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PrROLOGO

Antonio J. Meléndez-Martinez

Los carotenoides son compuestos especiales; si bien es comun referirse a ellos como
pigmentos, lo cierto es que son compuestos de gran versatilidad e importancia en la T
naturaleza. Mas especificamente, son de gran interés en agroalimentacion y salud.

Asi, por ejemplo, son pigmentos naturales y por lo tanto tienen un importante papel en

la eleccion de alimentos por parte de los consumidores. Asimismo, algunos de ellos

son precursores de la vitamina A. Sin embargo, que cada vez exista mas interés en los
carotenoides en este contexto se debe en gran parte a muchos estudios de distinta
naturaleza que indican que pueden proporcionar beneficios para la salud. Su interés

en alimentacion funcional es por lo tanto indudable.

En este libro se refleja la experiencia en carotenoides de un gran numero de
profesionales de la region iberoamericana. En conjunto, se ofrece una vision general
de la investigacion sobre estos compuestos en agroalimentacion y salud. Los autores
son miembros de la red IBERCAROT (http://carotenoides.us.es), que tiene entre sus
objetivos conformar una red estable y funcional de profesionales que aunen esfuerzos
en pos de identificar nuevas fuentes de carotenoides de interés nutricional, mejorar su
produccion y aumentar el valor de los productos que los contengan.

Me gustaria agradecer a todas y cada una de las personas que han contribuido de
una u otra forma a que este libro sea una realidad. Todos esperamos que sea de
ayuda para personas interesadas en los temas desarrollados. Gracias especialmente
al Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED, http://
www.cyted.org/) que, con su apoyo econdmico a la red IBERCAROT, ha hecho posible
que varias decenas de equipos interaccionen en torno a temas de interés comun para
contribuir al desarrollo a distintos niveles de la region iberoamericana.
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PREFACE

Delia B. Rodriguez-Amaya

Nature has endowed Ibero-American countries with a remarkable diversity of rich
carotenoid sources. With this inspiring background, Ibero-American researchers have |
intensely investigated carotenoids for about five decades, contributing substantially

to current knowledge on these fascinating compounds. Ibero-American research on
carotenoids spans a wide range of topics, including development and validation of

analytical methods, determination of the carotenoid composition of Ibero-American

foods, genetic and environmental factors affecting composition, biosynthesis and

its regulation, carotenogenesis during fruit ripening, effects of home and industrial

processing, kinetics and mechanisms of degradation, factors influencing oxidation,

antioxidant activity, development of carotenoid-rich food products, bioaccessibility

and bioavailability, biotechnological production, microencapsulation and

nanoencapsulation, carotenoids as food and feed colorants and precursors of aroma

compounds, health-promoting effects.

Ibero-American researchers have come and gone, but strong carotenoid research has
gone on. The new breed of Ibero-American carotenoid researchers, organized into a
network under the leadership of Antonio J. Meléndez-Martinez, will surely keep and
strengthen the tradition.

© | PREFACE




PREFACE

George Britton

Bright colour in foods is considered a sign of quality and freshness.
Carotenoids are responsible for the prized bright colours of many fruit and
vegetables, including such familiar examples as oranges and tomatoes. We
also like to see bright, natural-looking colours in manufactured food, and this
is achieved by adding pigments or coloured extracts during manufacture.
With the current consumer demand for natural materials, carotenoids and
carotenoid-rich extracts are produced on a vast scale as colorants. _ W O |

Since their relationship to vitamin A was realised some 80 years ago,
carotenoids have been recognised as nutritionally important substances.

Other areas of interest have emerged in recent years. It is now clear that lutein
and zeaxanthin are important in the macula lutea and in prevention of Age-
related Macular Degeneration, and may have a role in brain development and
maintenance of cognitive function. Carotenoids are included by many in the list
of important natural antioxidants, and some, including b-carotene, lycopene,
cryptoxanthin, are associated with reduced incidence of cancer, coronary
heart disease and other degenerative conditions.

Many of the food sources of carotenoids that we now take for granted, notably
tomato, pepper, maize, annatto, are native to South and Central America and
there are many other native fruits that have not been fully investigated.

There is a tradition of carotenoid research in Spain, Portugal, and Latin
America, though most researchers have worked largely independently and
in isolation. The IBERCAROT network brings current researchers together to
stimulate progress by promoting exchange of ideas, sharing of facilities, and

PREFACE
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interactions between academic scientists and commercial organisations.
The success of this is an excellent example of what can be achieved through
vision, hard work and cooperation. It should serve as an inspiration to people
in other regions of the world to build similar initiatives. IBERCAROT is an
exciting development which | will follow with great interest over the coming
years.

Although IBERCARQOT has only been operating for a short time, this book is
a testament to the breadth and high quality of research encompassed by the
network and the benefits that can be gained by such an initiative.

11
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CAROTENOIDES:
ESTRUCTURA , PROPIEDADES
Y FUNCIONES

Antonio J. Meléndez-Martinez

INTRODUCCION

Los carotenoides son compuestos especiales; si bien es comun referirse a ellos como pigmentos,
lo cierto es que son compuestos de gran versatilidad que, de hecho, no fueron inventados para
proporcionar color. Es significativo que los carotenoides estén presentes en uno de los primeros
habitantes de la Tierra, las cianobacterias (antiguamente conocidas como algas verde-azuladas),
consideradas como el origen de los cloroplastos (Takaichi y Mochimaru, 2007). También hay
carotenoides en plantas, algas, hongos, bacterias y animales. Son sintetizados por todos los
organismos fotosintéticos, algunas bacterias no fotosintéticas y algunos hongos. Los animales, no
pueden sintetizarlos de novo aunque si pueden modificarlos estructuralmente (Fraser y Bramley,
2004). No obstante, recientemente se han descubierto algunas excepciones entre los artropodos.
Asi, por ejemplo, hay pulgones cuyo genoma codifica enzimas funcionales para la biosintesis

de carotenoides. Se piensa que los genes carotenogénicos provienen de hongos a través de
transferencia lateral (Moran y Jarvik, 2010). Hasta hoy se han descrito mas de 700 carotenoides,
que se pueden encontrar en animales (esponjas, medusas, peces, moluscos, insectos, reptiles,
anfibios, mamiferos, aves, etc.), diversas estructuras de las plantas (tejidos fotosintéticos, pétalos,

1. CAROTENOIDES: ESTRUCTURA, PROPIEDADES Y FUNCIONES
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anteras, estigmas, raices, frutos, semillas, etc.), algas y hongos
macroscopicos y una gran variedad de microorganismos
(Britton, Liaaen-Jensen y Pfander, 2008; Goodwin, 1980a;
1980b) adaptados a distintas condiciones, incluyendo
halotolerantes, termofilicos y psicrofilicos, entre otros (Amaretti
et al., 2014; Ben Amotz, 1996; Duc et al., 2006; Olmos-Soto y
Ruiz, 2012; Tian y Hua, 2010).

Considerando lo expuesto, queda claro que los carotenoides
han estado presentes desde muy temprano en la historia de
la vida en la Tierra. También que son ubicuos en la naturaleza
y se encuentran en organismos adaptados a ambientes tan
distintos como las profundidades de los océanos, glaciares
montafiosos, aguas termales, ambientes hipersalinos, etc. En
consecuencia, no parece descabellado pensar que a lo largo
de la evolucion distintos organismos los han utilizado para
distintos fines.

HisTorIiA

Puede considerarse que el estudio de los carotenoides
comenzo en el siglo XIX. El término carotenoide procede del
nombre cientifico de la zanahoria (Daucus carotal..), que

fue la fuente de la que Wackenroder (1831) los aislé. Poco
después, también se puso de manifiesto su presencia en hojas
otofales (Berzelius, 1837) y se acuid el término xantofila. Ya a
principios del siglo XX, se consigui6 separar los carotenoides
de las clorofilas de hojas verdes en una columna de carbonato
calcico. Esto supuso el nacimiento de la cromatografia, término
que hace referencia a la separacion de bandas de distinta
coloracion. Tal hito se debid al botanico ruso Tswett (1906).
Debido a su inestabilidad, la investigacion en carotenoides
adelantd lentamente en comparacion con la de otros

compuestos; no obstante, gracias a los estudios de cientificos
como Willstatter, Mieg, Zechmeister, Kuhn, Karrer y Jucker se
avanz6 mucho en su conocimiento, de forma que, entre otras
cosas, se demostré que eran isoprenoides poliénicos con
enlaces conjugados (Eugster, 1995).

Indudablemente, el descubrimiento por parte de Moore de que
el B-caroteno podia convertirse en vitamina A in vivo, aumento
considerablemente el interés por estos compuestos (Moore,
1930). De hecho, el nimero de carotenoides descritos en
décadas posteriores aumenté considerablemente, como puede
comprobarse en los distintos libros monograficos publicados

a lo largo del siglo XX (Goodwin, 1980a; 1980b; Isler, 1971;
Karrer y Jucker, 1948; Pfander, 1987; Zechmeister, 1962). Ya en
el siglo XXI, el Handbook of Carotenoids (Britton, Liaaen-Jensen
y Pfander, 2004) lista en torno a 700 carotenoides descritos,
junto con informacién para su aislamiento e identificacion.

ESTRUCTURA QUIMICA
Generalidades y tipos de carotenoides

Tipicamente, los carotenoides son tetraterpenoides,
compuestos de 40 atomos de carbono formados por ocho
unidades isoprenoides (figura 1), aunque hay excepciones.

Ficura 1.
Unidad
isoprenoide.
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Ficura 2. Grupos terminales presentes en las moléculas de carotenoides.

En la molécula de los carotenoides pueden existir anillos, de
ahf que se puedan clasificar como ciclicos o aciclicos. Los
distintos grupos terminales presentes en los carotenoides se
representan en la figura 2.

En los carotenoides, la numeracion de los atomos de carbono
va de los extremos hacia el centro, contandose normalmente

del 1 al 15y del 1’ al 15’. Los grupos metilo se cuentan del 16
al 20 y del 16’ al 20’ respectivamente, como se muestra en la

figura 3.

licopeno

P
I, 3 ST 9 s 138 15,
16/ \2/ \4/ \6/ \8/ \10 12 \

9 20

1 1 ! L ' '
157 13 \11'/10*9% 8§7'/6§5"/ 4\3'/K\1'( 1
19 is 17

Ficura 3A. Numeracién de los d&tomos de carbono del licopeno.
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I Ficura 38. Numeracién de los dtomos de carbono del [-caroteno.

La caracteristica estructural mas notoria en los carotenoides
es el sistema de dobles enlaces conjugados (d.e.c.) (figura 4).
Dicho sistema es, entre otras cosas, el principal responsable
de su color, reactividad y forma asf como de su papel en
procesos de transferencia de energia (Britton, 1995a).

Considerando los elementos quimicos presentes en ellos, los
carotenoides pueden clasificarse en carotenos (hidrocarburos)
y xantofilas, que contienen atomos de oxigeno ademas

de carbono e hidrogeno. En el caso de los carotenoides
tipicos de la dieta, el oxigeno suele estar presente en las
xantofilas en forma de grupo hidroxilo (luteina, zeaxantina),
epoxido (violaxantina, neoxantina, anteraxantina) o carbonilo
(cantaxantina, astaxantina). No obstante, en otras fuentes
puede formar parte de grupos metoxilo, carboxilo, acetato,
lactona o sulfato (Britton, Liaaen-Jensen y Pfander, 2004).

Dentro de los carotenoides se pueden distinguir ademas

otros grupos. Por ejemplo, los apocarotenoides (como la
crocetina del azafran, figura 4) poseen menos de 40 atomos
de carbono, ya que en ellos faltan fragmentos en uno o ambos

extremos de la molécula. Otro ejemplo de carotenoides con
menos de 40 carbonos son los norcarotenoides (como la
peridinina, pigmento tipico de microalgas dinoflageladas,
figura 4). En los norcarotenoides faltan uno, dos o tres

atomos de carbono del esqueleto hidrocarbonado central.
Asimismo, también hay carotenoides con 45 o 50 atomos de
carbono; estos carotenoides se pueden encontrar en algunas
bacterias y contienen una o dos unidades isoprenoides mas
en comparacion con los carotenoides tipicos. Un ejemplo es
la decaprenoxantina (figura 4). Los secocarotenoides (como la
semi-B-carotenona) son carotenoides en los que se ha roto un
enlace entre carbonos adyacentes (excepto los carbonos 1y
6 de anillos). Un ejemplo, es la semi-f3-carotenona (figura 4).
Por otra parte, en la mayoria de los carotenoides, los carbonos
15y 15’ estan unidos mediante un doble enlace. No obstante,
en los retrocarotenoides la posicion de los dobles enlaces a

lo largo de la cadena poliénica esta desplazada. Asi, en los
retrocarotenoides dichos carbonos estan unidos por un enlace
simple. Un ejemplo de estegrupo es la rodoxantina (figura 4)
(Britton, Liaaen-Jensen y Pfander, 2004).
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anteraxantina (10 d.e.c.)
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I Ficura 4. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.
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crocetina (9 d.e.c.)

N T YN

HOOC

decaprenoxantina (9 d.e.c.)
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! Ficura 4. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.
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peridinina (9 d.e.c.)

HO OCOCH,

rodoxantina (14 d.e.c.)

P O O N

violaxantina (9 d.e.c.)

zeaxantina (11 d.e.c.)

OH

(¢}
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0
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N G S G P

! Ficura 4. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.

Esteres, glucdsidos y carotenoproteinas

Las xantofilas pueden estar presentes en las fuentes en las que
se encuentran libres o esterificadas. Asi, en pimientos, patatas
0 papas, mango, citricos y otras fuentes las xantofilas se
pueden encontrar esterificadas con acidos grasos (Breithaupt
y Bamedi, 2002; Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera, 2000;
Murillo et al., 2013; Philip, Chen y Nelson, 1988; Pott, Breithaupt
y Carle, 2003;). Asimismo, existen carotenoides asociados con
azUcares en otras fuentes; asi, la crocetina (figura 4) puede
encontrarse asociada con azucares en estigmas de azafran

y frutos de gardenia (Van Calsteren et al., 1997; Pfister et al.,
1996).

Por otra parte, los carotenoides pueden encontrarse también
formando complejos hidrosolubles de gran estabilidad con

proteinas (carotenoproteinas), lipoproteinas o glucoproteinas.
Estos complejos pueden encontarse en invertebrados (Bhosale
y Bernstein, 2007; Cheesman, Lee y Zagalsky, 1967; Goodwin,
1980D).

Isémeros espaciales

Pueden existir asimismo distintos isémeros geométricos (cis/
frans o, méas correctamente, Z/E) de carotenoides. No todos

los isbmeros cis que podrian preveerse tedricamente existen,

ya que, debido sobre todo a impedimentos estéricos, sélo
algunos son estables (Britton, 1995a; Weedon y Moss, 1995).
Normalmente los carotenoides naturales se encuentran en su
mayoria como isbmeros todo-trans (todo-E), que suelen ser

mas estables. No obstante, varios estudios indican que algunos
isémeros cis podrian ser méas estables que los correspondientes
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(todo-E)-B-caroteno
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(92)-B-caroteno

(152)-B-caroteno

(132)-B-caroteno

! Fiura 5. Estructuras quimicas de algunos isémeros geométricos del 3-caroteno.
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todo-E en algunos carotenos aciclicos, como licopeno, fitoeno
y fitoflueno (Chasse et al., 2001; Meléndez-Martinez et al.,
2014). En cualquier caso, es comun encontrar cantidades
importantes de isbmeros cis (isbmeros 2) en fuentes naturales.
Algunos ejemplos son el fitoeno, presente fundamentalmente
como (152)-fitoeno en organismos carotenogénicos (Than et
al., 1972), la (9’2)-neoxantina (presente en tejidos fotosintéticos
de todas las plantas y muchas algas) (Strand et al., 2000)

y algunos isbmeros de los epoxicarotenoides violaxantina y
anteraxantina (presentes en naranjas) (Meléndez-Martinez et
al., 2005; Meléndez-Martinez et al., 2007a). En relaciéon con

la presencia de isdbmeros Z en alimentos u otras fuentes es
siempre importante tener en cuenta que, en algunos casos,
pueden ser artefactos analiticos o haberse formado como
consecuencia de tratamientos tecnoldgicos o culinarios
(Rodriguez-Amaya, 1997; Schieber y Carle, 2005).

Como se puede observar en la figura 5, los distintos isomeros
geométricos de un mismo carotenoide tienen formas y tamafios
muy diferentes. La diferenciacion entre distintos isémeros
geométricos de carotenoides es importante porque existen
evidencias de que en algunos casos podria haber diferencias
en relacion con su biodisponibilidad, reactividad, especificidad
por enzimas, etc. (B6hm et al., 2002; Hu et al., 2006; Parry,
Babiano, y Horgan, 1990; Stahl et al., 1992).

Por otra parte, muchos carotenoides naturales poseen centros
quirales, por lo que pueden existir diversos isémeros opticos
de cada uno de ellos. Un ejemplo tipico es la zeaxantina (figura
6) (Britton, Liaaen-densen y Pfander, 2004).

(3R-3’R)-zeaxantina

meso-zeaxantina ((3R-3’S)-zeaxantina)

woH

FiGura 6. Estructuras quimicas de isdmeros opticos de la zeaxantina.
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Nomenclatura

Ademas de la nomenclatura tradicional de los carotenoides,
que suele hacer referencia a la fuente de la que se aislaron
por primera vez, también se puede usar una nomenclatura
semi-sistematica, que tiene la ventaja de que proporciona
informacion estructural. En esta nomenclatura se consideran
las dos mitades de la molécula del compuesto, y éste se
nombra como derivado del caroteno correspondiente. Para ello
se hace referencia a los grupos terminales de éste mediante
letras griegas. Asimismo se usan numeros, prefijos y sufijos
para indicar la presencia de sustituyentes, cambios en el nivel
de hidrogenacion, centros quirales, etc. (Weedon y Moss,
1995). Algunos ejemplos de nombres semi-sistematicos de
carotenoides se muestran en la tabla 1. Sus estructuras estan
representadas en la figura 4.

TaBLA 1. Nombres comunes y semi-sistematicos de diversos
carotenoides

Nombre tradicional Nombre semi-sistematico

[p-Caroteno [.,p-caroteno

7.8,11,12,7°,8°,11°,12’-octahidro-,

Fitoeno
-caroteno

[-Criptoxantina [3,p-caroten-3-ol

5’,6’-epoxi-6,7-didehidro-5,6,5",6°-

Wi tetrahidro- [3,3-caroteno-3,5,3’-triol
Capsantina 3,3’-dihidroxi-3 ,x-caroten-6"-ona
Crocetina 8.8’-diapocaroteno-8.,8’-4cido dioico

Fuente: Adaptado de Rodriguez-Amaya (2001).

PROPIEDADES

Solubilidad

Las gran mayoria de los carotenoides son insolubles en agua
y solubles en disolventes organicos, como acetona, metanol,
hexano y éter dietilico, entre muchos otros. Por otra parte, los
carotenoides acidos pueden formar sales solubles en agua por
tratatamiento con una base. La esterificacion de xantéfilas va a
modificar sus caracteristicas, de forma que la asociaciéon con
acidos grasos aumentara su lipofilicidad. Por el contrario, si las
xantofilas se encuentran asociadas con azucares, aumentara
su hidrofilicidad. Asimismo, las carotenoproteinas son solubles
en agua y muy estables. Debido a su caracter hidrofébico,

los carotenoides in vivo se suelen localizar normalmente en
ambientes lipdfilos, como por ejemplo en membranas (Britton,
1983; 1992; Britton, 1995 ab; Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt
y Liaaen-Jensen, 1995 ).

Absorcion de luz

Debido a la presencia del cromdéforo de dobles enlaces
conjugados, los carotenoides (con pocas excepciones)
absorben luz UV-visible. Normalmente aparecen tres maximos
de absorcion. Las longitudes de onda a las que aparecen (A
dependen del numero de dobles enlaces conjugados y del
disolvente empleado para medir el espectro (Britton, 1995b).
Con independencia del disolvente usado, los valores de A,
aumentan a medida que lo hace la longitud del croméforo,
como se puede observar en el cuadro 2. Ademas, se observa
que el efecto de este incremento se reduce al aumentar la
extension del cromoforo. Los dobles enlaces no conjugados no
afectan significativamente al espectro.

méx)
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TaBLa 2. Efecto de la longitud del cromé6foro en los maximos de
absorcion de carotenoides aciclicos

Carotenoide Niumero de q.e.c. . en éter
(d.e.c. en anillos) de petréleo (nm)
Fitoeno 3 276,286,297
Fitoflueno 5 331, 348, 367
E-Caroteno 7 378,400, 425
Neurosporeno 9 414,439, 467
Licopeno 11 444, 470, 502
v-Caroteno 11 (1) 437,462, 494
[-Caroteno 11 (2) 425,449,476

Fuente: Adaptado de Rodriguez-Amaya (2001).

La extension del sistema de d.e.c. a un anillo, como ocurre por
ejemplo en los anillos B, extiende el cromoforo. En este caso, el
anillo no es coplanar con la cadena poliénica lineal central y las
A, aparecen a longitudes de onda menores en comparacion
con los carotenoides no ciclicos con el mismo numero de
dobles enlaces conjugados. Esto se observa claramente al
comparar las A_, de licopeno (11 d.e.c., carotenoide aciclico),
v-caroteno (11 d.e.c., uno de ellos en el anillo terminal) y
p-caroteno (11 d.e.c., dos en los anillos terminales) (cuadro

2). Es evidente que los grupos carbonilicos conjugados con el
sistema de d.e.c. también aumentan la longitud del cromoforo.
En general, la presencia de un grupo carbonilico conjugado
en un anillo desplaza unos 10 nm a longitudes de onda
aproximadamente superiores los maximos de absorcion. Si,

en cambio, dicho grupo se encuentra en la cadena poliénica
central, el desplazamiento es de unos 30 nm a longitudes de

ondas superiores (Britton y Young, 1993; Rodriguez-Amaya,
2001).

Sobre el efecto del entorno molecular en la localizacion de

la longitud de onda maxima (A _, ) es bien conocido que la
energia de transicion electronica responsable de la banda
de absorcion principal del espectro depende del indice de
refraccion del disolvente, de forma que al aumentar éste, se
producen desplazamientos del maximo a longitudes de onda
mas altas (cambios batocrémicos). Por lo tanto, los maximos
de absorcion de cualquier carotenoide en disolventes como
hexano, éter de petrdleo, etanol, éter dietilico y acetonitrilo son
practicamente idénticos, aunque se observan desplazamientos
batocrémicos en los espectros realizados en disolventes
como acetona (2-6 nm), cloroformo, cloruro de metileno (10-
20 nm), piridina, benceno, tolueno (18-24 nm) y disulfuro de
carbono (30-40 nm), entre otros. Aunque la gran mayoria de
los carotenoides no son solubles en agua, este disolvente
puede tener un efecto importante en los espectros de los
carotenoides disueltos en disolventes miscibles con agua.
Mas concretamente, para algunos carotenoides, cuando el
contenido de agua esta dentro del intervalo entre 30-50%, se
han descrito importantes disminuciones en la absorbancia al
... Y la aparicion de un nuevo e intenso maximo de absorcion
en la region del UV cercano. Estos efectos se han atribuido a
las interacciones entre cromoforos debidas a la agregacion
de las moléculas de carotenoides causadas por la presencia
de altas cantidades de agua. Por otro lado, los carotenoides
se encuentran in vivo en un entorno lipidico o proteico. Asi,
presentan maximos de absorcién a longitudes de onda
alrededor de 10 nm mas altas que la &, en hexano. Por otra
parte, cuando los carotenoides estan formando complejos
con proteinas, se observan importantes desplazamientos
batocréomicos. Como ejemplo, el carotenoide rojo astaxantina
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presenta un maximo en acetona a 480 nm, mientras que la
carotenoproteina a-crustacianina, que contiene astaxantina,
lo hace a 630 nm y es azulada (Britton 1983, Britton y Young
1993; Britton, 1995 ab; Britton 1992; Hoischen et al., 1998).

La forma general del espectro de absorcion de los carotenoides
y la nitidez de las bandas de absorcion (lo que comiunmente

se denomina estructura fina) dependen fundamentalmente del
grado de planaridad del sistema de d.e.c. La estructura fina
suele expresarse como %llI/1l (figura 7).

En los carotenoides aciclicos (como el C-caroteno) o ciclicos en
los que el sistema de d.e.c. no se extiende a los anillos (como
la auroxantina) el cromoéforo puede adoptar una conformacion
casi completamente planar y en sus espectros aparecen
maximos y minimos de absorcion perfectamente definidos,

es decir muestran una una elevada estructura fina. Cuando

el sistema de d.e.c. se extiende a los anillos se producen

Absorbancia

Longitud de onda

" FiGura7. Representacion de la estructura fina espectral.

impedimentos estéricos, como consecuencia de los cuales

los dobles enlaces presentes en los anillos no son coplanares
con los de la cadena poliénica central. Esto se manifiesta en

el espectro en una pérdida de estructura fina. Como ejemplo,
en carotenoides con dos anillos B (como B-caroteno), en los
que hay un doble enlace conjugado en cada anillo, la primera
de las bandas de absorcion es mas bien una inflexion. Por

otra parte, cuando existen grupos funcionales carbonilicos
conjugados se produce una pronunciada pérdida de estructura
fina. De hecho, en algunos casos, el espectro de estos
compuestos (como cantaxantina) se asemeja a una curva
simétrica (Britton, 1995b; Minguez-Mosquera, 1997; Rodriguez-
Amaya, 2001). Asi, la estructura fina disminuye de la siguiente
forma: T-caroteno > f-caroteno > cantaxantina, como puede
observarse en la figura 8.

El espectro de absorcion de isémeros Z presenta algunas
diferencias con respecto al de los correspondientes isbmeros
todo-E. Por ejemplo, las &, aparecen a longitudes de onda
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Ficura 8. Espectros visibles de los carotenoides C-caroteno, 3-caroteno y
cantaxantina en acetona.

2-6 nm menores en el caso de isémeros mono-Z € incluso
aproximadamente 10 nm menores en el caso de di-Z. Por otra
parte, la nitidez de las bandas de absorcion disminuye (menor
estructura fina) y aparece una nueva en la regién ultravioleta,
aproximadamente a 142 nm por debajo de la correspondiente
al tercer maximo de absorcion en la region visible en hexano.
Cuanto mas cercano esté el doble enlace Zal centro de la
molécula, mayor es la intensidad de esta banda (Britton, 1995
ab; Zechmeister, 1962) (figura 9).

Los carotenoides en disolucion, obedecen la ley

de Lambert-Beer, de ahi que se puedan cuantificar
espectrofotométricamente. Para ello, se relaciona la
absorbancia de dicha disolucién con una determinada A con
un valor estandar, ya sea el coeficiente de absorcion especifico
(A}Z) o el coeficiente de absorcion molar (g). En relacion con

esto se recomienda que las medidas de absorbancia estén
dentro del intervalo 0.2-0.8.

Al% se define como la absorbancia tedrica de una disolucion
de concentracion 1% (p/v) en una cubeta de 1 cm de paso de
luz, mientras que & se define como la absorbancia tedrica de
una disolucion de concentracion 1 molar. Ambos coeficientes
estan relacionados de acuerdo con la siguiente formula (Britton,
Liaaen-densen y Pfander, 2004):

€ = (Al*

1icm

x peso molecular)/10 [1]

En relacion con esto, es importante reparar en el hecho
de que, tedricamente, el € es caracteristico del cromoforo
e independiente del peso molecular del carotenoide. En
este sentido, podria considerarse el mismo para distintos
carotenoides con idéntico cromaéforo, como por ejemplo

Absorbancia

Longitud de onda

FiGcura 9. Representacion de la intensidad de la banda cis del espectro con
respecto a la de la banda principal de absorcidn.
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[-caroteno y zeaxantina. En el caso del coeficiente de
absorcion especifico, los valores estarian relacionados por sus
pesos moleculares (Britton, Liaaen-Jdensen y Pfander, 2004):

A1%

lcm

(zeaxantina) = Al*

1cm

( B-caroteno) x (536/568)  [2]

Los valores de los coeficientes de absorcion, generalmente
Aj% , de distintos carotenoides en varios disolventes y

las longitudes de onda a las que deben realizarse las

medidas de absorbancia se pueden encontrar tabulados

en la literatura especializada (Britton, 1995b; Davies, 1976;
Minguez-Mosquera, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001). Debido

a que la determinacion experimental de dichos valores lleva
asociadas ciertas dificultades, no es extrafio encontrar algunas
discrepancias en las tablas, siendo ésta una fuente importante
de errores de cuantificacion. Por otra parte, cuando no se ha
determinado el A}* para el carotenoide de interés, o bien se
quiere determinar el contenido total de carotenoides de un
extracto, se suele usar un valor genérico de 2500 (Britton y

Young, 1993).

Los coeficientes de absorcion de los isdmeros Z son
claramente menores que los de sus isomeros todo-E. No
obstante, pocos se han calculado experimentalmente (Britton,
Liaaen-densen y Pfander, 2004).

En definitiva, para calcular la concentracion de un determinado
carotenoide se puede aplicar la siguiente formula (Rodriguez-
Amaya, 2001):

x=(Axyx 109/ Al* x 100 [3]

lcm

donde x es el peso del carotenoide en pg, A la absorbancia
medida experimentalmente de la disolucion en el disolvente

y a la longitud de onda usados, y el volumen de la disolucion
en mLy Al el coeficiente de absorcion especifico en el
disolvente y a la longitud de onda usados para la medida.

Color

Los carotenoides absorben generalmente luz azul y violeta
(aprox. 400-500 nm), de forma que exhiben coloraciones
amarillentas, anaranjadas o rojizas. La relacion existente entre

la estructura quimica de los carotenoides tipicos de la dieta y

su color, medido objetivamente y expresado de acuerdo con

los parametros del espacio de color CIELAB, es bien conocida
(Meléndez-Martinez et al., 2007b). Es importante tener en cuenta
que el color depende de otros factores ademas de la estructura
quimica, como por ejemplo la concentracion, la agregacion de
moléculas o la interaccion con otras moléculas.

Analiticamente, el color de los carotenoides es de gran ayuda.
Asi, un cambio de color durante la manipulacion de muestras
puede indicar que se han producido transformaciones.
Asimismo, el color permite monitorear su separacion mediante
técnicas cromatogréficas clasicas, como cromatografia en
capa fina o en columna. Por otra parte, la medida instrumental
del color se ha propuesto como una herramienta analitica
interesante para la rapida cuantificacién de carotenoides

en diversas fuentes, ademas de para, obviamente, evaluar
objetivamente dicho atributo, que esta muy relacionado con la
aceptabilidad de los productos (Arias et al., 2000; Humphries,
Graham y Mares 2004; Meléndez-Martinez et al., 2011; Moyano
et al., 2008; Ruiz et al., 2005; Stinco et al., 2013). Entre las
ventajas que ofrecen las medidas instrumentales de color se
encuetran la rapidez, la facilidad, la nula o escasa preparacion
de la muestra necesaria en muchos casos, la versatilidad, la
portabilidad y la posibilidad de automatizacion, entre otras.
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Estas medidas son, por lo tanto, interesantes para el control
de calidad de los carotenoides en la industria o en el campo
(Moyano, Heredia y Meléndez-Martinez, 2010).

FUNCIONES

Tradicionalmente la importancia atribuida a los carotenoides,
al menos en el campo de la alimentacion y la nutricion, radico
sobre todo en su papel como colorantes naturales y al hecho
de que algunos de ellos pueden convertirse en vitamina

A. Sin embargo, son compuestos muy versatiles y de gran
importancia en la naturaleza. De hecho, no fueron inventados
para dar color, ya que durante una gran parte de la historia de
la vida en la Tierra dicha propiedad no podia ser percibida,
dado que la vision en color aparecié mucho mas tarde que
los carotenoides y otros pigmentos. Es interesante reparar en
el hecho de que, como ya se ha comentado, los carotenoides
estan presentes en las cianobacterias, uno de los primeros
habitantes de la Tierra y en diferentes tejidos de multitud de
organismos adaptados a muy distintas condiciones. Si ademas
consideramos que existen mas de 700 carotenoides naturales

descritos parece sensato pensar que las estructuras y acciones

biolégicas de los carotenoides han evolucionado a lo largo de
la historia de la vida en nuestro planeta.

Funciones, acciones y asociaciones

De acuerdo con Bendich y Olson (1989) las acciones
biolégicas de los carotenoides podrian dividirse en funciones,
acciones y asociaciones. No obstante, la divisiéon en muchos
casos es dificil de establecer. Las funciones serian acciones
esenciales debidas a ellos, de forma que su ausencia iria
acompafnada de una disminucion de la capacidad fisioldgica

del organismo o incluso de su muerte. Por otra parte, las
acciones serian respuestas fisioldgicas o farmacoldgicas no
esenciales (y que podrian ser beneficiosas 0 no) debidas a la
administracion de carotenoides. Por Ultimo, las asociaciones
serian relaciones entre carotenoides y eventos fisiolégicos o
médicos con o sin relacion causal.

Funciones de carotenoides intactos
y de compuestos derivados

En un reciente libro dedicado a las funciones de los
carotenoides (Britton, Liaaen-Jdensen y Pfander, 2008)
Britton (2008a) destaca, en relacién con la importancia de
los carotenoides en la naturaleza, una serie de procesos
como: recoleccion de luz, fotoproteccion, vision, proteccion
frente a oxidantes, modulacion de las propiedades de las
membranas, comunicacion entre individuos de la misma

especie o de especies diferentes mediante el color y fertilidad y

reproduccion.

Por otra parte, los carotenoides pueden metabolizarse

y originar otros compuestos con importantes acciones
biologicas. Ejemplos tipicos son retinoides con actividad
vitaminica A (como retinol, retinal o acido retinoico) o
compuestos norisoprenoides, l0s cuales pueden tener gran

potencia aromatica (como f-damascenona, safranal o f-ionona,

entre otros). Otros serian los acidos trisporico (que estimula

la produccién de carotenoides en ciertos hongos) y abscisico
(hormona de las plantas involucrada en muchos procesos)
(Britton, 2008b). Asimismo, hay cada vez mas interés en el
estudio de metabolitos de carotenoides distintos de retinoides,

los cuales podrian ser bioactivos en humanos (Amengual et al.,

2011; Lian y Wang, 2008; Linnewiel et al., 2009).
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Si bien queda clara la versatilidad de acciones de los
carotenoides, no cabe duda de que existen muchas otras por
descubrir. A modo de ejemplo, ahora hay mucho interés en las
de las estrigolactonas, fitohormonas con importantes acciones
biolégicas, las cuales derivan de carotenoides (Alder et al.,
2012; Ruyter-Spira et al., 2013). Asimismo, se han obtenido
claras evidencias de que el licopeno puede proteger de dafos
causados por el frio en citricos (Lado et al., 2015).

Carotenoides en nutricion y salud

Por ultimo, cabe destacar el interés de los carotenoides en
nutricion y salud, independientemente de su papel como
precursores de vitamina A. En este sentido, los carotenoides
(o sus derivados) suscitan un gran interés en relacion con su
posible papel beneficioso al disminuir el riesgo de padecer
enfermedades diversas, como distintos tipos de cancer,
trastornos oculares, enfermedades cardiovasculares, de la
piel u 6seas, entre otras (Britton, Liaaen-Jensen y Pfander,
2009; Krinsky, Mayne y Sies, 2004; Krinsky y Johnson, 2005;
Yamaguchi, 2008). Si bien las acciones biolégicas de los
carotenoides en humanos suelen atribuirse con frecuencia a
Su papel como antioxidantes, lo cierto es que la demostracion
de su actividad antioxidante in vivo es harto complicada. En

cualquier caso hay que tener en cuenta que dichas acciones
podrian deberse también a su actividad prooxidante, a

la modulacion de rutas de sefalizacion intracelular, a la
modulacion de las propiedades de las membranas o incluso a
su posible papel en el sistema inmune (Hughes 2001; Palozza
2004; 1998; Sharoni et al., 2012; Gruszecki y Strzalka 2005;
Mein, Lian y Wang, 2008; Britton, Liaaen-Jensen y Pfander,
20009).

La demostracion fehaciente del papel de los carotenoides

en beneficios para la salud es muy complicada por una serie
de razones, como la complejidad del organismo humano, la
gran cantidad de compuestos ingeridos en la dieta junto a

los carotenoides, las dificultades inherentes a los estudios de
intervencion o las limitaciones de los distintos tipos de estudios
utilizados para evaluar su acciones bioldgicas, entre otros. En
cualquier caso su estructura quimica, su presencia constante
en la dieta desde que la especie humana existe, la presencia
consistente de algunos de ellos en plasma vy tejidos y estudios
epidemioldgicos que relacionan dietas ricas en carotenoides
con un menor riesgo de padecer algunas enfermedades invitan
a pensar que los carotenoides son compuestos importantes

en nutricion y salud y, por lo tanto, en el contexto de la
alimentacion funcional.
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CariTULO 2

CONSIDERACIONES
GENERALES PARA
EL ANALISIS DE EOS
CAROTENOIDES

Antonio J. Meléndez-Martinez, Paula Mapelli-Brahm,
Ana Benitez-Gonzélez, Carla M. Stinco, Enrique Murillo

INTRODUCCION

El sistema de dobles enlaces conjugados de los carotenoides es el principal
responsable de la inestabilidad de estos compuestos y de la mayoria de sus
propiedades (Britton, 1995). Es necesario tomar una serie de precauciones para
minimizar transformaciones no deseadas (como isomerizaciones y degradaciones) de
los mismos durante su manejo en el laboratorio, ya que éstas conducirian a resultados
erréneos. A continuacion se compila, resume y organiza informacion proporcionada en
diversos textos (Britton, 1991; Kimura y Rodriguez-Amaya, 1999; Meléndez-Martinez,
Vicario y Heredia, 2007; Meléndez-Martinez et al., 2014; Mercadante, 2007; Minguez-
Mosquera, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995), la cual

es importante considerar para el trabajo con carotenoides en el laboratorio. Mas
informacion practica sobre cémo evitar errores analiticos comunes puede encontrarse
en una gufa de referencia (Rodriguez-Amaya, 2001).
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PRECAUCIONES GENERALES DURANTE

EL ANALISIS. FACTORES A CONSIDERAR
Algunas de las principales recomendaciones a tener en cuenta
para evitar la transformacion no deseada de carotenoides
durante su manejo son (Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt y
Liaaen-Jensen, 1995): 1) llevar a cabo el anédlisis en el menor
tiempo posible e idealmente de forma continua, evitando
interrupciones; 2) evitar la exposicion directa de las muestras
ala luz; para eso se puede mantener el area de trabajo a
oscuras o con luz tenue, cubrir las muestras o usar recipientes
opacos; 3) evitar calentamientos excesivos; se recomienda, en
la medida de lo posible, el uso de disolventes de bajo punto
de ebullicion y evaporar a temperaturas por debajo de 40 °C;
4) utilizar disolventes de gran pureza, con especial atencion

a la ausencia de peroxidos y de acidos; 5) para minimizar
oxidaciones se debe desplazar, siempre que sea posible, el
oxigeno de los recipientes que contengan carotenoides; esto
puede hacerse sustituyendo el aire por nitrégeno o argén o
mediante la aplicacion de vacio, y 6) si los extractos no se
van a analizar inmediatamente, éstos deben guardarse en el
congelador, a una temperatura de —20 °C o preferiblemente
inferior, al abrigo de la luz y en ausencia de oxigeno.

Es clave asimismo tener en cuenta que los carotenoides son
especialmente inestables una vez que se extraen de la matriz
donde se encuentran. Por otra parte, para prevenir posibles
interferencias en espectrometria de masas (MS), y también en
resonancia magnética nuclear (NMR), se desaconseja el uso
de materiales pléasticos, papel de filtro y homogeneizadores tipo
turrax en las etapas pre-cromatogréficas.

Se detalla a continuacion cémo afectan diversos factores y
sustancias quimicas a los carotenoides, asi como precauciones
generales para evitar transformaciones indeseadas (Britton,

1991; Kimura y Rodriguez-Amaya, 1999; Meléndez-Martinez et
al., 2014, Mercadante, 2007; Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt
y Liaaen-Jensen, 1995).

Oxidacion

El oxigeno, sobre todo en combinacion con la luz y el calor,

es un factor muy destructivo. Incluso en muestras congeladas
la presencia de trazas de oxigeno y otros agentes oxidantes
pueden causar la degradacion de los carotenoides. Por eso es
importante trabajar de la forma mas rapida y continua posible,
para que los extractos estén expuestos al aire el menor tiempo
posible. Por otra parte, mantener los disolventes de extraccion
en frio puede ser una manera eficaz de reducir pérdidas por
oxidacion. Si los extractos no van a analizarse de inmediato,
deben almacenarse en recipientes bien cerrados y el oxigeno
debe ser desplazado con atmdsferas de argon o nitrégeno.
Otra estrategia para reducir pérdidas por oxidacion consiste
en el uso de antioxidantes, como butilhidroxitolueno (BHT) o
pirogalol. Estos pueden afiadirse durante la desintegracion de
la muestra que contiene los carotenoides, en los disolventes
de extraccion, durante la saponificacion e incluso en los
componentes de la fase movil cromatografica.

Luz

Ademas de acelerar las reacciones de oxidacion, la luz
puede favorecer la isomerizacion geométrica (cis-trans) de
los carotenoides e incluso su fotodestruccion. El area de
trabajo debe estar protegida de la luz directa del sol, de
forma que la iluminacién debe ser tenue. Los recipientes
que contengan carotenoides se deben proteger de la luz
cubriéndolos de manera apropiada, por ejemplo con papel
oscuro o de aluminio o bien emplear dispositivos adecuados.
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La rapida manipulacion de las muestras y la proteccion

contra la luz son especialmente importantes en los extractos
que contengan clorofilas (por ejemplo, extractos de tejidos
fotosintéticos). Las clorofilas son fotosensibilizadores y pueden
acelerar las transformaciones de los carotenoides presentes
originalmente en la matriz. Para proteger los carotenoides de
la luz de las lamparas fluorescentes se pueden usar fundas

de policarbonato. Estos protectores absorben la radiacion de
longitudes de onda de 375 a 390 nm e incluso mas cortas. En
cualquier caso, no deben excluirse las precauciones indicadas
anteriormente.

