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RESUMEN

Demostramos anteriormente que la solubilidad del colorante alimentario indigotina se
moadifica en el higado de mamiferos, volviéndose totalmente insoluble en solventes acuosos y
altamente soluble en solventes organicos. En el presente trabajo se estudié la movilidad
cromatografica de la indigotina presente en un extracto lipidico de higado de rata, 20 minutos
después de su administracion intravenosa. Se estudié ademas la presencia de grupos
funcionales correspondientes a su probable conjugaciéon con fosfolipidos, en el extracto
preparado al raspar la banda del colorante separada mediante cromatografia de fosfolipidos
en capa delgada. Se detectaron 0,144 +/- 0,087 _g de fdsforo fosfolipidico y se demostré la
presencia de acidos grasos en dicha fraccion, proveniente de un extracto preparado a partir
de 2 gramos de higado. Estos resultados confirman el aumento en la solubilidad del colorante
en solventes organicos una vez que ha ingresado al higado y sugieren que el mismo sufre
una probable conjugaciéon con fosfolipidos en dicho érgano.

Palabras claves: colorante alimentario; indigotina; metabolismo hepatico; lipidos

ABSTRACT

We have demonstrated that the solubility of the food colorant indigotin was modified in
mammalian liver, where it becomes totally insoluble in aqueous solvents and highly soluble in
organic ones. This work presents the results from the studies on the chromatographic
mobility of indigotin present in the lipidic extract obtained from rat liver 20 minutes after its
intravenously administration. The presence of functional groups corresponding to its probable
conjugation with phospholipids was also studied in the extract prepared from the colorant
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spot separated by thin layer chromatography of phospholipids. 0,144 +/- 0,087 _g of
phospholipidic phosphorus were detected and fatty acid presence was demosntrated in this
fraction, obtained from liver extract prepared with 2 grams of tissue. These results confirm
the increment of the colorant solubility in organic solvents once it is incorporated in the liver
and they suggest that it suffers a probably conjugation with phospholipids in this organ.

Key words: food colorant; indigotin; liver metabolism; lipids

INTRODUCCION

Actualmente, los colorantes alimentarios se utilizan en gran numero, fundamentalmente para
restituir el color perdido en los procesos de elaboracién, o para ofrecer al consumidor colores
atractivos o diversos. El mayor uso se da en bebidas, helados, dulces, golosinas en general,
caramelos, sopas, pastas, platos elaborados, margarinas, entre otros. Estos aditivos se
clasifican en tres grandes grupos: naturales, idénticos a los naturales y sintéticos o
artificiales. Las exigencias legales que restringen el uso de aditivos, son muy estrictas
respecto de los colorantes, y en particular para el caso de los sintéticos. Se exigen criterios
rigurosos de pureza, y certificacion de aptitud para su uso en la industria alimentaria (1).

Los colorantes artificiales deben reunir una serie de requisitos que aseguren su buen uso,
entre los que se encuentran: ser inocuos, hidrosolubles, de facil incorporacién al producto,
estables frente a la luz y al calor, indiferentes a cambios en el pH y a la presencia de agentes
oxidantes/reductores, econémicos, constituir una especie quimica definida y pura, poseer una
buena capacidad de tincién, y no aportar olores ni sabores desagradables,

Muchos de los colorantes artificiales que se utilizan en la actualidad datan de décadas
anteriores a la de 1970, y de ese periodo son también los estudios en los que se basan
muchas de las legislaciones que hoy regulan su aprobacion. Distintos paises desarrollados
han realizado revisiones periddicas de algunos de esos estudios, y en muchos casos los
resultados han generado controversias tales que llevaron a su prohibicion (2).

El objeto del presente trabajo es estudiar la probable conjugacion hepatica del colorante
indigotina (E-132 segun la denominacién europea 6 132 de acuerdo a International
Numbering System INS, Codex Alimentarius) (E-numbers e INS; Indigotina) (3), con
fosfolipidos, en ratas de la cepa Wistar, de manera de aportar nuevos conocimientos que
permitan revisar la reglamentacion vigente para el citado colorante, el cual no presenta en la

mayoria de los paises, restriccién a su uso (4,5).

