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Estudio sobre la susceptibilidad a la isomerizacion de los
carotenoides maculares /
Francisco Javier Gutiérrez Rodriguez

Resumen

La luteina y la zeaxantina son carotenoides que pertenecen al grupo de las xantofilas.
Junto a la mesozeaxantina, se localizan con una alta selectividad en una zona de la retina,
denominada macula, por ello, se conocen como carotenoides maculares, a los que se les
atribuyen multitud de propiedades saludables. Estos compuestos son susceptibles de sufrir un
proceso denominado isomerizacién geométrica, esto conlleva a que puedan encontrarse en
dos configuraciones: todo-E o Z. Precisamente, en este trabajo se ha llevado a cabo un estudio
sobre la susceptibilidad a la isomerizacion de luteina y zeaxantina, debido a que algunos (2)-
isdmeros de carotenoides se diferencian de sus (todo-E)-isbmeros en términos de
biodisponibilidad y estabilidad, entre otros. Por ello, se comenzd purificando ambos
compuestos a partir de extractos saponificados de flor de cempasutchil (Tagetes erecta) y bayas
de Goji (Lycium Chinense), consideradas buenas fuentes de Iuteina y zeaxantina,
respectivamente. Una vez obtenidos, se procedié a estudiar la formacién de isémeros
sometiendo a estos compuestos a una fuente de calor (isomerizacidn térmica) y a una fuente
de luz blanca en presencia de yodo (isomerizacidn catalizada por yodo). Los resultados han
mostrado que el calor y la luz, junto al yodo, son capaces de provocar un aumento de (2)-
isdmeros y una merma en los (todo-E)-isdmeros de ambos carotenoides, pero aparte, la
luteina mostré una mayor estabilidad térmica con respecto a la zeaxantina. Por otra lado, en
ambas reacciones de isomerizacion se establecié un equilibrio donde la especie mayoritaria
fue el (todo-E)-isdmero, aunque el (13-Z)-isémero fue el (2)-isdmero predominante en la
isomerizacidn térmica y en el caso de la isomerizacién catalizada por yodo, el (9-Z)-isémero. A
la luz de los resultados obtenidos, seria interesante estudiar a corto plazo la estabilidad de
cada uno de los isémeros para evaluar en un futuro su posible bioactividad.

Abstract

Lutein and zeaxanthin are carotenoids belonging to the group of xanthophylls.
Together with mesozeaxanthin, they are located with a high selectivity in a zone of the retina,
called macula, therefore, they are known as macular carotenoids, which have many healthy
properties. These compounds are susceptible to a process called geometric isomerization,
which means that they can be found in two configurations: all-E or Z. Precisely, in this work, a
study has been carried out on the susceptibility to the isomerization of lutein and zeaxanthin
because some (Z)-isomers of carotenoids have been distinguished from their (all-E)-isomers in
terms of bioavailability and stability, among others. For this reason, it was started by purifying
both compounds from saponified extracts of cempasuchil (Tagetes erecta) and Gogi berries
(Lycium Chinense), considered as good sources of lutein and zeaxanthin, respectively. Once
obtained, the formation of isomers was studied by subjecting these compounds to a heat
source (thermal isomerization) and to a white light source in the presence of iodine (iodine-
catalyzed isomerization). The results have shown that heat and light, together with iodine, are
capable of causing an increase in (Z)-isomers and a decrease in the (all-E)-isomers, but apart,
the lutein presented a greater thermal stability with respect to the zeaxanthin. On the other
hand, in both isomerization reactions an equilibrium was established where the major species
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was the (all-E)-isomer, although the (13-Z)-isomer was the predominant (Z)-isomer in thermal
isomerization and in the iodine-catalyzed isomerization, the (9-Z)-isomer. In the light of the
results obtained, it would be interesting to study in the short term the stability of each of the
isomers to evaluate in the future its possible bioactivity.

Los carotenoides son compuestos isoprenoides sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos y por algunas bacterias no fotosintéticas y hongos®. La mayoria de los
carotenoides estdn formados por un esqueleto de 40 dtomos de carbono donde se establecen
dobles enlaces conjugados que son responsables del color, reactividad y su papel en procesos
de transferencia de energia. Estos compuestos se pueden clasificar en dos grupos en funcién
de la presencia o no de grupos funcionales oxigenados: xantofilas, que contienen oxigeno
(como es el caso de la luteina y la zeaxantina), y carotenos, que sélo contienen carbono e
hidrégeno (donde se incluyen a-caroteno, B-caroteno y licopeno?).

Los carotenoides y sus metabolitos derivados estdn implicados en numerosas acciones
y funciones?, de hecho, reciben un gran interés dada la multitud de evidencias que indican que
son beneficiosos para la salud humana. Por ejemplo, los carotenoides en mamiferos actuan
como precursores de la vitamina A, siendo esta vitamina esencial para el crecimiento y
diferenciacién celular, reproduccién y mantenimiento de la visién y del sistema inmune, entre
otros procesos?. Pero independientemente de su papel como precursores de vitamina A, se ha
visto que los carotenoides intervienen disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades
diversas, como distintos tipos de cancer, trastornos oculares, enfermedades cardiovasculares,

456 Estas acciones se suelen atribuir a su papel como

de la piel u dseas, entre otras
antioxidantes, pero podrian deberse también a su actividad prooxidante, a la modulacién de
rutas de sefializacion intracelular, a la modulacidon de las propiedades de las membranas o
incluso a su posible papel en el sistema inmune’®°,

Tradicionalmente, los carotenoides se han usado como colorantes en alimentos vy
piensos animales, como por ejemplo, para reforzar el color de los peces, aumentando de esta
forma la percepcién de calidad por parte de los consumidores, pero actualmente, con el
estudio de sus propiedades saludables, la industria alimentaria ha focalizado su atencién en el
uso de estos compuestos como ingredientes funcionales. También, gracias a sus propiedades
beneficiosas, el uso de carotenoides ha crecido rdapidamente en la industria farmaceutica y
cosmeética, de hecho, ha surgido un nuevo mercado, denominado “cosmecéuticos”, que tiene
por objetivo combinar cosméticos e ingredientes nutracéuticos para crear productos que
mejoren la piel y el cabello!®. Por tanto, no resulta extrafio que el mercado de los carotenoides
tenga un importante peso econdmico. Este se valoré en 553 millones de euros en 2007 y se

espera que crezca hasta 1.316 millones de euros en 2019.

Luteina y zeaxantina, pertenecientes al grupo de las xantofilas, son los carotenoides
objetos de nuestro estudio (Figura 1). Estos carotenoides, junto a la mesozeaxantina (que es
en realidad un isdmero éptico de la zeaxantina que no se encuentra de forma natural en los
alimentos corrientes), son los Unicos que se concentran en la macula humana y su consumo se
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ha relacionado con una menor incidencia de cancer, enfermedades cardiovasculares y
cataratas'¥!2131* entre otras patologias.

Luteina

Figura 1: Estructuras quimicas de los carotenoides maculares: zeaxantina, mesozeaxantina y
luteina®®

Los carotenoides, en general, son muy hidréfobos con poca o ninguna solubilidad en
agua'®, aunque las xantofilas son algo mas polares por la presencia de oxigeno en su
molécula®’. Por todo lo comentado, los carotenoides se suelen encontrar en zonas lipofilicas
de la célula, de hecho, Unicamente acceden a zonas acuosas cuando se encuentran asociados a
alguna proteina®®. Por ello, luteina y zeaxantina, salvo cuando se encuentran unidas a
proteinas, se insertan facilmente dentro de las membranas biolégicas'®. Asi, se ha estudiado la
orientacién que adquieren estos dos compuestos dentro de las membranas y se ha visto que la
zeaxantina se encuentra en orientacidn vertical con respecto al plano de la membrana,
mientras que, la luteina se ha encontrado en dos orientaciones: vertical o bien en paralelo al

)¥°. De su orientacidn, se ha tratado de elucidar la funcién que

plano de la membrana (Figura 2
ejercen cuando se encuentran insertados en las membranas. Esta se ha relacionado con
ejercer un papel de “remaches” otorgando rigidez, pero también se ha relacionado con un
aumento de la permeabilidad a los iones y al oxigeno molecular y con una disminucion en la

susceptibilidad a la degradacién oxidativa de las mismas?°.

— A 2~

Luteina Zeaxantina

Figura 2: Representacion esquematica del modelo de localizacion y orientacién que adquieren
tanto luteina como zeaxantina en el corazén lipdfilo de las membranas biolégicas

Isomeria Z/E

Los carotenoides son moléculas capaces de experimentar lo que se conoce como
isomerizacion geométrica, gracias a su estructura formada por una cadena de polieno a lo
largo de la cual se insertan dobles enlaces. Esto conlleva a que, por ejemplo, una molécula
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formada por dos dtomos unidos por un doble enlace con dos sustituyentes distintos podria
encontrarse en dos configuraciones geométricas diferentes, que de acuerdo con Ila
nomenclatura actual, se denominarian isémeros cis-trans (Z/E)?* (Figura 3). Por lo tanto,
tedricamente, cada doble enlace carbono-carbono existente en la cadena de polieno existente
en los carotenoides podria experimentar isomerizacién Z-E, aunque no todos los dobles
enlaces son susceptibles de sufrir la isomerizacion Z debido al impedimento estérico de
algunos de estos. Este es el caso de los dobles enlaces: C-7,8; C-11,12; C-7',8' y C-11', 12'; en
los que el impedimento estérico entre un atomo de hidrégeno y un grupo metilo impide la
isomerizacion Z?%. Esto conlleva a que los (Z)-isémeros de luteina y zeaxantina mads
encontrados en los alimentos sean los (9-2Z)- y los (13-Z)-isémeros, a los que se afiaden los
isdmeros (13'-2)- y (9'-2)-luteina (Figura 4), formados debido a que la luteina es asimétrica.

