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dcido R-apo-8'-carotenoico (LVIII) 57 dinoxantina (XLI) 34
acido trispdrico (LIII) 49 5,6-spoxi-B-caroteno (XXVIII) 22
actinioeritrina (II) 4 5, 8-epoxi-B-caroteno (XXX) 23
aleuriaxantina (LII) 44 eschscholtzxantina (XXII) 12
alloxantina (XLIV) 35 escualeno (LIV) 52
anteraxantina (VIII) 7 espiriloxantina (XVII) 8
g-apo-8'-carotenal (LVII) 57 fitoeno (XVI) 8, 53
astaceno (XIII) 8 fitoeno (isdmero 15-cis) (XXIV) 13
astaxantina (VI) 6 fitoflueno (XXV) 21, 53
auroxantina (XXI) 11 fucoxantina (IX) 7
bis-dehidro-g-caroteno (XX) 9 isocriptoxantina (LX) 62
bixina (IV) 4 licopeno (XIV) 8
cantaxantina (LIX) 57 licoperseno (LV) 52
capsantina (XLVI) 42 loroxantina (XXXVIII) 33
capsorubina (XLVII) 42 luteina (XXXIII) 30
a-caroteno (XXXV) 31 myxoxantofila (XLV) 35
g-caroteno (XII) 7 neoxantina (XXXIV) 30
y-caroteno (I) 4 neurosporeno (XXVI) 21, 53
g-caroteno (XXVII) 21 peridinina (X) 7
g-caroteno (XV) 8, 53 phillipsiaxantina (L) 44
ag-criptoxantina (XL) 33 plectaniaxantina (LI) 44
R-criptoxantina (XXXVI) 31 semi-g-carotenona (III) 4
crocetina (V) 5 sifonoxantina (XXXIX) 33
crocentindial (XI) 7 7,8,11,12-tetrahidro-y, Y-
3,4-dehidro-f-caroteno (LXI) 62 caroteno (LVI) 53
diadinoxantina (XLII) 34 toruleno (XLVIII) 43
diatoxantina (XLIII) 34 violaxantina (VII) 6
5,6,5',6"'~diepoxi-g- violeritrina (XXIII) 12
caroteno (XXIX) 22 vitamina Al (XIX) 9
5,6,5',8"'-diepoxi-g- vitamina A2 (XVIII) 9
caroteno (XXXI) 23 zeaxantina (XXXVII) 31
5,8,5',8"'-diepoxi-Rg-

caroteno (XXXII) 23

3,4-dihidrolicopeno (IL) 43



PANORAMA ACTUAL

DE LOS CAROTENOIDES

NATURALEZA DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides constituyen un importante grupo de pig-
mentos naturales, de amplia distribucidén a través de todos los or-
ganismos vivos. Sin embargo los vegetales son los dnicos capacita-
dos para efectuar su sintesis de novo, ya que los aislados de te-
jidos animales provienen en (ltima instancia de precursores de o-
rigen vegetal.

Aln cuando la presencia en la naturaleza de pigmentos
rojos o amarillos -ahora conocidos como carotenoides- fue reporti-
da hace mds de un siglo (Moss y Weedon, 1976), para la mayoria de
los propdsitos practicos la quimica de estas sustancias comenzd a
avanzar recién a fines de la tercera década de este siglo, en ba-
se principalmente a los trabajos de la escuela de Karrer. Pero de
todos modos no es sino hasta 1950 en que se sintetizan los prime-
ros carotenoides: R-caroteno y licopeno (Inhoffen et af., 1950 a
y b; Karrer y Eugster, 1950; Milas et af., 1950).

En los Gltimos quince anos la progresiva aparicidn y a-
dopcidén de sofisticadas técnicas espectroscipicas, especialmente

la resonancia nuclear magnética (n.m.r.) y la espectrometrfia de



masa (m.s.) han revolucionado los estudios estructurales en este
campo. Otras técnicas espectroscépicas, como la dispersion 6pti-
ca rotatoria (o.r.d.) y el dicrofsmo circular (c.d.), asi como

la cristalografia con rayos X han permitido la elucidacién de la

configuracién absoluta de numerosos carotenoides naturales.

ESTRUCTURA Y NOMENCLATURA

La estructura basica de los carotenoides refleja clara-
mente su biosintesis y estd constituida por ocho unidades isopre-
noides, en tanto-que una serie de dobles enlaces conjugados cons-
tituyen el croméforo caracteristico. La estructura aciclica béasi-
ca C40 puede ser modificada por hidrogenacién, deshidrogenacién,
ciclacion u oxidacion.

Quimicamente se acostumbra a separarlos en dos grandes
grupos: carotenos, de estructura hidrocarbonada y oxicarotenoides
o xantofilas, con oxigeno en su molécula.

Recientemente la Comisidon de Nomenclatura Bioquimica de
la Unidn Internacional de Quimica Pura y Ap]icada* ha establecido
un nuevo sistema para la nomenclatura de carotenoides.

E1 nombre semisistematico formal para cada carotenoide
esta basado en el nombre principal carofenc; la designacidn espe-
cifica correspondiente a los grupos terminales (8, €, x, ¢, X Y
y) se presenta en la figura 1 junto a la numeracidén correspondien-
te a cada atomo de carbono. Los prefijos que se emplean para nom-
brarlos tienen que ser citados en orden alfabético, asi el y-ca-

noteno (1) debe ser designado como B,y-caroteno.

* Comm. Biochem. Nomenclature (1971) Biochemistry, 10: 4827-37

Comm. Biochem. Nomenclature (1975) Biochemistry, 1l4: 1803-4
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Figura 1. Denominacidén de los grupos terminales y numeracidn de

los atomos de carbono en las moléculas de carotenoides

E1 esqueleto carbonado bdsico de un carotenoide puede
ser modificado de diferentes maneras: los noxr-carotenoides son a-
quellos en los cuales un cierto dtomo de carbono es eliminado (cp-
mo en la actindioenitrina (I11), donde se han suprimido los carbo-
nos 2y 2'), los seco-carotenoides resultan de la ruptura de un
enlace C-C que no sea la unidn Cl-C6 de un grupo ciclico y de la
adicion de un nimero apropiado de atomos de hidrdgeno a cada gru-
po terminal asi creado, como ocurre en la semi-a-carotenona (III),
donde la ruptura se ha producido entre los carbonos 5 y 6, mien-
tras que los apo-carotenoides son aquellos en los que la cadena
ha sido reducida por la remocidn de uno o -como en el caso de la

bixina (IV)- de ¢mbos extremos.
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3,3'"-diaciiato de 3,3'-dihidroxi-
2,2'-dinor-B,B-caroten-4,4"'-diona
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semi-a-carotenona (III)

5,6-seco-B,e-caroten-5,6-diona

COOCH,

bixina (IV)

6'-metil éster del acido 9'-cis-6,6'~-diapocarotendiocico

Los cambios en el nivel de hidrogenacidn se indican pcr
medio de los prefijos hidro o dehidro, mientras que el prefijo re-
tno deja constancia del desplazamiento en una posicidon de todas
las uniones simples y dobles del sistema conjugado.

Por un mecanismo de sustitucidn con la funcidn oxigena-
da adecuada, los carotenoides pueden convertirse en adcidos carbo-
xilicos (dcidos canrnoienoLcos), aldehidos (carotenafes), cetonas
(canotenonas), alcoholes (carotenofes) o sus ésteres, que pueden
ser denominados mediante los prefijos y sufijos apropiados; el

nombre semisistemdtico puede contener solamente un sufijo formal



(el que corresponde a la funcién principal) y las otras funciones

ser designadas como prefijos.

Los puentes de oxigeno, cominmente entre los carbonos
5-6, 5-8 6 1-2 (este @ltimo en el caso del grupo aciclico v ter-
minal), se designan aplicando el prefijo epox«< al nombre de la ca-
dena principal, consignando la hidrogenacién teérica sufrida por
el doble enlace.

Con respecto a la configuracién geométrica, de no mediar
aclaracion se interpreta que la configuracidn del carotenoide es
todo-thans; la disposicidn c44 en un doble enlace determinado de-
be ser consignada especificamente.

La citada Comisidon de Nomenclatura Bioquimica reconoce
y permite retener un gran nimero de nombres triviales de uso co-

rriente, en tanto estén acompafnados de 1osS nombres semisistemdti-

cos aprobados.

PROPIEDADES GENERALES

Con la excepcidn de algunos glucdésidos como crocina, el
digenciobiésido de la crocetina (V), y de algunos complejos protei-
cos como la ovoverdina, un derivado de astaxantina (VI), los caro-
tenoides son pigmentos liposolubles que pueden aislarse por extrac-
cidén con solventes orgadnicos apropiados (benceno, éter de petrd-
leo, éter etilico, disulfuro de carbono, etanol, metanol, cloro-

formo, etc.).

N N,
H

*
crocetina (V)

dcido 8,8'-apo-caroten-8,8'-dioico

* En el caso de carotenoides simétricos, en algunas oportunidades
s0lo se representa la hemiférmula, hecho que se indica con un as-

terisco al lado del nombre trivial



*
astaxantina (VI)

3,3'-dihidroxi-R,8-caroten-4,4"'-diona

Ocasionalmente la evaporacidén del extractivo de un pro-
ducto crudo produce directamente por cristalizacidn el carotenoi-
de (como ocurre con el licopeno extraido de tomates), pero en la
mayoria de los casos resulta necesaria una purificacidon, previa
saponificacidon de los lipidos y de los ésteres de los carotenoi-
des hidroxilados. Los métodos de purificacidn generalmente se i-
nician por particidn del extractivo en una mezcla de solventes in-
miscibles.

Aunque muchos carotenoides parecen tener puntos de fu-
sion definidos, éstos pueden variar considerablemente con la ve-
locidad de calentamiento y con el método con el que se realiza la
determinacidon. En la practica, los espectros visible, infrarrojo,
de resonancia nuclear magnética y de masa proporcionan 1os mejo-
res medios de caracterizacidén, asi como la co-cromatografia resul-
ta una prueba de identidad mas valiosa que el cldsico punto de fu-
sidn mezcla.

Algunos carotenoides, en especial los epdxidos como v{o-
Laxantina (VII) y anternaxantina (VIII), son muy sensibles a los a-
cidos, aln a las trazas de cloruro de hidrdgeno presentes en el
cloroformo "envejecido", mientras que fuccxantina (IX) y perdidind-

na (X) son ldbiles en dlcalis diluidos.

|

|
I
[ /\\T// §§///\/§\\/' A\\»}/ NN

0
Ho” >~ L\

*
violaxantina (VII)
5,6,5',6"'-diepoxi-5,6,5",6'-tetrahidro-B,R-caroten-3,3'-diol
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anteraxantina (VIII)
5,6-epoxi-5,6-dihidro-B8,8-caroten-3,3'-diol

0
O
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fucoxantina (IX)

HO OCOCH,

3'-acetato de 5,6-epoxi-3,3',5'-trihidroxi-6"',7"'

-didehidro-5,6,7,8,5',6'-hexahidro-B,8-caroten-8-ona
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peridinina (X)
3-acetato de 5',6"'-epoxi-3,5,3"'"-trihidroxi-6,7-didehidro-5,6.

5',6'-tetrahidro-10,11,20-trinor-B8,B-caroten-19',11'-6lidc

Unos pocos carotenoides como la bixina (IV) y el cxc

tind<iaf (XI) son sorprendentemente estables al aire, en tanto

algunos otros como el B-caxroteno (XII) y el astaceno (XIIl) t. -

bién 1o son en la medida en que sean compuestos puros y bien .

talizados.

S S Ve e N

crocetindia1* (XxI)

8,8'-diapocaroten-8,8'-dial

B-caroteno* (XI1)

B,B-caroteno

ue

is-



*
astaceno (XIII)

3,3'-dihidroxi-2,3,2',3'-tetrahidro-B8,B8-caroten-4,4"'-di:a

E1 £icopeno (XIV) es decididamente mds inestable jue el
g-caroteno (XII). El1 z-caroteno (XV) es notoriamente inest:-:le al
aire, pero sin embargo el {§4ftoeno (XVI) es comparativament. esta-
ble. Compuestos como la esdpindifoxantina (XVII), que carece "2 un
doble enlace 1-2 pero posee una doble ligadura adicional e posi-

cidon 3-4 son mucho menos estables que el licopeno.

AN A G S g g

*
licopeno (XIV)

Y,Y-caroteno

*
¢-caroteno (XV)

7,8,7',8"'-tetrahidro-y,{-caroteno

i
)\/\/‘\N/J\//\\ N

Fitoeno  (XVI)

7,8,11,12,7',8'",11"'",12'-0octahidro-y,¥-caroteno

ol L
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*
espiriloxantina (XVII)
1,2,1'",2'-tetrahidro-3,4,3',4"'-tetradehidro-

l,l'-dimetoxi-y,y-caroteno



Los compuestos que contienen una doble ligadura conj:
gada adicional en el grupo ciclico terminal exhiben una estabi® -
dad disminuida: asi la vitamdina Az (XVIII) es mucho menos esta! o

que la vitamina A7 (XIX) y el bis-dehidrno-B-caroteno (XX) que ¢

)

B-caroteno (XII). La astaxantina (VI) que es una bis-aciloina,

solucién aicalina es rapidamente oxidada por el aire al bis-dic-

fenol astaceno (XIII).

A P G O

|

vitamina A2 (XVIIT)
3,4-dehidro-15-apo-f8-caroten-15-01

f>i[:§%/l\J/\$/%k“/\%nl
~

vitamina A1 (XIX)

15-apo-B-caroten-15-01

bis—dehidro—B—caroteno* (XX)

3,4,3'",4"'-tetradehidro-8,8-caroteno

A raiz de la inestabilidad de muchos carotenoides y de
su tendencia a la estereomutacidén, todas las operaciones a las que
sean sometidos estos compuestos deberian, en 1o posible, ser lle-
vadas a cabo en una atmésfera inerte (v.g. nitrégeno), con solven-
tes recientemente purificados y evitando tanto calentamientos in-

necesarios como su exposicidon a la luz directa.

ENSAYOS FISICOS

Resultan de la aplicacidn de una serie de técnicas no
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destructivas , junto con la espectrometria de masa. La mayor par-
te de la informacion estructural proviene de dos o mds de ellas.
Asi, del espectro de masa puede obtenerse la férmula molecular y
a partir del modelo de fragmentacidén probablemente algunas carac-
teristicas estructurales. E1 nimero de dobles enlaces equivalen-
tes puede ser entonces deducido de la fdérmula molecular. Las pro-
piedades de absorcidon de la luz visible o ultravioleta de un po-
lieno, manifestadas a través de su espectro electrdnico, consti-
tuyen la mejor indicacidon del tipo de sistemas croméforos presen-
tes. La naturaleza de los sustituyentes oxigenados puede deducir-
se del espectro infrarrojo, mientras que el espectro de resonancia
proténica magnética caracterizard por 1o menos los sustituyentes
metilados. Después que haya sido deducida la estructura principal
se pueden utilizar técnicas quirdpticas y/o el andalisis con rayos

X para determinar la configuracidon absoluta de las unidades asimé-

tricas.

ENSAYOS QUIMICOS

Complementan estudios estructurales y se llevan a cabo
"en escala espectroscdpica", es decir que no requieren mas mate-
rial que el necesario para realizar el espectro de absorcion.

Aquellos ensayos quimicos que anteriormente jugaban ur
importante papel en la elucidacidon estructural del carotenoide pe-
ro que ahora han sido reemplazados con ventaja por los métodos f°-
sicos antes mencionados, serdn simplemente citados. A esta catego-
ria pertenecen procedimientos tales como la microhidrogenacidn
cuantitativa para determinar el nimero de dobles enlaces, el méto-
do de Kuhn-Roth para estimar los grupos C-metilos, la ozon6lisis
para detectar grupos isopropilidenos y estructuras 1,5-diénicas,
la deteccidon de grupos a y B terminales por oxidacidon a acidos iso-
gerdonico y gerduico, respectivamente, y la localizacidn de un sus-

tituyente hidroxilado en uno de estos grupos terminales por andli-
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sis de los &cidos dicarboxflicos formados luego de una oxidacién
drfstica (Liaaen-Jensen, 1971).

Uno de los ensayos quimicos mds utilizado actualmente
es la reduccién con hidruros. La presencia de un grupo carbonilo
en un carotenoide puede ser detectada tratando una solucidn del
mismo en éter o tetrahidrofurano con hidruro de aluminio y litio,
que produce un desplazamiento del espectro de absorcién (20-30 nm)
hacia longitudes de onda mds cortas, asi como el incremento de la
estructura fina.

E1 reemplazo del hidruro de aluminio y litio por el bo-
rohidruro de sodio en metanol o etanol tiene la ventaja de poder
distinguir a los aldehidos y cetonas de los dcidos carotenoicos,
ya que s6lo los -primeros son reducidos.

E1 hidruro de aluminio y 1litio reacciona de diferentes
modos frente a carotenoides epoxidicos: el grupo epdoxido puede que-
dar inalterado, formar un derivado hidroxilado o desaparecer dan-
do lugar a un nuevo doble enlace.

