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Las. caracteristicas estructurales de los pigmentos carotenoides derivan en una serie de
atractivas propiedades, entre las cuales destaca su color, motivo por el que aquellas plantas o
frutos que los contienen en una cantidad abundante, se emplean como materia prima para la
obtencion de concentrados de pigmentos. En concreto los derivados industriales del fruto del
pimiento (Capsicum annuum L.), pimentdn y oleorresinas, son muy utilizados en la industria
alimentaria para aportar color o corregirlo. El procesado artesanal del pimiento para piment6n le
proporciona otras cualidades organolépticas (aroma y sabor) muy apreciadas por el consumidor y

la industria camica, por lo que también se utiliza como aditivo alimentario.

El fruto del pimiento presenta una amplia composicion carotenoide, cualitativa y
cuantitativa, aunque la estructura de todos los pigmentos mantiene la cadena carbonada
polienoica central y dos anillos en los extremos. Las diferentes combinaciones entre el tipo de
anillo (B, ) y grupos funcionales (hidroxilo, ceto, epoxido) hace posible la presencia en el perfil
carotenoide del pimiento de pigmentos muy comunes, como [-caroteno, y otros como
capsanteno y capsorrubeno que solo se sintetizan en el género capsicum. A pesar de esta
diversidad, la composicién carotenoide del pimiento se puede dividir en dos fracciones
atendiendo al color que presentan en el espectro visible, rojo o amarillo. Esta distincion en
fracciones isocrémicas, implica ademas una distincion estructural importante puesto que los
pigmentos que componen la fraccién roja, capsanteno y capsorrubeno, presentan uno o dos
anillos tipo x y uno o dos grupos ceto. Sin embargo el resto de carotenoides, que componen la

fraccion amarilla, no poseen ninguna de estas caracteristicas estructurales.

Las reacciones de oxidacion de pigmentos carotenoides, que pueden tener su origen en
diversos factores, tienen un efecto inmediato en la capacidad colorante de la materia que los
contiene, puesto que implican la interrupcién del sistema de dobles enlaces de la cadena
carbonada central y consecuentemente la pérdida paulatina de su color. La oxidacion continuada
puede provocar incluso la ruptura de la molécula de pigmento. Segin estudios previos, la
divisién segin color y estructura de la composicion carotenoide del pimiento, marca diferencias
en cuanto a su estabilidad frente a reacciones oxidativas. El perfil carotenoide del pimiento no se
degrada homogéneamente sino que los pigmentos de la fraccion roja son mas estables que los

que componen la fraccion isocromica amarilla.
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Puesto que la valoracion comercial del piment6n y oleorresinas se realiza en base a su
capacidad colorante, se han llevado a cabo numerosos estudios para minimizar las reacciones de
oxidacién, centrados principalmente en las condiciones de procesado y conservacion
(temperatura y humedad) que puedan ralentizar la degradacion carotenoide, y en la adiciéon de
sustancias antioxidantes, como tocoferoles y 4cido ascorbico, para proteger con su accion a los

pigmentos carotenoides.

Pero a pesar de que se establezcan condiciones de procesado y conservacién del producto
mas o menos favorables para su estabilidad, o que se adicionen antioxidantes, las sustancias que
promueven las reacciones de oxidacion de pigmentos siguen estando presentes, puesto que
forman parte del sustrato en el que se encuentran inmersos los carotenoides. Las semillas del
fruto, incluidas durante el procesb de molienda para la obtencion de pimentén conforman un
sustrato lipidico mayoritariamente compuesto por acido linoleico, propenso a la oxidacion
incluso a temperatura ambiente. Las reacciones de peroxidacion de 4cidos grasos generan
radicales peroxilo que oxidan a los carotenoides provocando la consecuente pérdida en la
capacidad colorante. La temperatura es un factor adicional a controlar, puesto que acelera los
procesos oxidativos, maxime debido a la naturaleza poliinsaturada del entorno lipidico en el que

se encuentran los carotenoides.

Gracias a los estudios de oxidacién de pigmentos carotenoides, se ha puesto de manifiesto
que éstos son capaces de inhibir la peroxidacion lipidica, lo que afiade la capacidad antioxidante
a las propiedades de estas sustancias. Las experiencias encaminadas a la determinacion de dicha
capacidad se han centrado en f3-caroteno y otras xantofilas como cantaxanteno y astaxanteno con
grupos ceténicos situados en los grupos ciclicos de los extremos de la cadena polienoica. B-
caroteno, manifiesta un doble papel antioxidante y prooxidante, éste Gltimo a través de
determinados mecanismos, por los que se generan especies radicalarias que merman su potencial
accion antioxidante. La presencia de los grupos cetonicos mejora su capacidad antioxidante, ya
que la inhibicién de la peroxidacién lipidica tiene lugar sin reacciones que provoquen efecto
prooxidante. Las caracteristicas estructurales condicionan por tanto las propiedades que ejercen

estas sustancias.
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En los frutos del género capsicum se sintetiza una amplia diversidad de pigmentos
carotenoides entre los que destacan las xantofilas capsanteno y capsorrubeno, de caracteristicas
estructurales singulares, lo que convierte al fruto del pimiento en una interesante materia de
estudio desde diversos puntos de vista, pero principalmente relacionados con las reacciones
oxidativas de la fraccion carotenoide. Estas reacciones oxidativas son manifestacion de la
capacidad antioxidante de estos pigmentos. Los estudios sobre la accion antioxidante de -
caroteno ponen de manifiesto que estd mermada por procesos autooxidativos que tienen lugar
durante el desarrollo de dicha accién por lo que esta linea de investigacion empezé a incluir
pigmentos cuya estructura no generara procesos autooxidativos, aunque ello también supuso

considerar aquellos que no tienen actividad de provitamina A.

El hecho de que los trabajos publicados hasta la fecha se hayan centrado en el estudio de
las xantofilas cetonicas, astaxanteno y cantaxanteno, convierte a capsorrubeno y capsanteno en
atractivo objeto de estudio y evaluacidn de dicha capacidad. El proceso de esterificacion de las
xantofilas por 4acidos grasos afiade una singularidad mas a la estructura de los pigmentos
carotenoides presentes en el fruto del pimiento, y ademas no se ha evaluado la capacidad

antioxidante de carotenoides en forma esterificada.

Por otro lado, puesto que la cotizacion comercial de un pimenton o de una oleorresina se
basa en su capacidad colorante, resulta importante estudiar como las reacciones oxidativas
degradan al perfil carotenoide del producto, y las causas que promueven dichas reacciones. El
entorno lipidico en el que los carotenoides se encuentran inmersos puede ejercer a priori un
doble efecto. De proteccién por la presencia de antioxidantes namraleé, y oxidativo por su
naturaleza poliinsaturada. Precisamente un cambio en el grado de insaturacion del sustrato
lipidico habitual del pimenton puede ser la clave para mejorar la estabilidad de los pigmentos

carotenoides presentes en dicho sustrato.

El procesado de ambos productos implica en algunas etapas, el uso de temperaturas mas o
menos drésticas, que puede provocar la degradacion de la fraccion carotenoide. Frente al patron
establecido de estabilidad, xantofilas rojas mas estables que las amarillas, cabe preguntarse si la

diferencia en estabilidad se incrementa también con la temperatura.
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Por todo ello en el presente estudio se plantean los siguientes objetivos.

Objetivo 1.- Estudio de la reaccion de oxidacion de pigmentos carotenoides en forma libre

o esterificada.
Objetivoe 2.- Influencia del entomno lipidico en la velocidad de oxidacion carotenoide.

Objetivo 3.- Influencia de la temperatura en la oxidacion de las fracciones isocromicas

rojay amarilla.
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I CAROTENOIDES: GENERALIDADES.

1.- Presencia y distribucion de pigmentos carotenoides.

De todos los pigmentos naturales, los carotenoides son los mas ampliamente distribuidos y
por el conjunto de funciones y acciones que realizan, los mas importantes. Este grupo de
compuestos, hidrocarburos (carotenos) y sus derivados oxigenados (xantofilas), son esenciales en
la fotosintesis oxigénica y también estan implicados en la prevencion o proteccion contra
enfermedades coronarias y cancer (Ames, 1983; Malone, 1991; Britton, 1995). Estas funciones
no resultan tan obvias como sus colores, por los cuales los carotenoides son tan llamativos. El
rango de colores de estos pigmentos va desde el rojo hasta el amarillo, y cuando se complejan
con proteinas producen coloraciones verdes y azules. De esta forma una gran variedad de
organismos debe su color principalmente a los carotenoides. Se pueden encontrar en todos los
filos tanto del reino vegetal como animal aunque son nicamente sintetizados de novo en las
plantas superiores y por organismos procariotas. La presencia de carotenoides en los animales se
debe a su incorporacion por la dieta, hecho de especial trascendencia si se tiene en cuenta que

algunos carotenoides muestran actividad de provitamina A (Pfander, 1992).

A pesar de su amplia distribucién, y de que se han descrito hasta 600 pigmentos
carotenoides diferentes, lo normal es encontrar una mezcla comin, mas o menos compleja, de
algunos de ellos. En los cloroplastos de las plantas superiores, la mezcla de pigmentos estaria
formada generalmente, por a- y -caroteno, B-criptoxanteno, luteina, zeaxanteno, violaxanteno y
neoxanteno. Algunos pigmentos menos frecuentes como rodoxanteno, y semi-3-carotenona se
han descrito en los cloroplastos de las hojas de algunos miembros de las cuprasaceas y taxaceas

(Goodwin y Britton, 1988).

Se encuentran también en diversos frutos, siendo los responsables de su color, con un
perfil carotenoide bastante variable. El tomate, (Lycopersicon esculentum L.) debe su color rojo a
licopeno que constituye el 90% de su composicion total en carotenoides. El pimiento (Capsicum
armmuum L.) contiene una mezcla mas compleja siendo capsanteno el pigmento mayoritario. La
pifia (Ananas comosus L.) contiene hasta 21 pigmentos incluyendo isomeros, con violaxanteno,
luteoxanteno neoxanteno y [-caroteno como pigmentos mayoritarios. La naranja (Cifrus
sinensis L.) también tiene un amplio perfil carotenoide con luteoxanteno y auroxanteno como

pigmentos mas representativos (Gross, 1987). En los tejidos reproductivos de las plantas
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superiores es posible encontrar pigmentos carotenoides muy especificos como lilixanteno en
especies de lirio, o crocetina en especies de crocus. Hasta 40 pigmentos se han encontrado en los
pétalos de flores, muchas veces en forma de isomeros cis. Eschscholxanteno es un ejemplo de un

carotenoide especifico, en este caso de la amapola californiana.

Al contrario de lo que sucede en los cloroplastos de las plantas superiores, en los de las
algas se presentan en mezclas complejas, que tienden a ser caracteristicas de cada clase. La
excepcion es la clase Clorofita, cuyos miembros tienden a acumular los mismos pigmentos que
las plantas superiores pero con la inclusion de algunos muy especificos como el sifonaxanteno

presente en muchas caulerpalas.

Los carotenoides sintetizados por bacterias fotosintéticas se caracterizan por ser aciclicos
con grupos hidroxilo terciarios frecuentemente metilados en las posiciones C1 y C1', como por
ejemplo el espirilloxanteno. En el caso de las bacterias no fotosintéticas la aparicion de
carotenoides es esporadica destacando la sintesis de carotenoides con més de 40 carbonos en
flavobacterias y de menos de 40 en algunos estafilococos. En los hongos, la sintesis de
pigmentos suele ser muy caprichosa, aunque se destaca ficomicetes por la sintesis predominante
de B-caroteno. No es habitual la presencia de las xantofilas sintetizadas por las plantas superiores

(Goodwin, 1992).

En los animales, como se ha comentado anteriormente, es posible encontrar carotenoides,
procedentes de la dieta. Existen tanto en forma inalterada, como oxidados o reducidos. Hasta
hace poco la ruta oxidativa era la unica que explicaba la amplia distribucién de carotenoides
oxigenados en animales marinos. Sin embargo es posible que en pescado, pollo y otros,
pigmentos como astaxanteno y cantaxanteno puedan ser reducidos via derivados hidroxilados a
B-caroteno. Esta hipotesis explicaria como obtienen los animales marinos una fuente de vitamina
A, pues acumulan grandes cantidades de ceto-carotenoides (que no tienen actividad de
provitamina A) pero no -caroteno como tal, que si es precursor de vitamina A. La asociacion de
pigmentos carotenoides y proteinas origina el color azul oscuro del caparazon del cangrejo y el
rojo de los huevos de pomacea. Los pigmentos verdes del exoesqueleto del cangrejo de rio turco
son resultado de la coexistencia de carotenoproteinas verdes y amarillas. La coloracion de las
plumas de diversos pajaros como el flamenco, el verderén, el jilguero, se debe a la presencia de

pigmentos carotenoides (Stradi y colaboradores, 1995).
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En el plasma humano se ha descrito la presencia de licopeno, a- y B-caroteno, astaxanteno
y cantaxdnteno (Krinsky y colaboradores, 1958; Ohmacht y colaboradores, 1987). Luteina y
zeaxanteno son los pigmentos mayoritarios en la retina del ojo humano (Handelman y
colaboradores, 1988).

2.~ Biosintesis de pigmentos carotenoides.

Tanto el color, como las funciones bioldgicas que desempefian los pigmentos carotenoides,
derivan de sus propiedades fisico-quimicas y éstas a su vez de la estructura de estos compuestos.
Las caracteristicas estructurales se generan mediante la ruta anabdlica, comuin en sus primeras
etapas a la de todos los derivados isoprenoides (terpenos, quinonas, esteroles, ceras, gomas y asi
hasta més de 20.000 compuestos) que utiliza como unidad basica a isopentenil pirofosfato (Bach,
1995). El sucesivo ensamblamiento de esta unidad da lugar a geranil pirofosfato, farnesil
pirofosfato y geranilgeranil pirofosfato. La union de dos moléculas de geranilgeranil pirofosfato
para dar lugar a fitoeno, en un proceso que consta de dos etapas, constituye el primer paso

especifico en la biosintesis de carotenoides (Cunningham y Gantt, 1998).

Posteriormente, tras una serie de desaturaciones por las que la longitud del sistema
conjugado de dobles enlace aumenta, se genera fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno y licopeno
(Sandmann, 1994). En la Figura 1 se muestra la estructura de los carotenos lineales
mencionados. La formacién de carotenos con grupos ciclicos (Figura 2) se realiza a partir de
licopeno aunque no exclusivamente puesto que neurosporeno también sirve de sustrato a los
enzimas ciclasas en contadas ocasiones (Takaichi y colaboradores, 1996). La ciclacion se

produce en los extremos de la cadena, implicando a los primeros 8 carbonos de cada extremo.

Son dos los tipos de anillo a los que este proceso puede dar lugar, tipo B, y tipo €, en
funcién de qué ciclasa, licopeno-B-ciclasa o licopeno-g-ciclasa intervenga. En el primer caso, la
doble ciclacion de licopeno daria lugar a B-caroteno, mientras que en el segundo caso se
sintetizaria e-caroteno. La lechuga es el unico vegetal que acumula un carotenoide con dos
anillos tipo &: lactucaxanteno (Siefermann-Harms y colaboradores, 1981). En el caso en que
intervengan ambos enzimas, el producto final es a-caroteno, precursor de luteina, pigmento
mayoritario en los tejidos fotosintéticos de muchas plantas y algas. Si la ruta hasta la formacion
de a-caroteno, se inicia por la ciclacion tipo B y tipo & después, o viceversa, no ha sido

determinado a(n.
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Figura 1.- Carotenos aciclicos.
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A partir de los carotenos biciclicos se producen, por insercion de oxigeno, las xantofilas
que pueden contener grupos hidroxilo, ceto y epdxidos en su estructura y que son los
carotenoides de presencia mayoritaria en los tilacoides de las plantas. La hidroxilacion en el
carbono 3 de cada anillo de los hidrocarburos B-caroteno, a-caroteno, daria lugar a zeaxanteno y
luteina respectivamente. Los enzimas responsables de este proceso son dos hidroxilasas
especificas para cada tipo de anillo, B-hidroxilasa, y e-hidroxilasa (Britton, 1990). También es
posible la hidroxilacién en uno sélo de los anillos, por ejemplo a partir de B-caroteno para dar

lugar a B-criptoxanteno.

La estructura de estas xantofilas hidroxiladas y algunas mencionadas anteriormente

(eschscholxanteno y lactucaxanteno) se representa en la Figura 3.

Los carotenoides con grupos ceto en el carbono 4 de uno o ambos anillos son generados
por el enzima B-C-4-oxigenasa. De esta forma y a partir de 3-caroteno, la adicién de uno o dos
grupos ceto genera equinenona y cantaxanteno respectivamente. Resulta interesante destacar que
la formacién de carotenoides con grupos ceto e hidroxilo en los anillos se produce primero por la
accion de la B-C-4-oxigenasa y posteriormente por la accion de la hidroxilasa, ya que la primera
no puede utilizar como sustrato a un carotenoide ya hidroxilado, sino al correspondiente
hidrocarburo, como lo demuestra la formacién de astaxanteno, un carotenoide diceto y

dihidroxilado con anillos tipo B, sintetizado en bacterias y hongos (Lotan y Hirschberg, 1995).

La inclusién de grupos epdxidos se realiza por la accion de enzimas como zeaxanteno-
epoxidasa, que da lugar a violaxanteno via anteraxanteno. Los anillos 3-hidroxi-f§ de zeaxanteno
y anteraxanteno son sustratos de dicho enzima pero no asi el mismo grupo presente en luteina

(Bouvier y colaboradores, 1996).

Se cree que estos pigmentos epoxidados, particularmente violaxanteno y neoxanteno, son
los precursores biosintéticos del acido abscisico, un regulador del crecimiento de la planta, por la
caracterizacion de un enzima que lleva a cabo el primer paso de la conversion de

epoxicarotenoides en acido abscisico (Zeevaart y Creelman, 1988).

En las Figuras 4, 5 y 6 se muestra la estructura de carotenoides con grupos cetonicos,

cetonicos e hidroxilados y xantofilas hidroxiladas con grupos epoxidos respectivamente.
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Figura 3.- Xantofilas hidroxiladas.
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La reorganizacion del anillo 3-hidroxi-5,6-epoxi- da lugar a dos tipos de anillo, el anillo
acilciclopentanona, presente en pigmentos como capsanteno y capsorrubeno exclusivos del fruto
del pimiento (Capsicum annuum L.), denominado tipo k, y otro, el anillo 3,6-oxabicicloheptano
caracteristico de pigmentos como la eutreptielanona, o~ y B-criptoeutreptielanona presentes en el
alga marina Eutreptilla gymnastica, cucurbitaxanteno A y B, cicloviolaxanteno presentes en los
frutos de la calabaza, (Cucurbita maxima) y también en el fruto del pimiento (Fiksdahl y
colaboradores, 1984; Parkes y colaboradores, 1988). La sintesis de estos pigmentos se sita en
las Gltimas etapas de la ruta biosintética de carotenoides. La formacion de pigmentos con anillos
tipo k, se lleva a cabo por la accion del enzima capsanteno-capsorrubeno sintasa, que también
posee actividad de B-cicla;a. También es posible encontrar pigmentos resultado de la accion de
los dos enzimas, dando lugar a las dos reorganizaciones, como por ejemplo en la formacién de
3,6-epoxido-capsanteno presente en variedades de pimiento negro (Deli y colaboradores, 1992).
El mecanismo de las dos reorganizaciones del anillo 3-hidroxi-5,6-epoxi-p se esquematiza en la
Figura 7 (Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera, 1998) y la estructura de algunos pigmentos

que mediante ambos mecanismos se pueden biosintetizar en las Figuras 8 y 9.

3.- Conformacion espacial.

Las formas que adopta un pigmentov carotenoide pueden ser multiples aunque existen
determinadas disposiciones espaciales que por su baja energia, son mas estables. La cadena
polienoica adquiere su conformacion mas estable cuando esta dispuesta linealmente en el espacio
debido a la mayor estabilizacion que el sistema de dobles enlaces conjugados adquiere en
situacion coplanar, y por ser la que menor impedimento estérico provoca entre los grupos metilo.
Los anillos situados a los extremos de la cadena, en principio se sitiian coplanarmente a la cadena
carbonada central, aunque la presencia de grupos sustituyentes en el anillo, sobre todo los
situados en los carbonos 5 y 6, provocan una torsion del anillo. Por ejemplo, en B-caroteno, para
disminuir la confrontacion estérica entre el grupo metilo del carbono 5 con el hidrogeno del

carbono 8, el anillo gira 40° respecto al plano en el que se situa la cadena carbonada (Mo, 1995).

Los pigmentos con anillos tipo €, pierden continuidad en la conjugacion del doble enlace
del anillo, situado en los carbonos 4-5, con el resto de dobles enlaces de la cadena, no siendo
necesario buscar la coplanaridad entre ambos grupos de dobles enlaces, por lo que la relajacion
del impedimento estérico de los grupos funcionales es el tnico factor que determina la

disposicion espacial de la molécula.
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Figura 7.- Esquema de la reorganizacion del anillo 3-hidroxi-5,6-epoxi-p para generar
el anillo 3,6-oxabicicloheptano (A) y de la reorganizacién pinacolica que origina el
anillo acilciclopentanona (B).
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Figura 8.- Xantofilas con anillos acilciclopentanona.

ﬁ\)\/\/k/\/\‘/\/\("
- AV Vi b g
o

eutreptiellanona

OH
Eﬁk‘\/g/\/w(\/\(\/\@
0o

o~criptoeutreptiellanona

oH

Ho

cicloviolaxanteno

Figura 9.- Xantofilas con anillos 3,6-
oxabicicloheptano.

-19-



Oxidacién de pigmentos carotenoides en _funcion de su estructura 'y entorno lipidico

- La cadena polienoica.

La caracteristica estructural mas importante de los pigmentos carotenoides es el sistema de
dobles y simples enlaces alternados que forma la parte central de la molécula. Esto constituye el
sistema conjugado en el que los electrones situados en orbitales enlazantes tipo m, estan
deslocalizados a lo largo de la cadena polienoica. Es esta disposicion lo que convierte a los
pigmentos carotenoides en un grupo de peculiares sustancias, dando lugar a sus propiedades y

comportamiento fisico-quimico (Britton, 1995).

- Estereoquimica.

Las diferentes configuraciones geométricas en torno a los dobles enlaces carbono-carbono,
da lugar a la existencia de isdmeros, que constituyen distintas posibilidades estructurales que
pueden ser aisladas como compuestos diferentes, lo que unido a la rotacion del enlace simple
carbono-carbono, hace posible que los carotenoides adopten, en principio, un enorme numero de

formas y configuraciones.

Teéricamente es posible la existencia de dos configuraciones de cada doble enlace de la
cadena polienoica, trans o cis, en funcién de la disposicion espacial de los grupos sustituyentes,
en concreto de aquellos que constituyen la continuacion de la cadena polienoica. Este hecho da
lugar a que un pigmento pueda existir en multitud de disposiciones éon uno o varios dobles
enlaces en configuracion cis (Weedon y Moss, 1995). En la realidad solo unos pocos de estos
isomeros estructurales se encuentran de forma natural. La presencia de un doble enlace en
configuracion cis, estd menos favorecida energéticamente por impedimento estérico entre grupos
metilo y/o atomos de hidrogeno en posiciones vecinales por lo que, termodinamicamente, la
configuracion mas estable es aquella en la que todos los grupos sustituyentes en torno a los
dobles enlaces se encuentran en posicion trams. En aquellos casos en los que el impedimento
estérico sea menor, como por ejemplo en los carbonos 15 y 157 si es posible la configuracion cis
dando lugar a estereoisdmeros relativamente estables, como por ejemplo 15-cis-B-caroteno, y
también 9- y 13-cis-B-caroteno. Otras configuraciones si son practicamente imposibles como la

7-y 11-cis (Weedon y Moss, 1995).
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4.- Propiedades quimicas y funcion.

- Solubilidad.

Los pigmentos carotenoides son un grupo de sustancias extremadamente hidrofobicas con
escasa o ninguna solubilidad en agua, por lo que su situacion en las células estd restringida a
areas hidrof6bicas, excepto cuando se complejan con proteinas, lo que les permite permanecer en
un ambiente acuoso. La presencia de grupos funcionales en la estructura altera la polaridad y
modifica su interaccion con otras moléculas, lo cual tiene especial trascendencia tanto en el
mecanismo de las reacciones en las que intervienen como en el tipo de productos que se generan.
En cuanto a la forma y tamafio, la linealidad de la cadena carbonada polienoica en configuracion
frans hace que las moléculas sean rigidas. La configuracién cis rompe la linealidad de la
molécula, adquiriendo formas diferentes a la del isomero #rans por lo que su capacidad para
ajustarse a estructuras subcelulares sera diferente. Generalmente los isomeros cis tienden a ser
mas rapidamente solubilizados, absorbidos y transportados. La ciclacién de los extremos de la
cadena, acorta su longitud y el espacio que la molécula ocupa, mientras que los grupos
funcionales hidroxilo, ceto y epoxido, condicionan otros factores estéricos de importancia en las

reacciones de carotenoides (Weedon, 1971).

- Absorcion de la luz y funciones fotoquimicas.

La absorcion de energia luminica produce el paso de la molécula de su estado basal de
energia a otro de mayor contenido energético denominado estado excitado. En el caso de los
carotenoides la transicion de electrones del sistema de dobles enlaces conjugados se produce
desde orbitales enlazantes tipo T a orbitales anti-enlazantes ©*. En este caso el salto electronico
no genera una molécula en estado excitado de muy alto contenido energético puesto que los
electrones estan deslocalizados de forma muy efectiva a lo largo de la cadena carbonada, por lo
que no se requiere mucha energia para promocionar dicho salto electronico, correspondiéndose
con la radiacion emitida en la region del visible en un rango de longitudes de onda de 400 a 500

nm. Por tanto los pigmentos carotenoides muestran un color que va desde el rojo al amarillo.

La capacidad de absorcion luminica posibilita que los pigmentos carotenoides puedan
desarrollar dos funciones vitales para los organismos fotosintéticos. Por un lado la absorcion
luminica en la region del visible permite la formacion de estados excitados de niveles energeticos

similares a los de la clorofila por lo que una transferencia energética tipo singulete-singulete del
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pigmento carotenoide en su estado excitado a la clorofila puede generar el estado excitado de
ésta, que es el activo en la fotosintesis. Por otro lado la transferencia energética puede darse a la
inversa, es decir, desde una molécula energéticamente excitada al pigmento carotenoide, como
por ejemplo la transferencia desde el estado triplete de clorofila o porfirinas a carotenoides (Platt,
1959). Este trasvase energético tiene lugar mas rapidamente que la transferencia energética a
oxigeno con lo que se evita la formacién de oxigeno en estado singulete, especie altamente
reactiva y dafiina, aunque los pigmentos carotenoides también aceptan la transferencia energética
desde oxigeno en estado singulete si éste se formara. En ambos casos el carotenoide en estado
excitado que se forma, disipa el exceso energético a su alrededor sin provocar dafios a las

moléculas en su vecindad, ni generar especies reactivas (Krinsky, 1971; Britton, 1995).

- Carotenoides con actividad de provitamina A.

La funcién fisiologica esencial de los carotenoides en los animales es la de ser precursores
de la vitamina A. De los 600 carotenoides descritos, un 10% muestran actividad de provitamina
A. Los mas importantes tanto por su alta actividad como por su presencia son o~ y -caroteno, y
algunas xantofilas entre las que se destaca -criptoxanteno y algunos apocarotenoides (Minguez-
Mosquera y Hormnero-Méndez, 1997). De todos, B-caroteno tiene la mayor actividad de
provitamina A puesto que cada molécula de pigmento produce dos de retinal que es reducido a
vitamina A (retinol). La vitamina A realiza multiples funciones en los animales puesto que esta
implicada en los procesos de crecimiento y fundamentalmente, hace posible el funcionamiento

de los pigmentos visuales de la retina (Pitt, 1971).

- Carotenoides como antioxidantes. Procesos de peroxidacion lipidica.

La peroxidacion lipidica se define como el deterioro oxidativo de lipidos poliinsaturados.
Este deterioro oxigeno-dependiente da lugar a la rancidez, por la produccion durante el proceso
'oxidativo, de compuestos de bajo peso molecular, que proporcionan flavor indeseable. Al ser un
proceso de formacion de especies radicalarias, ademas de degradar a los 4cidos grasos, también
afecta a otros posibles componentes del medio lipidico, por ejemplo a pigmentos carotenoides,
clorofilas y tocoferoles. Cuando estos componentes estan presentes, el proceso de peroxidacion
se retarda por lo que es practica habitual adicionar estas (de origen natural) y otras (de origen
artificial) sustancias, anfioxidantes, a grasas y aceites, para disminuir su alteracion (Pryor y
colaboradores, 1988).
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La accion antioxidante lleva implicita la degradacion de los compuestos que la ejercen. En
algunos casos no interesa la pérdida de los antioxidantes naturales presentes en la materia oleosa,
bien porque implicaria una merma en las propiedades nutricionales del producto, bien porque
representan la verdadera cualidad del mismo, por lo que se afiaden otras especies que sean las

encargadas de disminuir la oxidacion.

La peroxidacion lipidica, por tanto, constituye un problema a evitar durante la obtencion,
transporte y almacenamiento de grasas y aceites, que hoy tiene mas importancia con la mayor
popularidad de aceites y margarinas de naturaleza poliinsaturada, naturaleza que hace posible la
existencia de estos procesos. La rancidez tiene lugar no sblo en alimentos sino también en
pinturas, plasticos, lacas y gomas. La secuencia de reacciones hoy en dia ampliamente conocidas
como la base de la peroxidacion lipidica, fue determinada por Farmer y colaboradores hacia
1940, en los laboratorios de investigacion de la Asociacion Britanica de Productores de Gomas.
La enorme importancia de estas reacciones en sistemas biologicos no se aprecioé hasta mucho
mas tarde. Estos procesos estan implicados en la modificacion del ADN y proteinas (Hayakawa
y colaboradores, 1997), alteracion de la estructura de la membrana celular, iniciacion de tumores,
envejecimiento y pigmentacién anormal de la piel y en la deposicion de placas en arterias
asociada a la modificacion de lipoproteinas de baja densidad (Escudero y colaboradores, 1988,

Louheranta y colaboradores, 1996).