La importancia del estudio de la isomerizacién radica en que hay muchos vegetales y
algunas frutas que son procesadas antes de ser consumidas. De hecho, los tratamientos tales
como el secado, calentamiento por microondas, enlatado o cocinado son comunmente usados
en la industria alimentaria o en nuestros hogares para aumentar el tiempo de conservacion de
los alimentos. No obstante, estos tratamientos tienen el handicap de que pueden afectar a la
concentracién de carotenoides, pero aparte de sufrir cambios en su concentracién, los
isbmeros mas comunes en alimentos crudos, es decir, los (todo-E)-carotenoides pueden
convertirse en sus (2)-isémeros®, de los que se han visto algunas diferencias con sus
respectivos (todo-E)-isémeros, en términos de biodisponibilidad y estabilidad, entre

otros?#2>2¢,

Cis (2) Trans (E)

Figura 3: llustracidon esquematica de un doble enlace capaz de experimentar la isomerizacion
cis-trans (Z/E).

Hay diversos mecanismos propuestos a través de los cudles ocurre la isomerizacion de
estas moléculas, entre los que destaca la ruptura homolitica o heterolitica de algun doble
enlace de la molécula. No obstante, el calor, la luz, la presencia de sensibilizadores, como la
clorofila y la presencia de compuestos electrofilicos, como las quinonas, se consideran los
factores que afectan principalmente a la isomerizacidn de los carotenoides en los alimentos?®..

La isomerizacion de los carotenoides esta relacionada con alteraciones en sus
propiedades fisicoquimicas y biolégicas. Por lo general, los (2)-isémeros son
termodinamicamente menos estables y tienen puntos de fusién mas bajos que sus homadlogos
en estado (todo-£)?’. De hecho, la mayoria de carotenoides en su estado natural se encuentran
como (todo-E)-isémeros, ya que como se ha comentado son mas estables, no obstante, hay
algunos estudios que han indicado que algunos (Z)-ismeros podrian ser mas estables que sus

respectivos en forma (todo-£)%.
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En base a sus propiedades estructurales, los (todo-E)-isémeros se caracterizan por
tener una estructura lineal y rigida, mientras que los (Z)-isémeros se caracterizan por tener
una estructura abierta. En base a estas diferencias, los (todo-E)-isémeros tienen una tendencia
mayor a agregar con respecto a los (Z)-isomeros. Esto, a su vez, implica diferencias en sus
propiedades y acciones bioldgicas. Los (Z)-isomeros son mas faciles de solubilizar, absorber y
transportar que los (todo-E)-isémeros?®, por lo que debido a estas diferencias resulta muy
interesante estudiar la formacién de los posibles isdmeros de los carotenoides de estudio, es
decir, luteina y zeaxantina.

(Todo-E)-luteina

e

(13-2)- luteina (13°-2)-luteina

H H

(9-2)-luteina (9’-2)-luteina

OH

(Todo-E)-zeaxantina

T

(13-2)-zeaxantina (9-2)- zeaxantina

Figura 4: Estructuras quimicas de los isémeros geométricos de luteina y zeaxantina. Esquema
Adaptado®.

Fuentes dietéticas

Salvo excepciones puntuales?, los carotenoides no pueden ser sintetizados de novo
por animales!, por tanto, deben ser incorporados a través de la dieta. Se ha visto que las
verduras de hojas verdes, como las espinacas, brécoli o col (Tabla 1), son las principales
aportadoras de luteina en la dieta, mientras que, el maiz y sus derivados constituyen la
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principal fuente de zeaxantina en la dieta (Tabla 2)*. A pesar de que el maiz asi como sus
productos derivados constituyen las fuentes mas ricas de zeaxantina, en el resto de verduras y
frutas predomina el contenido en luteina. Esta abundancia de luteina sobre zeaxantina en la
naturaleza se ha atribuido al papel dominante que ejerce la luteina en la fotosintesis. Esto, a su
vez, podria tener influencia en la valoracién de la ingesta de xantofilas en diversas etnias. Por

ejemplo, en un estudio de Bermudez et al.!

se ha visto que las principales fuentes de luteina y
zeaxantina para las etnias hispana y blanca de los Estados Unidos fueron el maiz y los cereales,
mientras que la etnia blanca obtenia mayores cantidades a partir de vegetales de hoja verde,

tales como, el brdcoli o la espinaca.

Tabla 1: Concentracion de los carotenoides luteina y zeaxantina en frutas y verduras (ug/100g
de peso fresco)®?*

(Todo-E)- (Todo-E)-

luteina zeaxantina (2)-luteina (Z)-zeaxantina
Aceituna verde 79 0 76 0
e 0o o :
Brocoli 1343 9,4 163,1 33,4
cocmado 772 0 0 0
Cilantro 7703 0 0
Col rizada 88824 0 -
Espinacas 8447 130,8 704 394,2
Kiwi 171 0 -
Lechuga iceberg 171 12 0
tglc:::: 3824 0 0 0
Mango 6 0 0 0
Melocoton 11 3 0 0
Naranja 350 250 - -
Sandia 4 0 0
Uvas rojas 24 4 0 0
Uvas verdes 53 0 0

Por otro lado, se han encontrado fuentes de alto contenido en luteina y zeaxantina en
frutas y hortalizas procedentes de Panama. Curiosamente, es en el grupo de las frutas
silvestres donde se encontraron las fuentes mas importantes para ambos compuestos, como
es el caso de la fruta de la sastra (Garcinia intermedia), aunque hay que tener en cuenta que la
composicion en carotenoides se ve modificada debido a factores como la variedad del cultivo,
estado de la madurez y el clima, entre otros®. La sastra tiene elevados niveles tanto de
zeaxantina como de luteina (84.7 and 36.8 pg/g de materia fresca, respectivamente). En
Panama, este fruto crece en las orillas de los rios y no es cultivada ni comercializada, a pesar
de que es un fruto muy apreciado por los agricultores y los aborigenes. Estos datos podrian
suponer una oportunidad para realizar un estudio sobre la viabilidad de domesticacion de esta
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planta, asi como otro de aceptabilidad de los consumidores para evaluar su posible salida al
mercado. A este respecto, resulta interesante que la sastra crezca de forma dptima en las
regiones tropicales de América, de hecho, es un cultivo que se encuentra extendido desde
México hasta Ecuador*,

Tabla 2: Concentracion de los carotenoides luteina y zeaxantina en maiz y productos derivados
del maiz (ug/100g de peso fresco)***?

(T:fe?;‘? i z(e-l;:(c:;tfr)'l-a (2)-luteina  (Z)-zeaxantina
Cheetos 66 73 48 12
Corn Flakes 40 49 15 12
Crispix 25 21 2 3
Fritos 17 33 11

Maiz cocinado 202 202 37 25

Maiz enlatado 163,8 310 34,2 22,7
Palomitas 64 141 59 83
Tortita de Maiz 276 255 26 45

A diferencia de los dos compuestos anteriores, la mesozeaxantina que se encuentra en
la mécula se forma mayormente a partir de la luteina®®, de hecho, su aporte a través de la
dieta es muy escaso, ya que las rutas biosintéticas en plantas superiores tienen una escasa
especificidad para la sintesis mesozeaxantina. Solamente hay unos pocos alimentos, tales
como el caparazén del camardn, piel de pescado y grasa de tortuga, en los que se han podido
detectar los tres carotenoides presentes en la macula®®.

Se ha estimado que la ingesta diaria de los occidentales en luteina ronda entre 1-3,6
mg/dia procedente principalmente de vegetales de hoja verde y frutas, mientras que, la
ingesta media de zeaxantina es mucho menor, concretamente de 0,1 mg/dia, aportada
principalmente por huevos, maiz y pimentén®’.

La biodisponibilidad se define como la integracidon de los diversos procesos mediante
los cuales una fraccién de un nutriente u otro componente alimentario ingerido esta
disponible para la digestion, absorcion, transporte, utilizacidn y eliminacion. De forma general,
la biodisponibilidad de los carotenoides depende de su bioaccesibilidad, es decir, de la fraccion
de estos que es liberada desde una matriz alimentaria al tracto gastrointestinal, de forma que
se convierten en disponibles para su absorcion®®. La absorcién de los carotenoides implica
varios pasos y comienza con la rotura mecdnica y enzimatica de la matriz alimentaria. Tras
esto, se produce su liberacidn, que continta con la incorporacién de estos a las micelas mixtas
producidas gracias a las sales biliares, fosfolipidos, lipidos procedentes de la dieta y los
productos de hidrdlisis. Tras la solubilizacién en las micelas mixtas, los carotenoides son
absorbidos por los enterocitos, se empaquetan en quilomicrones y son secretados al sistema

linfatico (Figura 5).
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Cada paso descrito puede estar influenciado por multiples factores. De hecho, hay una
regla nemotécnica, conocida como “SLAMENGHI”, que trata de describir estos factores:
“Species of carotenoids, Linkages at molecular level, Amount of carotenoid, Matrix, Effectors,
Nutrient status, Genetics, Hostrelated factors and Interactions among these variables”. Esto
implica que es dificil evaluar el efecto de cada factor en la biodisponibilidad de los
carotenoides®. Por ejemplo, el tipo de carotenoide influye en su biodisponibilidad, ya que los
que estan formados Unicamente por un esqueleto hidrocarbonado tienen una
biodisponibilidad relativa mas baja que los que tienen oxigeno en su estructura, como son los
casos de luteina y zeaxantina, ya que estos ultimos al tener una polaridad mas alta pueden ser
incorporados més facilmente en las micelas lipidicas formadas en el tracto gastrointestinal?.