Las reacciones promovidas por dacidos son también de fre-
cuente utilizacidon. Los 5,6-epdxidos son rapidamente convertidos
en un par de 5,8-ep6xidos (los asi 1lamados "6xidos furanoides")
que difieren en la configuracién del C8‘ Un ejemplo de ello es la
violaxantina (VII), que luego del tratamiento con dcidos originn
una mezcla de auhoxantinas (XXI). Habitualmente se observan colo-
raciones azules luego del tratamiento con dcido, tanto de los 5,6-

como de los 5,8-epdxidos.

OJ[iiTi;y/L%//‘«/l\y/“%.
H b

L
*
auroxantina (XXI)
5,8,5',8'-diepoxi-5,8,5"',8"'-tetrahidro

-B,B-caroten-3,3'-diol
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Muchos alcoholes alilicos en las series poliénicas se
deshidratan rapidamente por tratamiento con cloruro de hidrégeno
cloroférmico, como la eschscholtzxantina (XXII), que origina el

bis-anhidro derivado respectivo.

/[if;”/ NN AN 2 H TN NN
‘ - 0 A
HO //L\ 2

* x
eschscholtzxantina (XXII) bis-anhidro derivado
€,e-caroten-3,3'-diol 2,3,2',3"'-tetradehidro-

€,E-caroteno

En presencia de una base muchos carotenoides son oxida-
dos rdpidamente si se exponen al aire, como ocurre con la oxida-
cién de astaxantina (VI) a astaceno (XIII). Un efecto similar se
logra durante la hidr6lisis alcalina de algunos ésteres como la
actinioeritrina (II), que produce la bis-a-dicetona violeritaina
(XXIII). Tanto los ésteres carotenoicos como los carotendlicos se
pueden hidrolizar por tratamiento con hidroxido de potasio metandé-
lico (1-5%) a temperatura ambiente. La conversién de un dcido ca-
rotenoico al correspondiente carboxilato, pnoducida por la adiciodn
de un alcali a una solucidn alcohdélica, origina un desplazamiento
tipico del espectro que es reversible ante el agregado de un exce-

so de acido mineral.

o
*
violeritrina (XXIII)

2,2'-dinor-8,B-caroten-3,4,3',4"'-tetrona

Se han descripto algunas otras reacciones para poner en
evidencia funciones oxigenadas, entre las que puede mencionarse la
acetilacién de .grupos hidroxilo primarios y secundarios (los ter-

ciarios no reaccionan) con anhidrido acético en piridina a tempe-
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ratura ambiente. La subsiguiente determinacidén de la composicién
del producto por espectrometria de masa revela el nimero de gru-
pos hidroxilo primarios y secundarios existentes en la sustancia
de partida. Otras reacciones frecuentemente utilizadas %ncluyen
la metilacién con ioduro de metilo de grupos hidroxilos para ob-
tener los éteres correspondientes y la de los dcidos carotenoi-
cos con diazometano, que proporciona 10s respectivos ésteres meti-
licos. Los hidroxilos alilicos pueden ser convenientemente oxida-

dos por tratamiento con bidxido de niquel o de manganeso.

ESTEREOQUIMICA

Estda demostrado que bajo condiciones apropiadas todos

los carotenoides pueden ser convertidos en mezclas de estereoisé-
meros. Aln cuando en la naturaleza predominan las formas todo-
trhans, ya se ha aislado un buen nimero de isdmeros cis y poli-

cis (el fd4toeno (XXIV) es un carotenoide natural 15-cis). Esto,
sumado a la comprobacidén de que la isomerizacidn ci{s-trans que ex-
perimenta el retinal (la forma aldehidica de la vitamina Al) jue-
ga un papel decisivo en la quimica del proceso visual, enfatiza la
necesidad de una cuidadosa consideracidén de los aspectos estereo-

quimicos cuando se analizan tanto la biosintesis como la funcidn

de los carotenoides.

15-cis-fitoeno (XXIV)
15-cis-7,¢,11,12,7',8',11',12'-0octahidro-y,y-caroteno
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Cuando estdan disueltos, los carotenoides pueden isomeri-
zarse ("estereomutacion®") bajo el imperio de variadas circunstan-
cias. En solucion la estereomutacidn comienza casi inmediatamente,
siendo usualmente lenta a temperatura ambiente, pero se ve . .decidi-
damente favorecida por el aumento de 1a’temperatura. Lo propio ocu-
rre cuando se irradia una solucidn del carotenoide, en especial si
se utiliza luz cuya longitud de onda coincida con la bpanda de md-
xima absorcién (el proceso es acelerado por la presencia de canti-
dades cataliticas de iodo).

Con respecto a las propiedades generales, los isémeros
todo-tnans suelen exhibir menores valores de solubilidad y mayores
puntos de fusidon. Las formas c«4 de los carotenoides opticamente
activos por lo comin difieren en la magnitud de la desviacidn po-
larimétrica y a menudo en el signo de la misma. Por otra parte la
configuracidon geométrica ejerce una profunda influencia sobre la
afinidad de adsorcidon, hecho que permite resolver mezclas comple-
jas de isomeros por medio de técnicas cromatogrdaficas apropiadas.
Finalmente la formacidn de c«{s-isdmeros se traduce en modificacio-
nes espectroscdpicas mas o menos notables, siendo quizds la mds
destacable la que registra el espectro electrénico, donde los iso-
meros meno-c4{s provocan la aparicidn de un nuevo pico de absorcion
en el ultravioleta cercano("pico c44") que muestra una notable
constancia de desplazamiento, ya que estd ubicado a -142 ¥ 2 nm

del pico de maxima absorcion del isdmero todo-trnans respectivo.

AISLAMIENTO DE CAROTENOIDES

La inestabilidad de los carotenoides frente a factores
externos tales como la luz, el calor, el oxigeno, los dcidos y en

algin caso (v.g. astaxantina) los 4dlcalis, obligan a adoptar una
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serie de precauciones especiales cuando se trabaja con estos pig-

mentos.

La exposicién a la luz (sobre todo la luz solar directa
y la luz ultravioleta) debe ser evitada en la medida de lo posi-
ble, ya que induce la fotoisomerizacidn cis-trans y favorece 1la

destruccidén de los carotenoides.

Del mismo modo debe prescindirse de todo calentamiento
innecesario, debido a la termolabilidad que exhiben muchas de es-
tas sustancias, especialmente las xantofilas; en favor de ello con-
viene elegir solventes de bajo punto de ebullicidon, asi como eva-
porarlos a presidon reducida, preferentemente en evaporadores rota-
torios.

La oxidacidén de los carotenoides por el oxigeno atmosfé-
rico o por perdxidos plantea en algunos casos la necesidad de ase-
gurar un ambiente inerte (NZ) 0 el uso de antioxidantes tales co-
mo la etoxiquina, el pirogalol o el quinol; la principal fuente de
perdoxidos es el éter dietilico, por 1o que este solvente no debe
usarse si no es recientemente preparado.

Salvo en algunos casos excepcionales donde su uso resul-
ta inevitable (aislamiento de dcidos carotenoicos después de la sa-
ponificacién), es necesario impedir el contacto de los pigmentos
con reactivos acidos o con solventes que puedan contenerlos, cc-
mo el cloroformo, ya que en ese medio se producen descomposiciones
oxidativas, isomerizaciones c«s-trnans y la transformacidon de los
5,6-epoxidos a sus isomeros furanoides 5,8.

Todo solvente a utilizar en el andlisis de carotenoides

debe ser rigurosamente purificado por medio de técnicas apropia-

das.

EXTRACCION

Lo mas conveniente es procesar el material vegetal obje-

to del andlisis inmediatamente después de su recoleccidon; de no ser
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ello posible, las muestras deben almacenarse a -10°C hasta el mo-
mento de ser usadas o, mejor aiun, liofilizarse. La liofilizacién
es el procedimiento mds recomendable, ya que asegura la inaltera-
bilidad de los pigmentos; el secado al aire o la deshidratacion
con metanol acuoso suele provocar descomposicidén y pérdida parcial
de los carotenoides.

Dado que los tejidos vegetales frescos contienen un al-
to porcentaje de agua y en razén del caracter liposoluble de 1los
carotenoides, el solvente organico usado en la extraccion debe ser
miscible con el agua (acetona, metanol, etanol); después de uno o
dos tratamientos previos, el material ya esta lo suficientemente
deshidratado como para poder ser extraido con un solvente orgdni-
co inmiscible.

En caso de utilizar acetona, este solvente debe ser to-
talmente eliminado antes de proceder a la saponificacidon, con el
objeto de evitar la formacién de artefactos de técnica. Tal es el
caso de las C43— metilcetonas provenientes de la condensacidn al-
délica de carotenales con acetona (Schmidt et af., 1971).

En 1a eleccion del método de extraccidn debe tenerse en
cuenta esencialmente el contenido de agua del material. Si se tra-
ta de material fresco, por 1o comin se extrae el mismo con aceto-
na, que cumple la doble funcidon de extraer los carotenoides y al
mismo tiempo deshidratar la muestra.

E1l extractivo acetonico, diluido con agua y solucidn de
cloruro de sodio, es colocado entonces en una ampolla de decanta-
cion conteniendo un solvente menos polar (hexano, éter), con lo
que los pigmentos pasan a esta Oltima fase.

En caso de muestras deshidratadas o con bajo contenido

de agua se utilizan mezclas extractantes de menor polaridad.
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SAPONIFICACION

La saponificacidn resulta generalmente necesaria en el
andlisis de carotenoides para remover el material lipidico inde-
seable que podria interferir con la cromatografia de adsorcidn;
el proceso es especialmente uUtil cuando se trabaja con tejidos fo-
tosintéticos, ya que asegura la eliminacién de las clorofilas. Es
obvio que si se desea analizar ésteres de carotenoides esta etapa
debe evitarse, asi como en el andlisis de extractivos que conten-
gan carotenoides sensibles a la accion de los alcalis, como la as-
taxantina (VI), la fucoxantina (IX) y la peridinina (X).

Normalmente la técnica consiste en disolver el extracti-
vo etéreo concentrado en etanol o metanol e incorporarle luego so-
lucidén acuosa de hidrdoxido de potasio, calentando la mezcla alca-
lina en bano maria durante 5 a 10 minutos en la oscuridad bajo am-
biente de nitrdgeno, o manteniéndola a temperatura ambiente o a
5°C durante 12 a 16 horas, en las mismas condiciones.

La eleccidon de uno u otro método de saponificacidon ha
sido objeto de no pocas controversias: las aparentes ventajas del
método "en frio" (Arpin, 1968; Liaaen-Jensen, 1971) fueron desvir-
tuadas por algunos investigadores (Quackenbush y Miller, 1972),
quienes sostienen que el procedimiento no asegura la hidr6lisis to-
tal de los carotenoides esterificados. Ultimamente se ha propue;-
to un método de extraccidén y saponificacidn simultdneas (Quacken-
bush, 1973) que consiste en calentar la mezcla alcalina durante 20
minutos a 56°C.

Independientemente de la técnica de saponificacidn adop-
tada, la solucidon alcalina fria se extrae con éter u otro solven-
te poco polar.Los carotenoides dacidos -en caso de estar presentes-
permanecen en forma de sales en la fase acuosa, de donde pueden
ser separados por el agregado de dcido acético hasta pH 4 y ex-

traccidén con étar o hexano de la manera usual (Aasen y Liaaen-Jen-

sen, 1965).
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Ademds de los carotenoides, la fraccion insaponificable
contiene otros componentes, tales como esteroles, que pueden ser
separados por precipitacién de una solucion de éter de petrédleo

por el simple hecho de dejar la solucidn toda la noche a -10°C.

SEPARACION

La particidn liquido-1iquido entre éter de petrdleo y
metanol acuoso ha sido utilizada tanto en la purificacidon de los
carotenoides como en la caracterizacidén de los mismos, pero el ad-
venimiento de la cromatografia redujo considerablemente su uso;
sin embargo puede resultar ventajosa como método de fraccionamien-
to previo a la separacién cromatogrdfica (Mercer ez af., 1963).

La técnica mas importante en el aislamiento de carote-
noides individuales es la cromatografia en columna y es aun el (-
nico método satisfactorio para ia separacién, aislamiento e iden-
tificacion de grandes cantidades de pigmentos, si bien en cuanto
a la identificacidn de estas sustancias ha sido superada por la
cromatografia en capa fina y la cromatografia en papel. Esta ten-
dencia estda siendo en parte revertida por el desarrollo de la cro-
matografia de alta presién (h.p.1l.c.).

Basicamente existen dos variantes para la separacion de
carotenoides por cromatografia en columna: la cromatografia de zo-
na y la cromatografia de elucidon. En el primer caso, luego de de-
sarrollado el cromatograma, el cilindro de adsorbente es expulsc-
do fuera de la columna, seccionado y los segmentos que contienen
cada una de las zonas coloreadas eluidos con un solvente apropia-
do. En la cromatografia de elucidon se permite que los carotenoides
abandonen la columna, recogiéndose separadamente las distintas
fracciones donde se encuentran los pigmentos; en este caso puede
irse variando periddicamente la composicidn del solvente de elu-

cion, o aplica: un gradiente continuo.
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La eficiencia de una columna cromatografica depende de
la relacidn largo/ancho de la misma; valores entre 8:1 y 20:1 son
los mas satisfactorios. E1 adsorbente deberia ocupar una tercera
parte del volumen total de la columna, mientras que la relacién
entre la cantidad en peso de la muestra a cromatografiar y la can-
tidad de adsorbente es aconsejable que sea cercana a 1:100 (Davies,
1976).

Para la separacion de carotenoides en pequeiia escala se
utiliza frecuentemente la cromatografia en capa fina y la cromato-
grafia de adsorcidn en papel. La recuperacidon de los carotenoides
puede ser mayor en el caso de la cromatografia en papel y los va-
lores de Rf obtenidos suelen ser mas reproducibles, pero la croma-
tografia en capa fina tiene la ventaja de permitir considerable
variacion de los adsorbentes.

En la eleccion del adsorbente debe tenerse en cuenta la
fuerza de adsorcion del mismo. Los carotenos son bien separados en
columnas de hidroxido de calcio o alimina activada, mientras que
las mezclas de monohidroxicarotenoides pueden ser bien resueltas
con alimina de menor grado de activacidn y los dihidroxicarotenoi-
des con carbonato de calcio y 6xido de magnesio. Las xantofilas
mas polares requieren adsorbentes de menor fuerza de adsorcidn ta-
les como celulosa o sacarosa.

Sin embargo la fuerza de adsorcidn no es la dnica condi-
cidon exigible a la fase estacionaria, sino que también es impor-
tante la selectividad de 1la misma en relacidén a las caracteristi-
cas estructurales de los carotenoides. Asi, mientras tanto aldmi-
na como silica-gel son buenos adsorbentes en el caso de separacio-
nes preliminares de mezclas de compuestos de diferente polaridad,
las separaciones que se logran con el uso de 0xido de magnesio,
hidroxido de calcio o carbonato de cinc dependen principalmente
del nimero y posicién de dobles enlaces (Britton y Goodwin, 1971).

En 1o que se refiere a 1os solventes, el criterio prima-



20

rio para su eleccidon es su poder de elucidon. Dentro de los mds u-
tilizados, el hexano es ei que presenta el menor poder de elucidn,
segquido en orden creciente por tetracloruro de carbono, éter, a-

cetona, diclorometano, alcoholes de bajo peso molecular y'piridi-

na.

IDENTIFICACION Y VALORACION DE CAROTENOIDES

IDENTIFICACION

Una de las caracteristicas mas salientes de un carote-
noide es el espectro de absorcidon electrdonico y su determinacion
en distintos solventes constituye uno de los procedimientos usua-
les en la identificacidon del mismo. Del mismo modo las caracte-
risticas estructurales de un carotenoide se reflejan en su afini-
dad de adsorcidon relativa, que varia tanto con ia naturaleza del
esqueleto carbonado como con el nimero y tipo de sustituyentes o-
xigenados y que puede ser puesta en evidencia por cromatografia
en columna, papel o capa fina.

Hasta hace unos anos, la co-cromatografia en dos o mas
sistemas de adsorcidon, junto a la determinacidén del espectro de
absorcidon en una serie de solventes eran considerados un crite-
rio adecuado para la identificacidon de carotenoides. E1 incremen-
to en el nimero de carotenoides conocidos y la accesibilidad de
la espectrometria de masa han hecho que se considere a esta téc-
nica un elemento indispensable en la identificacion de carotenoi-
des.

Caracteristicas de adsorcion

La fuerza con que un carotenoide es adsorbido sobre un

soporte dado estd en relacidn con su estructura quimica. En
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los carotenos la magnitud de la adsorcién estd determinada

por el nimero de dobles ligaduras, la naturaleza de los gru-
pos terminales y el tamafio de la molécula, mientras que en las
xantofilas su efecto se ve disminuido frente a 1a influencia
que ejercen los sustituyentes oxigenados.

La influencia del nimero de dobles ligaduras puede ejem-
plificarse a través del comportamiento de la serie de precur-
sores del licopeno, donde el grado de adsorcidn aumenta con
la deshidrogenacidén de la molécula: fitoeno (XVI), §4itoflueno

(XXV), z-caroteno (XV), neurosporeno (XXVI), licopeno (XIV).