MATERIAL Y METODOS

Los estudios de intoxicacidon aguda se llevaron a cabo mediante una inyeccién intravenosa a
ratas macho Wistar de aproximadamente 200 g de peso corporal (12 mg indigotina / kg peso
corporal). El colorante (mezcla de 3,3” -dioxo-2,2" -bi-indolilideno-3,5" -disulfonato disddico y
3,37 -dioxo-2,2" -bi-indolilideno-5,7" -disulfonato disédico , cloruro y/o sulfato de sodio como
excipiente) (6) se aplicdé en una concentracion de 2,375 mg disueltos en 0,2375 mL de una
mezcla compuesta por solucién fisioldgica:etanol (50:50). Al cabo de 10 minutos de aplicada
la inyeccién, los animales fueron sacrificados, y el higado removido, previa perfusiéon con
solucion fisioldgica a fin de eliminar posibles restos de colorante en los vasos sanguineos. El
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tejido hepatico fue cortado en piezas pequefias y luego homogeneizado en una solucién de
cloroformo:metanol (2:1) (7). Se separd la fase cloroférmica y el extracto lipidico obtenido
fue lavado 4 veces, evaporado bajo nitrégeno gaseoso y resuspendido en un volumen minimo
de cloroformo:metanol (2:1). El extracto fue dividido en dos porciones, las que fueron
utilizadas para separar lipidos neutros y fosfolipidos mediante cromatografia en capa delgada
de acuerdo a Fonovich y cols (8) utilizando una mezcla de acido acético: hexano:dietil éter
(2,5:60:40) como solvente de corrida; y mediante cromatografia bidimensional en capa
delgada utilizando una mezcla de solventes alcalina (cloroformo:metanol:amoniaco, 65:25:5)
para la primera dimensién y una acidica (cloroformo:acetona:metanol:acido acético:agua,
3:4:1:1:0,5) para la segunda (9), respectivamente.

La banda del cromatograma donde se identific6 el colorante, fue extraida de la silica, por
raspado de la placa obtenida durante la separacion de fosfolipidos. Luego se separ6 el
colorante de la silica gel utilizando una solucién de cloroformo:metanol (2:1) y este nuevo
extracto fue sometido a: a) hidrdlisis acida (10) y separacion posterior de glicéridos, b)
determinacion de su contenido en fésforo fosfolipidico segun el método de Rouser (9). En
paralelo se determind la concentracion de fésforo en una muestra de silica gel obtenida de la
zona de la placa donde no se revel6 presencia de lipidos con yodo (utilizado como control
negativo) y la correspondiente a la banda de cardiolipina (control positivo). La banda
correspondiente al colorante fue procesada por sextuplicado (bandas presentes en 6 placas).
La concentracion del colorante en el extracto cloroférmico se midié espectrofotométricamente
a 591 nm (_méxima) utilizando una curva patron del colorante preparado en la misma
mezcla de solventes, (pendiente=0,10509 y r2=0,9998).

RESULTADOS

Los extractos lipidicos de higado de rata presentaron hasta 7 _g de indigotina/g de tejido. No
se obtuvieron extractos del higado en solventes acuosos, dado que estudios previos
realizados por este grupo de trabajo indicaron ausencia de colorante en dichos sistemas (11),
hallazgos que demostraron, una vez ingresado al higado, un drastico cambio de solubilidad
del colorante en diferentes solventes.