Calor

Los carotenoides son compuestos termolabiles; el calor
favorece su oxidacion y las isomerizaciones cis-trans.
Asimismo, a temperaturas muy elevadas, los carotenoides
pueden fragmentarse. Se aconseja trabajar en ambientes
frescos y solo calentar la muestra cuando sea imprescindible.

En paises muy calurosos es recomendable trabajar en las
zonas mas frescas del laboratorio y, en su caso, usar el aire
acondicionado o un ventilador para mantener la temperatura
ambiente en torno a los 25 °C. Para concentrar extractos de
carotenoides en rotavapores u otros aparatos la temperatura
debe mantenerse siempre por debajo de 40 °C.

Acidos

Los &acidos pueden favorecer la descomposicion,
deshidratacion e isomerizacion de los carotenoides. Para

evitar estas transformaciones se recomienda evitar el trabajo
con acidos fuertes cerca de las areas donde se manipulen

los carotenoides. Ademas, los disolventes a usar no deben
contener acidos. Las trazas de HCI en el cloroformo son
dificiles de eliminar por lo que es recomendable sustituir este
disolvente en la medida de lo posible por diclorometano (DCM).

Debe tenerse especial cuidado con los carotenoides

FiGura 1. Isomerizacion del grupo 5,6-epoxido (izquierda) a 5,8-furanoide (derecha).
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Ficura 2. Estructuras quimicas de la violaxantina (carotenoide con grupos 5,6-epdxidos) y sus derivados con grupos 5,8-furanoides (luteoxantina y auroxantina).

5,6-epdxidos (como violaxantina y neoxantina, presentes en
tejidos fotosintéticos), ya que se isomerizan a sus isbmeros
5,8-furanoides (luteoxantina y auroxantina en el caso de
violaxantina y neocromo en el caso de neoxantina) incluso en
presencia de trazas de acidos (figuras 1y 2).

Cuando se rompe la integridad celular de alimentos que
contienen carotenoides 5,6-epoxido (por ejemplo, durante
homogenizaciones, exprimidos o extracciones) debe
procederse al andlisis rapido de la muestra para evitar el
contacto de dichos carotenoides con los acidos liberados

por el propio alimento. Ademas, durante la extraccion, se
pueden afiadir bases débiles como NaHCO,, MgCO, o CaCO,
(1 g/10 g muestra) para neutralizar los acidos. La formacion
de carotenoides 5,8-furanoides a partir de 5,6-epoxidos se

produce incluso en muestras congeladas, como por ejemplo en
el caso de los zumos 0 jugos de naranja (Meléndez-Martinez et
al., 2008).

Bases

Es importante tener en cuenta que, a pesar de que muchos
carotenoides son bastante estables en medio basico (Kimura,
Rodriguez-Amaya y Godoy, 1990; Rodriguez-Amaya et al.,
1988), la saponificacion puede generar artefactos y promover
la degradacion de algunos carotenoides (Deli, Matus y
Szabolcs, 1992; Ittah, Kanner y Granit, 1993; Minguez-
Mosquera y Pérez-Galvez, 1998; Muller, 1997; Oliver, Palou y
Pons, 1998). Los carotenoides con grupos hidroxilos alilicos y
grupos carbonilos, como la astaxantina, son muy propensos
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a la oxidacion en presencia de élcali y aire. Schiedt, Bischof

y Glinz (1993) desarrollaron un método para llevar a cabo la
saponificacion de muestras con estos carotenoides evitando
transformaciones indeseadas de los mismos. Por otra parte, los
carotenoides carbonilicos pueden sufrir condensacion alddlica
en medio basico en presencia de acetona (Meléndez-Martinez,
Vicario y Heredia, 2007; Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995) por lo
que se debe proceder a la eliminacion completa de la acetona
antes de llevar a cabo la saponificacion si la muestra contiene
estos carotenoides.

MUESTREO

Informacion detallada sobre como realizar un buen muestreo
de alimentos puede encontrarse en otros textos (Mercadante,
2007; Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004). Es muy importante
anotar, siempre que sea posible, toda la informacion de
interés de la muestra, como datos sobre variedades, estado
de maduracion, estacion, origen geografico, parte analizada,
métodos de procesado industrial, métodos de procesado en
el laboratorio, método de cocinado, marca o lote (Mercadante,
2007; Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004). Una metodologia
general es la descrita por Mercadante, que aconseja la toma
al azar de unos 2 kg de producto fresco o 3-5 envases de
producto procesado del mismo lote (Mercadante, 2007).

Una vez que la muestra se encuentra en el laboratorio,

las partes no comestibles suelen eliminarse, a no ser que

Su analisis sea interesante para comparaciones u otros
propositos. La muestra que generalmente llega al laboratorio
es muy grande, por lo que debe ser reducida en tamafo

y homogeneizada con cuidado de mantener siempre la
representatividad. Alimentos vegetales pequefios pueden
homogeneizarse facilmente al licuarlos, mientras que los

de mayor tamarfo deben cortarse en cuartos longitudinales
siguiendo sus ejes de simetria. Posteriormente se seleccionan,
mezclan y homogeneizan los trozos opuestos. Los vegetales
foliaceos normalmente deben ser troceados de forma previa a
su homogeneizacion (Mercadante y Rodriguez-Amaya, 1991).
En el caso de que la muestra se vaya a estudiar tanto en

crudo como una vez sometida a algun proceso de cocinado,
debe dividirse en dos fracciones homogéneas para que las
partes estudiada en ambos casos sean representativas y
comparables (Granado et al., 1992). En el caso de muestras
comerciales que hayan sido sometidas a procesado, se
pueden tomar muestras al azar de un mismo lote, que luego se
mezclan y homogeneizan antes del andlisis (Mercadante, 2007,
Rodriguez-Amaya et al., 2008).

En el caso de que las muestras de laboratorio no se vayan

a extraer de inmediato es necesario almacenarlas tomando
una serie de precauciones. Se recomienda liofilizar y luego
almacenar a —20 °C o incluso mejor a =80 °C. Es importante
tomar en cuenta que en el caso de tener que almacenar las
muestras, siempre que sea posible, su homogeneizacion debe
posponerse hasta que termine el periodo de almacenamiento
para evitar transformaciones no deseadas. El proceso de rotura
de los tejidos puede liberar enzimas (como las lipoxigenasas
y peroxidasas, que favorecen la oxidacion) y acidos presentes
en las muestras. Asimismo, durante el descongelado pueden
producirse reacciones de degradacion. Para reducirlas se
recomienda llevar a cabo la descongelaciéon a temperaturas
de refrigeracion (Mercadante, 2007; Rodriguez-Amaya, 2001;
Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995).
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PASOS PRECROMATOGRAFICOS
Extraccion

Uno de los mayores problemas asociados con el proceso de
extraccion en el analisis cuantitativo de carotenoides es que
no siempre es facil conseguir su extraccion completa. Por
otra parte, debido a la gran diversidad de polaridades que
presentan los carotenoides, no existe un método estandar
para la extraccion de los mismos (Minguez-Mosquera, 1997;
Rodriguez-Amaya, 2001).

Precauciones generales durante la extraccion

Muchos protocolos de extraccion de carotenoides constan
con frecuencia de tres pasos. El primero suele ser la trituracion
o rotura de las muestras; con eso se desintegran los tejidos
de las mismas y se facilita la liberacion de los carotenoides
durante la extraccion. El segundo, la homogeneizacion en
presencia del disolvente de extraccion, que se puede llevar

a cabo de distintas formas; por ejemplo, se pueden usar
homogeneizadores, agitadores mecanicos o mortero y pistilo.
En el caso de que se usen molinos para obtener tamafios de
particula muy pequefios (que facilitan la extraccion), debe
controlarse que la temperatura no aumente mucho. Por ultimo,
se lleva a cabo la extraccion. En muchos casos |los procesos
de rotura de los tejidos, homogeneizacion y extraccion suelen
hacerse de forma simultanea.

Durante la extraccion se plantea una situacion de compromiso,
ya que el proceso debe realizarse en el menor tiempo posible
para evitar transformaciones indeseadas pero, a la vez, el
disolvente y los carotenoides deben estar en contacto el tiempo
suficiente para asegurar la completa extraccion de éstos. Para
optimizar el tiempo de extraccion es importante determinar en

qué momento se ha alcanzado la extraccion completa de todos
los carotenoides de interés de la muestra. Para ello, en ensayos
previos se pueden analizar por separado las fracciones
obtenidas durante las distintas tandas de extraccion,

para determinar en cual de ellas se ha dejado de extraer
carotenoides. Las hojas y otras matrices de dificil penetracion
suelen requerir maceraciones durante 15 minutos como minimo
para suavizar las paredes celulares. Para favorecer la rotura

de los tejidos de estas matrices se puede afadir celita. En el
caso de frutas o verduras blandas y sin hojas se pueden usar
homogeneizadores, que permiten la disgregacion y mezcla de
manera rapida y eficiente (Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt y
Liaaen-densen, 1995). Para mejorar la extraccion de algunas
muestras, como alimentos extruidos o aceites, se puede llevar
a cabo una digestion enzimatica previa (Lietz y Henry, 1997;
Rios y Mercadante, 2004, Biehler et al., 2012).

Para prevenir las oxidaciones, especialmente cuando no se
pueda trabajar bajo atmésfera inerte o cuando el analisis se
alarga, se suelen afiadir al medio de extraccion antioxidantes
como pirogalol, ascorbato de sodio, BHT o palmitato de
ascorbilo (Muller, 1997; QOliver y Palou, 2000; Tee y Lim, 1991).
Ademas, se pueden anadir bases débiles como carbonato de
calcio, carbonato de magnesio o bicarbonato de sodio

(1 g/10 g de muestra) al medio de extraccion para neutralizar
los acidos liberados (Hart y Scott, 1995), como ya se ha
comentado.

Otra medida preventiva para evitar la degradacion de los
carotenoides es trabajar en frio, afladiendo hielo seco o
trabajando con disolventes enfriados previamente.

Los esteroles que suelen extraerse junto con los carotenoides
pueden eliminarse al mantener el extracto disuelto en éter de
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petroleo (PE) a —10 °C y bajo atmosfera inerte durante la noche.
Cuando han precipitado pueden eliminarse por centrifugacion
o filtracion (Britton y Young, 1993).

Eleccion de los disolventes de extraccion

Para tratar de conseguir la extraccion completa de los
carotenoides y evitar transformaciones no deseadas de los
mismos es indispensable elegir correctamente el disolvente a
usar durante la extraccion. En la tabla 1 se muestran algunas
propiedades y caracteristicas de disolventes comunmente
usados en la extraccion de carotenoides.

Para la extraccion de carotenoides de muestras que contienen
mucha agua, es decir, la situacion en la mayoria de los
alimentos, se deben usar en primer lugar disolventes organicos
miscibles en agua como el THF, la acetona, el metanol o

el etanol para asegurar la penetracion del disolvente en la
muestra. Las muestras secas o liofilizadas pueden extraerse
con disolventes inmiscibles en agua, pero suele ser mas
eficiente la rehidratacion previa (con tiempos de rehidratacion
variables) y luego continuar la extraccion con disolventes
miscibles en agua (Meléndez-Martinez et al., 2014; Minguez-
Mosquera, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001). Los disolventes
desnaturalizan las proteinas, liberando los carotenoides que
puedan encontrarse ligados a ellas. Los carotenoides se
transfieren después a disolventes organicos mas apolares
(hexano, éter de petréleo o éter dietilico). La transferencia se
facilita por la adicion de agua o solucion acuosa de NaCl (6-
10%). Es importante evitar la formacion de emulsiones, lo que
afectaria negativamente la extraccion de los carotenoides; para
ello, es recomendable que la proporcion agua-disolvente polar-
disolvente mas apolar, sea aproximadamente 1:1:1. Por ultimo,
el disolvente polar pasa a la fase acuosa y los carotenoides
pasan el disolvente mas apolar. Al final se concentra el

extracto de carotenoides. Un aspecto a tener en cuenta para
elegir el disolvente final al que transferimos los carotenoides
es su densidad relativa al agua, ya que dependiendo de la
metodologia de extraccion elegida (por ejemplo, la clasica

0 microextracciones) podria convenir que el extracto de
carotenoides quedara por encima o por debajo de la fase
acuosa (Meléndez-Martinez et al., 2014).

Los carotenoides presentan polaridades muy diversas, por

lo que no todos serén igual de solubles en un disolvente
determinado. En general los carotenos como el licopeno y

el p-caroteno, son mas solubles en disolventes poco polares

0 no polares como el hexano o el éter de petréleo (EP).

Las xantofilas lo son en disolventes mas polares como el
etanol, el metanol y la acetona. Para conseguir una buena
extraccion de todos los carotenoides presentes en una muestra
esta muy extendido el uso de mezclas de disolventes. Por
ejemplo, el hexano y el EP suelen mezclarse con metanol,
etanol o acetona. El diclorometano (DCM) es un excelente
disolvente de carotenoides que también puede usarse en
estas combinaciones. Asi, mezclas comunes son EP:acetona,
hexano:acetona, hexano:etanol, hexano:acetona:etanol,
DCM:metanol, tetrahidrofurano (THF):metanol. Antes de

usar una determinada mezcla hay que asegurarse de que

los disolventes sean miscibles entre si y compatibles con el
posterior sistema de andlisis, generalmente cromatografico
(Meléndez-Martinez et al., 2014; Mercadante, 2007; Rodriguez-
Amaya, 2001).

Existen ciertos carotenoides hidrofilicos, como la crocetina, que
se encuentra en los estigmas de Crocus sativusy en los frutos
de Gardenia jasminoides. Para su extraccion se requiere el uso
de disolventes o mezclas tales como agua, metanol, etanal,
etanol:agua (1:1) o metanol:acetona (Pfister et al., 1996).
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TaBLA 1. Propiedades de disolventes comunes usados en la extraccion de carotenoides

Disolvente

AC

THF

ED

DCM

HX

BC

ME

ET

AE

CL

EP

TL

Polaridad

Polar

Polaridad media

Poco polar

Polar

No polar

No polar

Polar

Polar

Polaridad media

Poco polar

No polar

No polar

PE (°C)
56

66

35

40

69

80

65

79

77

61

35-60

111

Ventajas

Penetra bien en matrices alimentarias.
Facilita particién a un disolvente apolar.
Barato. Disuelve muy bien carotenos y
xantofilas.

Disuelve muy bien carotenos y xantofilas.

Disuelve muy bien carotenos y xantofilas.

Fécil evaporacion.

Buen disolvente para carotenos.

Penetra muy bien en las matrices
alimentarias.

Penetra muy bien en las matrices
alimentarias. Poco riesgo para la salud.

Disuelve muy bien el licopeno.

Buen disolvente para carotenos.
Equivalente al hexano.

Desventajas

Acumula peréxidos.

Acumula perdxidos.
Riesgo de incendio.

Riesgo de incendio.

Neurotéxico. No muy apropiado para
alimentos ricos en xantofilas (hojas).

Cancerigeno.

Posibles trazas de 4cidos y etanol.
Neurotéxico.

Fuentes: Britton (1991), Craft y Soares (1992), Royal Society of Chemistry (2014). AC: acetona; THF: tetrahidrofurano; ED: éter dietilico; DCM: diclorometa-
no; HX: hexano; BC: benceno; ME: metanol; ET: etanol; AE: acetato de etilo; CL: cloroformo; EP: éter de petréleo; TL: tolueno
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Ciertos disolventes pueden acumular trazas de peroxidos,
como el éter dietilico (ED) y el THF, y acidos que promueven la
degradacion de los carotenoides, por €so se recomienda el uso
de disolventes de alta pureza o la purificacion de aquellos de
menor calidad. Para eliminar las trazas de perdoxido se puede
llevar a cabo la destilacion del disolvente sobre polvo de hierro
reducido o hidruro de calcio. También es importante tener en
cuenta que, aungue algunos disolventes se suministran con
BHT como estabilizante, tienen un tiempo limite para usarse
(Meléndez-Martinez et al., 2014; Rodriguez-Amaya, 2001;
Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995).

La eleccion de disolventes de puntos de ebullicion bajos

€s una buena opcion para acelerar la concentracion de los
extractos y evitar calentamientos excesivos. Disolventes de
bajo punto de ebullicién son, por ejemplo, el DCM (40 °C
aproximadamente) o el ED (35 °C aproximadamente). Entre las
fracciones de EP se elegiran aquellas con menores puntos de
ebullicion (35-60 °C). Para la evaporacion de los ultimos restos
de disolvente o extractos de pequefio volumen se puede usar
una corriente de gas inerte (nitrégeno o argon) (Meléndez-
Martinez et al., 2014; Rodriguez-Amaya, 2001; Schiedt y
Liaaen-Jensen, 1995).

Otro aspecto a considerar es la toxicidad del disolvente.
Siempre que sea posible se escogeran los menos nocivos
para la salud. Asi, hexano, benceno y cloroformo pueden ser
sustituidos por EP, tolueno y DCM respectivamente (Britton

y Young, 1993; Meléndez-Martinez et al., 2014; Rodriguez-
Amaya, 2001). Independientemente del disolvente elegido,
todas las operaciones de extraccion deben llevarse a cabo
en una campana de extraccion con las medidas de seguridad
adecuadas.

s

' FiGura 3. Cromatogramas a 450 nm correspondientes a un extracto

de jugo de naranja antes (azul) y después de saponificar (rojo).

Saponificacion

Muchos alimentos, sobre todo las frutas, contienen xantofilas
esterificadas con acidos grasos. Cada una podria estar
esterificada con uno o mas acidos de grasos de forma que el
analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de
esta mezcla de compuestos no siempre es facil de interpretar, al
aparecer muchos picos cromatograficos escasamente resueltos
(figura 3). En la figura 3, correspondiente a cromatogramas de
extractos de jugo de naranja se observa que, en el caso del
extracto no saponificado, aparecen muchos picos que eluyen
muy tarde y estan poco separados. La inmensa mayoria de
dichos picos corresponden a distintos ésteres de las xantofilas
presentes en el producto. Al saponificar, el cromatograma se
simplifica mucho, aunque se pierde una informacion muy valiosa
del estado nativo de los carotenoides en la muestra. Asi, antes
de saponificar, los n ésteres de una misma xantofila darian lugar
a n picos cromatograficos, mientras que tras la saponificacion
solo darian lugar a uno.
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Ficura 4. Estructuras de las clorofilas a y b.

Por otra parte los lipidos presentes en algunas muestras
pueden modificar los tiempos de retencion de los carotenoides
y acortar la vida util de la columna cromatografica. Estos
inconvenientes pueden resolverse si se lleva a cabo una
saponificacion previa para hidrolizar los ésteres o eliminar los
lipidos y clorofilas (Meléndez-Martinez et al., 2014; Minguez-
Mosquera, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001). Las clorofilas
presentes en vegetales y frutas se extraen junto con los
carotenoides, por su similar solubilidad en los disolventes

de extraccion. En la estructura de las clorofilas (figura 4) se
encuentra esterificado el fitol, un alcohol de 20 carbonos que
las hace solubles en disolventes no polares. Cuando se elimina
el grupo fitol, por ejemplo por hidrdlisis alcalina, las clorofilas se
hacen méas hidrofilicas y pasan a la fase acuosa, separandose
de los carotenoides (Minguez-Mosquera, 1997).

Las soluciones de hidroxido de sodio o de potasio (tipicamente
al 5-10%) en metanol o etanol son las mas utilizadas para
saponificar. Cuando los carotenoides son poco solubles en
alcohol o el extracto es alto en grasa, es recomendable utilizar
un co-disolvente, como éter dietilico, diclorometano o THF.

Sin embargo la saponificacion (hidrdlisis alcalina) también
presenta ciertos inconvenientes. Asi, la reaccion aumenta el
tiempo total de analisis y aumenta la posibilidad de que se
produzcan artefactos y degradaciones. Por lo tanto, debe
incluirse en el analisis s6lo cuando sea esencial. Por ejemplo,
no es necesaria en muestras como tomates, zanahorias u hojas
verdes, ya que los carotenoides en ellas estan esencialmente
libres, es decir, no esterificados (Mercadante y Rodriguez-
Amaya, 1989; Rodriguez-Amaya y Tavares, 1992). En el caso
de los tejidos fotosintéticos, las clorofilas que se extraen con los
carotenoides pueden separarse facilmente por cromatografia
liquida. Aunque los carotenoides provitaminicos (provitamina A)
son bastante estables a la saponificacion, los niveles de otros,
como luteina, violaxantina o neoxantina, pueden reducirse
considerablemente durante la reaccion de saponificacion

y en los lavados posteriores (Khachik, Beecher y Whitaker,
1986; Melendez-Martinez et al., 2014; Minguez-Mosquera,
1997; Rodriguez-Amaya, 2001; Rodriguez-Amaya et al., 1988).
Asimismo, como ya se ha comentado, otros carotenoides
pueden modificarse estructuralmente.

Un aspecto muy importante desde un punto de vista

analitico, y al que a menudo se le presta poca atencion, es la
recuperacion de carotenoides después de la saponificacion.
Esta etapa es crucial, de hecho parte de las pérdidas
atribuidas a la saponificacion podrian deberse a una incorrecta
recuperacion de carotenoides tras la reaccion. En esta etapa
es recomendable seleccionar el disolvente no polar con méas
afinidad por los carotenoides que resultan de la saponificacion
y evitar la formacion de emulsiones, dificiles de romper. Cuando
la muestra contiene principalmente carotenos, se logran
buenas recuperaciones al afiadir hexano o éter de petrdleo,

0 bien una mezcla éter dietilico:hexano (1:1). Sin embargo,
cuando el extracto contiene niveles altos de carotenoides con
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dos 0 més grupos hidroxilos, es recomendable extraer con
éter dietilico. La fase acuosa se debe re-extraer hasta que
resulte incolora, a menos que el color se deba a pigmentos
no lipidicos (generalmente compuestos fendlicos). En general
una extraccion adicional debe ser suficiente. La formacion de
emulsiones se puede evitar eliminando el NaOH o KOH de la
saponificacion por lavados con disoluciones acuosas de NaCl
al 5-8% evitando en todo momento la agitacion vigorosa.

Cuanto mayores sean la concentracion de la solucion alcalina,
la temperatura usada y el tiempo de saponificacion, mayor
serd la degradacion de los carotenoides (lttah, Kanner y Granit,
1993; Kimura, Rodriguez-Amaya y Godoy, 1990; Minguez-
Mosquera y Pérez-Géalvez, 1998; Oliver, Palou y Pons, 1998).
Como se puede deducir de lo ya expuesto, se pueden reducir
pérdidas por oxidacion al usar antioxidantes y una atmosfera
inerte durante la reaccion. Asimismo es importante ajustar bien
la concentracion alcalina y el tiempo de reaccion para asegurar
una saponificacion satisfactoria de la muestra de interés.

Por otra parte, en el caso de muestras con alta cantidad de
lipidos, como aceites, éstos pueden eliminarse sin riesgo

de degradacion de los carotenoides usando lipasas no
especificas (Lietz y Henry, 1997). En los casos en los que no
se vaya a saponificar la muestra y se lleve a cabo un analisis
por espectrometria de masas (MS) podria optarse por purificar
previamente el extracto para eliminar acidos grasos y otros
lipidos, que pueden producir ruido de fondo. Esto puede
hacerse mediante cromatografia en capa fina en silica gel
(Breithaupt, Wirt y Bamedi, 2002). Si se requieren extractos
mas puros pueden usarse suspensiones de enzimas lipoliticas
(Mercadante, 2007).

En cualquier caso, cada vez es mas comun el analisis de

extractos de carotenoides esterificados, para lo que existen
muchas metodologias descritas para distintas fuentes
(Breithaupt y Schwack, 2000; Breithaupt, Wirt y Bamedi, 2002;
Delgado-Pelayo y Hornero-Méndez, 2012; Giuffrida et al., 2006;
Murillo et al., 2013).

Ejemplo de metodologia
clasica de extraccion y saponificacion

A continuacion se detalla la metodologia seguida en el
Laboratorio de Bioguimica de Alimentos y Nutricion de la
Universidad de Panamé4, que se basa esencialmente en la
recomendada en textos clasicos (Rodriguez-Amaya, 2001), con
ligeras modificaciones.

En este laboratorio se analizan los carotenoides de productos
vegetales frescos. En este sentido es importante tener en
cuenta que, en algunos casos, los carotenoides de muestras
mantenidas aun a —20°C pueden sufrir modificaciones,
probablemente por la actividad de enzimas como
lipooxigenasas o peroxidasas que actuan a bajas actividades
de agua. Esto es muy evidente en alimentos como el piba
(Bactris gasipaes). Ademas, hay que considerar que como
consecuencia de la descongelacion se producen pérdidas
de compartimentacion celular, con lo que los carotenoides
entran en contacto con &cidos 0 enzimas que los pueden
modificar.

Una pregunta comun de las personas que se inician en el
estudio de los carotenoides es jqué cantidad de muestra debo
utilizar? La cantidad depende del contenido de carotenoides
del alimento y del uso futuro del extracto. Las muestras de
productos con alto contenido de carotenoides pueden ser

mas pequefias que las de bajo contenido. Por ejemplo, para
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la identificacion y cuantificacion de los carotenoides del
platano (Musa paradisiaca), que posee un bajo contenido
de carotenoides (del orden de 10 pg/g), utilizamos 5 g. En el
caso del mamey (Pouteria sapota), con un alto contenido de
carotenoides (120 pg/g), utilizamos entre 1y 2 g.

Por otra parte, para preparar extractos para aislar carotenoides
puros e identificarlos por pruebas cualitativas, espectro UV-
visible y espectrometria molecular (EM), utilizamos entre

20y 150 g. De nuevo, la cantidad de muestra depende

del contenido de carotenoides. Cuando se pretende aislar
carotenoides para determinar su estructura por RMN, se
suelen necesitar entre 1y 2 mg del carotenoide de interés. En
estos casos, si se trata de un carotenoide minoritario se podria
requerir preparar extractos de varios kilos de muestra.

De manera general, se parte de unos 100 g del alimento,

el cual se corta en trozos muy pequefios. Entre 5y 10 g
representativos de la muestra original se mezclan con 1 g

de bicarbonato de sodio (para neutralizar acidos) en un
mortero de porcelana. Se adicionan 25 mL de acetona, se
mezcla triturando para extraer los pigmentos y se filtra al
vacio. El residuo se extrae con acetona varias veces, hasta no
obtener mas color. En general son necesarias de tres a cuatro
extracciones. Cuando los alimentos poseen alto contenido de
azucar, se recomienda realizar una primera extraccion con
metanol o etanol y luego continuar con las extracciones con
acetona.

El extracto resultante de mezclar los filtrados de acetona

se concentra al vacio hasta alcanzar un volumen de
aproximadamente 25 mL. El concentrado se pasa a un embudo
de separacion y se afade un volumen de éter dietilico:hexano
(1:1) seguido del mismo volumen de disolucion acuosa de

NaCl al 5%. A continuacion todo se mezcla suavemente por
inversion (no por agitacion vigorosa) para evitar la formacion
de una emulsion. La mezcla se deja reposar hasta la clara
separacion de dos fases. Los carotenoides se encuentran en
la fase organica superior. Si la fase inferior tiene una coloracion
amarilla, se re-extrae con un volumen de éter dietilico y se
combinan finalmente las fases organicas coloreadas. Para
eliminar trazas de agua, se afiaden 5 g de sulfato de sodio
anhidro, se agita y se deja reposar una hora, luego se filtra o
decanta. Los carotenoides retenidos en el sulfato de sodio se
recuperan adicionando pequefias cantidades de éter dietilico.

En caso de que sea necesaria la saponificacion, el disolvente
del extracto organico se evapora a temperaturas no mayores
de 40 °C. El extracto seco se disuelve en 20 mL de éter
dietilico y 20 mL de KOH o NaOH en metanol al 5%. La
disolucion alcalina se puede preparar por dilucion 1:9 de

una disolucion acuosa de KOH o NaOH al 50%. La reaccion
se mantiene tipicamente durante dos horas al abrigo de la

luz, si bien se recomienda ajustar los tiempos de la reaccion
dependiendo de la muestra. Posteriormente la mezcla se pasa
a un embudo de separacion y, dependiendo de la polaridad
de los carotenoides, se afiaden 20 mL de éter dietilico:éter de
petréleo (1:1) o de éter dietilico (si el contenido en xantofilas es
alto) y 20 mL de metanol, se mezcla y se adicionan 40 mL de
disolucion acuosa de NaCl al 5%. Todo se mezcla suavemente
por inversion y se deja reposar hasta la separacion clara de
dos fases. Los carotenoides se encontraran en la fase superior.
La fase inferior se descarta si es totalmente incolora, de lo
contrario deberia hacerse una extracciéon para recuperar
carotenoides que pudieran quedar en ella. La fase superior se
lava varias veces con NaCl al 5% hasta eliminar todo el KOH
residual. Para confirmar este extremo se puede utilizar papel
tornasol. El agua que pudiera quedar en el extracto organico
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se elimina como se indico para la extracciéon, usando sulfato de
sodio.

Ejemplo de metodologia
de microextraccion y saponificacion

A continuacion se detalla una metodologia comunmente
utilizada en el Laboratorio de Color y Calidad de Alimentos de
la Universidad de Sevilla (Stinco et al., 2014). Mas informacion
sobre métodos de microextraccion puede encontrarse en
otros textos (Fraser et al., 2000; Meléndez-Martinez, Fraser y
Bramley 2010; Meléndez-Martinez et al., 2014). Estos métodos
de microextraccion se pueden realizar en tubos eppendorf de
1.502mL, por lo que se pueden extraer varias muestras a la
vez. No obstante, para ciertas aplicaciones podrian también
escalarse, de forma que se puedan realizar en otros recipientes
de mayor volumen, como tubos de 15 mL.

Se debe partir de una cantidad de materia fresca que

sea representativa de la muestra a estudiar. La muestra

de laboratorio se prepara siguiendo los procedimientos

ya recomendados. Por ultimo se liofiliza. Se recomienda
homogeneizar el material liofilizado antes de realizar

la extraccion, para minimizar pérdidas por pérdida de
compartimentacion celular y otras causas relacionadas con

la homogeneizacién. Esta debe realizarse de forma correcta
ya que es importante mantener la representatividad. Cuanto
menor sea el tamafo de particula alcanzado, mas homogéneo
sera el material y mas facil seréa la extraccion. La cantidad de
muestra a usar puede oscilar ampliamente, por ejemplo de 5 a
100 mg, ya que dependera de la coloracion de la fuente. Por
ejemplo 5 0 10 mg son suficientes para muestras como tomates
0 zanahorias, entre otras.

Para extraer se pesan aproximadamente 10 mg de material
liofilizado en forma de polvo en un tubo eppendorf. A
continuacion se afade 1 mL de agua para rehidratar la muestra
y se agita en vortex durante 30-60 segundos. La muestra

se deja rehidratar varios minutos. Finalmente el eppendorf

se centrifuga durante tres minutos a 18.000 x gy se retira

el agua. A continuacion se afiade 1 mL de la mezcla de
extraccion (hexano/acetona, 1:1 v/v) a la muestra rehidratada
y se agita en vortex durante 30-60 segundos. Para facilitar la
extraccion se puede optar por introducir los eppendorfs con
las diferentes muestras que se estén extrayendo en un bafio de
ultrasonidos durante varios minutos. Es importante comprobar
de antemano que durante dicho tiempo la temperatura del
extracto no supere 40 °C y que no se producen degradaciones
por otros motivos. A continuacion se centrifuga a 18.000 x g
durante tres minutos y se recupera la fase coloreada, que se
transfiere a un nuevo eppendorf rotulado convenientemente
para identificar la muestra en cuestion. Después se lleva a
cabo una nueva extraccion, afladiendo en este caso 500 pL
de la mezcla de extraccion (hexano/acetona, 1:1 v/v). Tras
agitar, sonicar y centrifugar, se retira la fase coloreada y se
mezcla con la que se obtuvo tras la primera extraccion. Las
extracciones se repiten hasta que no se extraiga mas color.
Dos o tres extracciones deben ser suficientes. Las fracciones
coloreadas reunidas se concentran hasta sequedad. Si el
extracto no se va a analizar por HPLC inmediatamente debe
conservarse seco y en atmosfera inerte a una temperatura

de al menos —20 °C. Para el andlisis por HPLC, el extracto

se re-disuelve en 50 o 100 pL de un disolvente apropiado
(como acetona, acetato de etilo o fase moévil). Este extracto se
centrifuga a alta velocidad (por ejemplo 18.000 x g durante dos
minutos a 4 °C) para precipitar el material que pudiera estar
en suspension y que podria bloquear los capilares del aparato
cromatografico. El sobrenadante se recupera con cuidado.
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Alternativamente, el extracto re-disuelto puede filtrarse, por
ejemplo con filtros de jeringa de PVDF de 0.45 pm de tamafio
de poro. Debido a los pequefos volimenes que se manejan
es necesario usar insertos de vidrio adecuados para el vial
de HPLC apropiado para nuestro aparato cromatografico.
Asimismo es muy importante evitar evaporaciones, ya que

la muestra podria concentrarse y se producirian importantes
errores de cuantificacion. El extracto re-disuelto se introduce
en un inserto y un volumen apropiado se inyecta en el equipo
de cromatografia. Los volumenes usados para re-disolver el
extracto seco y para inyectar deben determinarse de forma que
sea posible detectar los compuestos de interés. En la figura 5
se muestran un vial con una muestra liofilizada y pulverizada
de un vegetal foliaceo, un extracto seco de carotenoides

y clorofilas del mismo, asi como un vial y un inserto para
inyeccion en el equipo cromatografico.

En el caso de que sea necesario saponificar, se puede
proceder de la siguiente forma. El extracto coloreado seco
resultante de las sucesivas extracciones se re-disuelve en 500
uL de diclorometano. A continuacion se afiade potasa al 5-30%
en metanol, desplazando el aire del vial con una atmosfera
inerte. La reaccion se mantiene a temperatura ambiente y al
abrigo de la luz. Es conveniente hacer pruebas previamente
para determinar el tiempo necesario para conseguir la
hidrdlisis de los ésteres de carotenoides. Es asimismo
importante asegurarse de que durante la saponificacion no

se produzca la separacion de las fases. A continuacion se
afade una disolucion acuosa de NaCl al 5% y se mezcla

todo cuidadosamente invirtiendo el vial dos o tres veces.

No se recomienda agitar en vortex ni agitar vigorosamente,
puesto que podria formarse una emulsion y podrian perderse
carotenoides en lavados posteriores. La mezcla se centrifuga
(18.000 x g durante dos minutos a 4 °C) y la fase acuosa se

Ficura 5. Muestra liofilizada de vegetal folidceo, extracto seco
sin saponificar y vial e inserto usados para la inyeccién en el equipo
cromatogréfico.

elimina. Los lavados con la disolucion de NaCl se repiten hasta
eliminar toda la potasa, de forma que finalmente los lavados
sean neutros. Para determinar el nUmero de lavados necesarios
puede usarse papel indicador. Por Ultimo, la fase coloreada se
concentra a sequedad y se procede para su almacenamiento o
para su andlisis cromatogréafico como se indico antes.

La precision del método propuesto se evaludé determinando

su repetibilidad (en el mismo dia) y su reproducibilidad (en
distintos dias). Para ello se considero la desviacion estandar
relativa (DER). En el caso de la repetibilidad y reproducibilidad
de la metodologia, los valores de DER cuando no se saponificd
fueron inferiores a 7.2% y 12%, respectivamente. Los maximos
valores de DER para las medidas de precision cuando las
muestras se saponificaron estuvieron en torno a 25%. Por

otra parte, la exactitud se evalu6 afiadiendo cantidades
conocidas de estandares a la muestra a extraer y calculando
la cantidad recuperada finalmente. La informacion obtenida
debe interpretarse con cautela, ya que la extraccion de los
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carotenoides afadidos no puede equipararse exactamente
con los presentes en la matriz del alimento. En el caso de
muestras sin saponificar las recuperaciones oscilaron entre
aproximadamente 95y 108%. Cuando se saponifico, se
obtuvieron porcentajes de recuperacion sensiblemente
menores, en torno a 80% (Stinco et al., 2014). Los resultados
de este estudio ilustran lo ya comentado acerca de los
problemas asociados con la saponificacion de muestras,
proceso que puede afectar negativamente la cuantificacion
de algunos carotenoides. En este sentido, se recomienda
interpretar los datos cuantitativos sobre carotenoides en
muestras saponificadas con cautela y considerar que, en la
mayoria de los casos, pueden ser considerablemente menores
a los reales.

Los métodos de microextraccion permiten ahorrar mucho
tiempo y disolventes con respecto a las extracciones clasicas.
Por el contrario, requieren equipamiento adicional (por
ejemplo microcentrifugas). Ademas, dado que se manejan
pequefias cantidades de muestra es esencial asegurar su
representatividad.

ANALISIS CROMATOGRAFICO

Y CUANTIFICACION

Aungue las cromatografias en columna abierta y en capa fina
se usan poco en andlisis de rutina, pueden ser interesantes
para el aislamiento de carotenoides o estudios preliminares
del perfil de carotenoides de muestras desconocidas. Las
fases estacionarias pueden dar origen a transformaciones no
deseadas de los mismos, por lo que, en el caso de que se
tengan que usar estas técnicas, se recomienda leer textos
clasicos sobre ellas (Bernhard, 1995; Schiedt, 1995).

Existen multiples causas de error durante el analisis mediante
HPLC (Rodriguez-Amaya, 2001). Asi, es importante asegurarse
de que los disolventes de inyeccion elegidos disuelvan bien la
muestra y ademas sean compatibles con los de la fase movil.
Todos los disolventes usados deben estar libres de peroxidos
y acidos. Si se usa cloroformo hay que tener en cuenta que

en algunos casos se estabiliza con etanol al 1 % lo que podria
afectar la separacion cromatogréfica. Por otra parte, se ha
descrito que ciertos disolventes, como el DCM, cloroformo,
THF, benceno o tolueno podrian generar picos divididos
(Khachik et al., 1988; Rodriguez-Amaya, 2001). La acetona se
considera en general un buen disolvente de inyeccion (Kimura
y Rodriguez-Amaya, 1999; Lietz y Henry, 1997).

Para la correcta cuantificacion de los compuestos de interés
por HPLC ha de ajustarse bien la concentracion del extracto

y el volumen de inyeccion. Si se analizan muestras muy
concentradas los picos de interés pueden verse solapados o la
sefal puede estar fuera del rango lineal del detector. Asimismo,
si la muestra esta muy diluida puede ocurrir que algunos
carotenoides de interés no se detecten. En los ultimos afos
cada vez es mas habitual el uso de inyectores automaticos
que permiten realizar anélisis en secuencia. Es importante
considerar que si los extractos de las muestras se mantienen
durante mucho tiempo en la bandeja del inyector automatico

y no se controla correctamente la temperatura de la misma,
podrian producirse pérdidas del disolvente por evaporacion.
Como resultado los extractos podrian concentrarse, lo que
afectaria negativamente la exactitud del analisis.

También es importante asegurar que la recuperacion de los
carotenoides a partir de la columna sea lo mas completa
posible. Para mejorar la recuperacion se suelen afadir a la
fase movil pequefias cantidades (0.05% - 0.1%) de trietilamina
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(TEA) o acetato de amonio (AA) (Emenhiser et al., 1996; Hart
y Scott, 1995; Meléndez-Martinez, Vicario y Heredia, 2007).
La trietilamina debe excluirse en HPLC-MS, porque puede
producir exceso de ruido.

El uso de metales, incluso acero inoxidable, en las fritas

de precolumnas y columnas analiticas puede degradar los
carotenoides, por lo que se recomienda el uso de materiales
como teflén o titanio para las fritas y poliéster éter cetona
(PEEK) como material para las conexiones con la columna
(Craft y Soares, 1992; Hart y Scott, 1995).

Mas informacion basica a tener en cuenta durante el analisis
por HPLC de carotenoides puede encontrarse en textos
clasicos (Pfander y Riesen, 1995; Rodriguez-Amaya, 2001).

ALMACENAMIENTO DE EXTRACTOS
DE CAROTENOIDES

Conviene recordar que los carotenoides, una vez extraidos de
la matriz, son especialmente inestables. En el caso de que los

extractos no se vayan a analizar de inmediato, es conveniente
minimizar pérdidas durante su almacenamiento. En este
sentido, las muestras deben almacenarse al abrigo de la luz

al menos a —20 °C, aunque seria mejor hacerlo a temperaturas
inferiores. Evidentemente, debe desplazarse el aire con gases
inertes, como nitrégeno o argén. Asimismo se pueden afadir
antioxidantes. Suele recomendarse que los extractos se
almacenen secos. Si esto no es posible deben almacenarse
disueltos en disolventes como hexano o EP y evitarse otros
como ciclohexano, DCM, acetona o ED. Para la re-disolucion
se puede sumergir convenientemente el recipiente en un bafio
de ultrasonidos durante unos segundos (Meléndez-Martinez
et al., 2014). La estabilidad de varios carotenoides en distintas
fuentes alimentarias durante su almacenamiento a -20 y —70
°C ha sido evaluada hace poco en un excelente trabajo (Dias,
Camdes y Oliveira, 2014).