Por otro lado, la matriz alimentaria también es un importante factor a tener en cuenta,
ya que la liberacién de los carotenoides es el primer paso que debe ocurrir para que se
produzca la absorcién. Tal y como hemos visto, los alimentos, como las espinacas, el maiz, la
col rizada, etc. contienen altas cantidades de luteina y otros carotenoides, considerandose
estos alimentos como fuentes importantes de estos compuestos. Sin embargo, la compleja
estructura celular de estas plantas impide una buena liberacién de los mismos, ya que estos se
encuentran fuertemente ligados en los cloroplastos*’. Por tanto, la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de estos compuestos debe mejorarse con el fin de aumentar la
concentracién de estos carotenoides en suero. Esto se puede conseguir optimizando el modo
de preparacion de los alimentos, por ejemplo, cortando, macerando o cocinando el tejido de la
planta en cuestion®?.

También son numerosos los estudios existentes que apoyan la necesidad de consumir

4344 Ademads, se ha

cierta cantidad de grasas para mejorar la absorcién de estos compuestos
visto que los aceites incrementan la absorcién de luteina y zeaxantina. No obstante,
dependiendo de la grasa mayoritaria en estos varia su absorcion, ya que se ha observado que
los aceites ricos en dacidos grasos saturados, como es el aceite de palma, mejoran su
biodisponibilidad en comparacion con otros aceites ricos en acidos grasos monoinsaturados y

poliinsaturados, como es el aceite de oliva o el aceite de pescado®.

También es importante tener en cuenta la yema del huevo como fuente de luteina y
zeaxantina, ya que a pesar de tener concentraciones menores de ambos que algunas verduras
de hoja verde, tales como la espinaca o la col rizada, su alto contenido en lipidos facilita Ia
digestion gastrointestinal y su absorcion, mejorando, de esta forma, la biodisponibilidad de los
carotenoides®®. Como consecuencia, se ha encontrado una mayor concentracidon de estos
compuestos en suero tras la suplementacién con yema de huevo en comparacién con
extractos de espinacas y col rizada®’. Al contrario que las grasas, se ha visto que las fibras
pueden reducir la biodisponibilidad de luteina y zeaxantina®, por la interaccién de estas con
los acidos biliares que resulta en un aumento de la excrecion fecal de grasas y sustancias
solubles en las grasas, como son los carotenoides.

Las interacciones entre carotenoides es otro factor a tener en cuenta. Las

interacciones mas estudiadas han sido las producidas entre el B-caroteno y las xantofilas,

|49

como es el caso de la luteina. Kostic et a estudiaron la respuesta del suero bajo dosis

equivalentes de B-caroteno y luteina y se observd que cuando se combinaban ambos, el B-
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caroteno reducia significativamente la concentracién de luteina en suero, sugiriendo la
interaccion entre ambos carotenoides. Por tanto, estudios como el anterior demuestran que
estas moléculas pueden interaccionar entre si en algin momento de su absorcién,
metabolismo o transporte. Habria diversas formas de interacciéon, por ejemplo, en la mucosa
intestinal, estos compuestos podrian inhibir o aumentar la actividad de las enzimas que
catalizan la ruptura de los carotenoides, o bien, en la circulacién, podria variar la concentracion
de carotenoides en funcién de la mayor o menor afinidad con las lipoproteinas®°.

Con respecto a los cambios fisioldgicos que ocurren con la edad, la biodisponibilidad
de nutrientes cambia con ella. Un gran porcentaje de la poblacidn de tercera edad desarrolla
una patologia, denominada, gastritis atréfica que resulta en una reduccién de la acidez
estomacal. La gastritis atrdéfica afecta a la biodisponibilidad de carotenoides, ya que Ia
absorcion es pH dependiente®!, de forma que el pH del lumen intestinal afecta a las cargas de
la superficie de las micelas y a las cargas de las membranas de los enterocitos. Cuanto mas
acido sea el ambiente, menor serd la resistencia a la difusién de las particulas, y como
consecuencia, ante esta patologia disminuiria la absorcién de luteina y zeaxantina®2.

Lipidos

Sangre

Figura 5: Proceso de absorcion de carotenoides contenidos en una matriz alimentaria: 1,2)
liberacidon de su matriz alimentaria, 3) liberacidon de las sales biliares a través del conducto
biliar, 4) unién de los carotenoides liberados a las gotas lipidicas y formacidon de micelas, 5)
absorcién por la célula intestinal y 6) liberacion de la molécula de carotenoide a la circulacion
sanguinea®.
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Papel como antioxidante y filtro de luz azul

Se piensa que los carotenoides actian como antioxidantes en las células, es decir,
como una molécula que protege contra el dafio de las especies reactivas de oxigeno (ROS)%.
Los ROS pueden reaccionar con el ADN, proteinas o lipidos, afectando de esta forma a la
funciéon fisiologica normal de la célula. Por lo general, se piensa que estos compuestos
reaccionan con los ROS a través de tres mecanismos: eliminacion fisica, aceptacion o donacién
de electrones® o a través de la aceptacidn o eliminacién de hidrégeno'’. Con respecto a los
ROS a eliminar, se ha visto que los carotenoides son buenos eliminadores de radicales
peroxilos, pero sobre todo de oxigeno en estado singlete®>.

Luz

)

Fotosensibilizador

Fotosensibilizador®

Luzazul

Carotenoides

maculares :
v U Luz filtrada
0, ROS

Figura 6: Efecto protector de los carotenoides maculares. En el diagrama se esquematiza su
efecto antioxidante y su efecto como filtro de luz azul de los carotenoides maculares.
Abreviaturas: especies reactiva de oxigeno (ROS); *0O2 (oxigeno en estado singlete); LOO-
(radicales perdxidos lipidicos); LOOH (peréxidos lipidicos). Esquema Adaptado®®.

La eliminacion del oxigeno en estado singlete depende mayormente de su eliminacion
fisica, que implica la transferencia de energia directa entre dos moléculas®’. Esto sucede, de
forma que, la energia del oxigeno en estado singlete se transfiere a la molécula de
carotenoide, con el fin de producir oxigeno en estado fundamental, quedandose el
carotenoide en estado excitado, cuya energia es disipada al medio en forma de calor®. La
eficacia de estos compuestos para eliminar el oxigeno en estado singlete esta relacionada con
el numero de dobles enlaces conjugados presentes en la molécula, ya que a un mayor nimero,
el nivel de energia del carotenoide excitado serd mds bajo®®. Concretamente, la luteina y
zeaxantina se consideran muy eficientes en la eliminacion del oxigeno en estado singlete por
su buena capacidad de absorber la energia y transmitirla al medio en forma de calor®®.

También, los carotenoides reaccionan eficazmente con los radicales peroxilos, que se
generan en la peroxidacion lipidica, que es un proceso mediado por los ROS y que provoca
cambios indeseables en los lipidos. En este proceso, se generan gran cantidad de radicales
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peroxilos que pueden reaccionar con otros dacidos grasos, por ello, los carotenoides al
secuestrar los radicales, interrumpen eficazmente las reacciones que generan dafio severo en
los compartimentos lipidicos. Por tanto, debido a su lipofilia y a su propiedad especifica para
eliminar estos radicales, estas moléculas desempefian un papel importante en la proteccién de
las membranas celulares contra el dafio oxidativo®.

Por ultimo, en los sistemas bioldgicos, la exposicién a la luz conduce a la formacion de
ROS, por ello, la formacion de ROS en la retina o la piel es alta, especialmente, en los
segmentos mds externos de la retina, dada la gran concentracién de 4cidos grasos
poliinsaturados®. Por tanto, resulta de gran importancia la presencia de luteina y zeaxantina
en estas zonas por su caracter protector basado en su papel como antioxidantes y a su
actuacién como filtros de luz azul (400-500 nm; ondas de elevada energia), que constituyen las
ondas mas efectivas de la luz visible para producir ROS.