Por todo ello el estudio de sustancias que sirvan de freno a la propagacion de la
peroxidacion lipidica cuando ésta tenga lugar, tanto en alimentos como en sistemas biologicos,
es actualmente una de las lineas de investigacion de mayor interés. Dentro de las sustancias
antioxidantes, también denominadas quimioprotectores, anticarcinogenos (cuando realizan su
accion en sistemas biolégicos), se encuentran los tocoferoles, glutationa, acido ascorbico, acido
urico, fenoles, selenio y los pigmentés carotenoides (Sun, 1990). La capacidad antioxidante de
los pigmentos carotenoides, deriva de sus caracteristicas estructurales, y ha sido evaluada de
forma amplia en el caso de B-caroteno, atendiendo tanto al mecanismo de reaccion con los
radicales libres, como a la eficacia de la accion que se deriva de él (Burton e Ingold, 1984,
Yamauchi y colaboradores, 1993). Es conveniente introducir a los procesos de peroxidacion

lipidica y a los efectos que promueven en los sistemas biologicos.

Las etapas basicas de las que consta todo proceso de peroxidacion lipidica son iniciacion,

propagacion y terminacion (Frankel, 1985; Porter y colaboradores, 1995) y se esquematizan en la
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Figura 10. La etapa clave de la iniciacion es la formacion de un radical lipidico (L) por rotura
de un enlace carbono-hidrogeno provocada térmica o fotoquimicamente, o por la abstraccion del

atomo de hidrégeno por un iniciador de radicales libres, a partir del lipido correspondiente (LH).

La propagacion, normalmente comienza por la adicion de oxigeno molecular al radical
lipidico lo que da lugar a la formacién de un radical peroxilo (LOO*) que abstrae un nuevo
atomo de hidrogeno de otra molécula L’H, generando el hidroper6xido (LOOH) y un nuevo
radical L’». Los atomos de hidrogeno susceptibles de ser abstraidos en esta etapa son los
adyacentes a los dobles enlaces carbono-carbono. Si el lipido es monoenoico, los hidrogenos en
dichas posiciones vecinales, alilicos, tienen mayor energia de enlace, hasta 10 kcal/mol mas que
aquellos en posiciones vecinales a dos dobles enlaces, bis-alilicos, como en el caso de lipidos
dienoicos. Al estar el paso limitante de la reaccion en esta etapa, se marcan diferencias en la
velocidad de oxidacion de lipidos monoenoicos con respecto a los polienoicos, obteniéndose
velocidades de degradacion razonables a altas temperaturas para lipidos monoenoicos (como por
gjemplo acido oleico) mientras que la degradacion de lipidos dienoicos (por ejemplo acido

linoleico) ocurre a temperatura ambiente (Davies y colaboradores, 1981).

Por otro lado, el radical peroxilo puede experimentar, alternativamente a la abstraccion de
un atomo de hidrogeno de otro lipido, procesos de fragmentacion, reorganizacion y ciclacion, a
partir de los cuales es posible la formacidn de otros productos. La fragmentacion tipo B, da lugar
a la formacion de compuestos de bajo peso molecular, como por ejemplo pentano, a partir de
radicales de 4cido linoleico y acido araquidonico, etano y eteno a partir de radicales de 4cido
linolénico, y otros cor_npuesfos que pueden contener grupos carbonilos, especialmente aldéhidos,
como por ejemplo malonaldéhido, y 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal (Sakai y Kuwazuru 1995). La
reorganizacion y ciclacion originan endoperoxidos, que pueden mostrar una actividad similar a

las prostaglandinas.

Los hidroperoxidos lipidicos formados de manera continuada durante la etapa de
propagacion, también pueden ser causantes de nuevas etapas de iniciacion, por su reaccion con
metales de transicion, que provoca la generacion, nuevamente, de radicales peroxilo e incluso
radicales alcoxilo, que son especies mas reactivas que los primeros. La terminacion constituye la
tltima etapa del proceso de peroxidaciéon lipidica, por la que es posible la formacion de

productos no radicalarios, e incluso oxigeno molecular (Olzilgen y Olzilgen, 1990).
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Figura 10.- Etapas basicas del proceso de oxidacion lipidica, incluyendo las reacciones
elementales posibles en la etapa de propagacion radicalaria.
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- Efecto de los procesos de peroxidacion lipidica en sistemas biologicos.

En la mayoria de las membranas, la reaccion de propagacion de la peroxidacion lipidica
termina por afectar a las proteinas que pueden ser atacadas y dafiadas por este proceso. Los
aldéhidos, posibles productos del proceso de oxidacion de lipidos, pueden reaccionar con los
grupos —SH de proteinas. También pueden atacar a los grupos amino formando puentes
intramoleculares e intermoleculares entre diferentes proteinas. Aquellos enzimas que fequieran
grupos —-NH; o —SH para ejercer su actividad, como le sucede a la glucosa-6-fosfatasa, son

normalmente inhibidos durante la peroxidacion lipidica (Halliwell, 1989).

Otros productos de la peroxidacion lipidica, sobre todo los de bajo peso molecular, son
inhibidores de la sintesis de proteinas e interfieren en los procesos de crecimiento celular. Los
receptores en las membranas que permiten la respuesta celular a las hormonas, pueden ser
inactivados durante la peroxidacion lipidica. En general estos procesos de accion radicalaria,
disminuyen la fluidez de la membrana, incrementan su permeabilidad a otras sustancias que
normalmente no la cruzan e inactivan los enzimas enlazados a la misma. La fragmentacion
continuada de los acidos grasos puede llevar a una pérdida total de la integridad de la membrana

celular.
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. MECANISMOS DE REACCION EN LOS PROCESOS OXIDATIVOS DE PIGMENTOS
CAROTENOIDES.

La estructura molecular de los pigmentos carotenoides determina que las reacciones
quimicas en las que intervienen fundamentalmente, sean procesos oxidativos, provocados por la
presencia de oxigeno molecular en estado singulete, radicales peroxilo, alcoxilo, sulfonilo, tioilo,
implicados en los procesos de peroxidacion lipidica (Everett y colaboradores, 1996), y en general
cualquier especie reactiva que pueda generar oxidacion (Krinsky, 1988). Estas reacciones ponen
de manifiesto la importancia bioldgica de los pigmentos carotenoides puesto que a través de ellas
se evidencia su capacidad antioxidante, capacidad por la que se postula que los carotenoides
evitan la aparicion de canceres y enfermedades degenerativas causadas por dafio oxidativo
(Trush y Kensler, 1991).

Los procesos de oxidacion de carotenoides han sido utilizados durante muchos afios para
elucidar la estructura molecular, especialmente con reacciones que implican a los grupos
funcionales presentes en la molécula. Sin embargo la zona de la molécula que condiciona el
mecanismo por el cual los procesos oxidativos tienen lugar es la cadena polienoica, aunque la
presencia de grupos hidroxilo, ceto, kep()xido, situados en los extremos de la molécula, puede
modificar la velocidad e incluso impedir que otros mecanismos de reaccion ocurran. Las
reacciones oxidativas de B-caroteno son las tradicionalmente mas estudiadas dado que su aporte
procedente de la dieta hace que esté habitualmente presente en el plasma y tejidos celulares de
todos los animales, en los que se implica de forma efectiva en los procesos de peroxidacion
lipidica, evitando su propagacion. Ademas su caracter de provitamina A despierta interés en su

estudio, en éste y en otros muchos aspectos.
1.- Reacciones de B-caroteno con radicales peroxilo.

- Mecanismo de adicion.

Los radicales peroxilo reaccionan principalmente con f3-caroteno mediante un mecanismo
de adicion (Burton e Ingold, 1984). En funcidn de la posicion a la que se adicione el radical se
formara un producto de reaccion u otro. En la Figura 11 se representan éste y otros mecanismos
de reaccion de B-caroteno con radicales peroxilo. Si la adicion tiene lugar en la posicion 5,6 del

anillo se produce el correspondiente epoxido 5,6 de B-caroteno (Figura 11, ruta A).
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Figura 11.- Mecanismos de reaccion de f3-caroteno con radicales peroxilo. Adicion al anillo en la posicion 5,6 (A).
Doble adicidn en la cadena polienoica (B) y posterior rotura homolitica (B1) o heterolitica (B2). Abstraccion de un
atomo de hidrogeno de la posicion 4 del anillo (C) y continuacion de la cadena de propagacion radicalaria (C1).
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La adicion también se puede producir en cualquiera de los dobles enlaces de la cadena

polienoica lo que produce un radical aducto estabilizado por resonancia.

Es posible la adicion de un segundo radical peroxilo para generar un aducto bis-peroxilo,
cuya existencia ha sido determinada por los productos formados tras estas reacciones,
apocarotenales, como por ejemplo 3-apo-10’-carotenal, f-apo-12’-carotenal, B-apo-14’-carotenal
y B-apo-13’-carotenona (Handelman y colaboradores, 1991; Kennedy y Liebler, 1991; Mordi y
colaboradores, 1991). Aunque la adicién del segundo radical peroxilo puede tener lugar en la
posicion adyacente a la primera adicion, también puede ocurrir en otras posiciones de la cadena
polienoica debido a que el electron del radical aducto esta deslocalizado a lo largo de toda la
cadena. Ademas otras posiciones pueden ser mas favorables para la adicion por no tener

impedimento estérico (Figura 11, ruta B).

De las posibles rutas de reaccion de B-caroteno con radicales peroxilo, la formacion de
epoxidos no implica un efecto antioxidante sino un proceso de autooxidacion, puesto que su
formacion genera un nuevo radical, en este caso un radical alcoxilo, de naturaleza mas reactiva
que el radical peroxilo, por lo que el consumo neto de radicales es cero. La formacion de
apocarotenales, por la adicion en la cadena polienoica, puede propiciar tanto un efecto
antioxidante como un proceso autooxidativo, en funcion del tipo de fragmentacion que el aducto
bis-peroxilo experimente. La fragmentacion homolitica (Figura 11, ruta B1) sugerida por Mordi
y colaboradores, daria lugar a los correspondientes apocarotenales pero también a dos radicales
alcoxilo, que continuarian la cadena de propagacion radicalaria, por lo que no se observaria

efecto antioxidante.

Estos casos, Figura 11, ruta A y ruta B1, constituyen en definitiva procesos autooxidativos,
provocando la destruccion del pigmento y ningun consumo de radicales. Por otro lado la
fragmentacion heterolitica de los grupos alquildioxilo, (Figura 11, ruta B2) darfa lugar a un
dialquil peroxilo u otros productos no radicalarios. La oxidacion de -caroteno por esta ruta si

consumiria dos radicales peroxilo produciendo un efecto antioxidante.

Los estudios de diversos autores confirman que las condiciones de tension de oxigeno,
bajo las cuales se lleva a cabo la peroxidacion de B-caroteno, determinan qué efecto
(antioxidante o autooxidativo) tiene lugar (Burton e Ingold, 1984; Stocker y colaboradores, 1987,

Kennedy y Liebler, 1992). Si las reacciones de oxidacion radicalaria de 3-caroteno se llevan a
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cabo bajo. altas tensiones de oxigeno, lo que se observa es un proceso autooxidativo siendo los
productos de reaccion los indicados en la ruta Bl. El radical intermedio reacciona
reversiblemente con oxigeno para formar un radical peroxilo, segun la reaccion representada en
la Figura 12. Este equilibrio, esta desplazado a la derecha, y mas desplazado esta, a medida que
aumenta la tension de oxigeno, dando continuidad a la cadena de propagacion radicalaria. A
bajas tensiones de oxigeno los productos formados son los de la ruta B2 (Figura 11), reflejandose

un efecto antioxidante.

Las condiciones del medio condicionan a qué accion o efecto conduce el mecanismo de

reaccion entre f3-caroteno y-el radical peroxilo manifestandose uno u otro efecto.

- Otros mecanismos de reaccion.

Los radicales peroxilo pueden eliminar un electrén de la cadena polienoica de B-caroteno
formando el correspondiente radical catidnico que, a pesar de estar estabilizado por resonancia,
acepta electrones de otros donantes como a-tocoferol, ubiquinona, u otras especies de naturaleza
lipofilica (Grant y colaboradores, 1988; Jovanovic y colaboradores, 1992; Liebler, 1993; Edge y
colaboradores, 1997).

Otro posible mecanismo de reaccion con radicales peroxilo es el de abstraccion de
hidrégeno, representado en la Figura 11, ruta C. Aunque los productos derivados de este
mecanismo no han sido descritos hasta 1997, Samokyszyn y Marnett en 1987, indicaban que la
oxidacion dependiente de prostaglandina sintasa de acido 13-cis-retinoico da lugar a un producto
4-hidroxi y a un derivado 5,6-epoxido. El derivado 4-hidroxi se forma por abstraccion del
hidrogeno alilico en el carbono C4 seguido por adicion de oxigeno, abstraccion de hidrogeno y
reduccion del hidroperoxido, solo en presencia del citado enzima. Woodall y colaboradores
(1997), describen la formacion de derivados 4-etoxi y 4-metoxi de (3-caroteno por oxidacion
quimica, en presencia de etanol y metanol. La presencia de estos compuestos evidencia que la
abstraccion de hidrogeno en posiciones alilicas es otro posible mecanismo de oxidacion de 8-

caroteno.

El grupo metilo, alilico en la posicion 4 del anillo tipo B, muestra un comportamiento
similar a los grupos metilo en posiciones alilicas, de los acidos grasos poliinsaturados de los que
la abstraccion de hidrogeno tiene lugar como inicio y propagacion de la cadena de reaccion de

perdxidos.
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Figura 12.- Reaccion reversible del radical carotenoide-peroxilo con altas
concentraciones de oxigeno molecular y posterior propagacion radicalaria que implica
efecto oxidante.
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Reacciones similares tienen lugar en los grupos metilo en posiciones alilicas de B-caroteno.
En el caso de pigmentos con anillos tipo € como o-caroteno y e-caroteno los hidrégenos
susceptibles de ser abstraidos estarian en la posicion 3. Este mecanismo de reaccion implica un

efecto autooxidativo puesto que como productos, se generan nuevos radicales libres.

2.- Oxidacion de B-caroteno por oxigeno singulete.

B-caroteno al igual que el resto de carotenoides fueron los primeros compuestos en ser
caracterizados como los mas efectivos “quenchers” de oxigeno singulete (Foote y Denny, 1968).
El mecanismo se basa en un proceso fisico por el cual, el exceso energético de la molécula de
oxigeno es absorbida por»‘el pigmento, devolviendo a la molécula de oxigeno a su estado
energético basal. El pigmento, dispersa térmicamente el exceso energético adquirido, sin

provocar dafios a otras moléculas vecinas.

La reiteracion de este proceso termina destruyendo al pigmento mediante reacciones
quimicas que implican la adicién del oxigeno singulete a la estructura del carotenoide dando
lugar a endoperdxidos y derivados carbonilicos. Aunque una sola molécula de B-caroteno puede
desactivar a 1000 moléculas de oxigeno singulete antes de ser oxidado, dicha oxidacion
irreversible tiene lugar, lo que pone limites a la efectividad como “quencher” del pigmento

(Liebler, 1993). No obstante, el efecto positivo de la accion queda fuera de dudas.

Los productos de estas reacciones, como se ha comentado, son endoperoxidos y
compuestos carbonilicos, procedentes de la rotura de la cadena polienoica que no provocan
accion oxidante (Figura 13). La adicién de la molécula de oxigeno singulete y la posterior rotura
de la cadena no tiene lugar en cualquier punto de la misma. Segtin los productos obtenidos, sdlo
las posiciones 7,8-, 9,10-, 11,12- y 13,14- son susceptibles de adicion y rotura. La formacion del
endoperoxido implica que la adicion tiene lugar en las posiciones 5,8 con la traslocacion del
doble enlace de la posicion 7,8- a la posicion 6,7- en configuracion cis, (Stratton y colaboradores,
1993).

3.- Oxidacion de pigmentos carotenoides con otras caracteristicas estructurales.

A pesar de los avances realizados en los estudios de oxidacion de -caroteno, se conoce

poco de la oxidacion y consecuente actividad antioxidante de otros pigmentos carotenoides.
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Figura 13.- Formacion de endoperdxido y B-
apocarotenales tras la reaccion de B-caroteno con oxigeno
molecular en estado singulete.
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Es de esperar que se mantengan los mecanismos de reaccion, tanto con radicales peroxilo y
oxigeno singulete, puesto que la estructura central polienoica esta presente en la conformacion
del resto de carotenoides. Las diferencias estructurales, que radican en el tipo de anillo que se
sitia a los extremos de la cadena carbonada (tipo B, tipo «...) y en la presencia de grupos
funcionales (grupos hidroxilo, grupos ceto) en alguno de los carbonos que componen el ciclo,
pueden marcar diferencias en la actividad antioxidante de otros carotenoides respecto a [3-
caroteno, siendo posible que alguno de los mecanismos por los que B-caroteno reacciona, no

tengan lugar en otros carotenoides.

Por ello en los estudios de capacidad antioxidante de pigmentos carotenoides, en los que se
promueve la oxidacion de los mismos, las caracteristicas estructurales del pigmento en estudio

son de fundamental importancia para la interpretacion de los resultados obtenidos.

En 1989, Terao realiza un estudio comparativo de la capacidad antioxidante de B-caroteno,
zeaxanteno, cantaxanteno y astaxanteno. Estos tres ultimos pigmentos mantienen las mismas
unidades estructurales que B-caroteno diferencidindose de éste por la presencia de un grupo
hidroxilo en cada carbono C3 y C3' (zeaxanteno), un grupo ceto en C4 y C4' (cantaxanteno) y un
grupo hidroxilo en cada carbono C3 y C3' y un grupo ceto en C4 y C4' (astaxanteno). Cada
pigmento fue afiadido a una solucion en la que por medio de iniciadores de radicales libres, se
oxida linoleato de metilo, determinando el porcentaje de hidroperdxidos de linoleato de metilo

formados en el transcurso de la reaccién.

De esta forma se comprueba la capacidad antioxidante de cada pigmento comparando con
un sistema de reaccion en el que no se aflade pigmento, y ademas permite establecer
comparaciones directas del efecto que ejerce uno u otro pigmento, deduciendo la mayor o menor
efectividad antioxidante y las causas de esas diferencias. Los resultados indicaron que en los
medios de reaccién en los que se afiade una determinada concentracion de pigmento, la
formacion de hidroperoxidos transcurre a menor velocidad que en el medio en el que no se
adiciona, siendo cantaxanteno y astaxanteno los pigmentos que retardaron en mayor medida la
formacién de hidroperoxidos de metil linoleato. En todos los casos se produce una pérdida
paulatina de la concentracion carotenoide a medida que la reaccion transcurre como
consecuencia de la accién antioxidante. Ademas, el autor comprobo que la velocidad de
desaparicién de cada pigmento no es la misma. B-caroteno y zeaxanteno se consumen a mayor

velocidad que cantaxanteno y astaxanteno.
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Los pigmentos con un grupo ceto en las posiciones C4 y C4' muestran una mayor
efectividad antioxidante. Sin embargo la presencia de un grupo hidroxilo en las posiciones C3 y
C3' no incrementa la efectividad de la accion antioxidante. Por tanto los mecanismos de reaccion
de la oxidacion de zeaxanteno son los mismos que para f3-caroteno mientras que en el caso de
cantaxanteno y astaxanteno o bien alguno de los mecanismos no tiene lugar o bien la presencia

de los grupos ceto modifica la reactividad del pigmento.

Terao atribuye la mejor efectividad de cantaxanteno y astaxanteno a la mayor
electronegatividad de los atomos de oxigeno que reducen la densidad electronica en la cadena
carbonada del radical aducto formado en el proceso, lo que disminuye la reactividad de dicha
especie y su tendencia a continuar la cadena de propagacion radicalaria. La deslocalizacion
electronica a lo largo de la cadena polienoica se representa en la Figura 14. Es de esperar que
otros pigmentos con grupos ceto en las posiciones C4 y C4' pueden ser antioxidantes de mayor

efectividad que B-caroteno.

Sin embargo, en este trabajo no se tuvo en cuenta que otro de los posibles mecanismos de
reaccion es la abstraccion de un dtomo de hidrégeno en posiciones alilicas, mas concretamente
en las posiciones C4 y C4', puesto que no se habian descrito productos de reaccion que solo
mediante dicho mecanismo se pueden obtener (4-etoxi y 4-metoxi derivados de B-caroteno) por
lo que se creia que este proceso no tenia lugar. La descripcion tuvo lugar, como ya se ha
comentado anteriormente por Woodall y colaboradores en 1997. Cantaxanteno y astaxanteno no
tienen atomos de hidrogeno en dichas posiciones por lo que no existe posibilidad de que
reaccionen mediante este proceso. De esta forma no se generan especies radicalarias, limitando la
reactividad de estos pigmentos a posiciones en la cadena carbonada central, lo que unido a la
mayor efectividad en la deslocalizacion del radical intermedio que se forma, hace que estos

pigmentos muestren una mejor accion antioxidante.

No obstante, a pesar de que la hipotesis de Terao no es completamente correcta, los
resultados de este trabajo propiciaron una mayor atencién a las posibilidades que otros
pigmentos, aparte de B-caroteno, podian tener como sustancias antioxidantes, aunque no tuviesen
actividad de provitamina A, y méaxime porque ya se habia descrito la presencia de cantaxanteno y

astaxanteno en el plasma humano (Ohmacht y colaboradores, 1987).
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Figura 14.- Deslocalizacion electronica a lo largo de la cadena
polienoica central como efecto de la presencia de grupos ceto
en los anillos, para los radicales astaxanteno-peroxilo (A) y
cantaxanteno-peroxilo (B), sugerido por Terao (1989).
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Cantaxanteno, ademas ya se habia utilizado como agente terapéutico en determinadas
fotodermatosis (Meyer y colaboradores, 1985). Se realizaron estudios de la actividad
antioxidante de estas xantofilas con grupos ceto en anillos tipo  en procesos de oxidacion de

fosfatidilcolina como componente de liposomas, con resultados positivos (Lim y colaboradores,
1991).

En el trabajo de Woodall y colaboradores (1997), se indica que la idea de que el unico
papel biologico de los pigmentos carotenoides absorbidos por los animales era la de ser
precursores de vitamina A, ha quedado desfasada, y se debe prestar atencién a todos los
pigmentos carotenoides, aunque no muestren actividad provitaminica. Es mas, pigmentos como
cantaxanteno y astaxanteno, que no muestran actividad de provitamina A, ejercen una accion

antioxidante mas efectiva que B-caroteno, que es su precursor mas directo.

El interés que despertaron los cetocarotenoides ha suscitado estudios similares incluso con
carotenoides de sintesis, y otros naturales pero no tan frecuentes. Martin y colaboradores
publican en 1999 un estudio en esta linea de investigacion, que incluye a pigmentos como
rodoxanteno, isonorastaxanteno, actinioeritrol, isonorastaceno, que contienen distintas
combinaciones de grupos hidroxilo y grupos ceto en distintas posiciones del ciclo, incluyendo
distintos tipos de anillo (tipo B o tipo €). Resulta interesante como la presencia de mas de un
grupo ceto en el anillo (isonorastaceno con dos en las posiciones C2 y C3 de cada anillo)

aumenta en un 30% la capacidad antioxidante respecto a astaxanteno.

Rodoxanteno, pigmento con los dos anillos tipo £ tampoco posee hidrogenos en posiciones
alilicas al doble enlace (C3 y C3') al estar ocupadas por un grupo ceto respectivamente, con lo
que tampoco son posibles mecanismos de abstraccion, tan s6lo mecanismos de adicion a la
cadena carbonada. La efectividad antioxidante de este pigmento es ligeramente inferior a
astaxanteno. Martin y colaboradores concluyen que la falta de continuidad de dobles enlaces

entre la cadena carbonada central y el anillo no modifica la capacidad antioxidante del pigmento.
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III. PIGMENTOS CAROTENOIDES EN EL FRUTO DEL PIMIENTO ROJO.

El pimiento (Capsicum anmuum L.) es una planta que pertenece a la familia de las
solanaceas, al igual que el tomate, la patata, el tabaco y hasta un total de 80 especies distintas. El
fruto del pimiento es una baya redondeada o alargada segin variedad, en el que los pigmentos
carotenoides se concentran en el pericarpio. Durante la maduracion, proceso relacionado con la
degeneracion de cloroplastos y la aparicion de cromoplastos (Gross, 1991) tienen lugar dos
procesos metabolicos simultaneos, la sintesis de novo de pigmentos y la transformacion de los ya
formados en otros. Principalmente las xantofilas amarillas se transforman en xantofilas cetonicas,
capsanteno y capsorrubeno, pigmentos exclusivos del fruto del pimiento. Por tanto, el fruto
experimenta un cambio drﬁético en su coloracion desde el verde, pasando por tonos anaranjados,

hasta el rojo intenso (Curl, 1962, 1964).

Los frutos del pimiento ya maduro, contienen una mezcla compleja de pigmentos
carotenoides, descrita en diversas publicaciones (Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1994a;
1994c): El pigmento mayoritario es capsanteno, presente tanto en configuracion todo-frans como
en cis, y su epoxido 5,6, seguido de B-caroteno e isdmero 13-cis y del conjunto de xantofilas
amarillas B-criptoxanteno, zeaxanteno (e isomero 13-cis) y cucurbitaxanteno A. Violaxanteno y
capsorrubeno conforman el resto de la fraccion carotenoide. También, se ha descrito la presencia
de anteraxanteno, mutatoxanteno y B-criptocapseno pero en concentraciones muy bajas. La
composicion total carotenoide se divide en dos fracciones atendiendo al color de cada pigmento,
fraccion isocromica roja, compuesta por capsanteno (incluyendo isomeros y epoxido-5,6) y
capsorrubeno, y fraccion isocromica amarilla, formada por el resto de pigmentos (Minguez-

Mosquera y colaboradores, 1984).

La biosintesis de los pigmentos estd acompafiada por el proceso de esterificacion con
acidos grasos. Este proceso implica a las xantofilas que contienen grupos hidroxilo en su
estructura, formando un enlace éster con el acido graso. La presencia de uno o dos grupos
hidroxilo hace posible que el pigmento se esterifique con uno o dos acidos grasos que ademas
pueden ser idénticos o diferentes lo cual proporciona mayor complejidad al perfil carotenoide
puesto que es posible encontrar multiples isomeros de esterificacion. -caroteno queda excluido
del proceso de esterificacion por no poseer grupos hidroxilo. La esterificacion confiere al

pigmento mayor liposolubilidad por lo que son mas facilmente incorporados en las membranas

(Camara y Brangeon, 1981). Ademas segin varios autores (Daood y Biacs, 1986; Bi cs
<
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colaboradores, 1989; Gross, 1991; Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1994b) las formas
esterificadas son mas estables que las no esterificadas y de aquellas, las que estan esterificadas
con 4cidos grasos saturados lo son mas que las esterificadas con acidos grasos insaturados. En el
pimiento, las xantofilas rojas capsanteno y capsorrubeno estan esterificadas por 4cidos grasos
saturados principalmente 4cido laurico y acido miristico mientras que las xantofilas amarillas se

esterifican con acidos grasos insaturados, mayoritariamente 4cido linoleico.

Los frutos del pimiento son por tanto una excelente fuente de carotenoides tanto por su
diversidad como por la concentracion que en estos frutos alcanza la fraccion de pigmentos. Estos
motivos, convierten al pimiento en materia prima idénea para obtener concentrados de
pigmentos, utilizados en la industria alimentaria. Los concentrados que se pueden obtener a
partir de los frutos del pimiento son el pimenton y la oleorresina. Ambos productos son
valorados comercialmente en funcién de la capacidad colorante que posean por lo que es
importante tanto seleccionar variedades con alto contenido en pigmentos como evitar que
durante el proceso de obtencion tengan lugar reacciones degradativas que disminuyan la

composicion carotenoide (Costa, 1979; ASTA, 1986; Soriano y colaboradores, 1990).

1.- Fabricacion del pimenton.

Desde la introduccion desde América del fruto del pimiento la produccion del pimentén se
ha concentrado en dos zonas de Espafia, Caceres y Murcia. Las diferencias entre ambas zonas
van desde la variedad cultivada (variedad Bola en Murcia y variedad Agridulce en Caceres) hasta
la forma y tipo de procesado del fruto para la elaboracién del pimenton, resultando un producto

final claramente distinto en un caso y otro.

De las dos operaciones basicas de las que consta el proceso de fabricacion del pimenton es
la deshidratacion la que se realiza de forma diferente en una zona y otra. Asi en la region
murciana el secado de los frutos se realiza al Sol, bien por exposicion directa bien cubiertos por
plasticos en grandes superficies de cemento, completandose la desecacion en diez dias
aproximadamente. Posteriormente se fragmenta el fruto seco y se deja al Sol unos dos dias mas,

finalizando su secado.

En los ultimos afios se ha introducido el secado por corrientes de aire caliente, que acorta
el proceso a unas 6-8 horas. Debido al uso de temperaturas mas enérgicas, las condiciones son

controladas mas cuidadosamente para evitar pérdidas de pigmentacion carotenoide por procesos
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termodegradativos. Normalmente la temperatura de secado en este tipo de procesado no supera
los 350 K. Existen diversos disefios de secaderos utilizados en este proceso, como por ejemplo
secaderos de bandejas, de corriente de aire horizontal o vertical (Minguez-Mosquera y
colaboradores, 1993, 1994a, 1996).