/J\p/\\/L\/A\/L\/”\/J\vf\v/*T/*x/*T/\\/*j/A\/”\T/

fitoflueno (XXV)
7,8,11,12,7',8'-hexahidro-y,y-caroteno

X = D Y G NV Y Y e YN x

neurosporeno (XXVI)

7,8-dihidro-y,y-caroteno

Con respecto a la influencia de los grupos terminales,
“la aparicion de una estructura ciclica produce una disminu-
cion en la afinidad de adsorcidon. Se ha podido determinar que
la adsorcion decrece en el siguiente orden: yY>x>¢>B>c. Asi e
licopeno (XIV):y el e-caxroteno (XXVII) son los que tienen el

mayor y menor valor de adsorcidn, respectivamente.

§ U J\/\/‘\/\
NN
P

*
g-caroteno (XXVII)

€E,E-caroteno
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En relacién al tamafio de la molécula, en general puede
establecerse que un incremento en el nimero de atomos de car-
bono determina un aumento en la fuerza de adsorcién.

La presencia de una funcién oxigenada incrementa la afi-
nidad de adsorcidon de un carotenoide, dependiendo no sélo del
tipo y nimero de funciones sino también de la posicion de los
sustituyentes: el 3,3'-dihidroxi-B-caroteno es mas fuertemente
adsorbido sobre la aldmina que su isémero 4,4'-dihidroxilado.
E1 grupo hidroxilo es el que presenta mayor influencia, pero la
misma se reduce notoriamente por metilacidon, esterificacion o
sililacion. E1 efecto del grupo carbonilo es también menor que
el de un hidroxilo sin sustituir. Los 5,8 - epoxidos tienen una
afinidad mucho mayor por los adsorbentes que los epdoxidos 5,6-
correspondientes, 1o que determina que la secuencia de las ad-
sortividades del B-caroteno y sus epdxidos sea: B-caroteno
(XII) < 5,6-epoxi-B-caroteno (XXVIII) < 5,6,5',6"'-diepoxi-B-
caroteno (XXIX) < 5,8-epoxi-B-caroteno (XXX) < 5,6,5',8"'-die-
poxi-B-canroteno (XXXI) < 5,8,5',8"'-diepoxi-B-caroteno (XXXII).
E1 efeéto de los sustituyentes oxigenados no es aditivo; una
segunda sustitucidon en un mismo grupo terminal tiene menor e-

fecto que la primera (E1-Tiney y Chichester, 1970).

0

5,6-epoxi-B-caroteno (XXVIII)

5S,6-epoxi-5,6-dihidro-B8,B-caroteno

P hn 0

N

5,6,5',6'-diepoxi-B-caroteno (XXIX)
5,6,5',6'-diepoxi-5,6,5"',6'-tetrahidro-B,B8-caroteno
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0

5,8-epoxi-B-caroteno (XXX)

5,8-epoxi-5,8-dihidro-8,B8-caroteno

(0)
[iijiiiT/)§\//§§/J\\ NN
O

5,6,5',8'-diepoxi-B-caroteno (XXXI)

5,6,5',8'-diepoxi-5,6,5"',8'-tetrahidro-8,8-caroteno

C@/K/\/&/VW\ CEJ

5,8,5',8'- diepoxi-B-caroteno (XXXII)

5,8,5',8'-diepoxi-5,8,5',8"'-tetrahidro-8,B-caroteno

Aprovechando las diferentes caracteristicas de adsorcién
de los carotenoides, éstos pueden ser identificados mediante
cromatografia en papel y en capa fina. En este Gltimo caso de-
be advertirse que si bien los valores de Rf dependen de la na-
turaleza del carotenoide, son marcadamente influenciados por
otros factores (concentracidén y posible contaminacidon de 1los
pigmentos, grado de saturacidon deilas cubas cromatograficas,
espesor de las placas y contenido de humedad de las mismas), °
por 1o que el dato de Rf pen ¢ es de poco valor en la carac-
terizacion de un carotenoide individual. En cromatografia en
capa fina el Gnico criterio de identificacion aceptable es 1la
co-cromatografia con patrones, en un nimero de diferentes com-
binaciones adsorbente-solvente. La situacidon es algo mejor en
el caso de cromatografia sobre papeles impregnados con distin-

tos adsorbentes, donde se ha conseguido una alta reproducibi-
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lidad de los resultados (Jensen y Liaaen-Jensen, 1959). De to-
dos modos, también aqui la co-cromatografia es la Unica prue-
ba satisfactoria para la identificacidn de un carotenoide.

La cromatografia en columna también puede resultar un mé-
todo idoneo para identificar carotenoides en base a sus carac-
teristicas de adsorci6én, desde que Davies (1967) propuso el u-

" um s rel ivos de retencion" (V .,
so de los "volumene elat ( canotencide

. . - .
VB-canotano / Vneoxant&na o Luteina 8-canoteno) como para

metro equivalente al Rf y por lo tanto caracteristico de la
sustancia e independiente de la presencia de otros compuestos.

Finaimente debe consignarse ia utilidad potencial de la
cromatografia l1iquida de alta presidn (h.p.l.c.), como quedd
demostrado en la separacidn de carotenoides en C«itrus (Stewart
y Wheaton, 1971).

Caracteristicas de particidn

Las referencias sobre la particion cromatografica en co-
lumna de los carotenoides son escasas; por otra parte la cro-
matografia de particidén sobre papel ha demostrado tener un po-
der de resolucidn mucho menor que la cromatografia de particion
sobre capa fina, por 1o que en la practica es a esta técnica
a la que se recurre preferentemente cuando se desea identifi-
car a los carotenoides por sus caracteristicas de particion.

Los carotenoides pueden ser satisfactoriamente separacos
en capas de kieselgur impregnadas en parafina o triglicéridos
(Egger, 1962; Randerath, 1963), donde estas sustancias actian
como fase estacionaria ("cromatografia de fase revertida").
Las capas impregnadas con parafina son adecuadas para la sepa-
racion de carotenos y oxicarotenoides no hidroxilicos, mien-
tras que las mezclas de carotenoides oxigenados son mejor re-
sueltas cuando se utilizan triglicéridos. La silica-gel tam-
bién puede ser usada como soporte de la parafina liquida (Win-

terstein et af., 1960). En trabajos mas recientes se han uti-
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lizado capas de celulosa (MN 300) impregnadas de igual forma
(Kleining y Nitsche,1968; Egger, 1964).

Los coeficientes de particidén entre dos solventes in-
miscibles (n-hexano y metanol acuoso, éter de petrdleo y me-
tanol acuoso) también han sido empleados en la identificacidn
de carotenoides (Foppen, 1971). La mayor desventaja de esta
técnica reside en la necesidad de que el pigmento sea puro;
esta limitacidon no afecta a la distribucidén en contracorrien-
te, donde la particidon es cuantitativamente expresada a tra-
vés del parametro NlOO’ que es el namero del tubo que contie-
ne la mayor concentracidon de un carotenoide dado luego de
cien transferencias (Curl, 1953).

La termolabilidad de los carotenoides excluye la posi-
bilidad del examen directo por cromatografia gaseosa, pero
sus productos de perhidrogenacidén han podido ser separados por
este método, incluyendo algunos derivados acetilados y sili-
lados (Taylor y Davies, 1975).

Métodos espectroscdpicos

Los espectros de absorcidon electrdonica de 1os carote-
nos se determinan habitualmente en éter de petré6leo o hexano,
mientras que los de las xantofilas pueden ser determinados en
etanol; para ambos tipos de carotenoides también pueden usar-
se acetona, cloroformo, benceno, disulfuro de carbono, y -me-
nos comunmente- éter, metanol, piridina y tolueno. Cuando in-
teresa la configuracidn geométrica de los carotenoides, no
s6lo el espectro visible debe ser tenido en cuenta, sino tam-
bién el U.V. La posicion de los maximos de absorcidon de estas
sustancias, generalmente tres, dependen de una serie de ca-
racteristicas propias del pigmento, asi como del solvente em-
pleado.

E1l aumento &n el nidmero de dobles enlaces conjugados en

la molécula provoca el desplazamiento de los picos de absor-
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cion maxima hacia valores de longitud de onda mayores (efecto
batocrémico). E1 coeficiente de extincién especifico también
aumenta pero hasta un miximo de 11 dobles ligaduras conjuga-
das, disminuyendo por encima de este numero. Por el contrario,
cuando un grupo y-terminal de un carotenoide aciclico se cie-
rra para formar un anillo B hay un desplazamiento de los ma-
ximos de absorcidn hacia valores menores de longitud de onda
(efecto hipsocrémico).

E1 reemplazo en una cadena poliénica de una unidon olefi-
nica por una acetilénica provoca una insignificante disminu-
cion de las posiciones de los maximos de absorcidon; la intro-
duccidon de un grupo alénico es equivalente a la presencia de
un nuevo dobie enlace (Weedon, 1969).

E1l efecto de 1a introduccidon de grupos carbonilos en con-
jugacion . con la cadena poliénica provoca una desviacion del es-
pectro hacia mayores longitudes de onda, junto con una pérdi-
da de la estructura fina, a tal punto que el tipico espectro
de tres bandas es reemplazado por una curva redondeada casi si-
métrica.

La incorporacidon de uno o mds grupos hidroxilo a la mo-
lécula prdcticamente no origina cambios espectrales.

La formacion de epdoxidos en anillos desplaza el espectro
hacia valores menores de longitud de onda: los 5,6- y 5,6,5",
6'-epoxidos producen una disminucion de 3 y 7 nm, respectiva-
mente, mientras que los 5,8- y 5,8,5',8'-ep6xidos los modifi-
can en 20-25 y 50 nm, respectivamente; esta circunstancia es
aprovechada para la identificacién de grupos epdxidos.

E1 espectro de absorcidon de los carotenoides depende mar-
cadamente del solvente utilizado; los valores minimos se obtie-
nen con éter de petrdoleo y los maximos con disulfuro de carbo-
no, existiendo una diferencia de 30-40 nm entre ambos.

A los efectos de comparar los resultados del andlisis es-
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pectroscépico de diferentes carotenoides, deben ser tenidos en
cuenta tanto las posiciones de los maximos de absorcidn como
la forma del espectro en si. A menos que los espectros se pre-
senten como diagramas, el mejor método para describir las ca-
racteristicas espectrales es consignar los vaiores de los coe-

17
)

ficientes de extincidon molar (e) o especifico (E1

para ca-
da mdximo y minimo. Si esto no es posible pueden usarse para-
metros tales como el 1I11/I1 (Liaaen-Jensen, 1962), donde la
altura (1711) de la banda de absorcién de mayor longitud de onda
se expresa como porcentaje de la altura (IT) de la banda del
medio, debiendo tomarse como linea de base el punto de minima
absorcion entre ambas bandas. Las caracteristicas espectrales
de la mayoria de los carotenoides son conocidas y nan sido ob-
jeto de recientes revisiones (Foppen, 1971; Davies, 1976).

Si bien el espectro de absorcidon electrdonico provee uno
de los métodos mas convenientes y de ejecucidon mds sencilla pa-
ra la identificacidon de un carotenoide dado, cuando se preten-
de un andlisis estructural o configuracional mds profundo se
recurre a otros metodos espectroscopicos mas sofisticados, ta-
les como la espectrometria de masa, la espectroscopia infrarro-
ja, la espectroscopia de resonancia nuclear magnética y la es-
pectroscopia de resonancia proton magnética, entre otros (Moss
y Weedon, 1976).

Reacciones quimicas

Hay un nimero de pruebas quimicas simples que resultar
Gtiles para la determinacidon de la estructura de los carote-
noides (Hager y Stransky, 1970).

Los grupos hidroxilos primarios y secundarios, pero no
los terciarios, pueden ser acetilados a temperatura ambiente
(Aasen y Liaaen-Jensen, 1966); los grupos hidroxilos tercia-
rios, asi como los primarios y secundarios, pueden ser trans-

formados en sus trimetilsilil ésteres (Mc Cormick y Liaaen-
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Jensen, 1966); del mismo modo estos grupos funcionales pueden
metilarse por el uso de diferentes reactivos (Liaaen-Jensen,
1971). 'Los hidroxilos alilicos pueden ser oxidados a cetonas
(Warren y Weedon, 1958) o deshidratados por tratamiento con
cloroformo acido (Entschel y Karrer, 1958). En todos 10s casos
los productos obtenidos pueden ser identificados por métodos
cromatogrdaficos o espectroscépicos.

Una de las reacciones mas frecuentemente empleada es 1la
que permite detectar la presencia de grupos epdxidos como con-
secuencia de su reaccién frente a acidos: los 5,6-monoepdxidos
se caracterizan por presentar una desviacidon hipsocrdmica de
22 nm, mientras que en los 5,6,5',6'-diepdxidos es de 40 nm
(Karrer y Jucker, 1950).

Curl y Bailey (1961) desarrollaron una reaccién de color
que permite diferenciar los mono- de los diepdxidos. La misma
reaccion puede ser utilizada para la identificacidon de estas
sustancias por cromatografia en capa fina (Davies et al., 197C).

La prueba quimica mas adecuada para detectar la presen-
cia de grupos carbonilo es su reduccién por el hidruro de alu-
minio y litio o el borohidruro de sodio. E1 primero reduce al-
denidos, cetonas, acidos carotenoicos y sus ésteres, mientras
que solamente las cetonas y aldehidos reaccionan con el boro-

hidruro de sodio {Liaaen-Jensen, 1971).

VALORACION

E1l método corriente para efectuar la determinacién cuan-
titativa de carotenoides es la espectrofotometria, siendo el hexa-
no o el éter de petrdleo 1os solventes mds cominmente usados en la
estimacion de carotenos, mientras que para xantofilas se requieren

solventes mas polares.

E1 coaficiente de extincidn especifico se define como la
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extincion a una longitud de onda dada en un determinado solvente
de una solucidon al 1% en una cubeta de 1 cm. La extincidon se de-
termina a la longitud de onda apropiada (generalmente Amdx.) y la
cantidad de carotenoide se calcuia en base a la siguiente férmula,
donde x son los gramos de carotenoide, y los ml de solucidén y E

la extincion medida a ia longitud de onda apropiada.

Cuando no se conoce el coeficiente de extincidon especi-
fico de un determinado carotenoide, se utilizan valores promedio
(2.500"si el solvente es éter de petr6leo, hexano, éter o etanol;
2.400;si se trata de cloroformo; 2.300 en el caso de benceno 6
2.000 si es disulfuro de carbono). Los mismos valores pueden apli-
carse en el caso de determinar la cantidad total de pigmentos com-
prendidos en una mezcia.

En aigunos casos se puede determinar el coeficiente de
extincion especifico de un carotenoide A si se cuenta con el décto
equivalente de un pigmento B que contenga el mismo grupo cromofo-
roy se conocen los pesos moleculares respectivos. E1 calculo se
basa en que el coeficiente de extincidon molar depende dnicamente
del grupo croméforo, por lo que ha de ser idéntico para las dos
sustancias antes mencionadas. Como el coeficiente de extincidon mo-
lar es directamente proporcional al producto del coeficiente de ex-

tincion especifico por el peso molecular, resulta que:
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DISTRIBUCION DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides parecen ser los {Gnicos tetraterpenos
naturales y se encuentran ampliamente distribuidos entre los se-
res vivos. Sin embargo su sintesis de novo la realizan Gnicamen-
te plantas y bacterias ya que los carotenoides aislados de teji-
dos animales resultan simplemente de la alteracion enzimdtica
(especialmente oxidacién) de carotenoides vegetales obtenidos a

través de la cadena tr6fica respectiva. (Goodwin, 1976).

TEJIDOS FOTOSINTETICOS

Plantas superiores

Todos los tejidos verdes de las plantas superiores con-
tienen generalmente los mismos carotenoides principales, ubi-
cados (probablemente en forma exclusiva) en el interior de los
cloroplastos. Estos pigmentos son B-caroteno (XII), Zuteina

(XXXITI), violaxantina (VII) y neoxantina (XXXIV).

OH
HO '
Tuteina (XXXIII)
B,e-caroten-3,3'-diol
/«\ OH
(

\E;gi/)xw “~N ﬂ\q/\//

neoxantina (XXXIV)

5',6"'-epoxi-6,7-didehidro-5,6,5"',6"-
tetrahidro-B8,B-caroten-3,5,3"'-triol

Pigmentos que aparecen con frecuencia pero no en forma
constante y en pequefias cantidades son a-carotfeno (XXXV), B-
criptoxantina (XXXVI), zeaxantina (XXXVII) y anteraxantina

(VITII). S610 se encuentran trazas de los precursores biosin-
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téticos parcialmente saturados fitoeno (XVI) y fitoflueno

(XXV), que en el caso de Vicia sativa L. (Leguminosae) repre-

sentan 1/200 de la cantidad de B-caroteno presente,

P

a-caroteno (XXXV)

B,eE-caroteno

ite \\

P

\q »
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no/L\/’

B-criptoxantina (XXXVI)

B,B-caroten-3-01

\W/m f“”
. Ji\/(\J\/\/K%\/xl/\/\'/\/J/\

zeaxantina (XXXVII)

B,B-caroten-3,3'-diol

Las xantofilas normalmente no estan esterificadas en
el cloroplasto, pero durante la senescencia, cuando el clo-
roplasto se desintegra, las que se encuentran en el citoplas-
ma se halian en forma de ésteres.