La luteina y la zeaxantina representan el 20-30% de los carotenoides totales del suero
humano, pero este porcentaje aumenta hasta el 80-90% en la retina humana. En cambio, la

mesozeaxantina, que es un derivado metabdlico de la luteina, sélo ha sido hallada en la retina,
no siendo detectada en ninguin otro lugar del cuerpo®?. Dentro de la retina, estos carotenoides
se concentran con una mayor densidad en una regidon denominada mdacula, que media la visién
aguda central y del color. De hecho, esta regién presenta un color amarillento que se debe,
precisamente, a la presencia de estos tres compuestos®®. La mécula contiene una elevada
densidad de fotoreceptores, de esta forma, la importancia de los carotenoides en esta region
radica en proteger a estas células de los radicales libres, producido por la gran tensién de
oxigeno y por la enorme exposicion a la luz existente en esta zona de la retina. Este caracter
protector se debe principalmente a la actuacion de estas moléculas como antioxidantes y filtro
de luz azul®. Por tanto, no resulta extrafio que estudios epidemioldgicos hayan demostrado
una relacién inversa entre el consumo de dietas ricas en luteina y zeaxantina, y la incidencia de
una enfermedad que afecta selectivamente a la macula, denominada degeneracién macular
asociada a la edad (AMD), que se considera la mayor causa de ceguera en personas mayores
de 65 afios en paises occidentales®®. Otro ejemplo de investigacidn llevada a cabo a cerca de
tema, es el estudio conocido como AREDS1 (Age-Related Eye Disease Study 1), que mostré que
grandes dosis de vitamina C (500 mg), vitamina E (400 Ul), B-caroteno (15 mg), Zinc (80 mg) y
Cobre (2 mg) eran protectores contra el desarrollo de AMD, reduciendo asi, el riesgo de
padecer AMD en un 25%°. Pero a parte de esta enfermedad, los carotenoides de la mécula se
han relacionado con una reduccién en la severidad de enfermedades tales como, las
retinopatias prematuras y asociadas a la diabetes!® y una reduccidon del riesgo de sufrir
cataratas®®.

También la piel, junto a los ojos, estda permanentemente en contacto con la luz
procedente del sol. Se ha estudiado que las ondas visibles de la luz recibida son capaces de
producir radicales libres en la piel y concretamente, la denominada luz azul, constituye las
ondas de la luz visible mas efectivas para producir estos radicales libres. Por tanto, resulta de
gran interés que la luteina junto a la zeaxantina, también se encuentren en la piel. De hecho,
se ha demostrado que la suplementacién dietética de luteina y zeaxantina disminuye los
efectos de la radiacidn ultravioleta en ratones sin pelo, disminuyendo, de esta forma, la
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respuesta inflamatoria y la respuesta hiperproliferativa de la piel ante el dafio producido por la
radiacién ultravioleta. También hay otros estudios que han indicado el papel protector de la
luteina y zeaxantina en piel humana. El primero de ellos se publicé en 2002 y consistié en la
toma diaria via oral de un complejo que contenia 6 mg de luteina y 0,18 mg de zeaxantina
durante 8 semanas. A las dos semanas, se observd una disminucién de la peroxidacion lipidica
de piel, que continud decreciendo hasta el término del periodo de estudio®. En consonancia,
otro estudio, ha mostrado que una alta ingesta dietética diaria de luteina y zeaxantina puede
reducir la incidencia de carcinoma de piel®. A parte de estos beneficios, se ha demostrado que
la administracidn tépica y oral, a la vez o por separado, de luteina y zeaxantina mejora los
lipidos superficiales de la piel, disminuye su peroxidacion lipidica, mejora su hidratacién y su
elasticidad, proporcionando asi una mejora estética de la piel®.

Por otro lado, gracias a su poder antioxidante y antiinflamatorio podrian promover la
salud cardiovascular, reduciendo de este modo el riesgo de sufrir enfermedades coronarias
arteriales. De hecho, estudios han mostrado una relacidn inversa entre la luteina plasmatica y
el LDL oxidado, sugiriendo efectos antioxidantes y antiinflamatorios de la luteina sobre el
tejido adrtico, influyendo de esta forma en la disminucién del riesgo en el desarrollo de
arterioesclerosis. También, se ha relacionado un aumento de zeaxantina en plasma con una
disminucién del riesgo de arterioesclerosis’. Del mismo modo, se ha visto en un estudio
epidemioldgico realizado con 4.412 individuos durante 20 afos, que la luteina y la zeaxantina
disminuye el riesgo de sufrir hipertensiéon’’. Por ultimo, en personas fumadoras, se ha
observado una relacién inversa entre la concentracién de luteina y zeaxantina en suero y el
riesgo de sufrir infarto de miocardio, sugiriendo un efecto protector de estos carotenoides’?.

Por ultimo, hay que destacar que la luteina y zeaxantina son los carotenoides
mayoritarios en el cerebro humano, de hecho, constituyen entre 66-77% de los carotenoides
totales del cerebro’. Se sabe que estos compuestos tienen efecto neuroprotector’®, de hecho,
hay un estudio que ha relacionado el nivel de luteina y zeaxantina con la funcién cognitiva
cerebral de personas mayores. Para ello, se seleccionaron 118 ancianos entre 76-85 afios y se
midieron sus niveles de luteina y zeaxantina en suero, la densidad de luteina y zeaxantina en el
tejido neural-retinal y se realizaron varias medidas de su funcién cognitiva. Los resultados
mostraron que la densidad de luteina y zeaxantina del tejido neural-retinal se correlacionaba
con una mejor velocidad de procesamiento, precision y capacidad de ejecucidn’. Por tanto,
estos resultados indicaron que el aumento de las concentraciones de luteina y zeaxantina en el
tejido cerebral podrian ser importantes en la funcién cognitiva de personas mayores.
Recientemente se ha visto que la concentracién de carotenoides maculares estd directamente
relacionada con la concentracion de luteina y zeaxantina en la corteza occipital del cerebro.
Esta investigacion abre el camino para que la concentracion de carotenoides maculares pueda
ser usada como un biomarcador de la funcién cognitiva, ya que la densidad de los carotenoides
maculares puede medirse de un modo no invasivo’®.
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El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la formacion de isémeros de los
carotenoides maculares, concretamente, luteina y zeaxantina, ya que como se ha comentado,
los (Z)-isémeros difieren en términos de biodisponibilidad y estabilidad con sus (todo-E)-
isdmeros, por lo que ligado a la importancia de los carotenoides en la dieta humana, el estudio
de su isomerizacién resulta interesante desde el punto de vista tecnoldgico y nutricional. Para
ello, se han fijado una serie de objetivos especificos que tienen el fin de alcanzar el objetivo
principal.

e Desarrollo de una metodologia para la extraccidn y purificacion de luteina y zeaxantina
procedentes de flor de cempasuchil (Tagetes erecta) y bayas de Goji (Lycium
Chinense), respectivamente.

e Estudio de la formacién de isémeros de luteina y zeaxantina bajo los efectos del calory
de isdmeros de zeaxantina bajo efectos del yodo y de la luz, y no de luteina porque
recientemente ya ha sido estudiada’’.

e Comparar la estabilidad de luteina y zeaxantina bajo efectos del calor, y con ello,
comparar la susceptibilidad a la formacidn de isémeros.

e Identificar los isémeros formados en la isomerizacidon térmica y en la isomerizacion
catalizada por yodo.

La acetona, diclorometano y hexano utilizados para las extracciones, fueron de pureza
analitica y adquiridos a la casa comercial Carlo-Erba (Milan, Italia), asi mismo, el éter de
petréleo y éter dietilico utilizados para las cromatografia en columna abierta provenian de la
misma casa comercial. Por otra parte, la alumina (Al,Os) y el éxido de magnesio (MgO)
utilizados como fase estacionaria de las cromatografias en columna abierta provenian de
Merck (Darmstadt, Alemania). El acetato de etilo, metanol y metil-terc-butil-éter(MTBE) de
pureza HPLC provenian de Merck (Darmstadt, Alemania) y por ultimo, el tolueno utilizado
como disolvente para los estudios de isomerizacién provenia de la casa comercial Carlo-Erba
(Milan, Italia).

Para la obtencién de luteina, se utilizé la flor de cempasuchil (Tagetes erecta). Estas
fueron adquiridas en México por miembros del laboratorio de Color y Calidad, y a su llegada
fueron liofilizadas durante 48 horas y almacenadas bajo atmdsfera de nitrégeno a -20 °C hasta
su utilizacidon. Respecto a la obtencidon de zeaxantina, se utilizaron bayas de Goji (Lycium
Chinense), que fueron compradas en el mercado local, marca comercial Int-Salim (Barcelona,
Espafia). Segun el fabricante, las bayas estaban desecadas al sol y fueron almacenadas en un
recipiente hermético hasta su utilizacién.

La flor de cempasuchil (Tagetes erecta) constituye una de las fuentes mas ricas de
luteina en la naturaleza, de hecho, se calcula que el 0,1-0,2% en materia seca de estas flores
corresponden a carotenoides, de los que el 80% corresponde a diésteres de luteina’. Por ello,
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para la extraccién de luteina se partid de un extracto liofilizado de flores de T. erecta. A este
liofilizado se le agregaron 10 ml de la mezcla hexano-acetona pura y se procedié a realizar la
extraccién en agitacidon con ayuda del vértex. Este paso se repitié hasta que el solvente de
extraccién fue incoloro. El volumen recuperado se concentré evaporando el solvente a
sequedad utilizando un concentrador (Concentrator plus, Eppendorf Research®, Madrid, Spain)
y finalmente, el extracto fue almacenado bajo atmdsfera de nitrégeno a -20 °C.

