gran complejidad estructural, y por su parte las
betaxantinas que tienen un espectro de absorcion en el visible con un maximo
a 480 nm y no poseen glicosilaciones en su estructura.

En las betacianinas el acido betalamico estd condensado con una
molécula de ciclo-DOPA (ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina) extendiendo la
resonancia electrénica al anillo aromatico difendlico, esta extraconjugacion
desplaza el maximo de absorbancia hasta los 540 nm. En el caso de las
betaxantinas el acido betalamico esta conjugado con un grupo amino de un
aminoacido o de una amina primaria o secundaria.

La presencia de betalainas en flores es particularmente interesante por
la importancia del color para atraer a los animales para su polinizacion, la
coloracién de las flores que poseen betalainas se extiende desde el rojo-violeta
hasta el amarillo y va a depender de la presencia de betacianinas o
betaxantinas o de la proporcidén en que se encuentren unas y otras.



CAPITULO 1
SINTESIS BIOLOGICA Y ABIOTICA DE BETALAINAS
SINTESIS BIOLOGICA DE BETALAINAS

La ruta de biosintesis de betalainas se empezd a conocer en 1972
(Fischer y Dreiding) mediante un experimento con marcaje radiactivo de los
llamados de “pulso y caza”. En este experimento (Figura 4) se proporcioné a
plantulas productoras de betalainas el aminoacido L-Tirosina marcada con tritio
radiactivo en sus posiciones 3’y 5’ y al cabo de un tiempo se analiz6 si el tritio
radiactivo se habia incorporado en la estructura de la betanidina, la unidad
estructural de los pigmentos violeta. El resultado del experimento fue que tritio
efectivamente se encontraba en betanidina, es decir, existia una ruta de
biosintesis de betanidina desde L-Tirosina.
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Figura 4

Cuando se analiz6 donde estaba la radiactividad en la betanidina se
encontroé en las dos sub-estructuras basicas que la constituyen, el ciclo-DOPA
con un 10% de la radiactividad incorporada y el acido betatalamico con el 90%
de la radiactividad incorporada.

Estos datos son compatibles, en el caso del ciclo-DOPA, (Figura 5) con
la ruta de pardeamiento enzimatico en vegetales. Esta ruta se inicia con la
trasformacién de una moléculas de L-Tirosina a L- DOPA por la actividad
hidroxilasa de la enzima Tirosinasa utilizando oxigeno molecular (Etapa 1) y
siguiendo la ruta del pardeamiento enzimético en vegetales, la molécula de L-
DOPA es transformada en o-DOPA-quinona (Etapa 2). Esta etapa esta
catalizada por la actividad oxidasa de Tirosinasa también a expensas de
oxigeno molecular. La enzima Tirosinasa se encuentra distribuida ampliamente
en el mundo vegetal por lo que podemos suponer que se encuentra disponible
para realizar ambas etapas.
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Figura 5

La ruta de pardeo enzimatico se consideraba, en esos afos, que
continuaba con la ciclacion espontanea de la 0-DOPA-quinona mediante un
ataque nucleofilico del grupo amino al anillo aromatico, rindiendo el ciclo-DOPA
(Etapa 3). La ruta progresa en otra etapa espontanea de oxidacion del
cicloDOPA con oxigeno molecular para rendir DOPA-cromo, que lentamente
evoluciona para dar los pigmentos pardos.
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Figura 6

La obtencion del acido betalamico (Figura 6) se podia explicar si una
segunda molécula de L-Tirosina se transformara en L-DOPA siguiendo la
misma etapa 1 y a continuacién se rompiera de forma especifica el anillo
difendlico entre las posiciones 4,5 para dar una estructura abierta (el 4,5-seco-
DOPA) con una 4-5 dioxigenasa (DODA) imaginaria (Etapa 2). El 4,5-
secoDOPA experimentaria una posterior ciclacion de forma espontanea para
rendir el acido betalamico (Etapa 3) mediante una condensacion intramolecular
entre el grupo amino procedente del L-DOPA con el aldehido producido
enzimaticamente. Esta etapa podria seguir dos posibles mecanismos, por un
lado un ataque nucleofilico del grupo amino sobre el carbono que soporta el
hidroxilo con salida del mismo (Etapa 3A), por otro, podria estabilizarse el seco-
DOPA mediante una tautomeria ceto-enol para producir una estructura o-
cetoacido y de esta forma posibilitar una ciclacion por medio de una base de
Schiff que se estabilizaria dando otra tautomeria ceto-enol (Etapas 3B).

El esquema de la biosintesis de betacianinas puede verse en la Figura 7
(Strack et al., 2003), donde se integran las rutas de obtencion de seco-DOPA y



de acido betalamico a partir de dos moléculas de L-Tirosina. Se completa la
ruta con la union espontanea de ciclo-DOPA con &cido betaldmico por medio
de una base de Schiff para sintetizar betanidina. Betanidina puede
transformarse en betanina, etapa que necesita una enzima glucosil-trasferasa
especifica para realizar esa glucosilacion.
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Figura 7

También se han encontrados glucosil-transferasas especificas para
glucosilar al ciclo-DOPA a cicloDOPA 5-O-glucésido, lo que permite obtener
betanidina por union de esta molécula con acido betalamico.

En el esquema se presenta la etapa de descarboxilacion de DOPA a
Dopamina por la enzima DOPA descarboxilasa que puede rendir 2-descarboxi-
ciclo-DOPA siguiendo etapas paralelas a la ruta del pardeamiento enzimético.
Esto permite obtener una familia de descarboxi-betacianinas por medio de la 2-
descarboxi-betanidina.

Ademas se han descrito otras enzimas especificas que pueden hacer
glicosilaciones y acil-glicosilaciones que decoran a uno o a los dos hidroxilos
de betanidina o de descarboxi-betanidina generandose multiples moléculas de
betacianinas. Asi, hoy se conocen mas de 54 estructuras de betacianinas en
plantas.

Por otro lado, la obtenciéon de betaxantinas solo requiere la unién de
cualquier aminoacido o amina primaria 0 secundaria al acido betalamico
formando una base de Schiff, reaccion que se produce de forma espontanea a



pH y temperatura fisioldégica. Hoy se conocen 35 betaxantinas presentes en
plantas.

Los conocimientos sobre la ruta de biosintesis de betalainas antes de
2005, se completaron en 2004 con la primera clonacion de una 4,5-DODA
vegetal procedente de Portulaca grandiflora que con oxigeno molecular rompe
el L-DOPA para rendir 4,5-seco-DOPA (Christinet et al., 2004). Con
anterioridad en 1991 (Girod y Zryd, 1991), se habia purificado y parcialmente
caracterizado una DODA de Amanita muscaria responsable de la sintesis de
betalainas en hongos. Sin embargo, esta enzima no era especifica (Figura 8)
pues rompia el L-DOPA por el enlace 2,3 ademas de por el enlace 4,5 por lo
que daba lugar la Muscaflavina ademas del acido betalamico. Hoy en dia,
sabemos que esta DODA no tiene similitud de secuencia con las DODAs
vegetales, por lo que se considera que ha llegado a catalizar la misma reaccion
por evolucién convergente.

o o] o]
\ |
HO OH
| —
HO” X HzN ciclacion ~ HO__
(o) espontanea jl\
0
SoP 2,3-seco-DOPA
Q L Muscaflavina
HO oH
NH C:
HO ? v CI)
&, 08
L-DOPA Qg
OH I
’ |
ciclacion g 0
espontanea |\“ H
4,5-seco-DOPA o OH
Acido betalamico

Figura 8

Hasta 2005, no se discutié el esquema de biosintesis de betacianinas
con los avances de la ruta de pardeamiento enzimatico, donde nuestro grupo
aporto evidencias, desde 1982 (Garcia-Carmona et al.,1982) (Figura 9) de que
la etapa de oxidacion de ciclo-DOPA no se producia por oxigeno molecular
cuando en el medio de reaccion estaba presente 0-DOPA-quinona, situacion
que se produce cuando la ruta se inicia desde L-DOPA actuando Tirosinasa.
Bajo estas condiciones se da una etapa espontanea de oxidacion del ciclo-
DOPA por la 0-DOPA-quinona para obtener una nueva molécula de L-DOPA y
un compuesto coloreado conocido como DOPA-cromo, etapa muy desplazada
hacia los productos a pH fisiol6gico. Esto hace que el esquema de biosintesis



de betacianinas tuviera una inconsistencia: En presencia de o-quinona no
puede acumularse ciclo-DOPA.
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Figura 9

Ademas, actuando Tirosinasa desde L-Tirosina no se acumulan niveles
significativos de L-DOPA (no méas de 30 uM) como pusimos de manifiesto en
un analisis cinético del mecanismo de la enzima en 1987 (Cabanes et al.,
1987) y este L-DOPA es absolutamente necesario para la obtencién del &cido
betalamico. La acumulacién de L-DOPA solo puede hacerse si un reductor, por
ejemplo acido ascorbico, esta presente en el medio de reaccion de Tirosinasa
ya que es capaz de reducir la 0-DOPA-quinona a L-DOPA con altisima eficacia,
lo que, por otro lado, impide completamente la aparicion de ciclo-DOPA,
necesario para la obtencion de betacianinas.

