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RESUMEN 

Vitorino, H.A. “Semisíntesis de la betaxantina BeetTris a partir de una betacianina 

(betanina, Beta vulgaris): evaluación de la estabilidad, actividad antirradical, citotoxicidad, 

e interacción con ADN’’. 2021. (81p). Tesis (Licenciatura). Facultad de Ciencias – Universidad 

Nacional de Ingeniería, Lima, Lima, Perú.  

La betanina (Bn) fue obtenida y purificada, a partir de la betarraga roja (Beta vulgaris), y la 

hidrolisis en pH básico fue estudiado, así como la interacción con una amina primaria en medio 

tamponado. Una betalaína artificial fue semisintetizada (BeetTris), a partir del acoplamiento 

aldimínico de una amina primaria (Tris), y el ácido betalámico (HBt) obtenido de la hidrolisis 

básica del jugo de betarraga. La hidrolisis de BeetTris en pH básico, también fue estudiado. La 

capacidad antiradicalar fue determinada en equivalentes de TEAC, y la actividad citotóxica de las 

betalaínas fue estudiada en dos modelos de células inmortalizadas de cáncer cervical (HeLa) y de 

carcinoma hepatocelular (HepG2). Además, fue estudiada la interacción de las betalaínas con 

ADN extraído de bioindicadores marinos (Callinectes danae) por electroforesis en gel de agarosa, 

y analizado por secuenciamiento. La Bn mostró mayor estabilidad que BeetTris en medio alcalino, 

así como mayor carácter antiradicalar que el HBt y el BeetTris, este último(/s) mostró significante 

citotoxicidad en células HeLa. El ADN no mostró desnaturalización en presencia de las betalaínas, 

pero el BeetTris(/HBt) interfirió en su amplificación. La Bn mostró afinidad por el ADN, 

originando un cambio de movilidad electroforética (Shift). Por otro lado, el BeetTris/HBt mostró 

interferencia en la identificación de ADN, esto debido a la supresión de fluorescencia de la sonda 

(bromuro de etidio), que formaría aductos derivados de sonda-betalaína. La hidrolisis de la Bn 

sobre tampón de amina primaria, puede formar subproductos que pueden ser menos estables, con 

menor capacidad antiradicalar, con alguna capacidad citotoxicidad, y pueden interferir con la 

amplificación e identificación del ADN en ensayos in vitro. Este modelo de betalaína artificial, 

puede sugerir una propuesta para estudios de los intermediarios inestables en medio alcalino, en 

las rutas biosintéticas que son estudiadas por biología molecular. 

 

Palabras llave: betalaínas; hidrólisis; antiradicalar; citotoxicidad; electroforesis; secuenciamiento. 
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ABSTRACT 

Vitorino, H.A. "Semisynthesis of betaxanthin BeetTris from a betacyanin (betanin, Beta 

vulgaris): evaluation of stability, antiradical activity, cytotoxicity, and interaction with 

DNA". 2021. (81p). Thesis (Degree). Faculty of Sciences - National University of Engineering, 

Lima, Lima, Peru. 

Betanin (Bn) was obtained and purified from red beet (Beta vulgaris), and the hydrolysis at basic 

pH was studied, as well as the interaction with a primary amine in a buffered medium. An artificial 

betalain was semisynthesized (BeetTris) from the aldimine coupling of a primary amine (Tris), 

and the betalamic acid (HBt), obtained from the basic hydrolysis of beet juice. The hydrolysis of 

BeetTris at basic pH was also studied. The antiradical capacity was determined in TEAC 

equivalents, and the cytotoxic activity of betalains was studied in two immortalized cell models of 

cervical cancer (HeLa) and hepatocellular carcinoma (HepG2). Furthermore, the interaction of 

betalains with DNA extracted from marine bioindicators (Callinectes danae) was studied by 

agarose gel electrophoresis, and analyzed by sequencing. Bn showed greater stability than BeetTris 

in alkaline medium, as well as a greater antiradical character than HBt and BeetTris, the latter (or 

both latter) showed significant cytotoxicity in HeLa cells. The DNA did not show denaturation in 

the presence of betalains, but BeetTris (/ HBt) interfered with their amplification. Bn showed an 

affinity for DNA, causing a change in electrophoretic mobility (Shift). On the other hand, the 

BeetTris / HBt showed interference in the identification of DNA, due to the suppression of 

fluorescence of the probe (ethidium bromide), which would form adducts derived from probe-

betalain. The hydrolysis of Bn on a primary amine buffer can form by-products that may be less 

stable, with less antiradical ability, with some cytotoxicity, and may interfere with DNA 

amplification and identification in vitro assays. This artificial betalain model can suggest a 

proposal for studies of the unstable intermediates in alkaline medium, in the biosynthetic pathways 

that are studied by molecular biology. 

 

Keywords: betalains; hydrolysis; antiradical; cytotoxicity; electrophoresis; sequencing. 
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PRÓLOGO 

 

La tesis de licenciatura presentada a continuación lleva el título de “Semisíntesis de la 

betaxantina BeetTris a partir de una betacianina (betanina, Beta vulgaris):  evaluación de la 

estabilidad, actividad antirradical, citotoxicidad, e interacción con ADN’’: la base de esta 

investigación inicia con la extracción de la betanina de la beterraga, como precursor para la 

semisíntesis de una betalaína artificial, y su posterior estudio de estabilidad, actividad 

antirradicalar, citotóxica e interacción con macromoléculas biológicas. Este trabajo ha sido 

descrito como parte de los requisitos para la obtención del título universitario de Licenciado en 

Química de la Universidad Nacional de Ingeniería.  

Esta tesis se desarrolló con la asesoría de la Profa. Ana Valderrama. La pregunta principal 

del trabajo fue formulada en conjunto con la Dra. Priscila Ortega, Dra. Sook Chung y el Dr. Erick 

Leite Bastos. El proceso de investigación ha sido realizado de manera exhaustiva que nos ha 

permitido responder las inquietudes de las preguntas formuladas.   

En el primer capítulo se realiza una introducción general, haciendo hincapié en la 

motivación de la investigación de la tesis y en las principales aplicaciones recientes de las 

betalaínas.  En el segundo capítulo se describe algunos aspectos teóricos de la obtención de 

betalaínas, así como su actividad antirradicalar, antioxidante, estabilidad cinética, e interacción en 

sistemas biológicos relevantes. El capítulo III incluye el procedimiento de semisíntesis de la 

betalaína artificial y caracterización, el estudio de la estabilidad y la capacidad antirradicalar e 

interacción con sistemas biológicos. Además, se describe las técnicas e instrumentos empleados. 

A continuación, en el capítulo IV se centra en describir y discutir los resultados del estudio de la 

betanina y la betalaína artificial. La tesis finaliza con un breve capítulo dedicado a recoger las 

conclusiones más generales, y otro que incluye la bibliografía citada en los distintos capítulos. 

Como anexo se incluye una serie de resultados complementarios para enriquecer las discusiones 

de los resultados.   

Hector Aguilar Vitorino  

Lima, agosto de 2021 
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LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS Y FÓRMULAS 

 

MTS 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium 

Tris 2- Amino-2-hidroximetílpropano-1,3-diol  

AKR 5’ – ACG CGC TTC TCA ATC TCG TTA – 3’ 

AKF 5’ – CTA CCA CAA CGA CAA CAA GAC CTT C – 3’ 

HBt Ácido betalámico  

Hepes Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfónico 

A/T/G/C Adenina, Timina, Guanina, Citosina 

Bn Betanina 

ɛ Coeficiente de atenuación molar  

kobs Constante cinética observada 

HPLC-MS 
Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de alta 

eficiencia  

DAD Diode array detector, detector de arreglo de diodos   

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

ESI+ Electrospray ionization, ionización por electrón-spray en modo positivo  

HRMN Espectroscopía de resonancia magnética nuclear de hidrógeno  

UV-Vis Espectroscopía electrónica de absorción en el ultravioleta-visible 

FBS Fetal Bovine Serum, Suero bovino fetal 

HPLC 
High performance liquid chromatography, cromatografía líquida de alta 

eficiencia 

LSS Lauril sulfato de sodio 

λmax Longitud de onda de máxima absorción en el espectro UV – Vis 

DEPC Pirocarbonato de dietilo 

PCR Polymerase chain reaction, Reacción en cadena de la polimerasa 

m/z Razón masa/carga en espectroscopía de masas 

PBS Tampón de fosfato salino  

TAE Tampón Tris-acetato-EDTA 

t1/2 Tempo de vida – media 

tR Tiempo de retención 
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1.  CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN   

 

1.1. Generalidades y problemática  

Las betalaínas son pigmentos vegetales vacuolares con actividad biológica, capaces de 

interaccionar selectivamente con membranas celulares. Todas las betalaínas son productos de 

acoplamiento aldimínico entre el ácido betalámico, y aminas o aminoácidos. La obtención de este 

precursor permite la semisíntesis, es decir, síntesis parcial, de betalaínas naturales y artificiales 

que amplían la posibilidad de estudio de las propiedades y aplicación de estos pigmentos.  

Las betalaínas son metabolitos secundarios derivados del aminoácido L-tirosina (Esquema 

2.3). Experimentos en finales de los años 60 fueron los pioneros en trabajar con moléculas 

marcadas radioactivamente con la finalidad de demostrar su incorporación en unidades 

estructurales y así contribuir con un borrador inicial de la vía biosintética1,2. Estudios teóricos y 

experimentales han propuesto el uso de estos extractos vegetales, además de la betanina, betanidina 

y ácido betalámico como fotosensibilizadores en celdas solares sensibilizadas por colorantes3–7. 

La formación de complejos de Bn:Eu(III) también han sido descritos, en una razón de 1:1 (β = 

5.2)8.  Este complejo tiene la capacidad de detectar las esporas de la bacteria Bacillus anthracis, 

causante del ántrax o carbunco, que es usada en ataques terroristas8. Otro estudio, muestra de cómo 

la betalaína, tomada como punto de partida para el desarrollo de sondas fluorescentes capaces de 

marcar eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum, agente que causa la malaria en 

humanos9.   

En estudios previos a este trabajo, fue desarrollado, el 2018, una betalaína artificial 

fluorescente BeetTris, derivado del 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol. Esta betalaína 

artificial mostró capacidad de “marcar’’ la membrana de los núcleos aislados de las células de 

hepatopáncreas de cangrejos, y fue comparado con sondas comerciales como el Hoechst 33342 

(azul) y yoduro de propidio (PI, rojo), utilizadas frecuentemente en ensayos de viabilidad celular 

y electroforesis en gel10 (Esquema 1.1; Figura 1.1).   
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Esquema 1.1. Síntesis de betalaínas naturales y artificiales.  

 

Las betalaínas naturales y artificiales muestran una gran variedad de aplicaciones en 

sistemas biológicos con resultados interesantes, desde que sigan rutas de formación o preparación 

adecuada para evitar desarrollar un derivado que no sea tóxico o carcinogénico11,12. Los ensayos a 

nivel celular o molecular, son desarrollados en medios tamponados que, con la finalidad de 

proporcionar medios biológicos relevantes, son usados tampones de aminas (tampón TAE o TBE 

contiene amina primaria). Citando un ejemplo, en 1989, cuando se estudiaba los intermediarios de 

la ruta biosintética de betalaínas en Amanita muscaria, durante el proceso de extracción de 

enzimas, se descubrió una betalaína (λ=476 nm), que no fue caracterizada, ni reportada 

adecuadamente, y no formaba parte de la ruta biosintética de las betalaínas13. Esta betalaína, fue 

recientemente caracterizada10, mostrando propiedades fluorescentes de marcación en núcleos 

celulares (Figura 1.1). A pesar, que esta betalaína no tiene una ruta biosintética biológicamente 

programada, esta puede ser formada artificialmente y/o “accidentalmente”.  Además, esta puede 

interaccionar indirectamente con moléculas biológicas, ya que puede proporcionar estabilidad al 

ácido betalámico (aldehído α,β-insaturado inestable) producto de la hidrólisis en medio alcalino 

(pH fisiológico) de las betalaínas.   
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Figura 1.1. Microscopía de fluorescencia de células de hepatopáncreas de Callinectes danae incubada con BeetTris 

(verde), Hoechst 33342 (azul) y PI (rojo). La barra blanca indica una escala de 2 µm10.  
 

 

1.2. Objetivo 

Estudiar los efectos de subproductos originados por la hidrólisis de la betanina en medios 

biológicos. 

 

1.3. Objetivos específicos  

- Aislamiento y purificación de la betanina, a partir de la betarraga Beta vulgaris. 

- Obtención del ácido betalámico, mediante a hidrólisis alcalina de la betanina. 

- Obtención de una betaxantina artificial a partir de la betanina y ácido betalámico. 

- Estudio de actividad antiradicalar, citotóxico e interacción con ADN en medio biológico 

de las betalaínas natural (betanina) y artificial (BeetTris).   

 

 

1.4. Hipótesis  

- La betalaína artificial obtenida y caracterizada será menos estable cinéticamente que la 

betanina debido a que no presenta la fracción catecol. 

- La capacidad antirradicalar de la betanina será mayor que la betalaína artificial debido a la 

ausencia de la fracción catecol.  

- La betalaínas natural, y artificial, por tener un carácter antioxidante, no presentarán 

actividad citotóxica frente a los modelos celulares HeLa y HepG2.  
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- Las betalaínas interaccionarán con las macromoléculas de ADN o ARN vía formación de 

bases de shift.   
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2. CAPÍTULO II. FUNDAMENTO TEÓRICO  

 

2.1. Betalaínas: Aspectos generales 

Los pigmentos vegetales¥ son fundamentales en el mantenimiento de la vida, dada su 

participación en la comunicación entre especies e en el aprovechamiento de la luz solar14. En el 

reino vegetal, hay sustancias químicas coloridas  que componen una paleta que excluye solamente 

el blanco y el negro15. Esta gran variedad de colores fue resultado de adaptaciones ecológicas de 

las plantas a las alteraciones del medio ambiente16.  

El color de las flores son casi exclusivamente debido a la presencia de antocianinas, 

carotenos y betalaínas15–17. Las betalaínas son menos investigadas que las antocianinas y 

carotenos, debido a su origen natural restringido18.   

Las betalaínas son pigmentos naturales atóxicos solubles en agua responsables no solo de 

la coloración brillante de las frutas y flores, sino también de las raíces y hojas de las plantas que 

pertenecen al orden Caryophyllales19–21. En este orden, las únicas excepciones son las 

Caryophyllaceae y Molluginaceae, donde la coloración se debe a las antocianinas22. Las betalaínas 

y las antocianinas son dos familias diferentes de pigmentos que nunca se encuentran juntas en la 

misma planta. Las razones evolutivas de la aparente exclusión mutua no se han explicado 

adecuadamente; sin embargo, a nivel bioquímico, se ha demostrado que las enzimas relevantes 

para la producción de antocianinas no se expresan en plantas productoras de betalaína23,24. La 

presencia de betalaínas en las flores es particularmente interesante debido a la importancia del 

color en la atracción de animales para la polinización25,26. Las flores son de color violeta o amarillo 

brillante en función de la presencia de betacianinas o betaxantinas, respectivamente. La presencia 

conjunta de los pigmentos genera tonos naranjas a rojo y también son posibles patrones 

abigarrados27,28. 