Resulta notable 1a‘estabilidad de la distribucidén cua-
litativa de los carotenoides en las hojas de las plantas su-
periores, que puede observarse en plantas de los mas diversos
tipos y de diferente habitat. Strain (1966), quien ha sido
probablemente el investigador que ha estudiado el mayor ni-
mero de especies, no encuentra variaciones significativas en-
tre plantas insectivoras (Drosera sp., Droseraceae), una plan-
ta pardsita como el muérdago (Viscum sp., Lorantaceae), una
planta marina (PhyfLaspadix sp., Wejadaceae), plantas de 1lu-
gares pantdanosos, asi como miembros de familias tan distintas

como Compositae y Chenopodiaceae. Al mismo tiempo comprueba
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que plantas endémicas de Europa, Asia, Africa y Sudamérica no
modi fican su composicidn en carotenoides al ser cultivadas en
Californhia o Hawaii. La persistencia del modelo a través de
tan amplio rango taxondmico podria interpretarse como una
prueba a favor del origen de todas las plantas superiores

a partir de un ancestro comin y de que toda mutacidén que al-
tere este modelo en forma significativamente es de cardcter
letal.

Los pigmentos estan probablemente ubicados en los ghrana
cloroplasticos en forma de cromoproteinas, integrando los fo-
tosistemas I y II; el primero contiene principalmente B-caro-
teno (XII) y trazas de luteina (XXXIII), mientras que en el
segundo hay mas xantofilas que B-caroteno.

Brigfitas y Pteriddofitas

Si bien la informacidén de la que se dispone es escasa,
pareceria que los carotenoides son los mismos que 10S que se
encuentran en las plantas superiores.

Algas

Los carotenoides normalmente se encuentran en el inte-
rior de los cloroplastos, pero bajo ciertas condiciones pue-
den ubicarse en el citoplasma. A diferencia de 1o que ocurre
en las plantas superiores, 10s carotenoides plastidiales de
las algas exhiben un amplio espectro, con considerables difz-
rencias cualitativas que han resultado de indudable utilidad
taxondomica.

Con ligeras excepciones, la distribucidn general de 1los
carotenoides en algas verdes {(Chlorophyta), tanto en especies
unicelulares como en coloniales, es similar a la observada en
plantas superiores, 1o que no hace sino confirmar las premi-
sas de los esquemas filogenéticos conocidos. No obstante exis-
ten algunos carotenoides caracteristicos, como la foroxantina

(XXXVIII) hallada en Chforelfa vulganrnis,Cladophora trichotoma,
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C. ovoidea, Scenedesmus obliquus y ULva nigida y la sifonoxan-

tina (XXXIX) de las Siphonales, Codiales y Caulerpales.

(ll ot o

Lo

loroxantina (XXXVIII)

B,e-caroten-3,19,3-triol

s Ol

i?(nl J\ i P | ‘ Tt /]
L \[/\. AN PG {r 7 |/ /[ P

HO

sifonoxantina (XXXIX)

3,19,3'-trihidroxi-7,8-dihidro-B,€-caroten-8-ona

E1 modelo de distribucidén de los carotenoides en Rho-
dophyta (algas rojas) es usualmente muy simple: a-caroteno
(XXXv), B-caroteno (XII), luteina (XXXIII) y zeaxantina
(XXXVII), junto a algunos monohidroxicarotenoides como B-crip-

toxantina (XXXVI) y a-cadiptoxantina (4AL).

OH

a-criptoxantina (XL)

B,e-caroten-3"-o01l

Como era de esperarse, en todas las especies de Chryso-
phyta examinadas estd presente el B-caroteno (XII), pero la
fraccion xantofilica (especialmente en diatomeas) incluye al-
gunos pigmentos caracterfsticos tales como dinoxantina (XLI),

diadinoxantina (XL1I) y d<atoxantina (XLIII).
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dinoxantina (XLI)
3'-acetoxi-5,6-epoxi-6',7'-didehidro-5,6,5"'6"-

HO OCOCH,

tetrahidro-B8,B-caroten-3,5"'-diol
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diadinoxantina (XLII)
5,6-epoxi-7',8'-didehidro-5, 6-
dihidro-B,B-caroten-3,3"'-diol

/)\/\/L\\\\\\I\ ’

diatoxantina (XLIII)
7,8-didehidro-B8,B-caroten-3,3'-diol

Las algas pardas (Phaeophyta) se caracterizan por la pre-
sencia de fucoxantina (IX) y las Pyrrophyta por la de peridi-
nina (X), mientras que en Chryptophyta, a la preponderancia de
a-caroteno (XXXV) sobre B-caroteno (XII) se afiade entre otros
el carotenoide acetilénico aflfoxantina (XLIV). Las algas azul-
verdosas (Cyanophyta) sintetizan por otra parte carotenoides
heterosidicos tales como myxoxantof<fa (XLV), un 2-0O-ramnogli-

cosido.
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alloxantina (XLIV)
7,8,7',8'-tetradehidro-B8,B-caroten-3,3"'-diol
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myxoxantofila (XLV)
2'-(B-L-ramnopiranosiloxi)-3',4'-didehidro-1"',2"'

-dihidro-B,y-caroten-3,1"'-diol

Bacterias

Los carotenoides metoxilados s6lo se han encontrado den-
tro de las bacterias fotosintéticas, particularmente en espe-
cies de Thiorhodaceae y Athiorhodaceae. También son frecuentes
en las bacterias fotosintéticas los carotenoides alifaticos con
grupos -0OH terciarios en posicidén 1, ocasionalmente con grupos
cetona conjugados en C2 0 aldehidos en CZO' Arilcarotenoides
monociclicos con un grupo terminal irimetilfenilo han podido
aislarse de Chlorobacteriaceae y Thiorhodaceae.

Las bacterias no fotosintéticas gram (+) de vida aero-
bia se han caracterizado por producir carotenoides con 45 y
50 dtomos de carbono. También pueden encontrarse carotenoides
heterosidicos dentro de ellas, como en las bacterias fotosin-

téticas y las algas azul-verdosas.

TEJIDOS NO FOTOSINTETICOS DE PLANTAS SUPERIORES

Flores

No todas las flores contienen carotenoides. Un andlisis
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completo de pigmentos de pétalos usualmente revela la presen-
cia de 15 a 20 componentes, donde las xantofilas estdn en su
mayoria.parcial o totalmente esterificadas. Los pigmentos se
acumulan en cromoplastos, en algunos casos en concentraciones
tan altas como para encontrarse en forma cristalina.

Los carotenoides estdan presentes en las anteras de algu-
nas pero no de todas las plantas superiores. Naturalmente que
no se incluye aqui a la esporopolenina, el principal componen-
te molecular de la exina o pared externa de ios granos de po-
len, considerada un carotenoide polimérico (Brooks y Shaw,
1978).

A continuacidon se brinda una némina de ias especies cuyos
carotenoides floraies han sido estudiados. La informacidn ob-
tenida se ha ordenado alfabéticamente por famiiias, géneros y
especies, consignandose en cada caso la fuente bibliografica
respectiva. Los nombres cientificos de las especies estudiadas
se mencionan tal como fueron citados por los autores en 1los

trabajos originales.

AMARYLLIDACEAE

Narcissus poeticus-recurnvub (Booth, 1957)

BALSAMINACEAE

Impatiens nofi-ztangere (Kuhn y Lederer, 1932; Nitsche
y Pleugei, 1972; Toth y Szabolcs,
1970)

BIGNONTACEAE

Tecoma capensds (Taha, 1954)

Tecoma nadicans (Grangaud y Garcia, 1952)

Tecoma &tans (Premachandra et at., 1974;

Taha, 1954)



COMPOSITAE

Achiflea ageratum L.
Achiflea {4Lipendulina Lam.
Anndica montana

Bidens fenulaefolia DC.
Cafendula arvensds

Calendula officinalis

Chnysanthemum cardinatum
Schousb.
Chrnysanthemum coronandium L.
Chnhysanthemum segetum L.
Corneopsis grandigfora Nutt.
ex Chapm.
Coneopsis tinctoria Nutt.
Corneopsdis ventdcillata L.
Cosmidium brunette Hort.
Chepdid aurnea
Crhepis capiflarnis Wallr.
Dimorphoteca aurantiaca Hort.
Dimorphoteca aurantiaca
Dorondicum carpathdicum
Gazania nigens (L.) R.Br.
Gazandia ndigens R.Br.
Gazania n4igens
Gaiflandia aristata Pursch.
Genbena jamesond Bolus ex
Gard.

Chron.

Helianthus annuus
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(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Karrer et af., 1947)

(Vvaladon y Mummery, 1971)

(Baraud, 1958)

(Andreeva, 1961; Baraud, 1958;

Goodwin, 1954; Karrer y Nott-

hafft, 1932; Mouvchan, 1960;

Zechmeister y Cholnoky, 1932)

(valadon y Mummery, 1971)

(valadon y Mummery, 1971)

(valadon y Mummery, 1971)

(valadon y Mummery, 1971)

(valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Karrer et af., 1947)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1967)

(Karrer y Notthafft, 1932)

(Neamtu et at., 1967)

(valadon y Mummery, 1967)

(Zechmeister y Schroeder, 1943)

(Schon, 1938)

(valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1967)

(Nitsche y Pleugel, 1972; Toth

y Szabolcs, 1970)



Helianthus decapitatus L. cv.

Loddon Gold
Helichnysum bracteatum Andr.
Hienacium aurantiacum L.
Hienacium f§4iLanrnszhyd
Hienacium pilosella L.
Hypochoenis nadicata L.
Llayia elegans Torr. y Gray
Layia platyglossa A. Gray
Leontodon autumnalis
Rudbeckia specdosum Hort.

ex Link.
Santolina tenetifolia Sennen

y Elias
Santolina vinidis Hort.
Senecio doronicum L.
Senecio scandens Buch.-Ham.
Sofidago canadensdis L.
Solidago sp. cv. Tom Thumb

Tagetes enecta L.

Tagetes enecta

Tagetes patula L.

Tagetes patula

Tanacetum vufgare L.

Taraxacum kok-saghyz Rodin

Tarnaxacum officinale

Thagopogon pratensis L.
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(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(valadon y Mummery, 1967)

(Neamtu et af., 1965 b)

(valadon Mummery, 1967)

y
(valadon y Mummery, 1967)
Y

(valadon Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Kuhn y Lederer, 1932)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Karrer y Notthafft, 1932)

(Valadon Mummery, 1967)

1971)

(Valadon 1971)

y

(Valadon y Mummery,
y Mummery,
y

(Valadon Mummery, 1967)

(Alam et af., 1968; Quacken-

bush y Miller, 1972)

(Valadon y Mummery, 1967)

(Quackenbush y Miller, 1972;

Tarpo, 1970)

(valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Booth, 1964; Kuhn y Lederer,

1931; Nitsche y Pleugel, 1972;
Toth y Szabolcs, 1970)
(Karrer y Notthafft, 1932,

Valadon y Mummery, 1971)



Thagopogon pratensdis

Unsindia calenduligfonra Benth.

& Hooker.

Venid<ium decurnnrens Less.

CRUCIFERAE

Sinapis offdicinalds

IRIDACEAE

1nis pseudacorus

LEGUMINOSAE

As thagalus petenfid
Defonix negda

Lotus corndiculatus
Sarothamnus Ascopardus

Sparntium junceum L.

LILTACEAE

Lilium amabile

Li€Aium Davidd var., WdlLmottiae

Li€ium Ledchtedlndd var.
max{mowLczLL
. . . ‘
Lilium Maxwill

Nanthecdium oss4Lfragum

LORANTACEAE

Viscum album

‘ - . .
hibrido de los dos anteriores

(Karrer et af., 1945)

(valadon y Mummery, 1971)

(Valadon y Mummery, 1971)

(Karrer y Notthafft, 1932)

(Drumm y 0'Connor, 1945)

(Neamtu et af., 1965 a)
(Jungalwala y Cama, 1962)
(Karrer ¢t at., 1947)
(Karrer y Jucker, 1944)

(Spada y Cameroni, 1957)

(valadon y Mummery, 1977)

(Valadon y Mummery, 1977)

(vValadon y Mummery, 1977)

(Valadon y Mummery, 1977)

(Stabursvik, 1959)

(Neamtu y Bodea, 1970)

39



MAGNOLIACEAE
Liniodendron sp.

Magnolia sp.

MALVACEAE

Hibiscus syriacus L.

MUSACEAE

Strhelitzia nregdinae

OENOTHERACEAE

Oenothera spp.

OLEACEAE

Osmanthus gfragrans

PAPAVERACEAE

Chelidondium majus L.

PROTEACEAE

Grevillfea nrobusata Cunningham

RANUNCULACEAE
Adonis aestivalis
Caltha palusthis L.
Caltha pafusitnis

Ranuncufus acen

Ranunculus arvensdis L.
Ranunculus carpaticus

Ranunculus gicardia
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(Demuth y Santamour, 1978)

(Demuth y Santamour, 1978)

(Hanny et at., 1972)

(Tappi y Menziani, 1955)

(Chrometzka, 1971)

(Suzuki y Tsukida, 1959)

(Neamtu et af., 1979)

(Zechmeister y Polgar, 1941)

(Neamtu et af., 1966)
(Karrer y Notthafft, 1932)
(Karrer y Jucker, 1947)
(Karrer et af., 1945;

derer, 1932; Toth y Szabolcs,
1970)

(Karrer y Notthafft, 1932)
(Neamtu et af., 1967)

(Cameroni y Bernabei, 1957)

Kuhn y Le-
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Thollius europaeus L. (Karrer y Notthafft, 1932
ROSACEAE

Rosa foetida (Buchecker y Eugster, 1977)
SOLANACEAE

Brugmansia aunrea (Joshi, 1953)

Physallis alkekengd (Cholnoky y Szabolcs, 1959)
SCROPHULARIACEAE

Mimulusd cupreus (Goodwin y Thomas, 1964)
Mimulfus Longiflorus Grant (Zechmeister y Schroeder, 1942)
Mimulfus tighinus (Goodwin y Thomas, 1964)
Torenia baillond (Lang, 1970)

Torendia fourniens (Lang, 1970)

TROPAEOLACEAE

Trhopaeofum majfus (Sykut, 1966)

VIOLACEAE

Viola tricolon (Molnar y Szabolcs, 1980)
Semillas

A excepcidon del maiz, los carotenoides estdn presentes
solamente en trazas en las semillas de cereales, mientras que
las legumbres contienen "carotenoides cloropldasticos" en sus
semillas inmaduras. Un carotenoide de origen tipicamente semi-
nal es la bixina (IV), el diapocarotenoide aislado de Bixa ohre-
L2ana L. (Bixaceae).

Frutos
La abindante infomacidn de la que se dispone acerca de ca-

rotenoides de frutos permite dividir a éstos en ocho grupos, de
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acuerdo al predominio de uno u otro tipo de pigmentos (Goodwin,
1976): 1) los que producen cantidades insignificantes de caro-
tenoides, 2) los que tienen "carotenoides cloropldsticos", 3)
aquéllos en los que hay una sintesis marcada de licopeno (XIV)
y de sus precursores, 4) los que sintetizan B-caroteno (XII)

y sus derivados, 5) los que se caracterizan por producir caro-
tenoides epoxfdicos, 6) los que producen pigmentos especificos,
como capsantina (XLVI) y capsorubina (XLVII), aisladas del "a-
ji" (Capsicum annuum L., Solanaceae), 7) los que sintetizan
principalmente poli-cis-carotenoides y 8) aquéllos que produ-

cen mayoritariamente apocarotenoides.