En Caceres, y mas concretamente en la comarca de La Vera el proceso de secado se realiza
en casas, construidas con piedras y madera, de dos plantas, separadas por un entresuelo que
permite el flujo de calor. Los frutos se colocan en la planta superior, formando una capa de 50 a
80 cm. En la planta inferior se genera la fuente de calor, quemando lefia de encina o roble. El
proceso consume de ocho a diez dias de trabajo, durante los cuales el “paisano” voltea los frutos,
homogeneizando la masa de pimientos para conseguir un secado uniforme. El humo generado en
la combustion de la lefia, impregna a los frutos de un aroma inconfundible por lo que el
pimentdn procedente de frutos secados por este procedimiento es muy apreciado por los
consumidores. Las temperaturas medias de este procesado se sitiian en torno a 315 K, por lo que

el secado tradicional de La Vera es un proceso energéticamente suave.

Diversos estudios realizados por Minguez-Mosquera y colaboradores (1994b) y Minguez-
Mosquera y Hornero-Méndez (1994c) han puesto de manifiesto que estas caracteristicas
(deshidratacion lenta a temperaturas moderadas) permiten que el fruto muestre actividad
metaboélica, simulando un proceso de sobremaduracion, generandose procesos biosintéticos que

en algunos casos, aumentan el contenido carotenoide inicial.

La mayor o menor expresion de estos procesos biosintéticos depende fundamentalmente
de las condiciones de secado a las que se ven sometidos, de la humedad inicial de los frutos y del
alcance de los procesos catabolicos que se producen durante el secado. De la conjugacion de
estos factores puede resultar que la concentracion carotenoide de los frutos aumente, se

mantenga o disminuya.

El proceso de deshidratacién constituye un cumulo de procesos, de naturaleza multiple,
tanto positiva como negativa de cuya realizacién surge un producto seco cuya composicion

carotenoide es resultante de dichos procesos.

La producciéon de pimiento deshidratado, desde 1950 hasta 1994, alcanzé sus cotas
maximas en los afios 1985 y 1986 con 29.800 y 30.900 toneladas con un valor comercial de mas

de 5.000 millones de pesetas. A partir de 1990 la superficie dedicada al cultivo desciende pero la
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produccion no lo hace proporcionalmente debido a las mejoras agronomicas introducidas, con
11.600 toneladas y un volumen econémico de 3614 millones de pesetas como valores medios

desde 1990 hasta 1994 (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 1994).

Tras el proceso de secado, el fruto deshidratado se muele, molturando conjuntamente al
pericarpio seco con las semillas hasta conseguir un tamafio de particula inferior a 0,5 mm. A
pesar de que algunos productores siguen utilizando molinos de piedra, en esta etapa del
procesado para pimenton se han introducido de forma general todas las mejoras tecnologicas,
puesto que la cascara es sometida a un nuevo calentamiento por friccion que puede de nuevo
propiciar pérdidas de pigmentos. Segin indican Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1994c),
las pérdidas tienen una especial incidencia sobre la fraccion isocromica de pigmentos amarillos,
mientras que la fraccion compuesta por pigmentos rojos experimenta pérdidas inferiores.
También se observa una mayor presencia de isdmeros. Por estos motivos en algunas industrias

pimentoneras, se realiza la molturacion bajo refrigeracion, disipando el calor generado.

La inclusion en esta etapa de las semillas del fruto, a pesar de diluir la capacidad colorante
del fruto deshidratado, confiere al producto final un aspecto lustroso y brillante mas atractivo
para el consumidor. En la etapa de molienda, los productores consiguen homogeneizar su
produccion, puesto que cada lote de fruto seco puede tener una capacidad colorante muy distinta
de otros, hecho que se corrige diluyendo adecuadamente unas partidas con otras (Minguez-

Mosquera y colaboradores, 1996).

2.- Factores que modifican la estabilidad de pigmentos carotenoides en el pimenton.

Los estudios de estabilidad del color en el pimentén se han centrado principalmente en
estudiar los factores responsables de la degradacion de pigmentos carotenoides. Entre dichos
factores estudiados, que provocan pérdidas de concentracion carotenoide, estan oxigeno, luz y

temperatura.

- Oxidacion por oxigeno molecular.

La oxidaciéon de capsanteno, al ser el pigmento mayoritario del piment6én y responsable
principal de la coloracion roja de esta especia es objeto de estudio en el trabajo de Philip y
Francis (1971). Segtn la citada publicacion, se provoco la oxidacion de capsanteno mediante
corrientes de oxigeno a 313 K, identificando los productos de la reaccion. Se observa como

principal producto la formacién de capsantona y 3-ceto-criptocapsona lo que indica que la
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oxidacion de capsanteno implica la conversion de los grupos hidroxilo en grupos ceto como
primer estadio de la reaccion. También se identifican apocarotenoides como B-citraurin y 3-ceto-
B-apo-8’-carotenal. Los productos finales de la oxidacion son compuestos procedentes de la
fragmentacion de los anteriormente descritos. La formacion de estos compuestos implica pérdida
progresiva de color, principalmente por aquellas reacciones que rompen la cadena carbonada y

consecuentemente el sistema de dobles enlaces conjugados.

- Oxidacion luminica.

La luz es otro factor que provoca pérdida de color en el pimentén. Mar y Francis (1969)
observan una perdida de color del 96% en pimentones expuestos a la luz. Las propiedades de
absorcion luminica de los pigmentos carotenoides, tan importantes y necesarias para la
fotosintesis oxigénica, convierten a la luz en un factor degradativo, y mas ain cuando las
estructuras celulares en las que los pigmentos carotenoides desarrollan su funciéon han sido
destruidas, siendo la exposicion a la luz mas directa y perjudicial. Cada pigmento, en funcion de
sus caracteristicas estructurales muestra una velocidad de degradacion distinta. En 1995,
Minguez-Mosquera y Jarén-Galan publican un estudio de decoloracién de B-caroteno y
capsanteno (en su forma libre y diesterificada). La experiencia se realiza en distintos disolventes
y exponiendo la disolucion de pigmento a la luz. P-caroteno muestra una velocidad de
degradacion superior a capsanteno en todas las condiciones de reaccion experimentadas mientras
que la esterificacion de capsanteno genera una mayor estabilidad del pigmento, en los medios de
reaccion apolares, mientras que en los medios de reaccion de polaridad intermedia la estabilidad
de ambas formas de capsanteno (libre y diesterificada) es muy similar. El medio de reaccién y no

solo la estructura, también condiciona la estabilidad.

Una de las reacciones provocadas por la luz, la isomerizacion, es de especial trascendencia,
no solo por la pérdida de intensidad de color sino por el valor nutricional del piment6n y otros
alimentos que contienen carotenoides con actividad de provitamina A, puesto que la formacion
de isémeros cis disminuye su valor provitaminico hasta en un 50% (Zechmeister, 1944). Los
estudios de fotoisomerizacion, se han centrando por ello en B-caroteno. Sin embargo en el
pimiento y piment6n es posible encontrar los isomeros cis de capsanteno y zeaxanteno. En
cualquier caso la isomerizacion constituye el paso previo a la formacion de productos de

degradacion con la consecuente pérdida de la capacidad colorante.
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Sin embargo por las razones anteriormente citadas es B-caroteno el pigmento en el que se
han centrado los estudios de fotoisomerizacion. Pesek y Warthesen realizan en 1990 un estudio
de la fotoisomerizacion de frans-f-caroteno a 301 K. Los dos isdmeros que se forman durante la
exposicion luminica son 9-y 13-cis-B-caroteno, estando la reacciéon de fotoisomerizacion en
competencia con la fotodegradacion, que implica pérdida tanto de PB-caroteno como de los

isomeros que se van formando.

De los dos isomeros, preferentemente se favorece la formacion de 9-cis, lo que esta en
consonancia con lo indicado por Zechmeister en 1944, que establece una menor energia de
activacion para la isomerizacion trans-cis en los dobles enlaces cercanos a la posicion central de
la molécula pero el isdmero formado muestra una menor estabilidad. A medida que la
isomerizacion tiene lugar en posiciones mas alejadas de los carbonos 15 y 15° el isomero que se
obtiene es mas estable. En una solucién de #rans-B-caroteno sometida a la misma temperatura,
pero en oscuridad, el isomero que se forma preferentemente es 13-cis (aproximadamente a una
velocidad tres veces superior a la de formacion de 9-cis-B-caroteno). En este caso aunque los
isomeros formados son los mismos, la velocidad de degradacién de los isomeros que se forman

es menor debido a la falta de luz.
- Oxidacion térmica.

Segiin indican Lease y Lease (1956) en la estabilidad de la capacidad colorante del
piment6én, la temperatura de almacenamiento es un factor importante. Los pimentones
almacenados a temperaturas iguales o inferiores a 298 K muestran una pérdida de la capacidad
colorante muy inferior a aquellos pimentones conservados a temperaturas mas altas. Las
muestras sometidas a temperaturas inferiores a 298 K, pierden su capacidad colorante
rapidamente si se aumenta su temperatura de almacenamiento, lo que pone de manifiesto que
incluso a bajas temperaturas se producen cambios, aunque no afecten de forma inmediata al
color del pimentdn. Segin los autores, una conservacion a alta temperatura, tras un
almacenamiento refrigerado “estimula el pasado del pimiento desde su procesado hasta su

comercializacion”.

Quizas en esta idea se inspiraron los trabajos publicados por Malchev y colaboradores en
1982 y 1989. En ambas publicaciones, se estudid el efecto que la temperatura de secado tiene

sobre los cambios en la composicion total carotenoide durante el almacenamiento del pimenton.
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Tras desecar frutos de pimiento a distintas temperaturas, se molturaron hasta obtener los
correspondientes pimentones, que fueron conservados a la misma temperatura. La velocidad de
pérdida de color de los pimentones es proporcional a la temperatura de secado de los frutos.
Concluyen, por tanto, en que la estabilidad de los pigmentos carotenoides es dependiente de las

condiciones de temperatura que fueron empleadas para deshidratar el producto.

- Adicion de antioxidantes para aumentar la estabilidad de pigmentos carotenoides en el

pimenton.

En todos los casos expuestos, la pérdida de concentracion carotenoide tiene lugar por
reacciones de oxidacion. Si el objetivo es conservar el color en el producto, habria que evitar
dichas reacciones. De forma natural en el pimiento existen otros antioxidantes como el acido
ascorbico, de naturaleza hidrofilica y tocoferol, soluble en sistemas oleosos (Fuente y
colaboradores, 1977; Daood y colaboradores, 1996). La concentracion de dichos antioxidantes es
distinta segin la variedad de pimiento considerada, aunque otros muchos factores pueden

modificar dicha concentracion.

En el caso de 4cido ascorbico, ademas hay que considerar que su posible efectividad queda
mermada por la escasa presencia de agua en el pimenton. Tan solo resta la accion antioxidante de
tocoferol, que se encuentra en un medio mas adecuado a su naturaleza lipofilica. Biacs y
colaboradores (1992), realizan un estudio sobre la evolucion de ambos antioxidantes en distintas
variedades de pimiento, observando que aquelloé pimentones de mayor contenido en tocoferol la
pérdida de color es méas lenta. Este es el motivo por el que ademas de considerar el contenido
carotenoide de una variedad, se tiene en cuenta la presencia de antioxidantes naturales,

especialmente tocoferol, en el fruto.

En el mismo. estudio, ademas, se considera la posibilidad de adicionar acido ascorbico y
tocoferol a los pimentones para reducir la oxidacion degradativa del color. Para ello se pulverizo
acido ascorbico en soluciéon acuosa y tocoferol en hexano, sobre los pimentones, y se
conservaron a temperatura ambiente y en refrigeracion a 278 K. En el caso de los pimentones
con 4cido ascorbico la pérdida en pigmentos fue de un 5% para los pimentones almacenados en
frio y de un 15% para los conservados a temperatura ambiente. Los controles perdieron un 15%

y un 27% en cada caso.
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No fue tan efectiva la conservacion de lo§ pimentones con tocoferol adicionado, que
presentaron pérdidas similares a las de los controles. La concentracion de antioxidantes
disminuye rapidamente en las primeras etapas de la experiencia. La pérdida se sittia en el 80% de
su concentracion inicial a los 30 dias de la conservacion, siendo una muestra de su efectividad

frente a la oxidacion y consecuentemente de su rapido descenso.

El resultado de ambas adiciones se considera insatisfactorio al conjuntar la pérdida en
antioxidantes y la de pigmentos carotenoides, ya que acido ascorbico y tocoferol solo exhiben su
potencial en la primera etapa de la experiencia, sin mejorar sustancialmente la estabilidad de la
capacidad colorante, ademas de las dificultades en redisolver al primero y distribuir
uniformemente al segundo. Osuna-Garcia y colaboradores realizaron en 1997 un estudio similar,
adicionando determinadas cantidades de antioxidantes naturales (tocoferol y acido ascorbico) y

sintéticos (etoxiquin y Pristene), con resultados similares al trabajo de Biacs.

‘ Finalmente, 1a semilla adicionada durante la molienda de la cascara seca, aumenta €l
contenido en tocoferol de la composicion final del pimenton. La mejora de la estabilidad del
color atribuida a la adicion de semilla, por aumentar el contenido en antioxidantes, se contrapone
con otros estudios en los que la adicion hizo disminuir la concentracion carotenoide en
pimentones almacenados (Biacs y colaboradores, 1989). Este hecho se fundamenta, segin los
autores, en la naturaleza poliinsaturada de la fraccion lipidica que compone la semilla, que
origina y propicia degradacion en la fraccion carotenoide. Por otro lado Okos y colaboradores,
publican en 1990 un estudio de estabilidad de pimentones con distinta proporcion de semilla,
observando una mejor conservacién de la fraccion carotenoide en aquellos pimentones con
mayor cantidad de semilla. No queda claro qué efecto, positivo o negativo, tiene la adicion de

semilla en la estabilidad de la composicion carotenoide.

3.- Oleorresina de pimenton.

La oleorresina de pimenton es un concentrado de pigmentos, que se obtiene mediante la
extraccion con disolvente organico y posterior eliminacion del mismo, disuelto en una matriz
oleosa de composicion similar a la del pimiento. El producto es un liquido aceitoso mas o menos
viscoso de color rojo oscuro, de olor y picor variables. Existen tres tipos de oleorresina en
funcion de su uso final, clasificadas por la Essential Oil Association (1975). Oleorresina de
pimentén usada como colorante alimentario en carnes procesadas, productos lacteos, sopas,

salsas, y aperitivos. Oleorresina de pimiento rojo, como fuente tanto de color como de sabor
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picante, también para carnes procesadas, salsas, sopas, dispersa en algunas bebidas y en
aperitivos. Finalmente la oleorresina de capsicum, generalmente la de sabor mas picante por su
alto contenido en capsaicinoides, usada para algunas preparaciones farmacéuticas y en

emplastos.

Aunque los nombres y especificaciones de picor y color han sido adoptadas y seguidas por
fabricantes y consumidores, éstos solicitan de forma particular los niveles de color y picor
requeridos y el fabricante les proporciona la oleorresina adecuada, modificando sus cualidades

previamente si es necesario.

Del total de la produ;:cién de oleorresina entre un 60-70% se dedica al sector industrial,
comercializada en bidones de 90 a 180 kg, mientras que un 25-30% se dedica a la venta directa
en pequeiios lotes de 2,5 a 10 kg. Los Estados Unidos importaron en 1998, 178.000 kg de
oleorresina de piment6n de los cuales 72.807 kg fueron exportados desde Espafia, aunque su
principal proveedor es la India con 96.527 kg exportados. El volumen econoémico del mercado
de oleorresinas de piment6én en Estados Unidos supuso 4 millones y medio de dolares. Estos
datos fueron proporcionados por la American Spice Trade Association, que controla las
especificaciones de calidad del producto (ASTA, 1986) y que ademas dirige las importaciones y

exportaciones de especias y otros productos relacionados en los Estados Unidos.

- Fabricacion de la oleorresina de pimenton.

La obtencion de oleorresina de pimentén (Figura 15), es un proceso discontinuo, que se
puede resumir en tres etapas basicas: preparacidn de la materia prima (etapa similar a la
obtencién industrial del pimenton), extraccion y eliminacion del disolvente (Govindarajan,
1983).

Preparacion de la materia prima.

Tras la seleccion de los frutos, basada principalmente en su riqueza de color, se deshidratan
bajo condiciones fijadas. Posteriormente, se eliminan las semillas y pedtnculos, para moler solo
la cascara seca en dos etapas, primero en un molino de martillos trabajando entre 800-1000
r.p.m. hasta obtener un tamafio de particula de 300 a 400 um. Los residuos se muelen en una

segunda etapa a velocidades superiores (2500 r.p.m.).
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Figura 15.- Operaciones basicas del proceso de obtencion de oleorresina de pimenton. Puntos de recirculacion en T: tamafio de
particula inferior a 400 um y C: porcentaje de color extraido que se fija en un 96%.
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El polvo obtenido se aglomera mediante rodillos para obtener laminas de 0,15 a 0,25 mm
de espesor, para conseguir que el disolvente de extraccion moje a una velocidad uniforme toda la

materia a procesar, mejorando el proceso de extraccion.

Extraccion.

La eleccion del disolvente de extraccion se basa en la capacidad de éste para extraer los
pigmentos, y en su caso los capsaicinoides. Eter, hexano, acetona y cloruro de metileno son
usados por sus buenas caracteristicas de extraccion. Sin embargo también hay que considerar la
facilidad para eliminar el disolvente del extracto (junto con su recuperacion). Acetona deja
residuos de dificil eliminacién, mientras que para éter, ademas de su extrema inflamabilidad, su
recuperacion implica mayores costes. Cloruro de metileno y hexano son los mas frecuentemente

utilizados.

Cofield (1951) describe un extractor continuo similar al usado en la elaboracién de
oleorresina de pimentdn, con una capacidad de 25 toneladas/dia y disefiado para el manejo de
disolventes altamente inflamables. Sin embargo, puesto que la velocidad y limite de extraccion
son criterios importantes que marcan la economia del proceso, se prefiere el uso de procesos en
lotes en los que la materia prima se somete a extracciones sucesivas cuyo numero depende de la
cantidad de color remanente en el residuo. Generalmente se realizan tres extracciones. En la
| primera la extraccién del color es rapida, (25% del color se extrae en unos 15 minutos), mientras
que la segunda, de 40 minutos reduce el color hasta un 15%. En la tercera extraccion, la mas
larga (hasta 250 minutos) se agota el color hasta un 4%. Se ha extraido un 96% del color en un

periodo de 5 horas. El proceso de extraccion continuo alcanza el mismo limite pero en 4 horas.

Eliminacion del disolvente.

Previo a la eliminacion del disolvente se procede a la filtracion para la eliminacion de
residuos solidos. La concentracion tiene lugar en evaporadores verticales a una presion de 140
torr. Tras este proceso se obtiene una oleorresina cruda, todavia con un 1 a un 4% de disolvente.
Posteriormente la oleorresina se clarifica para eliminar los mucilagos, ceras, proteinas, azlcares,
que podrian precipitar durante el almacenamiento del producto. Para ello la oleorresina cruda se
trata con disoluciéon acuosa de acido acético al 17% (en relacion volumétrica 1:3) y posterior
centrifugacion para separar el sedimento formado, neutralizando con agua y centrifugando de

nuevo.
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Los. residuos de disolvente se eliminan después de esta operacion de clarificacion, en
evaporadores que trabajan a presiones de 0,01-0,001 torr. Esta etapa es fundamental para cumplir
la reglamentacion en cuanto al uso de disolventes y residuos maximos permitidos en los
productos alimenticios o en los ingredientes extraidos. En Espafia la normativa vigente se
corresponde con el Real Decreto 472/1990 (BOE, 1990) y el Real Decreto 226/1994 (BOE,
1994). Se permite un méaximo de 1 mg/kg de hexano y 0,02 mg/kg de diclorometano.

Procesos de extraccion alternativos.

La tendencia de las normativas en cuanto al empleo de disolventes de extraccion ha sido la
reduccion del limite de residuos de disolvente permitido lo que indica que en el futuro se
prohibira el uso de disolventes organicos de extraccion tales como el hexano y el diclorometano,
imponiendo un cambio en el proceso de produccion de oleorresinas de pimenton y otros

productos.

Al margen de la normativa, se justificard el uso de otros procesos por el coste del
procedimiento actual y las modificaciones que sufre el producto durante el prolongado
tratamiento necesario para la eliminacion de los residuos de disolvente hasta llegar al limite -
maximo permitido. Sobre todo, las condiciones de temperatura y el tiempo de tratamiento
provocan pérdidas en la composicion carotenoide y reacciones de isomerizacion que hacen
disminuir el valor comercial del producto, al margen de que esas condiciones originen reacciones
degradativas en el medio oleoso que, posteriormente, provoquen una merma en la fraccion de

pigmentos durante el almacenamiento (Govindarajan, 1983).

En 1975, Meerov y colaboradores describen un proceso de obtencidn de oleorresina de
pimentén empleando dioxido de carbono liquido. Este proceso tiene la ventaja de poder
realizarse en continuo y el dioxido de carbono carece de toxicidad, no deja residuos tras su
eliminacion y econémicamente es muy ventajoso. Sin embargo plantea dos dificultades, la
escasa solubilidad del soluto y la restriccion del proceso a las condiciones de presion y

temperatura en las que el gas esta licuado.

Para salvar estos inconvenientes se planted el uso de dioxido de carbono altamente
comprimido (fluido supercritico). De esta forma se aumenta la solubilidad y ademas es posible
trabajar en un cierto rango de presién y temperatura. Como consecuencia de este margen en las

condiciones de trabajo, es posible seleccionar la fraccion de componentes extraidos ajustando la
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presion y.temperatura de trabajo. En el estudio de las condiciones de trabajo se centran las
investigaciones para desarrollar esta técnica de extraccidn, investigaciones que han dado lugar a

diversas patentes y publicaciones (Mohri y colaboradores, 1993, Skerget y colaboradores, 1998).

- Estabilidad de pigmentos carotenoides en oleorresinas de pimenton.

En un producto cuyo valor comercial depende de la capacidad colorante y ésta del
contenido carotenoide es importante aplicar unas condiciones de procesado que no alteren la
composicion en pigmentos ni promuevan reacciones degradativas, que garanticen dicha
composicion durante el periodo de almacenamiento del producto. La oleorresina de pimenton,
como producto, no se utiliza inmediatamente después de su obtencién sino que se almacena,
utilizando la cantidad requerida para el proceso industrial. En los procesos industriales que
necesitan un aporte de color o corregirlo, en alguna de sus etapas y que emplean oleorresinas de
pimenton se debe tener en cuenta las condiciones de tratamiento a las que se somete el producto

puesto que la pigmentacion afiadida se afectara por dichas condiciones.

En el trabajo publicado por Jarén-Galan y colaboradores, 1999, se proporciona una
ecuacion de prediccion de la estabilidad de la capacidad colorante de oleorresinas. Para llegar a
esa ecuacion, se realizd un estudio cinético y termodindmico de la degradacion térmica de
oleorresinas determinando la pérdida en pigmentos, realizando un seguimiento de la reaccion de
degradacion por medida espectrofotométrica de la capacidad colorante total. El estudio
termodinamico habilité la consecuciéon de una ecuacion basada en los parametros entalpia y
entropia de activacion. Con esta ecuacion se puede predecir la capacidad colorante de una
oleorresina a un tiempo de almacenamiento dado. El uso de los parametros termodinamicos
entalpia y entropia de activacion evita el uso de la temperatura en la ecuacion de prediccion, pero
hace necesario determinar previamente los mencionados parametros. En este estudio se propone

un método para calcularlos y ademas se comprueba la validez de las ecuaciones propuestas.
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I. MATERIA PRIMA.

Las muestras de pimiento fresco, deshidratado y semillas empleadas para el estudio, son de
la variedad Jaranda, que se emplea como cultivar en la comarca de La Vera (Caceres) desde
1992 (Rodriguez y colaboradores, 1993). El fruto fresco es, morfologicamente, similar a la
variedad Agridulce, de 15 cm de largo, de forma triangular estrecha y seccion circular con apice
agudo. El espesor del pericarpio es muy pequefio y destaca por su alta concentracion carotenoide
(hasta 8 gramos de pigmentos totales por kilogramo de fruto deshidratado) y nula presencia de
capsaicinoides (Minguez-Mosquera y colaboradores, 1999). Los frutos se desecan segin el
método tradicional extendido en la comarca, secado lento empleando como fuente de calor la

combustion de lefia de encina o roble.

Las muestras de oleorresina de piment6n, fueron suministradas por las empresas Extractos
Vegetales S. A. (La Linea de la Concepcion, Cadiz) y Extract-oil S. A. (Cartagena, Murcia). Las
seis oleorresinas empleadas tienen el mismo perfil carotenoide pero se distinguen por su
capacidad colorante debido a diferencias en la materia prima y a distintas condiciones de

extraccion empleadas para su elaboracion.

Las semillas de girasol (Helianthus annuus L.) con alto contenido en 4cido oleico proceden
de la finca Cortillo (Ecija, Sevilla) cv. Sambro. Esta, al igual que el resto de variedades de girasol
alto oleico fue obtenida por mutagénesis quimica (Soldatov, 1976) y posteriormente mejoradas
por varios grupos de investigacion entre los que destaca el de Mancha y colaboradores
(Harwood, 1996).

La descripcion del aceite de los frutos de pimiento y semillas de la variedad Jaranda,
(composicion en acidos grasos y a-tocoferol) se realizé en un trabajo previo (Pérez-Galvez y
colaboradores, 1999). Los resultados se exponen en la Tabla 1. Con la misma metodologia
descrita en dicho trabajo se determina la composicion del aceite en las semillas de girasol
utilizadas (Tabla 1). Los sustratos difieren en la riqueza grasa, mostrando las semillas de girasol
la mas alta (50%) seguida de las semillas de pimiento (18%) y finalmente el fruto deshidratado

con un 3%.
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Tabla 1.- Composicion media en 4cidos grasos y niveles de a-tocoferol del aceite de frutos de
pimiento deshidratado, sus semillas (Capsicum annuum L.) ¢v. Jaranda y semillas de girasol
alto oleico (Helianthus annuus 1.) cv. Sambro.

Fruto deshidratado ~ Semilla de pimiento Semilla de girasol
acido graso -mg/g % mg/g %o mg/g %
laurico (12:0) 0,8 3,0 .2 0,0 - 0,0
dodecenoico (12:1) 0,2 1,0 - 0,0 - 0,0
miristico (14:0) 23 9,1 L1 0,1 0,3 0,1
palmitico (16:0) 5,0 20,1 96,1 10,9 29,1 42
palmitoleico (16:1) 0,3 1,1 2,0 0,2 1,1 0,2
estearico (18:0) 1,1 42 25,7 2,9 - 0,0
oleico (18:1) 3,2 12,8 70,7 8,0 607,7 86,5
linoleico (18:2) 5,9 23,6 685,2 77,4 62,7 8,9
linolénico (18:3) 6,1 244 28 0,3 0,3 0,1
araquidico (20:0) 0,2 0,8 2,1 0,2 1,5 0,2
a-tocoferol (mg/kg) 356,1 755,2 264,7

. no detectado.
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1. METODOS.

1.- Andlisis de la composicion en pigmentos carotenoides.

- Extraccion.

El analisis de la composicion carotenoide en las mezclas de fruto deshidratado y semillas
requiere una etapa de extraccion con disolvente organico. La cantidad de muestra a analizar se
modifica en funcion del avance de reaccion alcanzado, siendo de 1 gramo al principio de la
reaccion de oxidacién y de 2 gramos en las etapas finales de la misma. La muestra se
homogeneiza con 50 mL de acetona (para analisis) extrayendo la pigmentacion. El
homogeneizado se filtra a vacio recogiendo el filtrado en el kitasato y el residuo sélido en el
buchner, cuya pigmentacion se agota en sucesivas extracciones con 50 mL de acetona. El filtrado
que contiene la pigmentacién carotenoide se pasa a un embudo de decantacion y se afiaden 150
mL de éter etilico (para analisis) y 200 mL de disolucion de NaCl al 10% (p/v), transfiriendo la
pigmentacion de la fase acuosa a la organica. La fase acuosa se separa a otro embudo,
recuperando pigmentacion de la misma si la hubiera, repitiendo el proceso anterior. Todas las
fases organicas, con la pigmentacion, se retinen en un mismo embudo y se lavan varias veces con

200 mL de disolucion de Na,SO4 al 2% (p/v).

Esta etapa previa de extraccion no es necesaria en el analisis de la composicion
carotenoide en muestras de oleorresina que se disuelven directamente en 150 mL de éter etilico
(para analisis) para proceder a la desesterificacion. La mayor concentracion de pigmentos en las

oleorresinas permite reducir el tamafio de la muestra a 0,03 gramos.

- Desesterificacion.

Al extracto de pigmentos disuelto en éter etilico se adicionan 50 mL de disolucién de
hidroxido potésico en metanol (para analisis) al 10% (p/v), agitando suavemente cada 15
minutos hasta completar una hora de reaccion. Finalizado el proceso de desesterificacion, la fase
organica se lava con agua destilada, hasta neutralidad, y con la precaucion de recuperar la
pigmentacion que pueda pasar a la fase acuosa. Una vez conseguida la neutralizacion, la fase
organica se lava varias veces con 200 mL de disolucion de Na;SOs, al 2% (p/v) vy se filtra, a

través de un lecho de Na,;SO, solido, en un matraz de rotavapor. Se evapora el éter en un
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rotavapor . y el residuo se disuelve en 10 mL de acetona (para cromatografia liquida). Del

extracto final se toma 1 mL, que se conserva a 253 K y en ausencia de luz.

- Separacion y cuantificacion de pigmentos carotenoides mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC).

Para determinar la concentracidn carotenoide individual del extracto final obtenido se
emplea el método de patron interno. En este caso se utiliza B-apo-8’-carotenal, ausente del perfil
carotenoide del pimiento y que se adiciona antes de proceder a la desesterificacion de la muestra.
Se afiade una alicuota de la disolucion patron en éter de petroleo ligero 40-60 °C (para
cromatografia liquida) de concentracién 150-200 png/mL. La cantidad exacta a afiadir, depende
de la concentracion carotenoide de la muestra. A modo orientaﬁvo los niveles de absorbancia de

patron interno deben ser similares a los del pigmento mas cercano en elucién, B-criptoxanteno.