Las bayas de Goji (Lycium Chinense) se seleccionaron para la extraccidon de zeaxantina
porque son una importante fuente natural de este carotenoide, de hecho, entre el 31-56% de
los carotenoides totales corresponden a este’. Se partié de 0,5 g de bayas de Goji desecadas,
que se introdujeron en 15 ml de agua durante 10 min. Tras esto, se centrifugaron a 13000xg
durante 5 min a 4 °C, y posteriormente, el agua fue eliminada y con ella diversos azucares
hidrosolubles. Consecutivamente, se agregd 10 ml de la mezcla hexano-acetona pura y se
procedid a realizar la extraccion con mortero y al igual que en el caso anterior, se fue
agregando la mezcla hasta que no se obtuvo color en el solvente de extraccién. El volumen
recuperado se filtré con una membrana de 1 um de poro y fue llevado a sequedad utilizando
un concentrador (Concentrator plus, Eppendorf Research®, Madrid, Spain) y finalmente, el
extracto fue almacenado bajo atmdsfera de nitrégeno a -20 °C.

Como la luteina y zeaxantina se encuentran, en su mayoria, esterificadas con
moléculas de acidos grasos en estas fuentes naturales, se procedid a realizar una
saponificacion de los extractos obtenidos. Para ello, se saponificaron con una solucidn
saturada de KOH-metandlico al 30% y diclorometano (1:1 v/v), en condiciones de oscuridad
con agitacion constante durante 24 horas. Después del tiempo establecido, se realizaron
lavados con NaCl al 5% y posteriormente con agua, hasta la eliminacion total del KOH. Tras el
lavado, el extracto fue evaporado a sequedad utilizando el concentrador (Concentrator plus,
Eppendorf Research®, Madrid, Spain) y almacenado a -20 °C bajo atmésfera de nitrégeno.

Se realizé cromatografia en columna abierta para llevar a cabo la purificacion de
luteina y zeaxantina a partir de flor de cempasuchil (Tagetes erecta) y bayas de Goji (Lycium
Chinense), respectivamente. Actualmente, este término se usa para distinguir este método,
que utiliza la fuerza descendente de la gravedad, de otros métodos en los que las columnas se
utilizan bajo presién, como es el caso de la cromatografia liquida de alta presidn, ampliamente
conocida como HPLC.

La fase estacionaria elegida para la purificacion de la luteina fue MgO-Hyflo Super Cel
(proporcion 1-1/p). La fase estacionaria fue sometida a un proceso de deshidratacidn en estufa
durante 4 horas a una temperatura de 110 °C con el fin de aumentar su capacidad de
adsorciéon. Una vez preparada la fase estacionaria con éter de petrdleo, el extracto
saponificado de flor de cempasuchil fue resuspendido en éter de petréleo. Tras ello, la luteina
fue eluida con solventes en un orden creciente de polaridad: éter de petréleo; 8 y 12% de éter
dietilico en éter de petrdleo; y 15, 20 y 30% de acetona en éter de petrdleo.

La fase estacionaria elegida para la purificacién de la zeaxantina fue alumina (Al,Os)
con grado Brockmann Ill. Para transformar la alimina grado Brockmann | existente en el
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laboratorio, se adiciond un volumen correspondiente al 6% de su peso en agua. Tras su mezcla
en agitacidn, se procedid a la preparacién de la columna cromatografica con éter de petrdleo.
El extracto saponificado de bayas de Goji se disolvié en éter de petréleo-éter dietilico
(proporcion 1-1/v), y se procedio a su elucidn con: éter de petrdleo; 10, 20, 30, 40 y 80% de
éter dietilico en éter de petréleo; éter dietilico; 50 y 75% de acetona en éter de petrdleo; y
acetona.

Ambas fracciones recogidas fueron concentradas (Concentrator plus, Eppendorf
Research®, Madrid, Spain) y almacenadas a -20 °C bajo atmodsfera de nitrégeno, y
posteriormente, se determind su pureza por HPLC.

Las fracciones que no eran puras se volvieron a purificar utilizando cromatografia en
columna abierta con las mismas fases estacionarias descritas en el apartado anterior, aunque
se llevo a cabo una modificacion de las fases moviles a utilizar. En el caso de la luteina, las fases
moviles fueron: éter de petrdleo; 8 y 12% de éter dietilico en éter de petrdleo; y 15, 20y 30%
de acetona en éter de petréleo. Por otro lado, para la zeaxantina, las fases moéviles fueron: éter
de petrdleo; 10, 15, 20, 30 y 40% de éter dietilico en éter de petrdleo; y 25, 40, 50, 60y 75% de
acetona en éter de petrdleo. Las fracciones purificadas fueron analizadas por HPLC siguiendo la
metodologia anteriormente descrita.

La isomerizacion mediante tratamiento térmico se llevd a cabo partiendo de una
solucion de 0,05 mg/ml de luteina y zeaxantina en tolueno. Estas soluciones fueron calentadas
en un termobloque a 75°C. Se fueron tomando alicuotas a tiempos 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240,
500 y 600 minutos, fueron concentradas, re-disueltas en acetato de etilo y analizadas por
HPLC.

La isomerizacidn mediante iluminacidn fue llevada a cabo agregando una alicuota de
10 ul de una soluciéon de 1 mg/ml de yodo en tolueno a la solucién de 0,05 mg/ml de
zeaxantina en tolueno en tubos de cristal transparentes. Estos fueron sometidos a una fuente
de iluminacidn artificial (fuente de luz blanca) a una distancia de 50 cm. Se fueron tomaron
alicuotas a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120, 180 y 240 minutos. Al igual que en el caso anterior, estas
fueron concentradas, re-disueltas en acetato de etilo y analizadas.

Para el andlisis por HPLC de los carotenoides, estos se resuspendieron en acetato de
etilo y fueron inyectados en un sistema Agilent 1100, equipado con un detector de diodos y un
madulo de control de temperatura (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Se utilizé una columna YMC
Cs0 (3 um, 250 x 4.6 mm) (YMC, Wilmington, NC, USA), como fase estacionaria y a su vez, una
precolumna de YMC 30 (3 um, 40 x 4 mm) (YMC, Wilmington, NC, USA). El volumen de
inyeccion fue de 1 pl, en el caso del andlisis de las purificaciones, y de 3 ul en el andlisis de los
isdmeros. La velocidad de flujo de 1 mL/min a temperatura ambiente y las longitudes de onda
seleccionadas para la deteccion de los carotenoides y otros posibles compuestos fueron 285,
450y 486 nm.
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Por otra parte, la fase mévil consistié en metanol (MeOH), metil-t-butil éter (TBME) y
agua MiliQ. El gradiente de elucién fue el descrito por Mouly et al.®° y Meléndez-Martinez et
al®%; 0 min: 90% MeOH + 5% MTBE + 5% agua; 5 min: 95% MeOH + 5% MTBE ; 10 min: 89%
MeOH + 11% MTBE; 16 min: 75% MeOH + 25% MTBE; 2 min: 40% MeOH + 60% MTBE; 22.5
min: 15% MeOH + 85% MTBE; 25 min: 90% MeOH + 5% MTBE + 5% agua.

Los carotenoides detectados fueron identificados por comparacién de sus
caracteristicas espectroscopicas y cromatograficas (espectro de absorcion y tiempo de
retencidn) de acuerdo a lo reportado en la bibliografia®.

Los resultados se expresaron con la media y la desviacion estandar de dos
determinaciones independientes.

Generalmente, un protocolo de extraccion debe ser rapido y simple, respetando de
esta forma las propiedades fisicas y quimicas del producto sobre el que se realiza la extraccidn,
ya que los carotenoides son inestables ante la luz, las altas temperaturas, oxigeno, exposicion
a metales y presencia de solventes, como agua, acetona y diclorometano®3. En el caso de la flor
de cempasuchil, se han descrito varios tipos de disolventes para realizar la extraccién, entre los

184, etanol, etil acetato o hexano®; por otro

que se incluyen disolventes tales como el metano
lado, para las bayas de Goji se ha utilizado la mezcla hexano/etanol/acetona/tolueno en una
proporcidn 10:6:7:7, v/v/v/v® o bien hexano/acetona (1:1/v)¥. En nuestro caso, tanto para la
flor de cempasuchil y las bayas de Goji se eligio la mezcla hexano/acetona. Se seleccioné como
disolvente el hexano porque la mayor parte de los constituyentes del extracto fueron mas
solubles en solventes organicos no polares y al mismo tiempo, se eligié la acetona porque
tiene la capacidad de penetrar muy facilmente la matriz sélida y disolver asi tanto carotenos

como xantofilas que se encuentren en ella.

Hay que tener en cuenta de que la luteina y la zeaxantina en tejidos vegetales se
encuentran en los cloroplastos o cromoplastos, de forma, que estos deben ser rotos para
obtener una buena extraccidn. Por ello, hay diversas formas de mezclar la muestra con el
solvente, entre las que destaca el uso del ultra-Turax, maceracion, ultrasonidos, la simple
agitacion de la muestra o el uso de un homogenizadores, entre otras®. En el trabajo, se eligié
la maceracidn para las bayas de Goji, ya que se trataba de un fruto desecado al sol y la
agitacion simple para las flores de cempasuchil, ya que se encontraban liofilizadas.

Por otro lado, se realizd una saponificacion de los extractos obtenidos. Durante esta
reaccion, aparte de hidrolizar los ésteres de carotenoides, también se eliminan clorofilas,
productos de degradacidn derivados de la extraccidn, lipidos no deseados y otras sustancias®,
por lo que es una buena técnica para eliminar posibles interferencias que puedan incidir en la
purificacién. El Unico inconveniente de esta técnica es que se produce una destruccion de los
carotenoides, suponiendo esto una merma en la concentracion total de estos, aunque para el
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caso de este trabajo no debe considerarse este problema, ya que no se trata de realizar una
cuantificacion de estos.