La figura 1 muestra las placas de cromatografia en capa delgada en las que se separaron los
glicéridos y los fosfolipidos. En la primera placa (1A) se observa que el colorante contenido
en el extracto cloroférmico de higado no posee movilidad en el sistema de solventes utilizado
para separar glicéridos, permaneciendo en el punto de siembra junto con los fosfolipidos. En
la figura 1B en cambio, se observa que el colorante, presenta una movilidad similar a la de
cardiolipina (identificada por comparacién con un estandar corrido en paralelo) en el sistema
utilizado para separar fosfolipidos.
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| FIGURA 1 |
- |
Separacion cromatogrifica de fosfolipidos (A) y glicéridos (B) del extracto lipidico |
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La figura 2A muestra los resultados de la cromatografia en capa delgada de los glicéridos
presentes en: 1) extracto de higado de rata control (sin inyeccidon de colorante), 2) extracto
de higado de rata control (sin inyeccidon de colorante) luego de hidrélisis acida, 3) extracto de
higado de rata inyectada con indigotina, 4) extracto de higado de rata inyectada con
indigotina, luego de hidrdlisis acida. En las lineas del cromatograma asignadas como 2) y 4)
se observa la apariciéon de una banda que corresponde a los acidos grasos liberados durante
el tratamiento de hidrdlisis, identificada por comparacién con un estandar de acidos grasos y
glicéridos, corrido en paralelo. La figura 2B muestra los resultados de la cromatografia en
capa delgada, empleada para separar los glicéridos presentes en las siguientes muestras: 1)
patron del colorante indigotina preparado en solucion fisiolégica:etanol (50:50), 2) extracto
de la banda del colorante presente en la placa destinada a la separacion de fosfolipidos (ver
fig. 1B), 3) extracto preparado como en 2) pero sembrado luego de hidrdlisis acida. La linea
3 de esta dltima placa, muestra una banda correspondiente a acidos grasos liberados luego
de someter a hidrdlisis acida el extracto de la banda del colorante obtenida de la placa de
separacion de fosfolipidos, figura 1B).

Este resultado indica que el colorante no sélo permanece en la fracciéon de fosfolipidos
extraidos del higado y presenta movilidad cromatogréafica similar a cardiolipina, sino que
ademas se habria conjugado con una molécula lipidica que posee &cidos grasos en su
estructura, probablemente un fosfolipido.
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FIGURA 2

Separacién cromatogrifica de glicéridos en diferentes muestras,
con v sin hidrélisis dcida.
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La concentracion de fésforo presente en la banda correspondiente al colorante, obtenida de la
placa de separacion cromatografica de fosfolipidos se determind segin se indico en la seccion
Material y métodos. El contenido de fésforo fosfolipidico en la banda correspondiente al
colorante (figura 1B) fue de 0,144 +/- 0,087 -g. Este resultado se obtuvo luego de restar a
cada replicado el valor correspondiente a un control negativo, procesado por duplicado como
se indica en Material y métodos. Como control positivo del método se cuantificé el fésforo
presente en la banda de cardiolipina (la mas préxima al colorante).

DISCUSION

El colorante alimentario indigotina es ampliamente utilizado en todo el mundo, dado que se
considera un aditivo sin efectos colaterales, ya que se absorbe poco en el intestino y se
elimina facil y rapidamente por orina, ademas de no haberse demostrado hasta el momento
su carater mutogénico (4). Sin embargo, los resultados de trabajos anteriores de este grupo
(11) y los mostrados en el presente trabajo indican que la solubilidad del colorante sufre una
modificacién importante una vez que ha ingresado al higado, convirtiéndose en una molécula
altamente soluble en solventes organicos, modificacion que resulta de su probable
conjugacion con los fosfolipidos del tejido hepatico. Esta caracteristica de la indigotina no ha
sido demostrada con anterioridad y pone de manifiesto la necesidad de confirmar la
formacion del conjugado en higado de mamiferos, mediante técnicas de espectrometria de
masas. Dicha confirmacion impediria que el colorante cumpla con uno de los requisitos
indicados para su buen uso: ser hidrosoluble (ver introduccién). Si bien dichos requisitos
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hacen referencia a la sustancia pura (12), el incremento de la solubilidad del colorante en
lipidos, una vez que ha pasado por el higado, lo hace tan peligroso como la sustancia pura en
cuanto a su acumulacion en el tejido graso y a la toxicidad asociada, motivo por el cual este
fendmeno deberia ser tenido en cuenta.