Por otra parte, debe evitarse guardar en el frigorifico
carotenoides en disolventes volatiles inflamables como el
ED. En cualquier caso se recomienda usar frigorificos o
congeladores a prueba de explosiones.
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ANALISIS DE CAROTENOIDES

POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA
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Antonio J. Meléndez-Martinez, Ana Benitez-Gonzalez, Carla M. Stinco,

Juan Garrido-Fernandez -

INTRODUCCION
Aspectos generales de la cromatografia

liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una técnica de separacion
que utiliza los principios basicos de la cromatografia liquida —separacion basada
en la interaccion del analito entre una fase liquida movil y una fase estacionaria— vy
emplea instrumentos avanzados: inyector, bomba, columna y detector. En este tipo

de cromatografia, el liquido que compone la fase moévil se bombea mecanicamente

a través de una columna que contiene la fase estacionaria. Asi, un equipo de HPLC
consiste en bomba mecanica, controlador y detector, equipos entre los que se intercala
la columna cromatogréfica en la que se realiza la separacion y el conjunto esta
controlado por un software de gestion del sistema cromatografico, adquisicion de datos
y posterior andlisis de los mismos (Weston y Brown, 1997).
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Antes de la aparicion de la cromatografia liquida de alta
resolucion, a mediados de la década de 1970, la separacion
de los pigmentos carotenoides se realizaba por cromatografia
en columna abierta (OCC) y por cromatografia en capa fina
(TLC). Una de las primeras memorias sobre la aplicacion

de separacion por HPLC a los pigmentos carotenoides

data de 1971 y la realizaron Wheaton y Stewart, separando
carotenos y xantofilas de extractos citricos mediante el uso de
cromatografia de flujo continuo en una columna de fase normal
compuesta por 6xido de magnesio. Unos afios mas tarde,
Fiksdahl, Mortensen y Liaaen-Jensen (1978) estudiaron las
aplicaciones y limitaciones de HPLC acoplada a espectrometria
de UV-visible en la separacion de carotenoides, xantofilas,
isémeros cis-trans, y diastereoisémeros, empleando columnas
rellenas de silice y usando diferentes gradientes de acetona,
hexano y metanol como fase movil.

En la actualidad la técnica de HPLC es el método de eleccion
mas popular para la separacion, analisis y cuantificacion de
carotenoides al presentar muchas ventajas en comparacion
con otras técnicas cromatograficas, sobre todo en términos
de resolucion, separacion, tiempo necesario de analisis y la
cantidad requerida de muestra (Minguez-Mosquera, 1997).
Asi, el tiempo de analisis necesario, incluyendo la preparacion
de la muestra y la propia separacion, permite la evaluacion

de un gran nimero de muestras y replicados en un tiempo
corto. El acoplamiento de equipos de HPLC con diferentes
tipos de detectores facilita la tarea de identificacion de estos
compuestos; la deteccion se hace mediante espectrometria
UV-visible (longitud de onda y sistemas de matriz de diodos
individuales) o espectrometria de masas, que son los sistemas
empleados hoy (Schoefs, 2004).

Caracteristicas fisicas y quimicas de los
carotenoides y su relacion con la cromatografia
liquida de alta resolucion

Los carotenoides tienen como estructura basica un esqueleto
tetraterpeno con 40 atomos de carbono, que consta de

ocho unidades de isopreno enlazadas en un patréon de
cabeza a cola con una simetria invertida en el centro de la
molécula (Britton, 1995). Esta estructura puede modificarse
por hidrogenacion, deshidrogenacion, ciclacion y oxidacion,
dando lugar a estructuras diferenciadas que comprenden

mas de 700 carotenoides, cifra de los compuestos que han
sido identificados hasta el momento en la naturaleza (Davies,
1976). Su caracteristica estructural principal es el sistema

de dobles enlaces conjugados, donde los electrones estan
deslocalizados eficientemente. Este cromoéforo es responsable
de la capacidad de los carotenoides para absorber luz en la
region visible, por lo que la deteccion mediante espectrometria
de UV-visible de diodos en linea es particularmente adecuada.
Ademas, el cromdforo de los carotenoides hace que los
isémeros todo-trans sean moléculas rigidas y lineales, 1o que
deriva en una propiedad importante para el resultado de las
interacciones con las fases estacionarias en HPLC (Khachik,
2009).

Ademas del comportamiento cromatografico de los
carotenoides en relacion con el numero de dobles enlaces
conjugados en el cromdforo, se deben considerar la naturaleza
de los grupos terminales y el tamarfio de la moléculas (Davies,
1976). La influencia de los dobles enlaces se ilustra bien por
adsorcion mediante afinidad de los carotenoides aciclicos

con fase normal, eluyendo en la siguiente secuencia: fitoeno,
fitoflueno, C-caroteno, licopeno y neurosporeno (Davies, 1976;
Rodriguez-Amaya, 2001; figura 1). La ciclacién, en general,
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anteraxantina (10 d.e.c.)

N S G A

capsantina (11 d.e.c.)

a-caroteno (10 d.e.c.)

N G O U G T N

OH

p-caroteno (11 d.e.c.)

)\ G G SN

v-caroteno (11 d.e.c.)

C-caroteno (7 d.e.c.)

N NG U PN NN

I Ficura 1. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.
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I Ficura 1. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.
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peridinina (9 d.e.c.)
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rodoxantina (14 d.e.c.)
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violaxantina (9 d.e.c.)
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zeaxantina (11 d.e.c.)
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FiGura 1. Estructuras quimicas de algunos carotenoides.

reduce la afinidad de adsorcion vy, por lo tanto, p-caroteno (con
dos anillos tipo B) se absorbe mas débilmente que y-caroteno
(un anillo B). Por otro lado, la presencia de grupos oxigenados
aumenta la polaridad y por lo tanto la adsorcion de los
carotenoides, y la magnitud de este incremento depende del
tipo, nUmero y ubicacion de esos grupos (Rodriguez-Amaya,
2001). En fase reversa, el orden de elucién es practicamente
el orden inverso que se observa en fase normal de elucion.
Las xantofilas, al ser mas polares eluyen antes que los
carotenos, con las xantofilas di-hidroxiladas (tales como luteina
y zeaxantina), eluyendo primero, seguidas por las mono-
hidroxiladas. Los carotenos, a su vez, no siguen un orden

de elucion estandar, y su comportamiento cromatografico
depende del tipo de fase estacionaria (mondmero o polimero)
utilizada y la composicion de la fase movil (Rodriguez-Amaya,
2001).

PREPARACION DE LA MUESTRA

PARA EL ANALISIS CROMATOGRAFICO
Procedimientos analiticos generales

La alta susceptibilidad a la degradacion y la isomerizacion
inherente a la estructura quimica de los carotenoides requiere
precauciones especiales durante su analisis con el fin de
evitar los efectos deletéreos del oxigeno, la temperatura, la
luz y los acidos. Aunque no existe un protocolo normalizado
para la preparacion de muestras para el andlisis de los
carotenoides, ya que el perfil y la concentracion de estos
pigmentos varia ampliamente de acuerdo con la matriz que los
contiene, si se puede indicar un procedimiento tipico a seguir
en la preparacion de la muestra para su andlisis por HPLC:
muestreo y preparacion de la muestra, extraccion, particion
por disolventes compatibles con cromatografia, en algunos
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casos saponificacion y lavado, concentracion y la evaporacion
del disolvente (Mercadante, 2008; Rodriguez-Amaya, 2001)
hasta obtener un extracto seco listo para su dilucion y analisis.
En el capitulo 2 se ofrece informacion detallada de las
consideraciones generales para el analisis de carotenoides.

Saponificacion de muestras con alto
contenido graso o con ésteres de carotenoides

La etapa de hidrdlisis alcalina, también conocida como
saponificacion, se aplica para la eliminacion de los lipidos en
las muestras con alto contenido graso y la hidrdlisis de los
ésteres de carotenoides presentes habitualmente en tejidos

de origen vegetal (Mercadante, 2008; Rodriguez-Amaya,
2010). Como ya se ha indicado en el capitulo 2, se trata de una
etapa con ventajas e inconvenientes, por lo que siempre debe
considerarse si es realmente necesaria.

Derivacion de grupos funcionales

Mientras que la espectrometria de UV-visible revela

la naturaleza del croméforo de los carotenoides vy el
comportamiento cromatografico proporciona cierta informacion
sobre su polaridad relativa, hay algunas pruebas quimicas
bastante simples que proporcionan informacién acerca de

la naturaleza, la estructura y la posicion de algunos grupos
funcionales (Davies, 1976). Las pruebas mas utilizadas

se discuten brevemente a continuacion, sobre la base de
procedimientos descritos por Eugster (1995) y Minguez-
Mosquera, Hornero-Méndez y Pérez-Galvez (2002).

a) Grupo 5,6-epoxido: reordenamiento furanoide

La prueba se basa en la modificacion de aquella
transformacion en el croméforo resultante de la presencia de
un grupo 5,6-epoxido a 5,8-epdxido en medio acido (figura 2),
lo que resulta en un desplazamiento hipsocrémico del espectro

s - N i
0] —_—
0

FiGcura 2. Isomerizacion del grupo 5,6-epoxido (izquierda) a 5,8-furanoide (derecha).
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de absorcion entre 15y 20 nm. La reacciéon puede llevarse

a cabo directamente en la cubeta del espectrofotometro
mediante la adicion de varias gotas de HCI 0.1 N y medir los
cambios en el espectro de absorciéon UV-visible, in situ, o

bien mediante TLC tras pulverizar la banda cromatografica

de interés con HCI una vez completada la separacion
cromatografica. En este caso, la aparicion de un color azul
caracteristico identifica la presencia del grupo 5,6-epoéxido:

los diepoxidos se revelan mediante un color azul oscuro y los
monoepoxidos con un color verde azulado. La prueba también
puede realizarse inyectando en el sistema de HPLC un extracto
antes y después de acidificar con el HCI diluido.

b) Carbonilo: reduccion de aldehidos y cetonas

Los reactivos LiAIH, o NaBH, se utilizan en general como
agentes de reduccion de grupos carbonilo para formar los
correspondientes alcoholes. Los aldehidos se reducen a
alcoholes primarios y las cetonas a alcoholes secundarios. La
prueba se realiza mediante la adicion de NaBH, a la solucion
carotenoide, que se mantiene en condiciones de refrigeracion
y en la oscuridad durante tres horas. Si hay algun grupo
carbonilo conjugado con cadena polienoica, se observaré tanto
un desplazamiento hipsocrémico del maximo de absorcion y
un aumento considerable en la estructura fina del espectro UV-
visible.

c) Ensayo de acetilacion de grupos hidroxilo

La prueba se basa en la conversion de alcoholes a ésteres,
que son menos polares, pero que tienen el mismo espectro

de absorcion UV-visible. La reaccion se produce mediante

la adicion de anhidrido acético en piridina a la soluciéon
carotenoide. La mezcla se mantiene en la oscuridad durante
12 horas y la reaccion se detiene mediante la adicion de agua.
El seguimiento de esta reaccion se lleva a cabo por TLC o

HPLC, y el numero de productos formados sugiere el numero
de grupos hidroxilo que han sido acetilados. La apariciéon de
un derivado monoacetilado indica la presencia de un solo
grupo hidroxilo. En el caso de tener dos grupos hidroxilo en la
estructura original, se pueden observar uno (monoacetilado)
o dos (diacetilado) derivados como productos de reaccion,
dependiendo de si la posicion de los grupos hidroxilo es
simétrica o no.

d) Ensayo de grupo hidroxilo alilico

La presencia del grupo funcional se detecta a través de una
reaccion de deshidratacion que introduce un doble enlace
adicional en el cromdforo del carotenoide. Este aumento de

los dobles enlaces del cromoforo produce un desplazamiento
batocromico (a mayor longitud de onda) de 10 a 16 nm que se
puede observar en el espectro UV-visible. La reaccién consiste
en la adicion de HCI diluido a una solucién del carotenoide en
cloroformo.

ELEMENTOS criTICOS EN HPLC
PARA LA SEPARACION DE CAROTENOIDES

Eluyentes en la fase movil

Las propiedades més importantes que se deben observar e
influyen en la eleccion de la fase maovil son la viscosidad y la
polaridad que, si es posible, debe ser baja. La fase movil debe
ser compatible con el método de deteccion, en especial para
los carotenoides que absorben en la zona del UV, y que la
mezcla optima de elucion sea completamente clara e incolora
(Pfander, 1995). También es necesario que los carotenoides
sean completamente solubles en la fase movil utilizada para la
separacion cromatografica. Los carotenoides en general son
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moléculas altamente hidréfobas y solubles en la mayoria de los
disolventes organicos, como acetona, éter dietilico, cloroformo,
acetato de etilo y presentan ninguna o muy baja solubilidad en
agua (Rodriguez-Amaya, 2001).

Hay dos tipos de fases estacionarias para la separacion de

los carotenoides mediante HPLC: fase normal y fase reversa
(véase abajo). En fase normal, la fase estacionaria es de
naturaleza polar por lo que requiere una fase maovil no polar o
de baja polaridad. El hexano es el disolvente mas ampliamente
utilizado en este caso, junto con pequenas cantidades de otros
disolventes més polares tales como metanol y propanol; el uso
de agua no se recomienda porgue es un disolvente altamente
polar.

La cromatografia liquida de fase reversa utiliza como fase
estacionaria un material de naturaleza apolar y como fase movil
disolventes polares, como mezclas de metanol, acetonitrilo,
acetona, diclorometano y agua, aunque se prefieren los
sistemas no acuosos para la separacion cromatografica de

los carotenos (Pfander y Riesen, 1995; Minguez-Mosquera,
Hornero-Méndez y Pérez-Galvez, 2002).

Separacion por cromatografia
de fase normal

La cromatografia de fase normal combina una fase estacionaria
polar con la fase moévil de carécter no polar. Los materiales
mas comunes para el relleno de la columna son silice y nitrilo
usando fases o grupos amino (Minguez-Mosquera, Hornero-
Méndez y Pérez-Galvez, 2002). La presencia de grupos
polares es el factor determinante en las interacciones entre

los carotenoides y los grupos complejados con la silice.

Los carotenos tienen baja afinidad por la silice, eluyendo

al comienzo de la cromatografia y por lo tanto la resolucion

y selectividad para esta familia de carotenoides no es la
adecuada. En el caso de las xantofilas, su interaccion con los
grupos polares de la fase estacionaria es tal que el aumento
en el numero de grupos funcionales de aquellas incrementa
la afinidad por adsorcion. Por lo tanto, la elucion de xantofilas
en fase normal sigue el siguiente orden: monohidroxiladas,
dihidroxiladas y trihidroxiladas. El efecto de los grupos
funcionales polares se modula por las interacciones y otras
caracteristicas, como su posicion, la ciclacion y el tipo de
anillo (a, p o €), el nivel de saturacion y la forma del isomero
geométrico cis o trans (Khachik, 2009).

Panfili, Fratianni e Irano (2004) determinaron la composicion
de carotenoides en cereales y sus subproductos mediante
HPLC en fase normal, empleando una columna de silice
Phenomenex Kromasil (250 mm [.D.x4.6 mm, 5 um) y una

fase movil de n-hexano e isopropanol (56%) con un flujo de

1.5 mL/min. La columna es capaz de resolver los picos de
p-criptoxantina, luteina y zeaxantina, pero no tenia suficiente
selectividad para separar a- y p-caroteno. El uso de una
columna de silice, Spherisorb (2560 mm [.D.x4.6 mm, 5 um) y
un gradiente de éter de petrdleo y acetona como fase movil
(Almela et al., 1991) separa el contenido carotenoide en
extractos saponificados obtenidos de diferentes cultivares de
pimiento. Una columna de silice con hexano y grupo nitrilo,
con diclorometano y metanol (75:25:0.3) que contiene 0.1%
de N, N-diisopropiletilamina como fase moévil se utilizé para la
separacion de luteina, zeaxantina y sus isbmeros geometricos
y sus productos metabdlicos en frutas, verduras y productos
de cereales. El orden de elucion fue: 13,13'-di-cis-luteina, todo-
trans luteina, zeaxantina todo-trans, 9-cis-luteina, 9'-cis-luteina,
epoxido de luteina, 13-cis + 13’-cis-luteina, 9-cis-zeaxantina,
13-cis-violaxantina (Humphries y Khachik, 2003). Estos autores
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también encontraron dificultades en la separacion de los
carotenos debido a la baja selectividad de la columna. Por otra
parte, Schmitz, Emenhiser y Schwartz (1995) fueron capaces
de separar fitoflueno, C-, y-, a- y -caroteno utilizando una
columna de Ca(OH), como fase estacionaria.

Separacion por cromatografia de fase reversa

A diferencia de la fase normal, la cromatografia de fase
reversa utiliza fases estacionarias no polares, como octilsilano
(Cy), octadecilsilano (C,,) y algunos polimeros (poliestireno,
divinilbenceno y polimetracilato). El mecanismo de separacion
cromatografica se basa en el grado de hidrofobicidad de los
carotenoides siendo los carotenoides polares (xantofilas) los
que muestran menor retencion y posteriormente eluyen los
carotenos y los ésteres de xantofilas. Una de las ventajas de
la fase reversa a la fase normal es la posibilidad del uso de
agua en la composicion de la fase movil (Minguez-Mosquera,
Hornero-Méndez y Pérez-Gélvez, 2002).

Las caracteristicas y algunos ejemplos de analisis de
carotenoides en fase reversa (C,, y C, ) estan en el apartado
“Ejemplos de aplicaciones” de este capitulo.

Columnas C

La cromatografia en columna de fase reversa C,, se utiliza con
frecuencia en la separacion de los carotenoides, debido a su
caréacter hidrofobo. En esta columna, los grupos silanol de silice
estan unidos a cadenas de alquilo de 18 &tomos de carbono.
En funcion de la disposicion de las cadenas de alquilo en

la silice se consideran dos tipos de columnas: columnas
monoméricas, donde las cadenas de alquilo son paralelas

una respecto de la siguiente y las poliméricas, en las que el
polimero orgéanico cubre la estructura de silice de manera

entrelazada. Las columnas de conformacion monomérica
tienen mayor reproducibilidad, mientras que las columnas
poliméricas presentan mayor selectividad, principalmente en la
separacion de xantofilas (Epler et al., 1992).

Las columnas C_, también se pueden clasificar de acuerdo
con el porcentaje de grupos silanol recubiertos: ODS-1 tiene
5% de recubrimiento; ODS-2 con 10% de superposicion y
ODS-3 con 15% de recubrimiento. Considerando que los
restantes grupos silanol libres pueden afectar la separacion y
disminuir la reproducibilidad de la columna, la sustitucion se
realiza a menudo con grupos de menor longitud de cadena de
carbonos. Sin embargo la presencia de grupos no protegidos
terminalmente puede ser beneficiosa en la separacion de
xantofilas (Gilmore y Yamamoto, 1991; Khachik, 2009).

Columnas C,

La introduccion de las columnas C,, (Sander et al., 1994)
significd un avance considerable en la capacidad de resolucion
cromatografica para la separacion de carotenoides. Este tipo
de fase estacionaria tiene una mayor selectividad para la
separacion de carotenoides y sus isbmeros geomeétricos en
comparacion con las columnas C,, (Albert, 1998; Figura 3). El
aumento de la selectividad es debido al tamafio de los grupos
enlazados con la fase de silice que aumenta la hidrofobicidad
de la fase estacionaria, lo que permite una mayor interaccion
con los carotenoides (Sander et al., 1994). La desventaja de
la columna C, en relacion con la columna C ., es el tiempo

de analisis, en general mas largo. En algunos casos puede
extenderse hasta 60-100 minutos (Khachik, 2009), si bien las
nuevas columnas con menor longitud y tamafo de particula
permiten reducir considerablemente el tiempo de los analisis
sin afectar negativamente la resolucion de los picos.
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Ficura 3. Separacion por HPLC de isémeros de -caroteno a 21,8 °C utilizando una columna C,,como fase estacionaria y acetona/agua
(83:17, v/v), flujo 1 mL/min y deteccién a 450 nm; uma columna C, como fase estacionaria y acetona/agua (93:7, v/v), flujo 1 mL/min.

La separacion cromatografica en las columnas C,, depende
mucho de la temperatura, que modifica la organizacion

de los grupos C,, presentes en la superficie de la silice. A
bajas temperaturas, las cadenas de alquilo estan dispuestas
preferentemente en la conformacion trans (mas ordenada y
rigida), lo que proporciona mayor selectividad. Con el aumento
de la temperatura, la interconversion se produce entre las
conformaciones transy cis, resultando en una pérdida de

la resolucion de los picos (Albert, 1998; Lee, Hamaguchi y
Shigeto, 2008).

Detectores

UV-visible

Los detectores de espectrofotometria UV-visible son, sin duda,
los méas utilizados en el analisis por HPLC de carotenoides,
debido sobre todo a las caracteristicas de absorcion de luz
de estos pigmentos. Actualmente, el detector UV-visible mas
popular es el detector de diodos en linea (DAD), que puede

recoger datos de forma continua durante todo el anélisis,
facilitando asi la determinacion de la pureza y la identificacion de
compuestos desconocidos (Kopec et al., 2012). En un detector
DAD, la radiacion pasa a través de la muestra en la celda de
flujo, se dispersa por una rejilla y penetra en la matriz de diodos.
Cada diodo mide un rango estrecho de longitudes de onda del
espectro, por lo que es posible adquirir una amplia banda de
datos espectroscopicos simultaneamente (Pfander y Riesen,
1995). Los detectores UV-visible son altamente sensibles, tienen
una amplia gama lineal, presentan una buena estabilidad frente
a los cambios de temperatura y admiten gradientes de elucion
de muy diferente composicion (Pfander y Riesen, 1995). Mas
informacion sobre espectrofotometria UV-visible aplicada al
analisis de carotenoides se proporciona en los capitulos 4 y 6.

Electroquimico
Los detectores electroguimicos se utilizan entre la amplia gama
de detectores acoplados a la técnica de HPLC después de
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los detectores de UV-visible y de fluorescencia. Su principio
de funcionamiento se basa en las propiedades de oxidacion
y reduccion de analitos en un potencial fijo (Santos et al.,
2009). Este tipo de interaccion permite eliminar compuestos
no deseados a través de la oxidacion selectiva de interferentes
antes de la deteccion del compuesto de interés mediante

la seleccion del potencial electroquimico adecuado. Esta
caracteristica confiere una alta sensibilidad y selectividad a los
detectores electroquimicos, que son muy Utiles en el analisis
de compuestos organicos, como tocoferoles, carotenoides

y retinoides en bajas concentraciones y hasta niveles de
trazas, particularmente en muestras complejas (Ferruzzi et
al., 1998). El numero de publicaciones sobre el analisis de
carotenoides mediante detectores electroquimicos es escaso
y en la mayoria de ellos este detector aparece acoplado a
sistemas cromatograficos de fase reversa y para el andlisis
de carotenoides en alimentos, como aceites vegetales
(Puspitasari-Nienaber, Ferruzzi y Schwartz, 2002), frutas y
verduras (Brown et al., 2004), o para muestras biologicas,
como plasma humano y tejidos de las mucosas (Ferruzzi et
al., 2001), plasma humano (Finckh et al., 1995, Ferruzzi et al.,
1998) y de otras especies (Hermans et al., 2005).

Espectrometria de lente térmica

La técnica de espectrometria de lente térmica (TLS) se basa
en la absorbancia medida por el efecto de lente térmica
indirecta (Luterotti, Sikovec y Bicanic, 2000). En la practica,
un haz de laser (fuente de luz) se concentra en la muestra

y la energia absorbida por ella conduce a un aumento en la
temperatura, lo que resulta en cambios en las propiedades
fisicas, como el indice de refraccion, el parametro que se
mide en la técnica TLS (Franko, 2001). El calor liberado por
la muestra es proporcional a la potencia de excitacion laser,

lo que proporciona una alta sensibilidad a la técnica TLS

en comparacion con otras técnicas espectrofotométricas
convencionales. Debido a su alta sensibilidad, los detectores
de TLS se emplean en el andlisis de muestras con
concentraciones muy bajas de carotenoides. Algunos estudios
que utilizan esta técnica de deteccion se han aplicado con
muestras de plasma (Franko, Van Bovenkamp y Bicanic, 1998)
y suplementos a base de aceites de pescado (Luterotti, Franko
y Bicanic, 1999), higado (Luterotti, Sikovec y Bicanic 2000) y
aceites de verduras (Luterotti, Franko y Bicanic, 2002).

Espectrometria de masas

Aunque el detector UV-visible es el de uso mas comun en
HPLC para el andlisis de carotenoides, muchos autores han
optado por el uso de detectores de espectrometria de masas
(MS) para la confirmacion de la masa y, en algunos casos, de
caracteristicas estructurales de estos pigmentos (Breithaupt

y Bamedi, 2002; De Rosso y Mercadante, 2007; Inbaraj et al.,
2008; Mandelli et al., 2012; Rodrigues, Mariutti y Mercadante,
2013; Delgado-Pelayo, Gallardo-Guerrero y Hornero-Méndez,
2014). La MS tiene una mayor sensibilidad que la deteccion
por UV-visible y proporciona informacion sobre la composicion
elemental y la masa del compuesto, junto con el patréon
caracteristico de fragmentacion originado por su estructura.
Ademas, la cantidad de muestra requerida para el analisis es
inferior (Su, Rowley y Balazs, 2002). La deteccion mediante
MS requiere la ionizacion de los analitos en la fuente de
ionizacion, que después se separan en funcion de su masa
en relacion con la carga (m/z) en el analizador de masas, para
finalmente detectarse por niveles de abundancia en el detector
(Mercadante, 2008).
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Criterios minimos para
la identificacion de carotenoides

Segun Schiedt y Liaaen-Jensen (1995), hay tres criterios
minimos que deben cumplirse para que la asignacion de un
pico cromatografico a un pigmento carotenoide sea razonable:

a) el espectro de absorcion del compuesto (),__ v su estructura
fina en al menos dos disolventes) debe estar en conformidad
con el cromoforo sugerido; b) las propiedades cromatograficas
deben ser idénticas en dos sistemas diferentes, de preferencia
TLC (R,) y HPLC (t,). Los datos deben complementarse

con la co-cromatografia del pigmento de interés con su
correspondiente estandar; c¢) el espectro de masas se debe
obtener a fin de permitir al menos la identificacion del peso

molecular.

Si alguno de estos criterios no se cumple, la identificacion debe
considerarse como tentativa.

Obtencion de patrones

Los patrones de carotenoides se aislan en general de fuentes
naturales documentadas para cada carotenoide individual,
mediante un procedimiento de extraccion adecuado con
disolventes organicos seguido de su cristalizacion para obtener
altos niveles de pureza. Hay casos en los que es necesario el
empleo de cromatografia (TLC y OCC) para purificar el patron
a obtener. Como fuentes naturales mas comunmente utilizadas
se pueden citar: para la extraccion de violaxantina y luteina,
hojas de espinaca (Spinacia oleracea); patata o papa (Solanum
tuberosum) para la obtencién de anteraxantina; f3-criptoxantina
se puede aislar del fruto de papaya (Carica papaya) o de

la mandarina (Citrus reticulata); capsantina y capsorrubina

del pimiento rojo (Capsicum annuum); a-y p-caroteno de la
zanahoria (Daucus carota); licopeno del tomate (Solanum
lycopersicum) y bixina y norbixina de semillas de bija (Bixa
orellana) (Mercadante, 2008). Para la extraccion y purificacion
de éstos y otros carotenoides se recomienda consultar los
procedimientos descritos en Britton (1995) y Rodriguez-Amaya
(2001). Algunos carotenoides se obtienen con frecuencia por
sintesis parcial de carotenoides parecidos estructuralmente
mediante reacciones de derivatizacion de grupos funcionales
(seccion 2.1.2), como es el caso de auroxantina y luteoxantina,
qgue se obtienen de violaxantina por acidificacion. Se pueden
obtener distintos isémeros geométricos por calentamiento de
un carotenoide determinado (Minguez-Mosquera, Hornero-
Méndez y Pérez-Galvez, 2002).

Criterios para la cuantificacion
de carotenoides. Muestras con contenido
carotenoide certificado

La cuantificacion de carotenoides en los extractos de diversa
procedencia se realiza mediante calibracion interna o externa.
En ambos casos es necesario usar estandares de referencia
y determinar la concentracion exacta que se utiliza para
construir la recta de calibracion, tanto para cada pigmento de
interés respecto del estandar utilizado de referencia interna,
en el primer caso, como para cada pigmento que aparezca en
el extracto cuando se utiliza el procedimiento de calibracion
externa para la cuantificacion. Khachik et al. (1992) indican
varios criterios para evaluar la validez del procedimiento de
calibracion: coeficiente de correlacion de la recta o rectas

de calibrado superior a 0.9, intercepcion de la recta lo mas
proxima a cero y desviacion estandar relativa inferior a

5%. La recta de calibrado debe representar el margen de
concentracion de los carotenoides en la muestra a analizar
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y la obtencién de los valores de area/respuesta se revisaran
minuciosamente para evitar errores en la cuantificacion
procedentes de solapamiento de picos o por una escasa
resolucion de la sefial en el detector. Cuando se escoge
como procedimiento de cuantificacion la calibracion interna,
se utiliza un estandar de referencia que no esté presente

en el perfil carotenoide de la muestra (en el caso de que se
utilice un pigmento carotenoide) determinando previamente
sus propiedades espectroscopicas y cromatograficas. Este
compuesto se afiade, de preferencia, al inicio del proceso de
extraccion de forma que experimentara pérdidas equivalentes
al resto del perfil carotenoide de la muestra, por lo que este
efecto del proceso se compensara ya que la cantidad de
estandar interno que se afade serd conocida y a ésta se
referiran todos los célculos de cuantificacion posteriores. Los
materiales de referencia certificados (CRM) son muestras

gue contienen una concentracion certificada de una o

varias sustancias. Estos materiales son proporcionados por
organismos reconocidos y se utilizan para determinar la
exactitud de un procedimiento de analisis cuantitativo durante
su validacion. El Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST) es el Unico organismo que proporciona CRM para la
cuantificacion de carotenoides, y en la actualidad cuenta con
tres muestras crm diferentes, de origen alimentario y bioldgico,
que contienen estos pigmentos: puré de espinaca procesada
(SRM 2385, NIST 2012a), metabolitos en el plasma humano
(SRM 1950, NIST 2012b), y suero humano que contiene una
mezcla de vitaminas liposolubles, carotenoides y colesterol
(SEM 968e, NIST 2012b). El puré de espinacas procesado
proporciona concentraciones certificadas de luteina 'y
[-caroteno, con valores de incertidumbre de 20% y 15% para
estos carotenoides, respectivamente. Con la muestra crm de
metabolitos en el plasma humano se proporcionan valores
para un mayor numero de carotenoides: luteina, zeaxantina,

p-criptoxantina, a-caroteno, p-caroteno y licopeno. En este
caso los valores de incertidumbre para los carotenoides van
desde 5.2% de 3-caroteno hasta 33% de luteina. El CRM de
suero humano tiene las concentraciones de referencia de 8
de acuerdo con la densidad del suero de carotenoides (tres
densidades diferentes): luteina, zeaxantina, -criptoxantina,
[p-caroteno, licopeno, a-caroteno. El alto costo de los CRM y
los altos niveles de incertidumbre de los carotenoides en CRM
disponibles son la razén del poco uso de este tipo de material
en el analisis cuantitativo de carotenoides.

EJEMPLOS DE APLICACIONES
Métodos HPLC en frutas y verduras

La tabla 1 recoge algunos ejemplos de métodos de separacion
por HPLC de carotenoides presentes en frutas y verduras. El
perfil de carotenoides de acerola (Malpighia punicifolia L.), una
fruta tipica de Brasil, lo determinaron De Rosso y Mercadante
(2005) usando una columna C,, Nova-Pak. Fueron separados e
identificados 14 carotenoides diferentes, incluyendo carotenos,
xantofilas y sus derivados epoxi. Luteina, anteraxantina,
p-caroteno, violaxantina y neoxantina se encontraron como

los carotenoides mas representativos en tres variedades de
aceituna (Arbequina, Picual y Hojiblanca; Roca y Minguez-
Mosquera, 2003). La separacion y la identificacion de estos
pigmentos también se realiz6 en un sistema de HPLC-DAD
con C,,. Breithaupt y Bamedi (2002) emplearon columnas de
fase reversa C., y C, en dos sistemas diferentes de elucion
para separar e identificar los ésteres de carotenoides de patata
(Solanum tuberosum L.). Violaxantina, luteina y zeaxantina
estaban presentes tanto en forma libre como en forma de
ésteres de acidos palmitico y miristico, y ademas se identifico
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TasLa 1. Ejemplos de metodologias para la separacién por HPLC de carotenoides en frutas y verduras.

Caracteristicas de

la columna

CIS

Nova-pak

300 x 4,0 mm,
4 um
Pre-columna:
no se aplica.

C
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Spherisorb ODS-2

250 x 4,6 mm,
5 um
Pre-columna:
no se aplica.

C3O

YMC

250 x 4,6 mm,
5 um
Pre-columna:
C,; Nucleosil

10 x 4,6 mm,
5 um

Condiciones cromatograficas

Modo de elucién: gradiente. Eluyentes:
acetonitrilo/acetato de etilo/agua. Gradiente:
88:2:10 para 85:15:0 en 15 min, manteniendo
por 30 min. Flujo: 1 mL/min. Temperatura
de la columna: 29 °C.

Modo de elucion: gradiente. Eluyente A: agua/
reactivo ion par/metanol (1:1:8). Reactivo ion par:
0,05 mmol/L acetato tetrabutilamonio y 1 mol/L
acetato de amonio en agua.

Eluyente B: acetona/metanol (1:1). Gradiente: De
75% de A'y 25% de B para 25% de A'y 75% de

B en 8 min, manteniendo por 2 min, 10% de A

y 90% de B a los 18 min, 100% de B en 23 min,
volviendo a 75% de Ay 25% de B a los 30 min.
Flujo 2 mL/min.

Modo de elucién: gradiente.

Si1sTEMA 1

Eluyente A: metanol/agua/trietilamina (90:10:0,1).

Eluyente B: metanol/MTBE/agua/trietilamina
(6:90:4:0,1).

Gradiente: 99% de A de 0 a 8 min, 0% de A a los
45 min y 99% de A a los 50 min, manteniendo por
5 min.

Flujo 1 mL/min
Temperatura de la columna: 35 °C

SistEma 11

Eluyente A: metanol/MTBE/agua/trietilamina
(81:15:4:0,1)

Eluyente B:metanol/MTBE/agua/trietilamina
(6:90:4:0,1)

Matriz

Acerola
(Malpighia
punicifolia L.)

Aceitunas
(Olea europea
L.) var.
Hojiblanca,
Arbequina e
Picual

Patatas
(Solanum
tuberosum L.)

Carotenoides determinados

Neocromo-+neoxantina,
violaxantina, luteoxantina,
luteina, zeaxantina,
5,6,5°,6’-diepoxi-f3-
criptoxantina, 5,6-epoxi-f3-
criptoxantina, 5,8-epoxi-f3-
criptoxantina, zeinoxantina,

[-criptoxantina,

5,6,5’,6’-diepoxi-fB-caroteno,
5,8-epoxi-f-caroteno, a- e

[-caroteno.

Luteina, anteraxantina,
[-caroteno, neoxantina

e violaxantina

Violaxantina, anteraxantina,
luteina, zeaxantina,
[-criptoxantina, todo
trans-[3-caroteno,
violaxantina dimiristato,
violaxantina miristato-
palmitato, luteina dimiristato,
zeaxantina dimiristato,
luteina miristato-palmitato.

Método de

deteccion

DAD

DAD

DAD-MS
(APCI modo
positivo,
quadrupolo)

Referencia

De Rosso y
Mercadante
(2005).

Rocay
Minguez-
Mosquera
(2003).

Breithaupt
y Bamedi
(2002)
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C30

YMC

250 x 4,6 mm,
5 pm
Pre-columna:
no se aplica

C30

YMC

250 x 4,6 mm,
5 pm
Pre-columna:
no se aplica

C30

YMC

250 x 4,6 mm,
5 um
Pre-columna:
no se aplica.

Gradiente: 99% de A en O min, 44% de A en 39

min, 0% de A en 45 min 'y 99% de A a los 50 min,

manteniendo por 5 min.
Flujo 1 mL/min
Temperatura de la columna: 35 °C

Modo de elucién: gradiente.

Eluyentes: metanol/MTBE/agua (0,1% BHT y
0,05% TEA en los disolventes orgdnicos)

Gradiente: 90:5:5 en 0 min, 95:5:0 en 12 min,

89:11:0 en 25 min, 75:25:0 en 40 min, 50:50:0 en

60 min, 90:5:5 en 62 min.
Flujo 1 mL/min.

Modo de elucién: gradiente.
Eluyente: metanol/MTBE/agua.

Gradiente: De 81:15:4 en 0 min hacia 6:90:4
en 90 min

Flujo 1 mL/min
Temperatura de la columna: 25 °C

Modo de elucién: gradiente.
Eluyentes: metanol/éter terc-metilbutilico.

Gradiente: De 95:5 para 70:30 en 30 min,
50:50 por 20 min y manteniendo esa proporcién
durante 15 min. Flujo 0,9 mL/min. Temperatura

de la columna: 29 °C.

Zumo de
naranja
concentrado

Pimientas:

aji (Capsicum
baccatum L.)

y rocoto

(C. pubescens
R. & P)

Mana-cubiu
(Solanum
sessiliflorum)

Luteoxantina, cis-
auroxantina, auroxantina A,

auroxantina B, anteraxantina,
cis-luteoxantina, auroxantina

C, cis-luteoxantina,
mutatoxantina epimero
A, luteina, mutatoxantina

epimero B, zeaxantina, 9-cis-

0 9’-cis-anteraxantina, 13-

cis- 0 13’-cis-f3-criptoxantina,

zeinoxantina, 9-cis-
zeaxantina, B-criptoxantina,
13-cis-B-caroteno, cis-
C-caroteno, o-caroteno,
[-caroteno, C-caroteno.

Violaxantina, neoxantina, cis-

violaxantina, luteoxantina,
5,6-epoxi-capsantina,

anteraxantina, cis-capsantina,

capsorubina, mutatoxantina,
luteina, capsantina,
zeaxantina, a-criptoxantina,
[-criptoxantina, o.-caroteno,
[-caroteno.

9’-cis-neoxantina, todo-
trans-violaxantina,
todo-trans-luteoxantina,
9-cis-violaxantina,
9-cis-luteoxantina, todo-
trans-luteina, 5,8-epoxi-
[3-criptoxantina, todo-
trans-zeinoxantina,
todo-trans-f-criptoxantina,
15-cis-B-caroteno, 13-cis-
[-caroteno, todo-trans-o.-
caroteno, todo-trans-[3-
caroteno, 9-cis-f-caroteno.

DAD

DAD-MS
(APCI modo
positivo,
quadrupolo)

DAD-MS
(APCI modo
positivo, ion
trap)

Meléndez-
Martinez
etal.
(2008)

Rodriguez-
Burruezo
etal.
(2010)

Rodrigues
etal.
(2013)
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C30

YMC

250 x 4,6 mm,
S5 pm
Pre-columna:
no se aplica.

Modo de elucién: gradiente.

Eluyente A: metanol/MTBE/agua (81:17:2).
Eluyente B: metanol/MTBE/agua (10:88:2).

Gradiente: 0% de B de 0 a 24 min, 100%
de B alos 140 min, 0% de B a los 141 min.

Flujo 0,8 mL/min.

Frutas
tropicales:
Corozo
(Aiphane-
saculeate),
Sastra
(Garcinia
intermedia),
Sapote
(Quararibea
cordata),
Frutita
(Allophylus-
psilospermus),
Maracuya
chino
(Cionosicyos-
macranthus),
y Mamey
rojo (Pouteria-
sapota)

Luteina, zeaxantina, 13-cis-
13’-cis-p-criptoxantina,
[-criptoxantina, 13-cis-
[-caroteno, C-caroteno,
a-caroteno, zeaxantina
monocaprato, 13-cis-
13’-cis-B-criptoxantina
monolaurato,3-caroteno,
zeaxantina monolaurato,3-
criptoxantina monocaprilato,
[-criptoxantina monocaprato,
zeaxantina monopalmitato,
zeaxantina dicaprato,
[3-criptoxantina monolaurato,
zeaxantina caprato-

laurato, 3-criptoxantina
monomiristato, zeaxantina
dilaurato, 3-criptoxantina
monopalmitato, zeaxantina
laurato-miristato, zeaxantina
caprato-palmitato,
zeaxantina dimiristato,
zeaxantina laurato-palmitato,
zeaxantina miristato-
palmitato,zeaxantina
dipalmitato, licopeno

DAD-MS Murillo
(APCI modo etal.
positivo y (2013)
negativo,

quadrupolo)

la presencia de anteraxantina y p-criptoxantina. Meléndez-
Martinez et al. (2008) separaron, entre otros carotenoides,
isémeros geométricos de auroxantina, luteoxantina,
anteraxantina, p-criptoxantina, zeaxantina, p-caroteno,
C-caroteno mediante el empleo de elucion en fase reversa

C,,. El perfil de carotenoides de frutos de Capsicum se evalud
mediante una columna C,, (Rodriguez-Burruezo, Gonzalez-
Mas y Nuez, 2010) y se constato la presencia de los pigmentos
caracteristicos de este género, capsantina y capsorrubina.