La inconsistencia de cémo aparece y se acumula ciclo-DOPA a nivel
bioldgico fue resuelta en 2012 (Hatlestad et al., 2012) (Figura 10) cuando se
descubri6 en Beta vulgaris una enzima la CYP76AD1, un nuevo tipo de
citocromo P450, capaz de producir ciclo-DOPA a partir de L-DOPA en
presencia de acido ascorbico. La enzima no ha sido purificada y por tanto su
mecanismo de reaccion no esta establecido todavia, pero este no puede pasar
por la obtencion libre de o-DOPA-quinona ya que la presencia de acido
ascorbico impediria la evolucion de ésta hasta ciclo-DOPA. Ademas, la
presencia de este citocromo P450 deja a Tirosinasa solo como responsable de
acumular L-DOPA en presencia de acido ascorbico y por tanto desde L-DOPA
no se sigue la ruta de pardeamiento enzimatico.
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Con respecto a la otra enzima clave de la sintesis de betalainas en 2009
(Figura 11) se detecta actividad 4,5-DODA en un extracto de Escherichia coli
donde se habia clonado el gen DOD de Mirabilis jalapa (Sasaki et al., 2009) y
se caracteriza parcialmente la enzima. En 2012 nuestro grupo de investigacion
purifica y caracteriza la 4,5-DODA de Beta vulgaris con una secuencia génica
gue se habia mejorado para su expresion en E. coli mediante la sustitucion de
151 nucledtidos lo que supuso la modificacion de 142 codones (Gandia-Herrero
y Garcia-Carmona, 2012a).La purificacion fue hasta pureza electroforética,
obteniendo una proteina monomeérica de 32 KD que producia acido betalamico
puro desde L-DOPA.
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En una busqueda de proteinas de microorganismos analogas a DODAs
vegetales (Figura 12) encontramos en 2013 (Gandia-Herrero y Garcia-
Carmona, 2013) una proteina de E. coli que tenia un grado de identidad del
36.7% y un 52.9% de similitud con la enzima de Portulaca grandinflora y un
grado de identidad del 30.2% y de similitud del 48.9% con DODA de M. jalapa.
Ademas su estructura cristalina estaba depositada en la base de datos
cristalograficos PDB bajo el registro 2PW6, por un consorcio americano
dedicado a establecer estructura de proteinas (PSI), sin haber asignado
ninguna actividad bioldgica a esta proteina.

High-throughputproject

PSI

Proten Structure Initiative

PDB:2PW6

Figura 12
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Un andlisis del posible centro activo (Figura 13) permitia visualizar los
residuos de las tres histidinas caracteristicas de las DODAs de origen vegetal,
como son las histidina 22, 57 y 234 con una interaccion directa con el hierro del
centro catalitico.
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Figura 13

Esta proteina fue clonada y sobre-expresada en E. coli, purificada a
homogeneidad electroforética dando un monémero de peso molecular de 32
kD. La expresion de su actividad (Figura 14) resultd ser de una DODA que
ademas de romper por el enlace 4,5 también rompe el anillo de L-DOPA por el
enlace 2,3 rindiendo por tanto acido betalamico y muscaflavina, como se pudo
identificar con HPLC y espectrometria de masas, y por tanto tiene una
especificidad igual que la DODA de Amanita.

Asi, la DODA de E. coli tiene una similitud de secuencia con las DODAs
vegetales lo que indica que deben proceder de un tronco de evolucién comdn
y a nivel funcional se comporta como la DODA de Amanita, pero en todo caso,
esta DODA abre la posibilidad de la presencia, al menos, de betaxantinas en
procariotas .
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SINTESIS ABIOTICA DE BETALAINAS

El interés por poder sintetizar betalainas, fuera del sistema bioldgico, deriva
de tres limitaciones de los extractos de origen vegetal:

a) Son, en general, mezclas complejas de diferentes betalainas que hacen
dificii  obtener compuestos puros. Ello hace imposible establecer
correlaciones de estructura-funcion cuando se trabaja con estas
mezclas.

b) Tienen poca concentracion de cada una de las betalainas en los
extractos.

c) Se tiene una dependencia del ciclo de crecimiento de la planta completa
y de la floracién.

12
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Hasta ahora solo se han encontrado dos betaxantinas puras en
extractos de fuentes naturales. La dopaxantina en Glottiphyllum oligocarpum,
Glottiphyllum pigmaeum y en Lampratum productus y la dopaminaxantina en
Portulaca oleracea. En cualquier caso, la dependencia del desarrollo de plantas
completas y de su floracion hace dificil su aplicacion preparativa (Figural5 ).

La sintesis quimica del acido betaldmico es muy complicada y con muy
bajo rendimiento, por lo que se ha optado por un proceso de semisintesis
(Figura 16) donde se aprovecha la fuente de &cido betalamico que la
naturaleza nos proporciona en forma de betanina en el tubérculo de remolacha
roja (Beta vulgaris) 300-600 mg/Kg. Para ello se somete betanina a pH
fuertemente bésico con lo que se revierte la base de Schiff liberdndose el acido
betalamico y ciclo-DOPA-5-O-glucésido. Si a esta mezcla afladimos en exceso
el aminoéacido, la amina o el anillo indélico de la betalaina que queremos
sintetizar y bajamos el pH a 5-6, se obtiene en una reaccion de competencia la

13



betanina original y la de nuestro interés. Este procedimiento ha permitido desde
1965 (Wyler et el., 1965) obtener patrones cromatograficos de algunas
betalainas, pero quedaban mezclados con betanina, el ciclo-DOPA-5-O-
glucdsido y el exceso de amina adicionada.
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En el afio 2006 (Gandia-Herrero et al., 2006) nuestro grupo establece un
protocolo para la sintesis a nivel preparativo, en base al anterior procedimiento,
combinado con un proceso para la purificacién de la betalaina sintetizada.

El protocolo se inicia con la obtencion de un extracto crudo de remolacha
roja que se somete a ultra-centrifugacion y ultrafiltracion para eliminar
componentes de alto peso molecular y a un proceso cromatografico para
obtener betanina pura con un rendimiento del 75%. Esta betanina se someta
en ausencia de oxigeno a un pH de 11.4 para romper la base de Schiff,
provocando un cambio de un color violeta de la disolucion a amarrillo palido,
A continuacion se afiade un exceso de la amina o aminoacido, por ejemplo
dopamina sin oxigeno, correspondiente a la betaxantina a sintetizar y se baja el
pH a 5 con &cido acético. Cuando el color cambia de amarillo palido a amarillo
brillante se pasa a purificar la betaxantina sintetizada mediante una
cromatografia preparativa, este procedimiento nos ha permitido sintetizar y
purificar mas de 30 betaxantinas, algunas descritas en la naturaleza y otras no
encontradas hasta ahora.

En 2014, nuestro grupo (Cabanes et al., 2014) ha desarrollado un
procedimiento de sintesis de betalainas en soporte solido (Figural7). Este
procedimiento basicamente consiste en afiadir a una disolucion de zumo de
remolacha roja a pH 11.4 una resina sintética con grupos aminos primarios
libres (Lewatit VP OC 1065), esta resina porosa presenta un area de superficie
de 50 m?%/gr., se deja 30 minutos de reaccién y se baja el pH a 5. Una vez fijado
el acido betalamico se lavan las perlas con tampdén acetato de pH 5
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obteniéndose un nuevo material derivatizado. Las perlas de resina se pueden
introducir en una disolucién del aminoacido, amina o indol que queramos unir al
acido betalamico y por desplazamiento obtener la betalaina de interés. Por este
procedimiento se han sintetizado tiramina, dopamina y pirrolidina-betaxantinas
y la betacianina derivada de indolina.

Figura 17

En la Figura 18 se puede ver el proceso de sintesis en columna donde
se empaqueta el polimero derivatizado con acido betalamico y se adiciona la
disolucién del correspondiente grupo amino, recogiéndose por gravedad el
pigmento resultante.
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Figura 18

Estas metodologias nos han permitido disponer de betalainas puras,
bien naturales o andlogas sintéticas no encontradas en la naturaleza, en
cantidad y calidad suficiente para realizar trabajos sistematicos de
establecimiento de relaciones estructura-funcion.
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CAPITULO 2
COLOR Y FLUORESCENCIA DE BETALAINAS
COLOR EN BETALAINAS

El color de las betalainas es el parametro que llama mas rapidamente la
atencion y en la décadas 70 y 80 del siglo pasado acapard la mayoria de los
trabajos realizados sobre estos pigmentos. De una manera particular se
centraron en la estabilidad de estos pigmentos frente a los parametros del
medio como: temperatura, luz, pH, actividad del agua o naturaleza del
disolvente, ya que se consideraron pigmentos de interés para la industria de los
alimentos. De hecho el extracto de remolacha roja (Figural9) rico en betanina
(la forma 5-glucosilada de betanidina) esta autorizado como aditivo alimentario
con el nombre “rojo remolacha” en EEUU y en Europa por su fuerte color rojo-
violeta. En Europa bajo el cédigo E-162, se comercializa como zumo
concentrado y pasteurizado (producido por concentracién a vacio de zumo de
remolacha hasta alcanzar un 60-65% de solidos totales) o polvo (producido por
liofilizacion o secado en spray) conteniendo del 0.3 a 1% de pigmento. Se esta
proponiendo también el uso de pigmentos de diferente origen y de una manera
singular de higo chumbo (Séez et al., 2009) ya que se evitaria la presencia de
nitratos y el alcohol biciclico geosmina que estan presentes en los extractos de
remolacha dandole un desagradable aroma a tierra.