Purificacion

Los resultados obtenidos de la purificacion referente a los extractos saponificados de
flor de cempasuchil y de bayas de Goji se muestran en las Figuras 7 y 8, respectivamente. El
extracto de cempasuchil eluyd en una Unica fraccion practicamente puro de luteina y sus
respectivos isdmeros (Figura 7), a excepcion, de un pequefo pico de fitoflueno que se detecto
a 285 nm. Con respecto al extracto de bayas de goji, este eluyd en una sola fraccidon en su
mayor parte como zeaxantina, aunque también eluyd con esta luteina y tocoferol, aunque en
una cantidad menor con respecto a la zeaxantina (Figura 8).
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Figura 7: Perfil cromatografico obtenido a 450 nm procedente de la purificacion del extracto
saponificado de flores de cémpasuchil, cuyos picos corresponden a 1= luteina y 2= (2)-
isdmeros de la luteina.
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Figura 8: Perfil cromatografico obtenido a 450 nm procedente de la purificacion del extracto
saponificado de bayas de Goji, cuyos picos corresponden a 1= zeaxantina, 2= luteina, 3= (2)-
isdmeros de la zeaxantina.
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Con respecto a estos datos, se concluye que los extractos no eluyeron puros de luteina
ni de zeaxantina, por tanto, se realizdé un segundo paso de purificacion con el fin de eliminar las
impurezas de las eluciones obtenidas, siguiendo el protocolo indicado en el apartado de Pos-
Purificacién de Materiales y métodos. Tras realizar la misma, se obtuvo una Unica eluciéon pura
gue contenia luteina y una reduccion de sus respectivos isémeros (Figura 9), y del mismo
modo, otra de zeaxantina (Figura 10), alcanzando, de esta forma, uno de los objetivos
especificos planteados.

22 2 2
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Figura 9: Perfil cromatografico obtenido a 450 nm procedente de la pospurificacién del
extracto saponificado de flores de cémpasuchil, cuyos picos corresponden a 1= luteinay 2 a
diferentes (Z)-isdmeros de la luteina.
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Figura 10: Perfil cromatografico obtenido a 450 nm procedente de la pospurificacion del
extracto saponificado de bayas de Goji, cuyo pico corresponden a 1= zeaxantina.

Isomerizacion

La isomerizacion de los carotenoides esta favorecida por factores tales como el calor o
la luz. Por ello, resulta de gran interés que las reacciones de isomerizacion de estos
compuestos puedan ser cinética o termodinamicamente controladas. Una reaccién de
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isomerizacién cinéticamente controlada puede lograrse al aplicar calor y en el caso de las
termodinamicamente controladas utilizando yodo, como catalizador. En este estudio, se ha
llevado a cabo ambos tipos de reacciones, tanto con calor como con yodo, para estudiar la
formacidén de isémeros de luteina y zeaxantina.

Tal y como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos, las muestras de
carotenoides fueron sometidas a una fuente de calor y se fueron tomando alicuotas a los
diferentes tiempos. En las Figuras 11 y 12, se muestran la evolucién de los isdmeros
geométricos, (2)- y (todo-E)-isémeros, hallados en la cinética y en las Tablas 3 y 4 se muestra la
cuantificacion (en porcentaje, %) de cada una de las especies a los diferentes tiempos del
experimento. Para observar los cambios en los porcentajes de las especies, se cuantificé el
area correspondiente a su pico cromatografico y se realizd su porcentaje teniendo en cuenta el
area total del (todo-E)-is6mero, asi como, de los respectivos (Z)-isémeros formados.

Tabla 3: Cuantificacion (en porcentaje, %) en la isomerizacidon térmica de cada uno de los
Isémeros de luteina a los tiempos 0, 15,30, 60, 120, 180, 240, 500 y 600 minutos. Los datos se
encuentran expresados en funcidn de sus medias + desviacidn estandar; n.d, no detectado.

Minutos

Luteina 0 15 30 60 120 180 240 500 600
Todo-E 88,5 + 88,2 86,4 86,1 83,2 80,9 76,0 65,1 66,1
2,02 +0 +0 +0 +0 +0,44 +1,3 +0,13 +0,21

Isémero 1 3,37 3,27 3,20 3,18 3,24 3,43 3,17 4,54 3,75
+0,16 +0 +0 +0 +0 +0,13 +0,34 +0,05 +0,10

Isémero 2 2,21+ 2,60 2,67 2,87 3,01 3,08 3,78 3,98 3,27
1,1 +0 +0 +0 +0 +0,02 +0,90 +0,29 +0,10

Isémero 3 2,15 + 2,10 2,81 1,95 3,92 4,90 6,52 10,6 11,2
1,2 +0 +0 +0 +0 +0,14 +0,90 +0,076 +0,01

Isémero 4 3,80 + 3,80 4,87 3,93 6,63 7,71 10,5 13,2 13,7
0,14 +0 +0 +0 +0 +0,18 +0,24 +0,13 +0,01

Isémero 5 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 2,63 1,97
+0,09 +0,005

Tabla 4: Cuantificacion (en porcentaje, %) en la isomerizacidon térmica de cada uno de los
Isémeros de zeaxantina a los tiempos 0, 15,30, 60, 120, 180, 240, 500 y 600 minutos. Los datos
se encuentran expresados en funcion de sus medias + desviacidn estandar. n.d, no detectado.

Minutos
Zeaxantina 0 15 30 60 120 180 240 500 600
Todo-E 87,2 85,7 83,7 77,3 74,7 68,3 62,3 50,8 47,9
+1,2 +0,12 +1,01 +0,87 +0,97 +0,78 +0,82 +0,49 +0,26
Isémero 1 3,03 3,46 3,62 3,76 3,44 3,46 3,52 3,38 3,40
+0,29 +0,32 +0,64 +0,77 +0,69 +0,31 +0,22 +0,53 +0,67
Isé 3,88 4,45 4,65 4,67 4,52 4,59 4,67 5,84 6,02
sdmero 2

+0,46 +0,43 +0,72 +0,88 +0,77 +0,28 +0,16 +0,1 +0,53
Isémero 3 4,59 4,31 5,85 8,67 11,6 16,4 20,6 23,2 24,1
+0,54 +0,5 +0,27 +0,48 +1,15 + 0,55 +0,20 +0,76 +0,12

. 1,34 4,31 2,16 2,94 1,82 1,92 1,87
Isémero 4 n.d n.d

+0,89 +0,082 +0,08 +0,29 +0,35 +0,41 +0,27
Isémero 5 n.d n.d n.d 2,65 3,89 5,26 7,01 16,8 18,6

+0,59 +0,09 +0,06 +0,02 +0,67 +1,0
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Los resultados de la isomerizacidon térmica en ambos compuestos indicaron que la
formacidn de (Z)-isGmeros aumenta con el tiempo, y asi con la aplicacién de calor (Figura 11),
en contraste con lo que ocurre con el (todo-E)-isdbmero, que desciende a lo largo del tiempo
(Figura 12). No obstante, tanto en la luteina como en la zeaxantina, se observa como a t=500
min se alcanza un equilibrio donde las proporciones de todos los (Z)- y (todo-E)-isémeros
permanecen mds o menos constantes hasta t=600 min. El isomero geométrico mayoritario en
el equilibrio de ambos compuestos fue el (todo-E) (Tablas 3 y 4). Por otro lado, en las Figuras
13 y 14 se muestran los cromatogramas pertenecientes al conjunto estereoquimicos de ambos
carotenoides en equilibrio termodinamico.

En el caso de la luteina, a t=500 min los (Z)-ismeros que se encontraron en
proporciones mayores fueron: isémero 4 (13% aprox, que fue anotado como (13-Z)-luteina),
isomero 3 (aproximadamente 11%, que fue anotado como (13’-Z)-luteina), isomero 1
(aproximadamente 5%, que fue anotado como (9-Z)-luteina), el ismero 2 (aproximadamente
4%) e Isomero 5 (aproximadamente 3%, que fue anotado como (9’-Z)-luteina). De acuerdo a
los resultados obtenidos, Aman et al.® estudiaron que el calentamiento a 98 °C durante 60
minutos de un estandar de luteina eleva la cantidad de (13-2)- y (13’-Z)-luteina, en un 18,3 y
16,8%, respectivamente, mientras que los (9-Z) y (9’-Z) resultaron indetectables, por tanto,
estos datos apoyan a los resultados que se han obtenido.

En el experimento de isomerizacion de la zeaxantina, a t=500 min los (Z)-isémeros
encontrados en mayores proporciones fueron: isémero 3 (aproximadamente 23%, que fue
anotado como (13-Z)-zeaxantina), isomero 5 (aproximadamente 17%, que fue anotado como
(92)-zeaxantina), isomero 2 (aproximadamente 6%, tentativamente identificado como (9Z,
15Z)-zeaxantina) e isdmero 1 (aproximadamente 3%, tentativamente identificado como (9Z,
9’Z)-zeaxantina). En cuanto al isdmero 4 de la zeaxantina, este no volvio a detectarse en los
tiempos posteriores a t=240 min, por tanto, podria tratarse de un isdmero transitorio con
escasa estabilidad térmica. En consonancia con los resultados obtenidos, se ha identificado
(13-2)-zeaxantina como el mayor producto de isomerizacion al someter a este compuesto a un
rango de temperaturas entre 35-95 °C%*, por tanto, estos datos apoyan a los hallazgos
anteriormente descritos, donde el mayor producto de degradacidon fue precisamente este
isémero.