Rodrigues, Mariutti y Mercadante (2013) determinaron un gran
numero de carotenoides de mana-cubiu (Solanum sessiliflorum)
como 9’-cis-neoxantina, violaxantina e isdmeros, luteoxantina

e isémeros, luteina, 5,8-epoxi-p-criptoxantina, zeinoxantina,
p-criptoxantina, 15-cis-p-caroteno, 13-cis-p-caroteno,
a-caroteno, p-caroteno y 9-cis-pp caroteno. En la contribucion de
Murillo et al. (2013) se identificaron y separaron con éxito mas
de 30 carotenoides en forma libre, mono- y diesterificada en
frutas tropicales mediante HPLC-DAD-MS en fase reversa.
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TagLa 2. Ejemplos de metodologias para la separacion por HPLC de carotenoides en muestras de tejidos bioldgicos

Caracteristicas
de la columna

SisTEMA 1
Fase reversa
CIS

Microsorb
250 x 4,6 mm,
5 um
Precolumna:
Spheri-5-C ,
30 x 4,6 mm,
5 um

Fase normal
Silica-based
nitrile-bonded
250 x 4,6 mm,
5 um
Precolumna:
nitrile-bonded
30 x 4,6 mm,
5 um

SISTEMA 2
Fase reversa
C

18
Microsorb

250 x 4,6 mm,
5 um
Precolumna:
Spheri—S—Clg,
30 x 4,6 mm,
5 um

Condiciones cromatograficas

SisTEMA 1
Fase reversa
Modo de elucién: gradiente

Eluyente: acetonitrilo/metanol/
diclorometano/hexano.
85:10:2,5,2.5 de 0 a 10 min,
alcanzando la proporcién
45:22.5:22.,5:10 en los 40 min.

Flujo 0,7 mL/min.

Fase normal

Modo de elucioén: isocratico.
Eluyente: hexano/
diclorometano/metanol/
N,N’-diisopropiletilamina
74 .,65:25:0,25:0,10

Flujo 0,7 mL/min.

SISTEMA 2
Fase reversa
Modo de elucion: gradiente

Eluyente A: acetonitrilo/acetato
9:1)

Eluyente B: hexano/
diclorometano/metanol/N,N-
diisopropiletilamina 95% de A

y 5% de B en 0 min, manteniento
hasta 10 min, gradiente linear
alcanzando 45% de Ay 55%

de B en 30 min.

Flujo 0,7 mL/min

Temperatura de la columna
25°C

Matriz

Suero
humano
y leche
materna

Carotenoides determinados

g,e-caroteno-3,3’-diona,
3’-hidroxi-€,e-caroten-3-ona,

2 ,6-ciclolicopeno-1,5-diol,
3-hidroxi-3-g-caroten-3’-ona,
cis-3-hidroxi-f-g-caroten-3’-
ona, lactucaxantina, 13-cis-
13’-cis-3R, 3’R,6’R-luteina,
todo-trans-3R,3’R,6’R-luteina,
2 ,6-ciclolicopeno-1,5-diol,
todo-trans-3R .3’ R-zeaxantina,
todo-trans-3’-epiluteina,
9-cis-3R ,3’R,6’R-luteina,
9’-cis-3R 3’R 6’ R-luteina,
13-cis-luteina + 13’-cis-
luteina, 9-cis-zeaxantina,
13-cis-zeaxantina, 15-cis-
zeaxantina, 3R,6’R-3-hidroxi-
3’ 4’-didehidro-p-y-caroteno,
2’,3’-anhidroluteina,
o-criptoxantina, B-criptoxantina,
cis-p-criptoxantina, licopeno,
cis-licopeno, neurosporeno,
v-caroteno, C-caroteno,
a-caroteno, todo-trans-3-
caroteno, 9-cis-p-caroteno,
13-cis-P-caroteno, todo-trans-
fitoflueno, cis-fitoflueno, fitoeno

Método de
deteccion

DAD-MS
(ECNI)

Referencia

Khachik et al., 1997
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Microsorb-MV
silica based nitrile-
bond

250 x 4,6 mm,
5 um

CIS

Nucleosil

150 x 4,6 mm,
3 um
Precolumna:
C,,» Vydac
250 x 4,6 mm,
5 um

y C,,, Hypersil
20 x 4,6 mm,
5 um

C30

YMC

250 x 4,6 mm,
5 um
Precolumna:
C,, YMC,

10 x 4,6 mm
Sumichiral
OA-2000 YMC
con grupo
3.5-dinitrobenzoil
ligado

250 x 4,6 mm,
5 um

Cy
YMC

150 x 4,6 mm,
3 um

Modo de elucidn: isocrético
Eluyente: hexano/
diclorometano/metanol/
N,N’-diisopropiletilamina
80:19.,4:0.5:0,1

Flujo 1 mL/min

Modo de elucioén: isocrético.
Eluyente: acetonitrilo/metanol
(50 mM acetato de amonio)/
agua/diclorometano 70:15:5:10

Flujo 2 mL/min

Modo de elucién: gradiente.
Eluyente: MTBE/metanol/agua
Gradiente: De 15:81:4 en 0 min
hacia 74,9:21,1:4 en 70 min
Flujo 1 mL/min

Modo de elucidn: isocratico

Eluyente: n-heptano/
diclorometano/2-propanol
(70:25:5)

Flujo 1 mL/min

Modo de elucién: gradiente

Eluyente: metanol (0.1% acetato
de amonio)/MTBE

Gradiente: 100% de metanol
en 0 min, 85% de metanol

en 45 min, 40% de metanol

en 55 min, 30% de metanol

en 60 min, manteniendo por

5 min, luego volviendo a 100%
de metanol en 70 min

Micula
humana
y retina
periférica

Plasma
humano

Salmon
salvaje
(Oncor-
hynchus
spp.) y
salmon de
piscifac-
toria
(Salmo
salar),
plasma
humano

Plasma
humano,
pulmén de
hurones

Luteina, zeaxantina

Astaxantina, luteina, zeaxantina,
cantaxantina, [3-criptoxantina,
equinona, todo-frans-licopeno,
cis-licopeno, a-caroteno,
todo-trans-p-caroteno, 9-cis-f3-
caroteno, 13-cis-f3-caroteno

3R,3’R-astaxantina, 3R,3’S-
astaxantina, 35,3’ S-astaxantina

Cis-fitoeno, 15-cis-fitoeno,
todo-trans-fitoeno, fitoflueno e
isomeros, todo-trans-fitoflueno,
di-cis-luteina, 15-cis-lutein,
di-cis-zeaxantina, 13-cis-luteina,
13-cis-zeaxantina, todo-trans-
luteina, 15-cis-zeaxantina, 9-cis-
luteina, di-cis-B-criptoxantina,
15-cis-B-criptoxantina, 9-cis-
luteina, 13-cis-p-criptoxantina,

DAD

DAD

DAD

DAD

Yemelyanov et al., 2001

Lyan et al., 2001

Riifer et al., 2008

Meléndez-Martinez et al.,

2013
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S Modo de elucién: gradiente. Leche
YMC Eluyente A: metanol acetato materna,
150 x 2,0 mm, de amonio 1M (98:2) jformu'la
5 pm Eluyente B: Acetato de etilo infantil
y células

Gradiente: 100% de A en O min,
80% de A en 6 min, manteniendo
esta proporcion hasta 8 min,
volviendo a 100% de A en

11 min

Flujo 0.37 mL/min.

Caco-2

Métodos HPLC en plasma y tejidos
de origen animal

La tabla 2 incluye diferentes métodos para la determinacion

de carotenoides en plasma y tejidos de animales por HPLC.
Khachik et al. (1997) identificaron 34 carotenoides, incluyendo
trece isdmeros geométricos y ocho metabolitos en muestras

de leche y suero de madres lactantes: Para ello utilizaron
HPLC (un sistema en fase normal y otro en fase reversa) y
deteccion por MS y DAD. Luteina y zeaxantina se determinaron
en muestras de retina utilizando un sistema de HPLC-DAD

con la columna de silice de fase normal (Yemelyanov, Katz

13’-cis-B-criptoxantina, 9-cis-
zeaxantina, todo-trans-3-
criptoxantina, 13-cis-a-caroteno,
9-cis-P-criptoxantina, 13’-cis-a-
caroteno, 9’-cis-B-criptoxantina,
15-cis-B-caroteno, 13-cis-f3-
caroteno, todo-frans-o.-caroteno,
9-cis-o-caroteno, 9’-cis-o.-
caroteno, todo-trans-f3-caroteno,
9-cis-P-caroteno, isomeros di-cis
de licopeno, 15-cis-licopeno,
9-cis-licopeno, todo-trans-
licopeno, 5-cis-licopeno

13-cis-luteina, 13’-cis- DAD
luteina, todo-trans-luteina,
13-cis-zeaxantina, todo-trans-
zeaxantina, 9-cis-luteina, 9’-cis-
luteina, a-criptoxantina, 9-cis-
zeaxantina, B-criptoxantina,
15-cis-p-caroteno, 13-cis-
[3-caroteno, 13-cis- f-caroteno,
a-caroteno, todo-trans-
[-caroteno, 9-cis- 3-caroteno,
y-caroteno, cis-licopeno, todo-
trans-licopeno, 5-cis-licopeno

Lipkie et al., 2014

y Bernstein, 2001). Se han identificado trece carotenoides
en muestras de plasma humano mediante separacion en
columna C,. Entre los pigmentos carotenoides identificados

se separaron los isdbmeros cisy trans de [3-caroteno (Lyan et
al., 2001). Rufer et al. (2008) emplearon un procedimiento de

separacion en fase reversa y columna quiral para separar
los isbmeros Opticos de astaxantina en la carne de salmon
y plasma humano y pulmoén de hurones. Un método para la

determinacion de carotenoides en hurones, plasma y pulmon
humano fue desarrollado por Meléndez-Martinez et al. (2013),

utilizando diferentes gradientes de elucion con metanol/
MTBE y una columna C,, para llegar a separar hasta 39
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carotenoides. En un estudio sobre bioaccesibilidad in vitro

de los carotenoides presentes en la leche materna y féormulas
infantiles, los extractos se analizaron por HPLC en fase reversa
mediante una columna C,, (Lipkie et al., 2014).

Métodos de UPLC

El desarrollo de columnas cromatograficas con tamafios

de particula menores a los tradicionales (3 0 5 micras)

ha posibilitado la aparicion de técnicas cromatogréficas
muy rapidas, como la cromatografia liquida de rapida
resolucion (rapid resolution liquid chromatography,

RRLC) o la cromatografia liquida de ultra-resolucion
(ultraperformance liquid chromatography, UPLC). A veces
se habla de cromatografia liquida de resolucion ultra alta
(ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC).
Una de las mayores diferencias entre UPLC y HPLC es el
tamario de particula de las columnas, que en el caso de la
primera es inferior a 2 pm. En UPLC se opera a presiones
considerablemente mayores, si bien se pueden conseguir
analisis mas rapidos (al ser posible disminuir los tiempos
de retencion), picos mas estrechos (con lo que se mejora la
relacion sefial-ruido) y mayor sensibilidad (Rivera y Canela-
Garayoa, 2012)

Granado-Lorencio et al. (2010) compararon HPLC vs. UPLC
para la determinacion simultanea de biomarcadores del estado
nutricional (vitaminas A, E, D y carotenoides individuales) y
analizaron algunas de las diferencias significativas entre ambas
técnicas (tabla 3). Asi, el volumen de inyeccion puede ser del
orden de diez veces menor en UPLC. Ademas el tiempo del
analisis cromatogréfico es menor, lo que se traduce a su vez

en una reduccion de la cantidad de disolvente empleada en
cada muestra. Este ahorro es asimismo importante en términos

TaBra 3. Comparaciéon UPLC vs HPLC

Caracteristicas UPLC HPLC
Volumen de inyeccién 1 uL 10 uL
Flujo 0,5 mL/min 1,8 mL/min
Tiempo de andlisis 4.5 min 30 min
Volumen fase modvil/analisis <2,5mL 55 mL
Rendimiento (analisis/7.5 h) Hasta 90 /dia Hasta 15/dia

Volumen fase mévil 25L 56 L

Fuente: Elaboracion propia con base en Granado et al. (2010).

economicos, medioambientales y de productividad, ya que el
numero de muestras que se pueden analizar en una jornada de
trabajo aumenta considerablemente.

A pesar de estas evidentes ventajas, hay que considerar que

el andlisis de carotenoides es particularmente complejo. Por
ejemplo, en muchos casos se requieren columnas C,, para
conseguir una separacion optima de los carotenoides de
interés, en especial de isémeros geométricos y opticos. En este
sentido, en un trabajo reciente se ha puesto de manifiesto que,
dado que aun no existen columnas C,, para UPLC, el uso de
esta técnica para carotenoides esta en muchos casos limitado
(Bijttebier et al., 2014).

Es necesario por lo tanto conocer los pros y los contras de
estas técnicas rapidas de cromatografia liquida para decidir si
son 0 no apropiadas para el objetivo del andlisis. En la tabla 7
se resumen las caracteristicas de algunos métodos de RRLC y
UPLC usados para el andlisis de carotenoides, algunos de los
cuales se comentan con mas detalle a continuacion.
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Stinco et al. (2014) desarrollaron un método de extraccion (con s6lo doce minutos. Para los analisis se us6 una columna C.,

y sin saponificacion) y posterior separacion mediante UPLC Poroshell 120 (2,7 um, 5 cm x 4,6 mm; Agilent, Palo Alto) cuya
para el screening de isoprenoides (carotenoides, clorofilas temperatura se mantuvo a 28 °C. El volumen de inyeccion

y tocoferoles) en frutas y verduras. Mediante este método de muestra oscil¢ entre 10-20 pL vy el flujo fue de 1 mL/min.

se pueden determinar de manera simultanea carotenoides En la fase movil se usaron tres disolventes, concretamente
tipicos de la dieta (como violaxantina, luteina, -criptoxantina, acetonitrilo (A), metanol (B) y acetato de etilo (C), de acuerdo
a-caroteno, p-caroteno, licopeno, fitoeno y fitoflueno), cuatro con el siguiente gradiente: 0 min: 85% A+15% B; 5 min: 60%
tocoferoles y algunos pigmentos clorofilicos (clorofilas y A+20% B+20% C; 7 min: 60% A+20% B+20% C; 9 min: 85%
feofitinas); la duracion del andlisis cromatografico es de tan A+15% B; 12 min: 85% A+ 15% B.

TaBLA 4. Caracteristicas de algunos métodos de RRLC y UPLC aplicados al andlisis de carotenoides

. P V.I. . . T.A. T.C.
Referencia Método (uL)y* Flujo (mL/min) (min)" Columna CC)
Granado-Lorencio et al., 2010 UPLC 1 0,5 4.5 HSS T3 column (2,1 x 100 mm;1,8 pm) 35
Hongyan Li et al., 2011 UPLC 3 03 18 Phenomenex® Kinetex C, 30
(100 x 2,1 mm; 1,7 pwm)
Bohoyo-Gil et al., 2012 UPLC 14 03 10 Zorbax Eclipse Plus C18 28
(2,1 x 50 mm; 1,8 wm)
Rivera et al., 2011 UPLC 04 15 ACQUITY UPLC®BEH 130 A C s 32
(2,1 x 100 mm; 1,7 pm)
Stinco et al., 2014 RRLC 10a20 1 12 C,, Poroshel 120 28
(5 cm x 4,6 mm; 2,7 um)
UPLC 0-6,5 min: 0.5
. . . ACQUITY UPLC®BEH C
Delpino-Rius et al., 2014 5 6,5-13,6 min: 0,7 17 (2,1 x 100 mm: 1.7 pm) 18 32
13,6-16,6 min: 0,5
Bijttebier ez al., 2014 UPLC 1,25 0,5 23 ACQUITY UPLC BEH C 35
(2,1 x 100; 1,7 wm)
Bijttebier et al., 2014 UPLC 1,25 0,5 23 ACQUITY UPLC HSS C . SB 35

(2,1 x 1005 1,7 pm)

* Volumen de inyeccion. ® Tiempo de andlisis cromatogréfico. ¢ Temperatura de la columna.
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Li et al. (2012) usaron para el analisis de carotenoides

de tomates una columna C,, Phenomenex Kinetex (1.7 um, 100
x 2,1 mm) y una fase movil consistente en metanol:MTBE:agua
(85:14:5, disolvente A) y metanol:MTBE:agua (90:5:5,
disolvente B), de acuerdo con el siguiente gradiente: 0% A a
20% en 3 min. 20% A a 100% desde el minuto seis hasta el
minuto quince. El flujo fue de 300 pyL/min, la temperatura de la
columna se mantuvo a 30 °C y el volumen de inyeccion fue de
3 L.

Delpino-Rius et al. (2014) desarrollaron un método rapido para
determinar el perfil de carotenoides de productos a base de
frutas. Para la separacion de los analitos se usé una columna
ACQUITY UPLC TM BEH C_ (1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm) y
una fase movil con dos disolventes: ACN-MeOH (7:3) y H,0
(100%). El volumen de inyeccion fue 5 pL y la columna se
mantuvo a 32 °C. Con esta metodologia se detectaron un total
de 27 carotenoides, entre los que se encontraban neoxantina,
neocromo Ay B, violaxantina, luteoxantina A y B anteraxantina,
auroxantina A, B y C, zeaxantina, isémeros de luteina, a-y
p-criptoxantina, B-caroteno, C-caroteno, fitoeno vy fitoflueno.

Bohoyo-Gil et al. (2012) optimizaron un método UPLC para

el analisis de carotenoides en alimentos. En concreto,
describieron la separacion de siete carotenoides en menos
de 8.5 minutos, realizando una comparaciéon en términos

de resolucion, selectividad, sensibilidad, tiempo y ahorro

de solventes con un método HPLC. Para el analisis por

HPLC usaron una columna C,, Lichrosorb RP-18 (10 pym,

4.6 x 200 mm) y una fase movil con acetonitrilo:metanol
(85:25) (disolvente A) y acetonitrilo:metanol:acetato de etilo
(60:20:20) (disolvente B) con 0.1% de BHT y 0.05% de TEA.
El flujo fue de 1 mL/min. Para el anélisis por UPLC se usé una
columna C,, Zorbax Eclipse Plus (1.8 ym, 2.1 x 50 mm) y una
fase movil con los mismos disolventes usados para el método
de HPLC. El flujo 0.3 mL/min.

Con ambas metodologias se obtuvo una correcta resolucion
de los picos de capsantina, luteina, zeaxantina, criptoxantina

y licopeno. No obstante, a- y 3-caroteno no se separaron bien
por HPLC pero si por UPLC. Asimismo, observaron cambios en
el orden de elucion de algunos carotenoides como zeaxantina
y luteina entre ambos métodos.
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INTRODUCCION

Se estima que en los alimentos comunes de la dieta pueden encontrarse unos

120 carotenoides con diferentes estructuras y propiedades fisicoquimicas. Las
concentraciones de los carotenoides en los alimentos varian mucho; generalmente los
principales se encuentran en mayor concentracion, junto con otros muchos en menor
cantidad o en trazas. Debido a estos hechos es necesario optimizar la separacion
cromatografica para cada muestra especifica, cuantificar con curvas de calibrado con
amplio rango de concentraciones e identificar de forma corecta, lo que es una tarea
desafiante y dificil en el caso de los carotenoides minoritarios (Mercadante, 2008).

Actualmente, la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y la ultra cromatografia
liquida de alta eficiencia (UHPLC) son los sistemas mas populares y confiables para

la separacion de carotenoides. Estos sistemas presentan ventajas significativas en
términos de resolucion de separacion, velocidad, sensibilidad y precision. Ademas, los
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FiGura 1. Tipos de informacién para la determinacion de la estructura
quimica de un carotenoide.

detectores de diodos en linea (DAD) y de espectrometria de
masas (MS) se pueden acoplar facilmente a estos sistemas.

Cuando el anélisis es cualitativo, puede usarse una gran
cantidad de muestra de alimento y no es preocupante que
se pierda material. Por ejemplo, si el objetivo final es el
aislamiento de un caroteno en particular, se puede realizar

la primera extraccion con un disolvente polar (por ejemplo,
MeOH o EtOH) para eliminar el agua y, al menos parcialmente,
las xantofilas. Después se puede desechar el alcohol y luego
extraer los carotenos con un disolvente adecuado menos
polar (Nunes y Mercadante, 2004). La identificacion de un
carotenoide conocido debe basarse, por 1o menos, en su
comportamiento cromatografico en dos sistemas diferentes

y en sus espectros de absorcion en el UV-visible y de masas

(Schiedt y Liaaen-densen, 1995). Se recomienda el uso del
término caracterizacion o identificacion tentativa cuando no es
posible obtener estos datos minimos. La determinacion de la
quiralidad y de la configuracion E/Z requiere, respectivamente,
el uso adicional de dicroismo circular (CD) y resonancia
magnética nuclear (NMR). Mediante derivatizaciones quimicas
puede obtenerse también informaciéon muy Util, como se
explica en el capitulo 3. Por ultimo, todos los datos obtenidos
con las distintas técnicas deben combinarse como piezas de
un rompecabezas para obtener la estructura final (figura 1).

NOCIONES BASICAS DE
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

La radiacion electromagnética consiste en un campo eléctrico
asociado con un campo de fuerza magnética que se propaga
a velocidades altisimas. El espectro electromagnético
comprende el intervalo de todas las frecuencias de radiacion
electromagnética, que se extiende desde las bajas frecuencias
de radio hasta la radiacion v, con longitudes de onda de 100
a 10'® metros, respectivamente. Varios esquemas y figuras
que ilustran el espectro electromagnético estan disponibles
en internet, por ejemplo, en <http://en.wikipedia.org/wiki/
Electromagnetic_spectrum>. El espectro electromagnético de
un compuesto es la distribucion caracteristica de la radiacion
electromagnética emitida o absorbida por ese compuesto en
particular.

Las ondas electromagnéticas pueden describirse por las
siguientes propiedades fisicas: frecuencia, velocidad y
longitud de onda. La energia de los fotones es directamente
proporcional a la frecuencia de la longitud de onda, mientras la
longitud de onda es inversamente proporcional a la frecuencia
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de la onda. Estas relaciones se ilustran en las ecuaciones [1 a
3].

c=Axf [1]
E=hxf 2]
E=hxcxA' [3]

donde: ¢ = velocidad de la energia radiante (3 x 108 m/s en el
vacio); A = longitud de onda (metros); f = frecuencia (hertzios);
E = energia del foton (julios); h = constante de Planck
(constante de proporcionalidad), 6.63 x10734 (J s).

Cuando la radiacion electromagnética atraviesa un compuesto
se producen transiciones electronicas. La energia de la
radiacion UV-visible puede promover solamente transiciones de
electrones de la capa de valencia (electrones en orbitales pi [r]
y de heteroatomos con pares de electrones no compartidos).
Asi, por ejemplo, compuestos con dos dobles enlaces
conjugados absorben a 217 nm (figura 2), y a medida que
aumenta el numero de dobles enlaces conjugados (d.e.c.), la
energia disminuye y, por lo tanto, la longitud de onda aumenta,
llegando hasta la region visible (400 nm a 760 nm). La parte de
la molécula responsable de la absorcion de radiacion en las
regiones UV y visible se conoce como cromoforo. Este término
surgio en la industria de tintes, para referirse a los grupos y
conexiones en la molécula que son responsables del color del
colorante (véase IUPAC).

En compuestos con enlaces covalentes no conjugados (por
ejemplo C-C, C-H) se producen transiciones de electrones
en orbitales sigma (6 = 6*). Dichos compuestos absorben

sistema doble enlace sistema dobles enlaces

separado conjugados
Tl:*
i1 wE_
217 nm

165 nm 4 —%

' FiGura 2. Diagrama de los orbitales 7 en sistemas de dobles enlaces

separados y conjugados.

en torno a 130 nm, siendo transparentes en la region del UV-
visible; por eso se eligen para ser usados como disolventes.

NOCIONES BASICAS
DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (MS) se usa para medir la

masa molecular de un compuesto. La masa de un atomo

es la suma de las masas de sus particulas, sustrayendo la
energia liberada en la formacion del ndcleo de este atomo.
Las masas de las particulas atbmicas se recogen en la

tabla 1, considerando que la unidad de masa atémica (u) es
equivalente a 1.6605 x 1027 kg (1/12 de la masa del 2C). Las
masas moleculares exactas son diferentes y Unicas para cada
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TaBLA 1. Masa atomica y unidad de masa atomica
de las particulas atémicas

Particula Masa atomica Unidad de masa
(kg) atémica (u)
Prot6n 1.6726 x 107 1.0073
Neutrén 1.6749 x 107 1.0086
Electron 9.1093 x 10! 0.0005

Fuente: Xxxxxx

compuesto quimico, mientras que la masa nominal

es la masa redondeada en 1 u. Por ejemplo, considerando
la masa nominal, los compuestos N,, CO 'y CH, poseen la
misma masa de 28 u; sin embargo, considerando las masas
moleculares exactas, los valores son unicos para cada
estructura, con N, = 28.0061 u; CO =27.9949uy CH, =
28.0313 u.

Los equipos de espectrometria de masas poseen tres partes
fundamentales, a saber, fuente de ionizacion, analizador

Analizador de
masalcarga Detector
(m/z)

Introduccién

i
|
|
de la i Fuente de
i
|
|

ionizacion

muestra

Vacio

Figura 3. Esquema simplificado de los principales componentes
de un espectrometro de masas.

de masa/carga (m/z) y detector (figura 3). El analizador y el
detector se mantienen siempre en vacio, mientras hay fuentes
de ionizacion que necesitan vacio y otras que operan a
presion atmosférica. La muestra tiene que ser introducida en
la fuente de ionizacion del instrumento, ya sea por inyeccion
en flujo (flow-injection), cromatografia gaseosa (GC), HPLC,
UHPLC o electroforesis capilar (CE). Una vez que la muestra
ya esta en el interior de la fuente de ionizacion, se ionizan los
compuestos. Los iones formados se dirigen hacia el analizador
del espectrometro de masas, donde se separan de acuerdo
con la relacion masa/carga (my/z). Los iones separados

son detectados y esta sefial es enviada a un sistema de
datos donde las relaciones my/z se almacenan junto con su
abundancia relativa para la obtencién del espectro de masas.

Existen muchos métodos de ionizaciéon disponibles y cada

uno tiene sus propias aplicaciones, ventajas y desventajas.

La eleccion del método de ionizacion depende esencialmente
del peso molecular y de la polaridad de los compuestos
presentes en la muestra, asi como del analizador de m/zy del
tipo de método de introduccion de la muestra. Los métodos
mas conocidos y utilizados son la ionizacion por electrones
(El), aplicada tipicamente para compuestos apolares y con
muy bajo peso molecular, como los compuestos volatiles; la
ionizacion quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI) usada sobre todo para compuestos
apolares o de baja polaridad y bajo peso molecular, como los
carotenoides; la ionizacion por electrospray (ESI), empleada
sobre todo para compuestos polares de cualquier peso
molecular, como los compuestos fendlicos, y la ionizacion

por desorcidn-ionizacion laser asistida por la matriz (matrix-
assisted laser desorption-ionization, MALDI), recomendada
para compuestos de cualquier polaridad y alto peso molecular,
como las proteinas. Con la mayoria de los métodos de
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ionizacion, existe la posibilidad de produccién de iones
cargados positiva o negativamente, dependiendo de la afinidad
del compuesto por protones. En la ionizacién en el modo
positivo, que es la mas utilizada para carotenoides, se forma

la molécula protonada ([M+H]*), mientras que en el modo de
ionizacion negativo se logra la molécula deprotonada ([M-H])
o el ion molecular ([Me]"). En la actualidad se recomienda que
dejen de emplearse los términos ion molecular protonado, ion
pseudomolecular e ion casi-molecular (Vessecchi et al., 2011;
Murray et al., 2013).

La funcion principal del analizador de masas es aislar, de
acuerdo con la relacion m/z, los iones formados en la fuente
de ionizacion del espectrometro de masas. Actualmente hay
varios analizadores de masas disponibles, con precios y
caracteristicas muy diferentes, como rango de m/z que puede
ser analizado, precision de masa y resolucion. Los analizadores
mas conocidos son cuadrupolo (quadrupole, Q), tiempo de
vuelo (time-of-flight, TOF) y trampa ionica (ion trap, IT). Cuando
se usa un analizador solo el ion precursor (generado en la
fuente de ionizacion) se analiza. En la espectrometria de masas
secuencial (tandem-mass spectrometry, MS-MS) se combinan
diferentes analizadores en un unico instrumento. En el MS-MS
el ion precursor se selecciona en un analizador, después se
fragmenta a alta energia en una region intermediaria (célula

de choque) y los iones generados se dirigen a otro analizador
de my/z para sus separacion y el registro de datos. Las
combinaciones de MS-MS méas utilizadas son triple cuadrupolo
(QgQ) o cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF). En el caso de la
trampa iénica, la espectrometria de masas secuencial ocurre
en un mismo analizador. Las ventajas del MS-MS incluyen el
aumento de la sensibilidad y la obtencién de informaciones
estructurales basadas en el patrén de fragmentacion.

El detector monitoriza la corriente de iones, la amplifica y luego
transmite la sefial al sistema de datos. El tipo de detector

se determina de acuerdo con el tipo de analizador; los mas
comunes son la multiplicadora de electrones y la placa de
microcanal.

EsPECTRO U V-VISIBLE DE CAROTENOIDES
Caracteristicas generales

Las caracteristicas generales del espectro de los carotenoides
se discuten en el capitulo 1. Las longitudes de onda de
maéxima absorcion (A__ ) de muchos carotenoides en diferentes
disolventes estan disponibles en la literatura (Britton, 1995;
Britton, Liaaen-Jensen y Pfander, 2004); sin embargo, es
comun encontrar variaciones de a3 nmenel A para

el mismo carotenoide en el mismo disolvente en diferentes

Absorbancia

Longitud de onda

FiGura 4. Representacion de la estructura fina espectral.
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Absorbancia

Longitud de onda

FiGura 5. Representacion de la intensidad de la banda cis del espectro con
respecto a la de la banda principal de absorcién.

publicaciones. Un espectro UV-visible de buena calidad se
puede obtener facilmente con un espectrofotémetro con 1

a 2 ug de un carotenoide aislado o con algunos ng en un
sistema HPLC-DAD. El espectro UV-visible de un carotenoide
puede ofrecer informacion muy Util sobre el cromoéforo, grupos
funcionales y anillos presentes. Para ello resulta Util, ademas
de considerar las longitudes de onda a la que aparecen los
maximos, calcular parametros como la estructura fina espectral
(% /1) y la intensidad del pico cis (%A,/A,) (figuras 4y 5).

Efecto del disolvente y de la estructura quimica

Las caracteristicas del espectro UV-visible de carotenoides
dependen de varios factores:

a) Disolvente: el aumento en el indice de refraccion del
disolvente produce un desplazamiento batocrémico (a

TaBLA 2. Caracteristicas del espectro UV-visible en MeOH/MTBE y del espectro de masas de isémeros de o- y -caroteno

obtenidas por HPLC-DAD-MS

Carotenoides A, (M)
(mimero de d.e.c.
de la cadena+anillo B)*

(15Z)-p-caroteno (9+2p) 337,420,449, 472
(132)-B-caroteno (9+2) 338,420,444,470
(todo-E)-oi-caroteno (9+10) 420, 445,473
(92)-a-caroteno (9+1P) 330, 420,444,472
(todo-E)-B-caroteno (9+2f3) 421,452,478
(92)-B-caroteno (9+2) 338,420,447,472

% % MS y MS-MS **
11111 AJA, (m/?)

10 61 537,444

12 47 537,444

66 0 537,481,444

60 9 537,481,444

25 0 537,444

20 18 537,444

Fuente: De Rosso y Mercadante (2007). *Los compuestos se presentan en orden de menor a mayor tiempo de elucién en columna C, .

** Los fragmentos en negrita se detectaron mediante MS-MS.
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C-caroteno

respuesta del detector

FiGura 6. Espectros de absorcion
UV-visible de {-caroteno y

licopeno

X X A g N x X

C-caroteno (7 d.e.c.)

X B T i i g g x

licopeno (11 d.e.c.)

licopeno obtenido por HPLC-

250 300 350 400 450 500 550 600
DAD en MeOH/MTBE. nm

longitudes de onda mayores). El aumento de la polaridad

del disolvente, por su parte, produce disminucion de la
estructura fina espectral. Por ejemplo, el licopeno presenta
A, de 444,470,502 nm en eter de petroleo y de 458, 484,
518 nm en cloroformo. Por lo tanto, siempre debe indicarse el
disolvente utilizado para la obtencién del espectro UV-visible,
especialmente cuando se obtiene mediante un DAD durante
HPLC en gradiente de fase movil.

b) Numero de dobles enlaces conjugados: como ya se ha
comentado, a medida que el nimero de d.e.c. aumenta,

la energia necesaria para promover las transiciones de los
electrones disminuye y las A___aumentan (ecuacion 3) (tabla
2). La figura 6 muestra la diferencia de 70 nmenla __ de

un caroteno lineal con 7 d.e.c. ({-caroteno) y de otro con 11
d.e.c. (licopeno) en gradiente de MeOH y éter metil-tert-butilico
(MTBE).

c) Isomeria Z/E: como se dijo en el capitulo 1 existen
importantes diferencias en los espectros de isbmeros
geométricos de un mismo carotenoide. Asi, se produce un

desplazamiento hipsocrémico (a longitudes de onda menores)
de 2 a 6 nm del méaximo de absorcion para isémeros mono-Z.
Dicho desplazamiento puede llegar a ser de hasta 34 nm para
isbmeros tetra-Z, como el prolicopeno, si bien estos isémeros
con cuatro dobles enlaces en configuracion Z son raros. En los
espectros de isbmeros Z también se observa una disminucion
en la absorbancia, reduccién en la estructura fina espectral y
la aparicion de una nueva banda de absorciéon, conocida como
pico cis, aproximadamente a una longitud de onda 142 nm por
debajo de la banda de mayor A (). En la figura 7 se observa
que la estructura fina (% Ill/Il) disminuye y la % A,/A, aumenta
a medida que el doble enlace en configuracion Z se aproxima
al centro de la molécula.

d) Grupo terminal ciclico: algunos grupos terminales (como el &,
entre otros) no tienen dobles enlaces conjugados con la cadena
poliénica (figura 8), por lo que no forman parte del cromdforo y
no afectan significativamente el espectro UV-visible. Como ya
se comento en el capitulo 1, el doble enlace del anillo B esta
conjugado con la cadena poliénica, pero no en el mismo plano.
Como consecuencia, se producen impedimentos estéricos
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Ficura 8. Grupos terminales presentes en las moléculas de carotenoides. ‘

de tal forma que el valor de %llI/ll disminuye y se produce un
desplazamiento hipsocrémico en comparacion con el grupo
terminal aciclico ¥ (presente por ejemplo en el licopeno), donde
todos los dobles enlaces conjugados son coplanares. Asi, por

Ficura 7. Isémeros de B-caroteno. a) Espectros de absorcién en el UV-visible, obtenido por HPLC-DAD en MeOH/MTBE, b) Estructuras quimicas.

ejemplo, en MeOH/MTBE, el B-caroteno con 11 d.e.c. (9 en la
cadena + 2 en los anillos B) presenta A a 421, 452, 478 'y %
/Il = 25, mientras el y-caroteno, con 10 d.e.c. + 1 en el anillo
B posee A, a430, 461,492 nmy % llI/Il = 68y el licopeno,
también con 11 d.e.c. en la cadena poliénica, posee A __ a 446,
472,503y % /Il = 75.

Las caracteristicas espectrales presentadas en la tabla 2

son muy Utiles para diferenciar facilmente los isomeros Z de
B-caroteno y de a-caroteno. A pesar de que el (todo-£)-y
(92)-a-caroteno asi como el (132)-B-caroteno presentan la
mismo A, la baja estructura fina espectral de este ultimo ya
indica que se trata de un isémero Z del B-caroteno y no del
a-caroteno, que posee un anillo e y otro . Independientemente
de la localizacion del enlace en la configuracion Z, todos los
isémeros Z de B-caroteno presentaron el pico cis a 337-338
nm, mientras que en el (92)-a-caroteno se observé a 330 nm.
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Carotenoide

B-citraurineno (9 d.e.c.)

W\VWW
HO

B-citraurina (10 d.e.c.)

CHO
AN N
HO

3-hidroxi-sintaxantina (10 d.e.c.)

(0]
T TIXTIXIYINYTYY
HO

metil-3-apo-8-carotenoato (10 d.e.c.)

COOH
W%( 3

B-citraurinol (9 d.e.c.)

H,OH
WYWCZO
HO

403, 425, 450 (hexano)
402, 424, 450 (etanol)

453 (hexano)
452 (etanol)

446, 474 (hexano)
(426), 447, (475) (etanol)

(417), 442, 465 (hexano)

403, 426, 450 (hexano)

|
A en nm (disolvente)

I Figura 9. Estructura quimica y longitudes de onda de madxima absorcién de carotenoides con diferentes grupos quimicos terminales.

Datos extraidos de G. Britton, S. Liaaen-Jensen, H. Pfander (2004).
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e) Grupo carbonilo: cuando existen grupos carbonilos

en conjugacion con la cadena poliénica el cromoforo se
extiende. Eso resulta en un desplazamiento batocrémico vy,
en general, en la pérdida de la estructura fina espectral. El
grado de desplazamiento y de estructura fina depende de la
funcion quimica y de la longitud de la cadena poliénica del
carotenoide. Por ejemplo, el efecto batocrémico de un acido
carboxilico o éster es menor que el de un aldehido (figura 9).

f) Grupo epodxido: la adicion de un grupo epoéxido a un doble
enlace solamente causa desplazamiento hipsocromico
cuando el doble enlace formaba parte del sistema de d.e.c. La
presencia de un grupo 5,6-epoxido en un anillo f provoca una
disminucion de ca. 6 nmen las A__ (debido a la “pérdida” de

un d.e.c. en el anillo) y aumento en la estructura fina, mientras
que la presencia de un anillo 5,8-epdxido en un anillo B
produce un desplazamiento hipsocrémico de 15-20 nm, debido
a la "pérdida” de 2 d.e.c. (uno en el anillo B y otro en la cadena
poliénica central) (figura 10).

g) Grupo hidroxilo: los grupos hidroxilos tienen poca o ninguna
influencia en el espectro UV-visible, como se puede comprobar
en la figura 9.

Cabe destacar que cualquier modificacion en la estructura
quimica que no provoque cambio en el cromdéforo, como
adicion de grupos funcionales que no estén conjugados con el
conjunto de d.e.c., no altera el espectro UV-visible.

A 0 e T e g g R e T S S
o o

5,6-epoxi-B-caroteno

445
473

420 415

respuesta del detector
respuesta del detector

B Z T e S T S

5,6:5°,6’-diepoxi-B-caroteno

439 468

o

[¢]

5,8-epoxi-B-caroteno

I

427
452

403

respuesta del detector

A (nm)

250 300 350 400 450 500 550 600250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm) A (nm)

' Ficura 10. Estructuras quimica y espectros UV-visible, obtenidos por HPLC-DAD en MeOH/MTBE, de epdxidos de b-caroteno.
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ESPECTRO DE MASAS DE CAROTENOIDES

Los datos mas importantes obtenidos a partir del espectro de
masas son la masa molecular del compuesto y los patrones
de fragmentacion caracteristicos de su estructura. Como la
cadena poliénica de los carotenoides puede estabilizar tanto
carga positiva como negativa, los carotenoides forman iones
estables con diversas técnicas de ionizacion. Para obtener un
buen espectro de masas se requiere pequena cantidad de
muestra, generalmente pocos ug.

En la bibliografia hay muchos espectros, datos y fragmentos
obtenidos por El, los cuales se encuetran compilados en un
trabajo (Enzell y Back, 1995). No obstante, como esta fuente
de ionizacion no puede ser acoplada al HPLC, los datos

que se usan comunmente en la actualidad se han obtenido
principalmente con ionizacion por APCI en el modo positivo (De
Rosso y Mercadante, 2007a; Van Breemen, Dong y Pajkovic,
2012). Asi, solamente los espectros obtenidos con esta técnica
se discutiran en este capitulo. En este sentido hay que tener
en cuenta que, debido a que diferentes técnicas de ionizacion
pueden producir diferentes patrones de fragmentacion para el
mismo carotenoide, la interpretacion de espectros de masas
basada en la bibliografia debe ser realizada con cuidado.

Masa molecular y fragmentacion
de la cadena poliénica

En la fuente APCI en el modo positivo, en general se

detecta el pico de masa atdbmica mas alta, con valor impar,

que corresponde a la molécula protonada ([M+H]*) del
carotenoide. Normalmente es el pico de mayor intensidad (pico
base) en el espectro de masas, con algunas excepciones. En

el modo negativo, se detectan tanto la molécula desprotonada
([M-HT") como el ién molecular cargado negativamente ([M®]7)
(Mariutti et al., 2012; Van Breemen, Dong y Pajkovic, 2012). Las
fragmentaciones logradas por MS-MS, consecuecia de la masa
molecular y de los grupos terminales y funcionales, confirman
la atribucién correcta del pico de la molécula protonada.

En la cadena poliénica, se han observado pérdidas de

tolueno (92 u) y a veces de metil-ciclopentadieno (80 u) en

los espectros de carotenos y xantofilas obtenidos por APCI,
tanto en el modo positivo como en el negativo (De Rosso y
Mercadante, 2007; Mariutti et al., 2012; Van Breemen, Dong

y Pajkovic, 2012). La pérdida de xileno (106 u) es menos
frecuente en apci (De Rosso y Mercadante, 2007; Van Breemen,
Dong y Pajkovic, 2012). A veces, ademas de estas pérdidas se
observan otras que corresponden a grupos funcionales (figura
11). Como la pérdida de por lo menos uno de esos compuestos
se verifica en todos los carotenoides, estas informaciones son
Utiles para confirmar la atribucion de la [M+H]*, aunque tenga
poca utilidad para distinguir entre los carotenoides.

Fragmentaciones desde
los grupos terminales y funcionales

En relacion con los anillos (tabla 3), se han observado pérdidas
del anillo B-ionona (124 u) y de este anillo acompafado de un
grupo metileno (137 u) desde la [M+H]* en B-caroteno y en
a-caroteno, mientras la eliminacion de parte del anillo e- se
verificd en a-caroteno (De Rosso y Mercadante, 2007) y en
luteina (Mariutti et al., 2012; Van Breemen, Dong y Pajkovic,
2012).