Opuntia
COLOR ZUMO Rajo Rojo
HO HO
RN LN
OH ) e OH #® L j‘/(o
COMPUESTO HO N HO N N
| OH | OH | OH
MAYORITARIO | , ,
| | |
HO (6] HO 0 HO Ny o
\g H OH E o OH ‘g“ H on
ADITIVO ' ;‘ E-162 No No
Figura 19

Este aditivo (E-162) suele usarse para colorear en helados, yogurt,
queso fresco, embutidos, etc. Ademas, se estd usando en productos de
cosmética y de farmacia.
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El problema general que presenta su uso es su labilidad frente a
parametros del medio, por ello se sigue haciendo investigacion sobre cémo
encapsular betalainas en diferentes matrices. En 2010 (Gandia-Herrero et al.,
2010a) decidimos estudiar la estabilizacion del pigmento mayoritario (casi
anico) en higo chumbo amarillo, que como se puede ver en la Figura 19, es la
indicaxantina que se obtiene de la unién del aminoacido prolina con el acido
betalamico. La estabilizacion (Figura 20) se realiz6 mediante la encapsulacion
del pigmento en maltodextrinas usando un sistema de secado por spray, como
resultado se obtiene un polvo amarillo de tamafio grano de aproximadamente
10 pm.

—8— Luz 20°C
—C— Oscuridad 20°C
—h— 4°C

=& -20°C

Indicaxantina (%)
o

O 1 L 1 1
0 40 80 120 160 200

Tiempo (dias)
Figura 20

Las pruebas de estabilidad a la luz y a la temperatura demostraron que
esta encapsulacion mantenia durante meses el pigmento estable entre -20 y
+20°C en obscuridad.

Una cuestion importante cuando se trabaja con pigmentos es entender la
relacion entre las estructuras y sus diferentes colores. Con esta finalidad
creamos en 2010 una libreria con las quince betalainas que se ven en la Figura
21(Gandia-Herrero et al., 2010b).
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Absorbancia
£m Anchura

M em™) (nm)®
46,000 60
48.000 60
49.000 59
49.000 62
50.000 62
50,000 64
54,000 72
62.000 66
61,000 63
71.000 74
49,000 58
76.000 74
46,000 61
54,000 90
65,000 24

Figura 21

La dopaxantina (11), betanidina (14) y betanina (15) se extrajeron de
flores amarillas de lampranthus productus, de flores violetas de lampranthus y
de remolacha roja (Beta vulgaris) respectivamente. El resto de las estructuras
se obtuvieron mediante semisistesis, usando las aminas correspondientes.

El color que presentan las betalainas esta relacionado con el sistema
resonante de electrones entre los dos atomos de nitrégeno de su molécula.
Para las betalainas con una estructura mas simple alrededor del nitrégeno
(estructuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, y13), las longitudes de onda de sus méaximos de
absorcion se limita desde 467 a 478 nm, por lo que son de color amarillo. Para
las moléculas con resonancia extendida al anillo aromético (estructuras 7,8 y 9)
sus maximos se extienden desde 489 a 507 nm, y presentan color naranja. Por
altimo, los compuestos con un sistema aromatico analogo, pero
estructuralmente obstaculizado por un ciclo intramolecular adicional
(estructuras 10, 12,14 y 15) tienen maximos que van de 524 a 542 nm, y
presentan color violeta. En la Tabla se enumeran las propiedades
espectroscopicas determinadas para todos los pigmentos, incluyendo anchura
del espectro a un valor de absorbancia mitad del correspondiente maximo, asi
como los correspondientes coeficientes de absorcibn molar calculados que
varfan desde 46.000, a 76.000 M™* cm™.

En la figura 22 se muestran espectros caracteristicos de cada grupo y
una representacion de los valores de los coeficiente de absorcidon molar frente
a las correspondientes longitudes de onda méximas apareciendo una
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correlacion entre ellos. Puede hacerse una clasificacion de las betalainas en
tres grupos que se distinguen de acuerdo a sus propiedades espectroscépicas:
Betaxantinas, con valores mas bajos para las variables representadas.
Betacianinas con los valores mas altos de absorbancia y longitudes de onda.
Los compuestos 7, 8 y 9, con valores intermedios.
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Figura 22

La inclusion en el grupo amarillo de betaxantinas es independiente de la
naturaleza de la amina condensada con el resto de acido betalamico, en la
medida en que no haya aromaticidad en resonancia con los atomos de
nitrogeno. Por lo tanto, la condensacion se puede realizar con aminas primarias
y secundarias o con aminoacidos. Como resultado, hay compuestos con
propiedades betaxantina que implican ciclos (6), aromaticidad (3, 11, 13), y con
una carga positiva en el nitrégeno (4, 5, 6).

Por otro lado, las moléculas con propiedades de betacianina contienen
un sistema aromatico en resonancia con el acido betalamico, ademas de un
segundo ciclo fusionado dando una indolina. El compuesto 10 puede ser
considerado el mas simple de las betacianina. Es probable que el anillo
indolina distorsione la planaridad estructural en el sistema de resonancia
aromatica y ello puede ser responsable de las caracteristicas de los pigmentos
derivados (compuestos 10, 12, 14, y 15).

Esto es mas evidente cuando se consideran las propiedades del
compuesto 7. En este caso, el sistema de resonancia no esta restringido, y es
probable que la estructura resonante sea completamente plana. Incluso en la
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ausencia de un segundo ciclo, la introduccion de un grupo metilo o un resto
etilo a nivel de nitrégeno puede causar una distorsibn menor y esto puede estar
detras de las diferentes propiedades de los compuestos 8, y 9, con respecto al
compuesto 7.

FLUORESCENCIA EN BETALAINAS

Algunas moléculas sintetizadas en la Biosfera tienen capacidad
fluorescente, es decir, son cromoforos capaces de absorber energia en forma
de luz de una determinada longitud de onda y emitir parte de esa energia en
forma de luz de mayor longitud; este fendmeno puede llegar a detectarse por
simple observaciéon cuando la luz que emite esta dentro del espectro de la luz
visible (400-750 nm).

La primera observacion, de la que se tiene constancia escrita, de un
fendmeno de fluorescencia de una molécula biolégica, se admite que es la
referencia realizada por el médico y botanico espafiol Nicolas Monardes en el
afio 1565 (Figura 23). Cuando en su libro titulado “Historia medicinal de las
cosas que se traen de nuestras Indias Occidentales que sirven en Medicina”
pone de manifiesto que las infusiones (Lignum nephriticum) obtenidas de una
particular tipo de madera traida de México y conocida como “palo dulce”,
tenian un peculiar color azul que describe de la siguiente manera “Toman el
palo y hacen unas tajaditas muy delgadas y no muy grandes vy
echarlas en agua...dentro de media hora se comienza el agua a poner
con un color azul muy claro y cuanto mas va mas azul se torna”.
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Figura 23

Este fendmeno intrigd a grandes cientificos como Robert Boyle que en
1664 describié que el peculiar color azul se manifestaba de forma dependiente
del pH, o a Isaac Newton que en 1672 incluye la observacion de este fendmeno
en sus esfuerzos para formular una teoria de la luz y el color.

El compuesto fluorescente recibio el nombre matlalina (de Matlali,
palabra azteca que significa azul) pero su estructura quimica y origen no se
aclaré hasta el afio 2009 (Acuia etal., 2009) (Figura 24) cuando se realiza un
extracto del palo dulce y se encuentra que se obtienen de forma muy
abundante unas raras y no fluorescentes glicosil-hidroxidihidrochalconas
denominadas coatlina A y coatlina B e inesperadamente, se observé que a
temperatura ambiente en una solucion acuosa ligeramente alcalina (pH=7.5)
coatlina B evolucionaba hacia un solo producto, emisor de luz azul, la matlalina.

El proceso era espontdneo y suponia dos pasos de oxidacion con
oxigeno molecular de dos estructuras de chalconas orto-difenolicas que se
estabilizaban mediarte ataque intramoleculares y alguna adicién de agua.
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Existen referencias de fluorescencia en el espectro visible detectadas
en el mundo animal, la fluorescencia que presentan algunos periquitos o
camarones (Figura 25) es de reciente descubrimiento (Arnold et al.,, 2002;
Mazel et al., 2004) y tienen relevancia a nivel fisiologico como sefales que
incluso sirven en la eleccion de pareja.