 
¥ EL concepto de colorante y pigmento está relacionado a la solubilidad. En inglés, colorants (colorantes) son substancias que absorben o emiten 

luz en la región del espectro visible (400 – 700 nm). Los colorantes pueden ser dyes (tintes) o pigments (pigmentos), términos que muchas veces 

son utilizados indiscriminadamente. Los pigmentos son prácticamente insolubles en el medio al cual son aplicados. En productos naturales, 

substancias responsables por la coloración de tejidos vegetales y animales son llamados de pigmentos. Colorantes, por otro lado, son solubles o 
parcialmente solubles en el medio. En el español, estos términos pueden ser tratados como sinónimos. Entonces, como las betalaínas son o se 

originan de productos naturales, en el texto se va referir a estas como pigmentos30. 
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Las betalaínas se dividen en dos clases, dependiendo del aminoácido del cual se originan: 

betacianinas (Griego: kyaneos=azul, rojo – violeta, λabs ≈ 540 nm) y betaxantinas (Latín: beta = 

betarraga; Griego: xanthos =amarillo, amarillo – anaranjado, λabs ≈ 470 nm)29. Las dos clases de 

betalaínas conocidas poseen un sistema conjugado 1,7-diazaheptametinico (1,7-dHm) como 

cromóforo que se origina de la biosíntesis a partir del ácido betalámico, un aldehído α,β-insaturado 

inestable30. Las betaxantinas son iminas o cationes iminio que se originan del acoplamiento 

espontaneo (imino condensación) entre el ácido betalámico y aminas o aminoácidos esenciales 

(acoplamiento aldimínico). Por otro lado, las betacianinas son producto de la condensación entre 

el ácido betalámico y derivados glicosilados y/o acilados del ciclo-DOPA (ciclo-3-(3,4-

dihidroxifenilalanina))31 (Esquema 2.1).  

 

 

 

Esquema 2.1. Estructura del ácido betalámico (HBt), betacianinas y betaxantinas.  

 

2.2. Fuentes de betalaínas  

Las betalaínas se encuentran en partes comestibles de las plantas, y en sus hojas32, flores21, 

tallos33 y brácteas34. Las betalaínas y antocianinas nunca se han encontrado juntas en la misma 

planta35,36; en los Caryophyllales solo la coloración de las Caryophylaceae y Molluginaceae se 

debe a las antocianinas. Entre las plantas de Caryophyllales, las raíces de la betarraga roja (Beta 

vulgaris)37, los frutos de cactus (tuna) pertenecientes al género Opuntia (principalmente Opuntia 

ficus indica)27,38, las frutas del dragón de los cactus Hylocereus, pitaya (principalmente Hylocereus 
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polyrhizus, pitaya roja)39,40, y la acelga (Beta vulgaris)41 son fuentes comestibles conocidas de 

betalaínas.  

Las fuentes menos comunes de encontrar betalaínas son los tubérculos ulluco (Ullucus 

tuberosus)19, los frutos de los cactus Eulychnia42 y las bayas de Rivina humilis43. Ciertas especies 

de Amaranthus también se consumen cocidas o frescas44,45. Una fuente interesante de betalaína es 

la Amanita muscaria, agario de moscas o mata moscas, este hongo alucinógeno, comparte una 

serie toxinas (acido iboténico, muscimol y muscazona) que hacen esta especie venenosa en altas 

concentraciones46,47. Los extractos de betarraga que contienen betalaína se usan como aditivos para 

dar un color rosa o violeta en alimentos y bebidas, bajo el código E-162, según la Administración 

de Alimentos y Medicamentos (FDA) en los EE. UU.48–51 (Figura 2.1). 

Figura 2.1. Fuentes conocidas de betalaínas: fruta Opuntia ficus-indica (A) betarraga Beta vulgaris (B), hongo 

alucinógeno Amanita muscaria (C), y tubérculos ulluco (D). Colorante comercial (E-162) extraído de la betarraga 

Beta vulgaris (E), y producto lácteo que contiene extractos de B. vulgaris (F). (Fotos: pixabay.com, allnuts.com.br, 

wogibtswas.at) 

 

Las betalaínas han mostrado en los últimos años un potencial bioactivo prometedor. 

Investigaciones han revelado una fuerte capacidad de eliminación de radicales libres a partir de 

betalaínas purificadas de la beterraga52,53. Estudios posteriores revelaron la existencia de una 

actividad intrínseca presente en todas las betalaínas modulada por factores estructurales, la 

capacidad de eliminación de radicales libres generalmente aumenta con el número de grupos 

hidróxilo/imino, y además depende de la posición de estos grupos, y la glucosilación y de aglicones 

A B C 

D E F 
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en las moléculas de las betalaínas31,54. Experimentos in cellulo con diferentes líneas celulares 

(leucemia mieloide K562 y melanoma B16F10) han demostrado el potencial de las betalaínas en 

la quimioprevención del cáncer55,56, y experimentos in vivo han demostrado que concentraciones 

muy bajas de pigmentos dietéticos inhiben la formación de tumores en ratones57–59. En humanos, 

la concentración plasmática de betalaínas después de la ingestión es lo suficientemente alta como 

para promover su incorporación a los glóbulos rojos y al LDL (lipoproteína de baja densidad), 

protegiéndolas del daño oxidativo y la hemólisis60–62. Sin embargo, la mayoría de las actividades 

biológicas descritas se han informado según estudios con extractos de plantas con purificación de 

pigmento limitada o nula. Aunque estos estudios son útiles para identificar actividades potenciales, 

los compuestos aislados son necesarios para vincular los efectos descritos con las estructuras 

responsables.  

 

2.3. Actividad antiradicalar y antioxidante en betalaínas  

Desde la introducción de una tecnología factible para determinar el potencial de 

eliminación de radicales libres de moléculas y extractos por el grupo Rice-Evans63, el ABTS (2,2'-

azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico)) ensayo radical se ha convertido en una técnica 

estándar en la evaluación de esta actividad. En las betalaínas, el ensayo radical ABTS ha ganado 

relevancia con respecto a otras metodologías similares, como el ensayo radical DPPH (2,2-difenil-

1-picrilhidrazina)64 y el ORAC (capacidad de absorción del radical de oxígeno)65, o la reducción 

directa de Fe(III) a Fe(II) mediante el ensayo FRAP (poder antioxidante reductor férrico)66 o el 

ensayo DHR (velocidad de formación de DR)10,67. Esto se debe al uso de un medio completamente 

acuoso, la posibilidad de variación del pH y la falta de interferencias de señal con sondas 

fluorescentes. Los conceptos antioxidantes y antirradicales con frecuencia no se diferencian en la 

literatura. Se puede considerar que los antirradicales o radical scavengers son moléculas 

antioxidantes medidas experimentalmente en la reducción de un radical. El término antirradical§ 

 
§ Cabe destacar que existe una diferencia entre la actividad "antirradical" y la "antioxidante". La actividad antirradical caracteriza la capacidad de 
los componentes para reaccionar con los radicales libres (en una reacción de radicales libres), pero la actividad antioxidante representa la capacidad 

de inhibir el proceso de oxidación (que generalmente implica un conjunto de reacciones diferentes)164. John Gutteridge y Barry Halliwell en su 

libro (Free Radicals in Biology and Medicine) mencionan que "antioxidante es un término ampliamente utilizado, pero raramente definido"165, estos 
autores proponen definir un antioxidante como "cualquier sustancia que, cuando está presente en baja concentración en comparación con las de un 

sustrato oxidable, retrasa o impide significativamente la oxidación de ese sustrato"165. Esta definición cubre todos los procesos de oxidación, tanto 

radicales como no radicales. Pero, como se señaló en otra parte, "una definición genérica de antioxidante no es experimentalmente constructiva a 
menos que esté asociada con la noción de oxidante que debe neutralizarse"166. Además, la validez del término "antioxidante" depende del entorno 

de su acción, a saber, si consideramos una acción in vitro o in vivo. 
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se usa (en esta sección) cuando la actividad se ha evaluado mediante un ensayo basado en radicales 

(ABTS, DPPH, ORAC) independientemente de los términos originales utilizados por los autores. 

El término antioxidante estará restringido a experimentos que no involucren radicales estables68. 

Investigaciones han demostrado la actividad antiradicalar de betalaínas purificadas de la 

betarraga B. vulgaris, cuando estas fueron separadas en betacianinas y betaxantinas53. Otros 

trabajos demostraron actividades en betalaínas purificadas de diferentes fuentes: betarraga B. 

vulgaris cultivadas en condiciones axénicas69, Opuntia ficus-indica70, y plantas de 

Amaranthaceae54. En todos los casos, la actividad de eliminación de radicales determinada fue 

mayor que la detectada para otros compuestos bien conocidos como ácido ascórbico, catequina y 

Trolox. De esa forma, se ha demostrado que la glucosilación de betacianinas reduce la actividad 

de los pigmentos54 debido al bloqueo de uno de los grupos hidroxilo. Sin embargo, la presencia de 

estos grupos no es necesaria para expresar la actividad, en contraste con los resultados obtenidos 

para los flavonoides, donde la ausencia de actividad se ha descrito en los compuestos 

deshidroxilados trans-chalcona, flavona, flavanona e isoflavona71. 

 

2.4. Estabilidad de las betalaínas  

La modificación química de alimentos está generalmente asociada a los cambios de color, 

lo que compromete frecuentemente al sector comercial, a los beneficios para la salud, y la 

seguridad72. Con la finalidad de mantener los colores en los alimentos, donde las betalaínas son 

usadas como colorantes, la manipulación, el procesamiento y almacenamiento deben ser realizados 

en condiciones controladas. La estabilidad de las betalaínas es influenciada por factores intrínsecos 

(composición y estructura)73, así como a sus factores extrínsecos (temperatura, oxigeno, luz, pH, 

actividad del agua, actividad enzimática)74–78.  

La temperatura es uno de los factores más importante en la degradación de las betalaínas75. 

La conservación de los alimentos, incluye por lo general un tratamiento térmico de las materias 

primas, y de esa forma es posible garantizar la seguridad de los alimentos. En ese sentido, se han 

realizado varios estudios para obtener información de la degradación térmica de las betalaínas en 

los extractos de beterraga79–82. La estabilidad de las betalaínas depende del tiempo de la 

temperatura y tiempo de calentamiento. Otros factores que influencian la velocidad de 
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descomposición térmica de las betalaínas son la estructura del pigmento, pH, presencia de luz, y 

oxígeno. Es por estos factores que las betaxantinas son menos estables que las betacianinas82,83. 

Por ejemplo, la betanina (betaxantina, kobs = 6,9 x10-4 h, t1/2= 996 h) hidroliza con mayor rapidez 

(casi ocho veces más rápido) que la indicaxantina (betacianina, kobs = 5,3 x10-3 h, t1/2= 130 h) en 

agua a pH neutro y a T = 25 °C84.  

 Las betalaínas son relativamente estables entre pH de 3 a 716. El pH óptimo para la 

estabilidad de la betanina está entre 5.5 y 6.0, en presencia de oxígeno, y entre 4 y 5, en condiciones 

anaeróbicas85. Por otro lado, las betaxantinas son más estables a pH entre 4 y 7, siendo el pH de 

5.5 el óptimo de estabilidad86. En pH por debajo de 3.5, el máximo de absorción es desplazado 

para longitudes de onda menores, y por encima de 7, es desplazado para longitudes de onda 

mayores85.   

Las betalaínas, cuando se encuentran en condiciones alcalinas, ocurre la hidrólisis del 

enlace aldimínico, y en condiciones ácidas se puede dar la recondensación del ácido betalámico, 

tanto con aminoácidos para producir betaxantinas, o con derivados del ciclo-DOPA para producir 

betaxantinas87.  En condiciones muy alcalinas (pH 14), la hidrólisis de la betanina ocurre 

instantáneamente, a temperatura de 25 °C88. La mayoría de betalaínas son sensibles a sufrir 

hidrólisis en agua, y en solventes orgánicos próticos, como el metanol y etanol, ya que son 

formalmente iminas o sales de imino74,89,90.  La degradación de estos pigmentos puede ocurrir por 

diversos mecanismos88. Diversos estudios, han podido caracterizar productos de la 

descomposición  betanina por acción del tratamiento térmico:  productos obtenidos 

deshidrogenados, descarbonizados y de hidrólisis72,82,91–93 (Esquema 2.2).  
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Esquema 2.2. Principales productos de la descomposición de la betanina por hidrólisis y descarboxilación88.  Los 

protones más ácidos de la betanina están marcados en negrita cursiva. 

 

2.5. Biosíntesis de betalaínas  

Las betalaínas se sintetizan a partir de la tirosina, un aminoácido aromático que se produce 

principalmente en las plantas a través de la vía shikimate* (Esquema 2.3)94,95. La tirosina se 

 
*La vía shikimate lleva el nombre de su intermedio central, ácido shíkimico, que se aisló por primera vez de los frutos de anís (Illicium anisatum) 

en 1885 y recibió su nombre del nombre japonés de la planta shikimi ‐ no ‐ ki. A su vez, el ácido shikímico (shikimate en forma aniónica) ha dado 

lugar al nombre común de la vía, que también se conoce como la vía de biosíntesis de corismato167. La vía shikimate consiste en siete reacciones 

enzimáticas cuyo producto final, el corismato, es el precursor de la síntesis de los aminoácidos aromáticos L-Triptófano, L-Fenilalanina y L-Tirosina 
167. En hongos y plantas, el corismato es un precursor de muchos metabolitos especializados (es decir, metabolitos secundarios) que juegan un papel 

importante en la interacción de la planta con su entorno. La vía shikimate y la biosíntesis de aminoácidos aromáticos se han estudiado ampliamente 

en una variedad de microorganismos, hongos y plantas168. Estas vías combinadas han sido objeto de considerable atención de investigación debido 

al hecho de que los mamíferos no pueden sintetizar estos aminoácidos y al hecho de que una de las enzimas de la vía shikimate es un objetivo 

herbicida muy efectivo. Sin embargo, además de estas características, estas vías también proporcionan precursores importantes para una amplia 
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hidroxila inicialmente para formar 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA)96. L-DOPA se 

convierte posteriormente en ácido betalámico, la columna vertebral central de todos los 

compuestos de betalaína, en una reacción de dos pasos iniciada por la enzima DOPA 4,5-

dioxigenasa97,98. Alternativamente, L-DOPA se oxida y se cicla a ciclo-DOPA, que se condensa 

espontáneamente con ácido betalámico formando el precursor de betacianina betanidina99. La 

betanidina se glucosila a continuación en la posición 5′O o 6′O para formar betanina o gomfrenina, 

respectivamente, lo que a su vez puede pasar por reacciones de glicosilación y acilación 

adicionales, lo que lleva a la síntesis de una amplia variedad de compuestos de betacianina100. Se 

produce una variación de la ruta central hacia la formación de betanina en algunas especies de 

Caryophyllales (por ejemplo, Mirabilis jalapa, Celosia cristata), donde el ciclo-DOPA se 

glucosila primero en la posición 5'O, seguido de la condensación del ciclo-DOPA-5-O -glucósido 

con ácido betalámico para producir directamente betanina101,102. La formación de las betaxantinas 

amarillas se produce por condensación espontánea de ácido betalámico con aminoácidos u otras 

aminas, en lugar de con derivados de ciclo-DOPA o ciclo-DOPA99. Se cree que las betalaínas se 

sintetizan en el citoplasma y el retículo endoplásmico, basándose en la localización subcelular de 

sus enzimas biosintéticas clave97,103,104. Al igual que muchos otros metabolitos secundarios de las 

plantas, finalmente se almacenan en la vacuola como glucósidos105. En esta sección revisamos el 

conocimiento actual con respecto a los pasos catalizados por enzimas y la regulación 

transcripcional de la ruta biosintética, así como el catabolismo de betalaína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
gama de metabolitos secundarios importantes, que incluyen ácido clorogénico, alcaloides, glucosinolatos, auxina, taninos, suberina, lignina y 

lignano, tocoferoles y betalaínas169. 
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Esquema 2.3. La ruta biosintética de las Betalaínas106. Se dan varias betacianinas como ejemplos de reacciones de 

acilación o glucosilación de betanina. Las líneas discontinuas designan reacciones de una vía alternativa, en la cual el 

ciclo-DOPA se glucosila primero y luego se condensa con el ácido betalámico para formar betanina. Pueden 

producirse reacciones adicionales (por ejemplo, glucuronidación) en ciclo-DOPA-glucósido en lugar de betanina (no 

se muestra en el esquema). La betanidina también se puede glucosilar en la posición 6'O para formar gomfrenina (no 

se muestra en el esquema). Espon: reacciones espontáneas de condensación. 