La pérdida de agua desde la molécula protonada revela la
presencia de grupos oxigenados. Estas pérdidas pueden ser
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Ficura 11. Estructuras quimicas y espectros de masas de luteina y zeaxantina mostrando la fragmentacion en la fuente.

sucesivas en xantofilas di-hidroxiladas. Por ejemplo, luteina

y zeaxantina tienen el mismo peso molecular (568 Da) y, en
consecuencia, la misma [M+H]* en m/z 569. A pesar de

este hecho, la diferenciacion entre estos dos carotenoides
puede realizarse con base en la intensidad relativa del pico
de la [M+H]* en comparacion con el fragmento a m/z 551
([M+H-18]%). En la zeaxantina la mayor intensidad del pico
de la [M+H]* en comparacion con el fragmento a m/z 551
confirma que los grupos hidroxilos no son alilicos al doble
enlace del anillo. Por otro lado, el espectro de la luteina posee
caracteristicas opuestas. Esto es, el pico correspondiente a
la pérdida de agua posee mayor intensidad que el pico de la
[M+H]* (figura 11). Esta caracteristica fue también utilizada
para diferenciar zeinoxantina y a-criptoxantina, ya que
ambos poseen el mismo espectro UV-visible y la misma masa
molecular (De Rosso y Mercadante, 2007), aunque solamente
el ultimo presente actividad de vitamina A.

Segun lo comentado en la seccion “Nociones basicas de

espectrometria de masas”, el uso de MS-MS es necesario para
confirmar el origen del fragmento. Por ejemplo, los epoxidos
5,6 y 5,6’ de B-criptoxantina poseen el mismo cromoéforo

y, por lo tanto, espectros UV-visible idénticos, asi como la
misma masa molecular de 568 Da. Ambos epdxidos presentan
[M+H]* de 569 u y pérdida de agua (m/z 551), tanto en la
fuente de ionizacién como en el MS-MS (tabla 3). El modo méas
facil de diferenciarlos es a través de la presencia en el MS-MS

de los fragmentos a m/z 205 o 221, respectivamente (figura 12).

Los ésteres de xantofilas que se encuentran de forma natural
en muchas fuentes, como por ejemplo frutas, estan acilados
con diferentes acidos grasos. Como ya se ha comentado,
dichos ésteres se hidrolizan durante la saponificacion. Los
ésteres presentan caracteristicas del espectro UV-visible
idénticas a aquellas del carotenoide libre, sin embargo pueden
ser identificados por MS, ya que que sus pesos moleculares
dependen de los acidos grasos presentes. A pesar de que

el pico de la [M+H]* puede ser de baja intensidad o incluso
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TaBLA 3. Fragmentos caracteristicos del espectro de masas de carotenoides obtenidos mediante APCI en el modo positivo

Grupos terminales y funciones quimicas Fragmentos caracteristicos (MS y/o MS-MS)

anillo B [M+H-124]*, [M+H-137]*, 269, 177, 137

anillo € [M+H-56]*, [M+H-123]*, [M+H-139]*, 177, 137,123
grupo y [M+H-69]*

grupo hidroxilo [M+H-18]*

grupo aldehido [M+H-18]*

grupo ceténico [M+H-18]*

grupo 5,6- 0 5,8-epoxido [M+H-18]*, 205 (anillo B), 221 (anillo B hidroxilado)

Fuente: De Rosso y Mercadante (2007); Mariutti ef al. (2012); Van Breemen, Dong y Pajkovic (2012).
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Ficura 12.A. Estructuras quimicas, espectros en el UV-visible (obtenidos por HPLC-DAD en MeOH/MTBE) y espectros de masas MS y MS-MS
(ionizacién APCI en modo positivo) de 5,6-epoxi-B-criptoxantina y 5,6’-epoxi-B-criptoxantina.
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Ficura 12.B. Estructuras quimicas, espectros en el UV-visible (obtenidos por HPLC-DAD en MeOH/MTBE) y espectros de masas MS y MS-MS
(ionizacién APCI en modo positivo) de 5,6-epoxi-B-criptoxantina y 5,6’-epoxi-B-criptoxantina.

inexistente debido a la intensa fragmentacion en la fuente de
ionizacion, siempre se detectan fragmentos de alta intensidad
correspondientes a la eliminaciéon de una o dos moléculas

de &cidos grasos en el MS (Breithaupt, Wirt y Bamedi, 2002;
Mellado-Ortega y Hornero-Méndez, 2012; Van Breemen, Dong
y Pajkovic, 2012). Hay que tener en cuenta, sin embargo, que
en algunos casos la interpretacion de los espectros de MS
puede ser dificil debido a la presencia de triacilgliceroles en la
muestra.

A pesar de que se utiliza poco para carotenoides, la ionizacion
en el modo negativo puede complementar la informacion

obtenida por ionizacién en el modo positivo (Van Breemen,
Dong y Pajkovic, 2012). Ademas, la ionizacion en el modo
negativo puede usarse para evitar la ionizacion preferencial
de los lipidos en el modo positivo. Por ejemplo, un ruido de
fondo elevado, probablemente debido a los iones positivos de
los lipidos presentes en la muestra, dificultd la identificacion
de las moléculas protonadas y la interpretacion del patron

de fragmentacion (aun por MS-MS) de los carotenoides de
estrella de mar (Mariutti et al., 2012). Por ejemplo, se observo
una sefial muy intensa a m/z 369, correspondiente a la [M+H]*
del colesterol. Por el contrario, en modo negativo, se formaron
principalmente iones moleculares de carotenoides cargados
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negativamente [M*]™ y los lipidos no se ionizaron (Mariutti et al.,
2012).

DERIVATIZACIONES QUIMICAS

Las reacciones-derivatizaciones quimicas se utilizaban

hasta la popularizacion del equipo de HPLC-DAD-(APCI)-
MS; sin embargo, estas reacciones siguen siendo Utiles,
sobre todo para la identificacion de carotenoides de fuentes
no estudiadas. Estas técnicas requieren normalmente

una cantidad pequefia de muestra y la reaccion puede
monitorearse por espectrometria en el UV-visible o por HPLC,
entre otros métodos.

La isomerizacion térmica de un patréon de carotenoide

puede utilizarse para indicar o confirmar la presencia de
isémeros Z en la muestra, evaluando la coincidencia de
caracteristicas espectrales y cromatograficas en HPLC-DAD.
Este procedimiento fue aplicado con éxito para confirmar la
presencia de isdmeros Z de astaxantina en la estrella de mar
(Mariutti et al., 2012) y de B-criptoxantina en algunas frutas (De
Rosso y Mercadante, 2007a).

Por otra parte la adicién de acido cataliza la transformacion

de 5,6-epdxidos a 5,8- epdxidos, que puede ser monitoreda
tanto por UV-visible como por HPLC-DAD (Meléndez-Martinez
et al., 2005), lo que ayuda a confirmar la presencia de grupos
5,6-epdxidos en la estructura del carotenoide. Se pueden
reducir ceto-carotenoides con LiAIH4 o NaBHy, para formar los
alcoholes correspondiente. Por ejemplo, la astaxantina presenta
un espectro UV-visible con %llI/11=0y el alcohol formado,
crustaxantina, posee el tipico espectro con tres bandas bien
definidas y %ll1l/11=35-40, en MeOH/MTBE (Mariutti et al., 2012).

En el capitulo 3 se proporciona informaciéon mas detallada
sobre algunas de estas reacciones.

RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR Y DICROISMO CIRCULAR

La técnica méas poderosa para la elucidacion de la estructura
de un compuesto es NMR. El entorno de cada atomo de
hidrogeno del carotenoide puede evaluarse por medio del
espectro de 'H-NMR. Los espectros de NMR de 13C sirven
para evaluar el tipo de cada atomo de carbono y su entorno.
Asi, los espectros de NMR son esenciales para la elucidacion
de la estructura de un nuevo carotenoide, incluyendo la
localizacion exacta de los dobles enlaces en configuracion Zy
la estereoquimica relativa; no obstante, no ofrece informaciones
sobre la configuracion absoluta del compuesto. Tanto la
medida como la interpretacion de un espectro de NMR son
laboriosas debido al gran numero de hidrogenos presente en
los carotenoides, muchos de los cuales son muy parecidos
quimicamente, pero no exactamente equivalentes. Por
ejemplo, la mayoria de los hidrogenos de la cadena poliénica
central absorben en la region de 6,1-6,7 ppm, y dan senales
superpuestas. Ademas, la interaccion entre hidrégenos
implica que la sefal de un proton esté dividida, apareciendo
como dobletes, tripletes, cuadrupletes o multipletes. Esta
multiplicidad hace el espectro aun mas complejo, requiriendo
la realizacion de experimentos bidimensionales.

Por otra parte, para obtener un buen espectro de NMR

se necesita el compuesto puro y en cantidades mucho

mas elevadas (tipicamente al menos 1 mg) de las que son
necesarias para UV-visible y MS. En la bibliografia existe una
compilacion muy completa de desplazamientos quimicos de
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carotenoides, incluyendo algunos isomeros (Englert, 1995).

La determinacion de la configuracion absoluta de un
carotenoide es posible mediante dicroismo circular (CD).
La interpretacion del espectro sélo puede hacerse por
comparacion con compuestos de referencia o modelos con

quiralidad conocida. La cantidad de muestra requerida es baja

(5-50 ug), sin embargo los equipos de cb no estan al alcance
de todos los laboratorios.

CONSIDERACIONES FINALES

Como ya se ha comentado en otros capitulos, el andlisis de
carotenoides es inherentemente dificil y se pueden introducir
errores en todas las etapas del proceso. Los instrumentos
como HPLC-DAD-MS ofrecen varias ventajas, al combinar la
cromatografia como método de separacion con métodos de

identificacion que proporcionan al mismo tiempo informaciones

sobre el cromoéforo y el peso molecular para cada pico del
cromatograma.
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CariTULO 5

ESTRATEGIAS EN METABOLOMICA
PARA EL ESTUDIO DE LOS

CAROTENOIDES EN PLANTAS Y
SU ACCION EN EL ORGANISMO

HUMANO

Maria Dolores Luque de Castro y Maria Molina-Calle

LA METABOLOMICA COMO MARCO
DE ESTUDIO DE LOS CAROTENOIDES

El auge de la metaboldmica en la Ultima década ha hecho que esta disciplina adquiera
un papel cada vez mas importante en estudios sobre la elucidacion de mecanismos,
rutas y comportamiento de sistemas vivos, asi como en estudios sobre la interaccion
de estos sistemas con el medio. En sus comienzos, esta nueva “6mica” fue definida por
Fiehn (2002) como “un andlisis global, exhaustivo, en el que se identifican y cuantifican
todos los metabolitos de un sistema biolégico”. Desde entonces, la metabolémica se
ha definido de diferentes formas en numerosos articulos y revisiones cientificas, por

lo que Beyodlu e Idle (2013) aunaron todas ellas en una definicion amplia de la nueva
disciplina como “el estudio global y no sesgado del conjunto de moléculas pequefias
(<1 kDa) en un biofluido, tejido, 6rgano u organismo”.

La metaboldmica esta directamente relacionada con el resto de las émicas como
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Ficura 1. Relacion entre las distintas 6micas en funcién del flujo ‘
de informacién biolégica, desde la carga genética hasta su expresion final
como metabolitos.

consecuencia del flujo de informacion bioldgica (figura 1)
(Gomase et al. 2008). Asi, la gendmica es la dmica que estudia
el ADN de un organismo o célula, es decir, su carga genética
0 su genotipo. El siguiente eslabdn en el flujo de informacion
es el ARN mensajero, que estudia la transcriptomica y apoya
la informacion para el estudio de las proteinas, objeto de la
protedmica. El objetivo de la ultima de las grandes émicas son
los metabolitos, resultado de la accion enzimatica de ciertas
proteinas.

El conjunto de moléculas pequefias objeto de la metabolémica
conforma el metaboloma, definido como “la serie completa de
todos los metabolitos formados por una célula en respuesta a
su metabolismo, que comprende el endometaboloma (todos
los metabolitos intracelulares) y el exometaboloma (todos los
metabolitos excretados al fluido extracelular)”. EI metabolismo,
en definitiva, es una red extensa de reacciones metabdlicas en
la que los productos de una reacciéon son los reactantes de otra
subsiguiente. Por ello, se define metabolito como “cualquier
intermedio o producto final del metabolismo, usualmente
restringido a pequefas moléculas que no estan genéticamente
codificadas”. En funcion tanto de las rutas metabdlicas en las
que estan implicados los metabolitos como de su funcion se
pueden clasificar en:

a) Metabolitos primarios: aquellos que estan directamente
implicados en el crecimiento, desarrollo y reproduccion del
organismo.

b) Metabolitos secundarios: los que no estan directamente
implicados en los procesos de crecimiento, desarrollo y
reproduccion, pero generalmente tienen una funcion biolégica
importante como, por ejemplo, la defensa contra predadores,
parasitos o enfermedades, competencia entre especies o para
facilitar los procesos de reproduccion (colores, olores, etc.).

El metaboloma y, por lo tanto, el estado metabdlico de

un ser vivo, puede verse afectado por diversos factores
intrinsecos (edad, estado de salud, estado reproductivo, etc.) y
extrinsecos (nutrientes, compuestos artificiales como pesticidas
o fertilizantes, en caso de plantas, y farmacos, contaminantes,
etc., en caso de animales y seres humanos). Por eso, el estudio
del metaboloma es de gran importancia para conocer el estado
de un organismo y cémo le afecta su entorno.

El metaboloma esta considerado la Ultima expresion de la
informacion bioldgica, por lo que se relaciona directamente
con el fenotipo. Como ejemplos se pueden considerar los
pigmentos, que afectan el color de la piel y el pelo, o la
acumulacion de azucares, que proporciona el sabor dulce a
la fruta. La informacion obtenida a partir de todas o algunas
de estas 6micas puede combinarse para conseguir un
conocimiento mas completo de la biologia de un organismo v,
en consecuencia, de los procesos que afectan el crecimiento,
el envejecimiento, las reacciones a estimulos externos, etc. El
uso de la informacién combinada proveniente de varias émicas
constituye la biologia de sistemas.

La metabolémica presenta importantes ventajas para el
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estudio de un sistema biolégico con respecto al resto de las
Omicas. Para llevar a cabo este tipo de estudios se utilizan
plataformas analiticas que se caracterizan por tener una
excelente reproducibilidad analitica y biolégica con un bajo
costo de analisis por muestra, en contraposicion a los costos de
aplicacion de cualquiera otra de las grandes dmicas. Ademas,
la metabolémica es minimamente invasiva, no requiere una
preseleccion de los analitos y permite llevar a cabo estudios
exploratorios. Sin embargo, esta disciplina presenta ciertas
caracteristicas que la hacen mas compleja que otras émicas

en algunos aspectos. Los metabolitos son moléculas muy
diversas quimicamente, no se encuentran confinados, como

en el caso del ADN, y estan presentes en el organismo en una
gran numero (en el ser humano puede haber unos diez mil
metabolitos, mientras que un sistema vegetal puede alcanzar
hasta 200.000) y en un amplio rango de concentraciones que
puede abarcar hasta nueve 6rdenes de magnitud (de picomoles
a milimoles). La gran variedad de analitos y su amplio rango de
concentraciones hacen necesaria la aplicacion de técnicas muy
diversas, tanto para la preparacion de la muestra como para

el analisis de los metabolitos en cuestion, jugando un papel
clave la experiencia del investigador para seleccionar las mas
adecuadas en funcion de la naturaleza de los metabolitos a
determinar y de la matriz de la muestra.

La enorme variedad de metabolitos y de tipos de sistemas

que abarca la metabolémica ha dado lugar a la division de

la disciplina en subdisciplinas, entre las que destacan por

su extension la lipidémica (dividida a su vez en diferentes
ramas en funcién de la clase de lipidos considerados: acil-
lipidémica, glicerofosfolipidémica, etc.), y la nutrimetabolémica,
mediante la que se estudian las dosis y cambios temporales
en compuestos de bajo peso molecular en respuesta a
tratamientos dietéticos. Mientras que en lipidémica la extension

la establece el numero de clases, subclases, familias, etc. de
lipidos que existen y sus acciones clave para el funcionamiento
del organismo, en el caso de la nutrimetabolémica su
importancia viene dada por la variedad entre sujetos que

a su vez da lugar a su diferente comportamiento frente a

los alimentos, lo que justifica la investigacion sobre la dieta
personalizada.

ESTRATEGIAS ANALITICAS EN
METABOLOMICA Y SUS PRINCIPALES
OBJETIVOS

Existen distintas estrategias analiticas en metabolémica entre
las que se puede elegir dependiendo del objetivo del estudio.
En general, todas ellas se caracterizan por un costo menor de
analisis por muestra y tiempos de analisis mas cortos que en
las otras grandes émicas.

Perfil metaboldmico

El perfil metaboldémico o metabolomic profiling se utiliza para
clasificar muestras con base en una caracteristica determinada
(procedencia, relevancia u origen bioldgico). Se utilizan
espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) o de
espectrometria de masas (MS) del conjunto de metabolitos en
estudio para obtener un conjunto de sefiales caracteristicas. Es
una estrategia répida, pero los datos obtenidos son genéricos,
ya que no aportan informacion especifica de los metabolitos,
por lo que se orientan a la clasificacion rapida de numerosas
muestras utilizando estadistica multivariante. Como ejemplo,
Van Ruth et al. (2011) analizaron el conjunto de carotenoides
de la yema de huevo mediante esta estrategia para discriminar
entre huevos convencionales y organicos.
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Analisis orientado

El analisis orientado (dirigido) o targeted analysis se restringe
a un numero limitado de metabolitos (a veces un Unico
metabolito) que han sido caracterizados previamente, por

lo que representa una pequefia fraccion del metaboloma.

La cuantificacion de metabolitos clave con funciones bien
definidas en rutas metabdlicas puede usarse para la deteccion
de perturbaciones de estas rutas, lo que permite obtener
informacion sobre el estado general del sistema en estudio.
El analisis orientado, al estar enfocado a un grupo reducido
de metabolitos, requiere una etapa de preparacion de la
muestra generalmente laboriosa como, por ejemplo, una
extraccion en fase solida (SPE). Ciertos autores argumentan
que el analisis orientado no puede considerarse una
estrategia de la metaboldémica, sino un mero anélisis de un
numero limitado de compuestos. No obstante, la seleccion
de esos compuestos para realizar el seguimiento de un
proceso metabdlico (o para la discriminacion entre diferentes
comportamientos metabdlicos) constituye estrictamente un
estudio metabolémico.

Analisis metabolémico global

El analisis metabolémico global o untargeted analysis se refiere
al andlisis cualitativo y cuantitativo de todos los metabolitos
presentes en un sistema. Es una estrategia que requiere la
integracion de los resultados obtenidos por aplicacion de
diferentes métodos de preparacion de la muestra y distintos
métodos de analisis basados en diferentes técnicas de
separacion y de deteccion. Ademas, el conjunto de datos
obtenidos mediante la aplicacion de estos métodos es

muy extenso, por lo que requiere tratamientos con técnicas
quimiométricas avanzadas para convertirlos en datos

manejables vy, finalmente, en resultados interpretables. Los
metabolitos se identifican mediante dos vias: La comparacion
con patrones o con bases de datos especializadas
(preferiblemente mediante ambas para una identificacion
segura). Esta estrategia permite la identificacion de nuevos
metabolitos que estén implicados en rutas metabdlicas vy, por lo
tanto, el conocimiento de dichas rutas.

HERRAMIENTAS ANALITICAS
UTILIZADAS EN METABOLOMICA

La seleccion de las herramientas analiticas mas adecuadas
en cada caso depende del objetivo del estudio, que a su vez
delimitara la estrategia analitica a utilizar y, por lo tanto, el
método analitico que se requiere poner a punto:

a) Para obtener el perfil metabolémico, la situacion mas comun
es un analisis directo de la muestra precedido de etapas muy
simples, como la dilucién o la eliminacion de proteinas.

b) Cuando se trata de analisis orientado los protocolos son
mas selectivos, ya que es necesario obtener la fraccion
deseada eliminando o minimizando la presencia de especies
interferentes; lo que en definitiva requiere un mayor nimero de
etapas en la preparacion de la muestra.

c) Si se trata del analisis metabolémico global se requieren
protocolos genéricos no selectivos con el fin de identificar el
mayor numero posible de metabolitos.

En la figura 2 se muestra el diagrama de flujo de un proceso
analitico en metaboldmica en funcion de la estrategia, que
se puede resumir en las siguientes etapas: seleccion y
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Seleccion del tipo de muestra y muestreo
|

Interrupcion
del metabolismo

Extraccion
de los metabolitos

I

Concentracion / Limpieza

Anélisis orientado /

Andlisis global metabolémico

I l

Separacion uni o bidimensional Analisis
(LC, gc, ce) directo
Deteccion (MS,
NMR, IR, UV-visible)
MS o NMR

Validacion /

Perfil metabolémico

Ficura 2. Esquema general del proceso analitico en metaboldmica.

preparacion de la muestra, extraccion de los metabolitos y

anéalisis con o sin separacion previa.

Seleccion del tipo de muestra y muestreo

Una vez planificado el estudio a realizar, la primera etapa es

el muestreo, la primera etapa del tratamiento en el caso de
muestras liquidas es la eliminacion de particulas en suspension
o la precipitacion de proteinas, si se trata de muestras

clinicas; mientras la extraccion de los metabolitos en muestras
vegetales solidas se facilita mediante secado y pulverizacion o
por trituracion de la muestra.

la seleccion de la muestra que, dependiendo del sistema,

puede ser un biofluido, células o tejidos en analisis animal o
clinico, u hojas, frutos, raices, flores, etc., si se trata de plantas.
La etapa de muestreo es de gran importancia ya que influira
decisivamente en el resultado final. La representatividad es la
caracteristica fundamental de un buen muestreo. Realizado

La etapa de interrupcion del metabolismo es clave para

su estudio in vivo, ya que su objetivo es evitar los cambios
causados por la actividad enzimatica desarrollados tras el
muestreo. Esta etapa debe ser muy rapida, practicamente
instantanea, compatible con las siguientes etapas del proceso
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analitico, y no debe producir cambios fisicos o quimicos en los
metabolitos. Estos requerimientos hacen que las alternativas
mas empleadas en esta etapa sean la disminucion de la
temperatura hasta un intervalo comprendido entre —20 y —80 °C
y el uso de valores extremos de pH, tanto acidos como basicos.

Extraccidon de los metabolitos

Las caracteristicas de la etapa genéricamente conocida

como extraccion dependen del estado fisico de la muestra

y del tipo de estrategia metaboldomica subsiguiente, pero su
objetivo es siempre separar, de forma mas o menos selectiva,
los metabolitos en estudio de la matriz de la muestra. Mientras
en analisis orientado se requiere una alta selectividad, esta
caracteristica en analisis global conduciria a una muestra
tratada con escaso numero de metabolitos, situacion no
deseable. El estado fisico de la muestra condiciona la técnica
utilizada para conseguir el aislamiento mas o menos selectivo
de los metabolitos, que puede ser extraccion liquido-liquido
(LLE) o SPE en el caso de muestras liquidas. La ultima de estas
técnicas, asi como su version miniaturizada —microextraccion
en fase solida (SPME)— se utilizan ampliamente en sus
versiones manuales y automatizadas para la limpieza de la
muestra o la preconcentracion de los metabolitos o con ambos
objetivos. Los compuestos retenidos dependeran del tipo de
sorbente utilizado y pueden ser los metabolitos de interés

o las especies potencialmente interferentes. El pequefio
volumen de muestra que se requiere en SPME la convierte en
una herramienta muy util en analisis clinicos. La seleccion del
eluyente juega un papel clave en el factor de preconcentracion
que se consigue con la SPE en cualquiera de sus formatos.

La obtenciéon de una disolucion de los metabolitos a partir de
una muestra solida puede basarse en digestion (de uso poco

frecuente) o en extraccion solido-liquido, mas propiamente
conocida como lixiviacion. Las diferentes alternativas para llevar
a cabo esta ultima incluyen las técnicas convencionales, como
la maceracion y la extraccion Soxhlet, muy utilizadas por su
simplicidad y el bajo costo del dispositivo experimental. Una
mejora sustancial en la eficiencia y en el tiempo de extraccion
se ha conseguido al sustituir las técnicas convencionales por
otras basadas en el uso de liquidos sobrecalentados o fluidos
supercriticos. Inconvenientes de cada uno de estos tipos de
extraccion son que en los primeros se utilizan temperaturas altas
que pueden degradar los compuestos termolabiles; mientras los
fluidos supercriticos (generalmente CO,) son no polares, por lo
que la lixiviacion de compuestos polares o idnicos requiere el
uso de coextractantes que complican el método en cuestion. La
extraccion con CO, supercritico puede proporcionar métodos
muy selectivos, como en el caso de la extraccion de la cafeina
del café y del té (Park et al. 2007), pero con el inconveniente del
alto costo de adquisicion y de uso (teniendo en cuenta que la
despresurizacion del sistema proporciona el extracto seco, pero
que la ausencia de residuos del extractante requiere que éste
sea de alta pureza). La extraccion con etanol sobrecalentado la
han utilizado Mustafa et al. (2012) para obtener los carotenoides
de zanahorias desechadas; mientras que Liau et al. (2010)
usaron CO, supercritico con etanol como coextractante para
extraer lipidos y carotenoides de microalgas de la especie
Nannochloropsis oculata.

Energias auxiliares como microondas (MW) o ultrasonidos

(US) se han utilizado en una amplia variedad de muestras

para favorecer la transferencia de masa del sélido al lixiviante.
La limitacion en la aplicacion de alguna de estas energias

es la termolabilidad de los metabolitos (en el caso de las

MW) y la produccién de radicales libres en medios polares
sometidos a la accién de los US. La eficacia de la lixiviacion de

CAROTENOIDES EN PLANTAS Y SU ACCION EN EL ORGANISMO HUMANO

5. ESTRATEGIAS EN METABOLOMICA PARA EL ESTUDIO DE LOS

—
o
o




carotenoides asistida por US en comparacion con la extraccion
convencional se puso de manifiesto en el estudio de Ye et al.
(2011), en el que demostraron que, en presencia de US, la
cantidad de estos compuestos extraida de maiz es hasta 10
veces mayor que sin la aplicacion de US y que para conseguir
extraer la misma cantidad, la extraccion con us requiere 10
veces menos tiempo.

Andlisis sin etapa de separacion:
analisis directo

Los analisis sin separacion previa se utilizan casi
exclusivamente para la obtencion del perfil metabolémico.
Para estos andlisis se usan principalmente la NMR, la MS vy,

en menor proporcion, las espectrometria infrarroja y Raman.
La NMR es una técnica no destructiva y, por lo tanto, muy

util para muestras valiosas, con una preparacion de muestra
simple y rapida (normalmente soélo requiere dilucion). Ademas,
permite obtener espectros NMR directamente de células y
tejidos, asi como monitorear metabolitos sensibles al proceso
de extraccion. Por otro lado, presenta una menor sensibilidad
que la MS, requiere el uso de disolventes deuterados, sobre
todo metanol o cloroformo, y el agua presente en los sistemas
biolégicos ocasiona interferencia, por lo que debe llevarse

a cabo la supresion de su sefal. Esta técnica se basa en la
absorcion de energia de una frecuencia determinada por
algunos nucleos atdmicos sometidos a un campo magnético
externo. Los nucleos atbmicos presentes en compuestos
biologicos capaces de absorber esta energia son H, *C, ®Ny
3P, de los que principalmente se usan los dos primeros, dando
lugar a las modalidades 'H- NMR y ®C- NMR. La absorcion
por cada tipo de nucleos depende de los nucleos de otra
naturaleza presentes en su entorno, por lo que es util a la hora
de determinar la estructura del metabolito en estudio. La NMR

permite la combinacion de diferentes espectros de una misma
muestra, denominadas técnicas NMR bidimensionales, con lo
que se puede conocer la interaccion de los nucleos de una
misma molécula. Aunque estas técnicas proporcionan mayor
informacion cualitativa, los tiempos de adquisicion de datos
son mas largos, incluso de un dia. Un ejemplo del uso de esta
técnica para obtener un perfil metabolémico es el estudio de
Neily et al. (2011), en el que obtuvieron el espectro 'H-NMR
de los carotenoides presentes en pieles de diferentes tomates
transgénicos a diferentes tiempos de desarrollo. Mediante
comparacion por andlisis de componentes principales (PCA)
de los espectros obtenidos consiguieron diferenciar variedades
y estadios de desarrollo.

Las espectrometrias infrarroja y Raman también se han
utilizado para la obtencion del perfil metabolémico, ya que
tienen un pequeno costo por analisis y tiempos de toma 'y
tratamiento de datos cortos. Sin embargo, al contrario que

la NMR, la informacioén estructural que proporcionan es mas
limitada y son poco sensibles. La espectrometria Raman se
utiliza para determinar el nivel de carotenoides en piel, ya que
es no invasiva y no implica peligro personal si se aplica in vivo.

La MS (basada en la ionizacion, posterior fragmentacion y
deteccioén de los iones formados por los analitos de interés) es
una técnica ampliamente utilizada, no sélo en metabolémica,
sino también en otras bmicas, como la protedmica. La
informacion que proporciona incluye la masa exacta del
metabolito y la elucidacion de su mecanismo de fragmentacion,
lo que permite la identificacion de su estructura. El andlisis sin
separacion previa presenta la ventaja respecto a otras técnicas
de que un espectrometro de masas se comporta, en cierto
modo, como un equipo de separacion, ya que permite separar
las sefiales en funcion de la relacion masa/carga (m/z) de los
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compuestos. Aunqgue la MS con inyeccion directa (DIMS) es
una técnica muy util para la obtencion del perfil metaboldmico,
la combinacién de MS y técnicas de separacion previa ha
ganado mucha importancia en metabolémica, por lo que se
explica mas detalladamente en la subseccion siguiente.

Analisis con etapa de separacion previa

Los métodos de analisis que implican separacion previa a

la deteccion, aunque se han utilizado en ocasiones para la
obtencion del perfil metabolémico, se usan mas ampliamente
en el caso de andlisis orientados y anélisis globales
metaboldémicos, ya que permiten la deteccion individual de
los metabolitos para su cuantificacion o identificacion, siendo
las técnicas cromatograficas (de gases o de liquidos) las

mas usadas en este &mbito —en menor proporcion se utiliza
la electroforesis capilar (CE)—. La cromatografia de gases
(CG) permite la separacion de compuestos volatiles, como,
por ejemplo, compuestos aromaticos. Puede incorporar un
muestreador de espacio de cabeza (HS) en el que se calienta
la muestra en un vial cerrado, creando una atmaosfera en su
interior en la que se concentran los compuestos volatiles. EI HS,
ademas, se puede combinar con la SPME, concentrando asi
los compuestos volatiles en el sorbente, como en el caso del
estudio de Donadio et al. (2011), en el que analizaron mediante
HS-SPME/GC-MS los derivados volatiles de carotenoides
generados por microorganismos en aguas salinas. Para la
separacion de compuestos menos volatiles es necesaria una
reaccion de derivatizacion de los metabolitos con la que se
aumente su volatilidad.

A pesar de que la cromatografia de gases esta muy extendida
para el analisis de compuestos volatiles asi como de acidos
grasos y fenoles previa derivatizacion, no es una técnica

de separacion util para el analisis de carotenoides, que son
compuestos termolébiles, ya que las altas temperaturas de
trabajo provocan su degradacion. Por ello, la cromatografia
liquida (LC) es la mejor alternativa para la separacion de
carotenoides. Una de las razones que apoyan su eleccion es
que los diferentes formatos de LC, desde los convencionales
hasta los cromatografos de ultrarresolucion, cubren todas las
necesidades en cuanto al tamafo de muestra, capacidad

y velocidad de separacion de los metabolitos. Ademas, la
posibilidad de uso de una gran variedad de fases moviles y de
fases estacionarias (columnas) aumenta su versatilidad para la
separacion de diferentes tipos de metabolitos. Las columnas de
fase reversa, principalmente las empaquetadas con silice (C, 0
C,e), se caracterizan por una fuerte interaccion con compuestos
de baja polaridad, mientras que las columnas de fase normal,
como las HILIC, son mas eficaces para compuestos polares.

La CE es una técnica de separacion que se usa especialmente
para analisis orientados de metabolitos polares. Para la
separacion se requiere un medio electrolitico cuya eleccion
depende de la naturaleza quimica de los metabolitos a
separar. Para metabolitos con carga permanente como
antocianos o flavonoides sulfatados se utiliza como medio
electrolitico un tampén acuoso (Bednar et al. 2005); para
metabolitos con grupos hidroxilo se requiere un pH basico,
mientras que aquellos que no pueden clasificarse como
acidos o bases (por ejemplo azucares o glucésidos fenolicos)
necesitan derivatizacion previa (Unger, 2009); por ultimo, para
compuestos poco 0 no polares es necesario utilizar un tampoén
acuoso que contenga un disolvente organico miscible como
acetonitrilo, dietilamina, etc. (Porras y Kenndler, 2005).

Tras la aplicacion de alguna de las etapas de separacion
comentadas, el detector mas utilizado en metabolémica es el
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MS, que aporta una gran exactitud en la medida de las masas
y una excelente sensibilidad. EI MS de cuadrupolo tiempo de
vuelo (QTOF) posibilita la ionizacion de los compuestos (modo
MS) y su fragmentacion (modo MS-MS) proporcionando una
exactitud en el valor de las masas obtenidas del orden de
0.0001 unidades de m/zy generando una gran cantidad de
informacion de cada uno de los metabolitos para su posterior
identificacion. Este analizador de masas se caracteriza por
proporcionar una alta selectividad, mientras que su sensibilidad
es menor que la de otros analizadores de masas como el de
triple cuadrupolo (QgQ). El QTOF se combina con frecuencia
con un cromatégrafo de liquidos o de gases para el analisis
global metabolémico.

Entre las fuentes de ionizacién mas comunes en MS, la
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) es la preferida
en andlisis de carotenoides, ya que sus condiciones de
trabajo suaves se adaptan mejor a la termolabilidad de estos
metabolitos.

La excelente sensibilidad de los equipos de aga los convierte
en los preferidos para el analisis cuantitativo en estrategias
orientadas. Este detector también ioniza y fragmenta los
metabolitos pero, a diferencia de los QTOF, registra una

sefial en el modo de analisis denominado monitoreo de
reacciones seleccionadas (selected reaction monitoring, SRM)
correspondiente a una transicion del ibn precursor (compuesto
ionizado) al i6n producto (fragmento generado). Debido a la
multiple fragmentacion de los compuestos, es necesaria una
optimizacion de los parametros de ionizacion y fragmentacion
con el fin de seleccionar el fragmento con la mayor sefial
posible sin perder la sefal del i6n precursor. Esta transicion
se relaciona con la concentracion del metabolito mediante
interpolacion de la sefial obtenida en una recta de calibrado

creada a partir de patrones de los compuestos de interés

a distintas concentraciones. Una de las mejores formas de
compensar los efectos de la supresion de ionizacion es la
utilizacion de estandares internos adecuados, cuyos mejores
exponentes son los marcados con algun isotopo estable, como
8C, BN, 80 0, mas comunmente,’H (Fernandez-Peralbo et al.,
2014).

Otro analizador de masas muy usado para analisis
metabolémico global es la trampa de iones (IT), que se
combina frecuentemente con un GC, por lo que esta orientado
al andlisis de compuestos volatiles, que pueden ser metabolitos
0 sus productos de derivatizacion. La incompatibilidad

entre las altas temperaturas con las que se trabaja en

GC y la termolabilidad de los carotenoides explica que el
acoplamiento GC- MS(IT) no se haya utilizado para el analisis
de estos compuestos, aunque si para sus derivados, como se
comenta en la seccion “Metabolismo de los carotenoides en el
organismo humano”.

Detectores mas asequibles, tanto por su costo de adquisicion
y mantenimiento como por su manejo y tratamiento de los
datos, también se han utilizado para analisis orientados en
metabolémica. Espectrofotémetros de absorcién molecular

en la zona UV-visible, tanto de tipo convencional como de
diodos en fila (DAD) y los de emision de fluorescencia (FLD)
conectados a un LC se utilizan en andlisis sencillos de pocos
compuestos 0 en etapas de optimizacion de un método en las
que la evolucion global en funcién del cambio de las variables
en estudio puede seguirse a través la comparacion del perfil
cromatografico. La omnipresencia de grupos absorbentes

en los carotenoides hace de la fotometria una técnica de
deteccion muy Util para el seguimiento de las etapas de
optimizacion, generalmente en la zona visible del espectro.
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No ocurre lo mismo en el caso de la fluorimetria, ya que la requiere herramientas quimiométricas y bioinformaticas para

emision luminiscente requiere una etapa de derivatizacion el tratamiento de los datos brutos. El andlisis de los datos

con la que se consigue la rigidez suficiente de la molécula generados en estudios metabolémicos es complejo y requiere
para la desactivacion radiante. La ventaja de ambos tipos de varias etapas, como se esquematiza en la figura 3.

detectores es que no son destructivos, por lo que se pueden

acoplar en linea con otros detectores, como un MS. Preprocesado de datos

La finalidad del preprocesado de datos es la transformacion de

ANALISIS DE DATOS EN METABOLOMICA los datos “brutos” (los que proporciona el instrumento analitico

y que son exclusivos de la marca comercial) en datos “limpios”
El andlisis de datos es de gran importancia en metabolémica, (aquellos que poseen un formato universal) para su procesado
ya que permite transformar los datos brutos en informacion por cualquier software de tratamiento de datos. Las principales
util para el estudio. La obtencién de este tipo de informacion técnicas de preprocesado de datos son:

Preprocesado ¢ Transformacion de datos “brutos” en datos “limpios”

Pretratamiento ¢ Adecuacion de los datos para su procesado

Procesado ¢ Anilisis de datos mediante andalisis multivariantes

¢ Transformacion de los datos para

Postprocesado ; i i e
su interpretacion y visualizacion

J + Aseguramiento de la calidad de los resultados

+ Hipotesis generadas

" FiGura 3. Etapas del andlisis de datos en metabolémica.
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a) Deconvolucién, que permite resolver in silico sefiales
solapadas en NMR o GC- y LC-MS. Para técnicas
cromatograficas se genera una tabla de sefales donde cada
metabolito se representa por una variable.

b) Alineamiento, mediante el que se ordenan las sefiales
correspondientes a los mismos metabolitos en registros NMR y
en cromatogramas para que tengan el mismo desplazamiento
quimico o el mismo tiempo de retencion, ya que son valores
variables entre andlisis. Es una etapa muy util para la
combinacion de datos procedentes de diferentes muestras.

c) Correccion de la linea de base, para la eliminacion del ruido
de fondo en registros NMR y en cromatogramas, asi como

de sefales no asociadas con metabolitos. El ruido de fondo
puede ser quimico, debido al proceso de medida, o aleatorio,
asociado con el sistema de deteccion.

d) Correccion de fase, que se utiliza para eliminar la
asimetria de los picos en los espectros NMR obtenidos por la
transformada de Fourier.

e) Seleccion de picos (peak-picking), que organiza las sefiales
obtenidas mediante NMR y MS y las presenta como tabla para
Su posterior tratamiento.

Pretratamiento de datos

Para esta etapa los datos se presentan normalmente como
una tabla que contiene los resultados analiticos a los que se
aplican diferentes operaciones matematicas para facilitar la
comparacion entre muestras. Las operaciones aplicadas con
mayor frecuencia con este propoésito son:

a) Normalizacion, que permite estandarizar los datos para
hacerlos comparables mediante el ajuste del ruido.

b) Escalado, que establece la intensidad de las diferentes
sefiales en funcion de la mas intensa con el fin de facilitar la
comparacion entre ellas.

c) Centrado, que normaliza los datos y usa el valor medio para
trasladar el centro de gravedad y disminuir la importancia de
determinadas senales.

d) Deteccion de valores anémalos (outliers), que identifican las
variables, muestras o combinaciones de ambas que se desvian
de la distribucién normal de la mayoria de los datos.

Procesado de datos

Los estudios metabolémicos generan una gran cantidad de
datos que dependen de un numero grande de variables.

El procesado permite aplicar andlisis univariantes y
multivariantes a estos datos para conseguir informacion

util de ellos. El anélisis multivariante es el mas usado en
metabolémica, al estar implicadas muchas variables. Integra
un conjunto de técnicas estadisticas cuya finalidad es analizar
simultaneamente un conjunto de datos formados por varias
variables medidas en cada muestra. Sus objetivos son
visualizar los datos, es decir, conseguir detectar relaciones
entre las diferentes muestras usando graficas, animaciones o
imagenes; el andlisis de datos para buscar pautas consistentes
o relaciones entre las variables que componen un conjunto de
datos complejo y el modelado de los datos para determinar
relaciones entre conceptos y objetos mediante la preparacion
de un modelo matematico. Las técnicas de anélisis
multivariante se clasifican en dos grupos segun su finalidad:
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a) Analisis no supervisado (exploratorio), para poner de
manifiesto la existencia de conjuntos (clusters) de muestras y
detectar cambios locales de densidad de datos e identificar
valores andémalos o fuentes de variabilidad de los datos. Los
algoritmos utilizados en este caso no requieren a priori ningun
tipo de informacion adicional de las muestras y estan basados
en el calculo de la semejanza entre ellas. Los anélisis no
supervisados utilizados con més frecuencia son el analisis por
componentes principales (PCA) y el andlisis de conjuntos o
clusters (CA).

b) Analisis supervisado (clasificatorio), con el que se
desarrollan modelos que permiten predecir la clasificacion de
muestras desconocidas. Puede ser de tipo cualitativo (si se
predice la clase a la que pertenece una serie de muestras) o
cuantitativo (si se establecen probabilidades de clasificacion
y se definen los limites de cada clase y factores de respuesta
cuantitativos para un amplio rango de muestras). En este caso

es necesario obtener informacién para el desarrollo del modelo.