{Amoldet al., Science, 2002} (Mazel et al., Science, 2004)

Figura 25
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Hasta 2005 en el reino vegetal se habian detectado fluorescencia en el
visible de la quinina, de la clorofila y de beta-caroteno (Lagorio et al. 2015). En
el aflo 2005 nuestro grupo de investigacién publica el original descubrimiento
de que las betaxantinas presentan fluorescencia en el rango visible, este
descubrimiento se produce durante la elaboracién de la tesis doctoral de
Fernando Gandia (Figura 26). Cuando Fernando estaba realizando extractos
de los pétalos de diferentes flores y los conservaba en el congelador a -80°C, al
sacar un extracto congelado de Lampranthus amarillo observé que presentaba
un color amarillo brillante. Tras unos minutos de trabajo en el fluorimetro quedo
confirmado: este extracto presentaba una fuerte fluorescencia. Se comprobé
qgue todos los extracto amarillos de diferentes flores tenian fluorescencia
mientras que los extractos de flores rojas no la presentaban. Es decir, las
betaxantinas tienen fluorescencia en el visible y las betacianinas no (Gandia-
Herrero et al 2005a).

Este conocimiento llevé de inmediato a una pregunta ¢Esta
fluorescencia se presenta en la naturaleza? ¢Podemos fotografiar esa
fluorescencia?

Para poder realizar fotografias fluorescentes se debe trabajar en camara
obscura y de acuerdo con los tipicos espectros de excitacién y emision de las
betaxantinas (ver figura 26) se colocaron un filtro en el flash que solo dejaba
pasar la luz de 360 a 480 nm y sobre el objetivo un filtro que solo dejaba pasar
la luz de mas de 490 nm.
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Figura 26

De las flores que estabamos estudiando nos parecido que Portulaca
grandiflora podia ser un modelo ideal ya que disponiamos de flores amarillas y
flores blancas sin ningun pigmento betalamico.
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Luz blanca

Microscopia confocal

Excitacion por laser a 488 nm
' Emision registrada a 500-525 nm

Excitacion luz azul

Figura 27

En la fotografia (Figura 27) se puede ver como con luz controlada por los
filtros, las flores amarillas dan fluorescencia y con un microscopio confocal
puede observarse la vacuola fluorescente donde se almacenan las
betaxantinas, que ocupa practicamente toda la célula. Similares fotografias se
pueden hacer con Lampranthus amarillo donde los pétalos que solo contienen
dopaxantina dan una intensa fluorescencia (Figura 28).

Luz blanca Excitacion luz azul

Figura 28

El siguiente objetivo fue fotografiar flores de Mirabilis jalapa conocida
como Dondiego de noche. Esto representa entrar en un tema altamente
complejo, ya que como puede verse en la figura 29, Dondiego de noche es
capaz de ofrecer en el mismo tronco una amplia policromia, dando flores rojas,
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amarillas, rosas, blancas o mezcla de estos colores en la misma flor, hecho que
no se puede explicar con las leyes de Mendel y por ello han sido objeto de
multiples investigaciones.

Figura 29

Hemos tenido que esperar al afio 2014 (Suzuki et al.,, 2014) para
encontrar una explicacion a esta policromia. Para ello se secuenciaron en
flores de diferentes colores los ARN mensajeros responsables de la expresion
en Mirabilis de la enzima CYP76AD3, enzima encargada de catalizar la etapa
de L-DOPA a ciclo-DOPA. En esas secuencias se encontré6 que tenian un
intrébn y dos exones y en las flores variegadas la secuencia del intron estaba
interumpida por un elemento de transposicion, dTmjl. Asi pues, un transposén
movil es el responsable de la variedad de colores en Mirabilis jalapa.

En la figura 30 se muestran las de una flor de Mirabilis jalapa dividida en
dos claros sectores rojo y amarillo como puede observarse bajo luz blanca.
Cuando se fotografia bajo condiciones de obtener fluorescencia se puede ver
gue la parte amarilla fluorece y la parte roja no. La composicion de las zonas
amarillas era basicamente dopamina-betaxantina y el de las zonas rojas era
dopamina-betaxantinas mas betanina, lo que significaba que en presencia de
betanina la dopamina-betaxantina aparentemente no tenia fluorescencia.
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Esto pudo explicarse cuando se vieron los espectros de excitacion y
emision de dopamina-betaxantina y el de absorbancia de betanina ya que esta
absorbe en las mismas longitudes que emite domina-betaxantina actuando de
filtro interno (Gandia-Herrero et al. 2005b).

Estos efectos fluorescentes en las flores pueden desempefar una
funcidn fisiolégica notable ya que los agentes polinizadores presentan
sensibilidades distintas y perciben los colores de diferente forma (Figura 31).
Se ha encontrado que las abejas que polinizan numerosas plantas tienen un
receptor verde y que son capaces de percibir con mayor eficacia los objetos
brillantes. Asi mismo existen murciélagos polinizadores de cactus que poseen
un dnico receptor visual cuyo maximo coincide con la luz de fluorescencia de
las betaxantinas.

Luz incidente Luz reflejada

4

Fotdn reflejado

Figura 31
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Para establecer la relacion entre la estructura de betalainas y sus
caracteristicas de fluorescencia se examino la biblioteca de 15 compuestos
para esta propiedad (Gandia-Herrero el al., 2010b). En la Figura 32 se recogen
los maximos de excitacién, de emisién, la diferencia entre ambos maximos
(desplazamiento de Stokes) y la intensidad de fluorescencia relativa.
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Como puede verse, se distinguen los mismos tres grupos que para el
color, asi betaxantinas presentan maximos de longitudes de onda de excitacién
entre 471 y 474 nm, mientras que los maximos de emision se encuentran en el
rango de 548 a 551 nm. Para aquellas betacianinas donde se pudo detectar
fluorescencia, los compuestos 10 y 12, las longitudes de onda de excitacion
maxima fueron 521 y 529 nm, y maximos de emision a 570 y 575 nm,
respectivamente. Los compuestos 7, 8 y 9 presentan caracteristicas
intermedias de fluorescencia con longitudes de onda maximas de excitaciéon
entre 494 y 513 nm, y longitudes de onda méximas de emision entre 553 y 560
nm.

Por otro lado, se observa que la presencia de algunos grupos en la
estructura afecta al nivel de fluorescencia. Por ejemplo, la presencia de un
grupo carboxilo en posicién o respecto del nitrégeno produce un aumento de
fluorescencia, ver pigmentos 11 y 12 respecto de sus descarboxilados 3y 10, 0
por otro lado, la presencia de grupos hidroxilo produce una disminucion de
fluorescencia, ver las moléculas 13 y 14 con respecto de las 11y 12.
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Con el fin de cubrir toda la gama de posibles longitudes de onda tanto
para excitacion como emisién, se registraron espectros de fluorescencia en tres
dimensiones para todas las moléculas (Figura 33). La matriz de excitacion-
emision derivada de los datos de la espectroscopia de fluorescencia se
muestra graficamente. Los resultados proporcionan una caracterizacion
completa de las propiedades fluorescentes de las betalainas, mostrando picos
de fluorescencia centrados en las correspondientes longitudes de onda
maximas de excitacion y emision.
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Figura 33

El mismo comportamiento se observa para las moléculas 1, 2, 3,4, 5, 6,
11, y 13 (betaxantinas), y la forma del pico y la posicidn son casi iguales para
las moléculas 10 y 12 (betacianinas). Aunque las moléculas 7, 8, y 9 presentan
propiedades intermedias, el compuesto 9 esta mas cerca de betacianinas en su
forma espectral y en su posicion. Ademas, los compuestos 8 y 9 presentan
picos secundarios de fluorescencia que se centran en las longitudes de onda
excitacion-emision de 470-545 nm y 470-550 nm, respectivamente.
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CAPITULO 3
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE BETALAINAS
ACTIVIDAD BIOLOGICA EXPRESADA IN VITRO

En los Ultimos afios las betalainas han mostrado un alto potencial
bioactivo lo que ha hecho crecer enormemente el interés por estos pigmentos.

Como preambulo al tema debemos advertir que con frecuencia los
conceptos antioxidante y antirradical no se diferencian en la literatura. Ello
puede deberse a que la medida de la capacidad antioxidante de las moléculas
se puede hacer de forma experimental como la eliminacion de un radical libre.
En esta seccion se utilizara el término antirradical cuando la actividad se ha
evaluado a través de un ensayo basado en radical (ABTS, DPPH u ORAC)
independientemente de los términos originales utilizados por los autores. El
término antioxidante se limitara a medidas experimentales donde no estén
implicados radicales libres.

La actividad antirradical y antioxidante es una medida de la capacidad
de retrasar o prevenir la oxidacion de proteinas, lipidos, carbohidratos, y el
dafio causado al ADN por especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrégeno (RNS) (Halliwell et al., 1995). Los antioxidantes son
considerados como los responsables de asegurar, en buena parte, la salud
debido a su capacidad de eliminar las especies reactivas y los radicales libres
(Khan y Giridhar, 2011).