 

2.6. Actividad biológica de las betalaínas   

Uno de los atributos más buscado en un producto farmacoactivo natural es la actividad 

anticancerígena. Esta demanda está impulsada por la creciente incidencia de las enfermedades 

complejas como un efecto secundario del estilo de vida y los hábitos alimenticios de hoy.  

La betanina ha sido ampliamente estudiado en ensayos in vivo mostrando actividad 

antitumoral en ratas contra el tumor de piel iniciado por DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antraceno) y 

promovido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), que después de su administración oral, 

consiguió reducir papilomas después de una dieta por 25 semanas de 2.5 mg de betanina por 100 

mL de agua58. Este mismo tratamiento, también fue observado para la reducción de 40% de 
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tumores pulmonares, y en cáncer de piel originado por UVB57. Otros estudios también mostraron 

que dosis semejantes pueden inhibir significativamente otros tipos de tumor en forma simultánea. 

Entre estos, hepatocarcinogénesis en fase 2, iniciado por NDEA (N-nitrosodietilamina) y 

promovido por fenobarbital57. Basado en estos estudios, autores sugieren que el uso de la betanina 

para combatir la malignidad. Mecanismos de actividad anticancerígena sugieren que la betanina 

aumenta la expresión de caspasa-3 para inducir apoptosis107.  

Estudios anteriores in cellulo mostraron actividad antiproliferativa de la betanina contra 

varias líneas celulares con valores de IC50 que van desde 142 a 164 μg/mL108. La citotoxicidad de 

la betanina (IC50 40 μmol L-1) contra las células de leucemia mieloide crónica humana K562, se 

ha mostrado a través de eventos celulares como la liberación de citocromo C en el citosol, escisión 

de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), la desregulación de Bcl-2, y la reducción en los 

potenciales de membrana mitocondrial55. Otros estudios han mostrado que la betanina provocó la 

activación del iniciador caspasa-9, efector caspase-3 y -7, y la escisión de caspasa-3 objetivo de 

PARP como se evidenció en células de cáncer de pulmón humano107. Del mismo modo, la 

betanina, así como la isobetanina han mostrado activación de vias apoptóticas intrínsecas y 

extrínsecas en líneas celulares de cáncer de mama (MCF-7)109. Todos los datos anteriores, 

obtenidos de estudios en ratones, líneas celulares de cáncer de pulmón, cultivos de células 

leucémicas mieloides y línea celular de cáncer de mama, sugieren claramente el efecto 

anticancerígeno de la betanina a través de la apoptosis.  

Por otro lado, betaxantinas tales como la indicaxantina ha mostrado actividad antiapoptosis 

que dependen de la concentración, la fisiología y el tipo de célula afectada. Por ejemplo, con 2.5 

μmol L-1 de indicaxantina, se ha demostrado una cadena de eventos antiapoptióticos, incluida la 

inhibición de la actividad basal de NADPH oxidasa-4 (NOX-4), así como la sobreexpresión, 

represión de NF-κB, manteniendo el equilibrio redox celular y la homeostasis de Ca2+, y 

manteniendo los potenciales de membrana mitocondrial110. En células de carcinoma colorrectal 

(Caco-2), la indicaxantina (115 μmol L-1), fue capaz de mostrar un efecto proapoptiótico, a través 

de la reactivación del promotor de un gen oncosupresor que resultó en la acumulación de su 

producto proteico que controla el ciclo celular111.         

Entre los estudios revisados en esta sección hay cierta inconsistencia sobre las 

concentraciones de betalaínas en los ensayos de cultivo celular. Aunque no hay toxicidad asociada 



15 

 

con el consumo de betalaína, el crecimiento de cultivos celulares puede inhibirse a ciertas 

concentraciones de tratamiento. Se consideró que la indicaxantina era citotóxica para las células 

no proliferantes (endoteliales)112 y las células Caco-2 proliferantes111 a una concentración superior 

a 10 μmol L-1, mientras que la fracción de betaxantina era citotóxica (IC50 39 μmol L-1) a células 

proliferativas de carcinoma hepático (HepG2)43. Aunque el efecto citotóxico varía con el tipo de 

célula y la duración de exposición, estos informes deben tenerse en cuenta mientras decide las 

dosis para los ensayos que incluyen betaxantinas (indicaxantina). Las betacianinas (hasta 100 µmol 

L-1) generalmente no son tóxicas cuando los cultivos celulares en proliferación se exponen a esta 

durante 24 horas o más11,43,109,112. En caso de células no tumorales113, se ha observado la 

citotoxicidad de betanina con concentraciones superiores a 25 μmol L-1 contra el hepatoma y 

células de adenoma113,114. Además, la toxicidad de la fracción de betacianina extraída de Rivina 

humilis (IC50 31 μmol L-1) (Khan y otros 2012) o betanina de Beta vulgaris (IC50 360 μmol L-1) 

(Lee y otros 2014) o 200 μmol L-1 113 en cultivos de células HepG2 se ha observado después de 

exposición prolongada.  
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3. CAPÍTULO III. MATERIALES y MÉTODOS  

 

3.1. REACTIVOS Y SOLVENTES 

 

3.1.1. Solventes 

Todos los solventes orgánicos utilizados, acetado de etilo (Sigma – Aldrich, 99.5% v/v), 

metanol (Sigma – Aldrich, 99.8% v/v), DMSO (Sigma – Aldrich, 99.9% v/v), acetona (Sigma – 

Aldrich, 99.5% v/v), acetonitrilo (MeCN, Merck, Alemania, 99.9% v/v), Isopropanol (Sigma – 

Aldrich, 99.5% v/v), cloroformo (Sigma – Aldrich, para PCR, >99% v/v) y agua deuterada (Sigma 

– Aldrich, D: 99.9%), no fueron tratados previamente. El agua empleada en todos los experimentos 

fue sometido a osmosis reversa y desionizada (ultrapura, Tipo 1, Milli-Q, resistividad = 18.2 MΩ 

(Millipore, Billerica, MA). 

 

3.1.2. Ácidos y bases 

Ácido clorhídrico concentrado (Sigma – Aldrich, 36.5 – 38%), ácido fórmico (HCO2H, 

Sigma – Aldrich, >95%), hidróxido de amonio (Sigma – Aldrich, 28 – 30%), hidróxido de sodio 

(NaOH, Synth, >95%), ácido acético glaciar (Sigma – Aldrich, >99%) fueron para ajustar el pH, 

hidrólisis o catálisis cuando fueron necesarios. 

 

3.1.3. Reactivos químicos  

Sephadex LH-20 (St. Louis, MO) fue utilizado para la purificación de la betanina. Cloruro 

de sodio (Sigma – Aldrich, 99.9%), cloruro de potasio (Sigma – Aldrich, >99.9%), HEPES (Sigma 

– Aldrich, >99.5%), acetato de sodio (Sigma – Aldrich, >99%), Di-sodio hidrógeno fosfato anhidro 

(Merck, >99.9%), sodio fosfato monobásico (Sigma – Aldrich, BioReagent, >99.0%), tris base 

(Merck, >99.8%), lauril sulfato de sodio (Merck, Supelco, >99%), Trolox (Sigma – Aldrich, 97%), 

ABTS (Merck, >98% (HPLC)), EDTA (Sigma – Aldrich, BioUltra, >99.0%).  
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3.2. MÉTODOS 

 

3.2.1. Betarraga 

Beterragas frescas (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. vulgaris), comúnmente conocido 

como betarraga roja, fue obtenido en un mercado local en Butantã, Sao Paulo, SP, Brasil.  

 

3.2.2. Obtención de la Betanina  

La betanina fue obtenida directamente, a partir de beterragas frescas (500 g) que fueron 

procesaros en un extractor (Mondial – Turbo Juicer, modelo CF – 06) para obtener el jugo de 

beterraga. En seguida, este fue centrifugado (10 min, –10 °C, 7000×g), y filtrado sobre un filtro 

de paño de algodón 100% (10 cm x 8 cm x 16 cm, 20 µm). Luego el jugo es recogido, para 

nuevamente ser filtrado en una columna (1.5 cm x 20 cm) con cerca de 15 g de sílicagel C18 (RPC) 

a presión reducida (20 psi). El pH del filtrado es ajustado hasta 2 con adición de HCl concentrado. 

La solución fue distribuida en tubos Falcon de 50 mL (Corning®) con isopropanol en una 

proporción 2:1, los cuales fueron colocados rápidamente en un baño de hielo seco y etanol durante 

20 minutos, y mantenidos sobre refrigeración a –20 °C. Después de 96 h, los tubos fueron retirados 

del freezer y centrifugados (15 min, 5 °C, 5000 ×g). En esta etapa se observó la formación de un 

precipitado en el fondo del tubo. Entonces, el sobrenadante fue descartado, y el precipitado fue 

resuspendido en etanol, y los tubos fueron nuevamente centrifugados (10 min, 5 °C, 5000xg). El 

sólido formado fue disuelto en agua y centrifugado (5 min, 5 °C, 5000 ×g). Finalmente, fue 

obtenido el sobrenadante conteniendo betanina115.  

 

3.2.3. Obtención del ácido betalámico (HBt) 

El ácido betalámico fue obtenido por medio de la hidrólisis alcalina de las betalaínas 

presentes en el jugo de beterraga. Así, 400 mL de jugo de beterraga, previamente obtenido como 

indica en 3.2.2, fue enfriado a 2 °C sobre hielo seco, y con agitación mecánica (350 rpm). El pH 

del sumo de betarraga fue mantenido entre 11.65 – 11.75, con adición controlada de NH4OH 30%. 

El sistema fue mantenido sobre agitación hasta que la solución alcance un color amarillo brillante. 
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Luego, la solución fue enfriada hasta 0 – 2 °C y, rápidamente se adicionó HCl 37% hasta alcanzar 

un pH de 1.0 – 1.5. La agitación fue interrumpida e la solución amarilla fue transferido a una pera 

de separación de 1.0 L, y rápidamente fue adicionado 140 mL de acetato de etilo helado (<0 °C). 

La pera de decantación, tapada, fue agitada vigorosamente por 30 s. Después de 30 s de separación 

la fase inferior acuosa fue reservada para una segunda extracción, pero con adición de 100 mL de 

acetato de etilo. La fase superior orgánica, fue obtenido por la parte superior de la pera de 

decantación. En seguida, esta fue distribuido en tubos Falcon de 50 mL, y centrifugados a 7000 

×g durante 5 min.  La fase orgánica de color amarillo fue separada con auxilio de una pipeta 

Pasteur de vidrio. El proceso de extracción fue repetido para la fase orgánica separada de la 

segunda extracción. El ácido betalámico extraído de la fase orgánica (dos extracciones) fue 

congelado en un baño de hielo seco. Esta solución final fue filtrada rápidamente con ayuda de un 

embudo de Büchner para eliminar el agua y la sal de la suspensión88.  

 

3.2.4. Obtención de la betaxantina artificial   

10 mL de HBt (1.0 mmol L-1) disuelto en AcOEt a 5 °C, fue colocado en un recipiente de 

vidrio de 20 mL con tapa y sobre agitación magnética, fue adicionado 4.8 mg de Tris base. La 

mezcla reaccional fue agitada por 20 min, y dispersada por ultrasonido a T< 10 °C. El sólido 

dispersado cambió de color de blanco a amarillo intenso, lo que indicó la formación de la 

betaxantina artificial (BeetTris)10. La mezcla fue almacenada a T< – 20 °C por 24 h. El sólido, 

luego de la completa reacción (amarillo – anaranjado) fue centrifugado a 14 000 rpm por 5 min a 

0 °C, en un tubo de teflón. El solvente (amarillo – pálido) es retirado con una pipeta de vidrio, y 

el sólido fue lavado (3x) con 10 mL de AcOEt helado (– 20 °C), para retirar el exceso de HBt, y 

fue nuevamente centrifugado (3x) para separar el sólido. Finalmente, el sólido anaranjado es 

secado con ayuda de N2, y almacenado a – 20 °C, en ausencia de luz y oxígeno. 

 

3.2.5. Purificación de la betalaína  

El ácido betalámico no fue purificado inicialmente, ya que al obtener la betaxantina 

artificial, el producto final fue purificado. Entonces, el sólido amarillo-anaranjado (BeetTris), fue 

disuelto en 1 mL de agua Milli-Q, y fue purificado, a través de una columna (1.5 cm × 20 cm) con 



19 

 

cerca de 15 g de Sephadex LH20 a presión reducida (20 psi). El agua (eluyente), tuvo un flujo de 

4 mL min-1. Finalmente, la fracción amarilla intensa fue colectada y congelada con EtOH/CO2 

(T<70 °C). La el sólido, finalmente fue liofilizado. La fracción restante fue retirada de la columna con 

ayuda de MeOH y agua, para su regeneración.   

 

3.2.6. Análisis por cromatografía HPLC  

La betalaína purificada fue analizado en un HPLC-UV-Vis Shimadzu 20A, acoplado a un 

detector PDA SPD-M20A en fase reversa. Fue usado una columna C18 250 mm x 46 mm, 5 µm 

(Supercosil, Sigma-Aldrich, USA), con condiciones: gradiente de 5 – 95% en 30 min, flujo de 1 

mL min-1, con una mezcla de solventes A=0.05% ácido fórmico en agua, y solvente B=0.05% 

ácido fórmico/MeCN, con detección en las longitudes de onda de 254 y 370 nm. Los solventes 

fueron previamente tratados sobre agitación en un baño de ultrasonido por 15 min a temperatura 

ambiente para eliminar el aire disuelto. 

 

3.2.7. Cromatografía de alta eficiencia acoplada a espectroscopia de masas  

100 µmol L-1 (A = 0.5 – 0.6) de solución de betalaínas (250 µL) fue preparado para los 

ensayos de HPLC – MS/MS. Entonces, un equipo de HPLC – UV/Vis – MS (ESI+) con detector 

Bruker Maxis 3G Q-TOF equipado con una fuente de electrospray acoplado a un HPLC Shimadzu 

Prominence fue utilizado para el análisis a 25 °C. Para el análisis fue necesario el equipamiento de 

una columna C18 (250 x 46 mm, Supelco – Sigma Aldrich) y un detector PDA SPD-M20A. Fue 

utilizado N2 como nebulizador a 27.6 psi y gas secante (9 L min-1, 300 °C). Las condiciones de 

análisis fueron aplicando un gradiente lineal de 5 – 95 % en 30 min, siendo el solvente A: 0.05% 

ácido fórmico en agua, y B: 0.05% ácido fórmico en MeCN. 
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3.2.8. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 1H (RMN1H) 

1 mg de betalaína fue disuelto en 500 µL de D2O, y adicionados en tubos de 5 mm de RMN 

(500 MHz). Enseguida fue obtenido los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de hidrógeno 

en un espectrómetro Bruker Avance III 500, operado a 500.13 MHz a 25 °C.  