OH

TR X }\\/\/\r TR Y

Ho capsantina (XLVI)

3,3'-dihidroxi-B,k-caroten-6'-ona

H capsorubina (XLVII)

3,3'-dihidroxi-Kk,K-caroten-6,6"'-diona

Raices

Sin duda la raiz carotenogénica mds importante es la "za-
nahoria" (Daucus carota L., Umbelliferae), donde el principel
pigmento en las variedades horticolas mas utilizadas es el B-
caroteno (XII), mientras que las xantofilas representan sélo
un 5 a 10% del total. Las "batatas" (Ipomea batatas, Poir.,
Convolvulaceae) también contienen cantidades significativas de

carotenoides, en especial de B-caroteno (XII).
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HONGOS

En base al conocimiento que actualmente se posee acerca
de la distribucién de carotenoides fingicos pueden formularse al-
gunas generalizaciones: 1) muchos hongos, en particular 10s Phyco-
mycetes, sintetizan Gnicamente carotenos; 2) el B-caroteno(XII) no
es un componente constante pero estd bien distribuido y con frecuen-
cia es cuantitativamente el pigmento principal; estd ausente en al-
gunos Chytridiales y Blastocladiales, en los que es reemplazado por
y-caroteno (I), que en los hongos tiene una distribucién mucho més
amplia que el B-caroteno (XII); 3) hay carotenos caracteristicos de
hongos, con un dob]e enlace adicional en posici6n 3,4 como forule-
no (XLVIII) y 3,4-dihidno-Licopeno (IL), que no existen en plantas
superiores pero si en bacterias fotosintéticas; 4) también hay xan-
tofilas caracteristicas, como phiflipsiaxantina (L), plectaniaxan-
tina (LI) y afeuniaxantina (LII), aisladas de algunos Discomycetes
y 5) no se han encontrado carotenoides con anillo € ni xantofilas
del tipo de las que se encuentran en las hojas, ni tampoco 5,6- o

5,8-epdxidos.

toruleno (XLVIII)

3',4'-didehidro-B,y-caroteno

3,4-dihidrolicopeno (IL)

3,4-dihidro~-y,Y-caroteno
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phillipsiaxantina (L)

1,1'-dihidroxi-3,4,3"',4"'-tetradehidro-1,2,1"',2"'~
tetrahidro-y,)-caroten-2,2"'-diona
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plectaniaxantina (LI)
3',4'-didehidro-1"',2'-dihidro-B8,}-caroten-1',2"'-diol

H
WY\//\K\W

aleuriaxantina (LII)

i,16'-didehidro-1',2'-dihidro-B8,y-caroten-2"'-01

FUNCIONES DE LOS CAROTENOIDES

FUNCIONES FOTOSINTETICAS

Ademéds de clorofila, los cloroplastos contienen pigmen-

tos accesorios tales como los carotenoides en las plantas verdes y
las ficobilinas en las algas rojas y azul-verdosas. A diferencii de
la clorofila, ni los carotenoides ni las ficobilinas presentan fluo-
rescencia £{n v{tro, pero sin embargo {n vivo son capaces de sensibi-
lizar la fluorescencia de la clorofila. En la diatomea Nitzchia
(Chrysophyta, Bacillariophyceae) la absorcién de cuantos luminicos
por parte de la fucoxantina (IX) provoca la fluorescencia de la
clorofila a aproximadamente con el mismo rendimiento que si la luz

hubiera sido absorbida directamente por la clorofila. De igual modo
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la fluorescencia de la clorofila a puede ser sensibilizada en el
alga verde Chfoneffa (Chlorophyta, Clorophyceae) por la absorcién
de luz por parte de la clorofila b, asi como en algas rojas y azul-
verdosas se ha demostrado que las ficobilinas también transfieren
su energia a la clorofila. Estas transferencias de energia tienen
lugar con singular eficiencia, pero naturalmente pueden transcu-
rrir s6lo desde un pigmento que absorbe a longitudes de onda meno-
res hacia otro que lo hace a mayores longitudes de onda.

Ensayos microscépicos han demostrado que la concentra-
cién de los pigmentos en el cloroplasto es del orden de 0,1 M, lo
que equivaldria a una distancia promedio de las moléculas de los
pigmentos cercana a los 50 E, separacion que los estudios tedricos
de resonancia consideran aceptable como para que la transferencia
de energia pueda ocurrir. En resumen, la hipotesis actualmente mas
aceptada en cuanto a la posible funcidn de los pigmentos no cloro-
filicos en la fotosintesis es la de que la luz absorbida por ellos
es transferida a la clorofila a que es el pigmento que absorbe a

mayores longitudes de onda (Whittingham, 1976).

FUNCIONES NO FOTOSINTETICAS DE LOS CAROTENOIDES

Existe una tendencia a buscar una funcidn universal pa-
ra los carotenoides de fodas las plantas, sean o no clorofilicas
(Burnett, 1976). La propuesta mds plausible es la de que 10s caro-
tenoides protegen a las células del dano fotooxidativo provocado
por la incidencia de la luz visible, ain cuando las experiencias
se han realizado principalmente en bacterias y algunas algas. Una
hipdtesis anterior, que de a poco va perdiendo apoyo, establece

que los carotenoides actuarian como fotorreceptores en el fototro-
pismo de hongos y plantas verdes, o en la fototaxis de algas mévi-

les y de algunas bacterias. Una tercera propuesta implica a los
carotenoides en la reproduccién, especialmente en hongos. El1 hecho

parece haberse comprobado, pero de todos modos no representa una
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funcidn univensal de los carotenoides.

Fotoproteccidn

Mutantes de bacterias fotosintéticas (Rhodopseudomonas
sphenoides) en las que los carotenos han sido reemplazados por
fitoeno (XVI) -molécula considerablemente mds saturada y con
los maximos de absorciéon desplazados hacia el ultravioleta-
pueden hacer fotosintesis normal en condiciones anaerdbicas es-
trictas, pero al exponerlas a la luz en un medio aerobio la
bacterioclorofila se destruye con rapidez y las células mueren.
La baterioclorofila absorbe in vivo entre 820 y 920 nm; si en
aerobiosis se exponen los mutantes a una luz filtrada de tal
modo que no lleguen radiaciones inferiores a 800 nm, la bacte-
rioclorofila se destruye y las células mueren, por lo que pue-
de establecerse que ha existido un proceso de fotooxidacién
(que requiere condiciones aerébicas) por la destruccién de un
pigmento sensible a aquélla (la bacterioclorofila) y que en
células normales los carotenoides impiden la fotooxidacidn des-
tructiva.

La accidon protectora de los carotenoides en células nor-
males también fue demostrada bloqueando su biosintesis con di-
fenilamina. La sintesis queda interrumpida en el paso previo a
la formacidon del neurosporeno (XXVI), (con nueve dobles liga-
duras conjugadas) que es el Gltimo carotenoide no saturado ca-
paz de proteger a las células contra la fotooxidacidn.

En algas, hongos y plantas superiores también se ha se-
falado la existencia de una accidon fotoprotectora por parte
de los carotenoides, pero las experiencias no son tan conclu-
yentes como en el caso de las bacterias fotosintéticas. No obs-
tante pueden senalarse como caracteristicas gnenerales que pa-
ra que un carotenoide demuestre accidn fotoprotectora debe con-
tener en su molécula un ndmero minimo de 9 a 11 dobles liga-
duras conjugadas y que -al menos en microorganismos- dicha pro-

teccion es ineficiente a bajas temperaturas.
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En adicién a las observaciones efectuadas en organismos
se han realizado también una serie de ensayos 4n vitro, que
han demostrado que sélo carotenoides con mds de 7 dobles liga-
duras conjugadas son efectivos como fotoprotectores y que es-
ta es la Unica caracteristica estructural exigible para que
puedan desempefar esa funcidén, que ademdas es dependiente de
la relaciéon caroteno/clorofila, aumentando hasta llegar a un
punto de saturacidon a medida que aumenta el valor de dicha re-
laciodn.

Fototropismo y fototaxis

La evidencia experimental de que los carotenoides juegan
algin papel en fotorrespuestas tales como el fototropismo y
la fototaxis no resulta concluyente. Casi toda esta evidencia
proviene de comparar el espectro de accidén de la fotorrespues-
ta con el espectro de absorcidon del carotenoide principal. Si
los espectros, en opinién del investigador, son razonablemen-
te congruentes, se admite que el carotenoide encuestidn puede
ser efectivamente el pigmento fotorreceptivo involucrado en 1la
respuesta.

No obstante existen dos clases de dificultades experimen-
tales que perjudican seriamente la investigacién: en primer
término resulta adn dificil obtener espectros de accidn sufi-
cientemente seguros y en segundo lugar es muy problemdtica la
medida del espectro de absorcidn del o de los carotenoides en
la célula intacta, a tal punto que la mayoria de las medicio-
nes se han efectuado sobre extractivos de carotenoides. Adn en
el caso de células mds o menos intactas los resultados son di-
ficiles de interpretar, porque tales espectros de absorcidn su-
fren la interferencia de otros pigmentos y la distorsién debi-
da a la presencia de sustancias fluorescentes, comunes al me-
nos en plantas superiores.

E1 tema del {ototropismo -movimiento de orientacidén que
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realiza el vegetal ante la influencia de la luz- en hongos y

en plantas superiores ha merecido Gltimamente considerable a-
tencidon, mas en base a nuevas experiencias y a la consideracidn
general de la informacién de la que se dispone hasta el momen-
to, se ha generalizado una opinién contraria a los carotenoi-
des como fotorreceptores, funcién para la que las flavinas (es-
pecialmente la riboflavina) parecerian ser mds adecuadas.

Se denomina fototaxis al comportamiento que las algas y
hongos méviles y las células reproductivas flageladas (zoospo-
ras, gametas, anterozoides) manifiestan como respuesta direc-
cional en su movimiento al efecto de la iluminacién.

Los fisidlogos vegetales se preocuparon por la fototaxis
desde antiguo, siendo Eugfena graci{fis y otros euglénidos el
material preferido, aunque no exclusivo, de estos estudios. Su-
cesivamente se describid el cuerpo paragfagelan situado en la
base del flagelo principal de Eugfena y la mancha ocufar 0 es-
tigma, organoide de color rojo o naranja comin a muchas célu-
las méviles, reclamandose para ambos el papel de focus fotosen-
sible. Una hip6étesis que ahora ha recibido considerable apoyo
experimental es la de que los pigmentos del estigma actuarian
como pantalla ocultando el fotorreceptor primario y que el or-
ganismo reaccionaria de forma de minimizar dicho ocultamiento.
E1 analisis de los espectros de accién de Eugfena demuestran
que el forreceptor primario no es un carotenoide, si bien los
carotenoides del estigma y de los cloroplastos, junto con 1las
clorofilas, actuarian en cardcter de "pigmentos ocultantes".

Reproduccidn

Goodwin (1950) ha 1lamado la atencidn en cuanto a la am-
plia distribucidén y acumulacién de carotenoides en las estruc-
turas reproductoras de vegetales y animales. En las plantas
superiores sirven pasivamente a los mecanismos de polinizacidn
y dispersion, haciendo atractivas para los animales las flores,

los frutos y quizas algunas estructuras vegetativas. Sin embar-
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go no existe evidencia alguna que permita soportar la idea de
algin papel metab6lico de los carotenoides en la reproduccién
de las p]antas.superiores, ni tampoco en la de las plantas in-
feriores de habitat terrestre.

En los hongos en cambio hay algunos hechos que permiten
relacionar el aumento del contenido de carotenoides con los
procesos sexuales. No obstante hay hongos que carecen de este
tipo de pigmentos, por lo que tampoco puede afirmarse que jue-
guen un papel universal en la reproduccién fangica.

Es dentro de los Phycomycetes, especialmente Mucorales,
donde se supone con fundamento que puede existir alguna rela-
cién entre el contenido de carotenoides y los mecanismos repro-
ductivos que implican la diferenciacion en cepas plus (+) y mi-
nus (-). Los factores difusibles que se han aislado en culti-
vos intra e interespecificos de cepas de sexualidad opuesta
han sido identificados como dcidos trispéricos (LIII), produ-

cidos por degradacion oxidativa del B-caroteno(XII).

H,¢ coon L\/ ‘
[::]:j\\’\\ " Son

]
o)
dcido trispdrico (LIII)

11,12-dihidro-13-hidroxi-4-ceto-13-apo-8-caroten-17-0ico

BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES

ESQUEMA GENERAL

Aunque algunas bacterias no fotosintéticas producen ca-
rotenoides de 30, 45 y hasta 50 dtomos de carbono, los mds corrien-
tes y en particular los de las plantas superiores son tetraterpe-

nos (C40). La biosfntesis transcurre a través de la bien conocida
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ruta metab6lica de los terpenoides, cuya unidad bisica (C5) es el
isopentenilpirofosfato (IPP, "isopreno activo"), a partir del cual
y por adiciones sucesivas se obtiene una serie de intermediarios
con cadenas carbonadas compuestas de miltiplos de 5 carbonos. En la
biosintesis de carotenoides la cadena terpénica se construye hasta
el nivel de C20’ momento en que dos unidades se condensan para dar
lugar a la formacidon del esqueleto tipico de 40 dtomos de carbono.
En la fig. 2 se presenta un esquema general (Britton, 1976) que i-
lustra acerca de las relaciones biosintéticas entre los carotenoi-

des y los demas tipos de terpenoides.

Isopentenil pirofosfato (IPP)

(€ Xy

l Dimetilalil pirofosfato
Triterpenoides Geranil pirofosfato —_ Monoterpenos
(Cio)
[ IPP l
Escualeno qi—g— Farnesil pirofosfato —_— Sesquiterpenos
(C3p) (Cy5)

IPP—\i Fitol (clorofila)

Fitoeno JL-&— Geranilgeranil pirofosfato —» Diterpenos

(C40) (Cyq) N
5 1IPP Tocoferoles
()

Carotenoides Solanesil pirofosfato —» Ubiquinona-45
(CQS) (cadena lateral)

IPP Plastoquinona
(cadena lateral)

Solanesil-50-pirofosfato ——>» Ubiquinona-50
(CSO) (cadena lateral)

Figura 2. Esquema general de la biosintesis de terpenoides
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Se considera que los pasos previos a la formacidén de IPP
son idénticos en la biosintesis de todos los terpenoides. Estd bien
establecido que la primera etapa resulta de la condensacién de una
molécula de acetil-CoA para originar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA), reacci6n catalizada por la HMG-CoA sintetasa. Higgins
y Kekwick (1973) demostraron palmariamente que malonil-CoA no es-
td involucrada en la formacion de HMG-CoA en levaduras ni en plan-
tas superiores. En cambio pareceria ser posible la sintesis de HMG-
CoA a partir de leucina o valina a través de un proceso que invo-
lucra una fijacidn de CO2 Y que requiere biotina como cofactor.

La conversidon de HMG-CoA en acido mevalénico (MVA, 3,5-
dihidroxi-3-metilpentanoico), el primer precursor especifico de
los terpenoides, ha sido vastamente estudiada, pero sin embargo la
reaccién en plantas (Hepper y Audley, 1969) fue demostrada Unica-
mente en el ldtex de Hevea bras<fiensis Muell. Arg. (Euphorbiaceae).
La reduccion de HMG-CoA a MVA transcurre en dos etapas y es cata-
lizada por una HMG-CoA reductasa, requiriéndose dos moléculas de
NADPH + H'.

La incorporacién de MVA a los carotenoides ha sido com-
probada en numerosos sistemas carotenogénicos, incluidos diversos
tejidos vegetales. En presencia de ATP y Mg++ (en algunos fitosis-
temas el Mn'' es més efectivo), la MVA quinasa incorpora un radical
fosfato en C5 para dar MVA-5-fosfato (MVAP). Al igual que en los
sistemas animales la enzima es inhibida por geranil, farnesil, ge-
ranil-geranil y fitil pirofosfatos y hasta cierto grado por el mis-
mo MVAP. Por la accidn de una MVAP quinasa, aislada de Hevea brasi-
Liensdis (Skilleter y Kekwick, 1971) y el consumo de otro ATP se
1lega al pirofosfato respectivo (MVAPP). Finalmente, en presencia
de ATP y por accidon de la MVAPP anhidrodecarboxilasa se origina

IPP.
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FORMACION DE FITOENO

Si bien el IPP es la unidad biosintética fundamental a
partir de la cual se construyen los carotenoides, previamente a la
elongacién de la cadena carbonada es necesaria una isomerizacidn
de IPP a dimetilalilpirofosfato (DMAPP). La condensacién posterior
de moléculas de IPP y DMAPP da lugar a la formacién de un compues-
to Cyp» el geranil pirofosfato (GPP), que por adicidén de dos uni-
dades de IPP produce sucesivamente farnesil pirofosfato (FPP), pre-
cursor de esteroles y sesquiterpenos y geranilgeranil pirofosfato
(GGPP) .

En la biosintesis de esteroles la condensaci6on de dos
moléculas de FPP origina el triterpeno escualeno (LIV), mientras
que una reaccién andloga en la biosintesis de carotenoides a par-
tir de GGPP produciria £icopenseno (LV). Aunque los primeros tra-
bajos sugirieron la presencia de licoperseno en Neurospora crasa
y en algunas variedades de zanahoria, todas las investigaciones
posteriores fallaron en detectar la presencia del mismo. Por el
contrario, la evidencia acumulada hasta ahora soporta con mas fir-
meza la idea de que no es el licoperseno sino el fitoeno (XVI) el
primer compuesto C40 generado en el curso de la biosintesis de ca-

rotenoides.

X AN ‘\J/Ls//\\/”\> ~ N TSN TR
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Escualeno (LIV)

7,8,11,12,15,7",8'",11',12"',15"'"-decahidro
-5,5'"-diapo-yY,y~caroteno
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Licoperseno (LV)
7,8,11,12,15,7',8',11',12',15"'-decahidro-y,{y-caroteno
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DESATURACION

Antes de que se hubieran determinado las estructuras de
los productos intermedios, ya se habia postulado un esquema (Por-
ter y Lincoln, 1950) de la conversién gradual de un precursor sa-
turado en carotenos de cada vez menor grado de saturacion. E1 es-
quema de desaturacidén que ahora se acepta se muestra en la fig. 3.
Esta secuencia implica la remocidén de pares de dtomos de hidrdgeno
alternadamente de ambos lados de la molécula de fitoeno (XvI), pro-
duciendo sucesivamente fitoflueno (XXV), z-caroteno (XV), neuros-
poreno (XXVI) y finalmente licopeno (XIV). En algunos hongos y bac-

terias en lugar de z-caroteno se forma el isomero asimétrico 7,56,

11,12-tetrahidno-y, y-caroteno (LVI).