El sistema de HPLC est4 equipado con uﬁa columna de fase reversa C18, en la que se
realiza la separacién cromatografica. La columna tiene 250 mm de longitud y 4 mm de diametro
interno (d. 1) y esta rellena con Spherisorb ODS2 (5 pum de tamafio de particula). Una
precolumna (50 mm x 4 mm d. i) del mismo material se utiliza para proteger a la columna
principal. Se inyectan 20 pyL de muestra y como eluyentes se emplean acetona y agua
desionizada (para cromatografia liquida) a una velocidad de flujo de 1,5 mL/min. El programa de
gradiente empleado se muestra en la Tabla 2. La deteccion de los picos cromatograficos se
realiza a A=450 nm. En la Figura 16 se representa un cromatograma correspondiente a un
extracto desesterificado de pimentén, junto con la asignacioén de picos cromatograficos segtn el

trabajo publicado por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993.

2.- Obtencion de patrones.

- Preparacion del extracto.

Las disoluciones patron de zeaxanteno, capsanteno y capsorrubeno se obtienen a partir del
extracto desesterificado, obtenido mediante la extraccion y desesterificacion de 100 gramos de
pimiento fresco troceado, libres de pedinculos y semillas. En este caso se parte de mayor
cantidad de materia a extraer, para obtener una disolucion madre (extracto desesterificado)
concentrada en pigmentos, para las posteriores operaciones de separacion y purificacion

mediante cromatografia en capa fina (TLC).
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Tabla 2.- Programa de gradiente empleado en la separacion de
pigmentos carotenoides de un extracto saponificado de pimiento,
piment6n u oleorresina.

tiempo (min) %acetona % agua curva
10 (eq)® - 75 25

5 75 25

5 95 5 lineal
7 95 5

5 100 0 convexa
5 75 25 lineal
a

eq, etapa de acondicionamiento.
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Figura 16.- Cromatograma de un extracto saponificado de pimenton.
Asignacion de picos: (1) capsorrubeno; (2) violaxanteno; (3) capsanteno,
(3") capsanteno-5,6-epoxido; (4) cis-capsanteno; (5) mutatoxanteno; (6)
cucurbitaxanteno A; (7) zeaxanteno, (7°) cis-zeaxanteno;, (8) B-
criptoxanteno; (9) B-caroteno; (97) cis-B-caroteno; (PI) B-apo-8’-carotenal.
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Asimismo se obvia la adicion de patrén interno puesto que la cuantificacion de cada
disolucion patron se realiza por medida espectrofotométrica directa. Para obtener disoluciones
patrén de zeaxanteno, capsanteno y capsorrubeno diesterificados es necesario un extracto
completo de pigmentos, aplicando los mismos procedimientos anteriores pero omitiendo la etapa
de desesterificacion. Se obtiene por tanto otra disoluciéon madre (extracto completo) concentrada

en pigmentos esterificados.

De ambos extractos se puede obtener la disolucion patron de B-caroteno puesto que este

pigmento no puede presentar formas esterificadas.

- Cromatografia en capa fina (TLC).

La separacion carotenoide se realiza mediante TLC. Para ello, placas de vidrio (20 cm x 20
cm) se revisten de una capa de gel de silice 60 GF,s4 de 0,7 mm de espesor, dejandolas secar al
aire y activindolas durante una hora en estufa a 393 K antes de su empleo. De la disolucién
madre se toma una alicuota de 200 pL y se cromatografia utilizando como eluyente la mezcla
hexano - acetato de etilo - metanol - acetona (95:3:2:2) (para cromatografia liquida) si se trata del
extracto completo y éter de petroleo 65-95 °C - acetona - dietilamina (10:4:1) (para
cromatografia liquida) si se trata del extracto desesterificado. Completado el desarrollo en la
placa, se selecciona la banda de interés, se rasca y se disuelve en acetona (para analisis) filtrando
para eliminar la silice. Las caracteristicas del cromatograma de TLC partiendo tanto del extracto
completo como del extracto desesterificado, estan publicadas por Minguez-Mosquera y
colaboradores, 1984 y Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993. El orden en elucion de los
pigmentos seleccionados para el estudio, partiendo de ambos tipos de extracto es el mismo:
B-caroteno se encuentra al frente del cromatograma, posteriormente zeaxanteno (en forma
diesterificada o en forma libre), capsanteno (en forma diesterificada o en forma libre) y
capsorrubeno (en forma diesterificada o en forma libre). La operacion de cromatografiar, eluir,
rascar y filtrar se repite hasta obtener la cantidad de pigmento requerida. La disolucion de cada
pigmento se vuelve a cromatografiar en las mismas condiciones para comprobar su pureza. El
disolvente en el que finalmente se diluye cada pigmento es benceno (para cromatografia liquida).
De esta forma se obtienen disoluciones patrén de cada pigmento bien en su forma libre bien en

su forma esterificada, que son almacenadas a 253 K y en ausencia de luz.
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- Cuantificacion espectrofotométrica de la disolucion patrén de pigmento.

Cada disolucion de pigmento se cuantifica mediante la medida espectrofotométrica de su
absorbancia, registrandola a la longitud de onda maxima (Amax). Para una correcta correlacion de
la ley de Lambert-Beer, la medida debe situarse entre 0,2 v 0,8 unidades de absorbancia. A través
de la ecuacion que verifica la ley anterior (E-1), una vez medida la absorbancia (A) y, utilizando
el coeficiente de extincion adecuado () para cada pigmento (Davies, 1971), se obtiene la

concentracion de pigmento en la disolucion (c).

A4,
c(g/mL) = -3%1%%) E-1
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II. PLANTEAMIENTO DE LAS EXPERIENCIAS.

L.- Oxidacion de pigmentos carotenoides en forma libre o esterificada. Fvaluacion de su
capacidad antioxidante.

La reaccion de oxidacién de pigmentos carotenoides provocada por un iniciador de
radicales libres se analiza determinando la pérdida de color del pigmento en la region visible del
espectro. Los reactivos que sirven de fuente de radicales libres pueden ser no enzimaticos y
enzimaticos y se resumen en la Tabla 3. De todos ellos, los més frecuentemente utilizados son
los azo compuestos 2,2"-azobis-isobutironitrilo (AIBN) y 2,2 -azobis-(2,4’-dimetilvaleronitrilo)
(AMVN), cuya descomposicion térmica a 310 K genera radicales peroxilo. Se puede hacer
reaccionar directamente una mezcla de iniciador con pigmento, o bien adicionar disoluciones de

metil linoleato, metil oleato, fosfatidilcolina, provocando su peroxidacion con el iniciador.

En ambos casos se determina la capacidad antioxidante del pigmento, empleandose el
primer método (el de reaccion directa) para evaluar los parametros cinéticos y la influencia de las
caracteristicas estructurales del pigmento en su capacidad antioxidante, mientras que el segundo
método emula la oxidacion de pigmentos en sistemas biologicos y permite evaluar la inhibicidén

de la peroxidacion lipidica de los 4cidos grasos componentes de las membranas celulares.

En cualquier caso un factor adicional a controlar seria la presion parcial de oxigeno en el
sistema de reaccion, puesto que el efecto global, antioxidante o prooxidante que el pigmento
carotenoide ejerce en el medio, depende de dicho factor. Este factor adquiere especial
importancia si se pretende evaluar la inhibicion de la peroxidacion lipidica en sistemas
biologicos. En estos casos se escoge una presion parcial de oxigeno, que reproduzca la que
habitualmente hay en los tejidos y membranas celulares (15-150 torr). Sin embargo, cuando se
realiza un estudio de oxidacion de pigmentos carotenoides con radicales libres es acertado -

llevarlio a cabo en sistemas abiertos.

De esta forma, al realizar la reaccion en condiciones en las que se conjugan los dos efectos,
antioxidante y prooxidante, se ponen de manifiesto las posibilidades reales que, como
antioxidante, tiene cada pigmento. Aquel que ejerza una accion antioxidante efectiva incluso en

condiciones “adversas” tanto mas lo sera en aquellos sistemas de presion parcial de oxigeno baja.
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Tabla 3.- Iniciadores de radicales empleados para la decoloracion o formacion de productos
de oxidacion de pigmentos carotenoides.

Medida
Productos de
Iniciador de radicales ® Especies radicalarias  Decoloracion oxidacion
No enzimatico
AIBN R. peroxilos +
AMVN R. peroxilos +
NaOCl R. oxigeno +
t-BOOH -BOQO- +
TPPO oxigeno singulete +
CClL CCLO- +
Enzimatico
Lipoxidasa nd? +
Peroxidasa nd.
Lactoperoxidasa nd. +
Mieloperoxidasa nd. +

a

AIBN, 272’-azobis-isobutironitrilo, AMVN, 22"-azobis-(2,4 dimetilvaleronitrilo); t-
BOOH, hidropero6xido de tertbutilo;, TPPO, trifenilfosfito ozonida.
b n.d., no se ha demostrado que su accion implique la formacion de especies radicalarias.
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Los pigmentos, cuya capacidad antioxidante se evalla son zeaxanteno, capsanteno y
capsorrubeno en sus formas libres y esterificadas y -caroteno. La concentracion de la disolucion
de pigmento a emplear se sitia en torno a 30 mM. Como reactivo iniciador se emplea una
disolucién de AIBN en benceno (para cromatografia liquida) de concentracion 160 M. La
reaccion se verifica en un tubo de ensayo abierto de vidrio Pyrex, inmerso en un bafio
termostatado a 310 K tomando 3 mL de la disoluciéon madre de pigmento y adicionando 7 mL de
reactivo iniciador, precalentado durante 1 minuto. La cantidad de reactivo iniciador afiadido es

mas que suficiente para completar la oxidacion del pigmento.

Las cantidades anteriores se pueden modificar en funcion de la concentracion exacta de la
disolucion patroén de pigmento. En cualquier caso, la proporcion de ambos reactivos debe ser
siempre la misma para garantizar homogeneidad en las condiciones experimentales y obtener
una disolucion (mezcla de ambos reactivos) cuya absorbancia esté en torno a 0,8 unidades. Una
vez realizada la mezcla, a cada intervalo de tiempo seleccionado se retira una alicuota del medio
de reaccién y se determina el valor de la absorbancia. Se utilizan intervalos de tiempo de 1
minuto, ademés de una toma inicial a los 0,5 minutos, hasta completar un periodo total de
reaccion no superior a 12 minutos. A cada punto en la escala de tiempo se determinan ocho datos
de absorbancia. Se realizan por tanto 104 medidas para cada pigmento evaluado, lo que implica

un total de 728 determinaciones.

Estas condiciones experimentales son las empleadas en diversos estudios de evaluacion de
la capacidad antioxidante de pigmentos carotenoides (Terao, 1989; Woodall y colaboradores,
1997; Martin y colaboradores, 1999).

Los datos de absorbancia se transforman con la ecuacion E-1 a datos de concentracion.
Posteriormente, empleando la concentracion inicial de pigmento en la mezcla reactante, se
determina el porcentaje de pigmento remanente (porcentaje de retencion) que es el formato de

datos empleado para los posteriores estudios cinéticos.
2.- Influencia del sustrato lipidico en la velocidad de oxidacion de pigmentos carotenoides.
Condiciones experimentales.

El concentrado de pigmentos con el que se trabaja es una mezcla de fruto de pimiento
deshidratado y semillas en .distintas proporciones. La naturaleza del sustrato lipidico

(poliinsaturada o monoinsaturada) aportado por las semillas es lo que se modifica. Para ello, los
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frutos deshidratados se trocean, separando pericarpio, pedinculo y semillas. Se pesan las
cantidades adecuadas de pericarpio de pimiento seco y sus semillas para obtener mezclas que
contengan un 20%, 40% y 60% de sustrato poliinsaturado en peso. De todas ellas la que
representa a un pimentén comercial es la mezcla del 40%, disponiendo por tanto de una mezcla
de contenido en semillas superior y otra inferior al normal. El fruto deshidratado y las semillas se
molturan en un molino de martillos obteniendo aproximadamente 100 gramos de cada mezcla

con un tamafio de particula inferior a 500 pum.

Las mezclas de fruto deshidratado y semillas de girasol (sustrato monoinsaturado) se
elaboran de igual forma, eliminando la céscara de las semillas para emplear s6lo el germen. Se
elabora una mezcla al 40%, para establecer diferencias o similitudes con aquella mezcla que
representa a un pimenton comercial y, ademas, una mezcla de contenido en semillas al 20%. Se

muelen las cantidades adecuadas para obtener 100 gramos de cada mezcla.

Ademas se moltura el pericarpio seco (100 gramos) para obtener un “pimenton” exento de
semillas que servira de referencia para determinar el efecto que produce la adicion de semillas de
uno y otro tipo en la estabilidad de pigmentos carotenoides. En la Tabla 4 se muestra la
composicion carotenoide individual de cada mezcla elaborada, tanto con semillas de pimiento

como con semillas de girasol, asi como la de referencia.

Para determinar la influencia del entorno lipidico en la velocidad de oxidacion de los
pigmentos carotenoides, se realiza un tratamiento térmico sobre las distintas mezclas. La
temperatura mas adecuada para el estudio de estabilidad se determin6é en funcién de tres

requisitos:

1. Al ser la composiciéon carotenoide del pimiento una mezcla compleja que
comprende hasta siete pigmentos diferentes (sin contar isdmeros y epoxido) la
evolucion degradativa no necesariamente es uniforme, mostrando cada uno de ellos
una estabilidad diferente. A la temperatura de ensayo se le exige que la distribucion
de datos sea lo mas homogénea posible.

2. Posibilidad de detectar otras reacciones al margen de la degradacion carotenoide,
que pudieran tener lugar, principalmente isomérizaciones y formacion de epoxidos.

3. Obtencion de datos de evolucién de concentracion carotenoide, en tiempos de

ensayos razonables.
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Tabla 4.- Composicion carotenoide de las mezclas de fruto deshidratado y semillas
elaboradas.

sustrato
sustrato poliinsaturado * monoinsaturado *
0% 20% 40% 60% 20% 40%

capsorrubeno 2504° 2029 1542 10638 215,7  180,8
violaxanteno 2808 2418 1695 1153 2305 1423
5,6-epoxido capsanteno 2125 2051 1040 2125 1513  110,0
capsanteno 14752 1161,9 893.,0 644.6 1173,5 873,0
cis-capsanteno 301,5 298,1 2171 1423 2759 2125
mutatoxanteno 13,5 - - - - -
cucurbitaxanteno A 300,6 1946 170,0 100,5 211,2 1695
zeaxanteno 315,0 237,8 181,1 132,0 259,6 179,1
cis-zeaxanteno 46,6 33,7 294 20,1 43,1 31,0
B-criptoxanteno 3294 2573  184,1 1383 2636 1928
-caroteno 291,5 236,38 163,0 114,8 2447 1740
cis-f3-caroteno 83,0 67,9 432 35,5 63,5 274
fraccion roja d 2239,6  1868,0 13683 1106,2 1816,4 1376,2
fraccion amarilla 16604  1269,9 9453 656,5 1316,2 916,6
total 3900,0 31379 23136 17627 3132,6 22928

? el sustrato poliinsaturado se corresponde con semillas de pimiento; el sustrato
monoinsaturado se corresponde con semillas de girasol alto oleico.

P valor medio, n=4.

¢ -, no detectado.

9 fraccion roja = capsorrubeno + 5,6-epoxido capsanteno + capsanteno + cis-capsanteno.
Fraccion amarilla = violaxanteno + cucurbitaxanteno A + mutatoxanteno + zeaxanteno +
cis-zeaxanteno + B-criptoxanteno + B-caroteno + cis-f-caroteno. Total = fraccion roja +
fraccion amarilla.
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Por  ensayos previos (Pérez-Galvez y Garrido-Fernandez, 1997), se determind que la
temperatura que mas se acoge a los requisitos previos es la de 343 K. Cada mezcla de fruto
deshidratado y sustrato lipidico (en las distintas proporciones consideradas) se dispone sobre una
placa Petri y se procede a su almacenamiento en estufa a la temperatura de 343 K, constante
durante todo el ensayo. Al principio de la experiencia se realiza el muestreo cada 24 horas,
pasando a intervalos superiores (48, 72 y 96 horas) en una etapa intermedia. Las dos ultimas
tomas se realizan a intervalos superiores (168 y 216 horas). De esta forma se consigue un
seguimiento de la reaccion de degradacion completando como minimo un avance del 80% de la

misma.

El numero total de datos temporales en la reaccion de oxidacion es de 14 y de cada uno se
realiza un muestreo por cuadruplicado, lo que implica un numero total de 56 andlisis en cada
mezcla ensayada. El peso de muestra también se modifica, puesto que la concentracién en
pigmentos decrece durante el transcurso de la reaccion. Inicialmente se pesa en torno a 1 gramo
de muestra y se aumenta progresivamente hasta pesar 2 gramos al final de la experiencia. La
muestra se introduce en un frasco topacio, adicionando 50 mL de acetona - agua (75:25, para

analisis), conservandose bajo refrigeracion (253 K) y en oscuridad hasta su posterior analisis.

3.- Influencia de la temperatura sobre la velocidad de oxidacion de pigmentos carotenoides.

Condiciones experimentales.

Las experiencias se realizan con seis oleorresinas de piment6n lo que supone el manejo de
un gran nimero de muestras, lo que unido al proceso de analisis, que incluye desesterificacion y
cuantificacion cromatografica del extracto, implica un tiempo de procesado amplio. Ello supone
realizar la experiencia de forma que se pueda almacenar el conjunto de muestras hasta su
analisis. Para ello 200 gramos de cada oleorresina se vierten sobre varios conos Eppendorf (1,5

mL de capacidad) y éstos se introducen en la estufa donde se someten a temperatura constante.

Una vez comenzada la experiencia, a los intervalos de tiempo seleccionados, se toma un
cono Eppendorf de cada oleorresina, que contiene cantidad de muestra suficiente para su analisis

y se almacenan a 253 K.

En la Tabla 5 se muestra la composicion carotenoide individual de las seis oleorresinas

empleadas.
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Tabla 5.- Composicion carotenoide individual y agrupada por fracciones isocromicas de las seis
oleorresinas empleadas para el estudio de oxidacion.

oleorresina
pigmento 1 2 3 4 5 6
capsorrubeno 24137% 23016 1559,7 33634 805,9 3436,1
violaxanteno 3326,2 26145 1139,1 4050,0 _b 39252
5,6-epoxido capsanteno 2081,8 21717 1373,9 3683.,6 - 3606,1
capsanteno 341380 161223 129474 311473 73376 201587
cis-capsanteno 16276,0 7877,8 64273 16253,3 3223,1 11055,2
mutatoxanteno 16888 715,3 625,1 1611,2 - 1717,1
cucurbitaxanteno A 71673 35540 28181 72845 - 55382
zeaxanteno 10690,4 4495,1 3103,1 7673,1 2003,0 6957,5
cis-zeaxanteno 3289,0 1270,7 978,1 23573 699,1 1206,7
[B-criptoxanteno 76372 4269,2 2311,5 5546,5 1580,5 4468,6
B-caroteno 75652 45295  2606,6  5233,6 15549 70540
cis-3-caroteno 2646,4 889,5 386,4 13820 4968 472.6
fraccion roja ¢ 549093  28473,3 223082 534476 11366,6  38256,0
~ fracciéon amarilla 44010,5 223377 13967,9 351382 6334,4 3133938
total 989198 50811,0 36276,1 88585,8 17700,9  69595,8

* valor medio en mg/kg, n=3.

b -, no detectado. ,

¢ fraccion roja = capsorrubeno + 5,6-epoxido capsanteno + capsanteno + cis-capsanteno.
Fraccién amarilla = violaxanteno + cucurbitaxanteno A + mutatoxanteno + zeaxanteno + cis-

zeaxanteno + P-criptoxanteno + B-caroteno + cis-B-caroteno. Total = fraccion roja + fraccidon
amarilla.
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La eleccion de las temperaturas a las que se lleva a cabo la oxidacion de las muestras, se

realiza en base a los siguientes requisitos:

1.

3.

En el rango de temperaturas se deben producir cambios en los valores de energia

de activacion lo suficientemente amplios para ser observados. Por ello se aconseja

un rango de temperaturas alto y superior a 353 K. El intervalo de temperatura en
cualquier caso serd de 10 unidades, para aumentar la probabilidad de observar
variaciones en el valor de la energia de activacién con la temperatura (Hill y
Grieger-Block, 1980).

A cada temperatura de ensayo se le exige que la distribucion de datos sea lo més
homogénea posible.

Posibilidad de detectar otras reacciones al margen de la degradacion carotenoide
que pudieran tener lugar, principalmente isomerizaciones y formacion de ep6xido.
Obtencion de datos de evolucion de concentracion carotenoide, en tiempos de

ensayos razonables.

En base a estas premisas y segun experiencias previas (Jarén-Galan y colaboradores,

1999), las temperaturas seleccionadas son 373 K, 383 K y 393 K. Cada muestra de oleorresina se

somete a estas tres temperaturas obteniendo datos de evolucion carotenoide con el tiempo. Los

intervalos seleccionados para la toma de muestras son de 24 horas al inicio de la experiencia, 48,

72 y 96 horas en la etapa intermedia y 168 horas al final. El seguimiento de la reaccion de

degradacion se realiza hasta completar como minimo un avance del 80% de la misma. A la

temperatura de 373 K el muestreo incluye 15 puntos temporales. A 383 K el numero de muestras

es de 13 mientras que es de 11 a la temperatura de 393 K. Cada muestreo se analiza por

triplicado. Esto implica un numero total (por cada oleorresina) de 45, 39 y 33 analisis a 373 K,

383 K y 393 K respectivamente. El peso de muestra se mantiene constante durante toda la

experiencia e igual a 0,03 gramos.

4.- Lista de aparatos utilizados.

- Balanza de precisién, Metler, modelo AE200.

- Bafio termostatado, Selecta, modelo Unitronic OR.
- Molino de martillos, TKA Lab, modelo Culatti.
- Microcentrifuga, MSE, modelo MicroCentaur.
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- Rotavapor, Biichi modelo RE111 y bafio de agua Biichi modelo 461.

- Homogeneizador, Janke & Kunkel IKA Lab, modelo Ultraturrax T-25.

- Estufa isoterma, Fisher, modelo Senior.

- Aparato para la elaboracion de placas de TLC Southern, modelo Unoplen.

- Espectrofotometro de diodos UV-Vis, Hewlett-Packard modelo 8452A

- Cromatografo Waters equipado con bomba cuaternaria modelo 600E, detector UV-Vis
modelo 996 y estacion de adquisicion y gestion de datos controlada por el programa
Millenium, versiéon 2.0.

- Congelador Liebherr modelo GS 3702.
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IV. ESTUDIO DE DATOS.

Los datos experimentales de concentracion de pigmentos se expresan en términos de
porcentaje de retencion, calculando en base a la concentracidn de la muestra inicial, el porcentaje
de pigmento remanente y que por tanto no ha experimentado la reaccion de degradacion o
cualquier otra que haya tenido lugar. De esta forma, la comparacion de los datos de evolucion en

el transcurso de la reaccion, se puede llevar a cabo directamente.

Esta expresion de los datos resulta muy til sobre todo en los estudios de oxidacion de
pigmentos carotenoides en distintos sustratos lipidicos, puesto que a cada tiempo de reaccion
seleccionado, se obtiene un perfil completo de la composicion en pigmentos de la muestra
analizada. En un mismo perfil, la concentracién de cada pigmento carotenoide puede ser muy
diferente del resto, por lo que expresando la concentracion como porcentaje de retencion se
puede comparar la evolucion de cada pigmento en cada perfil. Al manejar muestras de diferente
concentracion inicial en pigmentos, la expresion de datos en porcentaje de retencion permite

realizar comparaciones de evolucion también entre muestras.

Ademas de realizar el estudio de la evolucion individual y, a pesar de la complejidad del
perfil carotenoide, que incluye 7 pigmentos mas isémeros cis y epoxido 5,6 de capsanteno, se
puede abordar el estudio de los datos, agrupando cada pigmento individual en funcién de su
color en el espectro visible, rojo o amarillo. De esta forma se agrupan como fraccién de
pigmentos rojos a capsanteno (incluyendo sus isdmeros cis y al epoxido 5,6) y capsorrubeno y, al

resto de la composicion carotenoide como fraccion de pigmentos amarillos.

Esta division, ademas de una distincién en base al color, supone una diferenciacion
estructural importante, puesto que los carotenoides que componen la fraccion roja contienen
grupos ceto en uno o en los dos extremos de la cadena polienoica, mientras que ninguno de los
que conforman la fraccion amarilla tienen dicha peculiaridad estructural. La suma de ambas
fracciones representa al total de pigmentos (pigmentos totales). La determinacion de la influencia
de la temperatura en la velocidad de degradacion carotenoide se lleva a cabo agrupando los datos

de composicion individual en las fracciones de pigmentos anteriormente mencionadas.
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1.- Determinacion de la cinética de reaccion.

Desde el punto de vista de la capacidad colorante, el conjunto de reacciones de oxidacion
se convierten en una, en la que el reactante coloreado se transforma en un producto o productos
de degradacion, exentos de color o de menor capacidad colorante que el reactante inicial. Por
ello, aunque la experiencia de oxidacién de carotenoides implica varias reacciones de diferentes
mecanismos y originando distintos productos de degradacion, la reaccion a estudiar que se

plantea es la siguiente.

Carotenoide — Productos decolorados R-1

La reaccion R-1, que incluye reacciones de isomerizacion, oxidacion térmica y oxidacion
por radicales peroxilo, permite realizar un estudio cinético asequible para dar respuesta al
objetivo planteado. Los parametros cinéticos, orden de reaccion, n, y constante cinética, «, se
determinan segn el método integral. Este método utiliza un procedimiento de prueba y error, en

el que el orden de la reaccidn de la ecuacion de velocidad (E-2), se supone inicialmente.

——:KX[CP]" E-2

Supuesto el orden, se integra la ecuacion E-2 obteniendo una expresion lineal que
relaciona Cp (concentracion de pigmentos, expresada en términos de porcentaje de retencion)
con el tiempo 7. A continuacion se exponen las ecuaciones integradas para orden #=0, 7=1 y una

ecuacion genérica para ordenes iguales y superiores a 2.

Orden 0 %Rer =100 -k xt E-3

Orden 1 In(%Re?) = 4,605 —x xt E-4
1 1

Orden =2 - xt E-5

(n—1)x (Y%Res)" ! ) (n—1)x (100"}
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De la expresion que mejor represente a la evolucion de los datos experimentales con el
tiempo de reaccion, se verifica el orden (supuesto ab initio) obteniendo de la misma la constante

cinética x, (Fogler, 1992).

2.- Estudio termodindmico de la oxidacion de pigmentos carotenoides.

Para determinar la influencia de la temperatura en la velocidad de oxidacion de pigmentos
carotenoides, ademas del estudio cinético (realizado de igual forma que en el apartado 4), se
aborda un estudio termodinamico, al disponer de valores de la constante cinética x;, a diferentes
temperaturas (7). De dicho estudio se obtienen los parametros termodindmicos, energia de
activacion (Ey) y factor p}eexponencial (4) empleando la expresion de Arrhenius (E-6, R =

constante de los gases ideales).

_E4
k=Axe BT E-6

Tomando logaritmo en base e en la ecuacion E-6 se obtiene la expresion lineal que

relaciona xy I" (E-7).

Inlc:lnA—-E—A—xl E-7
R T

La representacion grafica de Ink frente al inverso de 7 debe ser una linea recta de cuya
pendiente se obtiene E4 y de la ordenada en el origen, se deduce el factor preexponencial 4.
3.- Andlisis estadistico de los resultados.

El programa de calculo utilizado es Statistica version 5.1 (Statsoft Inc.), que permite
realizar analisis estadistico de datos y analisis de regresion lineal, asi como las correspondientes

representaciones graficas.

- Modelos cinéticos.

En principio cualquier modelo de los presentados debe ser significativo, pues todos ellos
incluyen las variables porcentaje de retencidn y tiempo que son variables correlacionables. Se

escoge aquel modelo que mejor represente a los datos experimentales, lo que se deduce segun el
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valor del coeficiente de correlacion. Aquel modelo que presente un coeficiente de correlacion

mas alto es el elegido. La significacion empleada en todos los casos es p<0,05.

- Comparacion entre constantes cinéticas.

Una vez deducido el modelo, se realiza la comparacion entre los valores de las constantes
cinéticas para determinar si el factor, en tomo al cual se agrupan y cuya influencia se quiere
determinar, marca diferencias significativas, para lo cual se efectlian pruebas de t con una

significancia p<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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I RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS PIGMENTOS
CAROTENOIDES Y SU VELOCIDAD DE OXIDACION.

La propiedad nutricional mas importante de los pigmentos carotenoides es su actividad de
provitamina A que algunos de ellos, como B-caroteno y B-criptoxanteno, muestran (Simpson,
1983). Sin embargo todos los pigmentos carotenoides manifiestan, en mayor o menor grado, su
capacidad como antioxidantes, siendo ésta una de sus propiedades mas estudiadas, atendiendo
tanto a su mecanismo de accién como a los beneficiosos efectos que genera dicha capacidad,
entre ellos su relacién con la prevencion y disminucion de canceres y otras enfermedades
degenerativas en las que pueden estar implicados radicales libres (Ames, 1983). Las
caracteristicas estmcturale;, de los pigmentos carotenoides son las que posibilitan que €stos
muestren su capacidad antioxidante, principalmente la cadena carbonada polienoica que permite,
mediante mecanismos de adicidn, la incorporacion de radicales libres o especies reactivas,

frenando la cadena de propagacion que extiende dichos radicales (Liebler, 1993).