 

3.2.9. Cinética de descomposición de las betalaínas  

La cinética de descomposición en solución acuosa (tampón Fosfato o Tris) fue acompañado 

con el auxilio de un espectrofotómetro UV-1800 con adquisición del espectro de absorción en la 

faja de 300 – 750 nm, en un ayuda de un baño a temperatura controlada (25, 40 o 85 °C) (Huber 

Minichiller, Modelo HUB 16009, UK). Los experimentos fueron realizados por triplicada, y el 

decaimiento fue realizado durante dos vidas medias, con adquisición espectral a cada 5 min o 15 

min. Las mediciones fueron realizadas en cubetas de cuarzo de 500 µL, de camino óptico 10 mm, 

con un volumen de 450 µL.  

 

3.2.10. Obtención de las constante cinéticas observadas (kobs) 

Los valores de las constantes fueron calculadas, a parir de los datos de la variación de 

absorción en diferentes longitudes de onda en función del tiempo88. Las curvas obtenidas fueron 

ajustadas con ayuda del programa OriginPro 2019 (OriginLab, 2019), siguiendo un modelo 

cinético de primer orden, mediante el uso de una función monoexponencial o biexponencial, 

según: 

𝑨𝒃𝒔 = 𝑨𝒃𝒔 𝟎 + 𝑨𝒃𝒔 𝟏 𝒆−𝑲𝒐𝒃𝒔𝒕  

𝑨𝒃𝒔 = 𝑨𝒃𝒔 𝟎 + 𝑨𝒃𝒔 𝟏 𝒆−𝑲𝒐𝒃𝒔 𝟏𝒕 + 𝑨𝒃𝒔 𝟏 𝒆−𝑲𝒐𝒃𝒔 𝟐𝒕 

 

3.2.11. Capacidad antiradicalar  

El ensayo de capacidad antioxidante en equivalente a Trolox (Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity, TEAC) fue utilizado para determinar la capacidad antirradicalar de las 

betalaínas. ABTS (ácido 2,2'-zinobis- (ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfónico), 7 mmol L-1) fue 
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parcialmente oxidado por persulfato de potasio (2.45 mmol L-1) produciendo solución de 

ABTS+●/ABTS en agua. La reacción se llevó a cabo en la oscuridad a 25 °C durante 16 h. La 

solución stock de ABTS+●/ABTS se diluyó a una absorbancia de 0.7 (46.7 µmol L-1 ABTS+●) a 

734 nm usando el tampón de fosfato (0.4 mol L-1, pH 7.4). Después de la adición de antioxidante 

(20-60 µL, concentración final dentro del rango µmol L-1), los cambios en la absorbancia a 734 

nm se monitorearon durante un período de 6 min (∆A). La capacidad antioxidante es proporcional 

a la pendiente de la correlación lineal entre ∆A y la concentración de antioxidantes. El TEAC es 

la relación de pendientes mmuestra/mTrolox.
116 

 

3.3. Ensayos Biológicos 

3.3.1. Ensayo con células inmortalizadas HeLa y HepG2 

La viabilidad celular fue ensayada vía MTS/PES ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna]/[fenazina etosulfato]. 

Se preparó las soluciones de lauril sulfato de sodio (LSS) en agua MiliQ (0 – 3.3 µmolL-

1). Las soluciones de Tris y betalaínas (0 – 8.2 µmolL-1) fueron preparados con agua MiliQ. El 

MTS (λmáx= 490 nm) fue adquirido comercialmente (G3580, CellTiter 96®AQueous, Promega, WI, 

USA), y fue usado por pocillo 20 µL. Todas las muestras fueron filtradas por membrana 0.22 µm. 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.  

 

3.3.1.1. Cultura celular  

Las células HeLa y HepG2 fueron cultivadas en 75 cm2 de frascos de cultura celular de 

plástico de 200 mL con DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) conteniendo 10% de suero 

fetal bovino (FBS) y 1% de antibióticos.  Ambas líneas celulares fueron incubadas a 37 °C y en 

un incubador humidificado con una atmosfera de CO2 al 5%. Los pasos de cultura celular se 

realizaron mediante tripsinización cuando la confluencia alcanzó el 90% según protocolos 

estudiados117. El medio fue eliminado y las células confluentes que formaron una monocapa se 

lavaron con tampón fosfato salino (PBS) 10 µmol L-1, pH 7.4. Las células fueron incubadas con 1 

mL de tripsina 0.25% por 3 minutos. Las células fueron resuspendidas por pipeteo, se transfirieron 
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en tubos de 15 mL y centrifugados a 300 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se descartó y las 

células se resuspendieron en DMEM 10% FBS. Ambos fueron subcultivados tres veces por 

semana para evitar la sobrepoblación y la muerte celular118. La concentración de células en 

suspensión fue determinada empleándose una cámara de Neubauer. Esta cámara posee cuadrantes 

de dimensión definida que permite el conteo de células por microscopia óptica. Una alícuota de 

células en suspensión fue adicionada entre las rejillas de conteo de la cámara y su lámina de forma 

a llenar todo el volumen disponible. El conteo es calculado según: C=104 x NC/NQ, donde C es la 

concentración de células en cultura por mL de medio, NC es el número de células contadas y NQ 

es el número de cuadrantes.    

 

3.3.1.2. Ensayos de viabilidad celular (MTS) 

Ambos modelos celulares fueron tripsinizados y transferidos (3x105 células por pozo) para 

una placa de 96 pozos e incubadas por 24 h en 10% FBS suplementado con DMEM hasta la 

completa adherencia y confluencia. El medio fue removido (por aspiración) y las células fueron 

lavadas (X2) con 100 µL de PBS (enriquecido con Ca2+/Mg2+, pH 7.4)118. En seguida, fue 

adicionado 100 µL de medio DMEM incoloro a cada pozo con células, y sin células para el blanco. 

La placa fue incubada hasta la preparación y adición de los compuestos.  En seguida las células, 

en cada pocillo por separado, fueron tratadas con 5 µL de las soluciones de LSS (control positivo), 

agua (DMEM 10% FBS), Tris y betalaínas sobre 100 µL de medio DMEM 10% FBS. Después, la 

placa de 96 pozos fue incubada por 24 h a 37 °C en un incubador humidificado con una atmosfera 

de CO2 al 5%. Luego, fue adicionado 20 µL de CellTiter 96®AQueous
† e incubado por más 4 h por 

24 h a 37 °C en un incubador humidificado con una atmosfera de CO2 al 5%. Se retiró la placa e 

inmediatamente, se midió la absorbancia en un espectrofotómetro en un lector de microplacas 

SpectraMax M4 Microplate Reader en 490 nm118,119. La viabilidad fue calculada mediante el 

cociente del promedio de la absorbancia de la muestra y el promedio de la absorbancia del control, 

todo multiplicado por 100. Fue definido como 100% de viabilidad celular, las que no fueron 

encubados con los compuestos120. 

 
† Un nuevo compuesto de tetrazolio [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-

tetrazolio, sal interna; MTS] y un reactivo de acoplamiento de electrones (fenazina etosulfato; PES). 
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3.3.1.3. Área de colecta de animales  

La Estación Ecología de Juréia–Itatins localizado en el litoral sur de Sao Paulo, Brasil 

(24°26’7.43’’S–47°7’46.12’’W), posee un área de aproximadamente 80 ha, y sus tierras cubren 

los distritos de Itariri, Miracatu, Pedro de Toledo, Iguape y Perú. Esta estación ecológica es una 

reserva importante de biodiversidad del Bosque Atlántico121, aun preservado y se considera una 

unidad de conservación. Las unidades de conservación han sido la mejor manera de proteger la 

biodiversidad porque, con el aumento del crecimiento de la población y la reducción de los hábitats 

naturales, son uno de los pocos sitios naturales para la mayoría de la presencia humana intolerante 

a la biota121. La unidad de conservación de la Estación Ecología de Juréia – Itatins fue creado el 

2006. Al mismo tiempo, la Estación Ecología de Juréia – Itatins se transformó en un área de 

protección ambiental121,122. 

 

3.3.1.4. Animales  

El cangrejo Callinectes danae Smith, 1869 (Crustacea, Decapoda: Portunidae)123, Siri Azul 

(Siri de Rio, Siri de Punta), fue capturado el 27 de febrero del 2018, utilizando redes de pesca y 

transportado en un recipiente de plástico 30 × 30 × 100 cm durante 3 h a 22 ± 1 °C, en la oscuridad. 

Todos los animales (9.0 ± 0.3 cm, 63 ± 7 g, n = 5)  estaban en la etapa de intermuda, con el tamaño 

permitido para colecta, según legislación brasileña, mayor a 7 cm (ancho de caparazón> 7 

cm)124,125.Estos fueron llevados para el laboratorio de Fisiología de la Universidad de Sao Paulo, 

donde fueron aclimatados por 7 días en el vivero. Los cangrejos fueron mantenidos en tanques 

lleno de agua de mar (salinidad 30 ppt), con divisores de plástico de PVC (fracciones de tubos de 

diámetro de 15 cm, y 10 cm de alto), el nivel de agua estaba con 5 cm sobre el animal para evitar 

sobreexposición al aire. Estos fueron mantenidos también, en fotoperíodos de 12:12 h claro:oscuro, 

a temperaturas de 22 ± 3 °C. Apenas los cangrejos en etapa de intermuda fueron usados para evitar 

influencias metabólicas. Estos cangrejos mantenidos en laboratorio, luego del periodo de 

aclimatación, fueron anestesiados por criogenia y colectadas las muestras de pedúnculo ocular 

(ojos del cangrejo), ya que esta parte del cangrejo no posee tantos interferentes como los órganos 

internos. Finalmente, las muestras fueron colocadas en tubos de Eppendorf (1.5 mL) y congeladas, 

y transportadas hasta el análisis a – 80 °C.122 
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Figura 3.1. Colecta de los pedúnculos oculares del cangrejo azul (Callinectes danae). 

 

3.3.1.5. Extracción del tejido del pedúnculo ocular  

Con un bisturí o tijera metálica, esterilizada y libre de contaminación biológica, se cortó los 

pedúnculos oculares (Figura 3.1).  Luego, con el uso de tijeras de microdisección comercial y 

ayuda de una lupa (Figura 3.2), se hizo una hendidura en el pedúnculo ocular y se extrajo la parte 

interior, descartando el cristalino (este contamina la muestra).  

 

Figura 3.2. Utensilios para el corte del pedúnculo ocular y extracción del material biológico de interés. 
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El pedúnculo ocular cortado fue colocado sobre una Placa de Petri, pretratado con DEPC 

(Pirocarbonato de dietilo) y autoclavado, que contenía tampón salino pH 7.4 (NaCl: 29 g, CaCl2: 

1.44, MgSO4: 6.32 g, KCl: 0.7 g, HEPES: 10 mmol L-1, 1.2 L), a 4 °C. El pedúnculo ocular fue 

abierto suavemente en la mitad con la ayuda de dos pinzas. Luego se extrajo los ganglios sujetando 

el nervio óptico. Se retiró la retina y la vaina neural, evitando la medula terminal que se muestra 

encerrado en el círculo rojo (Figura 3.3, la pequeña mancha blanca es la glándula sinusal).  

Figura 3.3. extracción de los ganglios, a través del pedúnculo ocular. 

 

Finalmente, se colectó la glándula sinusal con pinzas, retirando cuidadosamente el agua 

entre las pinzas, y se colocó en un eppendorf de 1.0 mL en hielo seco inmediatamente.   

 

3.3.1.6. Extracción del ARN del pedúnculo ocular 

La extracción de ARN fue siguiente una serie de pasos en un estricto orden: 

a. Homogenizado  

- 100 mg de pedúnculo ocular fueron colocador en un Eppendorf de 1.5 mL, y se adicionó 

300 µL de QIAzol lysis reagent (Qiagen, Santa Ana, CA, USA). El tejido fue entonces 

homogenizado mecánicamente con un pistilo plástico, hasta ser destruido completamente. 

Entonces, fue adicionado más 700 µL (Vf =1 mL). 

- La centrifuga, en este paso fue enfriado a 4 °C. 

- El tejido homogenizado fue almacenado a 0 °C, en hielo, por 5 min.  
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- Se adicionó 200 µL de cloroformo, y agitó los tubos en vórtex.  

- Se incubó en hielo por 2 -3 min para separar 2 fases (fase rosada: Qiazol, proteínas, grasas; 

y fase transparente: ARN).  

- Se centrifugó a 12 000 ×g por 15 min. 

b. Precipitación 

- Se transfirió 0.4 mL de la fase transparente, para nuevos tubos Eppendorf de 1.5 mL (se 

evitó tocar la interfase). 

- Se adicionó 0.4 mL de isopropanol, y se incubó en hielo por 5 min. 

- Se centrifugó a 12 000×g por 10 min a 4 °C, y se formó un pellet. 

c. Lavado 

- Se removió el sobrenadante (lo máximo que se pudo, sin tocar el pellet formado), y se 

adicionó 0.8 mL de etanol 70 – 75%.  

- Se agitó con ayuda de un vórtex y se centrifugó por 5 min a 7500 ×g a 4 °C. 

- El lavado se realizó dos veces. 

- Se removió el etanol, la máxima cantidad sin tocar el pellet. 

- Con ayuda de un Spin se retiró la máxima cantidad de agua, para obtener el pellet lo más 

seco posible.  

- El pellet se dejó secar, manteniendo el tubo Eppendorf abierto por 5 min. 

- Se resuspende el ARN en agua tratada con DEPC (11 µL) y se cuantificó la cantidad de 

ARN con ayuda de un NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA) (Se selecciona RNA measure, se usa un blanco con agua para calibrar el equipo; 

luego inserir 1 µL de la muestra para cuantificar). 

- El resultado fue dado en µg/mL (1.5 – 2.0). 
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3.3.1.7. Formación de ADNc a partir del ARN del pedúnculo ocular 

La formación de ADN complementario (ADNc), en este paso, fue necesario para obtener 

muestras más específicas que el ADN inicial. Para la formación de ADNc fue necesario el uso de 

un Kit (PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser) en dos pasos: 

i) Paso 1 (condición de termociclador 42 °C, 2 min) 

Reactivos:  

- 5X gDNA Eraser Buffer (2 µL). 

- gDNA Eraser (1 µL).  

- ARN extraído del pedúnculo ocular (1.5 µg), medido con nanodrop  

- RNase free H2O (7 µL) 

ii) Paso 2 (condición de termociclador 37 °C, 15 min; 85 °C, 5 s) 

- Solución del paso 1 (10 µL) 

- 5X PrimeScript Buffer 2 (for all real time) (4 µL)* 

- PrimeScript RT Enzyme mix I (1 µL)* 

- RT Primer Mix (1 µL)* 

- RNase free H2O (4 µL)* 

*Master Mix (V = 10 µL) 

Luego de esta preparación fue almacenado a 4 °C. 

El ADNc obtenido fue diluido para 12.5 ng/ µL, considerando la cantidad de ARN inicial 

1.5 µg del paso 1, adicionando 100 µL de agua molecular al final del paso 2.  

 

3.3.1.8. Ensayos de PCR 

Inicialmente, se adicionó 1 µL de ADNc a un Eppendorf de 200 µL, 0.5 µL primer 

especifico AKR (5’ – ACG CGC TTC TCA ATC TCG TTA – 3’), 0.5 µL primer especifico AKF 
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(5’ – CTA CCA CAA CGA CAA CAA GAC CTT C – 3’), y 10 µL de GoTaq® Green Master 

Mix. Toda la preparación se realizó en hielo (T < 2 °C). En seguida, se coloca el Eppendorf en el 

termociclador Bio-Rad PTC-200 Peltier thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) con las 

siguientes condiciones de trabajo: 94 °C por 2 min 30 s (desnaturalización inicial), 35 ciclos a 94 

°C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 30 s y 94 °C por 30s, y una desnaturalización final a 94 °C 

por 7 min (Figura 3.4). 
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Figura 3.4. Condiciones para PCR del ADNc.   