/L\/A\/l\/”\/l\/\\/L&/\N/\T/\V/NT/Nv/\W/«\/«T/

fitoeno (XVI)
/1\/”\¢J\¢f\v/L»/\%/L%/Q\/Q§r/\V/\r/xx/\T/\V/\T/

fitoflueno (XXV)

/i\/ﬁ\/l\/ﬁ\/L\/\V/Lv/\vf\r”\/f rf /\v/\r/

C-caroteno (XV)

/l\/” l\/’\/l NS .*\/”W/‘\'Qj/\xij/\v/\T/

7,8,11, 12-tetrahidro—w,w—caroteno (LVI)

/l\/A\/l\/\\/L\/* v/\v/‘T/\@/*r/\~/~T/\&/«T/

neurosporeno (XXVI)

¢.
/Lx/“\/Lx/Nx/Lm/\»/Lw/\y”\rA\/“j/“x/\T/\v/\r/

licopeno (XIV)

Figura 3. Esquema de desaturacidn gradual de fitoeno a licopeno
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Hay de todos modos un hecho dificil de explicar a través
del esquema de desaturacidon propuesto: el fitoeno de tomates, za-
nahorias y hongos es el isémero 15-c4s (XXIV), mientras que los
pigmentos normales mds insaturados como licopeno (XIV) y B-carote-
no (XII) son todo-trans. No obstante y en base a recientes experien-
cias se ha sugerido (Davies, 1973) que el isémero involucrado en la
serie de desaturacidn es el trans-fitoeno (XVI), formado posible-
mente por isomerizacidon del 15-cis-fitoeno sintetizado previamen-
te, mientras que el 15-cis-fitoeno se acumularia constituyendo e-

sencialmente un reservorio metabdlico inerte.

CICLACION

En los dltimos afnos se ha acumulado una fuerte evidencia
en apoyo del punto de vista propuesto por Porter y Lincoln (1950),
en el sentido de considerar al licopeno (XIV) como el precursor a-
ciclico inmediato de los carotenoides ciclicos. E1 mecanismo acep-
tado para la reaccion de ciclacién comprende en primer término el
plegamiento de l1a molécula de tal modo que la doble unidn existente
entre los carbonos 1 y 2 quede espacialmente vecina a su similar
establecida entre carbonos 5y 6. En este momento se produce el a-
taque de C2 por parte de un protdén, hecho que desencadena el proce-
so de ciclacién para dar un "ion carbonio" intermediario, el que
por pérdida de un protén de C4 o de C6 daria lugar a la forma;ién
de un anillo € o de un anillo B , respectivamente (fig. 4).
-‘}r/\w/

ne

/ \ //
anillo B

u‘fk}f./§§a” K e
k"i — Gﬁ\lln '
g 4/9 ~
H O Hy \\¥\‘
. . ud - e
"ion carbonio" 'A (/’ r/’
anillo €

F{gurna 4. Mecanismo de ciclacidn
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HIDROXILACION EN C3

De los trescientos o mas carotenoides naturales cuyas es-
tructuras han sido determinadas, s6l1o unos cuarenta son hidrocarbu-
ros. E1 resto son xantofilas con al menos una funcién oxigenada en
su molécula. Aunque las principales modificaciones estructurales,
especialmente en los carotenoides ciclicos, involucran los carbonos
1 a 6 (d§tomos de carbono del anillo), no son raras las alteracio-
nes de la cadena poliénica bdsica (v.g. creacién de grupos aléni-
cos o acetilénicos, hidroxilacidn de grupos metilo laterales). En
la mayoria de estos casos el conocimiento biosintético que se posee
es nulo y s6lo se cuenta con algunos esquemas especulativos. Sin
embargo existe alguna informacidén bioquimica disponible en el caso
de algunas reacciones, en especial en la hidroxilacién en C3.

La caracteristica estructural mds saliente de las xanto-
filas de plantas superiores es precisamente la presencia de susti-
tuyentes hidroxilados en los carbonos 3 y 3', como ocurre en la lu-
teina (XXXIII) y la zeaxantina (XXXVII) o en carotenoides epoxidi-
cos como la violaxantina (VII).

En general se ha aceptado que la introduccidén de los gru-
pos hidroxilo ocurre en un estado avanzado de la via biosintética;
as? luteina y zeaxantina se suponen originados por hidroxilacidn
del a-caroteno (XXXV) y del B-caroteno (XII), respectivamente. Zs-
te postulado ha recibido una confirmacidn experimental reciente
(McDermott et af., 1974) a través de estudios con inhibidores rea-
lizados sobre especies de Ffavobacteaium. Cuando este microorganis-
mo -que produce normalmente zeaxantina como carotenoide principal-
es cultivado en un medio con nicotina (que actia como inhibidor de
la ciclacién) se acumula licopeno (XIV) y no hidroxilicopeno, como
corresponderia si la hidroxilaci6n fuese previa a la ciclacidn. Al
eliminar el inhibidor la ciclacidén tiene lugar y a expensas del 1li-

copeno acumulaco se producen B-caroteno (en anaerobiosis) y zeaxan-
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tina (en aerobiosis). Finalmente, si en ausencia de inhibidor se e-
fectlla el cultivo en anaerobiosis para provocar acumulacion de B-
caroteno 'y posteriormente se pasa a condiciones aerdbicas, el B-ca-
roteno es convertido en zeaxantina, confirmando que la hidroxila-

+ cién es posterior a la ciclacidén. Mediante el uso de técnicas iso-
topicas se ha demostrado asimismo que el oxigeno necesario para que

la hidroxilaci6n tenga lugar no proviene del agua sino que es oxi-

geno molecular.

APLICACIONES DE LOS CAROTENOIDES

COLORANTES DIRECTOS DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS

La mayoria de los vegetales y animales utilizados en la
alimentacidén humana han sido provistos por la naturaleza de una do-
tacién de pigmentos tan variada que la relacidn alimentos-color re-
sulta inmediata e inevitable: el color amarillo fuerte de la yema
de huevo y el rojo intenso del tomate maduro no pueden dejar de re-
lacionarse con 1o apetecible de su sabor. Es esta la causa por la
que en la elaboracién de productos alimenticios se adicionan colo-
rantes, con el objeto de mejorar su aspecto.

E1 Codigo Alimentario Argentino permite el uso de colo-
rantes naturales y s6lo como excepcidon (y en un restringido nimero
de casos) el empleo de otro tipo de compuestos. Por ello y en razén
de la elevada capacidad que poseen los carotenoides de comunicar su
color a las sustancias con las que se hallen mezclados, esta clase
de productos naturales se utiliza con mucha frecuencia en el proce-
so de elaboracién de diferentes alimentos.

Los primeros carotenoides utilizados para dar color a los

alimentos fueron incorporados en forma de extractos, pero este mé-
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todo de aplicaci6én tiene hoy un uso comercial limitado. Actualmen-
te se sintetizan varios carotenoides en escala industrial, tales cd—
mo el B-caroteno (XII), el B-apo-§'-carotenal (LVII), el éster e-
tilico del dcido B-apo-8§'-carotenoico (LVIII) y la cantaxantina

(LIX), 1o que abarata notablemente los costos.

B-apo-8'-carotenal (LVII)

8'-apo-B-caroten-8'-al

dcido B-apo-8'-carotenoico (LVIII)

COOH

8'-apo-B-caroten-8'-o0ico

[m ] A e Y YVa YN N N N

0
cantaxantina (LIX)

B,R-caroten-4,4"'-diona

Las dificultades de solubilidad y de estabilidad en el
manipuleo de estas sustancias puras han sido resueltas preparanco-
las en dos formas: como suspensiones oleosas de cristales micropul-
verizados o como emulsiones conteniendo los carotenoides en solu-
ciones sobresaturadas, 1o que hace posible colorear alimentos con
base tanto acuosa como lipidica.

E1 B-caroteno es utilizado en la coloracidén de productos
alimenticios tan diversos como manteca, margarina, queso, helados,
pastas, pan, aceites vegetales, salsas, yemas de huevo desecadas o
congeladas, caramelos, alimentos dietéticos, jugos de frutas y be-
bidas.

E1 color natural de la manteca varia continuamente. Si no
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se le agregaran colorantes durante su procesamiento, el color de
este producto seria casi blanco en invierno y muy amarillo en ve-
rano, cuando los animales se nutren de pastos frescos. E1 B-caro-
teno que se le agrega permite mantener un color uniforme durante
todas las épocas y ademéds tiene accidén provitaminica.

E1 B-caroteno comunica a las bebidas un color que simula
el del jugo natural de naranja, mientras que el B-apo-8'-carotenal
y especialmente sus combinaciones con el anterior proporcionan un
tono anaranjado-rojizo mas profundo que a menudo es preferido por
los fabricantes de jugos de naranja artificiales. E1 dcido ascéor-
bico ejerce un efecto estabilizante sobre el B-caroteno y el B-apo-
8'-carotenal, contrastando en este sentido con la inestabilidad que
presentan los colorantes F. D. & C. en presencia de dicho acido y
luz.

E1 B-apo-8'-carotenal se emplea para conseguir colores
anaranjados o naranja-rojizos en pasteleria, confituras y quesos.
Solo o combinado con el B-caroteno proporciona una interesante ga-
ma de colores a distintos tipos de quesos. E1 color caracteristico
de la salsa tipo francesa no se logra con el B-caroteno pero si
con el B-apo-8'-carotenal. En cremas heladas el B-apo-8'-carotenal
proporciona un agradable color durazno.

E1 elevado poder colorante de la cantaxantina se aprove-
cha en productos a base de tomates, como salsas, sopas, bebidas
y conservas, asi como para estandarizar la coloracién de los pro-
ductos elaborados. La cantaxantina puede proporcionar el color ¢de-
cuado a las salchichas tipo Frankfurt con bajo contenido de carne
y 1o propio ocurre con otros embutidos. Este colorante también pue-
de ser utilizado para simular el color de salsas de carne o de ca-
marones.

En todos los casos el color resultante depende del con-
tenido en grasas de los productos y de su color intrinseco.

Hasta aqui los carotenoides han sido discutidos como a-
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ditivos colorantes individuales, pero su utilidad se hace ain ma-
yor cuando se los emplea combinados con otros carotenoides, flavo-
noides, otros colorantes de alimentos permitidos (F. D. & C.) o
concentrados de colorantes naturales (Bauernfeind,1972).

E1 Comité de Expertos en Aditivos Alimenticios, organis-
mo dependiente conjuntamente de la Organizacidén para la Alimenta-
cién y la Agricultura (FAO) y de la Organizacién Mundial de la Sa-
Tud (WHO), basado en los datos de toxicidad crdnica y en las especi-
ficaciones disponibles, han incluido al B-caroteno, al B-apo-8'-
carotenal, al éster etilico del acido B-apo-8'-carotenoico y a la
cantaxantina en la clase A, considerada aceptable para su uso en a-
limentacidén (solamente otros tres colorantes no naturales se inclu-
yen en ella).

Bauernfeind (1974) recopilé y tabuld los resultados de u-
na serie de estudios efectuados en un cierto namero de alimentos en
cuya elaboracidén se adicionaron carotenoides, consignando para ca-
da producto el tipo de envase, el pigmento agregado, el momento y
modo de adicidn y el contenido en dicho pigmento al concluir la e-
laboracidn y luego de su almacenamiento. E1 autor pudo comprobar
que en general los carotenoides agregados como colorantes directos
de alimentos son muy estables cuando los productos se elaboran si-
guiendo las técnicas industriales corrientes (en productos concser-
vados a temperatura ambiente por un lapso de 12 meses, la concen-
tracion final de carotenoides oscild en los distintos casos entre

el 88% y el 100% del valor inicial).

COLORANTES INDIRECTOS DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS

E1 término "pigmentante" referido a los carotenoides se
emplea cuando al estar presentes 0 ser agregados a una racidn ani-
mal dan color a ciertos tejidos del cuerpo en los cuales se acumu-

lan.

E1 B-caroteno, ademds del importante papel que desempena
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como provitamina A, actda también como pigmentante en las vacas le-:
cheras. De la cantidad ingerida, 10 que no se transforma en vitamina
se almacena en el tejido adiposo y en la grasa de la leche como tal.
Ademds del pigmento antes citado pueden encontrarse también a-caro-

teno (XXXV), B-criptoxantina (XXXVI) y luteina (XXXIII).

Al igual que los mamiferos, las diferentes especies de a-
ves pueden metabolizar los carotenoides ingeridos a vitamina A, pe-
ro a diferencia de aquéllos almacenan preferencialmente oxicarote-
noides en el higado, grasa corporal, huevos, piel, plumas y patas
(Bauernfeind, 1972).

E1 pigmento amarillo-anaranjado de la yema del huevo no
es sintetizado por la gallina, ni tampoco lo es el de las patas y
piel de los pollos, sino que provienen de l1os oxicarotenoides con-
tenidos en sus alimentos. Bajo condiciones naturales, los pollos
obtienen estas sustancias de los pastos y plantas verdes, pero en
los criaderos se recurre al uso de alimentos balanceados, donde el
principal componente capaz de pigmentar es el maiz, que no siempre
produce buenos resultados, a menos que se agreguen harina de alfal-
fa u otros aditivos.

En los Gltimos anos se efectuaron varios estudios para
tratar de determinar el poder pigmentante de carotenoides puros
(Bunnell y Bauernfeind, 1958; Nadai y Brubacher, 1970; Scott et
af., 1968 y Steinegger y Zanetti, 1957). De esta manera pudo com-
probarse que tanto el éster etilico del acido B-apo-8'-carotenoico
como el B-apo-8'-carotenal adicionados a la dieta de aves aumentan
el color de la yema de los huevos (Marusich, 1967; Marusich y
Bauernfeind, 1970), pero que el Gltimo no es efectivo para incre-
mentar la pigmentacién de la piel y patas de los pollos (Marusich,
1970; Marusich y Bauernfeind, 1970). La cantaxantina es eficaz en
ambos sentidos, pero debe ser usada en combinacién con otros caro-

tenoides.
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ACCION PROVITAMINICA

Cuando los pigmentos sintetizados por las plantas son in-
geridos por los animales pueden ser metabolizados de diferentes mo-
dos. Una transformacidon importante que se produce tanto en mamife-
ros como en pajaros, anfibios y peces es la conversidon de ciertos
carotenoides en vitamina A. La vitamina A es un compuesto exclusi-
vamente animal, presente practicamente en todas las especies, quie-
nes sin embargo son incapaces de efectuar su sintesis de novo. Es
esta la razén fundamental de su inclusidon o de la de sus precurso-
res en la dieta alimenticia.

Tradicionalmente se ha aceptado que para que un carote-
noide presente actividad provitaminica debe contar como minimo con
un anillo B sin sustituir, unido a una cadena poliénica de al me-
nos once carbonos, pudiendo el otro extremo ser o no ciclico. E-
fectivamente, el B-caroteno (XII), con dos anillos B, es el caro-
tenoide que presenta la mayor actividad, mientras que tanto el a-
caroteno (XXXV) como el y-caroteno (I), con un solo anillo B no
sustituido, tienen aproximadamente la mitad de dicho valor.

Sin embargo la introduccidén de oxigeno en la molécula
en determinadas condiciones no provoca la desaparicidon de la ac-
tividad. Asi los B-apo-carotenoides, productos intermedios de la
degradacion del B-caroteno a vitamina A (Glover y Redfearn, 195¢),
son bioldogicamente activos cuando se administran por via bucal o
parenteral; también son activos los correspondientes carotenales,
acidos carotenoicos y algunos ésteres. Asimismo el 5,6-epoxi-B-
caroteno (XXVIII), el 5,8-epoxi-B-caroteno (XXX), el 5,6,5'6"'-
diepoxi-B-caroteno (XXIX) y el 5,8,5',8'-diepoxi-g-caroteno (XXXII)
son precursores de la vitamina A a pesar de la alteracidn del a-
nillo B, presumiéndose que {n vivo estos compuestos son revertidos
a B-caroteno. Otros carotenoides oxigenados tales como B-cripto-
xantina (XXXVI) e ({socniptoxantina (LX) son también bioldégicamente

activos.
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OH

jsocriptoxantina (LX)

B,B-caroten-4-01

Surmatis et af. (1958) comprobaron que el agregado de un
grupo metilo a ambos anillos B en posiciones 2 y 2' no destruye la
actividad provitaminica, ni tampoco el reemplazo de un metilo por
un etilo en las posiciones 1 y 1'. Sin embargo la sustitucidn de
un metilo por un grupo isobutilo en posiciones 1 y 1' anula el ca-
racter de provitamina. Finalmente la deshidrogenacidon del anillo B
como en el caso del 3,4-dehidro-B-caroteno (LXI) provoca disminu-

cion pero no pérdida de la accidon provitaminica.

~
W/”\ A N G N

3,4-dehidro-B8-caroteno (LXI)

3,4-dehidro-B,B-caroteno

La actividad se pierde totalmente cuando se produce hi-
drogenacidn completa de los anillos B y cuando grupos hidroxilc o
cetona se hallan unidos a ambos anillos en posiciones 3 y 3' 0 4
y 4'. Una excepcién a lo anterior es el elevado valor provitaminri-
co de la astaxantina (VI) y la cantaxantina (LIX) en los peces
(Gros y Budowski, 1966), hecho de significativa trascendencia en

la cadena alimenticia marina.



MATERITAL

Se estudiaron diecinueve especies que en forma silvestre
o0 cultivada crecen en distintas dreas de la provincia de Buenos Ai-
res, aun cuando el material destinado al analisis de carotenoides
proviene exclusivamente de una zona ubicada entre La Plata y Bue-
nos Aires.