Este proceso de ruptura de la cadena de propagacion radicalaria implica la destruccion del
pigmento, puesto que la secuencia de dobles enlaces alternados se interrumpe al producirse la
adicion, disminuyendo paulatinamente su concentracion, con la consecuente pérdida de color. A
pesar de la complejidad que el estudio de todo proceso de accion radicalaria tiene, diferentes
autores coinciden en que tras el proceso de adicion del radical libre a la estructura del pigmento,
la mayor o menor estabilidad de la especie intermedia que se forma, condiciona la efectividad de
la accion antioxidante, puesto que se pueden generar de forma inmediata nuevas especies
radicalarias al medio, lo que provocaria un aumento de la velocidad con que la concentracion
carotenoide disminuye, poniéndose de manifiesto acciones prooxidantes que contrarrestan la
efectividad antioxidante. De hecho, varios estudios comparativos aportan algunos de los factores
condicionantes de la estabilidad de dicha especie intermedia, entre ellos la presencia de diversos
grupos funcionales asi como de nuevos sitios reactivos en la estructura del pigmento, localizados

en los anillos de la misma.

Los resultados obtenidos por Terao en 1989 y por Miki en 1991, ponen de manifiesto que
la presencia de grupos funcionales ceto en las posiciones C4 y C4', presentes en astaxanteno y
cantaxanteno, mejora la eficiencia de la capacidad antioxidante del pigmento bien porque dichos
grupos ceto contribuyan a estabilizar la especie radicalaria intermedia o bien por ocupar dichos

grupos funcionales posiciones que, mediante otros mecanismos de reaccion (abstraccion de
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hidrégeno) son reactivas, quedando de esta forma inhabilitadas. Esta Gltima hipGtesis fue
demostrada por Woodall y colaboradores en 1997. Las posiciones C4 y C4', alilicas al
cromoforo, son posiciones reactivas en las que la abstraccion de un hidrogeno estaria
energéticamente favorecida, siendo éste otro de los mecanismos implicados en las reacciones de
carotenoides con radicales libres, mecanismo que genera nuevas especies que contintlan la
cadena de propagacion. Por tanto, astaxanteno y cantaxanteno, al igual que otros pigmentos que
tengan dichas posiciones ocupadas por grupos funcionales, manifiestan una capacidad
antioxidante mayor que aquellos pigmentos con dichas posiciones desocupadas. Martin y
colaboradores en 1999, ratifican la idea de que la presencia de varios grupos ceto en el anillo
potencia ain mais la efectividad antioxidante, siendo ésta superior en pigmentos como
isonorastaceno y actinioeritrol, que poseen dos grupos ceto en cada anillo. Sin embargo, muchas
de las experiencias realizadas para estimar la actividad antioxidante de carotenoides no tienen en

cuenta que en muchos casos, éstos se encuentran en la Naturaleza esterificados por 4cidos grasos.

La presencia del acido graso segun qué tipo sea (saturado o insaturado) puede hacer que la
capacidad antioxidante del pigmento sea diferente a la esperada. En el fruto del pimiento las
xantofilas estan esterificadas y su capacidad antioxidante no ha sido contrastada en dicho estado
de esterificacion. Ademas, se da la particularidad de que las xantofilas rojas se esterifican con
acidos grasos saturados mientras que las amarillas lo estan por acidos grasos insaturados, lo que
segin varios autores (Philip y colaboradores, 1971; Camara y Monéger, 1978, Minguez-
Mosquera y Homero-Méndez, 1994b) establece diferencias en cuanto a su estabilidad. La
diferente esterificacién por acidos grasos saturados o insaturados puede o no, modificar la
capacidad antioxidante, en funcién de la naturaleza del acido graso, lo que ademas permitiria

concluir qué aporta la esterificacion a la estabilidad de los pigmentos.

1.- Oxidacion de pigmentos carotenoides en su forma libre. Evaluacion de su capacidad

antioxidante.

En el presente trabajo se han elegido cuatro pigmentos que mantienen la estructura
carbonada polienoica central y difieren en los grupos funcionales que presentan y el tipo de
anillo situado en los extremos de la cadena. B-caroteno presenta la estructura basica con anillos
tipo P y sin grupos funcionales oxigenados. Zeaxanteno presenta dos hidroxilos en los carbonos
C3 y C3' manteniendo los anillos tipo B. La estructura de capsanteno incorpora dos

modificaciones basicas a la de los pigmentos anteriores. Posee un anillo acilciclopentanona (tipo
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k) y otro tipo B, con dos grupos hidroxilo en los carbonos C3 y C3' de cada anillo y ademas
incluye un grupo ceto situado en el carbono C6 que pertenece a la cadena polienoica.
Capsorrubeno refleja estas ultimas caracteristicas de capsanteno en ambos extremos de la cadena
carbonada, es decir, presenta dos anillos tipo x con sendos grupos hidroxilo en los carbonos C3 y

C3'y dos grupos ceto en los carbonos C6 y C6".

Las experiencias de evaluacion de la capacidad antioxidante con capsanteno y
capsorrubeno son a priori las mas interesantes por las peculiares caracteristicas estructurales que
presentan. La inclusion de grupos ceto en ambas estructuras aumenta las expectativas de una
buena capacidad antioxidante. Los ensayos con B-caroteno y zeaxanteno se utilizan como

referencia.

Aunque el mecanismo de adicién no es el unico por el que la reaccion de oxidacion de
pigmentos carotenoides con radicales libres tiene lugar, si es el que con mayor cadencia se
produce por el amplio nimero de posiciones, en cada pigmento, a las que el radical se puede

adicionar. Por ello esta reaccion se expresa de la siguiente forma.

Car + Re — Car—Re R-2
La ecuacidn cinética de esta reaccion es la siguiente.

_ dCCar
dat

1] U
:KX[CCar] X[CRO] E-8
Las condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion, con una elevada concentracion de
iniciador de radicales libres, permiten suponer que ésta permanece constante por lo que la
ecuacion cinética que se maneja es:

o _ & x|[Cca I’ E-9

En las Tablas 6 y 7 se exponen los datos de evolucion del porcentaje de retencion de cada
pigmento durante la reaccidon de oxidacién. A partir de estos datos y aplicando el método
integral, a partir de la ecuacion E-9, se obtiene que el mejor ajuste a los datos es el modelo

cinético de primer orden, lo que indica una reaccién unimolecular acorde con R-2. Aunque es
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posible una segunda adicion de otro radical para formar un aducto bis-peroxilo, debido a las
condiciones de presion de oxigeno a las que se lleva a cabo la reaccion, esta segunda adicion
genera un nuevo radical segiin el mecanismo representado en la Figura 11 ruta B1, por lo que
aunque se produzcan dos adiciones, netamente cada molécula de pigmento consume un radical.

La ecuacién que representa dicho modelo cinético es:
In(%Ret) = 4,605 — «'xt E-10

Los valores de la constante cinética k" junto con el coeficiente de correlacion, del modelo
cinético de primer orden para cada pigmento, se muestran en la Tabla 8. La ecuacion E-10
(expresion de idéntica forma a E-4) es un modelo lineal al tomar logaritmo en base e en ambos
miembros de la igualdad. En la Figura 17 se representa en escala semilogaritmica la evolucion
del porcentaje de retencion de B-caroteno y zeaxanteno (Figura 17A) y de capsanteno y
capsorrubeno (Figura 17B) segtin el modelo cinético de primer orden (E-10) obtenido para cada

pigmento.

Un mayor valor de la constante de velocidad implica una degradaciéon mas rapida vy,
consecuentemente, una pérdida en la concentracion de pigmento mas acelerada, resultado de la
oxidacion por radicales libres. Todos los pigmentos ensayados reaccionan rapidamente con los
radicales libres siendo B-caroteno el que muestra la mayor constante de velocidad y, por tanto, €l
que con mayor rapidez se degrada. El valor de la constante de velocidad disminuye a medida que
se incorporan grupos funcionales a la estructura basica de referencia que seria en este caso la de
f3-caroteno. Asi, zeaxanteno con dos grupos hidroxilo en los carbonos C3 y C3'y capsanteno con
un grupo ceto en el carbono C6 y dos grupos hidroxilo en los carbonos C3 y C3' muestran
velocidades de degradacion muy similares, siendo mayor la de capsanteno, a pesar de la
presencia del grupo ceto en su estructura. Capsorrubeno, con dos grupos hidroxilo en los
carbonos C3 y C3' y dos grupos ceto en los carbonos C6 y C6' es el pigmento con menor
velocidad de degradacion, con una disminucion en la constante de velocidad de hasta un 65%
con respecto a -caroteno y entre un 55-60% con respecto a zeaxanteno y capsanteno. Las
pruebas estadisticas indican que las diferencias entre los valores de las constantes de degradacion
de pigmentos desesterificados, son significativas en todos los casos, diferencias que se hacen

constar en la Tabla 8.
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Tabla 6.- Evolucion del porcentaje de retencion durante la reaccion de
oxidacion de B-caroteno y zeaxanteno (forma libre y diesterificada).

zeaxanteno
tiempo (min.) B-caroteno zeaxanteno diesterificado
0 i 100,0+0,3° 100,0 0,4 100,0 0,2
0,5 86,6 +0,6 89,8+0,3 87,5+0,6
1 75,0+ 1,0 80,6 £0,6 76,6 1,1
2 56,3+ 1,5 64,9 £0,9 588+1,7
3 422+1,7 523+1,1 45,0 +2,0
4 31,7+ 1,7 42,1412 345420
5 238+ 1,6 339412 26,5+ 1,9
6 179+14 273 +1,1 203 +18
7 13,4+ 13 220+1,1 15,6 + 1,6
8 10,1+ 1,1 17,7+ 1,0 12,0 + 1,4
9 b 14309 -
10 - 11,5408 -
11 - - -
12 ; - -

* Media + desviacion estandar, (n=8).
b o
-, datos inferiores a 10%.
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Tabla 7.- Evolucién del porcentaje de retenciéon durante la reaccion de oxidacion de
capsanteno y capsorrubeno (formas libre y diesterificada).

capsanteno capsorrubeno
tiempo (min.) capsanteno diesterificado capsorrubeno diesterificado
0 100,0 £ 0,3 100,0 £ 0,1 100,0 £0,3 100,0 £0,2
0,5 89,0 +0,7 88.9+0,5 95,3 +0,7 952 +08
1 792+1.2 79,0 £0,9 90,7+ 1,3 90,6 £0,6
2 628+19 624+14 82,3+0,9 82,1+1,0
3 498 +23 493+ 17 747+12 745+1,4
4 394+24 380+138 67,8 + 1.4 67,6 +1,7
5 31.3+£24 30,8+1,7 61,615 613+18
6 248 +23 243 +1,7 550+13 55,6 +2.0
7 19,7+£272 192+1,5 50,8 +1,2 50,5+2,1
8 156 +2,0 152+14 462+12 458+22
9 124+1,8 12,0+ 1,2 42011 41,6 £20
10 b - 38,1 +0,9 37.8+2,0
11 - - 34,7408 343+18
12 - - 31,5+038 312+18

* Media + desviacion estandar, (n=8).
b -, datos inferiores a 10%.
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Tabla 8.- Constantes cinéticas segin modelo cinético de primer orden para la oxidacion de
carotenoides con radicales libres.

Coeficiente de
pigmento «+EE? correlacion Test comparativo "

: 1234567
1 B-caroteno 0,288 + 0,005 0,998 - - - - - -

2 zeaxanteno 0,217 £0,003 0,997 - - - - - -
3 zeaxanteno diesterificado 0,266 + 0,005 0,999 - - - - - -
4 capsanteno 0,233 + 0,005 0,996 e - - -
5 capsanteno diesterificado 0,236 + 0,004 0,996 - - - % - -
6 capsorrubeno 0,097 + 0,005 0,998 e e - - -k
7 capsorrubeno diesterificado 0,099 + 0,006 0,999 - - - - -

? Constante cinética segin modelo de primer orden (E-10). E.E., error estandar.

b . . . . 1

Test comparativo de los valores de la constante cinética de cada pigmento, p<0,05. *, indica
que las diferencias en el valor de la constante cinética no son estadisticamente significativas
mientras que - indica que si lo son.
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Figura 17.- Modelo cinético de primer orden para la
reaccion de oxidacion de B-caroteno, zeaxanteno (A) y
capsanteno, capsorrubeno (B).
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Los resultados, sin tener en cuenta a capsanteno, estan en la linea de los publicados por
Terao en 1989, en su estudio comparativo de P-caroteno, zeaxanteno, cantaxanteno y
astaxanteno. Estos Gltimos pigmentos mostraron la menor velocidad de degradacion cuando son
incubados con un iniciador de radicales libres, atribuyendo a la presencia de grupos ceto en el
anillo, una mayor efectividad en la deslocalizacion, mejorando la estabilidad de la especie
radicalaria intermedia que se forma tras la primera adicion. Por este motivo, estos pigmentos
muestran una mejor capacidad antioxidante, puesto que el mecanismo de acciéon no produce

especies reactivas de forma inmediata, que aceleren la degradacion del pigmento.

Esta misma hipdtesis sirve de base para explicar que la velocidad de degradacion de
capsorrubeno por radicales libres sea la menor de todos los pigmentos ensayados. Los dos grupos
ceto en los carbonos C6 y C6' deslocalizan el radical aducto intermedio que se forma tras la
primera adicion, pero en este caso con una ventaja mas a favor con respecto a cantaxanteno y
astaxanteno, que es la situacion de dichos grupos en los extremos de la cadena polienoica y no en
el anillo, lo que probablemente aumenta la estabilizacion por deslocalizacion. Ademas los
mecanismos de abstraccion de hidrogeno no son posibles ya que no existen hidrogenos alilicos
cuya abstraccion esté energéticamente favorecida. Capsorrubeno es por tanto, menos susceptible
de degradarse por procesos autooxidativos y su capacidad antioxidante esta menos contrarrestada
que en otros pigmentos como [-caroteno que, por sus caracteristicas estructurales, si

experimentan claramente procesos autooxidativos.

Por otro lado capsanteno muestra una velocidad de degradacion superior a pesar de la
presencia de un grupo ceto en el carbono C6. En este caso son dos los factores que aumentan la
velocidad de degradacion, respecto a la que muestra capsorrubeno. Capsanteno puede
experimentar procesos autooxidativos en mayor extension puesto que ademas de la adicion a la
cadena polienoica, es posible la adicion al anillo 8, formando el epdxido 5,6 y la abstraccion de
hidrogeno, procesos que implican autooxidacion. Por otro lado, la falta de simetria en la
molécula puede contribuir en este caso a no estabilizar el aducto radicalario intermedio, por una
mayor distribucion de carga electronica hacia el unico grupo ceto. Capsanteno es por tanto mas
susceptible a experimentar procesos autooxidativos cuando ejerce su accion antioxidante por lo

que ¢€sta se ve contrarrestada.
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2.- Oxidacion de pigmentos carotencides en su forma esterificada. Evaluacion de su

capacidad antioxidante.

En la Figura 18 se muestra, en escala semilogaritmica, la evolucion del porcentaje de
retencion en el tiempo de la reaccién de degradacion por radicales libres, para las formas libres y
esterificadas de zeaxanteno, (Figura 18A) y capsanteno (Figura 18B), segun el modelo lineal de
primer orden (E-10) obtenido para cada pigmento. Se puede comparar mas claramente la
degradacion que sigue cada pigmento y la influencia de la esterificacion. Los valores de la
constante cinética, para cada xantofila esterificada, se muestran en la Tabla 8. Teniendo en
cuenta dichos valores y como se observa en la Figura 18, capsanteno, tanto en forma libre como
esterificada sigue practicamente la misma linea de evolucion mientras que zeaxanteno y su forma
esterificada siguen un avance de reaccion diferente, mas rapido en el caso de zeaxanteno
diesterificado. El test comparativo aplicado indica que no existen diferencias significativas entre
los valores de las constantes de degradacion de capsanteno y sus ésteres, y capsorrubeno y sus

ésteres mientras que si las hay al comparar zeaxanteno y sus ésteres (Tabla 8).

La razon de este distinto comportamiento frente a la oxidacion, de zeaxanteno y sus
¢ésteres, es la naturaleza insaturada de los acidos grasos que esterifican a zeaxanteno,
principalmente acido linoleico (18:2). 4 priori se podria pensar que la presencia en el medio de
reaccion de este tipo de acidos grasos desviaria en parte el ataque oxidativo de los radicales libres
al pigmento, ya que habria otros sitios reactivos en las posiciones alilicas a las insaturaciones de
cada acido graso y, con mas razén si por cada molécula de pigmento hay dos de acido graso que
la esterifican. Sin embargo los resultados obtenidos no sustentan la idea anterior sino todo lo
contrario. En la oxidacion del pigmento por radicales libres, los é4cidos grasos mono y
poliinsaturados promueven un ambiente mas oxidativo ya que durante dicho proceso se generan,
a partir de los 4cidos grasos, otros radicales que aceleran la degradacion del pigmento. La
capacidad antioxidante, en este caso de zeaxanteno, se ve mermada no s6lo por los procesos
autooxidativos, implicitos a su estructura, sino también por otras especies reactivas procedentes

de los acidos grasos que lo esterifican.

Sin embargo cuando los acidos grasos que esterifican al pigmento son saturados, como en
el caso de capsanteno y capsorrubeno, no existe diferente velocidad de degradacion respecto a la

mostrada por sus correspondientes formas desesterificadas.
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Figura 18.- Modelo cinético de primer orden para la
reaccion de oxidacion de las formas libres y diesterificadas
de zeaxanteno (A) y capsanteno (B).
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Este hecho muestra que la presencia en el medio de reaccion de acidos grasos como laurico
y estearico no propicia cambios en la capacidad antioxidante del pigmento, puesto que el valor
de k" mostrado es el mismo. Esta situacion puesta de manifiesto, conlleva a la conclusion de que
tanto capsanteno como capsorrubeno tienen la misma capacidad antioxidante que sus
correspondientes ésteres, destacando la mayor efectividad de capsorrubeno, mientras que
zeaxanteno diesterificado muestra una capacidad antioxidante inferior respecto a su
correspondiente forma desesterificada. Ademas también se pone de manifiesto la mayor o menor
estabilidad que cada pigmento puede mostrar ante procesos degradativos, puesto que una menor
capacidad antioxidante implica una mayor velocidad de degradacién y por tanto menor
estabilidad. La esterificacion por 4cidos grasos insaturados es una desventaja ante procesos
degradativos, dado que su presencia aumenta el nivel oxidativo del medio, disminuyendo la

estabilidad de los pigmentos carotenoides presentes en €l.
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1. EFECTO DEL ENTORNO LIPIDICO EN LA VELOCIDAD DE OXIDACION DE PIGMENTOS
CAROTENOIDES.

El pimentén es un colorante natural ampliamente utilizado. Sus buenas cualidades
pigmentarias, unido a su contenido en carotenoides con actividad de provitamina A, hacen
particularmente apto su empleo como ingrediente alimentario. Dos aspectos fundamentales son
los que generalmente se tienen en cuenta para la cotizacion comercial de un pimentoén: poder
colorante y estabilidad del color. El primer aspecto se refiere a la capacidad de conferir color,
consecuencia directa de la concentracion carotenoide que posee. Esta viene marcada, en primer
lugar, por la variedad de pimiento empleada, presentandose diferencias muy notables entre
variedades respecto al contenido carotenoide (Almela y colaboradores, 1991, Minguez-
Mosquera y colaboradores, 1992; Levy y colaboradores, 1995). El otro factor a considerar, el
mantenimiento del poder colorante con el tiempo, esta limitado por las condiciones de procesado
que se utilicen en las distintas etapas por las que pasa el fruto del pimiento hasta llegar a
pimenton. Dichas etapas son la deshidratacion del fruto y posterior molienda y homogeneizacion

(Minguez-Mosquera y colaboradores, 1993, 1994a).

El proceso de molienda requerido para la obtencion del pimenton incluye a las semillas del
fruto ya que se mejoran las caracteristicas organolépticas, puesto que el aporte del aceite que
contienen las semillas le proporciona un aspecto mas atractivo. Por otro lado, en funcion de la
composicion en antioxidantes de las semillas de pimiento y del pericarpio seco del fruto, al
incluir las semillas, se aumenta el contenido en antioxidantes liposolubles lo que a priori
aumenta la estabilidad del producto. La proporcion de semillas que suele tener el fruto oscila en

torno al 40% y al estar exentas de color, su presencia supone una dilucion del mismo.

Por la composicion en acidos grasos (Tabla 1), acido linoleico (23%) y acido linolénico
(24%) son los mayoritarios en el fruto deshidratado. Sin embargo en el aceite de las semillas se
triplica la proporcién de 4cido linoleico (77%), en tanto que acido linolénico se encuentra de
forma residual (0,33%). La presencia de 4cidos grasos poliinsaturados hace que el medio lipidico
en el que se encuentra la fraccion carotenoide sea muy susceptible a la oxidacion, siendo posible
la puesta en marcha de reacciones de peroxidacion lipidica, que tienen lugar incluso a
temperatura ambiente y cuyos productos intermedios, radicales peroxilo, reaccionaran con los

pigmentos carotenoides, provocando pérdidas en su concentracion.
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Por otro lado la presencia de a-tocoferol puede servir de freno a los radicales libres, por lo
que un aporte excesivo de oxidantes potenciales, al aumentar la proporcion de semillas, se
compensa por un mayor aporte de antioxidantes. En el aceite del fruto deshidratado, la
concentracion de a-tocoferol es de 356,1 mg/kg, en tanto que en el de las semillas, la
concentracion es de 755,2 mg/kg (Tabla 1). El resto de isomeros de tocoferol, si bien pueden
tener una actuacion eficaz como antioxidantes (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996), tienen una
concentracion, tanto en fruto deshidratado como en el aceite de las semillas muy minoritaria

(Fuente y colaboradores, 1977).

En la medida en que se mantenga un buen equilibrio entre estas dos tendencias, se
dispondra de un producto en el que permanezcan las caracteristicas iniciales, principalmente la
capacidad colorante. Cuando las reacciones de oxidacidn no estén contrarrestadas por los
antioxidantes, posiblemente se produciran modificaciones mas aceleradas de los componentes

del medio y en particular de los pigmentos.

Hasta la fecha, los diversos trabajos sobre la estabilidad de los pigmentos carotenoides del
pimentén se han enfocado hacia la degradacidn en funcion de factores como el aire y la luz
(Carnevale y colaboradores, 1980), tipo de secado y tiempo de almacenamiento (Malchev y
colaboradores, 1982; Minguez-Mosquera y colaboradores, 1994a), relacion con el contenido en
azucares (Vamos-Vigyazé y colaboradores, 1985), pero en relacion con la semilla y su efecto
sobre la fraccion carotenoide del fruto solo hay una referencia, en la que se estudia la evolucion
del color de pimentones con distinto porcentaje de semillas (Okos y colaboradores, 1990),
concluyendo que un mayor contenido en sustrato lipidico mejora la esfabilidad del color, aunque
sin establecer la amplitud de la mejora en la estabilidad y si posteriormente se produce el efecto
contrario. La adiciéon de un mayor porcentaje de semillas implica un aporte de acidos grasos
poliinsaturados, principalmente linoleico, por lo que es de esperar una degradacion acelerada,
dada la facilidad con la que los 4cidos grasos poliinsaturados se oxidan generando radicales

libres (Porter y colaboradores, 1995).

Con las lineas de trabajo dirigidas a mejorar la estabilidad de la capacidad colorante
mediante la adicidn de sustancias antioxidantes, no se consigue eliminar el origen de las
reacciones de oxidacién puesto que en el pimenton siguen estando presentes las sustancias que

pueden ser responsables de dichas reacciones.
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Como se ha comentado anteriormente, el pimenton posee una proporcion relativamente
importante de acidos grasos poliinsaturados, en particular de acido linoleico, origen de radicales
peroxilo (Frankel, 1985), que pueden oxidar a los pigmentos carotenoides disminuyendo la
capacidad colorante del pimentén. Estos procesos degradativos se solapan con la probable
accion antioxidante que ejercen los tocoferoles, presentes en el medio, la cual podria ser mas

efectiva si se minimizaran las reacciones de oxidacion de acidos grasos.

Para ello, se podria cambiar el perfil lipidico del pimentéon de una composicidon
mayoritariamente poliinsaturada a otra con una presencia grasa de naturaleza menos sensible a la
oxidacion. Estas consideraciones motivan que en el presente estudio se contemple el uso del
pericarpio seco del fruto de pimiento adicionandole en la fase de molienda una clase de semilla
distinta. El sustrato lipidico elegido es el que aportan las semillas de girasol alto oleico. Su
naturaleza monoinsaturada, menos oxidante a priori, puede mejorar la estabilidad de la

capacidad colorante.

La composicion de ambos tipos de semillas (pimiento y girasol) mostrada en la Tabla 1,
corrobora la diferencia cualitativa y cuantitativa en el grado de insaturacion que posee cada uno
de ellos destacando la proporcion mayoritaria de acidos grasos poliinsaturados en las semillas de
pimiento, respecto a la presencia de monoinsaturados en las semillas de girasol alto oleico.
Aunque también se distinguen en cuanto a la composicién en a-tocoferol en el aceite de ambos
sustratos lipidicos, dicha distincion no tiene lugar cuando se considera la riqueza grasa, tambi€n
diferente (18% para las semillas de pimiento y 50% para las semillas de girasol alto oleico).
Conjuntando ambas composiciones la presencia real de a-tocoferol en los dos tipos de semillas
es practicamente idéntica (135,9 mg/kg de semillas de pimiento y 132,4 mg/kg de semillas de
girasol alto oleico). A igual proporcion de semillas en uha mezcla, se aporta la misma cantidad

de a-tocoferol, pero no de aceite.

El objetivo se centra en conocer el efecto que sobre la pigmentacion carotenoide ejerce un
medio lipidico mayoritariamente monoinsaturado (86%) y de menor proporcion en acidos grasos
poliinsaturados (9%), en comparacion con el medio lipidico habitual procedente de las semillas
de pimiento que contiene una proporcion de poliinsaturados mucho mas elevada (77%), y ambos
con niveles en antioxidantes liposolubles muy similares. En ambos casos, ¢l estudio se realizara
determinando la velocidad de oxidacion de la fraccion carotenoide total y de las fracciones

isocromicas roja y amarilla, cuya distincion ya implica una diferenciacion estructural. Asimismo
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se realizard un estudio de la oxidacion de los pigmentos carotenoides mas representativos de

ambas fracciones.
1.- Sustrato lipidico poliinsaturado.

- Velocidad de oxidacién carotenoide segum fracciones isocromicas de pigmentos. Estudio

cinético.

En las Tablas 9 a 12 se expone la evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos
rojos, amarillos y totales, durante la termodegradacion a 343 K, en las cuatro mezclas de fruto
deshidratado y sustrato - poliinsaturado elaboradas. Para poder observar la evolucion
graficamente, en la Figura 19, se representa la evolucion del porcentaje de retencion de
pigmentos totales frente al tiempo en las cuatro mezclas. Las lineas se cotresponden con ajustes a
los datos de polinomios de orden cuatro, que son los que mejor representan la evolucion
experimentada por el porcentaje de retenciéon de pigmentos. En dicha figura, se observan dos
zonas de diferente comportamiento en funcién del porcentaje de semillas presente en la mezcla.
Desde el 100% de retencién de pigmentacion total hasta un 30-40% de retencion, la mezcla que
se degrada mas lentamente es la que posee mayor porcentaje de semillas mientras que aquella
obtenida sin adicion de sustrato lipidico, muestra una degradacion mas acelerada. Sin embargo, a
partir de ese intervalo de porcentaje de retencion, este orden de estabilidad se invierte, pasando a
ser las mezclas mas concentradas en sustrato lipidico poliinsaturado las que muestran mayor
velocidad de degradacion mientras que el triturado del fruto deshidratado presenta una

degradacion mas lenta.

Como ejemplo, en las tablas de evolucion de porcentaje de retencion se observa como la
pigmentacion total de la mezcla elaborada con un 60% de semillas (Tabla 12), experimenta
cambios a partir de las 72 horas de reaccidon, mientras que a ese tiempo, la mezcla de referencia

(0%) ya ha perdido un 11% de pigmentacion total.

Se deduce que durante una primera etapa, la adicién de un mayor porcentaje de semillas
tiene efectos protectores sobre la fraccion carotenoide que, al mantenerse ese efecto protector por

encima del 50% de retencion del color, es el efecto trasladable a la vida comercial del producto.
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Tabla 9.- Evolucion del porcentaje de retencion de las fracciones
pigmentos rojos, amarillos y totales durante la degradacion
térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido sin sustrato
lipidico.

tiempo (h)-- Rojos Amarillos Totales

0 1000+38% 100,0+59 100,0 £4,3
24 100,0+24  1000+33  1000+27
48 100,0 +2,7 993+4,1  100,0+33
72 923 t43 844+25 889+35
120 80,5 £33 747 +3.9 78,1 +3,6
168 72,4403 60,5 5,6 673 +2,6
216 65,5+ 6,6 50,7 +42 592 +55
288 452432 32,6+13 398 +2.4
360 33,5+0,6 21,7+£0,6 28,5+0,6
456 267405 15,1 0,5 21,8405
552 207 £04 12,0402 17,0+02
648 16,8 +0,1 10,4+0,1 14,1+0,1
816 94405 6,0 £0,2 79404
1032 77+0,1 4240, 62+0,1

a . Ly )
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 10.- Evolucion del porcentaje de retencién de las
fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales durante la
degradacion térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido con
un 20% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h)-- Rojos Amarillos Totales

0 100,0+26* 100,0+2,9 100,0 +2.7
24 1000+14  100,0+3,6 100,024
48 970+12 96,1+ 1,9 96,6 + 1,5
72 89,5+25 ° 939+14 91,3120
120 854420 792426 828 +22
168 733+35 633+17 692 + 1,4
216 66,3 +4,7 58,6 +4,6 63,2+47
288 56,1 +3.1 46,5+5,7 522+42
360 340 +0,6 246+2.8 30,1 +1,5
456 275406 18,6 0,5 238+02
552 204 +03 124+1,0 17,1+02
648 148 +03 8,5+0,6 122404
816 8,0+03 42+0,6 64105
1032 51+03 22+0,1 3,9+02

a . e ey 7
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 11.- Evolucion del porcentaje de retencion de las
fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales durante la
degradacion térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido con
un 40% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h) Rojos Amarillos Totales

0 100,0£22% 100,0+3,9 100,0 £3,1
24 100,0 £2,3 100,0 +£3,3 100,0 +2.8
48 99,8 +5.3 93,9+32 974429
72 93,1 42,7 923 +32 928+29
120 824+17 80,1 +4.6 81,4+23
168 71,0+ 1,6 61,8+ 1,4 672+1,4
216 63,0 £0,6 523+1,7 58,6 +1,1
288 573+28 425+1,9 51,1 +24
360 38.8+0.2 287+0,8 34,6 +0,2
456 26,0+13 18,0+29 22,7+20
552 17,9 £ 1,4 102+1,2 147+13
648 7,7+06 57+0,1 6,9+0,3
816 3,1+0,1 2,0+0,1 2,7+0,1
1032 1,2+02 0,5+0,1 0,9+0,1

a . . ey ’
valor medio =+ desviacion estandar, n=4.
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Tabla 12.- Evolucion del porcentaje de retencion de las
fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales durante la
degradacion térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido con
un 60% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h) . Rojos Amarillos Totales

0 100,0+0,9* 100,0+1,9 100,0+1,2
24 100,0 + 1,4 997+19  100,0+1,7
48 100,0 + 1,5 100,0 £2,3 100,0 +£2,0
72 100,0 £2,1 972+1,1 100,0+ 1,6
120 91,2+28 772+24 854+25
168 81,6 £0,5 70,2 +£1,6 76,9+0,9
216 79,1£0,2 66,5 £ 0,4 73,9+0,2
288 63,3£13 492 £19 57,5+1,8
360 370+£1,2 289+0,5 33,6 £0,7
456 284102 19,9+0,7 249+04
552 144+14 93+£0,7 123 +1,1
648 5,1x0,1 29406 42402
816 1,6+0,1 1,7+0,2 1,6+0,1
1032 0,5+0,1 0,7+0,1 0,6+0,1

a . Ry ,
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Figura 19.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos totales
de las cuatro mezclas, de fruto deshidratado y sustrato poliinsaturado,
elaboradas. Ajuste a polinomios de orden 4.
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El hecho de que la pigmentacion total no experimente modificaciones no quiere decir que
la composicion carotenoide individual no se haya modificado, como se expondra mas adelante.
Sin embargo se corrobora que en la primera etapa de la oxidacién, un mayor aporte de sustrato

lipidico es beneficioso puesto que se retrasa la pérdida carotenoide.