 

3.3.1.9. Preparación de Gel de Agarosa y obtención de ADNc especifico   

Para la preparación del gel de agarosa (Figura 3.5 – 3.6) fue necesario las siguientes 

soluciones:  

- Solución de agarosa 1.5% en TAE 50 mmol L-1 (1X) 
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La solución TAE fue preparada en Stock de 500 mmol L-1 (10X): 60.57 g Tris base, 14.3 

mL ácido acético glacial, y 25 mL de 100 mmol L-1 de EDTA (pH 8), ajustado para 1.0 L, llevado 

a un pH final de 8.3, y filtrado con un microfiltro de 0.22 µm para evitar el precipitado. 

-1X TAE (mismo tampón que en agarosa) 

- 6X tinte de carga de ADN (Ladder).  

-10 mg/mL de bromuro de etidio o propidio. 

a. Se preparó una solución de 100 mL de agarosa al 1.5%, para lo cual utilizó 1.5 g de agarosa 

en un vaso de precipitado de vidrio, y se adicionó 100 mL de tampón 1X. Con ayuda de un 

horno de microondas (2 min, P 10, Taprox ~ 100 °C) se calentó hasta que la agarosa se 

disuelva hasta llegar a una solución clara, evitando la ebullición violenta. 

b. Se esperó hasta que la solución se enfríe hasta aproximadamente 55 °C antes de verter. El 

bromuro de etidio se adicionó en este punto a una concentración de 0.5 μg/mL (2 μg de la 

solución stock). 

c. Se preparó la placa de gel en una bandeja de acrílico hecha a medida (10 cm x 10 cm x 1 

cm). Entonces, se colocó el peine en la bandeja de gel a aproximadamente 2.54 cm de un 

extremo de la bandeja, y se colocó el peine verticalmente de modo que los dientes estén 

aproximadamente a 1 – 2 mm por encima de la superficie de la bandeja. 

d. Se vertió la solución de gel de 50 °C en la bandeja a una profundidad de aproximadamente 

5 mm. Se esperó hasta que el gel se solidifique unos 20 minutos a 22 °C (temperatura de 

trabajo). 

e. Para correr, se retiró suavemente el peine, se colocó la bandeja en la cámara de 

electroforesis y cubra (solo hasta que los pozos estén sumergidos) con tampón de 

electroforesis (el mismo tampón utilizado para preparar la agarosa). El exceso de agarosa 

se almacenó a temperatura ambiente para volver a fundir en un microondas.  

f. Se preparó las muestras para electroforesis, y se agregó al primer pocillo 6 μL de tinte de 

carga de gel 6X (Ladder).  En los otros pocillos se adicionó 6 μL de las muestras de ADNc. 

La Electroforesis fue realizado con 100 voltios hasta que los marcadores de tinte hayan 

migrado una distancia apropiada, después de 1 h. 
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g. Finalmente, se recogió el gel cuidadosamente, y se visualizó el gel bajo la luz ultravioleta 

usando un sistema trasluminador (Cleaver Scientific Ltd., UK), y se colectó la fracción de 

ADN retenida en 300 kb cortando una fracción de gel para luego purificar (Figura 3.7).  

 

 

Figura 3.5. Sistema ilustrativo para la preparación del Gel de Agarosa. (Checa Rojas, A.; 2017)126 

 

 
 Este experimento fue alternativo, ya que se realizó un secuenciamiento en las mezclas betalaínas – ADNc. 
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Figura 3.6. Sistema para electroforesis en gel. Condiciones externas de 22 °C.  

 

Figura 3.7. Transiluminación (312 nm) del gel de agarosa después de 1 h de proceso de electroforesis. Muestras de 

ADNc.   

 

3.3.1.10. Ensayos con betanina pre- y pos-PCR  

Para estudiar la interferencia de las betalaínas en los ensayos de PCR, fue necesario realizar 

dos experimentos. 

a. Betalaínas antes del ensayo de PCR – Se adicionó 1 µL de ADNc a un Eppendorf de 200 

µL, 0.5 µL primer especifico (Arginine Kinase, forward primer) AKF (5’ – CTA CCA 

CAA CGA CAA CAA GAC CTT C – 3’), 0.5 µL primer especifico (Arginine Kinase, 

reverse primer)  AKR (5’ – ACG CGC TTC TCA ATC TCG TTA – 3’), 1 µL de betalaínas 

(0, 1.6, 3.2, 6.25, 12.5, 25, 50 µmol L-1) y 10 µL de GoTaq® Green Master Mix, tampón 
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de reacción, pH 8.5 (Promega Corp., Madison, WI, USA). Toda la preparación se realizó 

en hielo (T < 2 °C). En seguida, se siguió el procedimiento de PCR, y posterior ensayo en 

gel de agarosa (electroforesis).  

b. Betalaínas después del ensayo de PCR – Se adicionó 1 µL de ADNc a un Eppendorf de 

200 µL, 0.5 µL primer especifico AKR (5’ – ACG CGC TTC TCA ATC TCG TTA – 3’), 

0.5 µL primer especifico AKF (5’ – CTA CCA CAA CGA CAA CAA GAC CTT C – 3’), 

y 10 µL de GoTaq® Green Master Mix. Toda la preparación se realizó en hielo (T < 2 °C). 

En seguida, se siguió el procedimiento de PCR. Luego, 6 µL de ADNc resultante fue 

adicionado a 1 µL de betalaínas (1 µL de betalaínas (0, 1.6, 3.2, 6.25, 12.5, 25, 50 µmol L-

1) para el posterior ensayo en gel de agarosa (electroforesis)  

3.3.1.11. Ensayos de secuenciamiento 

Fueron realizados ensayos de secuenciamiento de ADNc, para verificar la secuencia de las 

bases que la componen.  

Entonces, 6 µL de ADNc obtenido del ensayo PCR, fue adicionado 4 µL de agua 

molecular, 1 µL de ExoSAP-IT (78201, USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA), y llevado al 

termociclador con condiciones de 37 °C por 15 min, y 80 °C por 15 min (1 ciclo). En seguida, se 

toma una alícuota de 2.5 µL del resultante, y se adiciona 1 µL de primer especifico AKR (3.2 µmol 

L-1) y 4 µL de agua molecular. Finalmente, se llevó a secuenciamiento para su análisis en un 

Applied Biosystems® 3130xl Genetic Analyzer (Life technologies, Thermo Fisher Scientific, CA, 

USA). 

Para verificar interferencias en el experimento de secuenciamiento con las betalaínas, se 

realizó este mismo procedimiento descrito para los productos obtenidos en los ensayos de PCR 

(3.3.1.10. a y b).  

 

3.4. Análisis de los resultados  

Los gráficos y tratamientos matemáticos fueron realizados, a través del programa 

OriginPro 2019 (OriginLab, OriginLab, Northampton, MA). Los tratamientos estadísticos fueron 
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realizados utilizando el programa SigmaStat 3.1 (Sigma Stat, Ashburn, VA). Los esquemas fueron 

realizados con Adobe Photoshop Elements 11 (Adobe, USA). 
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4. CAPÍTULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES  

 

Los resultados serán presentados en la siguiente secuencia: extracción, purificación y 

caracterización de la betanina, obtención del ácido betalámico a partir de la betanina, hidrólisis de 

la betanina por tratamiento térmico, hidrólisis de la betanina en tampón biológico de amina 

primaria, identificación de una betalaína interferente, hidrólisis de la betalaína interferente, 

ensayos de actividad antiradicalar/antioxidante de las betalaínas, ensayo de proliferación celular 

con bajas concentraciones de betalaínas, ensayos de interferencia en electroforesis en gel, PCR y 

secuenciamiento originados por las betalaínas. 

  

4.1. Obtención de la betanina  

Inicialmente el jugo de betarraga fue filtrado sobre un paño común de café, y se obtuvo su 

espectro de absorción (Figura 4.1). El espectro de absorción fue deconvolucionado en dos bandas: 

una gaussiana con un máximo de absorción en 536 nm, que corresponde a la mezcla de betanina e 

iso-betanina (λmax=536 nm, ɛ535=6.5 x 104 L mol-1 cm-1)88,115, y otra banda con máximo de 

absorción en 478 nm correspondiente a las betaxantinas  (λmax=478 nm, ɛ480=4.8 x 104 L mol-1 cm-

1)99,127. Otros compuestos presentes en la muestra corresponden a los que absorben en el UV 

(λmax<300 nm) y en torno de 600nm115. El espectro de absorción deconvolucionado mostró un 

óptimo coeficiente de determinación (Adj-R2=0.9974). Este análisis del espectro muestra que la 

muestra de jugo de beterraga, posee una mayor cantidad relativa de betalaínas, es decir 

betalaína/betaxantina= 2.9. Las fracciones encontradas en el espectro total serían: vulgaxantina I 

(λmax=470 nm), prebetanina (λmax=534 nm), isoprebetanina (λmax=534 nm), betanina (λmax=534 

nm), isobetanina (λmax=536 nm), 17-dCO2-betanina (λmax=500 nm), 15-dCO2-betanina (λmax=522 

nm), 17-dCO2-isobetanina (λmax=500 nm), neobetanina (λmax=474 nm), 2-dCO2-(iso)betanina, 

betanidina (λmax=538 nm), y 2-dCO2-neobetanina (λmax=474 nm)88,115. 

La amplia literatura científica8,9,30,115 ha demostrado luego de aplicaciones de técnicas   

espectrofotométricas y cromatográficas, que la betanina/isobetanina puede ser cuantificado por 

técnicas espectrofotométricas (λmax=536 nm, ɛ535=6.5 x 104 L mol-1 cm-1)88,115desde que sean 

usados fuentes de betalaínas que no presenten grandes cantidades de betaxantinas, como el jugo 
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de tuna Opuntia ficus-indica20,27,38 o Ullucus tuberosus19.  En ese sentido, este método es 

recomendable para muestras de betarraga Beta vulgaris22. 
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Figura 4.1. Espectro de absorción normalizado del jugo de betarraga filtrado. Las bandas deconvolucionadas 

corresponderían a las betaninas (morado) y betaxantinas (amarillo). La línea gruesa corresponde a los datos 

experimentales, y la línea roja a la banda ajustada, Adj-R2=0.9974.    

 

4.2. Purificación de la betanina  

La betanina fue purificada utilizando cromatografía de adsorción en columna de sílicagel 

C18, ya que este método ha demostrado buen rendimiento en la purificación de betanina extraída 

de la betarraga >99%115. Las fracciones colectadas de color magenta, cerca de 1 mL, fueron 

analizados por HPLC analítico, estas luego se juntaron después de presentar el mismo perfil 

cromatográfico. Las muestras en ningún momento fueron manipuladas usando antioxidantes o 

quelantes (por ejemplo, ácido ascórbico, ácido cítrico o EDTA)41,99,128.  Los análisis de HPLC de 

las muestras de betanina purificada fueron realizados sobre soluciones acuosas con intensidad de 

absorción de luz en 536 nm entre 0.3 – 0.5. Esto con la finalidad de reducir las discrepancias de 

determinación de la concentración de la betanina realizados métodos cuantitativos 

espectrofotométricos e cromatográficos129.   
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El espectro de absorción de la betanina purificada (λmax=536 nm)88,115 se muestra en la 

Figura 4.2. Se observa que a diferencia del espectro de absorción del jugo de betarraga (Figura 

3.1), el espectro después de la purificación por sílicagel C18, no muestra más el hombro en 480 

nm (Figura 4.2). Esta observación es confirmada por el análisis cromatográfico (HPLC), que 

indica que la Bn fue obtenida con un excelente grado de pureza (>98%, 254 nm)‡, similar a los 

obtenidos en la literatura88,115. La betanina purificada fue analizada por cromatografía liquida 

acoplada con detectores de arreglo de diodos y espectrometría de masas en modo positivo de 

ionización electrospray HPLC-DAD-MS(ESI+)115 (Figura 4.3, Esquema 4.1).   Se consiguió 

obtener 30 mg de betanina por cada 100 g de muestra bruta. Este rendimiento puede ser variable 

y va depender del tipo de columna cromatográfica a ser utilizada, y del tiempo de purificación que 

puede tomar entre 3 a 5 horas por columna115.  
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Figura 4.2. Espectro de absorción de la betanina. [Bn] = 8.9 µmol L-1, 𝜆𝐵𝑛
𝑎𝑏𝑠 = 536 nm en pH = 7.0, T = 25 °C, ɛ =6.5 

x 104 L mol-1 cm-1. 

 

 

 
‡Este resultado fue comprobado usando padrones de betanina caracterizado por RMN, HPLC-DAD-MS(ESI+)115. 
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Figura 4.3. Cromatograma de la Bn e iBn acompañado por UV-vis en 254 nm (columna de fase reversa C18, 250 × 

4.6 mm; sistema cromatográfico: 5 – 95% en 30 min, siendo el solvente A: 0.05% HCO2H/agua y solvente B: 0.05% 

HCO2H/MeCN), y espectrograma de HPLC-DAD-MS/MS(ESI+) de los picos en tR= 20.6 min (Bn) y tR= 21.2 min 

(iBn). 
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Esquema 4.1. Fragmentación propuesta para ESI(+) – MS de la betanina purificada. Incertidumbre = 1 m/z unidad. 

Ambas formas de protonación de la betanina se presentan en este esquema, ya que no podríamos distinguirlas 

inequívocamente. 

 

El color y otras propiedades fotofísicas de la betanina se ven afectadas por varios factores 

externos92,130. El jugo de betarraga se vuelve anaranjado-amarillo al calentarse, principalmente 

debido a la hidrólisis, descarboxilación y autooxidación de la betanina. A pesar de este 

inconveniente la betanina y otras betalaínas muestran una amplia estabilidad al pH, que es una 

ventaja sobre las antocianinas21.  

La mayor dificultad para una discusión de los resultados es la falta de datos precisos con 

respecto a los valores de pKa de las betalaínas. Este problema radica en los cuasi inexistentes 

reportes sobre esta información, y esto es debido a que las betalaínas son normalmente  obtenidas 
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en pocas cantidades, lo que dificulta hacer una titulación potenciométrica (exige concentraciones 

entorno de 10 mmol L-1 con volúmenes de 10 mL)131,  y durante la titulación espectrofotométrica, 

existe sobreposición de bandas que hace de absorción de los ácidos y bases conjugadas lo que 

impide la localización de longitudes de onda para un correcto monitoreo131. En ese sentido los 

valores de pKa reportados son limitados para la betanina pKa1 (C2-COOH)< 2, pKa2 (C15-COOH) 

= pKa3 (C17-COOH) ~ 3.4, pKa4 (HO-DOPA)= 8.588,132. Entonces los pKas de la betanina fueron 

reportados entre 2.9 – 3.4 para las porciones carboxílicas, y 8.5 – 8.7 para el hidroxilo fenólico132–

134. Nuestros cálculos teóricos de los valores de pKa (pKa
T) para la betanina utilizando el método 

empírico implementado en MarvinSketch, predice que los grupos carboxílicos C2 (pKa1
T = 1.5) es 

el más ácido, seguido de los grupos carboxílicos en C17 (pKa2
T = 3.1) y C15 (pKa3

T = 3.8), y en el 

grupo 5-OH (pKa4
T = 8.5), que son similares con los valores encontrados en la literatura. Sin 

embargo, el N16 se estima un pKa1
T = 10.0, que tendría sentido teniendo en cuenta un aminoácido 

(Figura 4.4).  El punto isoeléctrico (punto de neutralidad de carga) de la betanina, también fue 

relatado en una faja de pH entre 1.5 – 2.0132 (Figura 4.5). Las macroespecies más importantes con 

su respectiva carga son descritas en la Figura 4.6. 
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Figura 4.4. Macroesespecies y constantes de disociación en función del pH calculado por el programa MarvinSketch 

V5.2.0. Los valores de pKa y pKaH están en rojo y azul, respectivamente. La distribución de las macroespecies no 

considera la hidrólisis de la betanina. (http://www.chemaxon.com/marvin/help/calculations/pKa.html). 
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Figura 4.5. Distribución de carga media para la betanina en función del pH calculados por el programa MarvinSketch. 