Por ultimo, para la asignacion de los distintos isdmeros, se adoptaron una serie de
reglas, ya que no hay estandares disponibles para HPLC que nos permita identificar los
distintos (Z)-isdmeros de luteina y zeaxantina. Por ello, de una forma intuitiva, se tuvo en
cuenta que el maximo de absorcién de los (Z)-isémeros se encuentra desplazado unos pocos
nm en comparacién con la configuracion (todo-E), normalmente, 2-6 nm para los (mono-Z2)-
isdmeros y 8-12 nm para los (di-Z)-isémeros. Por otro lado, es caracteristica la apariciéon de un
nuevo pico, denominado “pico cis” sobre 330-340 nm los (Z)-isdmeros. La intensidad de este
pico se incrementa si el doble enlace sujeto a la isomerizacion se encuentra localizado hacia el
centro de la cadena de la molécula, de esta forma, la intensidad del “pico cis” varia de menor a
mayor de esta forma: (todo-£E) < (7-Z) < (9-2) < (13-Z) < (15-Z). De igual forma, se ha visto que
los (92, 9'Z)-isdmeros tienen un “pico cis” de pequefia intensidad, mientras que, el “pico cis”
de los (92, 132)-, (92, 13’2)-y (92, 152)-isdmeros es de mediana intensidad. También se tuvo en

cuenta que en el caso del B-caroteno, (9-2)- y (13-Z)-B-caroteno son mas estables que los (7-2)-
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o (15-Z)-isémeros, por tanto, los anteriores aparecerian en proporciones mayores. Por todo lo
anteriormente comentado, los (Z)-ismeros han sido identificados, junto a las reglas
anteriormente citadas, a datos reportados en la bibliografia, respecto a su orden de elucion y

espectro de absorcidn de cada uno de ellos®¥%77,
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Figura 11: Evolucidn en porcentajes de los (Z)-isdmeros de luteina y zeaxantina formados como
consecuencia de la isomerizacién térmica.
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Por otro lado, el (todo E)-isbmero de ambos carotenoides experimenta un
decrecimiento con respecto al tiempo, a diferencia de lo que ocurre con el aumento
generalizado de los (Z)-isdmeros de ambos compuestos (Figura 12). Por tanto, se podria decir
que el calor produce un aumento de sus (Z)-isémeros y una disminucién de sus (todo E)-
isdmeros (Tabla 3y 4).

—4— (todo E)-luteina

105
(todo E)-zeaxantina
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Figura 12: Comparacion de la evolucidn en porcentajes del (todo E)-isémero de luteina y
zeaxantina bajo la aplicacidn de calor.

Existen estudios que evaluaron cémo la esterilizacion y pasteurizacion aplicada a purés
de tomate produce un aumento de (9-2)- y (13-2)-licopeno y una disminucion de (todo E)-
licopeno. De igual modo, también se ha visto cdmo el procesamiento térmico de vegetales
incrementa los (Z)-isdmeros de luteina y zeaxantina en un 22 y 17%, respectivamente,
disminuyendo de esta forma las concentraciones del (todo-E)-isbmero de ambos

1.1 encontraron que la esterilizacién de maiz dulce reduce la luteina y

compuestos®. Aman et a
zeaxantina total en un 26 y 29% respectivamente, mientras que los (Z)-isomeros de luteina y
zeaxantina se incrementaron de 12% a 30% a 7% a 25%, respectivamente. En otro estudio, se
ha visto que la esterilizacion a 130 °C y el blanqueamiento aplicado sobre zumos de zanahorias
eleva los niveles de (Z)-isdmeros®®. Por otra parte, es importante tener en cuenta que la
aplicacion de calor es una forma tipica de preparar los alimentos para su consumo, por ello, se
ha estudiado la susceptibilidad de isomerizacién de los carotenoides presentes en cinco
variedades de tomate sometidos a métodos de cocinado similares a los que se usan para
prepararlo para su consumo. Los resultados mostraron que la luteina y el B-caroteno tenian
una mayor tendencia a isomerizar con respecto a otros carotenoides como el Y-caroteno o el
licopeno®®. En la misma linea que el estudio anterior, se ha estudiado el efecto de la fritura
sobre diferentes vegetales y se observé que esta favorecia la isomerizacion de estos
compuestos®. Ademds, se ha estudiado el efecto del cocinado sobre el contenido en
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carotenoides del salmdn, concluyendo que los (Z)-isémeros, entre los que se encuentran (9-2)-
astaxantina, (13-Z)-astaxantina, (13-Z)-cantaxantina, (13-Z)-adonirubina, se incrementaban
durante su cocinado, aparte de suponer una merma en la concentracion total de
carotenoides®. A parte, se ha visto que el tipo de cocinado incide de forma diferente sobre Ia
isomerizacién de los carotenoides, de hecho, los resultados mostraron que el cocinado con
microondas afecta de forma menos acusada a la isomerizacién de estos®>.

Todo-E
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Figura 13: Cromatograma perteneciente al conjunto estereoquimico en equilibrio de la luteina
en la isomerizacidn térmica. Los picos se corresponden con (todo-E)-luteina, 1= (9-Z)-luteina
(isdmero 1), 2= isémero 2, 3= (13’-2)-luteina (isémero 3), 4= (13-2)-luteina (is6mero 4), 5= (9’-
Z)-luteina (isémero 5).
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Figura 14: Cromatograma perteneciente al conjunto estereoquimico en equilibrio de la
zeaxantina en la isomerizacién térmica. Los picos se corresponden con (todo-E)-zeaxantina, 1=
(92, 9'2)-zeaxantina (isémero 1), 2= (9Z, 15Z)-zeaxantina (isomero 2), 3= (13-Z)-zeaxantina
(isdmero 3), 4= isdmero 4, 5= (9-Z)-zeaxantina (isémero 5).
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A la luz de estos experimentos, también se ha observado una mayor estabilidad de Ia
luteina con respecto a la zeaxantina bajo efectos del calor. Aunque hasta t=15 minutos ambos
carotenoides descienden con igual comportamiento, tras este punto la luteina presenta una
mayor resistencia a la degradacién que la zeaxantina, manteniéndose la luteina siempre en
proporciones superiores (Figura 12). De esta forma, la luteina finaliza la cinética en t=600
minutos con una diferencia superior de 18 puntos con respecto a la zeaxantina. Ya se ha
descrito que la luteina tiene una buena estabilidad durante el cocinado, aunque este estudio
tiene el handicap de que solamente analiza la verdura cocinada y no analiza la composicién del
material fresco®®. No obstante, se ha visto en sistemas modelos que la luteina es mas
resistente a la degradacion que otros carotenoides, como el licopeno o el B-caroteno, aunque
estos datos no han podido ser extrapolados a otros alimentos debido a que las matrices
alimentarias son complejas, como consecuencia de la enorme cantidad de compuestos
presentes®’, por tanto, resultaria interesante realizar més estudios sobre la estabilidad térmica
de la luteina, pero centrandose en el alimento en si. Por otra parte, teniendo en cuenta todos
los datos recogidos, bajo las condiciones experimentales descritas, se podria afirmar que la
luteina es menos susceptible a la formacidn de isémeros que la zeaxantina. Sin embargo, en un

.22 encontraron que el procesamiento térmico del brécoli

trabajo realizado por Updike et a
cocinado al microondas, maiz enlatado, col rizada enlatada y espinacas enlatadas aumenta
mas los (Z)-isémeros de luteina, con respecto a los de zeaxantina, con una diferencia de hasta

un 5%%.

También, se llevd a cabo la reaccién de isomerizacidn catalizada por yodo, para ello, la
muestra de zeaxantina fue sometida a una fuente de iluminacién y se fueron tomando
alicuotas a los diferentes tiempos, tal y como se describe en el apartado de Materiales y
Métodos. La habilidad del yodo para favorecer el equilibrio de estos compuestos se conoce
desde el siglo XIX y su mecanismo de actuacién engloba a tres pasos que implican la unién del
atomo de yodo, una rotacién interna del enlace y un desprendimiento del &tomo de yodo®®. En
la Figura 15, se muestra la evolucion de cada uno de los (Z)-isémeros y del (todo-E)-isémero en
la reaccion de isomerizacion catalizada por yodo. De la misma forma que en el caso anterior,
para observar los cambios en sus porcentajes, se cuantifico el area correspondiente a su pico
cromatografico y se realizé el porcentaje teniendo en cuenta el drea total del todo-E)-isémero,
asi como, de sus respectivos (Z)-isémeros formados.

Los resultados de la isomerizacién catalizada por yodo, mostraron que la formacién de
(2)-isémeros de la zeaxantina aumenta con el tiempo, a diferencia de lo que ocurre con el
(todo-E)-isémero (Tabla 5). Es llamativo observar cdmo a partir de t=60 min, las proporciones
de los (Z)-isdmeros asi como la proporcién del (todo-E)-isémero se mantienen mds o menos
constantes hasta t=240 min, es decir, parece que a partir de t=60 min se establece un
equilibrio termodindmico, donde el isémero geométrico mayoritario fue el (todo-E). En la
Figura 16 se muestra el cromatograma perteneciente al conjunto estereoquimicos de la
zeaxantina en equilibrio termodinamico.
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Figura 15: Evolucion en porcentajes de los (Z)-isomeros y del (todo-E)-isdmero de zeaxantina
formados como consecuencia de la isomerizacion catalizada por yodo.