En un trabajo pionero del afio 1998 realizado por nuestro grupo en
colaboracion con el grupo de Fisiologia Vegetal encabezado por el profesor
Romualdo Mufioz (Figura 34), se midi6 la capacidad antirradical de las
betacianinas y betaxantinas, previamente separadas de un extracto de
remolacha roja. Para este fin se utilizd el método del ABTS, método que
consiste en medir la eliminacion del radical libre y estable ABTS a 414 nm
cuando se adicionan las betalainas. Los resultados demuestran que las
betacianinas tienen el doble de capacidad antiradical que las betaxantinas
(Escribano et al., 1998).
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Posteriormente, otros autores demostraron también esta actividad de las
betalainas procedentes de otras fuentes como de Opuntia ficus-indica (Butera
et al., 2002) o de plantas Amaranthaceae (Cai et al., 2003). En todos los casos
esas capacidades eran superiores a la de los conocidos compuestos
secuestradores de radicales libres como son: acido ascoérbico, catequina o
Trolox, este ultimo un analogo sintético de la vitamina E.

En el caso de las betacianinas, la capacidad antirradical quedaba
mermada con la glucosilacion de uno de sus grupos hidroxilos. Sin embargo, la
presencia de estos grupos no es necesaria para expresar actividad. Esto
contracta con los resultados obtenidos para los flavonoides, donde la ausencia
de actividad ha sido descrita en los compuestos deshidroxilados como
flavonas, isoflavonas y flavononas (Cai et al., 2006).

También se observo que betanidina es mas potente contra los radicales
peroxilo y de oOxido nitrico que betanina lo que indica que la glucosilacién
reduce la capacidad antirradical de las betacianinas (Taira et al., 2015).

Para cuantificar la importancia de los grupos hidroxilos de las betalainas
en su capacidad antirradical-antioxidante, en 2009 (Gandia-Herrero et al.,2009)
nuestro grupo sintetizé una libreria de compuestos betalamicos (Figura 35) que
poseian dos hidroxilos fendlicos o solo uno en diferente posicion o ningun
grupo con una estructura aromatica o con una cadena lineal. La capacidad
antirradical de los miembros de la libreria se evaluo, a pH 7, en unidades TEAC
(capacidad equivalente a Trolox) y los resultados pueden verse en la figura.
Todas las betalainas estudiadas presentan actividad, lo que indica que existe
una “actividad intrinseca” no ligada a la presencia de grupos hidroxilos o a la
aromaticidad en la estructura del pigmento. Esta capacidad intrinseca mejora
con la presencia de grupos hidroxilos con un aumento desde 2.5 a 4 unidades
TEAC con un grupo hidroxilo y hasta 5,8 unidades con dos grupos hidroxilos.
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La capacidad antioxidante de los compuestos de la libreria se evalué
mediante el ensayo del FRAP donde se mide la capacidad de reducir Fe*® a
Fe*? en disolucién a pH 3.6. Los resultados mostraron que los compuestos
1,2,3,4 tenian una equivalencia molecular con trolox de 1.1 mientras que el
compuesto 5 tenia una equivalencia de 3.3.

El concepto de “actividad intrinseca” fue evaluado en un posterior trabajo
al poner de manifiesto que el acido betalamico puro poseia actividad
antirradical y antioxidante por si mismo, con un valor de TEAC de 2.7 (Gandia-
Herrero et al., 2012b).

Para evaluar la relacion estructura-actividad de las betalainas se midio la
capacidad antirradical con la libreria de 15 betalainas (Figura 36). La actividad
de 2.4 unidades TEAC de las estructuras mas simples 1,2,3 y 11 se ve
disminuida con las aminas secundarias de las estructuras 4 a 6 y se ve
reforzada por la ampliacion del sistema resonante con un anillo aromatico en
0.4 unidades TEAC. Este incremento es mayor si es una estructura tipo
indolina (10). Igualmente se puede observar el efecto de la estructura tipo
indolina al comparar las estructuras 3 y 11 con las 10 y 12, en este caso
implicando un aumento de 1.6 unidades. Por otro lado, las estructuras 13 a 15
manifiestan el efecto potenciador de los grupos hidroxilos (Gandia-Herrero et
al., 2010b). La presencia de dos grupos hidroxilo en la molécula aumenta la
capacidad antioxidante y antirradical de las betalainas tanto con estructura de
betaxantina como de betacianina. El valor TEAC de 6.8 que presentan es
superior al encontrado para otros antioxidantes bien conocidos como el galato
de epigalocatequina (EGCG) del té verde.
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A pesar de su capacidad como colorante y superior actividad antirradical,
las betalainas dihidroxiladas no se han considerado por la industria alimentaria
como aditivos potenciales. Esto es en parte debido a su inestabilidad, lo que
impide el almacenamiento a largo plazo (Figura 37). Para intentar estabilizar
estos potentes antioxidantes encapsulamos la dopamina-betaxantina y la
betanidina con maltodextrina y con chitosan mediante la técnica de obtener
polvo por secado en spray (Gandia-Herrero et al., 2013b). Los mejores
resultados se alcanzaron con maltodextrina y condiciones de almacenamiento
sin luz. Asi las pérdidas de pigmento eran insignificantes después de 6 meses.
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Figura 37

Al tener una betaxantina y una betacianina preparamos encapsulaciones
de mezclas en diferentes proporciones y conseguimos una paleta de colores
que puede ser de interés como colorantes alimentarios.

Por otro lado, un gran nimero de trabajos se han realizado desde el afio
2005 evaluando la capacidad antirradical de extractos crudos de betalainas
procedentes de partes vegetales comestibles. El hecho de ser extractos
crudos hace dificil evaluar la naturaleza de la estructura quimica es
responsable de la actividad antioxidante, siendo los extractos de frutos de
diferentes Opuntia comestibles unos de los mas estudiados. En 2005 se usaron
extractos de de multiples cultivares de Opuntia encontrandose unos valores de
TEAC para estos zumos similar al del vino tinto o a infusiones de té verde
(Stintzing et al., 2005).

Los extractos de Opuntia muestran altas actividades antirradicales y
antioxidantes y un perfil complejo de sustancias bioactivas, incluyendo
betalainas. Cuando fueron obtenidas fracciones purificadas, la fraccion que
contenia betalainas tenia mayor actividad que las fracciones de flavonoides y
de fenoles, obtenidas a partir de los mismos frutos (Osorio-Esquivel et al.,
2011).

Otras formas de poner de manifiesto estas capacidades de las
betacianinas ha sido la eliminaciéon del acido hipocloroso por betalainas
purificadas. El acido hipocloroso es el oxidante mas potente producido por
neutréfilos humanos en los procesos inflamatorios, y este efecto parece estar
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relacionado con la inhibicibon de la actividad mieloperoxidasa enzima
responsable de su formacién (Allegra et al., 2005).

Ademas, las especies pertenecientes a la orden Caryophyllales se han
utilizado tradicionalmente para mejorar los sintomas de los procesos
inflamatorios (Ibrahim et al., 2012; Neto et al., 2005) y en los ultimos afios, la
actividad anti-inflamatoria de extractos de Gomphrena globosa (Silva et al.,
2012) que continen betalainas ha sido caracterizada.

A pesar de todas estas evidencias no hay estudios a nivel bioquimico
gue establezcan si el efecto es simplemente por sus capacidades antioxidantes
o existen moléculas diana para ellas, lo que daria lugar a efectos especificos.

A nivel bioquimico, (Figura 38) existen dos caminos que nacen del &cido
araquidonico y que estan implicados en la respuesta inflamatoria. Por un lado
la ruta que se inicia con su transformacion en prostanglandina H, catalizada
por ciclooxigenasa-2 (COX-2) y por otro la ruta que se inicia con su
transformacion en leucotrieno A, catalizada por lipooxigenasa-5 (LOX-5). Por la
importancia de estas dos enzimas en el proceso inflamatorio decidimos
estudiar si las betalainas las tenian como dianas moleculares. Para ello
usamos una serie de 10 estructuras de betalainas entre las que habia naturales
y anélogos sintéticos (Vidal et al., 2014).
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oYy T COOH tromboxanos
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- 4 H - Infiltracion de eosindfilos
co* OH - Vasodilatacién
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Figura 38

Los resultados obtenidos (Figura 39) ponen de manifiesto que LOX se
inactiva en presencia de betanidina (2) y de los analogos de betalainas 8y 10,
esta inactivacion es dosis dependiente, presentando valores de ICso de 41 uM
para betanidina, 40 uM para el analogo 8 y 47 uM para el analogo 10.
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Figura 39

Los resultados con COX daban inactivacion maxima con feniletilamina-

betaxantina (5), teniendo una pérdida de actividad de hasta el 68% con
respecto al control.

Mediante programas informaticos se realizaron simulaciones para ver el
acoplamiento molecular de los mayores inactivadores para LOX y COX, los
resultados los podemos ver en la Figura 40.

Figura 40
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En la estructura 3D de LOX interactuando con el derivado de indolina-
betacianina (8) (Figura 40A) se observa que la indolina-betacianina queda
unida en la zona de interaccién del sustrato evitando por tanto la adecuada
unién de éste. Esto podria explicar la disminucién de la actividad en la enzima
incubada con la indolina-betacianina.