(método utilizado: aditivo). (http://www.chemaxon.com/marvin/help/calculations/pKa.html). 

 

 

Figura 3.6. Estructuras de betanina en equilibrio acido-base. Los valores en la parte superior, pertenecen a la carga 

total de la especie química. Los valores de pKa y pKaH fueron calculados por el programa MarvinSketch V5.2.0 usando 

el método aditivo.  

  

4.3. Descomposición de la betanina  

La betanina purificada en fase reversa, y analizada por cromatografía liquida de alta 

performance, fue sometida a 85 °C por 60 min a pH 8.5§ en tampón fosfato (50 mmol L-1). La 

betanina con concentración de  5.4 µmol L-1 (calculado con λmax= 536 nm, ɛ536=6.5 x 104 L mol-1 

cm-1)88,115 fue monitoreada por espectrofotometría, y los espectros fueron obtenidos a cada 1 min 

(Figura 4.7). El análisis del perfil de absorción de la Bn indica un máximo de absorción en 540 

nm con una disminución de banda en función al tiempo, y la aparición seguida de disminución de 

 
§Se analizó en 85 °C, ya que los ensayos realizados en biología molecular exigen ciclos a estas temperaturas por varios 

minutos.   

http://www.chemaxon.com/marvin/help/calculations/pKa.html
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una banda en 422 nm que corresponde al máximo de absorción de HBt (Figura S1), que es uno de 

los productos de la hidrólisis de la Bn. Los datos para la degradación de Bn en estas condiciones 

(λmax=540 nm) fueron ajustados utilizando una función monoexponencial, y de esa forma fue 

calculada la constante cinética observada (kobs) fue calculada en 0.13 ± 0.02 min-1, correspondiendo 

un tiempo de vida-media (t1/2) de 5.0 ± 0.3 min. La formación y posterior descomposición del HBt 

fue ajustado utilizando una función biexponencial, obteniendo la constante cinética observada de 

formación (kobs1) de 0.16 ± 0.01 min-1 y el tiempo de vida-media (t1/2,1) de 5.0 ± 0.1 min, y una 

constante cinética de degradación (kobs2) de 0.019 ± 0.01 min-1, con un tiempo de vida media (t1/2,2) 

de 42 ± 4 min.  
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Figura 4.7. Cambio del perfil de absorción de la Bn (●), (Izquierda). Perfil cinético de descomposición de la Bn en 

540 nm, y formación/descomposición del HBt (■) en 422 nm, (Derecha). Condiciones: 85 °C, [Bn] = 5.4 µmol L-1, 

pH 8.5. kobs,Bn = 0.13 ± 0.02 min-1, t1/2, Bn= 5.0 ± 0.3 min; kobs1,HBt = 0.16 ± 0.01 min-1, t1/2, HBt1 = 5.0 ± 0.1 min, kobs2, HBt 

= 0.019 ± 0.01 min-1, t1/2, HBt2= 42 ± 4 min. 
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Estudios de descomposición de la Bn a 85 °C en agua y pH 7.0 ha mostrado una 

disminución de la banda de absorción con máximo en 535 nm, y un aparecimiento de una banda 

de absorción seguido de una  disminución con máximo de absorción en 427 nm88,115. De esa forma, 

es posible observar, en nuestro experimento, que el medio básico originó un desplazamiento 

batocrómico en la Bn (∆λ𝑏𝑎𝑡
→

 = 5 nm), que puede ser originado por los aglicones, producto de la 

descomposición, y que son más lábiles y más propensos a la oxidación, lo que daría perdidas del 

color y un posterior color dorado73.  

 

4.4. Descomposición de la betanina en medio tamponado con Tris  

La betanina fue estudiada sobre un sistema tamponado de amina primaria, tampón Tris, a 

pH 8.5 (pKa=8.06)135 a 40 °C por 2 horas y en ausencia de luz. El sistema de degradación de la Bn 

fue acompañado por HPLC-DAD-MS/MS(ESI+). El cromatograma y espectro de masas 

mostraron picos característicos en el tR= 4.0 min, m/z=315.1195 que corresponde a la betaxantina 

sintética BeetTris10,13, y en el tR= 20.6 min, m/z=551.1513 que corresponde a la Bn10,115. Los picos 

mostrados entre los tR= 2.5 – 3.5 min, corresponderían a los productos de descomposición y 

tampón Tris115 (Figura 4.8).  

En cromatogramas es difícil observar el HBt, debido a la grande inestabilidad en medios 

altamente ácidos (pH ≤ 2)87 o básicos (pH ~ 10.5)78. En condiciones experimentales, realizadas en 

este experimento, en presencia del tampón Tris, no fue posible separar e identificar el HBt por las 

técnicas de cromatografía y espectrometría. De esa forma, fue necesario identificar el HBt por 

técnicas espectrofotométricas en 424 nm (agua)9,87 (Figura 4.7). Por otro lado, el ácido betalámico 

fue separado e identificado por HPLC-DAD-MS/MS(ESI+) en condiciones de 2<pH<3 en 

ausencia de Tris, mostrando un tR ~ 20 min y m/z = 212.0556 (Figura S2), resultados que fueron 

conferidos con la literatura cientifica136.  
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Figura 4.8. Cromatograma de la Bn en tampón Tris (columna de fase reversa C18, 250 × 4.6 mm; sistema 

cromatográfico: 5 – 95% en 30 min, siendo el solvente A: 0.05% HCO2H/agua y solvente B: 0.05% HCO2H/MeCN), 

y espectrogramas de HPLC-DAD-MS/MS(ESI+) de los picos en tR= 4.0 min (BeetTris), m/z=315.1195; y tR= 20.6 

min (Bn), m/z=551.1513. Tratamiento a 40 °C por 2 h en ausencia de luz. 

 

La descomposición de la Bn, también fue acompañado por espectrofotometría en el rango 

visible de 300 – 650 nm, en presencia de la amina primaria Tris (50 µmol L-1). Este experimento 

fue desarrollado en ausencia de luz a 40 °C por 28 h (Figura 4.9). El perfil de absorción muestra 

el aumento de dos bandas de absorción con máximo en 456 nm y 477 nm, que es característico de 

la betaxantina artificial BeetTris10. En el entorno de 420 – 424 nm se observa levemente un hombro 

que corresponde al aumento de concentración del HBt, debido a la superposición de bandas. Por 

otro lado, la Bn en estas condiciones experimentales presenta un kobs,Bn/Tris = (1.0 ± 0.1)x10-3 min-

1 que es casi el doble de que cuando se encuentra en ausencia de Tris (5.0 ± 0.1)x10-4 min-1, 

aumentando el tiempo de vida-media entorno de 45%10,88. 
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Figura 4.9. Cambio del perfil de absorción de la Bn (Izquierda), en 536 nm, en presencia del tampón Tris. En 424 

nm, 456 – 477 nm corresponderían al HBt y a la BeetTris, respectivamente. Perfil cinético de descomposición de la 

Bn en 536 nm (■) (Derecha). Condiciones: 40 °C, [Bn] = 15 µmol L-1, [Tris] = 50 µmol L-1, pH 8.5. kobs,Bn = (1.0 ± 

0.1)x10-3 min-1, t1/2, Bn= 800 ± 7 min.  

 

La Bn hidroliza en medio alcalino, tanto en presencia de fosfato88 y de Tris10. En estas 

condiciones ocurre la hidrólisis del enlace aldimínico, obteniendo subproductos de esta 

degradación el HBt y diversas aminas y/o aminoácidos que la caracterizan, incluido el ciclo-DOPA 

o ciclo-DOPA-glucósido17. La posible reversión de la reacción por condensación del HBt con las 

aminas y/o aminoácidos generados, producto de la hidrólisis, es inducido por la acidificación del 

medio115. Con el aumento de temperatura se cataliza la hidrólisis de la Bn, pero también la 

descomposición de los subproductos115 (Esquema 4.2).  

Para entender e identificar la formación de la betalaína artificial, formada producto de la 

hidrólisis de la Bn en presencia de Tris, fue necesario realizar su semisíntesis10. Para tal objetivo 

se obtuvo inicialmente el HBt mediante la hidrólisis de la Bn en medio alcalino (pH 11.6 – 11.8), 

siguiendo protocolos descritos9.  
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Esquema 4.2. Hidrólisis de la Bn en tampón fosfato y en Tris. La betaxantina artificial (BeetTris) es formada 

inicialmente mediante la hidrólisis de la Bn, y simultáneamente por una adición nucleofílica del Tris, y 

subsecuentemente hidroliza formando HBt y Tris10. 

 

 

4.5. Obtención del ácido betalámico  

El HBt fue obtenido a partir de la hidrólisis alcalina del jugo de beterraga, seguido de una 

extracción con AcOEt de la fase acuosa acidificada (Esquema 4.3) 8–10,72,115.  

Durante la extracción del HBt, existe un equilibrio envuelto entre el solvente orgánico 

(λ𝑎𝑏𝑠
max = 380 nm, AcOEt, ɛ380 nm=2.46 x 104 L mol-1 cm-1)9 y el acuoso (λ𝑎𝑏𝑠

max = 430 nm, agua pH = 

11, ɛ430 nm=2.65 x 104 L mol-1 cm-1)9**. El pH un factor importante para el rendimiento de la 

extracción en la fase acuosa. Cuando el pH ~2 es alcanzado, gran parte del HBt está en su forma 

neutra. Sin embargo, el rendimiento del HBt es bajo, esto es debido a que el equilibrio, descrito 

por coeficiente de partición (Kp), es desplazado para la fase acuosa. Este Kp está relacionado 

íntimamente con el equilibrio de partición del HBt entre las fases acuosa y orgánica115.  

El jugo de betarraga bruta posee diversas betalaínas132 (representada de morado en la parte 

inferior izquierda del Esquema 4.3). La hidrólisis de las betalaínas en pH 11.65, con NH4OH, 

genera el HBt (amarillo-dorado) en su forma totalmente desprotonada, así como aminas y sales. 

Secuencialmente, luego de la acidificación con HCl a pH 1.5 – 2.0, el HBt es llevado a su forma 

 
** Otros autores han reportado170 para el HBt en medio acuoso: λ𝑎𝑏𝑠

max = 424 nm, agua pH = 11, ɛ424 nm=2.4 x 104 L mol-

1 cm-1. 
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totalmente protonada. Al mismo tiempo, las aminas presentes en el medio son llevadas para sus 

sales de amonio. El HBt, en su forma neutra, es extraído con AcOEt (– 72 °C)10 del medio acuoso, 

considerando que el Kp siempre es favorecido para el medio acuoso132.   Luego de la extracción 

del HBt en AcOEt, esta podría haber sido secado con sales de Na2SO4 o MgSO4, pero debido a la 

alta afinidad del HBt en medio acuoso el producto se perdería substancialmente. La fase orgánica 

conteniendo el HBt es enfriado con AcOEt (– 72 °C /CO2/EtOH) y finalmente filtrado rápidamente 

usando un embudo Büchner, para retirar las sales y el agua restante. El rendimiento promedio 

obtenido fue alrededor de 20%, con una concentración de 1.0 mmol L-1, en relación a la Bn 

presente en el jugo de la betarraga (λ𝑎𝑏𝑠
max = 536 nm, ɛ536 nm=6.5 x 104 L mol-1 cm-1)30.   

 

 

Esquema 4.3. Obtención del ácido betalámico, a partir de a hidrólisis básica de las betalaínas del jugo de 

beterraga††.  

 
††Adaptado de Mattioli, R.R. (2018)171. El ácido betalámico (HBt) puede ser sintetizado, sin embargo esa ruta podría 

envolver múltiples etapas, obteniendo así bajos rendimientos (< 4%)
172

.  
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4.6. Obtención de la betaxantina artificial   

La betaxantina artificial fue semisintetizada10 con la finalidad de obtener un perfil de 

absorción involucrado en la hidrólisis de la Bn en medio de la solución de Tris, mostrado en la 

Figura 4.10. Además de obtener sus propiedades cinéticas de descomposición en condiciones 

alcalinas y de altas temperaturas‡‡.  
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Figura 4.10. Espectro de absorción de la BeetTris. [Bt] = 14.6 µmol L-1, 𝜆𝐵𝑡
𝑎𝑏𝑠 = 477/456 nm en pH = 5.0, T = 25 °C, 

ɛ=5.6 x 104 L mol-1 cm-1.10 

 

La semisíntesis fue realizada mediante una reacción de tipo adición nucleofílica. La 

reacción de acoplamiento aldimínico entre la amina (nucleófilo, 4 equiv.) y aldehído (ácido 

betalámico, 1 equiv.) dio lugar a la formación de la imina (base de Shift), BeetTris (Figura S3). 

Debido a que el pH es un parámetro importante en la estabilidad de las iminas, la semisíntesis fue 

realizada en pH próximo de 5137. Del mismo modo, se consideró en la semisíntesis de la imina la 

estabilidad influenciada por el pKaH del producto final (pKaH=4.27)§§, ya que la imina desprotonada 

 
‡‡ No fue posible obtener un perfil de descomposición a 85 °C, ya que este se descompone en tiempos prolongados 

rápidamente, en ese sentido fue necesario disminuir la temperatura hasta 40 °C. 
§§ Parámetro calculado mediante el programa MarvinSketch. 
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disminuiría su polaridad, y por tanto estaría más propensa a sufrir hidrólisis, disminuyendo el 

rendimiento de reacción (12%). Los valores de los pKaH para estas iminas frecuentemente son 

limitadas, y frecuentemente estos valores son de dos a cuatro unidades por debajo de las aminas 

precursoras (pKaH, Tris = 8.06)138. En ese sentido en pH básicos esta betaxantina sufre hidrólisis 

catalizada por el medio alcalino (Figura 3.11). Inicialmente la imina con el nitrógeno 

desprotonado, sufre un ataque del par de electrones del hidróxido al carbono de la imina, formando 

un intermediario carbinolamina, que posteriormente sufre el abandono del grupo amina (Tris)137.  
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Figura 4.11. Cambio del perfil de absorción de la BeetTris (●), (Izquierda). Perfil cinético de descomposición de la 

BeetTris en 476 nm, y formación/descomposición del HBt (■) en 428 nm, (Derecha). Condiciones: 40 °C, [Bt] = 9.5 

µmol L-1, pH 8.5; kobs,Bt = 0.11 ± 0.01 min-1, t1/2, Bt= 6.6 ± 0.2 min; kobs1,HBt = 0.14 ± 0.02 min-1, t1/2, HBt1 = 5.0 ± 0.1 min, 

kobs2, HBt = 0.038 ± 0.01 min-1, t1/2, HBt2= 142 ± 8 min. 