La determinacidén de cada especie fue realizada sobre e-
jemplares completos, los que fueron destinados al herbario de la
Catedra de Botanica.

Diez de las especies investigadas pertenecen a la fami-
1ia Compositae, tres a Cruciferae, dos a Leguminosae, una a Iri-
daceae, una a Oenotheraceae, una a Oleaceae y una a Ranunculace-
ae.

En la mayoria de los casos el material estuvo represen-
tado por las flores completas, con menor frecuencia por pétalos
y excepcionalmente por inflorescencias, como en el caso de Sof«-
dago chilensis, donde razones de tamafio obligaron a procesar 1l0s

capitulos enteros.



64

DESCRIPCION BOTANICA, PROCEDENCIA
Y EPOCA DE RECOLECCION

Bidens faevis (L.) B.S.P. (Compositae)

Hierba anual o
perenne, erecta, con‘ﬁf
tallos sencillos o
poco ramosos, gla-
bros, de 0,3 a 1 m
de altura. Hojas
simples, sésiles,
lanceoladas y ase-
rradas. Capitulos
radiados, grandes,
largamente peduncu-
lados, de flores a-
marillas (otono).

Comin en regiones

templado-calidas de
América, es frecuente encontrarla en lugares pantanosos y a orillas de cursos de
agua (Cabrera, 1941).

Lugar y fecha de recoleccidon: Plitanos, marzo de 1978.

Material seleccionado: flores.

Chrysanthemum frutescens L. (Compositae)

Arbusto lenoso,
de 0,5 a 1,5 m de al-
tura, muy ramificado, ®
formando una copa |
globosa. Hojas bi-
pinnadas, capitulos
solitarios, termina-
les, de 3 a 5 cm de
diametro, con flores
amarillas. Origina-
ria de las Islas Ca-
narias, florece du-
rante todo el ano,

especialmente en in-

vierno; n.v. ''marga-

rita amarilla" (Dimitri, 1978-80).
Lugar y fecha de recoleccidn: Platanos, octubre de 1979.

Material seleccionado: flores.
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Hypochoenrdis radicata L. (Compositae)

Hierba perenne,

con hojas ‘dispuestas

en rosetas y tallos

escapiformes, mias o

menos ramificados.

Hojas oblanceoladas,

profundamente runci-

nadas. Capitulos so-

litarios en el extre-

mo de las ramifica-

ciones del escapo.

Flores amarillas,

liguladas. La espe-

cie es originaria de

Europa y es adventi-

cia en Sudamérica (Cabrera, 1941).
Lugar y fecha de recoleccidn: Berazategui, enero de 1978,

Material seleccionado: flores.

Pichis echiodides L. (Compositae)

Hierba anual e-
recta, ramosa, densa
mente hojosa, de 0,5
a 1l m de altura, con
tallos estriados y
laxamente hirsutos.
Hojas basales arro-
setadas, pecioladas,
las superiores sési-
les y semiabrazado-
ras en la base. Ca-
pitulos de flores
amarillas liguladas,

isomorfos, dispues-

tos en cimas pauci-

floras en el apice de las ramas. Originaria de la regidén Mediterrinea, es adventi-

cia en América (Cabrera, 1941).
Lugar y fecha de recoleccidn: Berazategui, noviembre de 1977.

Material selcccionado: flores.



66

Senecio bras<liens«s (Spreng.) Less. var.
thipantitus (DC.) Baker (Compositae)

Hierba perenne,
con tallos erectos,
glabros, estriados,
ramosos en la parte
superior y densamen-
te hojosos, de 1,5 m
de altura. Hojas al-
ternas, sésiles y
profundamente pinna-
tisectas. Capitulos
muv numerosos, pedi-
celados, dispuestos
en amplios corimbos.

Flores amarillas,

dimorfas: las margi-
nales liguladas, las del disco tubulosas. Especie higréofila frecuente en la ori-
lla de los arroyos y lagunas del Brasil, Uruguay y nordeste de la Argentina (Ca-
brera, 1941).

Lugar y fecha de recoleccidn: Hudson, noviembre de 1977.

Material seleccionado: flores.

Senccic petasites DC. (Compositae)

Planta sublerno-
sa perenne, de 1 a
1,5 m de altura, pu-
bescente. Hojas
grandes, pecioladas,
anchamente aovadas o
suborbiculares, lo-
buladas, subcordadas
en la base. Capltu-
los de 1 a 1,5 c¢cm de
diidmetro reunidos en
panojas terminales.
Flores amarillas di-

morfas. Originaria

de México, cultivada
en nuestro pals (Dimitri, 1978-80).
Lugar y fecha de recoleccidn: La Plata, agosto de 1978.

Material seleccionado: flores.
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Sotidago chifensis Meyen (Compositae)

Hierba perenne,
rizomatosa, glabra,
con tallos erectos,
simples y delgados,
de cerca de 1 m de
altura. Hojas hasta
el apice, de forma
lineal-lanceolada,
enteras, trinerva-
das. Capitulos ra-
diados pequenos y
numerosos, dispues-
tos en panoja. Flo-

res amarillas. Es-

pecie frecuente en
América Austral; n.v.: "romerillo dorado" (Cabrera, 1941).
Lugar y fecha de recoleccidn: Pliatanos, marzo de 1978

Material seleccionado: capitulos.
Sonchus asper (L.) Hi1l (Compositae)

Hierba anual de
0,4 a 1 m de altura,
con tallos ramosos.
Hojas inferiores o-
vado-lanceoladas, a-
brazadoras y auricu-
ladas en la base,
todas espinudo-den-
tadas en el margen.
Capitulos numerosos,
dispuestos en cimas
en el apice de los
tallos. Flores ama-

rillas, isomorfas,

liguladas. Origina-

ria de Europa, adventicia en todas las regiones templadas (Cabrera, 1941).
Lugar y fecha de recoleccidn: Hudson, noviembre de 1978.

Material seleccionado: flores.



68

Tagetes enecta L. (Compositae)

Planta anual
glandulosa, de 0,5
m de altura, poco
ramificada. Hojas
pinnatifidas con los
segmentos aserrados
o enteros, lanceola-
dos. Capitulos ama-
rillos o anaranja-
dos, de 6 a 8 cm de
diametro. Originaria
de México, florece
en verano y otono;
n.v.: '"clavel japo-
nés'", '"copete'" (Di-
mitri (1978-80)

Lugar y fecha de recoleccion: Villa Elisa, noviembre de 1977.

Material seleccionado: flores amarillas y anaranjadas.

Wedefia glauca (0Ort.) Hoffmann (Compositae)

Hierba perenne,
rizomatosa, con ta-
llos erectos, estria-
dos, laxamente pubes
centes,sencillos o
poco ramosos, hojo-
sos hasta el apice,
de 0,5 a 1 m de al-
tura. Hojas opuestas
lanceoladas. Capitu-
los largamente pedi-
celados, solitarios
en el extremo de las

ramitas. Flores ama-

rillas, dimorfas.

Especie frecuente en el sur del Brasil, en el Uruguay y en el norte y centro de

Argentina; n.v. '"sunchillo" (Cabrera, 1941).
Lugar y fecha de recoleccidon: La Plata, noviembre de 1977.

Material sele:cionado: flores.
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Brassica napa L. subsp. sylvestanis (L.) Hanchen.

(Cruciferae)

Hierba anual
glauca, glabra, de
0,3 a 1,2 mde altu-
ra. Hojas superiores
oblongo-lanceoladas,
agudas en el apice,
auriculadas y semia-
brazadoras en la ba-
se. Hojas inferiores
lirado-pinnatifidas,
con el 1ldbulo termi-
nal muy grande y los
laterales anchos y

delgados. Flores a-

marillas, reunidas
en racimos en los que las flores abiertas superan a los pimpollos en altura. El
fruto es una silicua terminada en un rostro indehiscente aseminado, de 5 a 6 cm
de longitud. Originaria de Europa, adventicia en todas las regiones templadas.

Florece a fines del invierno y en primavera; n.v.: ''mabo', '"mostacilla' (Cabre-

ra y Zardini, 1978).
Lugar y fecha de recoleccidn: Sarandi, septiembre de 1979.

Material seleccionado: flores.

Rapdstrnum nugesum (L.) Al1. (Cruciferae)

Hierba bienal,
ramosa, pubescente,
de 0,5 a 1,5 m de al- |
tura. Hojas inferio-
res lirado-pinnatifi-
das, las superiores
lanceoladas. Flores
amarillas pequenas,
dispuestas en largos
racimos. El1 fruto es
una silicula formada
por dos articulos
sobrepuestos, el su-

perior globoso, ru-

goso, uniseminado e

indehiscente. Originaria de Europa, adventicia en terraplenes y suelos modifica-

dos (Cabrera y Zardini, 1978)
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Lugar y fecha de recoleccidn: Hudson, noviembre de 1978.

Material seleccionado: flores.

Sinapds arvensdis L. var. schkuhriana (Reichenb.)

Hagenb. (Cruciferae)

Hierba anual,

de 1 a 1,5 m de al-

4

tura. Hojas inferio—’ -
Ay

=

res lirado-pinnati-
fidas, las superio-
res ovado-lanceola-
das, irregularmente
dentadas. Flores a-
marillas dispuestas
en racimos. E1 fru-
to es una silicua

de 3 a 4 cm de lon-
gitud, largamente

rostrada, con una

semilla en la base

del rostro. Originaria de Europa, adventicia en América (Cabrera, 1953).
Lugar y fecha de recoleccidén: La Plata, septiembre de 1979.

Material seleccionado: flores.

Ia4s pseudacorus L. (Iridaceae)

Hierba perenne,
robusta, con rizoma
corto y grueso. Ho-
jas ensiformes,
glaucas. Tallos flo-
riferos de 0,6 a 0,9
m de altura, con va-
rias hojas y varias
espatas con dos a
tres flores cada u-
na. Tépalos amari-
llos de 5 a 7 cm de
longitud. Originaria

de Europa, frecuente

en suelos inundables
del Delta y de la -ibera del Plata (Cabrera y Zardini, 1978).
Lugar y fecha de recoleccion: Sarandi, septiembre de 1979.

Material seleccionado: tépalos.
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Lotus conndiculatus L. var. tenudfofius L.

(Leguminosae)

Hierba perenne
con tallos acostados
y follaje verde-azu-
lado, con hojas com
puestas de tres fo-
liolos apicales vy
dos basales (seudo-
estipulas). Flores
estivales amarillas,
pequenas, dispuestas
en umbelas 4-6 flo-
ras. Originaria de
Europa, se ha natu-

ralizado ampliamen-

te en casi toda la
provincia de Buenos Alres, formando parte de praderas naturales, especialmente
en suelos un tanto bajos v salobres (Burkart, 1952).

Lugar y fecha de recoleccidn: Punta Lara, diciembre de 1979.

Material seleccionado: flores.

Spartium junceum L. (Leguminosae)

Arbusto origina-
rio del sur de Euro-
pa, de 3 a 4 m de al-
tura y provisto de
ramas delgadas, ver-
des, subafilas, con
flores amarillo-dora-
das de 2,5 cm de lon-
gitud, que florecen
en primavera. Puede
considerarsela como
planta semixerdfila
y calcifila; n.v.
"retama'" (Burkart,
1952).

Lugar y fecha de recoleccidn: La Plata, noviembre de 1977.

Material sele¢ccionado: pétalos.



72

Oenotherna affinis Camb. (Oenotheraceae)

Planta erguida,
anual o bienal, ve-
lluda, de 0,4 a 0,8
m de altura. Hojas
linear-lanceoladas,
agudas, dentadas,
verde-grisiceas;
las superiores sé-
siles. Flores noc-
turnas, amarillas,
de 3 a 4 cm de dii-
metro. Originaria
de Chile y Argen-

tina, comln en el

Delta, junto a las
vias férreas; n.v. '"flor de la oracion' (Dimitri, 1978-80).

Lugar y fecha de recoleccion: Hudson, noviembre de 1978.

Material seleccionado: flores.

Jasminum mezny{ Hance (0leaceae)

Arbusto apoyan-
te de ramas largas y
sarmentosas. Hojas
opuestas, glabras,
compuestas de tres
foliolos oblongo-
lanceolados. Flores
amarillas solita-
rias, de 3 a 5 cm
de diametro, sim-
ples o dobles. De
origen 1incierto,
florece en invier-
no; n.v. '"jazmin
amarillo" (Dimitri,
1978-80) .

Lugar y fecha de recoleccidon: La Plata, agosto de 1979.

Material seleccionado: flores.



Ranunculus nepens L.

Hierba glabra,
perenne, rastrera,
palustre o subpalus-
tre, estolonifera.
Hojas uni-, bi- o
tripartidas, las in-
feriores largamente
pecioladas, las su-
periores sésiles.
Flores amarillas de
mas o menos 2 cm de
diametro, termina-
les. Cosmopolita,
comun en lugares

himedos y palustres;

n.v. "botdn de oro" (Dimitri, 1978-80).

(Ranunculaceae)

Lugar y fecha de recoleccidn: Punta Lara, octubre de 1979.

Material seleccionado: pétalos.

ACONDICIONAMIENTO Y CONSERVACION
DEL MATERIAL

Las muestras fueron mantenidas a
de su recoleccidon. Posteriormente el material
ser éste el Unico proceso de deshidratacidon que asegura la inalte-
rabilidad de los pigmentos. E1 material

mizd y conservo a -20°C, en frascos de cierre hermético y al

go de la luz.
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-20°C desde el momento

fue liofilizado,

desecado se pulverizd,

abri-



METODOS

ELECCION DEL METODO DE EXTRACCION Y SAPONIFICACION

Como ya ha sido consignado (c§. "Extraccidn", pdg. 15),
en 1a eleccidon del método de extraccidon importa el contenido de
agua de la muestra. Por tratarse aqui de material seco no se u-
tiliza acetona como solvente exclusivo, Sino que Se recurre a mez-
clas extractantes de menor polaridad.

En las flores las xantofilas se hallan parcial o total-
mente esterificadas (Kuhn et af., 1931) por 1o que necesariamente
debe procederse a saponificar la muestra. La saponificacidon puc-
de llevarse a cabo conjuntamente con la extraccidn, tanto en frio
como en caliente. En el primer caso la muestra puede dejarse en
contacto con la mezcla extractante-saponificante durante toda 1la
noche, o acelerar el proceso con agitacién permanente, como propo-
nen Knowles et af., (1972), quienes ademds demostraron que los re-
sultados obtenidos en ambos casos son equivalentes. La otra alter-
nativa es la técnica desarrollada por Quackenbush y Miller (1972),
que se lleva a cabo en caliente.

Si bien en un estudio colaborativo posterior Quackenbush
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(1973) demuestra que ambos métodos son igualmente eficientes en el
caso del gluten de maiz y de harina de alfalfa, no incluye una ex-
periencia similar para la "harina" de flores de Tagetes enecta, en
la que el contenido en carotenoides hidroxilados es muy elevado,
en tanto es casi nula la proporcion de carotenos. Este hecho nos
sugirio la conveniencia de someter la muestra de Tagetes erecta a

los dos métodos antes citados, que son descriptos a continuacidn.

Método en frio

Una pequefia cantidad (100 a 200 mg) de pétalos liofili-
zados y molidos se colocan en un erlenmeyer con tapa el que se
le adicionan 30 ml de hexano-acetona (7:3), agitando durante
30 minutos en forma continua. Al cabo de ese tiempo se agregan
2 ml de hidréxido de potasio metandlico al 40% y se vuelve a
agitar durante un minuto, dejando luego la mezcla en reposo
durante otros 30 minutos. La fase orgdanica superior se lleva
a volumen de 100 ml con hexano (Knowles et af., 1972).

Método en caliente

La misma cantidad de muestra se coloca en un matraz que
contiene 30 ml dela mezcla hexano-acetona-etanol-tolueno (10:
7:6:7) y un ml de agua y se agita vigorosamente durante un mi-
nuto. Luego se incorporan 2 ml de hidrdxido de potasio meta-
n6lico al 40% y se vuelve a agitar un minuto mds. Se adapta al
baldén un refrigerante a reflujo y se coloca dentro de un bano
de agua a 56°C durante 20 minutos. La mezcla se pasa luego a
una ampolla de decantacidn y el baldn se lTava 3 veces con 10 ml
de hexano y otras tantas con igual cantidad de sulfato de sodio
al 10%, incorporando a la ampolla los liquidos de lavado. Se a-
gita para homogeneizar y se deja en reposo durante una hora. Al
cabo de ese tiempo la fase orgdnica superior se trasvasa a um
matraz de 50 ml y se lleva a volumen con hexano (Quackenbush y

Miller, 1972).
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Alicuotas de ambos extractivos fueron fraccionadas y va-
loradas de acuerdo al procedimiento que se describe mds adelante.