También se requiere una etapa de validacion del modelo, ya
que existe probabilidad de correlaciones entre los descriptores
del modelo y una amplia dimensionalidad. Los anélisis
supervisados mas utilizados son los que se basan en minimos
cuadrados parciales (PLS) y en soft independent modeling
class analogy (SIMCA).

Posprocesado de datos

El objetivo del posprocesado de los datos es interpretar

los andlisis llevados a cabo en la etapa anterior, con la que

se pretende determinar los metabolitos causantes de la
diferenciacion entre muestras y estudiar sus cambios quimicos
y de concentracion en las muestras. Estos metabolitos se
denominan biomarcadores y permiten monitorear la evolucion

de un organismo o detectar enfermedades, seguir su evolucion
y elegir un tratamiento.

Validacion de los resultados

En la validacion de los resultados se corrobora que los
biomarcadores identificados lo han sido correctamente.

Para ello, existen bases de datos de metabolitos en las que
se aportan sus datos quimicos y biolégicos asi como sus
espectros de fragmentacion en MS. La comparacion de los
datos obtenidos en el analisis de las muestras con los datos
existentes en estas bases de datos permite confirmar que

la identificacion ha sido correcta. Algunas de las bases de
datos méas empleadas son la del metaboloma humano, HMDB,
la METLIN, la MassBank o la MS Database. Otra alternativa
para la validacion de los resultados es la comparacion de los
metabolitos identificados con sus patrones comerciales. Es
una validacion mas fiable, ya que no influyen variables del
instrumento de andlisis; sin embargo, existen relativamente
pocos patrones comerciales de metabolitos.

PAPEL ACTUAL DE LA METABOLOMICA
EN LA ALIMENTACION PERSONALIZADA:
LA NUTRIMETABOLOMICA

Las ciencias de la nutricion demostraron a lo largo del siglo xx
que la alimentacion influye directamente en el estado de un
organismo vivo; sin embargo, una misma dieta no influye en
todos los organismos de igual forma: una ingesta de calorias y
de macro y micronutrientes no adecuada para cada estilo de
vida puede conducir a un desequilibrio metabdlico, e incluso
a enfermedades. Las necesidades alimentarias de un ser
humano dependen de varios factores, como son la altura, el
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peso, la actividad, la fuerza, la resistencia, o las preferencias
dietéticas. Por eso, el objetivo final de la nutrimetabolémica es
establecer una dieta personalizada para cada individuo con

el fin de conseguir un estado metabdlico 6ptimo mediante la
alimentacion. La incorporacion al organismo de las cantidades
adecuadas de nutrientes no sélo depende de la cantidad de
alimento ingerido, sino de la concentracion de nutrientes en el
alimento.

Una dieta personalizada para un ser humano presenta una
gran complejidad debido principalmente al amplio rango

de variables bioldgicas basicas, genéticas (por ejemplo el
sexo) y temporales (etapas de la vida o situaciones concretas
como el embarazo), y las diferentes variables debidas a
influencias ambientales, exdgenas (como la exposicion

al sol 0 a toxinas y alergenos) o endégenas (ciclos de

suefio, ejercicio, sedentarismo u obesidad). Por otro lado,
establecer el efecto de la dieta es mucho mas complicado
que el efecto de una droga o farmaco, ya que los alimentos
presentan miles de moléculas que actian simultaneamente

y ejercen efectos muy sutiles en muchos casos y sinérgicos.
La metabolémica juega un papel clave en la comprension

de los efectos de la nutricion en la salud debido a que el
metaboloma es muy sensible a cualquier cambio en el
organismo, ya sea externo o interno, y existen numerosas rutas
metabdlicas bien establecidas —a diferencia de la expresion
de numerosos genes, que es desconocida—. Sin embargo, la
metabolémica no puede desvelar por si sola la complejidad
de la dieta de un organismo; se necesita informacion como

la que puede proporcionar el estudio del microbioma y como
afecta al proceso de digestion y asimilacion de nutrientes.

La microflora intestinal esta compuesta por entre 10"y 10"
microorganismos, diez veces mas que el niumero de nuestras
propias células, con mas de mil especies de bacterias y

cien veces mas genes que nuestro propio genoma. Teniendo
en cuenta esta densidad de poblacion en el intestino

humano, con toda probabilidad la microflora intestinal tiene

un papel importante en el proceso de alimentacion. Los
microorganismos que forman parte de ella pueden transformar
ciertos nutrientes ingeridos en otros compuestos, benéficos o
perjudiciales para nuestra salud, como ocurre en el caso de la
fibra, que el ser humano no es capaz de digerir, sin embargo
las bacterias son capaces de romperla para obtener energia.
El estado metabdlico de un ser humano se ve afectado por

la alimentacion, pero también el microbioma influye en este
estado, por lo que conseguir una microflora equilibrada y bien
adaptada puede prevenir enfermedades gastrointestinales y
hepaticas, lo que a su vez se puede conseguir mediante la
alimentacion (por ejemplo, la ingesta de fructooligosacaridos
favorece la proliferacion de “bacterias buenas” que compiten
con posibles patdgenos dafiinos para el organismo).

METABOLOMICA Y CAROTENOIDES
EN PLANTAS

Hace mas de una década los investigadores ya proponian,
como via para avanzar en la generacion de cultivos con un
contenido en carotenoides mayor, la obtencion y estudio del
perfil metabolémico global de estos compuestos (Fraser y
Bramley, 2004). Los estudios posteriores no se han hecho eco
de esta propuesta (ni tampoco los anteriores). De hecho, el
perfil metaboldémico o metaboldémica solo aparece (segun los
resultados de la busqueda realizada por las autoras de este
capitulo) en las palabras clave de dos articulos, publicados en
2011y 2014, respectivamente.

El estudio realizado por Neily et al. (2011) se baso en perfiles
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metabdlicos globales de carotenoides en tejidos de tomates
transgénicos usando 'H-NMR y LC-DAD con el objetivo de
dilucidar los efectos de la acumulacion de altos niveles de
poliaminas en el metabolismo de este fruto. El PCA que
proporcionaron los datos de 'H- NMR obtenidos de tomates en
diferentes grados de desarrollo (de verde a rojo) mostré una
clara discriminacion entre ellos, como muestran los residuales
de la figura 4. La cuantificacion de 37 metabolitos en tejido

del pericarpio y 41 en tejido de placenta también mostraron
diferencias en perfiles metabdlicos entre las lineas transgénica
y no transgénica, especialmente en las primeras etapas de
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Ficura 4. PCA de los datos de '"H-NMR obtenidos de tomates en diferentes
grados de maduracion. Con permiso de Elsevier, Ref. Neily et al. (2011).

la maduracion. La acumulacion y el decrecimiento de unos
carotenoides respecto de otros, en funcion tanto del grado de
desarrollo como de la linea, permitieron establecer el signo
de la regulacion genética de las enzimas que intervienen en
la biosintesis de estos metabolitos; o que pone de manifiesto
como la metabolémica puede proporcionar informacion
“corriente arriba” sobre el genoma y el proteoma. Precursores
de estos resultados, pero sin considerar la metabolémica,
fueron los de Sandmann, Rémer y Fraser (2006), que
concluyeron que el metabolismo y la degradaciéon son formas
de control de los carotenoides en plantas. No obstante, estos
autores no establecieron de forma inequivoca que mientras

el metabolismo esta regido por rutas bioguimicamente
catalizadas, la degradacion se produce por factores externos,
como la luz o la temperatura, que pueden dar lugar a
fotodegradacion y termodegradacion, respectivamente.

El estudio mas reciente llevado a cabo por Van Meulebroek et
al. (2014) se redujo al analisis de cinco carotenoides, a pesar
de usar como palabras clave perfil metaboloémico. En realidad,
los autores utilizaron los carotenoides luteina, zeaxantina,
o-caroteno, B-caroteno y licopeno (representativos de xantofilas
y carotenos) como mero ejemplo de la idoneidad de un equipo
Orbitrap para realizar estudios en metabolémica. Con este
propdosito, optimizaron la extraccion solido-liquido seguida de
la extraccion liquido-liquido de estos compuestos en tomate y
realizaron su andlisis tanto mediante el acoplamiento LC con
DAD y un espectréometro de masas en tdndem, como con un
equipo Orbitrap-MS y compararon los resultados de ambos.
Concluyeron los autores que este Ultimo equipo proporciona
mayor sensibilidad y selectividad que el primero y que, a pesar
de haberlo aplicado a un nimero tan reducido de metabolitos,
los principios del Orbitrap permiten el cribado de todos

los carotenoides conocidos y la busqueda de compuestos
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desconocidos. Los autores crearon una base de datos,
utilizando la férmula molecular de 355 de los carotenoides

mas relevantes, que correspondian a 137 férmulas quimicas
diferentes, pero sin informacion de los tiempos de retencion

de esos compuestos; por lo que la identificacion basada soélo
en el ion [M+H]* y el correspondiente ion isotdpico *C ha de
considerarse solo tentativa. Este es el principal problema al
que se enfrenta la metaboldmica vegetal: la ausencia de bases
de datos bien establecidas, semejantes, por ejemplo, a la del
metaboloma humano (http://www.hmdb.ca/), con las que poder
realizar una identificacion fiable de los metabolitos en estudio.
Esta ausencia y el hecho de que no se conozca la informacion
que la metaboldémica puede proporcionar al estudio de los
carotenoides, ha llevado a

que proporciona la conjuncion de las dos columnas en serie
mostrando un cromatograma de 45 picos bien definidos
obtenido mediante DAD en 110 min; resolucion que no es
necesaria teniendo en cuenta que el espectrometro de masas
en serie hace posible el anélisis con mucha menor resolucion
temporal basado en la diferencia en la relacion m/z de los
compuestos que coeluyen. La ausencia de patrones de todos
los metabolitos y de bases de datos bien establecidas sélo
permitié la identificacion de 25 de los 45 picos.

Un afio mas tarde, Dugo et al. (2009) realizaron un nuevo
estudio utilizando zumo de siete variedades de naranjas y un
equipo LCxLC-DAD-APCI-IT-TOF-MS para obtener “el modelo

de carotenoides” de cada variedad, en
— el que incluyeron epoxicarotenoides.

que la préctica totalidad de -

los estudios realizados se
haya orientado a aspectos

no relacionados con esta
disciplina. Algunos ejemplos
de este aserto se comentan a
continuacion. Tarocco

Washington

Demostrar la capacidad

del uso de dos columnas
cromatograficas en serie para
resolver mezclas complejas Bionda
fue el objetivo perseguido por
Dugo et al. (2008), que eligieron
como modelo los carotenoides
libres y esterificados del zumo
0 jugo de naranja para su

Los autores no aprovecharon la

amplia informacién proporcionada por
el binomio muestras-equipamiento
analitico para hacer un exhaustivo
tratamiento quimiométrico y
estadistico, caracteristico de la
metabolémica, con el que llevar a cabo
una discusion de gran interés en la que
quedaran claramente de manifiesto

las diferencias y semejanzas de estos
metabolitos en las diferentes muestras
y su relacion con las rutas metabdlicas
a través de las cuales se formaron.

Por el contrario, la discusion de los
resultados obtenidos solo se baso en
el comentario de los cromatogramas

EEIERE]

analisis mediante LC-DAD/
APCI-MS. Los autores pusieron
de manifiesto la resolucion

" Ficura 5. Comparacion de los cromatogramas bidimensionales ‘
de los diferentes zumos de naranja estudiados. Con permiso de
Wiley-VCH, Ref. Dugo et al. (2009).

que se muestran en la figura 5, de
los que los autores consideraron se
deducia informacion para conocer el
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grado de madurez de las naranjas, su frescura y la potencial
adulteracion del zumo.

La informacion obtenida por Gentili y Caretti (2011) en

el estudio realizado mediante LC-DAD-MS-MS (triple
cuadrupolo) en muestras de harina de maiz y kiwis verde

y dorado, en las que determinaron cuatro carotenoides y
cuatro vitaminas liposolubles, constituia, en principio, una
base excelente para un estudio metabolémico orientado. No
obstante, la investigacion se redujo a la puesta a punto del
meétodo determinativo, su aplicacion a las citadas muestras
y una identificacion en grado de tentativa incipiente de los
metabolitos, puesto que el espectrometro de masas utilizado
se caracteriza por su sensibilidad, pero no por su capacidad
para la identificacion. También en este caso falté el tratamiento
quimiométrico y su interpretacion para obtener informacion
sobre las causas de las diferentes concentraciones de estos
metabolitos en las muestras.

Estudios semejantes, en los que los autores optimizan y
caracterizan un método para el anélisis de carotenoides

en una determinada materia prima vegetal basado en el

uso de LC-DAD para la caracterizacion y cuantificacion, y

en el de un MS para validar la identificacion sin entrar en
juego la metaboldmica, se comentan de forma mas breve a
continuacion. De Azevedo-Meleiro y Rodriguez-Amaya (2009)
realizaron un estudio de este tipo en pimiento verde y rojo,
caracterizaron 20 carotenoides mediante LC-DAD, validaron
13 de ellos mediante MS y cuantificaron los cuatro que
consideraron mas importantes para establecer diferencias de
concentracion entre las dos variedades. Mas recientemente,
Giuffrida et al. (2013) realizaron un estudio semejante en 12
variedades de pimientos, correspondientes a tres cultivos,
identificando de forma tentativa hasta 52 carotenoides y, en

opinién de los autores, ofreciendo informaciéon importante
sobre las diferentes rutas metabdlicas en los tres cultivares
estudiados. Esta informacion esta sustentada exclusivamente
en las tablas de compuestos y en la cuantificacion de algunos
de ellos.

Un estudio similar realizaron Fromm et al. (2012); en este
caso en aceites de semillas de diferentes tipos de manzanas,
con el proposito de conocer el contenido de carotenoides

y tocoferoles para un aprovechamiento exhaustivo de estos
desechos.

Una investigacion que merece comentarse por su singularidad
es la realizada por Donadio et al. (2011) en ciertas sales
marinas, cuyo aroma se atribuye a compuestos derivados

de carotenoides. Los autores utilizaron salmueras de estas
salinas y un acoplamiento HS-SPME-GC-MS, con el que
identificaron hasta 58 compuestos volatiles, de los cuales un
numero significativo se considera derivado de carotenoides:
Los norisoprenoides, cuya existencia en las sales se atribuye
a la presencia en las salinas de microorganismos, como
microalgas, bacterias, hongos y levaduras. Un estudio
metabolémico de esta microflora podria ser de enorme interés.

METABOLISMO DE LOS CAROTENOIDES
EN EL ORGANISMO HUMANO

Para saber como afectan al ser humano compuestos como los
carotenoides es necesario conocer los procesos en los que
estan involucrados en el organismo. La metabolémica (mas
concretamente la nutrimetaboldmica) es una herramienta muy
util para elucidar los mecanismos de digestion y asimilacion en
el intestino de los carotenoides, su transporte y acumulacion,
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Ficura 6. PCA de los datos de '"H-NMR obtenidos en el andlisis de suero de
pacientes con una ingesta alta de carotenoides (rojo) y con una ingesta baja
de carotenoides (verde) junto con algunos de los compuestos responsables
de la diferenciacion (negro). Con permiso de Omics Group, Ref. Bondia-
Pons et al. (2013).

sus efectos y las rutas metabdlicas implicadas en el proceso
global. Sin embargo, las estrategias metabolémicas también se
han utilizado muy escasamente con este fin.

La relacion de la ingesta de carotenoides en la dieta con

la disminucioén de la aparicion de algunas enfermedades,
como céancer o de problemas cardiovasculares, parece estar
solidamente establecida en la actualidad (Darvin et al. 2011;
Bolhassani, Khavari y Bathaie, 2014; Palace et al. 1999).
Aspectos claves en la asimilacion de los carotenoides, como

la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad, no se han estudiado
hasta la fecha desde el punto de vista metabolémico.

Un articulo publicado recientemente (Bondia-Pons et al., 2013)
es el unico en el que se incide en el binomio carotenoides-
metaboldmica. El objetivo de la investigacion realizada

fue discernir las diferencias en la respuesta nutricional de
individuos sometidos a dietas que contienen salsas de tomates
en dos grados de maduracion evaluados por el contenido en
licopeno (cohorte de 24 individuos jévenes y sanos y cruce

de dietas durante cuatro semanas). En las muestras de suero
tomadas antes y después de la ingesta se analizaron las
fracciones polar vy lipidica mediante H'-NMR y se diferenciaron
los perfiles metaboldmicos obtenidos en cada caso mediante
analisis multivariante, y se identificaron algunos de los
metabolitos responsables de esta diferenciacion (e.g. creatina,
creatinina, leucina, colina y metionina). Mediante PCA se
discriminaron los sujetos con ingestas de licopeno alta y baja,
y se relacionaron con los metabolitos afectados en cada caso,
como se observa en la figura 6. En este estudio, sin embargo,
se evaluo exclusivamente el efecto en sangre de la ingesta

de carotenoides, pero no el proceso de digestion, en el que
pueden verse mas implicados otros factores, como la matriz del
alimento o la microflora intestinal.

Investigaciones sobre distintos compartimentos del organismo
en los que se acumulan los carotenoides han dado origen a
diferentes publicaciones. Asi, algunos estudios han evaluado

la acumulacion de los carotenoides en la piel, ya que se les
atribuyen efectos protectores contra los rayos solares UV,

con incremento de la microcirculacion y disminucion de la
generacion de radicales libres. Meinke et al. (2013) demostraron
que la ingesta de carotenoides mediante suplementos
alimenticios provoco un aumento de su acumulacion en la

CAROTENOIDES EN PLANTAS Y SU ACCION EN EL ORGANISMO HUMANO

5. ESTRATEGIAS EN METABOLOMICA PARA EL ESTUDIO DE LOS

—
—
—_




piel y, en consecuencia, una disminucion en la concentracion
de radicales libres. Aguilar et al. (2014), por otro lado,
establecieron la relacion entre el aumento en la ingesta de
frutas y verduras y la mayor acumulaciéon de carotenoides en la
piel, que a su vez correlacionaron con el contenido en sangre.
En ambos estudios se obtuvo la concentracion de carotenoides
en piel mediante andlisis in vivo usando espectrometria

Raman de resonancia. Los datos del exhaustivo cuestionario
proporcionado por cada participante posiblemente hubieran
dado lugar a estudios metabolomicos, ademas de los simples
diagramas de barras realizados por los autores.

La acumulacion de carotenoides que se produce en la retina
ocular se considera que puede frenar los procesos que
originan la degeneracion macular, una de las principales
causas de ceguera irreversible. Como base para cualquier
estudio metabolémico en esta area, Bhosale y Bernstein (2005)
pusieron a punto un método de cuantificacion de luteina,
zeaxantina y 3’-oxoluteina en la retina de personas muertas
basado en HPLC-APCI-MS. La sensibilidad del método permitic
la cuantificacion de la 3’-oxoluteina, un producto de oxidacion
de luteina y de zeaxantina; lo que puede constituir una
excelente via para estudiar el metabolismo de carotenoides en
este compartimento tan sensible y crucial para el individuo.

La acumulacion relativa de carotenoides en plasma y semen
(ocho y cuatro carotenoides, respectivamente, considerados
en el estudio) en pacientes fértiles e infértiles estudiada
mediante HPLC-UV-FLD fue investigada por Benedetti et al.
(2012). Los resultados obtenidos mostraron que una mayor
concentracion de carotenoides en sangre conlleva una mayor
concentracion en semen, lo que esté relacionado directamente
con la calidad del semen vy la fertilidad del paciente. Este
estudio deja entrever que las rutas metabdlicas implicadas

en la conservacion del semen podrian estar afectadas por
la ingesta de carotenoides, pero se desconoce el proceso
de incorporacion de estos compuestos al semen, por lo que
un estudio metabolémico podria ser clave para aclarar este
aspecto.

El efecto negativo del B-caroteno combinado con los
compuestos oxidantes del tabaco en el desarrollo de cancer
de pulmon, revisado por Salerno, Crifo y Siems (2010), o la
relacion entre la concentraciones de carotenoides en suero
materno y en suero fetal en el parto, estudiada por Scaife

et al. (2007), son algunos ejemplos de la importancia de los
carotenoides en el organismo humano. La necesidad de
informacion de los procesos y rutas metabdlicas implicados
en cada caso abre una via a futuros estudios metabolémicos
para su esclarecimiento y subsiguientes actuaciones. Una base
so6lida para estos estudios la constituye el método desarrollado
por Ferreiro-Vera et al. (2011) para el andlisis de carotenoides
en plasma basado en el acoplamiento en linea de SPE
automatica y HPLC-DAD.

RETOS PENDIENTES EN EL BINOMIO
METABOLOMICA-CAROTENOIDES

De los retos pendientes que engloban la metabolémica y los
carotenoides hay que distinguir entre los que se refieren a su
biosintesis y destino en plantas y los que se relacionan con las
vias mediante las cuales el organismo humano los metaboliza.

A pesar de que se han hecho progresos significativos para
explicar el metabolismo de los carotenoides en plantas, quedan
todavia aspectos relevantes que no se han resuelto en mayor o
menor proporcion, como:
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a) No se conocen suficientemente los mecanismos regulatorios
globales que sustentan el metabolismo de los carotenoides

y los elementos genéticos que regulan la expresion de los
genes de la biosintesis de estos metabolitos secundarios,

por lo que la informacioén “corriente arriba” que proporciona

la metabomica puede ser importante para aclarar estos
mecanismos.

b) Las moléculas sefializadoras que inician el desarrollo de los
plastidios para la biosintesis y acumulacion de los carotenoides
son muy poco conocidas, lo que deberia constituir una

linea de investigacion primordial del binomio metabolémica-
carotenoides.

c) La accion de la luz en el control de la biosintesis de
carotenoides es bien conocida, pero como la luz regula
realmente este proceso sigue siendo una incégnita para cuya
resolucion es imprescindible la metaboldmica.

d) La informacion de como el flujo metabolico se distribuye
entre las diferentes ramas de las rutas biosintéticas de los
isoprenoides es muy limitada, por lo que la flujémica, como
omica derivada de la metaboldémica, tiene un papel clave en la
obtencion de la informacion necesaria sobre este aspecto.

e) El conocimiento exhaustivo de las interacciones entre la ruta
biosintética de los carotenoides y otras rutas, y la forma en que
estas interacciones influyen en el crecimiento y desarrollo de la
planta es un reto en investigacion claramente dependiente de
la metabolémica.

La forma en la que se produce la regulacion de la renovacion
de los carotenoides en las plantas para mantener la
homeostasis constituye otra de las asignaturas pendientes

del binomio considerado. Un estudio en profundidad de

los diferentes aspectos implicados en la regulacion de

los carotenoides proporcionaré conocimientos sobre los
mecanismos regulatorios que facilitara las estrategias
transgénicas para modificar el contenido y la composicion de
estos compuestos con resultados predecibles en las diferentes
especies de plantas.

Con respecto al conjunto de procesos que experimentan los
carotenoides en el ser humano, existen numerosas lagunas
que impiden conocer en profundidad cémo se metabolizan
estos compuestos. La gran mayoria de los estudios llevados

a cabo hasta la fecha relacionan directamente la ingesta de
carotenoides con su funcion final o su acumulacion, pero en
ellos no se considera qué ocurre en las etapas que tienen lugar
entre ambos extremos, asi como aspectos de esta area que
deberian ser objeto de investigacion son los siguientes:

a) El efecto que la digestion tiene sobre los carotenoides.

Las reacciones quimicas y bioquimicas en las que pueden
estar implicados durante el proceso digestivo; el papel,
posiblemente clave, de la microflora intestinal en los cambios
producidos, que influiran de forma decisiva en la facilidad con
que son absorbidos y transportados a los diferentes puntos de
accion o acumulacion.

b) Las vias de transporte de los carotenoides a fluidos
bioldgicos, como la sangre, y los compuestos que pueden
favorecer o dificultar este proceso son aspectos poco o nada
conocidos que demandan investigacion adecuada.

c) Las zonas de acumulacion de los carotenoides en el
organismo humano y, especialmente, su funcion en ellas.
Aunque se ha comprobado la acumulacion de estos
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compuestos en zonas como la piel y la retina ocular, o

en fluidos como el semen, poco se conoce acerca de las
funciones que realizan, relacionadas o no con enfermedades u
homeostasis.

d) El metabolismo de los carotenoides en el organismo, aparte
de su caracter de precursores de vitaminas, esta escasamente
estudiado.

El estudio de todos estos aspectos podra significar un

mejor conocimiento de la implicacion de los carotenoides

en el organismo, asi como al desarrollo de planes total o
parcialmente personalizados para una ingesta adecuada de
compuestos que conduzcan a conseguir mejoras en la salud
de cada individuo.
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INTRODUCCION

El color de los alimentos tiene un importante efecto psicolégico en el consumidor, de
ahi su relacion bien establecida con la aceptacion y el empleo extendido de colorantes
en la industria alimentaria. La disponibilidad de métodos apropiados para evaluar

este parametro de calidad es, por consiguiente, una necesidad de esa industria.
Aunque la evaluacion visual se emplea en el control de calidad de alimentos y es de
gran utilidad para algunos fines, los métodos instrumentales objetivos de medida del
color ofrecen una serie de ventajas en el control de calidad en distintas fases de la
produccion, transformacion y comercializacion de los alimentos. Los carotenoides, son
responsables del color de muchos alimentos y se usan como colorantes naturales, tanto
individualmente (e.g. B-caroteno, licopeno, luteina) como en extractos (e.g. annatto,
azafran), si bien, como ya se ha comentado, su importancia va mas alla de su papel
como pigmentos En este capitulo discutimos la aplicacion de datos espectrométricos y
de color en el analisis de carotenoides. Entre otros aspectos, se tratan la relacion entre
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su estructura quimica y el color —objetivamente medido—
y la utilidad de parametros de color y de las medidas de
absorbancia y reflectancia en el visible para cuantificarlos.

COLOR: DEFINICION Y ATRIBUTOS

Cuando observamos una fuente de luz visible o un objeto
iluminado por ella, los bastones (sensibles al blanco y negro)
y conos (que responden a los estimulos de rojo, verde y azul)
dentro de la retina envian informacion al cerebro, a través

del nervio 6ptico, que se interpreta en términos de color. El
color es por lo tanto un fenémeno psicofisico y complejo,
relacionado principalmente con la energia radiante espectral
de una fuente de luz visible, la fisiologia de la vision y la
psicologia del observador. La percepcion del color de un
objeto depende en cierta medida de su composicion, aunque
esto no significa que el color sea una propiedad inherente del
objeto, que puede absorber parte de la luz visible que le llega
y reflejar, transmitir o dispersar el resto. De hecho, el color
percibido del objeto cambia si cambiamos las caracteristicas
espectrales de la fuente que lo ilumina (Wyszecki y Stiles,
2000; Hutchings, 1994). Es importante considerar que el color
es uno de los componentes de la apariencia de los alimentos
mas relacionados con la percepcion de la calidad, aunque la
apariencia es un concepto mas amplio que abarca también
otros atributos como brillo, forma y textura visual (Francis, 1995;
Hutchings, 1994).

Segun Francis (1995), el color puede definirse como “el
impacto de las longitudes de onda de la luz del espectro
visible de 390 a 760 nm en la retina humana”. Es decir, el color
puede definirse como una respuesta mental al estimulo que
produce una radiacion luminosa visible en la retina, que es

transmitida al cerebro por el nervio 6ptico. Otra definicion es
la proporcionada por Wyszecki y Stiles (2000); segun estos
autores el color es el aspecto de la percepcion visual por

el cual un observador puede distinguir las diferencias entre
dos campos de vision del mismo tamafio, forma y estructura,
por las diferencias en la composicion espectral de la energia
radiante en la observacion.

El estimulo colorimétrico se compone de tres sensaciones
distintas, aunque a veces hay leves discrepancias con
respecto a los términos utilizados para su definicion. Estos
atributos se denominan generalmente como matiz, luminosidad
o brillo y saturacioén, croma o colorido (Wyszecki y Stiles,

2000; Hutchings, 1994). Hunt (1998) define tres atributos de
las sensaciones visuales, denominadas, brillo, tono y colorido:
a) brillo es el atributo segun el cual un area parece exhibir
mas 0 menos luz; b) el tono de un color es el atributo de la
sensacion visual segun la cual el estimulo aparece similar a
uno de los colores percibidos: rojo, verde, amarillo y azul o a
ciertas proporciones de dos de ellos; se considera el atributo
cualitativo del color y esta relacionado con la longitud de onda
dominante del espectro, y ¢) el colorido es el atributo segun el
cual un area parece exhibir mas o menos de su tono.

Ademas, definio tres términos subjetivos y relativos de la
siguiente manera: a) luminosidad: brillo de un area evaluado en
relacion con el brillo de un area similar iluminada que parece
blanca o altamente transmisiva, b) croma: es el colorido de
una zona juzgada en relacion con la luminosidad de un area
iluminada de forma similar que parece blanca o altamente
transmisiva y ¢) saturacion: el colorido de una zona juzgado en
relacion con su brillo.
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(POR QUE LOS CAROTENOIDES
SON COLOREADOS?

Cuando los electrones de los atomos o de las moléculas
absorben un cuanto de energia de la radiacion electromagnética
se producen transiciones energéticas de un estado de menor
energia a otro de mayor energia. La absorcion de la radiacion
ocurre cuando su energia (E) coincide con la diferencia de
energia entre los dos estados energéticos. No obstante, no
todas las transiciones electronicas son posibles. La energia de
la radiacion puede expresarse segun la siguiente formula:

E =hv =hc/A [1]

donde E es la cantidad de energia, h es la constante de
Planck, v la frecuencia de la radiacion, ¢ la velocidad de la luz
y A la longitud de onda.

En las moléculas los nucleos rotan y vibran, por lo que un
electron en su estado basal o excitado puede existir en varios
niveles de energia vibracional. A su vez, para cada uno de
ellos, son posibles varios niveles de energia rotacional. A
diferencia de lo que ocurre con los atomos, en el caso de las
moléculas la transicion electronica no tiene un requerimiento
energético especifico, ya que podria ocurrir por una variedad
de cuantos de energia que coincidan con las diferencias de
energia entre el estado basal y excitado para los distintos
niveles de energia vibracional y rotacional. Por lo tanto, los
espectros de absorcion de las moléculas contienen bandas
de absorcién en lugar de lineas, ya que la absorcion de la luz
ocurre en un rango de longitudes de onda (Britton 1983; 1995).

En el caso de los carotenoides, la transicion electronica
relevante se produce entre un orbital molecular pi enlazante (1)

y un orbital molecular pi antienlazante (1*), tal que uno de los
electrones 1 de la cadena poliénica es ascendido a un orbital
m* previamente desocupado. Debido al hecho de que los
electrones i estan altamente deslocalizados en el croméforo
de dobles enlaces conjugados (d.e.c.), el estado excitado es
de poca energia en comparacion con otras moléculas, asi que
la energia de la radiacion visible (ca. 380-770 nm) es suficiente
para producir las transiciones electrénicas (Britton, 1983;
1995).

Los carotenoides absorben fundamentalmente luz violeta y
azulada (ca. 400-500 nm), por lo que tipicamente exhiben
tonalidades amarillentas, anaranjadas o rojizas. No obstante

la gama de colores de estos isoprenoides puede ampliarse al
azul, purpura y verde mediante la formacion de complejos con
proteinas (Britton, 1992). Al menos son necesarios siete dobles
enlaces conjugados (d.e.c) para que un carotenoide sea
coloreado, asi los carotenoides mas saturados como fitoeno

y fitoflueno (con 3y 5 d.e.c., respectivamente, figura 4, del

capitulo 1) son incoloros (Rodriguez-Amaya 2001).

LA IMPORTANCIA DEL COLOR
EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

El color de los productos alimentarios es de gran interés en
la industria debido al efecto psicolégico que ejerce sobre los
consumidores (véase el capitulo 7). El papel del color en la
aceptacion de los alimentos va mas alla de lo visual, ya que
con frecuencia suele estar asociado con otras expectativas
sensoriales (como aroma y gusto) (Fernandez-Vazquez et al.,
2014), de ahi que a veces se hable de sinestesia cromatica.
También es importante considerar que, en la mayoria de los
casos, el consumidor no esta familiarizado con la naturaleza
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fisica del color, y que mira el producto como si su color fuese
constante y no dependiente de factores como el tipo de luz
que lo ilumina. En otras palabras, se puede decir que aunque
el color tiene gran importancia en la adquisicion o el rechazo
de un producto, estas asociaciones también pueden ser
engafiosas o infundadas en algunas ocasiones.

Segun Clydesdale (1993) hay asociaciones alimentos-colores
aceptables que se desarrollan a una edad temprana y nos
llevan a rechazar ciertos alimentos que no presentan las
caracteristicas colorimétricas esperadas. En este sentido,

el color a menudo se relaciona con la seguridad, grado de
madurez, estado y grado de coccion y el efecto del procesado
industrial o almacenamiento, entre otros factores. El hecho de
qgue los alimentos tengan asociado un color caracteristico esta
muy relacionado con la generalizacion del uso de colorantes en
la industria, con el objetivo ultimo de hacerlos mas atractivos.

El color también es muy importante en relacion con la
aceptabilidad de los alimentos con base en factores culturales
y publicitarios. Por ejemplo, un espafol rechazara naranjas con
areas verdosas en la piel, ya que las considerara inmaduras,
mientras que este es el aspecto que se espera de las naranjas
maduras en paises tropicales. Por otra parte, la publicidad
puede llevar a los consumidores a comprar un producto con un
color extrafio.

ANALISIS VISUAL DEL COLOR

En principio, el color de los alimentos puede evaluarse visual
u objetivamente mediante instrumentos apropiados y en
condiciones adecuadas.

La evaluacion visual puede realizarse mediante la comparacion
de las caracteristicas colorimétricas de la muestra con las

de los elementos contenidos en escalas o atlas de color
(sistema DIN, sistema Munsell, sistema OSA-UCS, sistema
Ostwald, etc.). Otro ejemplo de este tipo de andlisis visual

es la comparacion del color de los zumos de naranja con los
de colores de estandares de plastico desarrollados por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (Meléndez-
Martinez, Vicario y Heredia, 2005). Estas colecciones pueden
ser Utiles en la industria alimentaria para diversos objetivos.
Ademas, son portatiles y estables en cierta medida, aunque
estudios recientes han revelado varios problemas en una
escala de colores utilizados para el analisis visual de aceite

de oliva (Melgosa et al., 2000; Melgosa et al., 2001, Moyano et
al., 1999). El analisis visual del color de los alimentos es una
herramienta insustituible en la industria alimentaria y se trata en
profundidad en el capitulo 7. No obstante, para la evaluacion
objetiva deben utilizarse métodos instrumentales.

ANALISIS INSTRUMENTAL DEL COLOR

La medida y definicion objetiva del color es un propésito
perseguido desde hace siglos por numerosos cientificos como
Newton, Young, Helmholtz, Grassmann, Maxwell, Adams,
Munsell, Hunter y muchos otros.

Tradicionalmente se han utilizado tres tipos de aparatos para el
analisis instrumental del color: colorimetros, espectrofotémetros
y espectrorradiémetros.

Los colorimetros miden el color de fuentes de radiacion
primarias (que emiten luz propia) y secundarias (que reflejan o
transmiten luz externa). Estos aparatos poseen filtros de color
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que conducen a la obtencion directa de los valores triestimulo
X, Y, Z de forma ¢ptica, no matematica (Artigas, 2002). El
colorimetro reproduce la respuesta de s6lo un observador
patron y un iluminante estandar preestablecidos, por lo que los
valores obtenidos pueden ser distintos para cada instrumento.

Los espectrofotémetros, en cambio, miden la distribucion
espectral, de medidas relativas de transmitancia o reflectancia
de un objeto a partir de la cual se puede calcular el color bajo
distintas condiciones tedricas. Los valores triestimulo (X, Y, Z)
obtenidos dependen del iluminante, la geometria de la medida
y del observador (Hutchings, 1994). Tanto la transmitancia
como la reflectancia son propiedades relativas, intrinsecas

del objeto, que no se modifican con la iluminacion recibida

ni con el observador, hecho que sf ocurre con el color. En el
espectrofotometro la medida de la transmitancia es el cociente
entre la respuesta del instrumento en presencia de muestra y
cuando la muestra no esta en el camino optico.

Los espectrorradiémetros fueron disefiados para la medida
radiométrica de la distribucion espectral de una fuente

de radiacion primaria o secundaria (Wyszecki y Stiles,
2000). Al igual que en el caso de los espectrofotometros,
los valores triestimulo se obtienen matematicamente. El
espectrorradiémetro tiene los mismos componentes que el
espectrofotdmetro con la excepcion de la fuente de luz que,
en este caso, es externa al instrumento y, por lo tanto, variable.
Aunque no es su uso especifico, se utilizan también para la
medida de la transmitancia o reflectancia de una muestra,
modificando la posicion relativa de la fuente de iluminacion.

Aparte de estos instrumentos clasicos existen otros, como
por ejemplo aparatos que llevan a cabo un analisis digital
de imagenes. Esta técnica de andlisis de imagenes se ha

usado para muchos fines, entre ellos para evaluar el color de
tomates y productos derivados en relacién con su contenido de
licopeno (Stinco et al., 2013).

Como resultado de las medidas instrumentales el color puede
definirse numéricamente, para lo cual las caracteristicas de los
tres componentes que intervienen en el proceso (fuente de luz
visible, objeto y observador) y otras condiciones (como ancho
de banda y las geometrias de iluminacion y observacion, entre
otros) deben tomarse en cuenta y definirse (Wyszecki y Stiles,
2000; Hutchings, 1994).

La colorimetria es la disciplina que se ocupa de la
especificacion numérica de un estimulo visual definido de tal
forma que (Wyszecki y Stiles, 2000):

a) Estimulos con la misma especificacion y bajo las mismas
condiciones de observacion aparecen iguales para un
observador con la vision normal de los colores. Es decir,

existe una perfecta igualacion de color (colour matching); b)
estimulos que aparecen iguales tienen la misma especificacion,
y c¢)los numeros que especifican el estimulo son funciones
continuas de los parametros fisicos que definen la distribucion
de la energia radiante espectral del mismo.

Las leyes experimentales de igualacion de color se resumen
en el principio conocido como “generalizacion tricromatica”.
Este principio establece que bajo un amplio rango de
condiciones de observacion, muchos estimulos de color
pueden igualarse por mezclas aditivas de tres estimulos
primarios, cuyas energias radiantes han sido previamente
ajustadas vy fijadas (Wyszecki y Stiles, 2000). Las leyes
aplicables a la generalizacion tricromatica se pueden expresar
geométricamente por medio de un espacio tridimensional
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denominado espacio triestimulo. En este espacio, cada
estimulo de color puede ser representado por medio de un
vector que expresa las cantidades proporcionales de los
estimulos primarios rojos, verdes y azules que lo originan
(Wyszecki y Stiles, 2000).

La Comision Internacional de lluminacion (CIE, por sus siglas
en francés) ha propuesto progresivamente diferentes espacios
de color (CIEXYZ, CIELUV, CIELAB), observadores (observador
de referencia colorimétrica CIE 2° y CIE 10°) e iluminantes (A,
B, C, Dy, D,,, D) y de las ecuaciones de color basico y el
concepto original de espacio triestimulo (Wyszecki y Stiles,
2000). Como resultado, cada estimulo de color puede definirse

numéricamente y representarse en un espacio de color.

Actualmente, el espacio de color mas utilizado es CIELAB (CIE,
1978). Los parametros de este espacio son los siguientes: a)
L* es una estimacion de la luminosidad relativa; segun este
parametro cualquier color puede considerarse equivalente

a un miembro de la escala de grises, entre el negro (L* = 0)

y el blanco (L* = 100); b) a* toma valores positivos para los
colores rojizos y valores negativos para los verdosos, y ¢) b*
toma valores positivos para los colores amarillentos y valores
negativos para los azulados.

Estos parametros se relacionan matematicamente con los
valores triestimulo X, Y, Z.

A partir de los parametros colorimétricos a* y b* se definen
los parametros psicométricos, croma (C*_ ) y tono (h_): C*_
permite determinar para cada tono su grado de diferencia en
comparacion con un color gris de la misma luminosidad y se
relaciona con el atributo cuantitativo de colorido. Tono (h,,) es
el atributo segun el cual los colores han sido tradicionalmente

definidos como rojizos, verdosos, etc. Es considerado el
atributo cualitativo de colorido.

Matematicamente, estos parametros psicométricos se definen
COMo sigue:

C*,p = [(@")? + (b7)]" 2]

ab
h,, = tan-1 (b*/a*) [3]

Estos parametros definen un espacio de color uniforme en el
que se puede representar cada estimulo visual. En la figura 2
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Ficura 1. Distribucién de muestras de tomate en distintos estados
de desarrollo en el plano a* b*.
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se presenta la distribucion de diferentes muestras de tomate en
distintos estados de desarrollo en el plano a* b*.

Las diferencias de color en el espacio CIELAB se han
calculado tradicionalmente aplicando la siguiente férmula:

AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab¥)?]"2 (4]

De igual forma, las diferencias en los parametros de color en
este espacio se pueden calcular de la siguiente manera:

AL = L™ eara = L estancr [5]
Aa”™ = a" oa ™ @ eqandar [6]
AB* = B* e = P ecttndar [7]
AC™ = C*ea = Cestancar [8]

Para entender las diferencias de color como la suma de sus
componentes angulares (L*, C*_, h_ ) y poder expresarlo
aritméticamente como la suma de ellos, un nuevo parametro
relacionado con la diferencia de tono se define de la siguiente
forma:

AH* = (AE*2 - AL*2 - AC*2) * [9]

VENTAJAS DE LA EVALUACION
OBJETIVA DEL COLOR

La principal ventaja de la evaluacion objetiva instrumental

del color en relacion con los métodos visuales es que se
puede eliminar el inevitable componente subjetivo de estos
ultimos. De esta manera, se facilita la comunicacion entre
cientificos, técnicos, productores, fabricantes, proveedores y
compradores. Ademas, la medida instrumental de color ofrece
una serie de ventajas que la hacen una herramienta apropiada
para el control de calidad en la industria agroalimentaria, en el
campo o en el mercado. Algunas de éstas son los siguientes:

Simplicidad: aunque los conceptos fisicos y matematicos
subyacentes a los conceptos basicos de colorimetria son
complejos, el manejo de instrumentos para el analisis

de color es sumamente sencillo. De hecho, cualquier
persona se puede entrenar para su uso en un corto
tiempo.