 

 En la Figura 4.11 se muestra el perfil de descomposición de la betaxantina artificial, 

BeetTris, en pH 8.5 a 40 °C en ausencia de Luz. En esas condiciones se muestra una rápida 

disminución de la banda con máximo de absorción en 477 nm, como respuesta a la hidrólisis. La 

concentración de betaxantina fue disminuida el 50% de su concentración en aproximadamente 7 

min. Por otro lado, se observa un aumento y una cuasi estabilización de la banda de absorción en 

428 nm correspondiente al HBt que, posee un tiempo de vida-media de casi 20 veces mayor de la 

imina que proviene. 
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4.7. Propiedades antioxidantes de las betalaínas  

En esta sección se buscó entender como las características estructurales de las betalaínas 

estudiadas, podrían afectar sus propiedades antioxidantes. Las betalaínas fenólicas son 

antioxidantes potentes, así como las antocianinas. Por otro lado, las betalaínas no fenólicas, aunque 

menos antioxidantes, poseen una capacidad antiradicalar de casi dos veces más alta que el Trolox.   

La capacidad de antirradicalar de las betalaínas, fue estimado usando la capacidad 

antioxidante equivalente al Trolox (TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), 

TEAC/ABTS+● por colorimetría (método no enzimático)63. En este ensayo, la reducción de ABTS+ 

(verde) por antioxidantes se cuantificó durante un periodo de seis minutos y el cambio de la 

absorbancia a 734 nm fue usado para calcular el valor de TEAC.***   La Bn, una betacianina 

fenólica que se encuentra en la beterraga, es actualmente utilizada como colorante alimenticio 

(E162), y posee una gran capacidad antioxidante, presentando según estudios anteriores, TEAC = 

4.7 ± 0.3139.  En algunas betalaínas (indicaxantina), en ausencia del anillo catecol monoglicosilado 

poseen valores de entorno de 1.6 ± 0.1, que solamente puede estar asociado a la oxidación del 

núcleo del HBt, por vía sistema 1,7- diazaheptametínico, o por la oxidación resultante de la 

descarboxilación, después de la descomposición de las betalaínas140–142.   

En ese sentido fue estudiado la capacidad antiradicalar de las betalaínas, Bn, BeetTris y 

HBt, así como de la base Tris (Esquema 4.3), para un efecto comparativo en condiciones de pH 

7.4, somo sugieren los protocolos descritos63.  

 

Esquema 4.3. Compuestos evaluados para la determinación de la capacidad antiradicalar por el método colorimétrico 

TEAC/ABTS+●. Estructuras modeladas según el programa Marvin Sketch con pH 7.4 – 8.5.  

 

 
***La reacción de ABTS+ con antioxidantes menos reactivos puede tardar más de 6 minutos en alcanzar el equilibrio, 

no fue el caso para nuestros experimentos173. 
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 El ensayo cinético del ABTS es basado en la habilidad de una especie antirradicalar para 

secuestrar el catión radical ABTS+● (radical catión del ácido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-

solfónico)) de color azul-verde, y esta capacidad antirradicalar puede ser expresada como TEAC 

(en relación al Trolox)63. 

El catión radical ABTS+● es estable y es preparado a partir de la oxidación de la sal ABTS, 

2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-solfónico) de amonio, con persulfato de potasio por 16 horas 

(antes del experimento) hasta obtener una solución azul oscura63. En solución alcohólica o acuosa 

el ABTS+● presenta cuatro máximos de absorción (414, 645, 734, 815 nm)143. Nuestros ensayos 

fueron realizados en 734 nm evitar sobreposición entre las bandas con las betalaínas116. 

La capacidad antiradicalar fue determinada en tampón fosfato pH 7.4. Se midió la variación 

de absorción del ABTS+● en 734 nm después de seis minutos de la adición del antirradical. El valor 

obtenido fue relacionado con la concentración de antirradical (Figura 4.12A) y los valores de 

coeficiente de regresión lineal fueron comparados con el calculado para el Trolox para obtener el 

valor de TEAC (Figura 4.12B). 
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Figura 4.12. Correlación lineal de la variación de absorción en 734 nm del ABTS+● en relación a la concentración de 

antirradical en tampón fosfato 7.4. Valores calculados de TEAC. El ajuste lineal de la media de un ensayo con n = 4. 
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El coeficiente de regresión lineal (m en µmol L-1), y el coeficiente de determinación del 

ajuste de la curva (Adj-R2): Trolox (0.027 ± 0.003; Adj-R2 = 0.991), Bn (0.133 ± 0.005; Adj-R2 = 

0.998), BeetTris (0.051 ± 0.001; Adj-R2 = 0.999); Tris (0.006 ± 0.001; Adj-R2 = 0.998); HBt (0.058 

± 0.001; Adj-R2 = 0.999). 

El valor de TEAC para la Bn fue de 4.9 ± 0.1 que es similar a los valores descritos en la 

literatura (~ 4.8)31. El TEAC para la HBt fue de 2.1 ± 0.1, siendo menor a los encontrados en la 

literatura 2.7, esta diferencia podría ser debido las variaciones de pH (7.0 →7.4)144. Del mismo 

modo, el BeetTris muestra un valor de TEAC de 1.9 ± 0.2. Estos valores de TEAC, para el HBt y 

BeetTris, muestran la importancia de la porción fenólica de la Bn en la capacidad antirradicalar de 

las betalaínas frente al ABTS+●. Sin embargo, no se puede dejar de observar la importancia de la 

porción betalámica, ya que los valores, tanto para HBt y BeetTris obtuvieron valores próximos de 

TEAC a 2, y no presentan porción fenólica. Por otro lado, el valor de TEAC para el Tris††† es bajo 

0.2 ± 0.1, lo que indica que la porción betalámica contribuye bastante para la capacidad 

antiradicalar del HBt y BeetTris. En ese sentido, se puede afirmar que las betalaínas no fenólicas 

ensayadas (HBt, BeetTris), poseen alta capacidad antirradicalar140. Sin embargo, la fracción 

fenólica de la Bn incrementa en más de 2 veces la actividad antiradicalar que el HBt y BeetTris. 

Para la Bn, el grupo hidroxilo 5-O-glucosilado del ciclo-DOPA se conjuga con la porción 

de 1,7-diazaheptametinio, pero no con el grupo 6-OH, apuntando a múltiples sitios de oxidación145. 

La fracción fenólica, 1,7-diazaheptametinio y el anillo de 2-piperidina puede ser crucial para la 

actividad antirradicalar de la Bn. Siendo la parte más importante para betalaínas no fenólicas la 

fracción 1,7-diazaheptametinio para poseer actividad antirradicalar116.   

En esta sección se debe tener presente que las variaciones de los valores de TEAC, con 

respecto a la literatura, deben ser debido a que las betalaínas hidrolizan en medio acuoso catalizado 

por el medio alcalino del tampón fosfato a pH 7.4 (catálisis nucleofílica), al mismo tiempo 

considerar que las constantes observadas de degradación para la el HBt es menor que para el 

BeetTris10,88.  

 

 
††† No se consiguió evaluar el valor del ciclo-DOPA, por la indisponibilidad comercial, y la dificultad en separar 

debido a su estabilidad.  
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4.8. Ensayos en células humanas   

 Fue utilizado el ensayo de MTS/PES ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil -2H-tetrazolio, sal interna]/etosulfato de fenazina) para 

determinar los efectos de las betalaínas en la viabilidad de las células de linaje HeLa y HepG2 

(Figura 4.13). El ensayo MTS se basa en la conversión de una sal de tetrazolio en un producto 

formazán soluble acuoso coloreado por la actividad mitocondrial de las células viables a 37 °C. 

Brevemente, en este ensayo, el NADPH y el NADH producidos por las enzimas deshidrogenasa 

en las células metabólicamente activas (bio)reducen el compuesto tetrazolio MTS (reactivo de 

Owen), en presencia de etosulfato de fenazina‡‡‡(PES), en un producto formazán que es soluble 

en medio de cultura de tejidos, que es directamente proporcional al número de células vivas en 

cultivo y se pueden medir por espectrofotometría en 490 nm146,147.  

En las concentraciones ensayadas (0 – 8.0 µmol L-1), Tris, Bn y BeetTris no mostraron 

perdida de viabilidad significante, para ambas líneas celulares inmortalizadas de cáncer cervical e 

hígado humano, HeLa y HepG2, respectivamente; salvo en las células HeLa por acción del 

BeetTris en las concentraciones de 4.0 y 8.0 µmol L-1. El LSS (lauril sulfato de sodio) ha sido 

evaluado como control positivo de citotoxicidad para ambas líneas celulares. 

Las betalaínas, hasta antes de los ensayos celulares fueron conservados a – 20 °C y en 

ausencia de luz. Para evitar contaminación por microorganismos, estos fueron filtrados usando 

filtros de membrana con poros de 0.22 µm. Para evitar factores de descomposición, y antes incubar 

en la cultura celular fue rápidamente llevado a 37 °C. Las concentraciones evaluadas no se 

aproximan a un cálculo de IC50, ya que el objetivo fue evaluar en bajas concentraciones el 

fenómeno de citotoxicidad, evitando la muerte celular por necrosis. Aunque ensayos para conferir 

la apoptosis no fueron realizados, amplia literatura sugiere el mecanismo pro- o apoteótico de las 

betalaínas, aun para concentraciones cercanas a 100 µmol L-1.12   

 
 El etosulfato de Fenazina es un regulador del metabolismo de lípidos. A través de la oxidación de NADPH, estimula 

la vía de la pentosa-fosfato y así inhibe la síntesis de ácidos grasos, pudiendo llevar a efectos beneficiosos, p.e. en 

embriones bovinos producidos in vivo174.  
Ensayos por citometría de flujo fue una alternativa para la determinación de la viabilidad celular. Aunque el 

rendimiento cuántico es bajo para las betalaínas estudiadas, estas podrían originar falsos positivos por variaciones en 

el voltaje del equipamiento.  
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La citotoxicidad de betalaínas de otras fuentes de pigmentos también han sido relatados. 

Por ejemplo, se ha demostrado que extractos de betalaínas de la tuna (Opuntia ficus indica) pueden 

inhibir y crecimiento e inducir apoptosis en varias líneas celulares inmortalizadas epiteliales de 

ovario, cuello uterino y vejiga; mostrando un efecto variable que dependía de la dosis y del tiempo. 

Es decir, para 5% de extracto las betalaínas fueron capaces de inhibir el crecimiento en la cultura 

celular, pero para concentraciones altas de 5% – 25% fue capaz de promover efecto apoptótico68.  

De igual manera, para betalaínas y betaxantinas extraídas de Rivina humilis, fue mostrado 

un efecto citotóxico dependiente del tiempo antes de 24 h y 48 horas, respectivamente43. Aunque 

la betanina es en determinadas concentraciones es capaz de alterar la integridad de la membrana 

mitocondrial, así como iniciar la activación de caspasas para la desintegración nuclear68, en nuestro 

ensayo bajo las concentraciones y en 24 h de incubación a 37 °C, no fue capaz de mostrar tal efecto 

citotóxico. La Bn de Beta vulgaris posee actividad inmunosupresora y antiinflamatorias. En 

glóbulos rojos, también ha sido demostrado, que betaxantinas y betacianinas pueden ofrecer 

resistencia a la hemolisis60.  

Por otro lado, efectos de la betaxantina, BeetTris, no han sido hasta el momento reportado 

sobre su citotoxicidad. Es claro que existe una dependencia de esta betaxantina, prácticamente 

inestable (t1/2 < 4 h), con el tiempo de incubación y con la naturaleza de la interacción con 

componentes biológicos. Pues es difícil observar un comportamiento citotóxico coherente en 24 

h, especialmente cuando este compuesto hidroliza formando otra sustancia (HBt) que podría 

reaccionar fácilmente con aminas o aminoácidos y formar otras sustancias menos o más toxicas 

en un medio de cultura celular. En ese sentido, es difícil afirmar en este experimento que, la 

citotoxicidad por BeetTris para concentraciones en 4 – 8 µmol L-1, comienza a ejercer un efecto 

citotóxico por causa específicamente de la betalaína artificial.     
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Figura 4.13. Viabilidad celular determinado por el método colorimétrico MTS. Células inmortalizadas de cáncer 

cervical (HeLa) (■). Células inmortalizadas de carcinoma hepatocelular (HepG2) (▲). Condiciones: las 

concentraciones de los compuestos (Tris, Bn y Bx) fueron desde 0 – 8.0 µmol L-1 (dilución seriada), ensayados a 37 

°C por 24 h, a pH 7.4. Viabilidad celular de las líneas celulares HeLa y HepG2 frente al compuesto LSS (lauril sulfato 

de sodio, control positivo en los ensayos de viabilidad) (==). Condiciones: concentraciones de 0, 0.0033, 0.033, 0.33, 

3.3 µmol L-1, ensayados a 37 °C por 24 h, a pH 7.4. Sin diferencias significativas: HeLa (Tris, p=0.231; Bn, p=0.823), 

HepG2 (Tris, p=0.379; Bn, p=113; BeetTris, p=0.899); con diferencias significativas HeLa (BeetTris, p=0.023). 

ANOVA, n=32x. 

 

4.9. Ensayos de interacción con ADN   

 

La electroforesis en gel es una técnica poderosa para caracterizar y separar las especies 

iónicas moleculares o coloidales solvatadas en función de sus movilidades electroforéticas. Estas 

especies se cargan en pozos en un gel elástico nanoporoso sumergido en una solución tampón 

electrolítica148–151, y luego se aplica un campo eléctrico entre dos electrodos inertes (– → +). Para 
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analizar el ADN y ARN polianiónico, esta técnica es una tecnología extremadamente importante, 

que proporciona mediciones de alta resolución de longitudes de ácidos polinucleicos152,153. 

El principio de electroforesis utilizado para la separación de ADN se basa en la carga 

negativa general de una cadena de ADN. Por lo tanto, los iones libres, las moléculas de ADN o los 

fragmentos de ADN en una solución se pueden separar aplicando un cierto voltaje. Al final del 

proceso, las cadenas de ADN estarán cerca del cátodo (positivo), que atrae, debido a la polaridad, 

moléculas cargadas negativamente. El gel de agarosa forma una malla formada por una red de 

polisacáridos que permite la migración de moléculas. Las moléculas de menor peso molecular 

tendrán un tiempo más fácil para cruzar la malla de gel, posicionándose así más cerca del cátodo 

(+ o parte inferior); mientras que las moléculas con mayor peso tienen mayor dificultad y se 

colocan más cerca del ánodo (–, parte superior). La distancia que de recorrido el fragmento desde 

el punto de aplicación se compara con la distancia que otros fragmentos de tamaños conocidos que 

han cubierto en el mismo gel. Estos son marcadores de tamaño molecular (Ladder = Escaleras), 

que son mezclas de tramos de ADN con diferentes tamaños (kb)148–153. 

La longitud completa de ADNc de CadControl, fue comparado con “Callinectes sapidus 

arginine kinase mRNA” (1256 bp, GenBank acceso número AF233355.1)154 y fue amplificado por 

PCR, a partir del ARNm extraído del pedúnculo ocular (PO) de cangrejos de la especie de 

Callinectes danae (Figura S4). La secuencia de ADNc de CadControl tuvo una identidad del 

99.32% según el banco de datos fornecidos por la NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

El ADNc identificado (350–400 kb) fue sometido a un ensayo de electroforesis en gel de agarosa 

para verificar la correcta amplificación después de ensayo de PCR (Figura 4.14). 

 
 Es posible seguir los fundamentos de electroforesis vía este link ■ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF233355.1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.jove.com/video/3923/agarose-gel-electrophoresis-for-the-separation-of-dna-fragments
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Figura 4.14. Gel de agarosa revelado en el trasluminador, después del ensayo de PCR del ADN extraído con los 

primers AKR y AKF, para verificar si el ADNc fue bien amplificado. 

Fueron realizados dos experimentos aplicando la técnica de electroforesis en gel de 

agarosa, para estudiar la interacción entre las betalaínas (Bn, BeetTris) con el ADNc.  