Los resultados obtenidos fueron los siqguientes:

Mét. en frio Mét. en caliente
Carotenos 5,44 (81%) 0,07 (1,5%)
Pigmentos monohidroxilados 0,96 (14%) 0,83 (11,57%)
Pigmentos dihidroxilados 0,32 (5%) 3,77 (81,0%)
Carotenoides totales 6,72 4,67

Como puede observarse, los valores relativos obtenidos
por uno y otro método son casi exactamente opuestos, predominando
aparentemente los carotenos en el método en frio, mientras que en
el método en caliente son los pigmentos dihidroxilados los mds a-
bundantes, con un porcentaje similar al de aquéllos. Esta aparen-
te contradiccidon obedece a una deficiente saponificacidn en el mé-
todo en frio, por 1o que los carotenoides esterificados, que migran
jJunto a los carotenos en el sistema cromatografico empleado, au-
mentan artificialmente la proporcidn de éstos.

E1l mayor contenido en carotenoides totales del método
en frio puede deberse a varias razones, entre ellas la extraccidn
de sustancias coloreadas ajenas a los carotenoides. Naturalmente
que no puede descartarse la destruccidon parcial de algunos carote-
noides al aplicar el método en caliente, pero ain asi no puede du-
darse de su eleccidn en este caso pues asegura la saponificacidn

completa de los ésteres presentes.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO

Se utiliza una columna de vidrio de 30 cm de largo y de
12,5 mm de didmetro interno que termina en un tubo capilar de 10
cm de largo y de 2 mm de didmetro interno. E1 conjunto estd unido
por medio de una conexién esmerilada a un kitasato graduado de 125

ml de capacidad, el que finalmente se conecta a la linea de vacio.
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La mezcla adsorbente esta integrada por silica-gel "G"

y kieselgur "G" (Merck) en iguales proporciones, la que previamen-
te a su uso se homogeneiza mediante agitacidén magnética y se acti-
va a 110°C durante una hora.

Antes de proceder al armado de la columna se obtura la
zona de estrechamiento con un pequefio disco de papel de filtro y
una vez hecho esto se incorpora la mezcla adsorbente hasta alcan-
zar la mitad de la altura de la columna. A continuacién se aplica
vacio y al mismo tiempo se compacta la columna de adsorbente pre-
sionando la superficie con un dispositivo adecuado, compuesto por
una varilla con un extremo plano de igual didmetro que el didme-
tro interno de la columna, de tal manera que la altura final del
adsorbente sea de 7 cm. Por el mismo procedimiento se deposita u-
na capa adicional de sulfato de sodio anhidro de 1 cm de altura.

En Ta mayoria de los casos y previamente a la siembra
cromatografica los extractivos fueron concentrados en evaporador
rotatorio a 40°C, seglin la concentracién inicial de carotenoides.
De acuerdo con ello el volumen del extractivo a ser cromatografia-
do puede oscilar entre 1 y 5 ml.

Una vez finalizada la siembra comienza a adicionarse el
primer solvente de elucién (hexano-acetona, 96:4), que debe mante-
ner una altura constante de 10 cm por encima de la superficie de
la columna. En este momento se conecta el sistema a la linea de
vacio, hecho que provoca la elucidon de la primera fraccidn, repre-
sentada por los carotenos. Cuando el volumen del eluato alcanza
los 20 ml se interrumpe el vacio y se trasvasa a un matraz de 25
ml, donde se 1leva a volumen con hexano. Cambiando el primer sol-
vente por uno mas polar (hexano-acetona, 90:10) y repitiendo el
procedimiento anterior se consigue separar la sequnda fracciodn,
que contiene los pigmentos monohidroxilados. E1 agregado de un e-
luyente de mayor polaridad (hexano-acetona, 80:20) provoca la e-

Tucién de 1os pigmentos dihidroxilados (Quackenbush et af., 1970).
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VALORACI ON

Para estimar la cantidad de pigmentos contenida en cada

una de las fracciones se aplica la siguiente fdérmula:

A
= mg de carotenoides/g de muestra
a 1 d
A = absorbancia de la solucidén (a 436 nm para carotenos

y 474 nm para xantofilas)

a = coeficiente de extincidn especifico/10 (196 para ca-

rotenos y 236 para xantofilas)

1 = longitud de la celda (1 cm)

d = factor de diluciédn:
peso de la muestra (g) . alicuota sembrada (ml)
vol. total del extractivo (ml) . vol. final del eluato (ml)

E1l contenido en carotenoides totales resulta de sumar

los de cada una de las fracciones separadas.



RESULTADOS

La informacidn sobre el contenido en carotenoides tota-
les (CT), carotenos (C), pigmentos monohidroxilados (MHP) y dihi-
droxilados (DHP) de las especies estudiadas se consigna en la ta-
bla I. Los resultados se expresan como miligramos de pigmento por
gramo de peso seco de muestra, determindndose asimismo la cantidad
relativa de cada uno de ellos. Teniendo en cuenta que los pigmentos
monohidroxilados exhiben aproximadamente un 50% de la capacidad
que como pigmentantes de aves muestran los dihidroxilados, se ha
considerado de interés incluir el valor que resulta de adicionar
a éstos la mitad del contenido de los primeros (1/2 MHP + DHP),
al que Quackenbush et al. (1970) denominaran "DHP equivalente".

La tabla Il ofrece una expresidn grdfica de los resulca-
dos obtenidos. En la primera columna se representa para cada espe-
cie el contenido en carotenoides totales, en la segunda se indica
la relacidon porcentual de las tres fracciones y la Gltima corres-

ponde al "DHP equivalente" relativo.
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CAROTENOIDES TOTALES

1 mg/g de muestra seca

CANTIDAD RELATIVA DE CADA FRACCION

MHP

DHP

—

Composi tae

Cruciferae

Iridaceae

Leguminos ae

Oenotheraceae

Oleaceae

Ranunculaceae

T

o

2
1.

:

34 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20

Bodens taevds, 2. Cliwsathemun sowtescens, 3. Huooeho o 1ds

nadicata, 4. Poeads echdeddes, 5. Senecce brasdct(ens¢s var.
thepantotus, 6. Senecce petasctes, 7. Sctddaae clidienscs,
8. Scnchus asper, 9. Tagetes enecta (fl. anaranjadas),

10.

I'.ooewecta (fl. amarillas), 11, Wedelaa gtauca
Brassqca napa subsp. sylvestucs, 13, Rapds trum rugcesun,

o Sanapds antvens<s var. schlidiiiana
L Tecs pseudacetus

Letus comncewlatus var. tenuwcgetcus, 17, Spattcwn juncewn

. Cenctherna akfones
. Jasmonwm me zhy
. Ranwiculus nepens

[. Expresidn grafica de los resultados
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DISCUSTON Y

CONCLUSTIONES

Se ha estudiado el contenido en carotenoides totales,
carotenos y pigmentos monohidroxilados y dihidroxilados de un gru-
po de especies que crecen en estado silvestre o que se cultivan en
la provincia de Buenos Aires.

Independientemente del efectivo aporte al conocimiento
fitoquimico de nuestra Flora, los objetivos del trabajo han esta-
do dirigidos a la blsqueda de especies con un contenido destacado
en carotenoides hidroxilados, que son 10S que poseen mayor poder
pigmentante al ser incorporados a la dieta de aves de corral.

Existen estudios previos sobre cinco de las diecinueve
especies incluidas en el presente trabajo, pero sélo en Hypochce-
nis hadicata y Tagetes erecta se provee informacidn cuantitativa.
La inclusién de 7. enccta, fuente principal de carotenoides cuan-
do se los utiliza como colorantes indirectos de alimentos, obede-
ce a la necesidad de disponer de un "patrdn bioldgico" con el que
puedan compararse los resultados obtenidos con las demds especies.

Tagetes enecta ha sido objeto de numerosos estudios, pe-
ro los resultados no siempre son coincidentes. Alam et af. (1968)

encuentran que luteina (64%) y anteraxantina (31%), ambos pigmen-
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tos dihidroxilados, representan la casi totalidad de l1os carotenoi-
des presentes. Por el contrario, Valadon y Mummery (1967) sostie-
nen que el pigmento predominante es el 5,6-epoxi-B-caroteno, afir-
macidn que es refutada por Quackenbush y Miller (1972), quienes
argumentan que tales resultados obedecen a una deficiente saponi-
ficacion de los ésteres de las xantofilas presentes, que los hace
aparecer como carotenos o sus epdxidos al examen cromatogrédfico.

Los resultados obtenidos al analizar en el presente tra-
bajo muestras de flores amarillas y anaranjadas de T. erecta, a-
plicando un procedimiento similar al de Quackenbush y Miller (1972),
son inferiores en un 23% a los consignados por estos autores, pero
las proporciones de las fracciones de diferente grado de oxidacidn
concuerdan estrechamente. Debe sehalarse, empero, que los especi-
menes estudiados provienen de un cultivo destinado a fines exclu-
sivamente ornamentales. E1 contenido relativo en carotenoides to-
tales corresponde a lo esperado: las plantas con flores anaranja-
das contienen casi tres veces mas pigmentos que las de flores ama-
rillas (4,67 y 1,23 mg/g de peso seco, respectivamente).

De las nueve especies restantes de Compositae analizadas,
s6lo Hypochoenis nadicata ha sido estudiada previamente (Valadon
y Mummery, 1967). Los valores de carotenoides totales consignados
por estos autores resultan considerablemente mds altos (3,87 mg/g),
pero la diferencia mas significativa estriba en que los pigmentos
preponderantes son los carotenoides dihidroxilados, en tanto que
en nuestro caso la fraccidon mayor estda representada por los caro-
tenos (89,4%).

Chrysanthemum f§rutescens merece destacarse tanto por su
alto contenido en carotenoides totales (1,88 mg/g, el mds elevado
de las especies estudiadas de esta familia, excepcidon hecha de Ta-
getes enecta) como por ser la Gnica en la que la fraccidn mds abun-
dante (51,6%) son los pigmentos monohidroxilados. Valadon y Mumme-

ry (1971), estudiando especies afines, encontraron elevados valores
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de carotenoides totales en Ch. coronarium (2,61 mg/g), Ch. segetum
(6,97 mg/g) y Ch. carinatum (10,53 mg/g), prevaleciendo siempre los
carotenos.

Las dos especies de Senecio estudiadas se comportan en
forma diametralmente opuesta: S. brasifiens<s var. traipantitus,
con una cantidad aceptable de carotenoides totales (1,33 mg/g),
tiene s6lo 1,5% de carotenos, en tanto que en S. petasites, don-
de el rendimiento es menor (0,85 mg/g), los carotenos representan
el 97,7% del total. Solamente otras dos especies de Senecdo han
sido analizadas: S. doronicum (Karrer y Notthafft, 1932), donde
simplemente se constata la presencia de zeaxantina y S. scandens
(Valadon y Mummery, 1967), con mds bajo contenido en carotenoides
totales (0,67 mg/g) y mayoria de carotenos y epoxicarotenos.

Bidens Lfaevis tiene una discreta cantidad de carotenoi-
des totales (1,21 mg/g), con predominio de pigmentos dihidroxila-
dos (56,2%) y una proporcidon importante de pigmentos monohidroxi-
lados (32,2%). Valadon y Mummery (1971) estudiaron B. ferufaefolia,
que contiene 5,76 mg/g de carotenoides totales, entre los que pre-
valecen los carotenos y sus epdxidos.

Solidago chifensis es la especie con menos carotenoides
totales (0,33 mg/g), representados casi exclusivamente por dihidro-
xicarotenoides. Valadon y Mummery (1971) encontraron que en S. ca-
nadensis existe una mayor cantidad de carotenoides totales (1,47
mg/g), con ligero predominio de pigmentos dihidroxilados.

Las Gltimas tres especies de Compositae estudiadas tiennn
un contenido similar en carotenoides totales, siendo algo mayor en
Sonchus asper (1,20 mg/g) que en Picris echioides (1,07 mg/g) y
en Wedelia glauca (0,90 mg/g). En S. asper es alto el valor de di-
hidroxi-carotenoides y muy bajo el de carotenos, en tanto que las
otras dos especies muestran un comportamiento exactamente opuesto.
No se tienen referencias de estudios sobre carotenoides florales

de especies pertenecientes a los tres géneros mencionados.
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E1l contenido en carotenoides totales varia considerable-
mente en las tres especies de Cruciferae estudiadas, siendo rela-
tivamente pequefio (0,37 mg/g) en Rapistrum rugosum, algo mas del
doble (0,81 mg/g) en Sinapis arvensis var. schhuhriana y casi tres
veces mayor (1,41 mg/g) en Brassica hapa subsp. sylvestris. La can-
tidad relativa de pigmentos dihidroxilados es considerablemente e-
levada en los tres, llegando en la Gltima de ellas practicamente
al 100%. E1 dnico antecedente respecto a Cruciferae 1o constituye
la determinacidn de violaxantina en Sinap<s officinalis (Karrer y
Notthafft, 1932).

Tnis pseudacorus ya ha sido objeto de un andlisis cuali-
tativo anterior (Drumm y 0'Connor, 1945), en el que se indica la
presencia de B-caroteno, violaxantina y Tuteina. En nuestro caso
hemos comprobado gque se trata de una especie buena productora de
carotenoides (2,24 mg/g), en la que hay un amplio predominio de
pigmentos dihidroxilados.

También las dos especies de Leguminosae han sido estudia-
das previamente, sin aportar informacidn acerca de la cantidad de
pigmentos presentes: en Lotus corndculatus (Karrer et at., 1947)
se menciona la existencia de B-caroteno, violaxantina, luteina y
un ep6xido de ésta, mientras que en Spantium junceum (Spada y Ca-
meroni, 1957) se han identificado ademds a-caroteno y su epdxido,
flavoxantina y crisantemaxantina, pero no violaxantina. En el pre-
sente trabajo se ha podido establecer que existe una marcada di-
ferencia en el contenido total de carotenoides, que es de 1,18
mg/g en Lotus coandculatus var. tenulfolius y de 0,53 mg/g en
Spartium junceum. No obstante la proporcidon relativa de las frac-
ciones de distinto grado de oxidacidn es coincidente, donde los
carotenos tienen amplio predominio.

Con respecto a Oenotheraceae, el Unico antecedente es
un trabajo de Chrometzka (1971), en el que se analizan los carote-

noides de alrededor de una docena de especies e hibridos interes-
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pecificos de Oenothera, agrupados en tres series de acuerdo a la
tonalidad de sus flores: "amarillo normal", "azufrada" y "oro vie-
jo". E1 rendimiento informado sobre el contenido en carotenoides
totales es sorprendentemente elevado, ya que oscila entre 4,5 y

5 mg/g de peso fresco de flores, mientras que la proporcién de ca-
rotenos varia entre 31,5% y 48,2% y la de hidroxicarotenoides lo
hace entre 51,8% y 68,5%. Los resultados obtenidos con Oenothera
agfinis no son comparables con los que el autor antes citado sefia-
la para otras especies del género: en primer lugar el contenido
total de carotenoides es considerablemente menor (1,41 mg/g de pe-
so scco de flores) y por otra parte el porcentaje de carotenos es
mucho mas bajo (5%).

S61o existen trazas de carotenos en las flores de Jas-
minum meznyd, que resultaria ser una especie promisoria en cuanto
a su capacidad pigmentante, de no ser por su bajo contenido en ca-
rotenoides totales (0,60 mg/g). Unicamente se ha estudiado con an-
terioridad una especie de Oleaceae, Osmanthus gragrans (Suzuki y
Tsukida, 1959), en la que s6lo se han identificado algunos carote-
nos .

De todas las especies analizadas, Ranuncufus repens re-
sulta ser la mads importante por su rendimiento en carotenoides
(6,50 mg/g), superior incluso a la produccidn de Tagetes erecta,
que como ya se ha mencionado es la fuente tradicional en cuanto
a su aplicacion como pigmentante de aves de corral. También supe-
ra a esta Ultima especie en la proporcidén de dihidroxicarotenoides,
que alcanza a 98,5%. AlGn cuando se han estudiado otras cuatro es-
pecies de Ranuncufus (c§. pdg. 40), no se acompahan datos cuanti-
tativos.

Resulta procedente efectuar, por fin, un andlisis compa-
rado del comportamiento de las especies estudiadas. En cuanto a
la cantidad total de carotenoides y como se acaba de sefalar, Ra-

nunculus nepens es la especie de mayor produccién (6,50 mg/g), que
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es el triple de Tris pseudacorus (2,24 mg/g). E1 rendimiento del
resto de las especies es inferior a los 2 mg/g, de las cuales la
mitad es incluso menor que 1 mg/g. Solidago chilfensis resulta ser
la especie mas pobremente dotada en este aspecto (0,33 mg/g).

Si bien el conocimiento de la cantidad total de carote-
noides pfesentes proporciona una informacidon preliminar valiosa
para la posible eleccidon de una especie como fuente de este tipo
de productos naturales, atendiendo a su aplicacidon como pigmentan-
tes de aves resulta decisiva la proporcidon de pigmentos hidroxila-
dos. En este sentido adquieren fundamental importancia los valo-
res absolutos de ‘1os respectivos "DHP equivalentes", por lo que.

a Ranunculus nepens (6,43 mg/g) e 1ris pseudacorus (2,02 mg/g) de-
berian agregarse Brassica rapa subsp. sylvestnis (1,41 mg/g), Sene-
ci0 brasiliensis var. thiparntitus (1,29 mg/g), Oenothena affindis
(1,18 mg/g), Sonchus asper (1,09 mg/g) y Chrysanthemum frutescens
(1,03 mg/g) como especies promisorias en cuanto a su posible explo-

tacidn como fuente alternativa de xantofilas.
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