En el caso de la COX-2, el andlisis de acoplamiento molecular revela la
interaccién de uno de los grupos carboxilicos presentes en el resto de acido
betalamico de la feniletilamina-betaxantina (5) con las cadenas laterales de los
residuos de la enzima Tyr-385 y Ser-530 (Figura 40B) ocupando el centro
activo. Esta situacidon es analoga a la obtenida con inactivadores bien
conocidos de la COX, tales como el diclofenaco y la indometacina (Rowlinson
et al., 2003).

Asi pues, betalainas naturales y analogos semisintéticos producen,
mediante interaccion especifica, la inactivacion de las enzimas LOX y COX,
gue estan involucrados en la respuesta inflamatoria.

ACTIVIDAD BIOLOGICA EXPRESADA IN VIVO

Estudios recientes, con diferentes lineas celulares de cancer, han
demostrado un alto potencial quimiopreventivo de los extractos con Betalainas
(Tabla 1). El uso de pigmentos purificados en algunos de los estudios los hacen
especialmente interesantes ya que permiten establecer una clara relacion entre
actividad evaluada y la betalaina concreta, lo que refuerza el potencial biolégico
de cada una de ellas. Asi en 2006 (Wu et al.) se ensay0 betanina pura sobre
células de melanoma, revelando una fuerte inhibiciébn de la proliferacién de
estas células. Igualmente en 2007 (Sreekanth et al.), se utiliza betanina pura
con una linea de células de leucemia humana provocando la inhibicién del
crecimiento celular de una manera dosis dependiente con un ICsy, de 40 uM,
después de 24 h de incubacion. Betanina entra en las células y altera la
integridad de la membrana mitocondrial. Y en dltima instancia, conduce a la
activacion de caspasas y a la desintegracion del ndcleo. Las alteraciones
bioquimicas se reflejaron en cambios morfolégicos de las células, que fueron
seguidos por microscopia electrénica de transmision y citometria de flujo. Las
células entraron en apoptosis, en una clara demostracion in vitro del potencial
anti-cancerigeno de las betalainas.
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Tabla 1
Linea celular

Raji (linfoma
humano)

Varios canceres
humanos

B16F10 (melanoma,
ratén)

B16F10 (melanoma,
raton)

K562 (Leucemia
humana)

PC-3 (Cancer
préstata, humano)

MCF-7 (céancer
mama, humano)

HepG2 (cancer
higado, humano)

A549 y H1299 (cancer
de pulmén, humano)

Fuente de

betalainas
Beta vulgaris

Opuntia ficus-
indica

Hylocereus
polyrhizus
comercial
Opuntia ficus-
indica

Beta vulgaris
Beta vulgaris

Rivinahumilis

Beta vulgaris

Efecto

Reduce viabilidad
celular

Inhiben crecimiento,

apostosis

Inhiben crecimiento

Inhiben crecimiento

Inhiben crecimiento,

apostosis

Inhiben crecimiento

Inhiben crecimiento

Inhiben crecimiento

induccién de apoptosis

Pureza del

pigmento
No

No

No

Betanina purificada

Betanina purificada

No

No

Parcial

Betanina purificada

Referencia

Kapadia et al., 1996

Zou el al., 2005

Wu et al., 2006

Wu et al., 2006

Sreekanth et al., 2007

Kapadia et al., 2011

Kapadia et al., 2011

Khan et al., 2012

Zhang et al., 2013

Caco-2 (Colon Opuntia ficus-  apoptosis Indicaxantina Nasell et al., 2014
humano) indica purificada

MCF-7 Beta vulgaris induccién de apoptosis  Betanina purificada Nowacki et al., 2015
(Adenocarcinoma

humano)

En 2013 se utilizé betanina purificada (Zhang et al., 2013) con dos lineas
de células de cancer de pulmén A549 y H1299 encontrandose una activacion
de la cascada de caspasas, en la induccién de apoptosis.

En 2014 (Naselli et al., 2014), usando indicaxantina purificada de
Opuntia ficus-indica sobre la proliferacion de células de cancer Caco-2 de colon
humano, se caus6 apoptosis, dependiente de la dosis, de las células en
proliferacion. Se usaron cantidades que pueden tener relevancia nutricional,
con ICsp de 115 uM, concluyendo que el uso de higos chumbos o el aporte de
indicaxantina en la dieta pueden tener potencial quimiopreventivo en las
células intestinales.

En 2015 usando betanina purificad de remolacha roja (Nowacki L et al.,
2015) se ha estudiado su citotoxicidad sobre células de lineas de cancer y
lineas células normales, destacandose las multiples vias de sefalizacion
implicadas. Betanina disminuyd significativamente la proliferacion de células
cancerosas y su viabilidad. Particularmente en el tratamiento con células de
adenocarcinoma humano MCF-7, la expresion de las proteinas relacionadas
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con la apoptosis aumentaron de forma muy significativa (Bad, TRAILR4, FAS,
p53) y el potencial de membrana mitocondrial se alterd, lo que demuestra la
implicacion de las vias apoptéticas intrinseca y extrinseca. Los autores
destacan que betanina no tuvo ningun efecto evidente hacia las lineas de
células normales, y apostillan que sus resultados traen una nueva perspectiva
para considerar a betanina como compuesto terapéutico contra el cancer, solo
0 en combinacién con farmacos quimioterapéuticos clasicos.

ESTUDIOS CON ANIMALES

La actividad antitumoral de extractos de Beta vulgaris ha sido
demostrada In vivo con tumores formados en la piel de ratones. Los extractos
se administraban por via oral a los animales con el agua, después de haberles
inducido tumores tépicos (Kapadia et al., 1996). Los resultados mostraron una
disminucién significativa en la incidencia y en el nimero de papilomas de la piel
de los ratones. En el mismo estudio, fueron inducidos tumores en el pulmén de
los ratones detectandose una disminucion con la administracion oral de
extractos de Beta vulgaris. Se llegé a una reduccion del 60% de los ratones
que presentaban adenomas y aquellos que los presentaban, el numero de
adenomas se reducia un 30%.

Analogamente, la formacién de tumores de piel inducidos quimicamente
o promovidos por luz UV-B también fue inhibida después de la administracion
oral de extractos de B. vulgaris en ratones (Kapadia et al., 2003). En el caso de
tumores inducidos en el higado, los extractos de remolacha por administracion
oral provocaron un reduccién de la incidencia del tumor en un 40%, mostrando
una potente actividad quimiopreventiva del cancer.

Aungue el efecto de betalainas no puede ser identificado, extractos
acuosos de Opuntia ficus-indica fueron capaces de inhibir el crecimiento del
tumor en un modelo de cancer de ovario en ratén cuando se compard con los
animales no tratados (Zou et al., 2005). El extracto se administd por inyeccion y
se compard con el agente quimiopreventivo N- (4-hidroxifernil) retinamida (4-
HPR), utilizado en ensayos clinicos sobre el cancer de ovario. Tanto los
extractos de higo chumbo como el agente quimiopreventivo fueron capaces de
reducir el tamafio del tumor de una manera comparable. Extractos de frutos de
Opuntia también han demostrado su potencial en la proteccion o recuperacion
del higado después de que se les provoque dafio. La hepatotoxicidad por
tetracloruro de carbono (CCl;) en ratas fue limitado en los animales
alimentados con extractos que contenian betalainas tanto antes como después
del tratamiento perjudicial (Galati et al., 2005). La administracion por via oral
del extracto promovié la recuperacion del higado a niveles histoquimico y
bioquimico.El mismo efecto se ha descrito para los extractos que contienen
betalainas obtenidos de plantas enteras de Amaranthus spinosus, y se ha
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propuesto que el mecanismo de hepatoproteccion era debido a su actividad
antioxidante (Zeashan et al, 2008;. 2009).

Por otro lado, la quimioprevencidon contra la carcinogénesis esofagica
inducida fue también demostrada en ratas con la administracion por via oral de
extractos de B. vulgaris (Lechner et al., 2010). Los resultados mostraron una
reduccion del 45% en el nimero de tumores, limitando la proliferacion celular,
la angiogénesis, y la inflamacién. Se planted la hipétesis de que la actividad
antioxidante de betalainas provocara una reduccibn en el nivel de
especies reactivas de oxigeno hasta unas concentraciones que serian
demasiado bajas para estimular la proliferacion anomala.

En un estudio de 2013, la actividad quimiopreventiva de betanina
purificada se estudié en dos modelos de tumor de pulmén inducidos en ratén
(Zhang et al., 2013). Tras el tratamiento por via oral con betanina en el agua
administrada betanina disminuyo significativamente el nimero de tumores y la
carga tumoral inducida en un 46% y un 65%. El mecanismo molecular de la
actividad de betanina contra el cancer implico una reduccién en la expresion
de CD31 y de microvasos endoteliales y aumento la expresion de la caspasa-3,
lo que sugiere que los efectos inhibidores de tumor de pulmon fueron a través
de la induccién de la apoptosis y la inhibicién de la angiogénesis.