Inicialmente, el ARN extraído fue amplificado mediante el ensayo de PCR para obtener el 

ADNc. Enseguida, el ADNc fue mezclado con la betalaína (Ci = 1.6, 3.2, 6.3, 12.5, 25, 50 µmol 

L-1, Cf = 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1) para luego realizar el ensayo de electroforesis en gel 

de agarosa.  

 

Figura 4.15. Bandas de migración de ADNc: La primera columna corresponde al marcador de tamaño molecular en 

escalera (Ladder). La columna encerrada en rojo corresponde a la migración control del ADNc. Las columnas 

siguientes son las evaluadas con Bn: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1.  Aplicación posPCR. 
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Figura 4.16. Bandas de migración de ADNc: La primera columna corresponde al marcador de tamaño molecular en 

escalera (Ladder). La columna encerrada en rojo corresponde a la migración control del ADNc. Las columnas 

siguientes son las evaluadas con BeetTris: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1. Aplicación posPCR. 

 

En la Figura 4.15, para las concentraciones evaluadas de Bn, no es posible observar 

ninguna variación en las bandas cuando son comparados con el control, desde la distancia de 

migración o tamaño de los fragmentos. Las líneas inferiores son identificadas comúnmente como 

dímeros de primer o “chain pinning” del ADN155.  

El mismo experimento fue evaluado con BeetTris, manteniendo las mismas condiciones 

experimentales (tiempo, concentraciones, y ausencia de luz). En la Figura 4.16 se muestra, para 

las concentraciones evaluadas de la betaxantina artificial que, a partir de la concentración de 0.5 

µmol L-1 el ADNc sufre una visual degradación, por la disminución progresiva de las bandas o 

fragmentos; este fenómeno es observado hasta la concentración 4.0 µmol L-1.  
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Otros experimentos fueron realizados, cuando la betalaína (Ci = 1.6, 3.2, 6.3, 12.5, 25, 50 

µmol L-1, Cf = 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1) fue adicionada a la mezcla de primers y ADN 

extraído, para luego seguir el ensayo de amplificación por PCR.    

 

Figura 4.17. Bandas de migración de ADNc: La primera columna corresponde al marcador de tamaño molecular en 

escalera (Ladder). La columna encerrada en rojo corresponde a la migración control del ADNc. Las columnas 

siguientes son las evaluadas con Bn: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1.  Aplicación prePCR. 

 

En la Figura 4.17 se puede observar en las dos últimas concentraciones evaluadas de Bn 

(2.0 y 4.0 µmol L-1) se experimenta una retención de la banda de ADNc o cambio de la movilidad 

electroforética (~50 kb)156, sugiriendo una posibilidad de interacción del ADNc con la Bn. Por otro 

lado, manteniendo las mismas condiciones experimentales, el efecto del BeetTris cuando esta es 

incluida en la mezcla reaccional de amplificación, no fue posible observar bandas en el ensayo de 

electroforesis (Figura 4.18), dando la posibilidad de una degradación del ADNc en el gel de 

agarosa o una interacción con la mezcla reaccional inicial de primers/ADN.   

 
 Los primers utilizados, fueron específicos para el género Callinectes.  
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Figura 4.18. Bandas de migración de ADNc: La primera columna corresponde al marcador de tamaño molecular en 

escalera (Ladder). La columna encerrada en rojo corresponde a la migración control del ADNc. Las columnas 

siguientes son las evaluadas con BeetTris: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1.  Aplicación prePCR. 

 

 En estos dos grupos de experimentos se pudo observar que, la interacción de las betalaínas 

y ADNc no es completamente pura, pues es claro considerar que el tiempo de electroforesis es 

suficiente para obtener una degradación de las betalaínas en sus productos de descomposición, 

incluso en un ambiente con pH 8.588 (Esquema 4.4).  

Por otro lado, cuando la betalaína es mezclada con los reactivos, primers y ADN para su 

amplificación (PCR), el tiempo en condiciones de pH 8.5 son mayores, e incluso la temperatura 

del termociclador oscila entre 54 – 72 °C por casi 4 horas. Esta exposición de las betalaínas en 

estas condiciones, pueden ser suficientes para obtener mezclas de Bn/HBt/ciclo-DOPA y 

productos de degradación88, que podrían estar interaccionando durante el ensayo de PCR con los 

primers/ADN, mostrando en el ensayo de electroforesis otro comportamiento de migración de 

bandas diferentes a los observados en la Figura 4.15. Por otra parte, cuando el BeetTris es tratado 

en el ensayo de PCR, es posible que los productos de degradación (HBt en mayor proporción) 

ocasionen interferencia con los reactivos de amplificación y/o ADN, y de esa forma no se podría 

observar bandas de migración electroforética (Esquema 4.5). Los ensayos de descomposición en 

de las betalaínas fueron acompañados por resonancia magnética nuclear de hidrógeno (Figura S4 

– S5). 
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Esquema 4.4. Interacción de las betalaínas y el ADN. Inicialmente el proceso de PCR es realizado para obtener ADN 

complementario; las betalaínas son adicionadas (0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-1 µmol L-1), para finalmente 

realizar el proceso de electroforesis en gel. 

 

Esquema 4.5. Interacción de las betalaínas y el ADN. Inicialmente las betalaínas (0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µmol L-

1) son adicionadas al ADN/Primers, en seguida se lleva a cabo el proceso de PCR, y subsecuentemente la electroforesis 

en gel de agarosa.  
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Los ensayos mostrados en la Figura 4.15 – 4.18 fueron analizados por secuenciamiento de 

las bases del ADNc157,158. Los nucleótidos y sus aminoácidos fueron alineados (Figura S6). Los 

resultados en todos los ensayos no mostraron desnaturalización del ADNc. La interferencia 

mostrada por la Bn en el ensayo de electroforesis y de PCR, sugiere que esta betalaína no reacciona 

con los reactivos de amplificación de ADNc (enzimas, primers, etc.). La Bn en las condiciones de 

electroforesis (t =1h, T = 25 °C) posee un tiempo de vida-media de t1/2 > 130 h. Este resultado 

puede mostrar que la Bn sufre mínimamente descomposición por hidrólisis en el medio alcalino. 

Por otro lado, en la mezcla reaccional Bn-reactivos de amplificación, la Bn mantiene un t1/2 

promedio de 400 min, aproximadamente. De esta forma, se sugiere que, la Bn se mantiene 

significativamente estable durante el ensayo de electroforesis y amplificación.    

Los aldehídos pueden reaccionar con las bases del ADN mediante reacciones de adición 

nucleofílica. Estos compuestos endógenos, originados por estrés oxidativo, pueden originar daño 

en el ADN, formando aductos derivados de aldehídos-ADN que pueden inhibir su reparación159,160. 

Los aldehídos son compuestos electrófilos, que pueden reaccionar preferencialmente con aminas 

primarias por diversos mecanismos161. Estos pueden reaccionar con las bases del ADN que incluso 

mantiene un orden de reactividad (timina>citosina>guanina>adenina) y estabilidad 

(adenina>guanina> citosina>timina)162. 

En el ensayo con BeetTris, la interacción con el ADN, también no origina alguna 

modificación o degradación por actividad oxidante o prooxidante, el cual se puede mostrar en el 

ensayo de secuenciamiento (Figura S6), que no es fácilmente visualizado en el ensayo de 

electroforesis (Figura 4.16 – 4.18). La betalaína artificial en las condiciones experimentales de 

PCR, puede descomponerse completamente (t1/2 << 6min), formando HBt en la mezcla reaccional 

de amplificación. El BeetTris puede reaccionar con las aminas primarias, inhibiendo la 

amplificación del ADN, sin causar degradación o desnaturalización. Por otro lado, la betalaína 

BeetTris en las condiciones de electroforesis (T = 25 °C, pH 8.5), forma entre 30 – 50% de ácido 

betalámico durante el experimento. Este producto, por consecuencia de la hidrólisis alcalina, puede 

interaccionar con el ADNc amplificado, o con la sonda bromuro de propidio (Figura 4.16), ya que 

el ADNc está completo (sin degradación). La sonda intercaladora de ADN, puede formar bases de 

shift con aldehídos163, de esta forma el HBt puede estar reaccionando con la sonda inhibiendo su 
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marcación. Este ensayo de inhibición fue mostrado en trabajos anteriores, donde se demuestra la 

interferencia de la sonda por BeetTris/HBt mostrando una disminución de la fluorescencia10. 
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5. CONCLUSIONES  

 

Se ha realizado un estudio sobre los subproductos originados debido a la hidrólisis en 

medio alcalino de la betanina. 

Se ha extraído, purificado y caracterizado la betanina, a partir del jugo de betarraga Beta 

vulgaris.  

Como producto de la hidrólisis alcalina de la betanina fue obtenido el ácido betalámico, y 

por adición nucleofílica con la base Tris, se obtuvo una betalaína artificial BeetTris, que confiere 

el producto secundario obtenido, a partir de la reacción de la Bn en medio de tampón biológico. 

Se ha determinado la actividad antiradicalar, así como su actividad citotóxica en dos 

modelos de células inmortalizadas, mostrando una leve y significante citotoxicidad por parte de la 

betalaína artificial/HBt sobre las células HeLa, a pesar que todas las betalaínas muestran actividad 

antiradicalar, sugiriendo alguna ruta apoptótica.  

Las betalaínas, pueden unirse o interaccionar con el ADN sin originar alguna degradación 

o desnaturalización, actividad oxidante o prooxidante, sin desconsiderar que, los productos de su 

descomposición pueden interferir en el proceso de amplificación y análisis electroforético vía 

formación de bases de shift.    
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7. ANEXOS. MATERIAL SUPLEMENTARIO  
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Figura S1. Espectros de absorción del ácido betalámico (amarillo), y la betanina (morado). 𝜆𝐻𝐵𝑡
𝑎𝑏𝑠  = 428 nm, 𝜆𝐵𝑛

𝑎𝑏𝑠 = 

536 nm en pH = 7.0, T = 25 °C. 
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Figura S2. Cromatograma del HBt acompañado por UV-vis en 254 nm (columna de fase reversa C18, 250 × 4.6 

mm; sistema cromatográfico: 5 – 95% en 30 min, siendo el solvente A: 0.05% HCO2H/agua y solvente B: 0.05% 

HCO2H/MeCN), y espectrograma de HPLC-DAD-MS/MS(ESI+) del pico en tR= 21 min con m/z = 212.0556 (M-

H)+. 
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Figura S3. Cromatograma y espectro de masas del BeetTris en H2O.   
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Figura S4. Identificación de las betalaínas (Bn y BeetTris). RMN1H del sistema BeetTris en D2O.   
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Figura S5. Identificación de la hidrólisis de la betaxantina artificial. RMN1H del sistema BeetTris en D2O.   
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AF233355.1      GTGGACCCCGATGGCAAGTTCGTGATCTCCACTCGCGTGCGTTGCGGTCGCTCCATGGAG 420 

Bnpre           GTGGACCCCGATGGCAAGTTCGTGATCTCCACTCGCGTGCGTTGCGGTCGCTCCATGGAG 90 

Bttrispos       GTGGACCCCGATGGCAAGTTCGTGATCTCCACTCGCGTGCGTTGCGGTCGCTCCATGGAG 90 

                                  ****************************************** 

 

Control         GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 102 

Bnpos           GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 150 

Bttrispre       GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 150 

AF233355.1      GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 480 

Bnpre           GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 150 

Bttrispos       GGCTACCCCTTCAACCCCTGTCTCACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAGTCCAAGGTT 150 

                ************************************************************ 
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Control         TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCTCTCACCGGC 162 

Bnpos           TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCCCTCACCGGC 210 

Bttrispre       TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCCCTCACCGGC 210 

AF233355.1      TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCTCTCACCGGC 540 

Bnpre           TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCTCTCACCGGC 210 

Bttrispos       TCCTCCACCCTGTCCAACCTCGAGGGCGAGCTCAAGGGCACTTACTTCCCTCTCACCGGC 210 

                ************************************************** ********* 

 

Control         ATGACCAAGGATGTGCAGCAGAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 222 

Bnpos           ATGACCAAGGATGTGCAGCAGAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 270 

Bttrispre       ATGACCAAGGATGTGCAGCAGAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 270 

AF233355.1      ATGACCAAGGAAGTGCAGCAAAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 600 

Bnpre           ATGACCAAGGAAGTGCAGCAGAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 270 

Bttrispos       ATGACCAAGGAAGTGCAGCAGAAGCTGATCGACGACCACTTCCTCTTCAAGGAGGGTGAC 270 

                *********** ******** *************************************** 

 

Control         CGCTTCCTGCAGGCCGCTAATGCCTGCCGCTACTGGCCCACTGGCCGTGGCATCTACCAC 282 

Bnpos           CGCTTCCTGCAGGCC--------------------------------------------- 285 

Bttrispre       CGCTTCCTGCAGGCC--------------------------------------------- 285 

AF233355.1      CGCTTCCTGCAGGCCGCTAATGCCTGCCGCTACTGGCCCACTGGCCGTGGCATCTACCAC 660 

Bnpre           CGCTTCCTGCAGGCCGCTAATGCCTGCCGCT----------------------------- 301 

Bttrispos       CGCTTCCTGCAGGCCGCTAATGCCTGCCGCTAC--------------------------- 303 

                ***************                                              

 

Control         AACGACAACAAGACCTCCCTGGTGTGG--------------------------------- 309 

Bnpos           ------------------------------------------------------------ 285 

Bttrispre       ------------------------------------------------------------ 285 

AF233355.1      AACGACAACAAGACCTTCCTGGTGTGGTGCAACGAAGAGGATCACCTCCGCATCATCTCC 720 

Bnpre           ------------------------------------------------------------ 301 

Bttrispos       ------------------------------------------------------------ 303 

 

Control    ----------------FVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 44 

AF233355.1 DFGDVNQFVNVDPDGKFVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 60 

Bttrispos  DFGDVNQFVNVDPDGKFVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 60 

Bnpre      DFGDVNQFVNVDPDGKFVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 60 

Bnpos      DFGDVNQFVNVDPDGKFVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 60 

Bttrispre  DFGDVNQFVNVDPDGKFVISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGE 60 

                           ******************************************** 

 

 

Control    LKGTYFPLTGMTKDVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRYWPTGRGIYHNDNKTSLVW 103 

AF233355.1 LKGTYFPLTGMTKEVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRY------------------ 101 

Bttrispos  LKGTYFPLTGMTKEVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRY------------------ 101 

Bnpre      LKGTYFPLTGMTKEVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACR------------------- 101 

Bnpos      LKGTYFPLTGMTKDVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQA------------------------ 95 

Bttrispre  LKGTYFPLTGMTKDVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQA------------------------ 95 

                                                                             

 

Figura S6. Alineamiento de nucleótidos y de aminoácidos. Control: secuenciamiento (forward) parcial del ADNc 

de arginina quinase del pedúnculo ocular de la especie de cangrejo Callinectes danae. AF233355.1: secuenciamiento 

de ADNc de arginina quinase de la especie de cangrejo Callinectes sapidus 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF233355.1). Bnpos: ADNc amplificado (PCR) con adición de Bn después 

del ensayo de amplificación por PCR. Bttrispos: ADNc amplificado (PCR) con adición de BeetTris después del ensayo 

de amplificación por PCR. Bnpre: Amplificación del ADNc en presencia de la Bn. Bttrispre: Amplificación del ADNc 

en presencia de la BeetTris. El análisis de identidad de los nucleótidos fue realizado usando el programa BioEdit 

versión 7.2.5 (http://bioedit.software.informer.com/) y Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). El 

“*” significa la semejanza en los pares de bases o aminoácidos. 
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