A t=60 min, los (Z)-isbmeros que se encontraron en proporciones mayores fueron:
isomero 5 (22% aprox, (9-Z)-zeaxantina), isomero 3 (aproximadamente 20%, (13-2)-
zeaxantina), isémero 4 (aproximadamente 3%), el isdmero 2 (aproximadamente 3%, (92, 152)-
zeaxantina) e Isdmero 1 (aproximadamente 2%, (9Z, 9°Z)-zeaxantina). En este caso, el (2)-
isdmero predominante en el equilibrio fue el isomero 5 (9-Z-zeaxantina), mientras que, en la
isomerizacion térmica el predominante fue el isémero 3 (13-Z-zeaxantina), por tanto, a la luz
de estos resultados, se podria afirmar que (13-Z)-zeaxantina tendria una mayor estabilidad
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térmica que (9-Z)-zeaxantina. En contraste con los resultados obtenidos, en otro estudio,
sometieron a este compuesto durante 50 minutos a luces con distinta longitudes de onda y
observaron el isdmero predominante fue el (13-2Z), seguido por el (9-Z)-isémero®. Sin
embargo, hay que resaltar que sus experimentos no los llevaron a cabo con yodo. Aunque si de
acuerdo a los resultados obtenidos, se ha visto en una investigacidon realizada sobre el
almacenamiento de zumo de zanahorias, que la formacion de (9-Z)-isomeros esta favorecida
cuando el zumo se almacena en condiciones luminosas, a diferencia de lo que ocurre cuando
se almacena en oscuridad, donde se encuentra favorecido el (13-2)-isémero®.

Por otro lado, como ocurria con la isomerizacion térmica, se produce una disminucién
progresiva de (todo-E)-zeaxantina hasta que es alcanzado el equilibrio (Figura 13). Ya ha sido
estudiada la estabilidad de los carotenoides contenidos en zumo de tomate bajo distintas
condiciones de almacenamiento, observandose que la luz potencia la degradacién e
isomerizacion de luteina, B-caroteno y licopeno'®. Por Ultimo, se ha comprobado en
cloroplastos aislados de espinacas el efecto de la luz sobre la isomerizacidon de B-caroteno y
luteina, esta isomerizacidn es mucho mas leve que la provocada por el calor®.

Tabla 5: Cuantificacion (en porcentaje, %) de cada uno de los Isémeros de zeaxantina a los
tiempos 0, 15,30, 60, 120, 180 y 240 minutos en la reaccién de isomerizacién catalizada por
yodo. Los datos se encuentran expresados en funcidn de sus medias * desviacién estandar.

Minutos

Zeaxantina 0 15 30 60 120 180 240
69,34 50,94 51,64 49,83 49,46 47,79 47,29

Todo-£ +2,7 +0,76 +0 +1,7 +0 +0 +0,82
Isémero 1 2,28 2,15 3,07 2,27 2,74 3,25 3,24
+0,35 +0,41 +0 +0,06 +0 +0 +0,98

. 3,35 3,37 3,53 2,90 3,45 4,17 4,58
Isomero 2 +0,46 +0,39 +0 +0,035 +0 +0 +0,46
A 8,25 17,90 17,22 19,77 19,50 19,93 19,59
Isomero 3 +12 +0,59 +0 +1,2 +0 +0 £0,82
Isémero 4 1,85 2,89 2,87 3,05 3,09 3,27 3,93
+0,036 +0,33 +0 +0,05 +0 +0 +0,77
A 14,93 22,75 21,68 22,17 21,78 21,96 22,09
el & £0,70 +0,53 £0,43 £0,43 +0 10 +0,92

Por otra parte, este estudio podria tener importantes implicaciones sobre la calidad de
los alimentos, ya que tanto la pérdida de carotenoides, como su isomerizacion, pueden
producir tanto decoloraciones como pérdidas del sabor tipico de los alimentos. Aunque en el
caso de la isomerizacidn de los carotenoides, el color no se ve muy afectado, ya que sélo hay
un ligero desplazamiento espectral®®l. En cuanto al sabor, la pérdida de carotenoides genera
productos volatiles que pueden ser deseables, como es el caso del té negro, formados
principalmente por B-caroteno, luteina y zeaxantina, ya que forman parte del aroma tipico del

102 5 pueden ser no deseables, como en el caso de la zanahoria deshidratada'®. No

producto
obstante, hay que tener en cuenta que los carotenoides al considerarse antioxidantes
naturales pueden contribuir al aumento de la vida util de los alimentos, por tanto, resultaria
aconsejable que los procesadores de alimentos tomen las medidas necesarias para minimizar

la degradacién de estos pigmentos.
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Por dltimo, es importante tener en cuenta que el isémero predominante de las
xantofilas presentes en la retina es el (todo-E), habiendo una pequefia proporcién casi
inexistente de los (2)-isémeros, por tanto, se sugiere que la configuracion E, que coincide con
la especie mayoritaria del equilibrio termodinamico, es la mds apta para estar implicada sobre
la salud de la retina'®. No obstante, teniendo en cuenta los datos que indican la distinta

%25 seria

biodisponibilidad de las formas Z y E del licopeno y B-caroteno en humanos
interesante continuar con el estudio de los (Z)-isémeros de luteina y zeaxantina, ya que nada

se sabe acerca de la bioactividad de estos compuestos.

man

Todo-E

25 -

20

e

o 2.5 s 7.5 10 12.5 15 175 20 225 mi

Figura 16: Cromatograma perteneciente al conjunto estereoquimico en equilibrio de la
zeaxantina en la isomerizacidn catalizada con yodo. Los picos se corresponden con (todo-E)-
zeaxantina, 1= (92, 9'7)-zeaxantina (isdmero 1), 2= (9Z, 152)-zeaxantina (isomero 2), 3= (13-2)-
zeaxantina (isomero 3), 4= isomero 4, 5= (9-Z)-zeaxantina (isdmero 5).
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e Se ha desarrollado una metodologia util para obtener cantidades considerables de
luteina y zeaxantina a partir de flor de cempasuchil (Tagetes erecta) y de bayas de Goji
(Lycium Chinense), respectivamente.

e El calor desencadena la isomerizacién de luteina y zeaxantina, produciéndose, asi, un
aumento de los (Z)-isdmeros y una merma de los (todo-E)-isémeros. A t=500 min se
alcanza un equilibrio, donde el isémero mayoritario en ambos casos fue el (todo-£). En
cambio, (13-2)-isémero fue el (Z)-isomero predominante en ambos compuestos.

e La luteina presenta una mayor estabilidad térmica con respecto a la zeaxantina, y por
tanto, presenta una menor susceptibilidad en formar (Z)-isémeros ante el efecto del
calor.

e Lalugz, junto al efecto catalizador del yodo, provoca la isomerizacidén de la zeaxantina,
produciéndose una disminucién del (todo-E)-isémero, a favor de un aumento de los
(2)-isébmeros. A t=60 min se alcanza un equilibrio donde el isémero mayoritario fue el
(todo-E), aunque el (Z)-isomero mayoritario fue (9-Z)-zeaxantina.

e Hay una serie de isdmeros de estos compuestos que se encuentran favorecidos
termodinamicamente, por tanto, los resultados obtenidos podrian ser utiles para
predecir la composicidn en isémeros de luteina y zeaxantina de diversas matrices,
como alimentos, tejidos humanos y fluidos bioldgicos.

Este estudio se encuadra en el contexto de que en las Ultimas décadas, ha cambiado la
tendencia de los consumidores en relacion con los alimentos. Actualmente, los consumidores
entienden los alimentos como un producto que va a repercutir directamente en su salud, por
ello, los alimentos de hoy en dia no sélo deben aportar los nutrientes necesarios, satisfacer
organolépticamente y saciar al hambre, sino que también deben servir para mejorar el
bienestar de los consumidores, repercutiendo de esta forma, sobre su calidad de vida. Sobre
este contexto, resultaria conveniente seguir avanzando en el conocimiento de los isémeros de
luteina y zeaxantina, ya que como se ha comentado anteriormente, hay resultados que han
demostrado la distinta biodisponibilidad de (Z)-isémeros del licopeno y B-caroteno sobre sus
(todo-E)-isémeros. Actualmente, nada se sabe acerca de la bioactividad de los (Z)-isdmeros de
luteina y zeaxantina, por tanto, resultaria interesante utilizar estos isdmeros geométricos para
realizar estudios in vitro, ex vivo e in vivo con el fin de evaluar su posible bioactividad. De
hecho, el siguiente paso a dar tras este estudio, seria realizar un estudio in silico para obtener
mas informacién sobre la estabilidad termodinamica relativa a los isémeros geométricos
encontrados.

Por ultimo, en el caso de que los (Z)-isémeros de estudio tengan alguna bioactividad,
se podria valorar su incorporacién a un alimento destinado a un mundo donde cada vez mas,
el consumidor se preocupa de su salud. Por tanto, el desarrollo de nuevos productos
funcionales basados en estos carotenoides podria considerarse como una oportunidad de
mercado y diversificacion para muchas empresas agroalimentarias.
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