Facil interpretacion de los resultados: aunque existen

diferencias sutiles en el significado de los atributos de
color (como los enumerados en la primera seccion) la
interpretacion de los parametros de color del espacio
CIELAB es bastante sencilla.

Asequibilidad: hay una gran variedad de instrumentos
que se adaptan a cada necesidad y muchos de ellos son
asequibles para casi cualquier departamento de control
de calidad.

Rapidez: las lecturas de color se pueden hacer en
segundos.
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La mayoria de las mediciones de color no requieren
la manipulacion de la muestra en absoluto. En otras
ocasiones es minima (filtracion, homogeneizacion).

Portabilidad: existe una gran variedad de instrumentos
portatiles.

Posibilidad de automatizacion: algunos aparatos ofrecen
la posibilidad de realizar las lecturas automaticamente

a intervalos de tiempo definibles, lo cual puede usarse
para llevar a cabo un control en linea del color de los
alimentos.

Versatilidad: la instrumentacion de color puede
adaptarse para llevar a cabo diferentes tipos de
mediciones (transmision, reflexion, dispersion, etc.).

Volumen de informacion: en cuestion de segundos
pueden obtenerse cientos de datos colorimétricos y
espectrométricos. Es decir, se genera una gran cantidad
de datos, de la cual se puede extraer informacion
mediante tratamientos estadisticos apropiados.

POSIBLES APLICACIONES DEL ANALISIS
DE PIGMENTOS EN LOS ALIMENTOS

El color de los alimentos se debe fundamentalmente a los
pigmentos que contienen. Por lo tanto es razonable pensar que
tanto los datos de espectrometria visible como los parametros
de color obtenidos a partir de ellos pueden ser Utiles para

su determinacion. Es légico pensar que la cantidad de luz
absorbida por un alimento se puede correlacionar con la
cantidad de pigmentos que contiene. Asimismo, el tipo de luz

absorbida, que depende de las caracteristicas de los cromdéforos
de los pigmentos, podria ser Util para su andlisis cualitativo.

Las caracteristicas y ventajas de las medidas instrumentales
de color de los alimentos son muy interesantes no solo para el
control de calidad del color, sino también para la evaluacion
del contenido de pigmentos. Asi, por ejemplo, el analisis por
triplicado por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
de una muestra de zumo o jugo de naranja para determinar su
contenido de carotenoides requiere no menos de dos horas,
ya que los carotenoides deben ser extraidos, saponificados

y analizados. Ademas tales operaciones implican un riesgo
importante de degradacion (Meléndez-Martinez et al., 2007).
Por el contrario, por medio de medidas de color podriamos
obtener una estimacion quiza algo menos precisa pero de
forma casi instantanea del contenido de carotenoides del zumo
(Meléndez-Martinez et al., 2007).

En relacion con todo esto parece razonable afirmar que la
medida instrumental del color de los alimentos en combinacion
con métodos estadisticos apropiados podria ser Util para:

El andlisis cuantitativo y cualitativo de pigmentos. La
evaluacion rapida de los pigmentos a través de los
parametros de color tendria muchas aplicaciones en

la industria alimentaria, en el campo y en el mercado.
Ademas, puede ser Util en disciplinas como la ciencia

de los alimentos, de las plantas o ciencias agricolas,
entre otras, donde a veces es necesario analizar grandes
poblaciones de muestras.

Evaluar etapas de desarrollo en funcion del contenido
de pigmentos, ya que la degradacion de la clorofila 'y
el aumento en la biosintesis de otros pigmentos es una

6. APLICACION DE LAS MEDIDAS DE ESPECTROMETRIA VISIBLE
Y DE COLOR AL ANALISIS DE CAROTENOIDES EN ALIMENTOS

—
N
o




caracteristica del proceso de maduracion de los frutos.

Evaluar los cambios cuantitativos y cualitativos de
pigmentos como resultado del procesado o del
almacenamiento, entre otros factores. Esto podria ser Util
para optimizar dichos procesos o para determinar la vida
util de los productos.

Clasificar los alimentos segun su calidad con base en
su contenido de pigmentos-color puesto que el color es
un atributo clave de calidad y algunos pigmentos tienen
importancia nutricional.

Evaluar algunas propiedades de los alimentos
relacionadas con los pigmentos que contienen, de forma
mas rapida y sencilla. Dos ejemplos serian la actividad

\ cantaxantina
beta-caroteno
zeta-caroteno

*+, licopeno
luteina
neocromo
neoxantina

Absorbancia

Lonaitud de onda (nm)

FiGcura 2. Detalle de los espectros visibles en acetona de
cantaxantina, 3-caroteno, {-caroteno, licopeno, luteina, neocromo y

neoxantina.

tedrica como vitamina A en alimentos que contengan
carotenoides provitaminicos y la capacidad antioxidante
in vitro de alimentos o formulaciones que contengan
ciertos pigmentos. Con respecto a este Ultimo aspecto,
hay que considerar que la actividad antioxidante in vivo
de algunos pigmentos y sus posibles mecanismos de
actuacion son temas aun controvertidos. En este sentido
la valoracion de la capacidad antioxidante in vitro podria
estar de alguna manera relacionada con la estabilidad
de los productos o su valor como ingredientes
funcionales, pero no es extrapolable a la actividad
antioxidante in vivo.

RELACIONES COLOR-CAROTENOIDES

Relaciones estructura-espectro
visible de los carotenoides

La relacion entre la estructura quimica de los carotenoides,

la localizacion de sus maximos de absorcion visible (A, )y

la forma de los espectros es bien conocida y ha sido tratada

en detalle en el capitulo 1. El examen de las caracteristicas
espectroscopicas es muy Util para propoésitos analiticos (Britton,
1995).

Relaciones estructura-color de carotenoides

Las relaciones entre las estructuras quimicas de los
carotenoides y sus espectros de absorcién son bien
conocidas, como ya se ha indicado. Sin embargo aun
hay mucho por hacer en lo que se refiere al estudio del
efecto que las modificaciones de los carotenoides tienen
en el color de alimentos u otras matrices. Por ejemplo,
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| Ficura 3. Representacion de los valores de a* y b* de disoluciones de carotenoides
en el plano a*b*. 1. Anteraxantina; 2. Auroxantina; 3. Cantaxantina; 4. a-Caroteno;
5. p-Caroteno; 6. C-Caroteno; 7. -Criptoxantina; 8. Licopeno; 9. Luteina; 10. Luteina
epoxido (1); 11. Luteina epéxido (2); 12. Luteoxantina; 13. Mutatoxantina; 14. Neocromo;
15. Neoxantina; 16. Violaxantina; 17. Zeaxantina.

durante el procesado y almacenamiento de los alimentos
que contienen carotenoides pueden ocurrir cambios que
afectan su croméforo, como por ejemplo reordenamientos
de carotenoides 5,6-epdxido a carotenoides 5,8-furanoides
o rupturas oxidativas, entre otros. Esta informacion puede
ser muy valiosa para hacer un seguimiento rapido de estos
cambios por medio de medidas instrumentales de color. La
traduccion de la informacion espectrométrica (como por
ejemplo desplazamientos hipsocrémicos y batocroémicos,
efectos hipocrémicos o hipercrémicos) en informacion de
color (cambios en los valores de croma o tono, por ejemplo)

también puede ser Util para detectar estos cambios visuales.
La evaluacion instrumental de color de 16 carotenoides
alimentarios en soluciones de acetona a la misma
concentracion ayudd a obtener interesantes observaciones en
esta sentido (Meléndez-Martinez et al., 2007). En la figura 2,
se muestran los espectros de absorcion visible de algunos de
los carotenoides evaluados.

La representacion de los datos en el plano a*b* (figura 3)
mostré que los pigmentos ciclicos anaranjados y amarillentos
analizados se agruparon claramente segun el numero d.e.c. en
sus cromoforos en el segundo cuadrante (valores negativos a*
y valores positivos b*).

Se observo una disminucion del valor de a* desde los
carotenoides con 11 d.e.c. (B-caroteno, B-criptoxantina

y zeaxantina) a los de 10 d.e.c. (a-caroteno, luteina y
anteraxantina) y 9 d.e.c. (violaxantina, neoxantina luteina
epoxido y mutatoxantina). Los carotenoides con 8 d.e.c.
(luteoxantina y neocromo) presentaron valores de a* similares a
aquellos con 9 d.e.c., aunque bajos valores de b*, que indican
cierta pérdida de color amarillo. Los pigmentos con 7 d.e.c.
(auroxantina y {-caroteno) mostraron valores de a* similares a
aquellos con 10 d.e.c., pero valores de b* mucho mas bajos
qgue en los restantes grupos.

Los dos carotenoides rojizos analizados, el aciclico licopeno
(11 d.e.c.) y cantaxantina (contiene 13 d.e.c, cuatro de

ellos endociclicos) estaban claramente separados del resto
en el primer cuadrante (valores positivos de a* y b*). Los
valores de tono de los carotenoides de color rojizo fueron
aproximadamente 75°, mientras que los correspondientes

a los restantes pigmentos estudiados oscilaron entre
aproximadamente 94°y 113°.
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En cuanto a los valores de croma, todos los pigmentos
estudiados presentaron valores entre 31-53 unidades
CIELAB, excepto los carotenoides con 7 d.e.c., con valores
notablemente inferiores (alrededor de 14 unidades CIELAB)
(Meléndez-Martinez et al., 2007).

Sobre el efecto de la isomerizacion de 5,6-epoxidos a
5,8-furanoides en su color, se observo que como resultado de
la reordenacion de un grupo 5,6-epoxido en anteraxantina,
neoxantina y violaxantina para dar mutatoxantina, neocromo y
luteoxantina, respectivamente, se produjo una disminucion en
los valores de a*, b*, C*  y aumentos en el h_ . No obstante,
la conversion del grupo restante 5,6-epoxido en luteoxantina
para dar auroxantina produjo un incremento deena*y h_ y
marcadas disminuciones de C*_ 'y b * (Meléndez-Martinez et
al., 2007).

Recientemente se ha estudiado el efecto de la epoxidacion y

la rotura oxidativa del B-caroteno en los parametros de color,
observandose que ambas reacciones conducen a importantes
descensos en los valores de b* y C*, . Eso indica que estos
parametros pueden ser Utiles para monitorear la oxidacion
mediante estos mecanismos de este carotenoide provitamina A
(Gurak et al., 2014).

Efectos de cambios quimicos
en el color de los carotenoides

Los efectos de distintos tratamientos y condiciones de
almacenamiento sobre el contenido de carotenoides vy el
color de los alimentos han sido estudiados por varios autores.
Por ejemplo, Cortés et al. (2006), evaluaron el efecto de la
pasteurizacion en diferentes condiciones y mediante pulsos

eléctricos de alta intensidad (PEAI) sobre el color y el perfil
de carotenoides del zumo de naranja. Los tratamientos
PEAI provocaron menores disminuciones en el contenido
de carotenoides que la pasteurizacion, y los cambios en

el contenido de pigmentos estuvieron acompanados de
disminuciones en a* y aumentos en b*. Ademas, indicaron
que los tratamientos podrian conducir a cambios de color
visualmente perceptibles por los consumidores.

Chen, Peng y Chen (1995) evaluaron los cambios en el perfil
de carotenoides y el color de zumos de zanahoria sometidos
a diferentes condiciones de procesado y observaron
isomerizaciones Z/E que, en algunos casos, estuvieron
acompafadas de cambios en el tono de naranja a amarillo.

Mas recientemente, en un zumo modelo de manzana de acaju
(Anacardium occidentale) sometido a diferentes tratamientos
térmicos se observaron importantes cambios de color
provocados fundamentalmente por isomerizaciones (Z/Ey de
grupos 5,6 epoxidos a 5,8-furanoides) y oxidaciones en los
carotenoides (Zepka y Mercadante, 2009; Zepka et al., 2009).

Las isomerizaciones de carotenoides 5,6-epoxido a
5,8-furanoides (figura 4) estan causadas por condiciones
acidas y se ven favorecidas en algunos alimentos, como los
zumos de citricos, una vez que se pierde la compartimentacion
celular. En este sentido, se han observado cambios de color,
algunos de los cuales son visualmente perceptibles, como
consecuencia de la progresiva isomerizacion de anteraxantina
y violaxantina a sus isémeros 5,8-furanoides (Meléndez-
Martinez, Vicario y Heredia, 2009; Melendez-Martinez et al.,
2010).
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La exactitud en la cuantificacion
de carotenoides depende de la
exactitud de los coeficientes de
absorcion. Para su determinacion
se recomienda pesar entre 1y

2 mg del pigmento puro (con

una exactitud de = 0.001 mg.)

y disolverlos completamente

FiGura 4. Isomerizacion del grupo 5,6-epoxido (izquierda) a 5,8-furanoide (derecha).

Estimacion del contenido de carotenoides
a partir medidas de absorbancia-reflectancia
y de color

Existe una gran variedad de estudios sobre el color y el
contenido de carotenoides de diversos alimentos como los
frutos citricos (Lee y Castle, 2001; Shim y Kim, 2002; Cortés

et al., 2006, Beltran Gonzalez et al., 2008; Van Wyk, Huysamer
y Barry, 2009), zanahorias (Bao y Chang, 1994; Chen, Peng y
Chen, 1995), tomates (Heredia et al., 2009; Meléndez-Martinez
et al., 2010) y otros (Pérez-Lopez et al., 2007; Gémez-Ladrén
de Guevara et al., 1996; Cano et al., 1996). No obstante,

en algunos casos las relaciones entre ambos no han sido
estudiadas en profundidad.

Determinacion de carotenoides
a partir de medidas de absorbancia

La absorcion visible intensa de los carotenoides también es la
base para su analisis cuantitativo, aspecto que se trata en el
capitulo 1.

en un disolvente apropiado
(Britton, 1995), algo que no es

tan simple como podria parecer,
sobre todo si los carotenoidess
estan cristalizados, por 1o que el contenido de carotenoides

a menudo se subestima (Britton, 1992). De todo esto, se
puede deducir facilmente que el andlisis cuantitativo de los
carotenoides implica cierto grado de inexactitud. En este
sentido, también es importante tener en cuenta que los
coeficientes de absorcion de los isémeros Z son notablemente
mas bajos que los correspondientes a sus homologos (todo-E).
No obstante, pocos se han determinado experimentalmente
hasta la fecha (Britton, Liaaen-Jensen y Pfander, 2004), asi
que la cuantificacion de estos isdmeros mediante el uso de los
coeficientes correspondientes a los isémeros todo-£, implica un
mayor nivel de imprecision.

Por otra perte, cuando no se ha determinado
experimentalmente el coeficiente de absorcion especifico
(A}” ) de un carotenoide o se pretende evaluar la concentracion
de un extracto de carotenoides, se suele emplear un valor
arbitrario de 2500 (Britton y Young, 1993). Sin embargo, este
procedimiento lleva a una subestimacion notable de estos
pigmentos en el caso del zumo de naranja (Meléndez-Martinez,

2005) y probablemente de otros muchos productos.
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Ademaéas de la metodologia clasica a la que nos hemos referido
en este apartado y en el capitulo 1, se han propuesto otras
para algunas aplicaciones. Asi, cabe mencionar la descrita
por Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera (2001), quienes
desarrollaron un método espectrofotométrico util y rapido

para la estimacion de las fracciones de carotenoides rojizos

y amarillentos en productos del pimiento rojo, mediante la
aplicacion de la ley Lambert-Beer para mezclas complejas,

y considerando las lecturas a dos longitudes de onda (472 y
508 nm).

Méas recientemente, se ha propuesto una metodologia para
estimar el contenido de carotenoides de zumo de naranja
considerando los valores de reflectancia a cinco longitudes de
onda seleccionadas (420, 455, 515, 545y 610 nm 0 420, 445,
510, 545 y 605, segun las condiciones de medida) (Meléndez-
Martinez et al., 2010). Ademas de considerar varias A, la
novedad principal de esta metodologia es que la valoracion
del contenido de carotenoides se hace considerando valores
de reflectancia medidos directamente en el producto, no en

el extracto de carotenoides. Para este fin, se aplicé el método
del vector caracteristico (Lebart et al. 1985) a fin de obtener 5
longitudes de onda a partir de las cuales se podrian reconstruir
los espectros visibles de los zumos con una buena exactitud
para evaluar su color (Meléndez-Martinez et al., 2010).

Correlacion entre contenido de carotenoides
y parametros de color en diferentes alimentos

La cuantificacion de carotenoides a partir de un extracto por
medidas espectrofotométricas ha sido un método habitual
durante muchos afios. Dos desventajas de este procedimiento
son la poca exactitud de los coeficientes de extincion
empleados y que se utiliza la informacion espectrométrica de

un Unico punto, aunque el espectro de absorcion visible de la
mayoria de los carotenoides presenta bandas de absorcion en
un intervalo de unos 40 nm.

Sin embargo, los valores triestimulos de CIE X, Y, Z (a
partir de los cuales se obtienen los parametros de color de
otros espacios, como ya se ha mencionado) se calculan
considerando el espectro visible completo de una muestra,
entre otros datos. Por lo tanto, es razonable pensar que los
parametros de color de un alimento pueden utilizarse para
evaluar su contenido de pigmentos, ya que éstos son los
principales responsables del espectro visible.

La utilidad de las coordenadas de color para estimar el
contenido de licopeno en diferentes productos del tomate esta
bien documentada. D’'Souza, Singha e Ingle (1992) concluyeron
que tanto a* como L* se correlacionaban bien con los niveles
de pigmentos, aunque las mejores correlaciones se obtuvieron
considerando el parametro (a* / b*)2. En un interesante estudio
Arias et al. (2000) llegaron a la conclusién de que el contenido
de licopeno del tomate podria estimarse con base en los
parametros a *, a* / b* y (a* / b*)?. En otro estudio se concluyé
que los valores de tono de diferentes tomates medidos en
homogeneizados eran mejores indicadores de su contenido de
licopeno que los medidos en la region ecuatorial (Thompson

et al., 2000). Méas recientemente se ha estimado el contenido
de licopeno de zumos y frutos de tomate a partir de los
parametros de color obtenidos con dos diferentes instrumentos,
aplicando estadistica multivariante y considerando diferentes
modelos lineales (Fernandez-Ruiz et al., 2010). Asimismo se

ha estimado el contenido de licopeno en tomates y derivados
usando analisis digital de imagenes, como se comenté (Stinco
etal., 2013).
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El color de los aceites de oliva se debe tanto a clorofilas
(principalmente feofitina a) y carotenoides (sobre todo
B-caroteno y luteina) (Moyano et al., 2010) y se ha comprobado
que los niveles de estos pigmentos presentan una alta
correlacion (r > 0.8) con los parametros del espacio CIELAB
en varios aceites de oliva de diferentes variedades y etapas de
maduracion. Por ejemplo, se encontraron altas correlaciones

(r > 0.8) entre la clorofila y el contenido total de pigmentos de
las muestras y el parametro a*. Asimismo, se encontrd buena
correlacion entre la fraccion de carotenoides y los parametros
de color b*y C*, (r > 0.95). Ademas, también se encontraron
valores de r > 0.8 entre los pigmentos (considerados en
conjunto o por separado) y dos indices color, C*, /L*y b*/

L* (Minguez-Mosquera et al., 1991). Mas recientemente, en

un estudio en el que se analizaron 1700 muestras de ocho
variedades de aceitunas espafiolas en diferentes etapas de
maduracion se observo que las mejores correlaciones se
encontraban entre este indice y C*, 'y b* (Moyano et al., 2008,
2008a), lo que concuerda con los resultados publicados por
Minguez-Mosquera et al. (1991). Una conclusion importante

de los dos estudios de Moyano et al., (2008, 2008a) es que,
teniendo en cuenta la informacion de color completa y la
aplicacion de métodos estadisticos multivalentes apropiados es
posible obtener ecuaciones que permitan predecir el contenido
de pigmentos a partir de los parametros de color.

El color del zumo de naranja ha sido objeto de un gran nimero
de estudios, sobre todo en Estados Unidos (Meléndez-
Martinez et al. 2005). Sin embargo, la mayoria de los estudios
enfocados a estudiar la relacion de este atributo con los
carotenoides, considerados individualmente o en conjunto,
han aparecido en los ultimos 15 afios. En este sentido,
Meléndez-Martinez, Vicario y Heredia (2003) encontraron
correlaciones estadisticamente significativas entre el contenido

de los principales carotenoides del zumo de naranja 'y

los parametros de color b*, C*_ 'y h_ . Ademas, mediante
meétodos de estadistica multivariante obtuvieron ecuaciones
que permitieron determinar los contenidos de carotenoides
individuales a partir de informacion colorimétrica. Para ello,

se consideraban los conjuntos de parametros L*, a*, b*y

L*, C*,, y h,, paratomar en consideracion la informacion
colorimétrica completa. En un estudio posterior Meléndez-
Martinez, Vicario y Heredia (2007) concluyeron que los
parametros mejor correlacionados con el contenido total de
carotenoides de zumo de naranja ultracongelado eran b *

y C*,,. Los resultados de estos dos estudios son Uutiles para
ilustrar con un caso practico la importancia de las relaciones
entre el contenido del pigmento y los parametros de color.

Asi, del primer estudio (Meléndez-Martinez et al., 2003) se
puede inferir que los niveles de carotenoides del zumo de
naranja considerados individualmente se correlacionan bien
con los atributos cuantitativos (C*_,) y cualitativos (h_ ) del
color. El tono esta estrechamente relacionado con el tipo de
radiacion visible absorbida por el pigmento que, a su vez, esta
determinado principalmente por su cromoforo. Sin embargo,
cuando los carotenoides del zumo se consideran en conjunto,
el atributo cuantitativo de color sigue siendo un buen predictor
del contenido de carotenoides, mientras que el tono no lo es,
cuando, como en este caso, se consideran juntos pigmentos
con cromoforos de diversa estructura. En lo referente a la
utilidad de los parametros de color para estimar el contenido
total de carotenoides en zumos Zulueta, Esteve y Frigola (2007)
analizaron 17 zumos comerciales y bebidas a base de leche y
encontraron buenas correlaciones de ese parametro con a* y
b* (r > 0.75).

Se han realizado otros estudios sobre la correlacion entre el
color y el contenido de carotenoides en batatas (Takahata,
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Noda y Nagata, 1993; Ameny y Wilson, 1997), productos de
zanahoria (Chen y Tang, 1998), albaricoques (Ruiz et al., 2005;
Ruiz et al., 2008), mangos (Ornelas-Paz, Yahia y Gardea, 2008,
Vasquez-Caicedo et al., 2005) y cereales (Humphries, Graham
y Mares, 2004). En lo referente a los estudios sobre batatas,
Takahata, Noda y Nagata (1993) encontraron que el contenido
de B-caroteno de variedades con la pulpa naranja estaba

bien correlacionado con L*, a* y b*. Asimismo propusieron la
estimacion de los niveles de B-caroteno a partir de los valores
de a* como una herramienta util para el control de calidad

en la produccion. Contrariamente, Ameny y Wilson (1997)
encontraron que el valor Hunter b correlacionaba mucho mejor
que a* con el contenido de B-caroteno de diversos productos
de batata. Puesto que el carotenoide provitaminico B-caroteno
es el principal carotenoide de las batatas (Huang, Tanudjaja 'y
Lum, 1999, Van Jaarsveld et al., 2006; Kidmose et al., 2007), se
puede pensar que es posible obtener una buena estimacion de
la hipotética actividad vitaminica A de estos productos a partir
de medidas de color. Sin embargo, este aspecto se tratard mas
adelante.

El valor de b de Hunter también se ha correlacionado con los
cambios en carotenoides en residuos de pulpa de zanahoria
almacenada en diferentes condiciones (Chen y Tang, 1998).
Los niveles de carotenoides coloreados individuales y totales
también se correlacionan bien con los parametros de color
(sobre todo a* y h ;) en albaricoque (Ruiz et al., 2005; Ruiz
et al.,, 2008). Asimismo, se ha demostrado que el tono y los
valores de a* en mangos son parametros Utiles para obtener
informacion rapida sobre su contenido de carotenoides
(Ornelas-Paz, Yahia y Gardea, 2008; Vasquez-Caicedo et al.,
2005). Por otro lado, en un estudio en el que se analizaron
diversos tipos de pan y de variedades de trigo durum vy triticale,
se obtuvieron altas correlaciones entre b * y los niveles de

carotenoides en muchas muestras, proponiéndose ecuaciones
para estimar el contenido de estos pigmentos a partir de dicha
coordenada de color (Humphries, Graham y Mares, 2004). Los
resultados de este estudio son utiles para seleccionar de una
manera mas rapida y eficiente variedades con altos niveles de
carotenoides para su cultivo.

Aungque muchos de los estudios en los que se investiga la
relacion entre el contenido de carotenoides y el color de los
alimentos se han realizado en alimentos vegetales, los hay
también en los que se han evaluado alimentos de origen
animal. Por ejemplo, se ha empleado un indice de color

para estimar el contenido en carotenoides de leche de vaca
(Calderon et al., 2007; Calderoén et al.,, 2007a). Sin embargo, la
mayoria de los estudios sobre alimentos de origen animal se
han realizado en pescados. Estos estudios son especialmente
numerosos en el caso de peces de la familia de los salmoénidos,
en los que el color rojo del musculo es considerado un
importante atributo de calidad. Como se podia esperar, €l
color de los filetes (principalmente debido a cetocarotenoides
rojizos como astaxantina y cantaxantina, figura 5) se
correlaciona bien con a* (Skrede y Storebakken, 1986; Skrede,
Storebakken y N&s, 1990; Ando et al. 1992). Ademéas, también
se ha propuesto la calibracion multivariante de datos de
espectrometria visible como un procedimiento apropiado para
estimar niveles de carotenoides en trucha arcoiris (Ronsholdt y
McLean, 2001). Otro importante hallazgo de estos autores es
que la aplicacion de la teoria de Kubelka-Munk puede ser Util
para eliminar la informacion espectral de origen fisico, es decir,
no debida a los pigmentos.

En un exhaustivo estudio en el que se analizaron los datos
de 376 muestras de peces alimentados con astaxantina se
encontraron relaciones no lineales entre los parametros de
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color y los niveles de carotenoides (Hatlen, Jobling y Bjerkeng, tanto con sus propiedades quimicas como fisicas y concluyen,
1998). Los autores observaron que el color de los peces puede entre otras cosas, que otros componentes del musculo distintos
verse afectado por factores como las condiciones de cria, el de los lipidos (especialmente agua y proteinas) deben tenerse
origen genético y el estado reproductivo. Por otra parte, en en cuenta, junto con el contenido de carotenoides, para
una interesante discusion proponen como hipoétesis que las explicar las diferencias de color en el conjunto de muestras
diferencias en el color de los filetes podrian estar relacionadas estudiadas.
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Utlidad de los pardmetros de color para
estimar la potencial actividad de los carotenoides

De los estudios mencionados, se concluye que es posible
determinar los niveles de carotenoides y pigmentos, en
general, a partir de los datos de espectrometria visible y de
color. Dado que algunos carotenoides (unos 60 de los 700
descritos hasta ahora) presentan actividad como vitamina A 'y
se ha demostrado que muchos tienen actividad antioxidante
in vitro, es razonable pensar que las medidas de color en
alimentos que contienen carotenoides podrian utilizarse
también para evaluar de forma rapida tanto la hipotética
actividad vitaminica como la capacidad antioxidante.

Sin embargo, en este punto es conveniente hacer hincapié

en el hecho de que, obviamente, estos valores (ya sean
equivalentes de actividad de retinol, unidades internacionales,
capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox, etc.) no
son extrapolables a condiciones in vivo. En este sentido, es
importante considerar que la actividad biolégica depende de
muchos factores, como la biodisponibilidad y la bioconversion,
que a su vez dependen de muchos factores (matriz del
alimento, interacciones, estado nutricional y de salud,
envejecimiento, variabilidad interindividual, etc.) (Faulks y
Southon, 2005; Yeum y Russell, 2002). En lo referente a la

actividad antioxidante de estos compuestos, hay que advertir
que los mecanismos subyacentes no estan totalmente
dilucidados. Por su naturaleza lipofilica los carotenoides se
encuentran en ambientes lipidicos, como las membranas
celulares, donde pueden interaccionar con diversos electroéfilos
segun su estructura quimica y su orientacion (Woodall, Britton
y Jackson, 1997; Woodall et al., 1997). Asimismo, estudios
recientes apuntan a que la actividad antioxidante in vivo de los
carotenoides o sus metabolitos también puede deberse a la
induccion de procesos mediados por enzimas s (Ben Dor et al.,
2005; Lian y Wang, 2008).

La utilidad de la informacion de color para hacer una
estimacion de la hipotética actividad como vitamina A de
diversos alimentos, como zumos de naranja (Meléndez-
Martinez, Vicario y Heredia, 2003, Meléndez-Martinez et al.,
2007), cereales (Humphries, Graham y Mares, 2004), mangos
(Vasquez-Caicedo et al., 2005) y albaricoques (Ruiz et al.,
2005; Ruiz et al., 2008) ha sido propuesta por varios autores.
Por otro lado, en un estudio preliminar en el que se evalud la
capacidad antioxidante de extractos lipofilicos de tomate frente
al cation radical ABTS, se ha constatado que los valores TEAC
estan correlacionados con las coordenadas de color L*, a*, b*
yL*, C* ., h, (R=0.839y 0.838, respectivamente) (Stinco et
al., 2010).
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CariTuLo 7

ANALISIS SENSORIAL
DE COLOR

Adriana Gambaro

INTRODUCCION

La calidad de un producto y la satisfaccion del consumidor son fundamentales para
la comercializacion exitosa de los alimentos. Kramer y Twigg (1970) consideran que la
calidad es “el conjunto de caracteristicas de un producto que sirven para diferenciar
unas unidades de otras y que tiene significado en la aceptacion del mismo por el
consumidor”. O sea que la calidad es aquella combinacion de atributos del alimento
que determina el grado de aceptacion del producto por el consumidor y que, a la vez,

condiciona su valor comercial (Calvo y Duran, 1979).

La textura, el sabor, el olor y el aspecto configuran lo que se define como calidad
sensorial de los alimentos. La importancia tecnolégica y econémica de ese aspecto
es evidente porque influye directamente en su aceptacion, aunque no la determine
totalmente. Cuando se quiere evaluar la calidad sensorial de un alimento, es decir, el
resultado de las sensaciones que el hombre experimenta al ingerirlo, el Unico camino
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es preguntéarselo a éste, porque esta no es una caracteristica
intrinseca del alimento sino el resultado de la interaccion entre
el alimento y el hombre. El andlisis de la composicion quimica
y de las propiedades fisicas de un alimento aporta informacion
sobre la naturaleza del estimulo que percibe el consumidor,
pero no sobre la sensacion que éste experimenta al ingerirlo
(Costell y Duran, 1981).

La importancia del color es decisiva en la evaluacion sensorial
de los alimentos, puesto que, segun los psicélogos, con

el sentido de la vista captamos 83% de nuestro entorno,
quedando soélo 17% para lo que captamos con los restantes
sentidos (Calvo, 1992). La primera impresion que un
consumidor recibe de un alimento llega por la vista 'y entre

las propiedades que observa destaca el color, hasta el punto
en que el alimento puede ser rechazado por ese atributo,

sin necesidad de tener que valorar otras propiedades, como
sabor o textura (Duran, 1971; Hutchings, 1977). Si un alimento
ya es rechazado en el examen visual, no se llega a evaluar el
resto de sus parametros de calidad, por excelentes que éstos
puedan ser. En los zumos o jugos de naranja, por ejemplo,

el color naranja brillante natural es considerado como una
ventaja sobre otros zumos (Barron, Maraulja y Huggart, 1967).
Algunos estudios han demostrado que éste puede influir en la
percepcion del sabor y otros atributos de calidad (Fernandez-
Vazquez et al., 2012; Tepper, 1993).

EL SISTEMA VISUAL HUMANO

La retina, en la parte posterior del ojo humano, es la superficie
sobre la cual se centran las imégenes. La capa mas externa
de la retina contiene alrededor de 120 millones de receptores
fotosensibles. Estos se llaman conos y bastones debido a su

apariencia morfolégica bajo un microscopio y son de tamafno
muy pequefio: alrededor de un 1/500 mm de diametro y

unos 1/25 mm de longitud. Los bastones y conos trabajan en
cooperacion para realizar la vision, que responde a una amplia
gama de brillo y color (Ohta y Robertson, 2005). Los bastones
detectan niveles de luz, pero no los colores, mientras que los
conos detectan colores.

Hay tres tipos de conos que son sensibles a la luz roja, verde
y azul, respectivamente, 10 que sugiere que nuestra vision
del color es similar a las camaras de video y pantallas de
computadora, que detectan o proyectan una amplia variedad
de colores a través de combinaciones de rojo, verde y azul
(Johnson, 2014). Los tres tipos de conos son universal y
popularmente conocido como conos R, G, y B, por el nombre
de los colores en inglés. Aunque los tres tipos de conos son
sensibles al rojo, verde y azul, los picos de sus curvas de
sensibilidad hacen que en realidad no correspondan a esos
colores del espectro. Por lo tanto, es mas preciso describir
los tres tipos de conos como fotorreceptores de larga, media
y baja longitud de onda corta (L, M, S, por las letras de esas
palabras en inglés). Los picos de las sensibilidades de los
tres tipos de conos se superponen considerablemente y
corresponden a 420-440 nm (tipo S), 534 a 555 nm (tipo M) y
564 a 580 nm (tipo L) (Kumar, 2014). Ademas, la sensibilidad
global de los tres tipos de conos difiere en gran medida,
ocasionando que nuestros 0jos sean mucho menos sensibles a
los azules y violetas que a otros colores (Johnson, 2014).

La sensibilidad de la vision normal del color, en realidad,
depende de la superposicion entre los espectros de absorcion
y se identifican diversos colores cuando los distintos tipos

de conos son estimulados a diversos niveles. La luz roja, por
ejemplo, estimula los conos de longitud de onda larga mucho
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mas que cualquiera de los otros; la reduccion de la longitud
de onda hace que se estimulen los otros dos sistemas de
conos, provocando un cambio gradual en el tono percibido.
Los bastones son responsables de la vision con un bajo nivel
de iluminaciéon, mientras que los conos son responsables de la
sensacion de color y los detalles finos de la vision con un alto
nivel de iluminacion (Kumar, 2014).

( QUE VEMOS CUANDO VEMOS?

En 1922 el Comité de colorimetria de la Optical Society

of America (OSA) definié el color como el nombre general
para todas las sensaciones que surgen de la actividad de la
retina del 0jo y sus mecanismos nerviosos adjuntos. En un
individuo normal esta actividad es una respuesta especifica

a la energia radiante de cierta longitud de onda e intensidad
(OSA, 1953) v, por lo tanto, es una respuesta psicoldgica a un
estimulo fisico. El color es una respuesta perceptual a la luz
que entra en el 0jo, ya sea directamente de una fuente con luz
propia o indirectamente reflejada o refractada por los objetos
iluminados. La sensaciéon es un concepto puramente subjetivo
que denota un estado de conciencia como una respuesta
inmediata a la entrada de los nervios en el cerebro (James,
1893). Las caracteristicas del color percibidas por el ser
humano se detallan en el capitulo 6.

MEDIDA DEL COLOR

La medida del color puede realizarse de forma subjetiva por
apreciacion visual, u objetivamente mediante el empleo de
diversos instrumentos (capitulo 6) o incluso, en algun caso,
determinando quimicamente la proporcion de sustancias

colorantes. Una notable propiedad del ojo humano y de los
procesos visuales esta en percibir multiples caracteristicas
de los objetos de forma simultanea, es decir, tamafo, forma,
textura, brillo, transparencia y color (Judd y Wyszecki, 1963).

El ojo humano es muy eficiente en la percepcion de detalles
de objetos geométricos finos y coloridos, incluso en presencia
de una iluminacién multidireccional y multivariada. En un
escenario teatral puede haber un gran numero de fuentes
primarias de luz (es decir, lamparas) y una serie continua de
fuentes secundarias, como reflejos de las paredes, el techo,
los paneles, los bancos, el piso, etc. Tal enorme cantidad

de informacion, apenas posible de calcular, la procesa
instantaneamente el ojo humano sin dificultad (Kumar, 2014).

Sin embargo, la apreciacion del color por el ojo humano tiene
graves inconvenientes para su empleo en la medida del color
(Duran, 1971; Johnson, 2014) porque:

a) No es reproducible: el mismo alimento presentado al mismo
evaluador en distintos momentos puede merecer calificaciones
diferentes, debido a que el ser humano no tiene buena
“memoria del color”, es decir, le es dificil recordarlo cuando no
lo esta viendo.

b) la nomenclatura es poco concreta y a menudo confusa; en
promedio, una persona puede distinguir aproximadamente 350
mil colores diferentes, pero el nUmero de términos basicos de
color que puede emplear esta confinado a no mas de once
expresiones, dependiendo de la cultura o el lenguaje (Dember
y Warm, 1979).

c) La forma, el tamafo y las caracteristicas superficiales del
alimento, asi como el color del fondo sobre el que se coloca
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y otros factores ambientales, modifican la sensacion que
sobre el observador produce un determinado color, por lo
que es necesario el entrenamiento de los evaluadores y la
estandarizacion de las condiciones de medida.

d) La capacidad para detectar diferencias entre los colores

es limitada; debido a cémo funciona nuestro sistema visual,
tres factores afectan nuestra capacidad de distinguir los
colores entre sf: /) palidez: cuanto mas palidos son los colores
(menos saturados), mas dificiles son de distinguir, ii) el tamafio
del objeto: los colores de los objetos mas pequefnos o0 mas
delgados son mas dificiles de distinguir y iii) la separacion: en
los objetos mas separados es mas dificil distinguir sus colores,
especialmente si la separacion es lo suficientemente grande
como para requerir el movimiento del ojo entre los objetos.

Todo esto apunta claramente a la necesidad de disponer de
métodos objetivos y precisos que permitan cuantificar los
colores para definirlos, interpretarlos y compararlos entre

si. Lamentablemente, estos métodos no son totalmente
representativos de la apreciacion visual que realiza el
consumidor. Por muy sofisticado que sea un colorimetro, no
llega a alcanzar la capacidad integradora y analizadora del
cerebro humano. La heterogeneidad del color de la mayoria
de los alimentos, apreciables por un observador en forma
instantanea y completa, dificilmente se puede representar por
una medida instrumental o por una medida quimica. Ambos
procedimientos, subjetivo y objetivo, son incompletos vy el
método a elegir dependera del alimento, de acuerdo con la
finalidad especifica de la medida (Duran, 1979).

Para el elaborador de alimentos, el grado de variacion
aceptado en este atributo estaria limitado por un criterio
de calidad que establece las tolerancias de la variacion de

color permitidas (Gould y Gould, 1988). Por otro lado, la
cuantificacion de colorantes requiere habitualmente técnicas
complejas o instrumental especifico y costoso, no siempre
disponible en pequefias y medianas empresas. Este podria ser
facilmente sustituible por un panel de jueces entrenados en la
evaluacion del atributo color (Duran, 1971).

RELACION ENTRE COLOR
Y OTROS ATRIBUTOS SENSORIALES

Al percibir el color de un alimento, el consumidor, de manera
espontanea, lo relaciona con otras caracteristicas —grado
de madurez de frutas, proporcion o calidad de la fruta en una
bebida, frescura de la carne, tipo o calidad del vino, etc.—y
basta su primera reacciéon en lo que deduce de esta relacion
(Durany Costell, 1999). El color es un atributo tan importante
en la mayoria de los alimentos que no solamente influye en el
primer juicio del consumidor sino también provee informacion
sensorial que le permite interaccionar con el gusto, el olfato

y la textura para determinar su aceptabilidad total (Dubose,
Cardello y Maller, 1980).

Este fendmeno psicoldgico se manifiesta, sobre todo, en la
percepcion del gusto. Los resultados obtenidos por diferentes
autores en cuanto al efecto del color sobre el gusto son
contradictorios, en parte debido a que las investigaciones se
realizaron unas veces en sistemas modelo y otras en alimentos
reales, generalmente bebidas de frutas a las que se han
anadido colorantes. En la mayoria de los casos la atencién se
ha centrado sobre el efecto del color en la identificacion o en
la intensidad del sabor tipico de la fruta en estudio (Dubose,
Cardello y Maller, 1980; Johnson et al. 1982; Stillman, 1993).
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Otros trabajos publicados confirman el importante papel del
color en el reconocimiento de un gusto y en la percepcion
de su intensidad. En este sentido, algunos estudios revelaron
que el color de bebidas citricas, en general, estéa relacionado
con la percepcion de sabor, dulzor y otras caracteristicas
vinculadas con la calidad de estos productos (Tepper, 1993).
Consumidores uruguayos relacionaron el color amarillo de
muestras de aceite de oliva con el gusto suave, mientras
que los aceites de color mas verde, fueron descritos como
sabrosos, aromaticos, con gusto fuerte y con sabor a hierba
(Gambaro et al. 2014).

EVALUACION DEL COLOR DE ALIMENTOS
Requisitos fisicos

Existen directrices detalladas en distintas normas para el
disefno general de los laboratorios de evaluacion sensorial
(ASTM, 1986; ISO 8589, 1988). Una de las recomendaciones
mas importantes es que toda area de evaluacion, como
cabinas sensoriales y salas de reuniones (para entrenamiento
y discusion de resultados), deberian proporcionar un ambiente
comodo, neutral, sin distracciones. No debe haber objetos
brillantes o de color en los alrededores que puedan generar
distracciones; hasta se sugiere cubrir las ropas de colores
brillantes 0 muy intensos con batas de laboratorio blancas o
grises.