Hay que recordar que la inclusion de semillas en la fabricacion comercial del pimenton,
como ya se ha comentado anteriormente, se realiza debido al efecto beneficioso en el producto
obtenido, ya que el aceite de las semillas le confiere un mejor color aparente y, por otra parte, al
aporte de tocoferoles, que al ser antioxidantes naturales, ejerce de primera barrera a la posible
oxidacién carotenoide y ello supone proteccion de la capacidad colorante durante mas tiempo
(Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). Sin embargo, tanto en el fruto deshidratado como en las
semillas, la presencia de acidos grasos representa la materia prima en la formacion de radicales
peroxilo, que a su vez son los que propician la degradacion de carotenoides a compuestos
decolorados y como consecuencia, en ultimo término, responsables de tales pérdidas

pigmentarias.

Cuando se dispone del fruto deshidratado y molido, las pequefias particulas del triturado
poseen una gran superficie expuesta al aire, luz y calor, y los carotenoides incluidos se hallan
sometidos a esas condiciones. Cuando se adicionan las semillas, el aceite procedente de las
mismas, impregna de una fina pelicula a estas particulas, pudiendo servir de relleno a las
oquedades que presentan disminuyendo enormemente la superficie libre expuesta, en especial al
oxigeno. Esto puede justificar, en primera instancia, la demora en la degradacion de pigmentos
en las mezclas con mayor “pelicula de aceite” rodeando a las particulas de fruto deshidratado. El
otro factor coadyuvante es la presencia de tocoferoles en el aceite, que ejerza de freno a la accion
de los radicales peroxilo, cuando éstos se formen, e impida que lleguen a afectar directamente a
los pigmentos. Pero el limite de esta accion antioxidante vendra dado por la propia concentracion
que haya de estos componentes, ya que una vez que su accion no sea efectiva, la cadena

oxidativa seguira su camino, pero ahora de una forma mas rapida y sin impedimento.

De conformidad con las consideraciones anteriores, en el triturado del fruto deshidratado
sin adiciéon de semillas, existe una asequibilidad de oxigeno mas inmediata y los radicales
peroxilo que se formen pueden alcanzar més facilmente a los carotenoides proximos. Como
factor favorable a la oxidaciéon se puede resefiar la composicion mayoritaria en 4cidos

poliinsaturados, 4cido linoleico y 4cido linolénico. Por otro lado, se parte de una concentracion
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en a-tocoferol menos elevada que en las mezclas con semillas. Todo ello parece justificar la
mayor velocidad en la degradacion de pigmentos. Pero como se observa en las Tablas 9 a 12 y en
la Figura 19, cuando el avance de la reaccion de oxidacion supera el 60-70%, los valores de
retencion carotenoide en mezclas con semillas empiezan a disminuir mas rapidamente hasta que
se produce un cambio en el orden de estabilidad. En relacion con este hecho cabe preguntarse
qué es lo que ocurre en aquellas mezclas con mayor riqueza en sustrato poliinsaturado. La
explicacion més inmediata es el mayor aporte de antioxidantes que la adicion de semillas
proporciona, lo que genera una proteccion mas duradera que cuando no se aporta sustrato
lipidico. Cuando estos componentes decaigan en su accion, neutralizando radicales peroxilo,
éstos no tendran ya impedimento a su accion sobre otros compuestos, como por ejemplo pueden

ser los carotenoides.

La mayor presencia de aceite, con sus acidos grasos constituyentes, mayoritariamente
acido linoleico, puede incrementar en principio y de manera notable, los efectos degradativos
sobre los pigmentos. A medida que avanza la reaccion, las mezclas con mas sustrato
poliinsaturado tendran una gran concentracion de elementos prooxidantes y poca efectividad
antioxidante, lo cual indica que, una vez desencadenadas las reacciones oxidativas, éstas van a

disponer de gran cantidad de materia prima para su expansion.

En conclusion existen dos etapas como consecuencia del efecto que los dos constituyentes
del fruto deshidratado y semillas ejercen sobre los pigmentos carotenoides. Por un lado los
antioxidantes liposolubles y por otro los 4cidos grasos poliinsaturados como generadores de
radicales peroxilo. En la primera etapa de la oxidacién la mayor adicion de semillas es
beneficiosa por el aporte en antioxidantes, pero en la segunda etapa el aporte en exceso de acidos
grasos poliinsaturados, provoca una aceleracion en la degradacion, maxime si los antioxidantes

ya no se encuentran en concentracion suficiente para ejercer su accion de forma efectiva.

El estudio cinético en este caso, tiene como objetivo concretar las diferencias observadas
anteriormente, para establecer mas claramente la influencia de un mayor o menor aporte de

semillas en la estabilidad de pigmentos carotenoides y por tanto, en la estabilidad del color.

La aplicacion del método integral a la evolucién de la fraccion de pigmentos rojos,

amarillos y totales en cada mezcla ensayada concluye en que el modelo de evolucion que mejor
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se ajusta a los datos experimentales es el de primer orden. Los parametros cinéticos obtenidos

junto con el coeficiente de correlacion, se muestran en la Tabla 13.

El valor de la constante cinética x, es el que marca la mayor o menor velocidad de
degradacion y en base a él se realizan las comparaciones y se determina la influencia de la
distinta presencia de sustrato lipidico en la mezcla. De esta forma, la velocidad de degradacion -
de pigmentos totales es proporcional al porcentaje de semillas en la mezcla. El analisis
estadistico comparativo indica que las diferencias entre las constantes cinéticas son
significativas, aumentando su valor de forma considerable respecto a la mezcla exenta de
semillas, a partir de la inclusion de un 40% de sustrato lipidico, llegando dicho aumento a ser de
un 52% cuando el porcentaje en la mezcla es del 60%. Las mezclas de referencia (0%) y 20%

muestran valores de k muy similares (6,5% de aumento respecto a la mezcla del 0%).

Una mayor proporcion de sustrato lipidico en la mezcla tiene una clara incidencia en el

aumento de la velocidad de oxidacion carotenoide.

En la Figura 20 se representa, en escala semilogaritmica, el modelo cinético obtenido para
la evolucion de pigmentos totales de cada mezcla ensayada. Se puede observar como a menor
porcentaje de sustrato lipidico poliinsaturado, la evolucion oxidativa es mas lenta. Por tanto este
estudio cinético sustenta que una adicion excesiva de semillas conforma un medio lipidico poco

adecuado para la estabilidad de la fraccion carotenoide.

Por fracciones de pigmentos, se mantiene un aumento en la velocidad de oxidacion al
aumentar la presencia de semillas en la mezcla. La comparacion de las constantes cinéticas de
cada fraccion en funcion del porcentaje de semillas adicionado, son significativas excepto entre

los valores de x en la fraccion isocromica amarilla de las mezclas 40% y 60%.

Se observa que la fraccion roja, independientemente de la cantidad de semillas
incorporada, presenta valores de xk inferiores a los de la fraccion amarilla (diferencias
estadisticamente significativas en todos los casos). Las diferencias entre los valores de x para
ambas fracciones disminuyen a medida que el porcentaje de sustrato lipidico en la mezcla
aumenta incluyendo diferencias desde un 22% en la mezcla del 0% hasta un 5% en la mezcla del
60%. Esta diferencia de comportamiento segun la fraccion de pigmentos y porcentaje de semillas

adicionado se analizara posteriormente.
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Tabla 13.- Parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion de
las fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales en las
mezclas de fruto deshidratado y sustrato poliinsaturado
ensayadas.

Constante cinética Coeficiente de
‘pigmentos (k + EE)x10™*" correlacion
0%
rojos 26,91 +2.48 0,990
amarillos 34,37 +2,96 0,985
totales 29.63 £2.72 0,989
20%
rojos 29,09 +1,28 0,992
amarillos 36,96 + 1,71 0,991
totales 31,56 + 1,42 0,991
40%
10jos 38,33+ 1,30 0,972
amarillos 4599+1,57 * 0,984
totales 4131+135 0,979
60%
10jOs 4371 +£2,61 0,950
amarillos 46,08 £ 1,66 * 0,971
totales 45114221 0,963

? Reacciéon de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-kxt.
E.E,, error estandar. Diferencias significativas en todos los casos
(p<0,05), excepto en los indicados (*).
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Figura 20.- Modelos cinéticos obtenidos para la evolucion del porcentaje
de retencion de pigmentos totales en la reaccion de oxidacion a 343K en
cada mezcla de fruto deshidratado y sustrato poliinsaturado.
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En base a este estudio se puede interpretar que un aporte excesivo de semillas en la mezcla
no mejora la estabilidad de los pigmentos carotenoides y, por tanto, la capacidad colorante. Sin
embargo como se observa en la Figura 19 esta situacion se corresponde con los estadios finales
de la reaccion, cuando el avance de la misma ha superado el 60-70%, pero el estudio cinético no
refleja, en este caso, la evolucion experimentada por los pigmentos carotenoides de cada mezcla
en la etapa previa, en la que, como se puede observar en dicha figura, las mezclas mas estables
son las de mayor aporte en semillas. Esto indica que la consideracion de ambas etapas en su
conjunto, para el estudio cinético, no se identifica con lo que tiene lugar en cada una por
separado (tan solo muestra coherencia con la etapa final). Lo que ademds, permite concluir que
dentro de que la velocidad de ambas etapas sea diferente, para el estudio global realizado tiene
mas influencia la velocidad de la etapa final Los radicales peroxilo, degradan a la fraccion

carotenoide y la velocidad con la que lo hacen marca la tendencia global.

Ademas de las consideraciones anteriores, se tiene en cuenta la aplicacién practica del
estudio realizado puesto que incluye datos de retencion carotenoide que, por criterios de calidad
del producto, nunca se alcanzan. Un pimenton de capacidad colorante inferior al 50% de su valor
inicial es rechazable por su color, por lo que resulta mas realista llevar a cabo el estudio cinético
de la evolucién considerando los datos hasta el 50% de retencion. Teniendo en cuenta dichos
datos y aplicando el método integral, resulta que el modelo cinético que mejor se ajusta a los
datos experimentales considerados sigue siendo de primer orden. Los parametros cinéticos

obtenidos asi como los coeficientes de correlacion, se presentan en la Tabla 14.

Segiin los valores de x, la velocidad de oxidaciéon carotenoide es inversamente
proporcional al porcentaje de semillas empleado en la mezcla. En este caso se tienen descensos,
respecto a la mezcla de referencia, desde el 11% en la mezcla con un 20% de semillas, hasta el
22% en la mezcla del 60%. El analisis estadistico sigue indicando diferencias significativas en

todos los casos.

La Figura 21, que representa €l modelo cinético, en escala semilogaritmica, obtenido para
la evolucion de pigmentos totales de cada mezcla ensayada, hasta el 50% de pérdida de
retencion, constata la conclusion anterior, una mayor presencia de sustrato lipidico implica una

menor velocidad de oxidacion.

-100-



Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 14.- Parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion de
las fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales en todas las
mezclas ensayadas, considerando los datos hasta el 50% de
retencion.

Constante cinética Coeficiente de
pigmentos (« +EE)x10™** correlacion
0%
10jOS 27,84+ 0,68 0,966
amarillos 3842+1,21 0,973
totales 31,80 +£0,88 0,970
20%
rojos 25,01 £0,55 0,952
amarillos 32,82 40,84 0,953
totales 2823 +0,62 0,956
40%
10jOs 2422 +1,51 0,976
amarillos 30,70 £1,32 0,970
totales 26,69 + 1,44 0,977
60%
10jos 21,51+2,36 0,901
amarillos 2890 + 1,84 0,948
totales 24,69 £2.10 0,927

* Reaccidn de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-kxt.

EE,, error estandar. Diferencias significativas en todos los casos
(p<0,05).
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Figura 21.- Modelos cinéticos obtenidos para la evolucion del porcentaje
de retencion de pigmentos totales en la reaccion de oxidacion a 343K en
cada mezcla de fruto deshidratado y sustrato poliinsaturado, considerando
hasta el 50% de pérdida carotenoide.
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La evolucion de las fracciones de pigmentos rojos y amarillos sigue la linea de mayor
oxidacion en los pigmentos amarillos y menor en los rojos, independientemente del porcentaje
de semillas en la mezcla. Las diferencias entre los valores de k de ambas fracciones se sitiian
entre un 27% en la mezcla 0% y un 21% en la mezcla del 40%. Aunque se produce un descenso
en las diferencias de los valores de « de las dos fracciones, a medida que aumenta la presencia de
semillas, este descenso no es continuado, ya que en la mezcla del 60% las diferencias vuelven a

aumentar hasta un 25%.

El estudio cinético de los datos hasta el 50% de porcentaje de retencion refleja lo
observado en la primera etapa de la oxidacion de pigmentos carotenoides (Figura 19), en la que
la velocidad de oxidacion por la accion de radicales peroxilo se compensa con la accion

antioxidante en el sustrato lipidico.

- Velocidad de oxidacion de pigmentos individuales. Estudio cinético.

Las condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion de oxidacion, posibilitan los
mecanismos de autooxidacion de pigmentos mediante los cuales se generan mas radicales al
medio, continuando la cadena de propagacion radicalaria. En la estabilidad de las especies
radicalarias intermedias que se forman en el proceso autooxidativo, estriba la velocidad con que
cada pigmento se degrada y, dicha estabilidad est4 condicionada, a priori, por las caracteristicas

estructurales del pigmento.

Como se ha comentado en la seccion anterior, independientemente del porcentaje de
sustrato poliinsaturado empleado en la mezcla, la fraccion de pigmentos rojos muestra mayor
estabilidad, frente a las reacciones de oxidacion, que la fraccion de pigmentos amarillos. En las
Tablas 15 a 22 se expone la evolucion del porcentaje de retencion de cada pigmento individual y

en cada mezcla de fruto deshidratado y semillas.

De la evolucion individual de cada pigmento se pretende obtener una relacion entre la
degradacion oxidativa y las caracteristicas estructurales de cada uno de ellos. Hay que considerar
que la reaccion de oxidacion se lleva a cabo en un sistema real en el que esta presente la mezcla
carotenoide del pimiento al completo y, se producen varias reacciones sobre cada pigmento
cuyos productos de oxidacion, pueden repercutir en el resto de la composicion carotenoide. El
estudio de datos se realizara teniendo en cuenta la principal distincion estructural entre las

fracciones de pigmentos rojos y amarillos: la presencia de grupos cetonicos.
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Tabla 15.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado sin sustrato lipidico.

5,6-epoxido
tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 100,0 £2,1* 100,0 £3,5 100,0 £2.6 100,0 +3,1
24 100,0 £2.4 99,1+1,4 90,5+0,6 1259+2.4
48 100,0 +2.7 100,0+1,8 80,7+238 1598+12
72 100,0 £2,5 100,0 £0,2 68,9+3,8 152,5 £3,7
120 98,7+22 843 +£09 60,9+3,1 1282 +46
168 978+1,5 69,7 +3,6 553+29 1088 +6,1
216 877+14 523+£36 50,1 +3,7 99,1 £3,9
288 75,0 +2,5 3434038 325+1,2 671+12
360 529+14 292+15 246+13 493+22
456 49,0109 232+1,8 18,8 £0,7 385+1,6
552 36,9+22 18,8 +0,2 153 +£0,9 28.4+20
643 30,6 +0,1 15,7+0,1 12,6 £0,2 22,3+0,7
816 18,2+0,9 91+£0.2 6,8+0,3 12,4 +0,9
1032 16,3+04 73+0,1 59+0,1 88+0,7

a - - .7 r
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 16.- Evolucién del porcentaje de retencién de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido sin

sustrato lipidico.

tiempo (h) violaxanteno cucurbitaxanteno A  zeaxanteno cis-zeaxanteno  f-criptoxanteno  [-caroteno cis-f-caroteno
0 100,0 £2,1 a 100,0 + 1,7 100,0 £ 1,4 100,0 = 1,5 100,0 £3,5 100,0 £3,4 100,0£3,9
24 100,0 £2,5 98,9+23 87,4+22 244,0 £ 83 100,0 3,9 90,7+1,3 1472121
48 100,0 + 1,4 94.1+3,8 83,9 +2,1 228,0+2,1 98,5+ 4.8 852+4,1 142,722
72 95,5+ 0,8 81,0+0,7 72,1+£36  1920+71 81,3 +3,6 68,6+0,6 114,1+0,5
120 82,6 £3,2 74,6 £3,5 67,1 £3,1 151,9+£82 71,1 £33 60,4 +3,2 97,7+25
168 70,9 +2,6 58,8 +33 518+1,3  108,1+83 578+27 51,0+1,8 814+3,7
216 589+1,5 43,5+ 1,4 449+32  93,5+06 50,7+ 1,7 449+20 67,1+13
288 32,6 +0,9 31,2+ 1,0 30,0+ 0,4 64,6 £ 2,0 329+ 1,6 29,5+0,9 38,8+ 1,0
360 15,1 £+ 0,4 246+ 1,6 22,6 +08 413+12 23,2405 254 +0,4 b
456 14,4 +22 15,940,5 15,1 +0,5 153402 16,2+ 0,9 18,3 + 0,4 -

552 15,2 +0,4 13,0+ 1,6 11,0+0,8 10,2+ 1,7 11,7+0,1 12,7+1,2 -

648 13,3+ 0,9 12,1+£0,2 10,2 £ 0,2 5,6 £0,6 10,2+ 0,2 10,3 £0,9 -

816 8,8+0,1 6,7+0,1 5,5+0,3 56+£03 5,1+0,2 5,7+0,1 -
1032 7403 39+0,1 3,4+0,1 2,1+0,1 3,94+0,1 43+0,1 -

a . .., X
valor medio + desviacion estandar, n=4.

b -, no detectado.
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Tabla 17.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado y molido con un 20% de sustrato poliinsaturado en
peso.

5,6-epoxido

tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 1000 +2,1* 100,0 2,0 100,0+23  100,0+0,8
24 100,0 £3,1 100,0 + 1,6 872+09  1499+33
48 94,5 +0,5 97,0 +23 756+10  158,6+20
72 893+ 16 81,5+3,8 686+34  1436+28
120 883 +2,1 80,7 +3,1 66,3 +1,1 1376 +3,1
168 72,1121 62,1 +39 60,8 +1,4 109,2+£5,6
216 747 +33 478 +14 53,6 £2,6 97,7 +4,6
288 68,2 +2.4 394+1,7 432£29 86,2 +5,7
360 447125 263125 26,2+0,5 50,1+22
456 39,1 1,1 221+03 21,1+1,0 39,4+0,7
552 36,6 £3,5 17,2+0,7 14,0 +03 30,1£0,3
648 26,6 £0,5 11,8402 11,7402 17,1 £0,1
816 16,1 0,1 67403 59403 96+0,6
1032 13,6 1,9 39+0,1 37+0,1 48+0,4

a . . e, ’
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 18.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido con un

20% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h) violaxanteno cucurbitaxanteno A zeaxanteno cis-zeaxanteno  [B-criptoxanteno  f3-caroteno cis-f-caroteno
0 100,0 +2,1° 100,0 £ 0,9 1000+34  100,0+2,0 100,0+3,0  1000+1,6 100,0+0,8
24 99,2 + 3,4 100,0 + 2,5 877+1,6  2455+85 100,0 + 1,9 933+28 1552+4,1
48 100,0 + 1,4 92,5 £3,9 81,7+ 1,1  2363+75 93,8 + 1,4 824+27 1329+338
72 92.1+2,6 93,7+2,1 8090+22  2475+47 92,7 +2,6 78,6 +21 130,4+0,6
120 87,2 +3,4 79,5+ 1,5 66,9+30 1922+48 76,8 + 1,6 63,0+26 1054+24
168 71,0+23 59,9425 550+1,2 130,5 £ 6,4 62,1 +0,3 53,6 +23 848+ 1,7
216 57,5+3,1 548+3.,6 53.6+33 129,5+86 61,2145 509+3,7  76,0+25
288 51,0429 41,1+47 442+11 161,685 40,9+ 1,8 36,1 +13 593 +35
360 30,9 + 1,8 247+25 22.8+23 51,7 +3,7 244+ 1,6 23,6 +1,1 _b
456 28,6 + 0,4 17,5+ 1,2 164+07  268+18 17,1+0,8 17,9+ 0,8 -

552 21,0+ 1,5 12,6 £ 1,1 10,9 £ 0,6 149+53 10,5+ 0,9 10,6 £ 0,6 -

648 16,3 £ 0,7 79+1,4 73+ 1,1 45+09 7,4+ 0,4 72403 -

816 81+13 43+0,1 3,8 +0,4 1,8+0,1 3,2+0,1 32+0,1 -
1032 49+03 1,5+0,1 1,9+0,1 0,8+0,1 1,8+0,1 2,0+0,1 -

a . Yy ,
valor medio * desviacion estandar, n=4,

b -, no detectado.
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Tabla 19.- Evolucion del porcentaje de retenciéon de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado y molido con un 40% de sustrato poliinsaturado en
peso.

5,6-epOxido

tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 1000+1,38" 100,0 +0,3 1000+1,9  100,0£0,9
24 96,6 +3,1 98,0 +3.6 893+03  1353+%25
48 913+14 95,7+£2,6 873+15 141273
72 850+29 72,7+3,6 76,1+13  146,7+6,7
120 79,6 +2.4 66,4 +3.8 675+3,1  1273+44
168 723 +6,0 502+25 61,4+26 978+32
216 64,5+37 38+16 50,9 + 0,5 97,1+3,4
288 63,4+32 389+19 448+19 890 +37
360 564+25 29,1+0,7 292+02 56,5+14
456 373+ 14 193+08 19,7403 379+31
552 259+19 153+15 13,2+09 269+1,8
648 14,007 6,1+04 6,7+0,5 71+0,1
816 8,1+0,7 2,6+04 2,1+0,1 32+0,1
1032 54401 1,0+0,1 1,0+0,1 1,0£0,1

a - . .y ;
valor medio * desviacion estandar, n=4.
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Tabla 20.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido con un

40% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h) violaxanteno cucurbitaxanteno A zeaxanteno cis-zeaxanteno  f-criptoxanteno  [J-caroteno cis-f-caroteno
0 100,0 £ 0,6 * 100,0 £2,5° 100,0 2.2 100,0 +4,1 100,0 +2,0 100,0 £0,3 100,0+0,7
24 100,0 +£ 0,5 100,0 £ 1,7 92,7+42 2228 £2,3 100,0 £ 1,6 90,9 +£3,7 162,6 £ 7.6
48 954 +13 92,9+3,1 797+1,1  181,4+4,1 95,5+ 1,5 81,5+1,6 1351+23
72 90,7 +2.,6 89,7+ 1,9 854+30  180,8+7,5 92,6 +3,4 780+29 1333+64
120 81,8 +23 80,9+ 5,8 682+42  1692+22 81,1 +4,2 669+12 109,4+32
168 53,1+2,5 58,0+ 1,3 563+3,9  100,8+ 1,6 68,4+ 0,5 58,5+0,5 92,5+ 1,4
216 46,0 £ 0,4 495+ 1,4 49123 85,2 +4,2 57,2+%2,5 46,6 + 2,4 80,8 +£3,1
288 40,1 £ 1,9 42,8 +3.4 40,9 +3,3 555423 45,2+0,5 37,1+22 583423
360 375+ 1,4 29.5+0,6 26,0 £ 0,6 445 +37 27,5+0,5 242+20 152404
456 258+29 17,6 £ 0,8 16,4+ 1,7 2093 +1,3 16,7+2,2 14,3 +0,3 9,9+0,1
552 204+11 9,7+0,6 9,4+0,5 9,7+0,4 7,4+04 7,5+0,5 -

648 16,3+ 1,0 53403 3,605 44+0,1 2,810,1 2,8+0,1 -

816 6,4+15 1,5+0,2 1,0+0,1 - 1,0+0,1 1,3+0,1 -
1032 1,0+0,1 b - - - - -

a . . .7 ,
valor medio + desviacion estandar, n=4,

b -, no detectado.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en fiuncion de su estructuray entorno lipidico

Tabla 21.- Evolucién del porcentaje de retencion de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado y molido con un 60% de sustrato poliinsaturado en
peso.

5,6-epoxido

tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 100,0+3,4* 100,0 £0,9 100,0 £3,5 100,0 +£4,1
24 100,0+ 1,8 1000 £ 1,1 88,5+£28 185,5+8,6
48 100,0 £2,5 100,0 + 1,5 849£3,6 198,7+9.8
72 100,0 £ 1,9 100,0 + 1,8 76,9+ 1,5 2473 +1,5
120 96,7+2.4 100,0+1,3 65,1 +338 219,8£5,5
168 844+0,9 93,4+3,6 60,7+1,3 185,6 +4,2
216 840+22 949 +04 549+03  1989+08
288 839+28 64,1135 443 +13 1458 £5,2
360 543 +0,6 43,1+1.8 254+15 842+0,4
456 53,6 £1,1 332+18 18,6 £0,5 61,3£21
552 287+27 144105 109+ 1,6 228+0,5
648 13,1+13 32405 48+04 13+02
816 46+0,2 1,0+0,1 1,410,1 1,0£0,1
1032 1,540,1 b - -

a . . Iy r

valor medio * desviacion estandar, n=4.
b

-, no detectado.
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Tabla 22.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido con un

60% de sustrato poliinsaturado en peso.

tiempo (h) violaxanteno cucurbitaxanteno A zeaxanteno cis-zeaxanteno  [-criptoxanteno [B-caroteno cis-B-caroteno
0 100,0+2,9° 100,0 + 1,0 100,0+28  100,0 £3,8 100,0+2,7  100,0+27 100,0+3,6
24 100,0 £ 1,3 85,8+29 85,9+27 2287+ 13 100,0 £2.4 90,5+1,9 139,5+438
48 100,0 + 4,4 89,3 £3,8 84,7+ 1,1 272,8£9,5 100,0 +0,7 91,5+1,0 1345+1,0
72 99,0 + 1,8 89,6 + 0,8 87,6109  2443+99 97,9+ 0,6 84,8+03 1289+3,5
120 60,2 +2,1 75,5+ 4,4 69,9 £0,2 197,1 £4,7 80,8 +4,5 71,5+£39 102,11 +£9,0
168 482 +1.3 66,9 +4.2 672+3,5 157,664 77,8+ 1,1 648+19  963+33
216 482 +0,6 65,2+ 1,1 62,4+36 1742163 71,8+ 0,6 582+12  893+1,7
288 444413 448 +64 479 +43 70,9 + 2,0 53,2+22 476+1,0  62,0+3,1
360 36,6 +1,9 25,6+ 0,2 25,6 +0,5 58,4 + 3,1 27,9+0,4 262+1,8 332+14
456 34,5+1,7 16,8+ 1,9 17,7+0,5 38,7+ 0,6 18,7+ 1,1 19,8 £ 1,5 -

552 253+25 45+08 73+1,3 6,9 £0,8 92+17 8,5+ 1,1 -

648 49+12 2,240,1 2,8+0,2 2,6+0,5 2,7+08 33+0,1 -

816 _b 1,0£0,1 1,4+0,1 - 2,1+03 3,8+0,5 -
1032 - - - - - 1,0£0,1 -

a . . .y -
valor medio + desviacion estandar, n=4.

b -, no detectado.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Por ello, para establecer comparaciones concretas, se realiza el estudio cinético de la
evolucion individual de pigmentos que, por su estructura y presencia en el perfil carotenoide, son
los mas representativos de ambas fracciones: [-caroteno, zeaxanteno, capsanteno y
capsorrubeno. La obtencion de los parametros cinéticos (orden de reaccion y constante cinética,
k) segun el método integral indica un modelo cinético de primer orden para todos los pigmentos

y en todas las mezclas ensayadas, mostrando los resultados en la Tabla 23.

f-caroteno y zeaxanteno presentan en todas las mezclas una evolucién muy similar con
diferencias (en valor absoluto) en la constante x, de un 1% en la mezcla del 20% aun 15% en la
mezcla del 60%. La degradacién que experimenta capsanteno, se asemeja en algunos casos a la
mostrada por B-caroteno y zeaxanteno, aunque adqﬁiere valores de x inferiores. La maxima
similitud se produce en la mezcla del 60% (aunque siguen existiendo diferencias significativas).
Finalmente capsorrubeno sigue una linea degradativa menos acelerada en todos los casos, con
diferencias notables que disminuyen, respecto a capsanteno, a medida que aumenta el porcentaje
de sustrato poliinsaturado en la mezcla (de una diferencia del 45% en la mezcla del 0% a una del
32% en la mezcla del 60%).