Uno de los trabajos considerados por la FAO para el establecimiento de la IDA (Ingesta Diaria
Aceptable) demostré que 6 horas después de la inyeccion de indigotina en ratas, el 27% del
colorante permanecia aun en el organismo (63% se eliminaba por orina y 10% en la bilis
(13). Estos autores demostraron también, que solo el 3% del colorante aparecié en la orina
tres dias después de su ingestion por via oral, sin embargo, en su trabajo destacaron
especificamente la falta de absorcion del compuesto en el tracto gastrointestinal. En relacion
con una probable carcinogénesis, los resultados fueron dispares y dieron lugar a amplias
discusiones, ya que si bien se estableciéo que habia un alto porcentaje de sarcomas locales en
los sitios donde se inyectd subcutaneamente el colorante (13), no fue posible demostrar el
efecto carcinogenético cuando el mismo fue administrado por via oral. El informe de FAO
presentd valores de DL50 de 93 y 2 000 mg/kg de peso para una inyeccion intravenosa y
dosis oral respectivamente y el valor NOEC correspondiente a 500 mg/kg de peso corporal.
Teniendo en consideraciéon estos datos y un factor de seguridad apropiado, el organismo
internacional establecio la IDA para la indigotina entre O y 2,5 mg/kg de peso corporal (13).

Los nifios constituyen probablemente, el grupo de la poblacién mas expuesto a los colorantes
alimentarios, debido principalmente a que consumen grandes cantidades de golosinas (14),
las que tienen cada vez colores mas intensos; y también a su bajo peso corporal, que
contribuye a aumentar la dosis recibida expresada en mg o _g/kg de peso corporal. Existe
ademas una gran preocupacion, en diferentes paises entre los que se encuentra la Argentina,
por la falta de una politica de educacion destinada a asegurar una buena alimentacion. Si
bien se plantea la necesidad de educar a la poblacién para prevenir una enfermedad tan
frecuente como la obesidad, no existe en cambio, ese nivel de preocupaciéon en los diferentes
ambitos de la alimentacién y la salud, en cuanto al drastico incremento que se ha producido
en los dltimos afos en el consumo de aditivos alimentarios.

La necesidad de estudiar la cantidad y calidad de todos los aditivos que se ingieren a diario,
resulta evidente con solo leer los rétulos de algunos alimentos envasados, los cuales casi en
su totalidad cumplen con la reglamentacién vigente, a través de la declaracion de los aditivos
que contienen, pero a la vez alertan acerca del incesante incremento en el consumo de los
mismos por parte de la poblacion. Este grupo de trabajo estéd llevando a cabo en la actualidad
un analisis del contenido y el tipo de aditivos que se utilizan en diferentes grupos de
alimentos, que se exponen a la venta en el partido de Vicente Lépez (provincia de Buenos
Aires), a través de un proyecto conjunto la Direccion de Bromatologia y Zoonosis de la
Municipalidad de dicho partido, financiado por la Comision de Investigaciones Cientificas
(CIC) de la provincia de Buenos Aires.

La IDA recomendada por la FAO (entre O y 2,5 mg/kg de peso corporal) para el colorante, es
muy dificil de alcanzar (15) si el mismo es solamente utilizado para dar una baja intensidad
de color en los alimentos. Sin embargo, cada vez mas frecuentemente salen a la venta
golosinas que atraen a los nifios por la intensidad de su color, que luego visualizan a través
de la permanencia del mismo en sus bocas durante un largo tiempo posterior a su ingesta.
Este hecho, sumado al bajisimo control que se ejerce en la actualidad sobre el consumo de
golosinas por los nifios y a los resultados del presente trabajo nos permiten sugerir la
necesidad de revisar la IDA para este colorante y profundizar los estudios tendientes a
confirmar su conjugaciéon con lipidos, asi como alertar a las autoridades sanitarias acerca de
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la necesidad de generar una politica de educacidon destinada a revisar aspectos de la
alimentacion basica.
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