En particular, para el andlisis sensorial de color, la norma

ISO 11037 (1999) especifica que las paredes, tanto del lugar
de evaluacion como de las cabinas individuales, deberian
estar pintadas de un color neutro (blanco, gris, etc.), con una
reflectancia de 0.3 a 0.5. La luminancia optima de las paredes

(medida de la intensidad luminosa por unidad de area) deberia
ser aproximadamente 100 cd/m? (cd: candela, unidad basica
de intensidad luminosa del Sistema Internacional) y no deberia
disminuir en ninguna zona de vision por debajo de 15 cd/m?.

En muchos laboratorios sensoriales se utilizan cabinas
portatiles para la evaluacion de colores, equipadas con
iluminantes adecuados de forma que la luz procedente de esa
fuente se proyecte verticalmente sobre la muestra y se observe
con un angulo de 45° (Fernandez-Vazquez et al., 2013; Tarrega
y Costell, 2007).

Requisitos de iluminacion

La luz con que vemos los alimentos es fundamental para

la evaluacion de su color. Se pueden encontrar muchos
tipos de iluminaciones que operan a través de una amplia
gama de intensidades. Para obtener resultados confiables y
reproducibles en las evaluaciones, es esencial una fuente de
luz apropiada y niveles de intensidad adecuados.

En el area general, se recomienda utilizar luces incandescentes
para proporcionar una iluminacién uniforme y libre de sombras,
con luminancia similar o ligeramente inferior a la de las cabinas
de evaluacion. Dentro de una cabina sensorial se debe evitar
la reflexion especular de la fuente (cuando los angulos de
incidencia y de reflexion son aproximadamente los mismos),

lo que se logra con una fuente de luz vertical sobre el objeto

y donde la visualizacion se produzca a aproximadamente 45
grados respecto a la muestra (ISO, 1999; Hutchings, 2002).

Para iluminar las muestras a evaluar se deberia usar luz
uniforme difusa, lo que se logra con los siguientes tipos de
iluminacion: a) una fuente artificial de luz que represente la luz
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del dia promedio, como el iluminante D65 de la CIE (2007) y
b) el cuadrante norte de cielo como una fuente natural de luz
difusa (ISO, 1999).

FORMACION DE UN PANEL
DE JUECES SENSORIALES

Seleccidon de candidatos

Con el fin de seleccionar a los candidatos para formar un panel
de jueces sensoriales que evallen color se deben seguir los
lineamientos de la norma ISO 11037 (1999). La determinacion
de la vision normal de los candidatos se puede realizar por
medio del Farnsworth-Munsell 100 Hue Test, 1o que también
permite examinar la capacidad de discriminacion visual de
los candidatos (Farnsworth, 1957). La visién normal también
se puede verificar usando tablas policromaticas como las de
Ishihara, Stilling, Rjabkin o Velhagen (ISO, 1999). Se deben
identificar y eliminar del panel los candidatos con vision de
color anémala.

Con excepcion de estos métodos normalizados y aunque la
evaluacion del color se incluye en muchos estudios sensoriales
(Calvo, Salvador y Fiszman, 2001; Frata, Valim y Monteiro,
2006; Poelman y Delahunty, 2011), hay muy poca informacion
sobre pruebas sensoriales que se puedan llevar a cabo para
seleccionar y entrenar a los integrantes de un panel de jueces
sensoriales para este tipo de evaluacion.

Una alternativa de bajo costo para el Farnsworth-Munsell 100
Hue Test es el test de sensibilidad de la vista desarrollado por
el Instituto de Investigaciones para la Industria Alimenticia de
Cuba, cuyo fin es determinar la aptitud de un candidato para

distinguir pequefias diferencias de los colores verde, amarillo y
rojo (Torricella, Zamora y Pulido, 1989). La prueba consiste en
partir de soluciones madres concentradas de tres colorantes:
amaranto (E-123), tartracina (E-102) y verde solido (E-143).
Estas soluciones madre se obtienen disolviendo 1.0 g de cada
colorante en 100 mL de agua destilada. Las soluciones para

la prueba se preparan a partir de una alicuota de la solucién
madre, la que se diluye a 100 mL con agua destilada, de
acuerdo con la tabla 1.

TaBLA 1. Preparacion de soluciones para la prueba
de sensibilidad de la vista

Nimero de solucion Volumen de la alicuota (mL)

1 0.10
2 0.20
3 0.26
4 0.33
5 0.43
6 0.55
7 0.70
8 0.90
9 1.49
10 1.92

Fuente: Datos de Torricella, Zamora y Pulido (1989).

Las 30 soluciones (10 de cada color) se vierten en tubos de
ensayo codificados con numeros aleatorios de tres cifras, de
forma que el liquido tenga la misma altura en todos los tubos.
Se les entregan a los candidatos los 30 tubos mezclados
aleatoriamente y se les da, en primer lugar, la tarea de
separarlos segun el color. Posteriormente, deben ordenar
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los 10 tubos de ensayo de cada color de menor a mayor
intensidad. La prueba se debe realizar con los tubos sobre un
fondo blanco y con iluminacion adecuada. Para ser aprobados,
los candidatos deberan identificar, sin error, los colores verde
amarillo y rojo. Para evaluar el ordenamiento, se otorga un
punto por cada respuesta correcta; los candidatos deben
alcanzar un minimo de 25 puntos para ser considerados aptos
(Torricela, Zamora y Pulido, 1989).

Con base en la prueba de Torricela, Zamora y Pulido (1989),
Gambaro, Giménez y Burguefio, (2001) propusieron una prueba
especifica para seleccionar panelistas para la evaluacion

del color rojo en yogur de frutilla o fresa, que se puede

realizar a continuacion de las pruebas mencionadas antes.

Esta consiste en la preparacién de tres soluciones acuosas
usando tres diferentes colorantes rojos: rojo ponceau 4R (E-
124), eritrosina (E-127) y rojo carmin (E-120). El objetivo de

la prueba es determinar la habilidad de los candidatos para
discriminar entre diferencias de tono e intensidades en color
rojo. Se preparan 10 soluciones acuosas de cada colorante

con 10, 20, 26, 33, 43, 55, 70, 90, 49 y 192 mg/L (30 en total).
Las soluciones se colocan en tubos de ensayo codificados

con numeros aleatorios de tres cifras. Se les entregan a los
candidatos los 30 tubos mezclados aleatoriamente y se les da,
en primer lugar, la tarea de separarlos segun el tono de color
rojo. Posteriormente, deben ordenar los 10 tubos de ensayo de
menor a mayor intensidad. La prueba se debe realizar en una
cabina con buena iluminacién y fondo blanco. Para seleccionar
a los candidatos, se usan los siguientes criterios: a) rechazo de
aquellos candidatos que no separan correctamente los tubos en
los tres tonos de color rojo, b) rechazo de aquellos candidatos
cuyo coeficiente de correlacion de Spearman (p) para la
ordenacion de alguno de los tres tonos no es significativo
(p>0.05) (O’Mahony, 1986). Esta misma prueba se puede volver

a repetir preparando las soluciones de cada uno de los tres
colorantes en una base de yogur natural bebible y utilizando
la misma metodologia y criterio para rechazar a los candidatos.

Con base en este trabajo, Fernandez-Vazquez et al. (2013)
seleccionaron a un grupo de individuos para evaluar el color
de zumos de naranja de la siguiente manera: se prepararon
soluciones de color naranja utilizando dos colorantes
alimentarios (rojo y amarillo) mezclados en diferentes
proporciones: a) 500 de colorante rojo y 12.000 pL/L de
colorante amarillo para las soluciones méas amarillas, b) 1250
de colorante rojo y 12 000 pL/L de colorante amarillo para las
soluciones naranjas y ¢) 3 000 de colorante rojo y 12 000 pL/L
de colorante amarillo para las soluciones mas rojas. De cada
mezcla de colorantes se prepararon 10 soluciones acuosas

al 100, 78, 47, 36, 29, 22, 17, 14, 10 y 5%. Se colocaron

75 mL de cada una de estas soluciones en botellas de plastico
transparente codificadas con numeros aleatorios de dos
digitos.

Las sesiones de evaluacion se organizaron de la siguiente
manera: en la primera etapa, se entregaron a los candidatos
tres muestras correspondientes al mismo nivel de dilucion de
cada mezcla de colorantes y se les pidid que las ordenaran

de las mas amarillas a las mas rojas (en total 10 evaluaciones).
En la segunda etapa, se entregaron a los candidatos las 10
diluciones de cada mezcla de colorantes por separado y se
les pidi¢ que las ordenaran de acuerdo con la intensidad
creciente. Para seleccionar a los evaluadores, los criterios
utilizados fueron: a) rechazar a aquellos que no pudieron llevar
a cabo la clasificacion de los tubos en los tres grupos de tonos
y b) rechazar a aquellos candidatos cuyos coeficientes de
correlacion de Spearman (p) para la ordenacion de alguno de
los tres tonos fuera no significativo (p>0.05) (O’Mahony, 1986).
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TaBLA 2. Muestras para el entrenamiento de los jueces sensoriales en color rojo de yogur de frutilla

Muestra A B C
Concentracion (mg/L) 10.2 430 20

La sensibilidad a las diferencias de color de alimentos también
se puede determinar usando otros alimentos, en funcién del
objetivo del proyecto. Por ejemplo, cuando la calidad de un
producto particular depende del amarronamiento, se puede
seleccionar a los panelistas pidiéndoles que ordenen soluciones
de caramelo o leche tratada térmicamente (Jellinek, 1985).

Entrenamiento

Aunque la evaluacion del color se incluye en muchos estudios
sensoriales hay muy pocos estudios que informen sobre
como capacitar especialmente a los panelistas para hacer la
evaluacion visual de los alimentos.

Gambaro, Giménez y Burguefio, (2001), en el mismo estudio
sobre evaluacion sensorial de color rojo en yogur de frutilla,
propusieron la siguiente metodologia de entrenamiento:

se preparan ocho soluciones de colorante rojo ponceau

4R (E-124) utilizando yogur natural bebible como base; las
concentraciones utilizadas se indican en la tabla 2.

D E F G H
90.0 26.0 70.0 55.0 50

Se cita a los jueces sensoriales a tres sesiones de trabajo, las
que deben estar separadas entre si por lo menos por dos horas,
para evitar la fatiga de los evaluadores. En la primera sesion se
entrega a los jueces sensoriales seis muestras (las A y B por
duplicado y las C y D) para que evalten la intensidad del color
con una escala no estructurada de 10 cm con los extremos
nada-mucho, siguiendo el disefio que se observa en la tabla 13.
Todos los jueces sensoriales reciben las muestras en el mismo
orden en cada sesion. Es importante presentar las muestras

en forma monadica (o sea en forma individual) y retirar la
muestra anterior antes de entregar la siguiente. En la segunda
sesion se entregan para su evaluacion con la misma escala las
muestras Ay B (por duplicado) y las E y F. En la tercera sesion
se entregan las muestras A y B (por duplicado) y las Gy H,
siempre siguiendo el disefio de la tabla 13.

Esta forma de presentar las muestras permite el entrenamiento
de los jueces en la cuantificacion de la intensidad de color rojo
y permite determinar la reproducibilidad del juicio individual
de cada juez (en la misma sesion y en sesiones diferentes)

TaBLA 3. Muestras y orden de presentacion de las mismas en cada sesion de entrenamiento.

Sesion
1 A C
2 B A
3 A B

B
E
G

Muestras y orden de presentacion

D A B
F A B
H B A
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y la homogeneidad de juicios del panel. Para eso se realiza
un andlisis de varianza para los juicios obtenidos para las

muestras A y B utilizando juez, muestra, sesion, repeticion y sus

interacciones como factores de variacion. Este andlisis permite
identificar a los jueces con mayor varianza y mayor dispersion
en sus juicios. El trabajo se puede repetir utilizando otros
colorantes, hasta lograr un panel consistente en sus juicios.

Fernandez-Vazquez et al. (2013), en el mismo estudio

sobre evaluacion sensorial de color de zumo de naranja,
utilizaron escalas no estructuradas de 10 cm de longitud
para entrenar a los jueces en la evaluacion de tonalidad
(extremos amarillento-rojizo) e intensidad de color (extremos
bajo a alto). Seleccionaron muestras para abarcar la gama de
intensidad de color y el matiz en zumo de naranja comercial.
Para eso utilizaron dos muestras comerciales de zumo de
naranja y seis muestras preparadas a partir de diluciones

de una de las muestras comerciales (6, 10, 30, 50, 60 y

80% respectivamente). Estas muestras fueron evaluadas en
sesiones de quince minutos de duracion. Al final de cada
sesion se realizé una reunion de treinta minutos del lider con
todos los miembros del grupo para unificar los criterios de
evaluacion. En cada sesion, los evaluadores evaluaron las
muestras comerciales por duplicado y un par de las muestras
diluidas. Las muestras evaluadas en cada sesion fueron

las mismas para todos los evaluadores, pero el orden de

presentacion a cada juez fue aleatorio. Sobre los resultados
obtenidos se realizd un anélisis de varianza de tres factores
(juez, muestra y repeticion) para las dos muestras comerciales
y un analisis de varianza de dos factores (juez y muestra) para
estas dos muestras y todas las diluciones (O’'Mahony, 1986).
Segun los resultados obtenidos, los evaluadores con varianza
mas alta y mayor dispersion de juicio fueron retiraron del panel.

CONCLUSIONES

La percepcion humana del color tiene puntos fuertes y
limitaciones vy, si bien existen hoy métodos objetivos y precisos
para cuantificar, definir, interpretar y comparar entre si los
colores, estos métodos no son totalmente representativos de la
apreciacion visual que realiza el ser humano.

Por otro lado, un panel de jueces entrenados en la evaluacion
del atributo color es una herramienta econémica y sencilla

de obtener (aunque costosa en tiempo y mano de obra),

que podria constituirse en una alternativa para las pequefas
y medianas empresas que no siempre tienen disponibles
instrumentos para la medicion y el control de calidad del color.
En ese caso, una adecuada seleccion y formacion de los
panelistas es esencial para un desempefio eficaz y eficiente
del panel.
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CariTuLO 8

ESTRATEGIAS COMPUTACIONALES
PARA EVALUAR MECANISMOS

DE ACCION ANTIRRADICAL DE
CAROTENOIDES |

Ana Martinez Vazquez

INTRODUCCION
Quimica computacional. Una descripcidn practica

La quimica es el estudio de las transformaciones de la materia. La computacion es la
herramienta que utilizamos para hacer quimica a través de modelos matematicos. Asi, lo
que nos distingue a los que hacemos quimica computacional no es lo que estudiamos
sino las herramientas que utilizamos para nuestra investigacion. Al principio, cuando

los ordenadores 0 computadoras eran rudimentarias y solamente sumaban y restaban,
no habfa forma de hacer quimica computacional, porque para eso necesitamos realizar
muchas operaciones matematicas y no éramos capaces de hacerlo en un tiempo
razonable. Cuando la tecnologia mejoré y con los ordenadores se pudieron hacer

otras operaciones, se comenzaron a estudiar los atomos. Asi, los primeros célculos

los hicieron los fisicos y se refirieron al estudio del &tomo de hidrégeno y del atomo de
helio. Después, con el avance de la tecnologia se pudieron estudiar &tomos y moléculas
de mayor tamafio, y hoy podemos investigar incluso sistemas como las proteinas.
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Para la quimica computacional se requieren dos cosas
fundamentalmente: un modelo matematico que te permita
estudiar las reacciones quimicas y una computadora que
permita calcularlas (Cuevas y Cortés, 2003). El modelo
matematico comenzoé en 1900 cuando Max Planck sefialo

que la energfa esta cuantizada (Planck, en Kangro, 1972). El
que la energia esté cuantizada significa que no puede tomar
cualquier valor, que todos los valores son multiplos de uno, es
decir, tenemos un valor base y todos los demas son ese valor
base una vez, dos veces, tres 0 mas. Para entender esto de la
energia cuantizada podemos utilizar una analogia. La energia
esté cuantizada igual que estéa cuantizada la moneda de un
pals. Pensemos en Espafia: la moneda oficial es el euro; la
menor denominacion de la moneda es un céntimo y todo lo
demas es multiplo de ese céntimo. No puede haber precios
que incluyan medio céntimo porgue no existe. En México la
moneda oficial es el peso: la menor denominaciéon son diez
centavos, no existen el centavo ni los cinco centavos. Todos
los precios tienen que ser multiplos de diez centavos, porque
los cinco centavos no existen. No te pueden cobrar un peso
con cinco centavos. Asi, mientras que el euro esta “cuantizado”
y su minima cantidad es un céntimo, el peso mexicano esta
“cuantizado” y su minima cantidad es diez centavos. Lo
mismo sucede con la energia. Al minimo valor de energia se le
llama quanto, y ese quanto depende del sistema en cuestion.
Cabe sefialar que la idea de que la energia esta cuantizada
es un modelo, es una representacion de la realidad lo mismo
que cuando decimos que la energia se conserva. Con estos
modelos se pueden explicar muchas cosas, si no es que todas
hasta el momento, pero no debemos de perder de vista que
son eso, modelos, representaciones de la realidad, y que por lo
tanto se pueden cambiar y modificar por otros que pensemos
que pueden ser mejores (Martinez, Galano y Ortiz, 2013).

Con base en la cuantizacion de la energia se desarroll6 la
quimica cuantica, cuya ecuacion fundamental es la ecuacion
de Shroédinger. En esta ecuacion la variable fundamental es la
funcién de onda que describe la posicion de cada electron. A
la funcién de onda los quimicos la llamamos “orbital”. Asi, un
orbital es una funciéon matematica, igual que lo es la ecuacion
de una linea recta, que describe la posicion mas probable en
la que se pueden encontrar los electrones. No es la “casita”

del electrén, no es un “lugar en el espacio”. Es una funcion
matematica un poco complicada. Todos los métodos que se
encuentran en la bibliografia que se llaman Hartree-Fock o post
Hartree- Fock basan sus calculos en la ecuacion de Shrodinger,
para lo cual se utilizan muchas aproximaciones, porque la
solucion exacta para esta ecuacion soélo se puede tener para

el atomo de hidrégeno. Esto es porque la descripcion de los
sistemas es complicada cuando hay mas de un electréon y un
proton, ya que entonces tenemos lo que llamamos el “problema
de muchos cuerpos”. El problema de muchos cuerpos surge
cuando hay mas de dos cuerpos (mas de un electrén y un
proton) y se refiere a que la descripcion del movimiento se
complica, ya que el movimiento de un cuerpo influye en los
otros. Los electrones se repelen. Los protones atraen a los
electrones y cualquier movimiento de ellos genera un efecto

en los demas. Si queremos describir electrén por electron,

la resolucion del modelo matematico es muy complicada.
Sabiendo esto, en 1964 dos investigadores inventaron el
modelo de Hohenberg y Kohn (1964)] (llamado asi por

los apellidos de estos dos cientificos). Este nuevo modelo
matematico se basa en la densidad electrénica. La densidad
electrénica se refiere al niumero de electrones en un cierto
volumen. La idea de este modelo es utilizar todos los electrones
qgue se sitian en un volumen determinado en lugar de describir
el sistema considerando electron por electron. A este modelo
se le llama la “teoria de funcionales de la densidad” y su
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Ficura 1. Representacion de la estructura de astaxantina antes de la optimizacién de geometria.

variable fundamental es la densidad electronica. Por ultimo, la
reactividad quimica se rige principalmente por el movimiento
de los electrones, asi que basta con describir la densidad
electronica para poder explicar la reactividad quimica. No es
necesario saber donde esta cada uno de los electrones, con
saber donde estan la mayoria es suficiente. Como no se calcula
electron por electron, los céalculos basados en la densidad
electrénica toman mucho menos tiempo que los que utilizan

la funcion de onda como variable fundamental. En la teoria de
funcionales de la densidad también se utilizan aproximaciones
y por eso en la bibliografia se encuentran distintos funcionales:
el de Becke-Perdew, el M062X, el hibrido B3LYP, etcétera.

Ya sea con los modelos basados en la funcién de onda o

con los modelos basados en la densidad electronica, la
quimica computacional es posible gracias al desarrollo de la
informatica. La quimica tedrica ha expandido sus posibilidades
gracias a los nuevos ordenadores 0 computadoras y los nuevos
codigos computacionales, que permiten estudiar moléculas
con cada vez mas atomos.

Los que hacemos quimica computacional empezamos

construyendo la molécula que vamos a estudiar. Por ejemplo, si
vamos a estudiar la astaxantina, un carotenoide de color rojizo,
construimos a la molécula sabiendo los atomos que tiene y la
estructura mas probable. Nos quedaria como se muestra en la
figura 1:

Igual que un quimico empieza sus investigaciones a partir

de una o varias sustancias que va a estudiar poniéndolas a
reaccionar, en la quimica computacional el primer paso es
tener una estructura geometrica, un arreglo de los atomos

en la molécula, que tenga el menor valor de energia, porque
dentro de los modelos de la fisicoquimica sabemos que las
cosas tienden a estar en un estado de minima energia. A este
proceso se le conoce como la “optimizacion de geometria”.
Una vez que se tiene la estructura con menos energia, se
empieza a estudiar todo lo demas. Si volvemos a la astaxantina,
la estructura después de optimizarla se ve como en la figura 2:

La diferencia entre ambas parece ser sultil, pero esta
estructura tiene menos energia que la inicial. Es mas estable
por 577 kcal/mol. Si pensamos que la energia que una mujer
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Ficura 2. Representacion de la estructura de astaxantina después de la optimizacién de geometria.

“‘estandar” tiene que consumir diariamente para sobrevivir es
de unas 1500 kcal nos daremos cuenta de que es una gran
diferencia. Es importante tener la estructura de menor energia
porque si no, no podemos explicar ni reproducir ningun dato
experimental.

Una vez que se tiene la estructura mas estable se pueden
sequir calculando cosas. Podemos obtener el espectro de
infrarrojo o de Raman, podemos analizar las cargas y podemos
ver la ocupacion de los orbitales, la forma de los orbitales para
decidir si son de enlace o antienlace y con eso definir la forma
en que los atomos estan enlazados. Una de las propiedades
que calculamos es la energia de ionizacion, que se refiere

a la energia que se requiere para arrancarle un electréon a

una molécula. Al quitarle un electrén la molécula queda con
carga +1. También podemos calcular la energia necesaria
para quitarle un electrén a una especie anionica, esto es,

una especie quimica que tiene un electron de mas y que por
lo tanto tiene carga —1. A esa energia se le llama afinidad
electronica y nos indica, como su nombre lo dice, que tan afin

€S una especie por un electron de mas. Estas dos cantidades
son las que utilizamos para estudiar los antioxidantes como los
carotenoides.

Mecanismos de reaccion:
,a qué nos referimos cuando decimos
antioxidante?

Cuando en el mundo de los alimentos y en la vida cotidiana
decimos antioxidante nos referimos a sustancias que son
capaces de reducir el estrés oxidativo porque atrapan radicales
libres. Los radicales libres que producen el estrés oxidativo son
especies quimicas que tienen oxigeno en su mayoria, y que

se producen como producto de respirar oxigeno. Un radical
libre tiene la caracteristica de tener un electron desapareado,
sin pareja. Los electrones se pueden describir en los orbitales
acomodandolos por parejas y eso le suele dar estabilidad

al sistema. Una especie quimica que tiene electrones sin
pareja suele reaccionar mas. En particular los radicales libres
asociados con el estrés oxidativo son moléculas con oxigeno
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que tienen electrones desapareados y que son muy reactivas.
Reaccionan con todo produciendo cambios importantes en las
proteinas, en las bases nitrogenadas y en los acidos grasos,
qgue son moléculas fundamentales para la vida. Para atrapar
radicales libres, las sustancias que tienen esta funcion lo hacen
a través de dos mecanismos fundamentales: la transferencia
de electrones y la transferencia de atomos de hidrégeno.

Cualquier especie quimica que atrape radicales libres por
estos métodos se conoce como antioxidante. Si analizamos con
cuidado cada uno, de lo que se trata es de aparear al electron.
Lo podemos aparear dandole electrones o quitdndoselos, o
enlazandole un atomo de hidrogeno que solamente tiene un
electron, con lo cual el electron también queda apareado. El
problema es que la palabra antioxidante esta muy bien definida
en la quimica y no es la que solemos utilizar para describir la
capacidad de atrapar radicales libres.

Para entender lo que es un antioxidante primero hay que
ponernos de acuerdo en lo que es un oxidante y antes de eso
hay que definir lo que es la oxidacion. La oxidacion se refiere
a la perdida de electrones. Cuando una especie se oxida es
porque pierde electrones. Los electrones no se pierden en la
nada. Lo que sucede es que se transfieren de una especie
guimica que los pierde a otra especie quimica que los gana.
La especie que pierde electrones se oxida, la que los gana
se reduce. La ganancia y la perdida de electrones siempre
van de la mano, porque cuando una especie quimica se oxida
es porque otra se reduce. Este proceso se conoce como
Redox (que viene de juntar las dos palabras “REDuccion” y
OXldacion”).

Oxidacion es pérdida de electrones

Reduccion es ganancia de electrones

Ahora bien, un oxidante es aquel que oxida a otra especie
quimica. Para oxidarla le quita electrones, es decir, gana
electrones, es decir, se reduce. Si seguimos, el antioxidante
evita la oxidacion de una especie quimica porque se oxida
primero. Todo esto parece un trabalenguas y lo es, porque los
qufmicos somos asi. Definimos todo en dos términos: acido-
base, oxidante-reductor, metal-no metal. Pero en resumen un
antioxidante va a evitar que una especie quimica se oxide
porque se va a oxidar primero. Para oxidarse primero tiene
que perder electrones mas facilmente. En términos de energia,
tiene que tener una energia de ionizacion baja para poder

ser un antioxidante. Como vemos con esto, antioxidante
solamente se refiere a uno de los mecanismos por los cuales
una especie atrapa radicales libres, al de la transferencia de
electrones, y solamente al mecanismo en el que el radical
libre acepta un electron de la especie antioxidante. Existen
otros mecanismos, porque el radical libre también puede
darle electrones al antioxidante, o puede aceptar atomos de
hidrégeno (Martinez, Vargas y Galano, 2009). Por eso nos
parece que el término antioxidante es limitado, y que es mejor
llamar a los atrapadores de radicales libres “antirradicales”.
En este capitulo asi los llamaremos para no confundirnos con
los quimicos. A continuacion encontraremos la forma en que
con la quimica computacional estudiamos los dos mecanismos
de accion principales de las sustancias que funcionan como
antirradicales.
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ESTUDIOS COMPUTACIONALES
PARA EL ESTUDIO DE LA TRANSFERENCIA
DE ELECTRONES

La transferencia de electrones se refiere a eso, a que los
electrones se pasan de una molécula a otra. Este es un
mecanismo de reaccion que aparece en muchas reacciones
guimicas. De hecho se puede ver como el primer paso de
muchas interacciones. De manera coloquial podemos decir
que al igual que el “contacto visual” entre dos personas puede
ser la primera interaccion importante, la transferencia de
electrones entre dos moléculas puede dar lugar a una reacciéon
guimica. Como en el proceso de transferencia de electrones
no se rompen ni forman enlaces, ni se mueven los atomos de
su lugar, se puede pensar que la transferencia de electrones
es el proceso mas rapido. En las sustancias que actuan como
atrapadores de radicales libres, este mecanismo es importante.

Mapa donador aceptor de electrones

Para estudiar la transferencia de electrones lo que necesitamos
es calcular la energia de ionizacion y la afinidad electronica,
porque estas dos cantidades son las que regulan que los
electrones se pasen de una molécula a la otra. Recordemos
que la energia de ionizacion es la energia necesaria para
quitarle un electron a una molécula neutra. Si representamos
cualquier molécula con la letra A, la ecuacion que describe a la
ionizacion es la siguiente

A-1> A + 1 electron
y la energia de ionizacion (VIE) se calcula como

VIE = E(A*") — E(A) [1]

E(A*") se refiere a la energia de la molécula cuando ya perdio
un electron, y E(A) es igual a la energia de la molécula neutra,
con todos sus electrones. Si la energia de ionizacion es baja
significa que es “facil” quitarle un electrén a la especie neutra.
La molécula sera un buen donador de electrones.

La afinidad electronica (VEA) es igual que la energia de
ionizacion pero referida a una molécula que tiene un electron
de mas, es decir, que es un anion. Si representamos el anion
como A", entonces la ecuacion que describe la ionizacion del
anion es la siguiente

A-1-> A + 1 electrén

y la afinidad electrénica (VEA) se calcula como

VEA = E(A) - E(A™) 2]

En esta ecuacion E(A) es la energia de la molécula neutra

y E(A™") es la energia de la molécula que tiene un electron

de mas (un anién). Una molécula que es muy afin por los
electrones los aceptara con “facilidad” y su afinidad electrénica
sera alta. En resumen, para una buena transferencia de
electrones la energia de ionizacion de la molécula que cede
electrones tiene que ser baja y la afinidad electrénica de la
molécula que los acepta tiene que ser alta. Estos dos datos,

la energia de ionizacion y la afinidad electrénica, se pueden
calcular sin mayor problema para cada molécula de interés,
utilizando la quimica computacional. Una vez que se tienen los
valores para cada molécula se pueden utilizar para hacer lo
que llamamos un mapa donador aceptor de las moléculas en
cuestion (Martinez et al., 2008). Si graficamos en el eje de las
X la afinidad electronica (VEA), y en el eje de las Y la energia
de ionizacion (VIE) podemos clasificar las regiones como se
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indica en el figura 3. La localizacién de cada molécula en el
mapa indicara si son buenos donadores 0 buenos aceptores
de electrones. Las moléculas situadas abajo a la izquierda
tienen valores bajos de energia de ionizacion y de afinidad
electronica, por lo que son buenos donadores y malos
aceptores de electrones. Las moléculas localizadas arriba

a la derecha tienen altos valores de energia de ionizacion y

de afinidad electronica, por lo que seran buenos aceptores y
malos donadores de electrones. Los electrones se transferiran
desde un buen donador hacia un buen aceptor como lo indica
la flecha, es decir, las moléculas situadas arriba a la derecha le
quitaran electrones a las situadas abajo a la izquierda.

Con la ayuda de la guimica computacional y del mapa
donador aceptor de electrones (full electron donor acceptor
map, FEDAM) podemos clasificar todas las sustancias como
donadoras 0 como aceptoras de electrones. Es importante

Mal donador
Buen aceptor

VIE

Buen donador
Mal aceptor

Y

" Ficura 3. Mapa Donador Aceptor de electrones

LY,

reconocer que estos parametros son relativos. Una molécula es
mejor donadora que otra, no es buena donadora en términos
absolutos. Lo mismo sucede con la capacidad de aceptar
electrones. Una molécula es mejor aceptando electrones

que otra porque su afinidad electrénica es mayor. Al utilizar

el FEDAM se pudieron clasificar los carotenoides y comparar
frente a diversos radicales libres.

Carotenoides en el FEDAM

Para estudiar la capacidad antioxidante de diversos
carotenoides en funcion de la transferencia de electrones se
calcularon las estructuras de cuatro carotenoides y de distintos
radicales libres. Una vez que se encontraron las estructuras
mas estables se calculd la energia de ionizacién y la afinidad
electronica de cada una. Con estos valores se localizaron las
moléculas en el FEDAM y se pudieron clasificar. En la tabla 1
se presentan las férmulas moleculares de los carotenoides que
se utilizaron como ejemplo.
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TaBLA 1. Férmula molecular de los carotenoides analizados
para la elaboracién del mapa donador aceptor de electrones

BC
[-caroteno
o)
OH
HO
Astaxantina

Toruleno

Para comparar se calculé el DPPH (2,2-difenil
—1-picrylhydrazyl) que es una sustancia muy utilizada en el
analisis de la capacidad antirradical de distintas moléculas, y
también se estudiaron algunos peroxilos (ROQOe) y alcoxidos
(RQOe). Estos ultimos son ejemplos de radicales libres de los
que producen el estrés oxidativo. Utilizando los valores de VEA
y VIE se localizaron las moléculas en el mapa como se muestra
en la figura 4.

En el FEDAM, lo que se localice arriba a la derecha le podréa
quitar electrones a lo que se situe abajo a la izquierda sin

un costo energético grande. Asi, podemos decir que los
radicales libres etiquetados como R-06, R-O7 y R-O8 le
quitaran electrones a los cuatro carotenoides (BETA, DHIR,
ASTA y TORU). Los radicales libres peroxilos (ROQOe)

estan en su mayoria situados arriba a la izquierda de los
carotenoides, con lo cual no podran quitarles electrones.

El DPPH esté arriba y a la derecha de los carotenoides y
también podra aceptar electrones de los carotenoides. Hay
muchos radicales libres situados arriba de los carotenoides,
que tienen mas o menos el mismo valor de VEA pero valores
de VIE mayores. La transferencia electrénica entre estos
radicales libres y los carotenoides tampoco podré ser sin un
gasto de energia considerable. Analizando con mas detalle
los resultados podemos decir que mientras mas separadas
estén dos moléculas en su localizacion en el mapa, mejor sera
la transferencia de electrones entre ellas. Asi, el BETA es el

FEDAM
18.0
oRO1
R-06
E R-001 R-006 o R-07
0 0
. . [ ]
R0052 R-0010 ng} o Roor ORDS
ol R-0015 R-015
. : . o
BE%‘DHIR ASTA  dpph
TORU
0.0 T
0.0 2.5 VEA 5.0

" Ficura 4. FEDAM con los carotenoides de la Tabla 2 y diversos

radicales libres.
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carotenoide que esta mas abajo a la izquierda, lo que hace
que sea el mejor donador y es la que esta mas separada de las
moléculas situadas arriba a la derecha sera la sustancia que
done electrones con mas “facilidad”. La mejor transferencia de
electrones que se podra dar sera entre BETA y R-O7, ya que
son estas moléculas las que estan mas separadas. Asi, con
este FEDAM podemos clasificar cualquier molécula que se nos
ocurra.

En general los radicales libres aceptan electrones de las
moléculas que funcionan como antirradicales; sin embargo,
existe un radical libre que actia como donador, que es el anion
radical superoxido (O,) (Galano, Vargas, Martinez, 2010).

En la figura 5 localizamos este radical en el FEDAM y dos de
los carotenoides que estudiamos, el BETA y el ASTA. En este
caso los carotenoides estan arriba a la derecha del radical
libre, con lo cual la transferencia de electrones sera desde el

" Ficura 5. FEDAM de astaxantina (ASTA) y B-caroteno (BETA)
con O,

FEDAM
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radical hacia los carotenoides. Como ASTA esta mas arriba a
la derecha, la mejor transferencia sera con este carotenoide, y
este carotenoide sera mejor antirradical frente al O,".

EsTUDIOS COMPUTACIONALES
PARA EL ESTUDIO DE LA TRANSFERENCIA
DE HIDROGENO

En el proceso en el cual un a&tomo de hidrogeno se transfiere
de una molécula a otra se tienen que romper y formar enlaces.
Esto hace que este proceso no sea tan rapido como puede ser
la transferencia de electrones. Para estudiar este proceso se
tiene que considerar la energia de enlace del hidrogeno a la
molécula de la que se va a desprender, y la energia de enlace
del hidrégeno con la molécula con la que se va a quedar. Tiene
que haber una ganancia de energia en el proceso, porque Si
no la hay, no se lleva a cabo. La energia necesaria para romper
el enlace del atomo de hidrogeno tiene que ser menor que la
energia que se ganara cuando se forme el nuevo enlace.

Cuando una molécula pierde un atomo de hidrogeno el
proceso se conoce como deshidrogenacion. El hidrégeno es
un atomo que tiene un protén y un electrén. Cuando el &tomo
de hidrégeno se transfiere a un radical libre, se forma un nuevo
compuesto que ya no tiene electrones desapareados. Por
ejemplo, si tomamos al radical libre OHe, que tiene un electron
desapareado, y lo ponemos a reaccionar con el hidrogeno

que tambien tiene un electron sin pareja, se formara H,0O que
no tiene electrones desapareados. Con esto se estabiliza

la situacion. Las moléculas que pueden ceder atomos de
hidrégeno con un costo de energia bajo son buenas sustancias
antirradicales.
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. Qué parametros utilizar para este mecanismo?

La forma de medir qué tan facil o dificil es que una molécula
ceda un atomo de hidrégeno, es decir, se deshidrogene,

es calculando la energia necesaria para que eso suceda.
Puesto en una ecuaciéon quimica y tomando como ejemplo de
antirradicales los carotenoides (CAR), podemos representar
como CAR-H al mismo carotenoide deshidrogenado y como He
al atomo de hidrégeno. Utilizando estos simbolos, la ecuacion
que representa el primer paso del proceso es la siguiente:

CAR > CAR-H + He

El segundo paso es que el hidrogeno se una con el radical libre
(Re), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Como lo primero que tiene que suceder es que el hidrogeno
se desprenda del CAR, lo que podemos calcular es la
energia para que eso suceda, que se cConoce como energia
de disociacion. Aquel antirradical (por ejemplo, cualquier
carotenoide) que tenga menor energia de disociacion, sera
mejor sustancia para combatir los radicales libres (Martinez

y Barbosa, 2008). Con la quimica computacional podemos
calcular estas energfas. Como en general no se sabe cuél de
todos los hidrégenos que tiene una molécula se desprende
con menor costo energético, hay que calcular una por una
todas las moléculas sin hidrégeno y con eso ir calculando
cada energia de disociacion. Por ejemplo si tomamos el
B-caroteno y consideramos la numeracion de cada atomo

de carbono como se indica a continuacion, tenemos que
calcular la molécula sin cada hidrégeno, una por una. Como
la molécula es simétrica, sélo tenemos que probar con los
hidrogenos localizados en los carbonos del uno al 20. Para eso
tomamos la molécula, quitamos un hidrégeno, optimizamos su
geometria y obtenemos el valor de la energia de la molécula

He + Re > RH deshidrogenada. Volvemos a tomar la molécula entera,
quitamos otro hidroégeno, volvemos a optimizar la geometria
18" 4.
19 20 g

17 16
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Ficura 6. Numeracion de los dtomos de carbono del 3-caroteno.
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y obtenemos el valor de la energia de esta nueva molécula
deshidrogenada. Cuando se calculan todas las opciones
de moléculas deshidrogenadas, se comparan los valores
de energia y se calculan para cada caso las energias de
disociacion (D,) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

D, = [E(CAR-H) + E(H)] - E(CAR) 3]

donde E(CAR-H) es la energia de la molécula sin un hidrégeno,
E(H) es la energia del atomo de hidrégeno y E(CAR) es la
energia de la molécula completa. Asi tendremos muchas
energias de disociacion que podemos comparar. La menor
representa al hidrégeno, que es menos costoso disociar. La
molécula que lo contenga sera el mejor antirradical conforme
este mecanismo. Con la quimica computacional podemos
calcular la energia de disociacion de todas las moléculas que
queramos estudiar, y compararlas entre si para ver cual es el
mejor antirradical.

CAR-H Dissociation Energy
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Ficura 7. Energia de disociacién (en eV/mol) del 4tomo de hidrégeno
que se disocia con menor costo energético, de las moléculas de la Tabla 2.

Carotenoides que participan como
antirradicales a través de la transferencia
de hidrégeno

Los carotenoides también funcionan como antirradicales

a través del mecanismo de transferencia de atomos de
hidrégeno. Si tomamos como ejemplo la vitamina E y los
carotenoides que se presentan en la tabla 2, podemos calcular
las energia de disociacion y podremos saber cuéal de todos
ellos es mejor antirradical. En la figura 7 se presentan los
resultados de las energias de disociacion para cada molécula
de la tabla 2.

En cada caso se incluye la energia correspondiente al
hidrogeno que es menos costoso energéticamente disociar.
De todas las moléculas graficadas en el figura 7, la 4-oxo-
rubixantina (OXQO) es la que tiene una energia de disociacion
menor, y por lo tanto podemos decir que sera el mejor
antirradical. El que presenta una mayor energia de disociacion
es la astaxantina (ASTA), por lo que es una sustancia que
tiene menos capacidad de atrapar radicales libres con este
mecanismo. La vitamina E tiene una energia de disociacion
del atomo de hidrégeno que la hace ser mejor que algunos
carotenoides y peor que otros. Con la energia de disociacion
podemos clasificar todos los atrapadores de radicales libres
como buenos, malos o regulares.
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TaBLA 2. Férmula estructural de distintos carotenoides y de la vitamina E

[3-caroteno
(BO)

[-criptoxantina
(BCRYP)

Zeaxantina
(ZEA)

Luteina
(LUT)

3-dehydro-lutein
(BDEHYDLUT)

3-hidroxi-¢,e-caroten-3-ona
(BHYDCAR)

g,e-caroten-3,3’-diona
(33CAR)

Vitamina E

OH

4-oxo-rubixantina
(0X0O)

Equinenona
(ECH)

3-hidroxi-equinenona
(B3BHYDECH)

cantaxantina
(CAN)

adonirubina
(ADO)

astaxantina
(ASTA)
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(QUIMICA COMPUTACIONAL
Y ANTIRRADICALES: UNA CONCLUSION

Todos los seres vivos que respiramos oxigeno sufrimos estrés
oxidativo porque al respirar producimos de manera inevitable
radicales libres. El estrés se debe a que esos radicales libres
son muy reactivos, y van interaccionando con las moléculas

de los organismos que son vitales. Por eso, a través de la
evolucion se han generado mecanismos para protegernos

de los radicales libres. Uno de esos mecanismos consiste

en tener sustancias que los atrapen para que entonces no

nos hagan dafio reaccionando con todo lo que se les pone
enfrente. Dos de los mecanismos mas importantes p