Las comparaciones establecidas anteriormente reflejan los resultados obtenidos en los
estudios de oxidacion de los citados pigmentos por radicales peroxilo, tomando en consideracion
que las comparaciones han de establecerse entre pigmentos en forma esterificada puesto que es la
forma en la que se encuentran originariamente y, por tanto, durante la reaccion de oxidacion de
las mezclas de fruto deshidratado y semillas. Asi, en aquellas experiencias, B-caroteno y
zeaxanteno diesterificado mostraban los mayores valores de k', seguidos de capsanteno y
capsorrubeno mostrando éste la linea degradativa mas lenta, destacando por tanto una distincion

basica entre pigmentos ceténicos y no ceténicos.

Aunque esta distincion (con significacion estadistica) también se repite en las experiencias
de este apartado, se aprecia una mayor semejanza entre los valores de x para capsanteno y
aquellos correspondientes a B-caroteno y zeaxanteno al aumentar el porcentaje de sustrato
lipidico en la mezcla. Este hecho indica que el entorno lipidico modula las reacciones de
oxidacion al margen de las caracteristicas estructurales de cada pigmento e incluso del 4cido

graso por el que se esterifican.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructuray entorno lipidico

Tabla 23.- Pardmetros cinéticos de la reaccion de oxidacion
de B-caroteno, zeaxanteno, capsanteno y capsorrubeno en las
mezclas de fruto deshidratado y sustrato poliinsaturado

ensayadas.

- Constante cinética  Coeficiente de
pigmento (k +EE)x10*? correlacion
0%
B-caroteno 34,29 +0,81 0,988
zeaxanteno 35,89 £ 0,93 0,990
capsanteno 31,73 £0,86 0,981
capsorrubeno 17,59 +0,74 0,960
20 %
B-caroteno 39,40 £0,91 0,995
zeaxanteno 38,95+0,75 0,995
capsanteno 33,43 £0,60 0,995
capsorrubeno 20,02 +0,66 0,985
40 %
B-caroteno 4838 +1,74 0,983
zeaxanteno 49,77 +1,80 0,980
capsanteno 4426 +1,67 0,977
capsorrubeno 27,18 +1,14 0,976
, 60 %
B-caroteno 41,57 1,74 0,977
zeaxanteno 4796 £1,75 0,977
capsanteno 47,08 +1,65 0,979
capsorrubeno 31,84 +2.31 0,920

® Reaccién de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-
kxt. EE., error estandar. Diferencias significativas en todos

los casos, (p<0,05).
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Capsanteno, esterificado por acidos grasos saturados y zeaxanteno, esterificado por acidos
grasos poliinsaturados, muestran velocidades de degradacion similares. Ambos se encuentran en
un sustrato lipidico poliinsaturado y es la naturaleza de dicho entorno comun la que marca una
evolucion en la degradacion de todos los pigmentos que tiende a ser mas homogénea a medida

que el aporte lipidico es mayor.

Las peculiaridades estructurales de cada pigmento no se muestran entonces tan
determinantes, lo que apunta a que las reacciones de oxidacion que tienen lugar en la cadena
polienoica (estructura idéntica en todos los pigmentos del perfil carotenoide estudiado) son las
que adquieren mayor relevancia, y transcurren para todos los pigmentos bajo idénticos
mecanismos Yy, a igual velocidad a medida que la presencia del sustrato lipidico poliinsaturado se
hace mayor. Tan solo capsorrubeno se desmarca de esta tendencia y sigue mostrando mayor

estabilidad en todas las mezclas ensayadas y con diferencias similares en el valor de k respecto a

los de B-caroteno, zeaxanteno y capsanteno.

Del resto de pigmentos que componen la fraccion amarilla, B-criptoxanteno y
cucurbitaxanteno A, muestran velocidades de degradacion similares a B-caroteno y zeaxanteno,
en todas las mezclas ensayadas, mientras que violaxanteno se degrada a velocidades que se
asemejan mas a las de capsanteno. En todos los casos apuntados se mantiene la ténica de que a
medida que aumenta el porcentaje de sustrato lipidico en la mezcla, la similitud en la velocidad
de degradacion es mayor. Como ejemplo de este acercamiento en los valores de x, en la Figura
22 se representa, en escala semilogaritmica, el modelo cinético obtenido para capsorrubeno y
violaxanteno en las mezclas del 0% y 60%. Tomando como referencia a violaxanteno, que en
ambas mezclas toma valores de « superiores (30,65x10™ h' y 46,44x10™ h™ respectivamente),
en la mezcla de referencia, la diferencia entre las constantes cinéticas de ambos pigmentos es del
43%, mientras que en la mas concentrada en sustrato lipidico poliinsaturado, la diferencia es del
31%.

Al margen de las reacciones de oxidacion, destacan las reacciones de isomerizacion que
tienen lugar en todas las mezclas, durante un periodo de 120-168 horas de reaccion, aunque en
algunos casos como la formacion de isomeros cis de capsanteno en la mezcla del 60%, estas

reacciones son constatables hasta 288 horas después del inicio de la oxidacion.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en fiuncion de su estructuray entorno lipidico

% Retencién

100
80

60 1

20

10 ] mezcla 0%
e violaxanteno ‘e,
: “®_  capsorrubeno -,
mezcla 60% ' .
“e.  violaxanteno

“H.  capsorrubeno e

0 200 400 600 800 1000
Tiempo (h)

Figura 22.- Evolucion del porcentaje de retencion segun el

modelo cinético de primer orden obtenido para los pigmentos

capsorrubeno y violaxanteno en las mezclas de fruto

deshidratado y sustrato poliinsaturado al 0% y 60%.
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Oxidacién de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

En esta etapa, los pigmentos capsanteno, zeaxanteno y [-caroteno experimentan
mayoritariamente, al margen de la degradacion, una transformacion a sus correspondientes
1someros cis, siendo éste el paso previo a la oxidacion definitiva a productos incoloros. Los
isomeros cis que se forman, constituyen una pérdida de la capacidad colorante puesto que su
intensidad en color es menor que la proporcionada por las formas #rans. Por ello estas reacciones
se consideran reacciones degradativas siendo las que tienen lugar predominantemente en los

estadios iniciales de la experiencia.

En paralelo se producen reacciones de degradacion a la vista de los descensos en xantofilas
amarillas como B-criptoxanteno, cucurbitaxanteno A y violaxanteno, pero en esta primera etapa
tienen lugar a menor velocidad, debido al efecto protector que la presencia de antioxidantes
produce, sobre todo en las mezclas mas enriquecidas en sustrato lipidico y, precisamente debido
a este efecto protector, la isomerizacion ocurre con mayor extension en las mezclas con mayor

porcentaje de semillas.

Una vez superada esta etapa, las reacciones de isomerizacién continian pero la velocidad
de oxidacién a productos incoloros transcurre a mayor velocidad siendo imposible constatar
aumentos en la presencia de isémeros. Queda por tanto reflejado que un mantenimiento en el
porcentaje de retencion de pigmentos, no implica que no se hayan producido cambios en la

composicion carotenoide, que son consecuencia del inicio de reacciones degradativas.
2.~ Sustrato lipidico monoinsaturado.

- Velocidad de oxidacion segun fracciones isocromicas de pigmentos. Estudio cinético.

En la Figura 23 se muestra la evolucion del porcentaje de retencion del total de pigmentos

en el tiempo, para las mezclas de fruto deshidratado con un 20% y un 40% de sustrato

monoinsaturado afiadido y para la de referencia (mezcla 0%). Las lineas se corresponden con

ajustes a los datos de polinomios de orden cuatro, que son los que mejor representan la evolucion

experimentada por el porcentaje de retencion de pigmentos. Ocurre una clara diferenciacion

entre la secuencia seguida por la concentracion carotenoide del fruto deshidratado y molido sin

~semillas y la que presentan las distintas mezclas que incluyen sustrato lipidico, mostrando éstas
ultimas entre si un comportamiento mas proximo, aunque también se puede apreciar una

tendencia a una mayor estabilidad a medida que se incrementa el porcentaje de sustrato.

-116-



Oxidacion de pigmentos carotenoides en fincion de su estructura 'y entorno lipidico

% Retencién

100
™. Fruto deshidratado (Fd)
80 1 . Fd+sustrato monoinsaturado

TS 20%

. Tl 40%
60 -
40 -
20 A

0 : . . — ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (h)

Figura 23.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos totales de
las mezclas, de fruto deshidratado y sustrato monoinsaturado, elaboradas.

Ajuste a polinomios de orden 4.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

En las Tablas 24 y 25 se muestran los datos de evolucion del porcentaje de retencion para
pigmentos rojos, amarillos y totales en las mezclas ensayadas. La evolucion de las fracciones de

pigmentos en la mezcla de referencia es la mostrada en la Tabla 9.

Como se ha establecido en el apartado 1 de este capitulo, en una primera etapa, que abarca
la vida util del producto, la estabilidad de la capacidad colorante se incrementa con el aumento
de la presencia de semillas de pimiento, aunque ello constituya un enriquecimiento en 4cidos
grasos poliinsaturados. Sin embargo, cuando la reaccion alcanza un avance del 60-70%, las
velocidades degradativas se invierten, siendo las mezclas con mas proporcion en sustrato lipidico
las que muestran la menor retencion. Este efecto diferenciado al principio y al final de la
experiencia no se ha observado en este caso, utilizando sustrato monoinsaturado, presentandose
una estabilidad superior a mayor porcentaje de semillas, desde el principio hasta el final, sin

observar una etapa en la que las lineas de evolucion se crucen.

No se puede concluir por tanto en la existencia de una etapa en la que las reacciones
degradativas del medio lipidico se aceleren y contribuyan a la oxidacién de pigmentos,
aumentando su velocidad de reacciéon. En este caso, al tratarse de un medio lipidico menos
sensible a la oxidacion, ésta tiene lugar pero en progresion uniforme a lo largo de toda la

experiencia.

Para cuantificar el efecto observado graficamente y por las tablas de evolucion, se realiza
el estudio cinético de los datos obtenidos, que ademas permitira comparar y deducir la mejora
que produce la adicion de un sustrato lipidico de naturaleza distinta al habitual. La aplicacion del
método integral a los datos obtenidos permite obtener los parametros cinéticos de la reaccion de
degradacién. En todos los casos el modelo cinético que mejor representa la degradacion de

pigmentos carotenoides es el de primer orden.

La Figura 24 representa, en escala semilogaritmica, los modelos cinéticos obtenidos
incluyendo el de la mezcla de referencia (0%). La Tabla 26 expone los parametros cinéticos asi

como el coeficiente de correlacion.

Los valores que adopta la constante de velocidad x, en cada caso, confirman las
apreciaciones anteriores, es decir, la degradacion carotenoide tiene lugar mas lentamente a mayor

presencia de sustrato lipidico monoinsaturado en la mezcla.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 24.- Evolucion del porcentaje de retencion de las
fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales durante la
degradacion térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido con
un 20% de sustrato monoinsaturado en peso.

tiempo (h) - Rojos Amarillos Totales

0 1000+2,7* 100,0+25 100,0 £2,6
24 100,0 2,8 958 +3.9 994+34
48 93,1+25 85,6+ 1,6 90,0 £ 2,1
72 857+1,1 86,6 +2,7 86,1 +1,8
120 778 +0,9 67,8+1,0 73,6 £ 0,9
168 712+23 64,1 3,1 68,2 +2,6
216 69,1 +1,3 60,4 +14 655+13
288 52,6 +23 493 +27 512+25
360 41,6 +12 362+ 1,0 393 +1,1
456 35,1106 302+0,2 33,004
552 33,9+23 283 +1,7 31,5+2,0
648 296409 232406 26,9+0,8
816 223+15 159+ 038 196 +12
1032 19,5+ 1,1 13,3+04 16,9+0,8

a . - ., ,
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 25.- Evolucion del porcentaje de retencion de las
fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales durante la
degradacion térmica a 343 K del fruto deshidratado y molido con
un 40% de sustrato monoinsaturado en peso.

tiempo (h) - Rojos Amarillos Totales

0 1000+2,6% 100,0+1,9 100,0 £2,3
24 100,0+0,9 100,003 100,0 £ 0,6
43 98,0 +3,1 96,6 £1,5 974+24
72 938+1,3 943+0,8 94,0+0,9
120 86,6 +0,2 822+24 84,7 +1.1
168 82,6+ 1,1 75,8+1,8 798+ 14
216 79,5 +3.0 72,6 +1,1 76,7 +2.2
288 63,0+1,4 57,5+19 60,7+ 1,5
360 51,5+0,5 456 +1,3 49,0+0,8
456 419+0,8 379+1,0 402 +£0,8
552 36,7+0,4 31,5+0,2 345+04
648 329104 282+0,6 30,9+0,5
816 292 +0,6 22,7+03 26,5+0,5
1032 231+038 15,3+0,1 19.8+0,4

a . . .7 I
valor medio + desviacion estandar, n—=4.
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Figura 24.- Modelos cinéticos obtenidos para la evolucién del
porcentaje de retencion de pigmentos totales en la reaccion de oxidacion
a 343K en cada mezcla de fruto deshidratado y sustrato monoinsaturado.
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 26.- Pardmetros cinéticos de la reaccién de oxidacion de
las fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales en las
mezclas de fruto deshidratado y sustrato monoinsaturado
ensayadas.

» Constante cinética Coeficiente de
pigmentos (« £tEE)x10*?* correlacion
0%
rojos 2691 £2,48 0,990
amarillos 34,37 £2,96 0,985
totales 29,63 +2,72 0,989
20%
10jOS 18,37 £0,65 0,977
amarillos 22,17 +0,72 0,983
totales 19,85+ 0,67 0,980
40%
10jos 15,69 + 0,61 0,981
amarillos 18,96 + 0,49 0,992
totales 17,18 £ 0,60 0,987

? Reaccién de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-kxt.

E.E., error estandar. Diferencias significativas en todos los casos,
(p<0,05).
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Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Respecto a la mezcla de referencia (0%) y considerando el total de pigmentos, se producen
descensos en el valor de x del 33% en el caso de la mezcla con un 20% de semillas y del 42%
para la mezcla del 40% (diferencias significativas). También existen diferencias significativas al
comparar la constante cinética de degradacion de cada fraccion de pigmentos en funcién del

porcentaje de semillas adicionado.

Se sigue produciendo una distinta evolucion de las fracciones de pigmentos rojos y
amarillos que se refleja en el valor de la correspondiente constante cinética k, que toma valores
inferiores entre un 17% y un 20% para la fraccidn roja, respecto a la constante cinética de la

fraccion amarilla (valores con diferencias significativas).

- Velocidad de oxidacion de pigmentos individuales. Estudio cinético.

En las Tablas 27 a 30 se muestran los datos de porcentaje de retencion de cada pigmento
en el transcurso de la experiencia para las mezclas de fruto deshidratado con sustrato
monoinsaturado al 20% y 40%. De igual forma que en el apartado 1 de este capitulo, se obtienen
los parametros cinéticos correspondientes a la degradacion de [-caroteno, zeaxanteno,
capsanteno y capsorrubeno. El modelo cinético que mejor se ajusta a los datos experimentales
(en funcion del coeficiente de correlacion) sigue siendo de primer orden y los valores de la

constante cinética k para los pigmentos citados se muestran en la Tabla 31.

Al igual que en las mezclas con sustrato poliinsaturado, la evolucién que experimentan los
pigmentos con grupos ceto en los extremos de la cadena polienoica es diferente del resto aunque
con diferencias menos acusadas. B-caroteno muestra la mayor velocidad de degradacion (con
valores de x idénticos en las dos mezclas) seguido de zeaxanteno y capsanteno, mostrando €stos
tiltimos, valores de ¥ mas proximos en la mezcla del 40%. Capsorrubeno tampoco modifica su
velocidad de degradacion al aumentar la presencia de semillas (del 20% al 40%) en la mezcla,

pero en cualquier caso muestra los valores de k mas bajos.

Se puede concluir que al aumentar el porcentaje de sustrato lipidico adicionado, al margen
de que la velocidad de degradacion de pigmentos descienda (salvo las excepciones comentadas

de B-caroteno y capsorrubeno), ésta es mas homogénea en todos los pigmentos.
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Tabla 27.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado y molido con un 20% de sustrato monoinsaturado

en peso.

5,6-epoxido

tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 100,0+23*° 100,0 +4.3 100,0+24 100,0+2,9
24 984126 100,0 £1,1 843+26 1523+6,4
48 88,1+1,9 100,0 £ 1,3 75,0+24 1455+ 1,8
72 86,5112 944+30 71,0+ 1,7 126,0 +4,8
120 78,8 +2,7 825+£22 658+24 110,2£3.7
168 71,1+23 71,5+2,1 60,9+42 99,7£5,7
216 71,9+19 703 +14 530+12 112,0 £3,1
288 64,1 £33 440+32 413+338 780+21
360 47,0£09 38,0+0,7 342+0,8 59,4+25
456 41,5+14 304+08 26,3 +0,6 558+1,6
552 399+0,9 292+1,1 256+2.4 53,629
648 374+13 26,5+1,1 229+19 437+£20
816 31,5+0,3 18,4+0,3 18,1+1,9 29,1+1,7
1032 272+1,6 162+04 16,1 £1,0 249+09

a . . .7 J
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 28.- Evolucién del porcentaje de retencion de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido con un

20% de sustrato monoinsaturado en peso.

tiempo (h) violaxanteno  cucurbitaxanteno A zeaxanteno cis-zeaxanteno  [B-criptoxanteno [-caroteno cis-B-caroteno
0 100,0+1,0* 100,0 £ 0,7 100,0+24  100,0+23 -  100,0+43  100,0+37 100,0+24
24 96,7 +3,7 100,0 £ 0,5 81,0+29  159,9+93 97,9+3,5 820+£26 1454497
48 86,4 +44 90,0£1,0 73,4+0,7 146,2 £25 86,2+ 0,4 73,3+0,1 1294+2,0
72 82,6 +2,1 93,5+22 73,7426  172,6+6,5 86,7 2,7 71,9+03 1355+58
120 73,7422 68,2 + 3,4 540+2,6 116,7+43 68,8 £2,8 597+3,0 101,4+4,7
168 68,4+ 3,6 63,1108 543+1,6 117,2+79 65,0+ 0,7 53,8+0,4 96,8 1+ 3,2
216 64,9 +3,2 66,0 + 0,7 491+12  1033+5,8 61,3+0,8 493+04  87,1+40
288 46,0 £ 1,9 54,3 +3,5 45,5+3,9 86,8 £ 3,1 49,0+ 3,1 39,7+ 1,7 76,1 £ 2,1
360 383+ 1,6 37,1£0,9 31,0+0,7 58,4+13 34,2+ 0,9 343 +0,5 50,0£2,6
456 31,4+ 1,5 33,4+ 1,6 26,0 + 1,2 50,0 + 3,0 28,1+ 1,4 274+1,1  409+28
552 30,9+1,8 29,7+ 1,8 25,5+ 1,4 48,3+ 1,1 27,5t 1,1 243+ 1,1 31,8 £22
648 27,3+0,2 243 +0,9 20,4104 37,1 +£3,2 21,0+ 1,0 228+ 1,3 20,3 +£27
816 18,8 + 0,4 17.4+0,8 146+08  27,9+13 15,0+ 0,9 113+07 192412
1032 16,9 +1,2 144+ 1,1 12,2409 23,5+ 1,1 11,8 +0,9 99+0,1 150+0,6

a . . .y ,
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 29.- Evolucion del porcentaje de retencién de pigmentos rojos durante la
oxidacion del fruto deshidratado y molido con un 40% de sustrato monoinsaturado

en peso.

5,6-ep6xido
tiempo (h) capsorrubeno capsanteno capsanteno  cis-capsanteno
0 100,0+29° 100,0 £0,9 100,0 £1,7 100,0 £5,7
24 97,2+0,5 100,0 £0,5 889+1,6 1372+78
48 95,9+3,7 100,013 82,307 141,4+8,6
72 89,0 £3,7 100,0 £3,5 78,1 £0,7 138,9+9,2
120 833+13 87,0+ 0,6 75,1 £3,7 119,4+9.8
168 76,6 £14 93,7+1,1 73,8+29 109,6 +£2,2
216 70,6 +0.9 723+54 66,0 +12 1213 £9,0
288 63,121 523+1,1 51,3142 944 +39
360 569+25 479106 429+0,1 71,7+3,8
456 45,7+028 414+27 353£26 57,7£2,6
552 409+ 17 350+13 286122 56,3+4,1
648 37,5+10 338+1,1 259+08 494 +0,7
816 33,9+£0,3 249+0,9 233+£1,6 426+19
1032 28,1+22 218+3,0 21,2+£05 255106

a . . . ,
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Tabla 30.- Evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos amarillos durante la oxidacion del fruto deshidratado y molido con un
40% de sustrato monoinsaturado en peso.

tiempo (h) violaxanteno  cucurbitaxanteno A zeaxanteno cis-zeaxanteno  f-criptoxanteno f-caroteno cis-f-caroteno
0 100,0+1,0" 100,0 + 0,7 100,0+24  100,0+43 100,0+0,9  100,0+03 100,0 +3,9
24 979 +1,6 97,013 92,5+0,5 186,5 + 3,7 100,0+24 79,6 14 2854+3)5
48 983 +2.8 94.9 + 0,6 86,6+08  1850+89 98,3 + 4.6 71,9+1,1 2689+87
72 95,0+19 96,5 + 0,9 834+23 2049+25 96,4 + 2.6 66,4+03 256,5+74
120 80,4 + 47 81,0+43 763+45  158,1+8]1 87,9 + 0,4 576+06 222,5+97
168 74,6 £22 73,8+238 70,3+ 1,0 148,2 £ 9.3 79,3 +1,0 50,7+£1,2 208,7x5,7
216 73,5 +2,1 71,4 +3,2 67,6 +33  1252+98 82,0+ 1,2 491406 1922+52
288 60,6 +2,1 549+29 56,1 £2,9 101,8+7,5 62,9+57 40,1 +£3,5 131,9+43
360 56,6 + 1,2 442+ 1,0 41,6 £ 0,1 77,4442 454+ 13 345+13 859433
456 47,8406 36,9+ 1,1 34,1+0,1 66,9 + 2,0 36,4 +0,2 286+29  768+15
552 382+24 29,4 £4,7 29,5+23 51,3 3,6 29,0 £4,1 24,8 £0,9 76,2 + 3.7
648 36,009 28,6+0,3 26,7+0,5 450+3,1 27,6 £0,6 18,8+24 6,6+ 1,7
816 30,9+0,2 234+ 1,6 223+0,3 38,1 3,2 223+0,1 13,1+0,1 49,0 £3,2
1032 21,7+ 1,2 16,1 £ 0,6 15,4 £ 0,4 232+23 149+ 0,3 8,5+0,1 28,9 £0,7

a . . .y ,
valor medio + desviacion estandar, n=4.
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Oxidacién de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 31.- Parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion
de B-caroteno, zeaxanteno, capsanteno y capsorrubeno en las
mezclas de fruto deshidratado y sustrato monoinsaturado
ensayadas.

Constante cinética Coeficiente de

pigmento (x +tEE)x10** correlacion
" 20%
B-caroteno 25,27 +0,73 0,987
zeaxanteno 24,09 £0,75 0,979
capsanteno 22,05+1,04 0,965
capsorrubeno 14,85 £ 0,66 0,968
40 %
B-caroteno 25,76 0,51 0,993
zeaxanteno 19,70 + 0,64 0,989
capsanteno 18,63 +0,87 0,966
capsorrubeno 14,03 £0,51 0,982

* Reaccidn de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-
kxt. EE., error estandar. Diferencias significativas en todos
los casos, (p<0,05).
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Salvo la mas clara distincion entre pigmentos cetonicos y no cetonicos (que si marca
diferencias de comportamiento) las caracteristicas estructurales de cada pigmento adquieren
menos importancia para determinar su velocidad de oxidacion. Como ejemplo de esta situacion,
se expone el mismo que en el apartado 1 de este capitulo representando, en la Figura 25 en escala
semilogaritmica, los modelos cinéticos para capsorrubeno y violaxanteno en las mezclas del 20%
(x violaxanteno=20,19x10™* h, Figura 25A) y 40% (k violaxanteno=15,35x10"* h’, Figura
25B). La similitud entre ambas constantes es mayor al aumentar la presencia de semillas en la

mezcla.

Ademas de capsanteno, B-caroteno y zeaxanteno experimentan reacciones de
isomerizacion. Estas reacciones transcurren a mayor velocidad que las degradativas hasta las
168-216 horas de reaccion. En la mezcla del 40% la isomerizacion alcanza las cotas superiores
llegando los isdmeros cis de zeaxanteno y B-caroteno a superar el 200% de retencion en algunos

puntos concretos de la reaccion.
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Figura 25.- Evolucion del porcentaje de retencion
segiin el modelo cinético de primer orden obtenido
para los pigmentos capsorrubeno y violaxanteno en las
mezclas de fruto deshidratado y  sustrato
monoinsaturado al 20% (A) y 40% (B).
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3.- Estudio comparativo de la velocidad de oxidacion carotenoide en ambos sustratos

liptdicos.

La aplicacion del estudio cinético a la oxidacion de pigmentos carotenoides en ambos tipos
de mezcla (sustrato lipidico monoinsaturado y poliinsaturado), permite la obtencion de los
correspondientes parametros que pueden ser comparados, para establecer la mejora que supone
un cambio en la naturaleza del sustrato lipidico en la estabilidad de pigmentos carotenoides.
Como se puede deducir de los apartados 1 y 2, la degradacion de pigmentos sigue la misma linea
en ambos tipos de mezcla. Sin embargo, de la comparacion de las constantes cinéticas de
degradacion se deduce que la velocidad a la que transcurre la oxidacion de pigmentos no es la

misma en un sustrato lipidico y otro.

Las mezclas a comparar son las del 20% y 40% con ambos tipos de sustrato lipidico.
Considerando la totalidad de la experiencia de oxidacion y para pigmentos totales, la constante
cinética k adquiere valores de 31,56x10™ h''y 4131x10* ! en el caso de las mezclas ricas en
acido linoleico y 19,85x10™* h™ y 17,18x10™* h™ para las mezclas enriquecidas con acido oleico.
El descenso en el valor de la constante cinética x para pigmentos totales en las mezclas del 20%

y 40% es de un 37% y un 58% respectivamente.

El medio lipidico, aportado por las semillas, que rodea e impregna a la pigmentacion del
fruto es diferente en un caso y en otro y, su mayor presencia, también tiene un efecto
diferenciado en cuanto a las reacciones degradativas, que se hacen mas o menos patentes. Las
semillas de pimiento aportan un medio poliinsaturado, cuyo principal componente es acido
linoleico (18:2) mientras que las semillas de girasol empleadas aportan acido oleico (18:1). Es
por tanto la diferencia en composicion del medio lipidico lo que provoca tan acusadas

diferencias.

Los acidos grasos como responsables mayoritarios de la generacion de radicales peroxilo a
través de mecanismos de autooxidacion tienen, por tanto, un papel primordial en la estabilidad
del color de las mezclas ensayadas. En dichos mecanismos, el paso limitante de velocidad global
del proceso es la reaccion de propagacion, cuya velocidad depende de la fuerza del enlace C-H a
romper. La energia de disociacion de dicho enlace, si el hidrogeno es de tipo alilico, es
aproximadamente 10 kcal/mol mayor que la de un hidrégeno tipo bis-alilico. Como

consecuencia, solo se consiguen velocidades de autooxidacion de acidos monoenoicos,
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razonables a elevadas temperaturas mientras que en el caso de acidos dienoicos ocurren a

temperatura ambiente (Porter y colaboradores, 1995).

Por tanto, el tipo de acido graso que compone mayoritariamente el sustrato lipidico es
determinante para la velocidad con la que los procesos de oxidacion tienen lugar. Un cambio de
composicion cualitativa produce cambios muy sustanciales en la velocidad de degradacion. No
es que el proceso de degradacion no tenga lugar, sino que se adiciona un soporte lipidico
protector que a pesar de generar productos oxidantes, como se ha comentado anteriormente, lo

hace méas lentamente.

Es importante destacér que un cambio en el sustrato lipidico afecta a la velocidad con que
las reacciones de oxidacion de pigmentos transcurren pero no modifica el orden de estabilidad
establecido en un tipo de mezcla y otro. Los pigmentos rojos muestran la mayor estabilidad en
ambos sustratos y, dentro de cada fraccion, las conclusiones que del estudio individualizado de
pigmentos se obtienen, se mantienen también en ambos sustratos. Este hecho indica que los
mecanismos por los que transcurre la oxidacién de pigmentos no se modifican, tan solo se

modifica la velocidad a la que tienen lugar las reacciones.

Un claro ejemplo de esta conclusion es la diferente evoluciéon de las reacciones de
isomerizacion en ambos tipos de sustratos. La Figura 26 muestra la evolucion del porcentaje de
retencion de los isdmeros cis de capsanteno en las mezclas al 20% (Figura 26A) y 40% (Figura

26B) diferenciando sustrato monoinsaturado y sustrato poliinsaturado.