Por otro lado, extractos de Amaranthus spinosus y de Boerhaavia erecta
que contienen betalainas han demostrado actividad anti-malaria in vivo en un
ensayo modelo en ratones (Hilou et al.,, 2006). Los extractos acuosos fueron
capaces de inhibir el crecimiento de los parasitos inoculados, de una manera
que era dependiente de la dosis. Estas plantas se utilizan en la medicina
tradicional para tratar infecciones por Plasmodium falciparum en los seres
humanos (la malaria). Los autores han sefialado a las betacianinas, betanina y
amarantina como posibles moléculas responsables de la actividad evaluada, al
mismo tiempo que reconocieron la necesidad de realizar experimentos con
compuestos purificados.

Ademés, se ha encontrado proteccion dosis dependiente de los
extractos de Beta vulgaris sobre los efectos adversos de la irradiacion de rayos
y en ratones, este efecto se ha atribuido a las betalainas (Lu et al., 2009). Asi,
extractos administrados por via oral restauraron parcialmente los niveles
normales de los parametros bioquimicos alterados por causa de la irradiacion,
incluyendo las actividades catalasa, superoxido dismutasa y de la oxidacion de
lipidos en el higado, el bazo y el rifion.

Curiosamente, otras actividades también se han descrito para
betalainas. Pigmentos purificados extraidos de Portulaca oleracea han
demostrado su capacidad para revertir los problemas de aprendizaje y de
memoria producidos por D-galactosa en ratones (Wang y Yang, 2010). En
comparacion con el &cido ascoérbico, betalainas administrada por via oral
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mostraron un efecto mas pronunciado en la mejora de los déficits cognitivos en
ratones y restauraron los niveles bioquimicos normales de enzimas relevantes.
Ello lleva a proponer que se esta produciendo un efecto neuroprotector por
parte de betalainas.

Extractos de Opuntia ficus-indica y su pigmento principal purificado,
indicaxantina, eran capaces de reducir la contractilidad del musculo liso
longitudinal ileal obtenido de ratones (Baldassano et al, 2010; 2011). Los
autores proponen la utilidad del hallazgo en la regulacién de la motilidad
intestinal en los trastornos relacionados con ella y describen el mecanismo de
accion. Este implica la inhibicion de las enzimas fosfodiesterasas y el aumento
de los niveles de cAMP, lo que conduce a una disminucion en la concentracion
intracelular de Ca**, que en Ultima instancia promueve el relajacién del misculo
liso.

Los estudios de biodisponibilidad de betalainas en humanos indican que
después de la administracion oral de las betalainas modelo, betanina y
indicaxantina, éstas permanecen en el cuerpo y son capaces de jugar una
funcion en la promocion de la salud , mediante la mejora del estado redox del
cuerpo (Tesoriere et al, 2004; Frank et al, 2,005). Las concentraciones
plasmaticas méximas se alcanzan 3 horas después del consumo, con un
descenso correspondiente a una cinética de primer orden. Después de este
tiempo, las betalainas se pueden incorporar en los globulos rojos in vivo
(Tesoriere et al., 2005). Su eliminacion completa se produce a las 12 h después
de la ingesta, con un la excrecion urinaria de 76% en el caso de la betaxantina,
pero muy limitado en el caso de betanina. Esto indica la metabolizacion del
pigmento y su transformaciébn en otros compuestos, incluyendo &cido
betalamico, como se ha demostrado en estudios de digestion simulada (Pavlov
et al., 2005; Tesoriere et al., 2008).

CONCLUSION

Como conclusion de este capitulo, podemos sefalar que la descripcion
de la actividad de captaciéon de radicales libres por betalainas implicd el
renacimiento del interés de la comunidad cientifica por estas moléculas. Desde
entonces, multiples articulos con respecto a la actividad biol6gica de
betalainas se han publicados, incluyendo estudios sobre la quimioprevencion
de la formacion de tumores. Teniendo en cuenta la seguridad demostrado en
su consumo (Khan et al., 2011), la reciente bibliografia indica el potencial de las
betalainas en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Resultados prometedores se han obtenido para la prevencion de
tumores in vivo y el posible papel desempefiado por betalainas en la dieta. Sin
embargo, el uso de extractos limita las conclusiones extraidas, las hipotesis
sobre los mecanismos implicados y el potencial terapéutico de los ensayos.
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Actualmente, los estudios con pigmentos purificados son escasos pero
proporcionan conclusiones interesantes. El aumento de estos estudios,
ayudarian a establecer el papel real que desempefian las betalainas solas o en
cooperacion con otros compuestos. Sin duda, hay que tener mucha cautela con
respecto a la posible aplicacion de las actividades biolégicas descritas en
moléculas naturales, pero los resultados para las betalainas son prometedores
en términos de su potencial de promocioén de la salud.
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CAPITULO 4
APLICACIONES DE LAS BETALAINAS

Ademas del uso de las betalainas como moléculas bioactivas, que
hemos visto en el anterior capitulo, en este apartado vamos a tratar
aplicaciones singulares que se han desarrollado en base a las propiedades
quimico-fisicas que presentan estos pigmentos.

12-Aplicacion de la fluorescencia de betaxantinas para el desarrollo de un
método de alta sensibilidad en HPLC para su deteccion y cuantificacion
en extractos naturales o matrices complejas.

La fluorescencia es un parametro mas sensible y especifico que la
absorbancia, por ello se desarrollan métodos fluorimétricos para la
determinacidn de cantidades traza para diferentes compuestos en el campo de
las biociencias, como pueden ser aminoacidos (Kultlan y Molnéar-Perl, 2003.,
Gatti et al., 2004), vitaminas (Vifias et al., 2004), o drogas (Chem et al., 2004).
Estos sistemas requieren en general la derivatizacion previa de los compuestos
a separar o la derivatizacion postcolumna ya que en general las moléculas no
presentan fluorescencia.

El hecho de que las betaxantinas presenten fluorescencia intrinseca y
gue todas tengan una fuerte absorcién de luz a 460 nm y una fuerte emision a
510 nm nos ha permitido (Gandia-Herrero et al., 2005c) establecer un método
fluorimétrico para su deteccion y cuantificacion (Figura 41), asi se pueden
detectar betaxantinas que habian pasado desaparcibidas en algunos extractos
naturales.
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En la figura se presentan los perfiles de un extracto de flores amarrillas
de M. jalapa, donde se compara los registros del método espectofotométrico y
del método fluorimétrico. En el primer caso se detectan tres picos; pico 1
metionina sulfosido-betaxantina, pico 2 dopamina-betaxantina, pico 3 tiramina-
betaxantina y en el registro de fluorescencia se detecta un pico adicional 4.
Este pico 4 ha sido identificado como la betaxantina derivada del acido
glutamico.

Para poner a punto el método cuantitativo (Gandia-Herrero et al., 2005d)
se sintetizaron patrones de 14 betaxantinas naturales y se realizaron sus
correspondientes rectas de calibraje. En la Figura 42 se presenta el perfil
comatografico de un extracto de Carpobrotus acinaciformis donde se han
cuantificado: glutamina-betaxantina 28 ug g, glutamico-betaxantina 5.5 ng g*
y tiramina-betaxantina 11 pg g™

Fluorescencia

0 5 10 15 20 25
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Figura 42
22-Uso de betanina para determinacion de esporas de Bacillus anthracis.

En 2013 la colaboracion de un grupo de investigacion brasilefios y otro
estadounidense dio lugar a la publicacion sobre el uso directo del complejo de
betanina con europio (un elemento que pertenece al grupo de los lantanidos)
para la cuantificacion de dipiconilato de calcio que se encuentra en gran
cantidad en esporas de bacterias del genero Bacillus, incluido el Bacillus
anthracis (responsable del antrax) (Goncalves et al. 2013a).

En presencia de iones europio (lIl), betanina forma con él un complejo
1.1 de color naranja soluble en agua, (Figura 43) lo que provoca un cambio
muy significativo en el espectro de la disolucion a pH 7.5, Este cambio se
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observa como una bajada en el maximo de betanina de 536 nm y un
coeficente de extrincion de 65.000 M™* cm™ y la generacién de un méximo a
474 nm, que corresponde al complejo formado con un coeficiente de extincion

de 40.000 Mt cm™.
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La adicion posterior de dipiconilato de calcio, cambia el color de la
solucion acuosa de complejo de naranja a magenta (Figura 44), cambio que es
dependiente de la concentracion de dipiconilato o de las esporas de Bacillus si

se usa una muestra donde estén presentes.
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El analisis (Figura 45) del incremento de absorbancia a 536 nm con
respecto al nimero de esporas, establece un limite de deteccion para la
determinacién de esporas de B. cereus y B. anthracis de 1.1x10° esporas mL™.
Este método colorimétrico es selectivo para dipiconilato de calcio en
comparacién con varios compuestos analogos, siendo un ensayo simple,
rapido y de bajo coste para detectar con alta sensibilidad la no presencia de B.
anthracis. Ademas, este trabajo demuestra la posibilidad de usar betalainas
como sensores colorimétricos para aplicaciones bioldgicas.
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32-Determinacion de infeccién de malaria mediante imagen fluorescente
de eritrocitos infectados, usando una betaxantina semisintética.

La colaboracion de los mismos grupos brasilefio y estadounidense dio
como resultado una publicacion en 2013 (Gongalves et al. 2013b) donde
sintetizan lo que denominan como “Una sonda betalainica inspirada en la
naturaleza” (Figura 46). La sintesis se hace por el procedimiento se
semisintesis usando como amina la 7-amino-4-metilcumarina, resultando un
producto fluorescente (BtC) con un maximo de excitacibn a 485 nm y un
maximo de emision a 520 nm.
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Esta sonda ha sido disefiada para que sea capaz de penetrar solo en
los eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum, donde se va a producir su
diferenciacion y multiplicacién. La infeccion por Plasmodium conlleva la
modificacion de la de la membrana plasmatica del eritrocito y sus componentes
proteicos para generar el lamado nuevo camino de penetracion (NPP).

Este camino permite un mayor flujo de nutrientes, siendo el
responsable del aumento de la permeabilidad de solutos de bajo peso
molecular, tanto cargados como sin carga, pero con una fuerte preferencia por
los aniones. Este nuevo camino de penetracion que solo esta presente en los
eritrocitos infectados, es la via por donde penetra la sonda sintetizada que es
fuertemente anidnica a pH fisioldgico puesto que se encontran desprotonados
los dos grupos carboxilo del acido betalamico.

Cuando se incuba unos minutos los eritrocitos de raton infectados con
Plasmodium con la sonda BtC y se observan en un microscopio de
epifluorescencia (Figura 47) con luz de trasmision para obtener contraste de
interferencia diferencial (DIC) o con la fluorescencia usando un filtro de
excitacion a 470 nm y de emisién a 525 nm se obtienen las imagenes de la
primera y segunda columnas para tres experimentos separados. En la tercera
columna se muestra la superposicion de esas imagenes donde podemos ver
como la fluorescencia de la sonda solo penetra en los eritrocitos infectados y se

situa alrededor del parasito.
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43-Uso de betalainas en células solares sensibilizadas por pigmentos
(DSSC).

Las células fotovoltaicas sensibilizadas por colorante estan en la
actualidad atrayendo un gran interés desde el punto de vista cientifico y
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tecnoldgico por su alta eficiencia, bajo coste, y por ser la alternativa mas viable
a las células solares inorganicas.

Las células solares sensibilizadas con pigmentos se inspiran en la

forma como la naturaleza capta la energia y la transforma en electrones en el
proceso de la fotosintesis.

ITO TiO: Sensitized Dye Pt Glass

__,-f"'f .110:]_)},6 ' (d[l'j_l‘l_:i\
Anode injection
ATAS
k]
Licht rexcitation

, mediator

1 %

} » ’ II. - I "‘ =1

_‘E
I S"/s” U

[ X Y,

Figura 48

La Figura 48 muestra un esquema ilustrativo del principio de la
estructura y del funcionamiento de un dispositivo fotovoltaico sensibilizado por
colorante. La célula consiste en dos electrodos y un liquido electrolitico
encapsulado que contiene iones yoduro y triyoduro.

El catodo son nanoparticulas de o6xido de titanio (TiO,) altamente
porosas en cuya superficie se adsorbe el pigmento. Las particulas estan
depositadas sobre un vidrio eléctricamente conductor y transparente. El TiO,
so6lo absorbe luz ultravioleta, por lo tanto, el uso de pigmento permite utilizar la
luz con una gama mas amplia de longitud de onda. El contra-electrodo (anodo)
es un vidrio eléctricamente conductor y transparente con un electrodo de
platino.

El dispositivo es transparente y esta coloreado de acuerdo con el
colorante empleado. Cuando la luz pasa a través del electrodo de vidrio
transparente las moléculas de colorante se excitan y transfieren un electron a la
capa del semiconductor TiO,. El electrén es transportado luego a través de la
capa de TiO, y recogido por la capa de vidrio conductora. Los electrones
cedidos por las moléculas de colorante a la capa de TiO, se sustituyen por los
electrones de los iones yoduro y triyoduro del electrolito, que a su vez obtiene
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electrones en el contraelectrodo. Todos estos acontecimientos culminan con un
flujo de corriente a través del circuito eléctrico externo.

Este es basicamente el mecanismo para la conversion de energia de
la luz recibida por la célula solar en energia eléctrica. El rendimiento de la
célula viene en gran medida determinado por las caracteristicas del pigmento
que se utilice. Desde 2006 se empiezan a utilizar los diferentes pigmentos
naturales de las plantas, como son: carotenoides, clorofilas, flavonoides y
betalainas, para sustiruir a colorantes sintéticos basados en rutenio que tienen
una gran estabilidad, pero son muy caros ya que el rutenio es un metal raro.
Pronto destaca el uso de un extracto de Beta vulgaris rubra con alta
concentracion de betacianina con el que se consigue una eficacia de
conversion de fotones a corriente del 65% a 470 nm, y con una eficacia global
del 1.7%, lo que es comparable a la eficacia de la fotosintesis natural, y de otro
extracto de Opuntia rico en indacaxantina (prolina-betaxantina) con el que se
obtienen valores de eficacia global del 1.19%.

Estos resultados los convierten en los pigmentos mas prometedores
para la conversion de energia solar debido a su reducido coste de produccion y
bajo impacto ambiental (Narayan, 2012). En 2011 se utilizé betanina purificada
obteniéndose un valor de eficacia de conversion de 2.7%, siendo hasta ahora
el mayor valor obtenido con un pigmento natural (Sandquist y McHale, 2011).

52-Uso del acido betalamico y del zumo de remolacha roja en el marcaje y
revelado de proteinas.

La purificacion de acido betalamico a partir de betanina obtenida de
zumo de remolacha roja puede hacerse por una modificacion de la reaccion de
semisintesis de betaxantina, siguiendo una hidrolisis basica de betanina para
liberar el acido betalamico que se fija por interaccion durante 15 minutos con
una resina de intercambio anionico (IRA400), se elimina el sobrenadante, se
lava con agua y se libera el &cido betalamico con CINa 5 M. Una vez desalada
la disolucidn el acido batalamico esta preparado para su uso.

Para la sintesis de proteina-betaxantina (Figura 49) se usa acido
betalamico purificado que se mezcla con una disolucion de proteinas a
pH=11.4, (como albumina) que poseen grupos aminos primarios libres, véanse
amino terminal y aminos de los restos de lisina que formen parte de la proteina.
A continuacion se baja el pH a 5 y se deja que progrese la reaccion pasando de
un amarillo palido Amax de 424 nm a Amax de 476nm, amarillo brillante propio de
la proteina-betaxantina sintetizada. Mediante este procedimiento se han
obtenidos derivado de proteina de peso molecular entre 6.000 y 200.000 dalton
(Cabanes et al., 2016). Las proteinas obtenidas son fluorescentes con una
longitud maxima de excitacion y de emision de 475 y 551nm respectivamente.
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Esas proteinas se pueden separar en una electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS vy visualizarse con un scanner de fluorescencia. En la
imagen A se ven calles con cantidades crecientes de albumina y en B
marcadores de peso molecular de proteinas (mezcla de proteinas de peso
molecular conocido) derivatizadas con &acido betalamico y visualizados por
fluorescencia.

Una vez realizada la prueba de concepto: Se pueden sintetizar
proteinas-betaxantinas sin que ello modifique sustancialmente la respuesta de
las proteinas en electroforesis en SDS y mantenerse fluorescentes, nos
propusimos usar esta posibilidad para revelar las proteinas previamente
separadas en una electroforesis.

Procedimos a hacer una electroforesis de albumina y marcadores sin
derivatizar, y una vez realizada la electroforesis derivatizamos las proteinas
presentes en el gel (Figura 50) con acido betalamico puro. En la Figura 50A
podemos ver el resultado de incubar el gel a pH=11.4 con &cido betalamico
durante 15 min y luego bajar el pH a 5 con acético y mantenerlo otros 15
minutos.
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El mayor inconveniente de la técnica de revelado es disponer de &cido
betalamico puro, por lo que decidimos hacer un gel y revelarlo usando zumo de
remolacha roja filtrado por un ultrafiltro de 10 kd. Siguiendo la misma
metodologia el resultado puede verse en la Figura 50B. Asi pues, es posible
revelar por fluorescencia una electroforesis-SDS de proteinas con zumo de
remolacha.
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COROLARIO

A lo largo de la leccion hemos repasado el mas que significativo
desarrollo de los conocimientos sobre betalainas en los Ultimos afos, tanto
desde un punto de vista de conocimientos basicos como biosintesis, sintesis
abidtica o propiedades de color y fluorescentes como desde el punto de vista
aplicado, actividad biolégica y aplicaciones singulares, cumpliendo con esa
frase que algunos atribuyen a Pasteur “Ni ciencia béasica ni aplicada, solo
ciencia y sus aplicaciones”.

El desarrollo cientifico de las betalainas ha sido grande pero cada vez se
abren mas caminos. Asi pues creo que esta es una historia con futuro.

Muchas gracias por su atencion.
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