En los dos casos las cotas maximas de porcentaje de retencion se alcanzan al mismo
tiempo, entre las 48 y 72 horas de reaccion. A partir de ese momento se observa un descenso
diferenciado. En la mezcla enriquecida con 4cido linoleico el porcentaje de retencién desciende a
mayor velocidad que en la mezcla enriquecida con acido oleico. La evolucion del porcentaje de
retencion de isomeros cis de capsanteno es similar en las mezclas del 40%. Este hecho corrobora
que las reacciones que tienen lugar en ambos sustratos son las mismas pero transcurren a
velocidad diferente. También pone de manifiesto que el sustrato monoinsaturado constituye un
entorno menos oxidante puesto que el balance entre las reacciones de isomerizacion y de
degradacion es mas compensado en la mezcla con un sustrato lipidico menos susceptible a la

oxidacion.
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Figura 26.- Evolucion del porcentaje de retencion de isomeros cis de

capsanteno en las mezclas del 20% (A) y 40% (B) con ambos tipos de
sustratos. Ajuste a polinomios de orden 4.
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Con porcentajes de semillas anélogos, aunque se obtiene la misma dilucion del color y la
misma concentracion de tocoferoles, la presencia real de aceite no es la misma, debido a la
distinta riqueza grasa de ambos tipos de semillas, siendo del 18% en las semillas de pimiento y
del 50% en el germen de girasol. Este hecho puede aumentar la efectividad de la accion
antioxidante de los tocoferoles ya que aun estando en igualdad de concentracion en los dos tipos
de mezcla, un medio mas oleoso puede facilitar su accién. No obstante, las diferencias
sustanciales de comportamiento deben proceder principalmente de la clara diferencia cualitativa
que ambos tipos de aceites poseen, particularmente en lo que se refiere a la presencia de acidos
grasos poliinsaturados. Un dato a tener en cuenta en los dos tipos de mezclas ensayadas es que la
grasa de la materia prima Utilizada, es decir el fruto deshidratado, ya por si misma posee un 24%
de 4cido linolénico, (18:3) muy proclive a la formacion de radicales peroxilo. Con la adicion de
uno u otro tipo de semillas, de hecho se esta llevando a cabo una dilucion de dicho acido en la
mezcla obtenida pero, segin la clase de semillas adicionadas, se mejora la proporcion de acidos
grasos presentes, en el sentido de menor porcentaje de poliinsaturados con las semillas de

girasol.

Como se ha puesto de manifiesto en el apartado 1 de este capitulo, en la reaccion de
degradacion de pigmentos carotenoides en las mezclas con sustrato poliinsaturado existen dos
etapas de diferente comportamiento. En aquella que representa el periodo de vida til del
producto, la adiciéon de semillas de pimiento resulta beneficiosa y, un mayor aporte de este
sustrato, aun siendo rico en 4cido linoleico, mejora la estabilidad de la fraccion carotenoide. El
estudio cinético de esta etapa concluye en valores de la constante cinética x, para pigmentos
totales, desde 24,69x10™ hasta 28.23x10™ h™ en orden creciente al disminuir el porcentaje de

semillas.

En el caso de los sustratos monoinsaturados, el estudio diferenciado de datos no estaba
justificado puesto que no se distinguen zonas de diferente comportamiento y la cinética
degradativa obtenida si representa a la totalidad de la experiencia. Sin embargo para establecer,
en igualdad de condiciones, si un cambio en el sustrato lipidico, de uno poliinsaturado a otro
monoinsaturado, mejora la estabilidad de la fraccion carotenoide en la etapa que se considera
como de vida 1til del producto, también se realiza el estudio cinético de los datos de evolucion
del porcentaje de retencion de pigmentos en las mezclas enriquecidas con oleico hasta un avance

de reaccion del 50%.
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De la aplicacion del método integral resulta que el modelo que mejor se ajusta a los datos
experimentales es el de primer orden, y en la Tabla 32 se exponen los pardmetros cinéticos
obtenidos para cada mezcla, incluyendo la de referencia (0%), y fraccion de pigmentos. Estos
valores se comparan con los mostrados en la Tabla 14 (parametros cinéticos de las mezclas con
sustrato poliinsaturado considerando hasta el 50% de avance de reaccion). Para las mezclas al
20% el cambio de sustrato lipidico supone un descenso en la constante cinética k para pigmentos
totales del 16% y del 30% para las mezclas al 40%. Las diferencias en todos los casos son
estadisticamente significativas. Cada fraccion de pigmentos también experimenta descensos en
su velocidad de oxidacion, al modificar la naturaleza del sustrato lipidico e igualmente con

diferencias estadisticamente significativas.

El descenso en la constante cinética , supone una mejora en la estabilidad, lo que implica
que el periodo de vida 1til se prolonga en las mezclas con sustrato lipidico monoinsaturado. La
dilucion al 40% es la comunmente empleada en la industria pimentonera. La Tabla 33, muestra
la evolucion del porcentaje de retencion de pigmentos totales para las mezclas con semillas de

pimiento y girasol alto oleico al 40% junto con la de referencia (0%).

De esta forma se puede comparar en qué momento, aproximadamente, cada mezcla deja de
tener utilidad comercial (porcentaje de retencidn inferior al 50%). En la citada tabla se puede
observar como el utilizar un sustrato lipidico ya sea monoinsaturado o poliinsaturado prolonga la
vida til del pimentdn, en las condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion de oxidacion, en
72 horas para la mezcla rica en acido linoleico y en 168 horas para la mezcla rica en 4cido oleico.
Ademas también constata el incremento en horas de vida til, que implica utilizar una mezcla
con sustrato lipidico monoinsaturado, al compararla con la correspondiente mezcla rica en

linoleico (en las condiciones de almacenamiento a 343 K).

Se puede concluir que el perfil del sustrato lipidico juega un papel importante en el proceso
oxidativo y en el caso concreto del pimentdn, la presencia de acido linoleico favorece dicho
proceso, en comparacion con otras mezclas basadas en 4cido oleico como principal componente
del sustrato lipidico aportado, si bien hay que matizar que segun el estudio previo, la adicion de
sustrato poliinsaturado tiene un efecto beneficioso en la conservacion del color, puesto que la
vida util del producto termina antes de que se llegue a la etapa a partir de la cual el efecto de la

adicion de dicho sustrato es perjudicial.
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Tabla 32.- Parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion de
las fracciones de pigmentos rojos, amarillos y totales en las
mezclas de fruto deshidratado y sustrato monoinsaturado
ensayadas, considerando los datos hasta el 50% de retencion.

- Constante cinética Coeficiente de
pigmentos (x+E.E)x10™* correlacion
0%
10jos 27,84 £0,68 0,966
amarillos 3842+1,21 0,973
totales 31,80 £ 0,88 0,970
20%
10j0s 21,99 + 1,14 0,978
amarillos 26,42 +1,08 0,986
totales 23,79 £0,96 0,985
40%
rojos 15,39+ 1,80 0,942
amarillos 18,95+ 0,95 0,968
totales 16,88 +1,21 0,957

? Reaccién de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-icxt.

E.E., error estandar. Diferencias significativas en todos los casos,
(p<0,05).
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Tabla 33.- Evolucion comparativa del porcentaje de retencion
de pigmentos totales en mezclas con sustrato lipidico
poliinsaturado (18:2), monoinsaturado (18:1) y de referencia.

tiempo (h) 0% 40% (18:2) 40% (18:1)
0 B 1000* 100,0 100,0
24 100,0 100,0 100,0
48 100,0 97.4 97.4
72 88,9 92,8 94.0
120 78,1 81,4 84,7
168 673 67,2 79,8
216 592 58.6 76,7
288 38,8 51,1 60,7
360 28,5 34,6 50,0
456 21,8 227 40,2

a .
valor medio, n=4.
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La tendencia generalizada para retardar el proceso degradativo es la adicion de
antioxidantes, como el &cido ascorbico o tocoferoles. Frente a esta tendencia, con esta
experiencia se dispone de una alternativa para retardar el efecto negativo del sustrato lipidico:

cambiar su naturaleza de poliinsaturada a monoinsaturada.

Un cambio en el tipo de semilla empleada en la molienda (semilla del propio fruto por
semilla de girasol alto oleico) no tiene por qué ser la unica solucion, incluso puede plantear
problemas de tipo econdémico en la fabricacion del pimentén, pues la semilla de girasol alto
oleico habria que comprarla y generaria un subproducto que seria la semilla del pimiento. Lo
mas adecuado es desarrollar nuevas variedades de pimiento cuyo perfil lipidico sea distinto al
actual, tratando de obtener frutos con menor contenido en acidos grasos poliinsaturados, por
ejemplo reprimiendo los enzimas desaturasas que producen dichos acidos grasos (Harwood,
1996). Esta linea de trabajo iria en paralelo con el movimiento actual hacia grasas y aceites
mejorados genéticamente, que ofrecen ventajas en diversos aspectos como su estabilidad,
salubridad y flexibilidad funcional (Katz, 1997). »
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Il INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA VELOCIDAD DE OXIDACION
CAROTENOIDE.

Las caracteristicas del procesado para la obtencion del pimentén, que en determinadas
zonas sigue unas pautas artesanales, no promueven la inclusion de cambios en las dos
operaciones basicas de las que consta: secado y molienda (Minguez-Mosquera y colaboradores,
1996). Sin embargo para la obtencién de la oleorresina de pimenton, si se requiere de una mayor
complejidad en las operaciones del procesado asi como el empleo de condiciones fisicas de
presion y temperatura mas drasticas, sobre todo en las etapas de extraccion con disolvente y
posterior eliminacion del mismo. Estas condiciones pueden alterar la composicion inicial de la

materia prima, sobre todo en cuanto a su capacidad colorante.

Pero no sélo se ha de tener en cuenta la influencia de las condiciones durante el proceso de
obtencién de ambos concentrados de pigmentos, sobre la concentracién carotenoide, sino
también, la posible incidencia en dicha concentracion de las condiciones empleadas en los

procesos industriales que utilizan al pimenton y su oleorresina para aportar color o corregirlo.

Para los dos concentrados, el criterio de calidad es sinénimo de color, que ademas lleva
implicito el valor comercial del producto (Minguez-Mosquera y Pérez-Gélvez, 1998). Los
estudios de oxidacion de carotenoides del pimiento, ponen de manifiesto que, debido a la
composicidn heterogénea en pigmentos del extracto que se obtiene del fruto, la velocidad de su
degradacion no es homogénea y, ademas de las caracteristicas estructurales, depende de la
naturaleza del sustrato lipidico en el que se desarrollan las reacciones de oxidacion. Se ha
establecido un patrén de comportamiento frente a los procesos oxidativos, por €l que los
pigmentos agrupados dentro de la fraccién isocrOmica roja, son mas estables que a(juellos

agrupados dentro de la fraccion isocrémica amarilla.

En este sentido, cabe preguntarse si unas condiciones mas enérgicas de temperatura tienen
influencia en el patron degradativo, marcando mayores diferencias entre la estabilidad de una
. fraccién y otra. Por ello se plantea un estudio de oxidacién de carotenoides a distintas
temperaturas, pero usando como concentrado de pigmentos para las experiencias a oleorresinas

de pimenton.

Una vez determinada la cinética de oxidacion de carotenoides hay que comprobar si se

mantiene el mismo patron de degradacion a las temperaturas empleadas. El estudio
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termodindmico de la reaccion de oxidacion permitira deducir si existe o no una zona de

temperaturas en la que se marquen mayores diferencias en la estabilidad de una y otra fraccion.

1.- Estudio cinético.

Para realizar el estudio cinético de los datos se utiliza la misma reaccién que en los
estudios cinéticos de oxidacién carotenoide en distintos sustratos lipidicos, incluyendo a
reacciones de oxidacion térmica, isomerizacion y reacciones de oxidacion por radicales peroxilo
(R-1). De esta forma se puede llevar a cabo un estudio cinético asequible, que permita realizar
comparaciones de la velocidad de degradacién para cada fraccion de pigmentos, a cada

temperatura y en cada oleorresina.
Carotenoide - Productos decolorados R-1

De la aplicacion del método integral se obtiene que el modelo cinético que mejor se ajusta
a los datos experimentales es el de primer orden. En la Tabla 34 se exponen los valores de las
constantes de degradacion para pigmentos totales, a cada temperatura y para cada oleorresina. El
analisis comparativo en funcién de la temperatura, entre las constantes cinéticas de cada
oleorresina, indica diferencias significativas (excepto entre las oleorresinas 1 y6a373 K, 1y4a
383 Ky, 4y 6 a393 K). Salvo estas similitudes puntuales, el hecho de que cada oleorresina
muestre una velocidad de degradacion diferente, indica que cada una de ellas se puede considerar
como un medio de reaccién distinto en el que el resto de componentes modulan la oxidacion de

pigmentos carotenoides.

Este hecho, al igual que los estudios de estabilidad de carotenoides en pimenton, demuestra
que las condiciones de procesado bajo las cuales se obtiene cada oleorresina, considerando desde
la deshidratacion de los frutos hasta la eliminacion del disolvente, marcan y condicionan la
estabilidad del producto final obtenido, determinada en este caso, por la mayor o menor

velocidad de degradacion carotenoide.

El orden de estabilidad para las oleorresinas estudiadas, segun los valores que adquiere la
constante cinética de degradacion de pigmentos totales, permite establecer que tanto las
caracteristicas de los frutos como las condiciones de procesado fueron las mas adecuadas en las
oleorresinas 1, 4 y 6 (que son las que muestran velocidades degradativas mas bajas e idénticas en

algunos casos) mientras que las caracteristicas del fruto y/o las condiciones de procesado en la
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oleorresina 5 no fueron las mas favorables. Las oleorresinas 2 y 3 se sitian en una escala

degradativa intermedia.

El aumento de temperatura también marca, para cada oleorresina, un aumento significativo
de velocidad en todos los casos. Los incrementos de temperatura seleccionados son por tanto
suficientes para obtener cinéticas degradativas significativamente diferentes en todas las

oleorresinas.

En las Tablas 35 y 36 se exponen los valores de la constante cinética k para las fracciones
de pigmentos rojos y amari}los respectivamente. La velocidad de degradacién de pigmentos rojos
es distinta, excepto en las oleorresinas 1 y 4, 4 y 6, a la temperatura de 373 K. La fraccion
amarilla también se degrada a velocidades signiﬁcativamente diferentes en todas las oleorresinas
y para cada temperatura (excepto las oleorresinas 1y 4 a la temperatura de 393 K). Para ambas
fracciones, la temperatura también marca un aumento significativo de la velocidad de

degradacion.

Comparando las constantes de degradacion de las fracciones de pigmentos rojos y
amarillos se observa, en todas las oleorresinas y a todas las temperaturas, aumentos significativos
de la velocidad de degradacion de los carotenoides rojos frente a los amarillos. Las diferencias en
el valor de x aumentan proporcionalmente con la temperatura de degradacion. De esta forma, la
oleorresina 4 que es la que muestra, a 373 K, mayor similitud de degradacién en ambas
fracciones, a 393 K presenta un aumento, respecto a la fraccion amarilla, del 64% en el valor de

K para pigmentos rojos.

El medio lipidico que disuelve a la fraccion carotenoide, mayoritariamente poliinsaturado,
junto con la temperatura empleada en cada experiencia, provoca reacciones oxidativas, dando
lugar a la pérdida en la composicion carotenoide. Sin embargo estas reacciones afectan de forma
diferente a una y otra fraccion, no en cuanto a la formalidad de la reaccion, que se ajusta a un
modelo cinético de primer orden en todos los casos, sino a la velocidad de la misma. La
degradacion tiene una especial incidencia sobre los pigmentos rojos, que son los que cuentan con
grupos ceto en su estructura, mientras que el resto de pigmentos, que conforman la fraccion
amarilla en la que mayoritariamente estan presentes xantofilas hidroxiladas y B-caroteno, siguen

una degradacion mas lenta.
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Tabla 34.- Parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion de
pigmentos totales, segun modelo de primer orden para las seis
oleorresinas y a las tres temperaturas empleadas.

Coeficiente de

pigmentos totales k+EE.? correlacion
373K
Oleorresina 1 11,38+ 0,47 * 0,970
Oleorresina 2 20,84 £ 0,57 0,986
Oleorresina 3 19,62 +0,57 0,986
Oleorresina 4 12,52 £ 0,47 0,976
Oleorresina 5 34,79 +£3,92 0,947
Oleorresina 6 11,18+ 0,52 * 0,962
383K
Oleorresina 1 18,66 + 0,67 * 0,973
Oleorresina 2 35,43 +£1,00 0,983
Oleorresina 3 30,35+ 1,12 0,972
Oleorresina 4 18,55+ 1,01 * 0,942
Oleorresina 5 52,83 +3,17 0,958
Oleorresina 6 18,03 £ 0,90 0,954
, 393K
Oleorresina 1 38,13+2,10 0,956
Oleorresina 2 65,26 2,18 0,983
Oleorresina 3 57,45+£238 0,975
Oleorresina 4 36,78 +2,12 * 0,952
Oleorresina 5 80,19 + 4,24 0,961
Oleorresina 6 3587£1,95* 0,957

? Reaccion de orden 1, modelo cinético: In(%eRet)=4,605-kxt.
E.E,, error estandar. Diferencias significativas en todos los casos,
(p<0,05), excepto en los indicados (*).

-142-



Oxidacion de pigmentos carotenoides en funcion de su estructura y entorno lipidico

Tabla 35.- Parametros cinéticos de la degradacion de la fraccion
de pigmentos rojos, segun modelo de primer orden para las seis
oleorresinas y a las tres temperaturas empleadas.

Coeficiente de

pigmentos rojos k+EE.? correlacion
373K
Oleorresina 1 12,59+ 0,56 * 0,965
Oleorresina 2 22,75+ 0,68 0,984
Oleorresina 3 20,87 £0,62 0,986
Oleorresina 4 12,82 + 0,44 #0 0,979
Oleorresina 5 41,33 +£4,06 0,942
Oleorresina 6 12,92 +0,57° 0,966
383K
Oleorresina 1 22,86 +£0,72 0,980
Oleorresina 2 42,47 +£1,21 0,983
Oleorresina 3 33,51+1,18 0,974
Oleorresina 4 21,34+ 1,10 0,948
Oleorresina 5 62,74 +3,08 0,968
Oleorresina 6 22,14 +0,99 0,962
393K
Oleorresina 1 51,68 £2,11 0,976
Oleorresina 2 85,38 +2,83 0,983
Oleorresina 3 70,87 £2,74 0,978
Oleorresina 4 4529 +222 0,965
Oleorresina 5 9523 +4,33 0,975
Oleorresina 6 47,91 +2,00 0,974

* Reaccion de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)=4,605-kxt.
E.E., error estandar. Diferencias significativas en todos los casos,

(p<0,05), excepto en los indicados (* y °).
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Tabla 36.- Parametros cinéticos de la degradacion de la fraccion
de pigmentos amarillos, segin modelo de primer orden para las
seis oleorresinas y a las tres temperaturas empleadas.

Coeficiente de

pigmentos amarillos x+EE.? correlacion
373K
Oleorresina 1 9,99+042 0,969
Oleorresina 2 18,73 £0,67 0,977
Oleorresina 3 17,79 £0,59 0,982
Oleorresina 4 11,93 £ 0,55 0,964
Oleorresina 5 2490+4,71 0,931
Oleorresina 6 9,20 +£0,49 0,952
383K
Oleorresina 1 14,23 £ 0,69 0,954
Oleorresina 2 28,60 + 0,89 0,980
Oleorresina 3 26,00+ 1,11 0,963
Oleorresina 4 14,71 £0,93 0,923
Oleorresina 5 36,46 £3,42 0,933
Oleorresina 6 13,35+0,85 0,928
393K
Oleorresina 1 27,52+2,04 * 0,924
Oleorresina 2 51,45+2,11 0,975
Oleorresina 3 44,69 £2.35 0,960
Oleorresina 4 27,56+ 1,95 * 0,931
Oleotresina 5 48,17 £4,06 0,922
Oleorresina 6 2538=+1,79 0,931

* Reaccion de orden 1, modelo cinético: In(%Ret)y=4,605-kxt.
E.E, error estandar. Diferencias significativas en todos los casos,

(p<0,05) excepto en los indicados (*).
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Los. valores de la constante cinética junto con el aumento significativo en la velocidad de
degradacion de la fraccion de pigmentos rojos frente a los pigmentos amarillos, en todas las
oleorresinas y a cada temperatura, indican que existe una selectividad de la reaccion de oxidacion

hacia los cetocarotenoides.

Esta apreciacion puede parecer contradictoria con los estudios de oxidacion de pigmentos
carotenoides por los que se concluye que los cetocarotenoides, son mas estables a los procesos
oxidativos, mientras que otros pigmentos, como B-caroteno y zeaxanteno y, en general, aquellos
que componen la fraccion amarilla, tienden a degradarse a mayor velocidad. Esta distincion se
fundamenta en las caracteristicas estructurales de cada pigmento, que tienen una clara influencia
en la oxidacion, posibilitando que uno o mas mecanismos degradativos tengan lugar. Las
caracteristicas del sustrato lipidico, modulan la velocidad de degradacion acelerando los procesos

oxidativos cuando el sustrato es poliinsaturado.

El planteamiento inicial de esta experiencia era destacar la estabilidad de los
cetocarotenoides a temperaturas de oxidacion mas altas. Sin embargo los resultados indican todo
lo contrario. Por tanto, es necesario afiadir a las conclusiones anteriores que, el patron de
estabilidad de pigmentos carotenoides en procesos oxidativos también depende de las

condiciones de temperatura en las que se lleve a cabo la reaccion.

Se podria plantear si este nuevo patron de estabilidad (fraccion roja menos estable que la
fraccion amarilla) se establece solo en las oleorresinas de pimenton. Esta hipotesis no se puede
fundamentar en que existan distintos mecanismos de reaccioén de oxidaciéon de pigmentos, que
son los mismos independientemente del medio en el que se encuentren y de las condiciones. En
este caso lo que se observa es una modificacion de la velocidad a la que tienen lugar. Esta
apreciacion da cabida a la existencia de un rango de temperaturas (distinto al empleado en estas
experiencias) en el que la velocidad a la que transcurren los procesos degradativos origine el
patron de estabilidad establecido inicialmente en los estudios de oxidaciéon carotenoide en
distintos sustratos lipidicos (fraccion roja mas estable que la fraccion amarilla). Para deducir el
margen de temperaturas en el que prevalece cada patron de estabilidad es necesario realizar un

estudio termodinamico de los datos obtenidos.
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2.- Estudio termodindmico.

En las Figuras 27 y 28 se representa en escala semilogaritmica, los valores de « para las
fracciones roja y amarilla frente a T en un rango de temperaturas de 298 K a 400 K, para las
seis oleorresinas estudiadas. Las lineas representan el ajuste a los datos experimentales de la
ecuacion E-6 (modelo de Arrhenius). En cada oleorresina, se pueden observar 3 zonas
diferenciadas. La zona 1 en la que los valores de la constante cinética k para la fraccion roja son
superiores a los de la fraccion amarilla. En la zona 2 sucede lo contrario y, por tanto, se
corresponde con un patron de estabilidad en el que los cetocarotenoides son mas estables que el

resto de xantofilas y carotenos amarillos.

La distincion entre ambas zonas surge a partir de un punto comun, en el que la constante
cinética k toma un valor Unico para las dos fracciones de pigmentos. Este punto, distinto para
cada oleorresina, se corresponde con una temperatura que oscila entre 368 K para la oleorresina
4 y 326 K para la oleorresina 5. En ambas figuras, para cada oleorresina se incluye la
temperatura a la que los valores de ¥ de ambas fracciones coinciden. El hecho de que cada
oleorresina muestre un punto de interseccion distinto, es muestra de que cada una de ellas
constituye un medio de reaccion diferente, cuyos componentes modulan la velocidad de las
reacciones de oxidacion de pigmentos, que transcurren bajo los mismos mecanismos en todos los

Casos.

Por tanto, en funcidn de la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccion de oxidacion, se
manifiesta uno u otro patréon de estabilidad. A temperaturas inferiores a la del punto de
interseccion, los pigmentos rojos son mas estables, mientras que por encima de dicho punto los

pigmentos amarillos se degradan a menor velocidad.

El punto de cruce de las lineas de Arrhenius se denomina punto isocinético y,
matematicamente, conduce a una relacion lineal entre la energia de activacion y el factor
preexponencial (Labuza, 1980; Linnert, 1994). Diversos estudios termodindmicos (Searle y
Williams, 1993; Gupta y Viswanath, 1996; Galwey y Brown, 1997) emplean la determinacidn de
la relacién isocinética para diferenciar grupos de reacciones aparentemente similares, pero que
agrupadas en torno a un parametro, que puede tener significado fisico o quimico, transcurren
bajo diferentes mecanismos de reaccion o bien que un determinado paso de la reaccion tiene

especial relevancia.
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Figura 27.- Representacion en escala semilogaritmica de los
valores de la constante cinética k para las fracciones de
pigmentos rojos (o) y amarillos (o) (oleorresinas 1,2y 3) y su
ajuste a un modelo lineal a partir de la ecuacion de Arrhenius.
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Figura 28.- Representacion en escala semilogaritmica de los
valores de la constante cinética x para las fracciones de
pigmentos rojos (o) y amarillos (o) (oleorresinas 4, 5y 6) y su
ajuste a un modelo lineal a partir de la ecuacion de Arrhenius.
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En el primer caso (debido a un cambio en el mecanismo de reaccion e incluso a
variaciones en la estructura del complejo activado) se producirian modificaciones en los valores

de la energia de activacion, (Boots y Bokx, 1989; Bokx y Boots, 1990).

En el segundo caso (mayor importancia de alguna etapa concreta del mecanismo) no se
producirian modificaciones en los parametros termodindmicos, sino que se observaria una
selectividad de la reaccion hacia alguno de los reactivos, diferenciado del resto por el parametro
en torno al cual se agrupan. Por tanto el estudio de la relacion isocinética puede ser una excelente
herramienta de trabajo para determinar si se producen cambios en el mecanismo de reaccion bajo

diferentes condiciones experimentales.

En funcion del mecanismo de reaccion de pigmentos carotenoides, es previsible que sea
ésta la situacion en la que se enmarcan los resultados puesto que ambas fracciones de pigmentos,
utilizando como parametro (con significado quimico) para su distincion a la presencia o ausencia
de grupos ceto, mantienen una estructura comun (la cadena polienoica), que interviene en las
reacciones de oxidacion bajo los mismos mecanismos. No es por tanto previsible la modificacion
del mecanismo, sino una mayor importancia de alguna etapa concreta del mismo en la oxidacion

de la fraccion de pigmentos rojos.

En la Tabla 37 se presentan los parametros termodinamicos, energia de activacion y factor
preexponencial, obtenidos segin la ecuacién E-7, para las fracciones de pigmentos rojos y
amarillos. Con los resultados presentados en la Tabla 37, segun la teoria del complejo activado,
el requerimiento energético (valor de E,) para que un pigmento cetocarotenoide alcance la

estructura de complejo activado es superior al de carotenos y xantofilas amarillas.

El diferente valor en la barrera energética para alcanzar la estructura de complejo activado,
es la causa de que a bajas temperaturas la mayor estabilidad la presenten los cetocarotenoides.
Sin embargo, una vez que la energia suministrada al sistema de reaccion, en este caso un medio
oleoso en el que ambas fracciones de pigmentos se encuentran inmersas, es lo suficientemente
elevada para que ambas fracciones alcancen la estructura de complejo activado, es el otro
parametro de la ecuacion de Arrhenius, el factor preexponencial, el que determina el grado de
avance de la reaccion, resultando que para la fraccion roja, el nimero de moléculas capaces de

formar el complejo activado, es mayor que para la fraccion amarilla.
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Tabla 37.- Parametros termodinamicos, de la reaccion de
oxidacion de las fracciones de pigmentos rojos y amarillos de
las seis oleorresinas estudiadas.

E,+EE. (kV/mol)® ImA+EE. (s)?

pigmentos rojos
Oleorresina 1 85,92 +£9,00 21,00 +£2,83
Oleorresina 2 80,54 + 3,82 19,87 £ 1,20
Oleorresina 3 7434 +10,8 17,75+ 3,40
Oleorresina 4 76,76 + 9,70 18,05 + 3,05
Oleorresina 5 50,86 0,76 10,91 £0,25
Oleorresina 6 79,72 £9,40 19,01 £2.96
‘ pigmentos amarillos
Oleorresina 1 61,57 +11,7 12,89 + 3,67
Oleorresina 2 61,48 £ 6,69 13,51 +£2,10
Oleorresina 3 56,03 £6,54 11,71 £2,06
Oleorresina 4 50,78 + 15,5 9,58 + 4,98
Oleorresina 5 40,25 +3,02 7,00 £0,95
Oleorresina 6 61,68 +£104 12,85 +£3,28

Energia de activacion y factor preexponencial obtenidos a
partir de la ecuacion de Arrhenius (E-7). E.E., error estandar en

1a determinacion (p<0,05).
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Por tanto, para las condiciones de reaccion establecidas, se muestra una incidencia de la
degradacion sobre los pigmentos rojos. Si las condiciones de degradacion fuesen menos
agresivas (temperaturas inferiores) la incidencia de la oxidacion sobre los cetocarotenoides
tendria lugar, pero en menor extension. A temperaturas por debajo del punto isocinético la
incidencia serfa mayor sobre la fraccion amarilla y, ésta es la situacién en la que se enmarcan los

resultados obtenidos en los estudios de oxidacién carotenoide en distintos sustratos lipidicos.

Por otro lado resulta interesante el hecho de que la temperatura isbcinética, que para las
seis oleorresinas estudiadas tendria un valor medio de 356 K, esté por debajo del rango de
temperaturas experimentales (373 K-393 K). Este hecho implica que el cambio en ¢l valor de 1a
entalpia de reaccion, al aumentar la temperétma del proceso degradativo, compensa al cambio en
el valor de la entropia en mayor extension, lo que conduce a que la selectividad de la reaccion se
incremente al aumentar la temperatura. En este caso el proceso termodegradativo incide mas
concretamente sobre los cetocarotenoides a altas temperaturas y, a mayor temperatura las
reacciones degradativas tienen mayor incidencia atin. De igual forma, a temperaturas inferiores
del punto isocinético, a menor temperatura del proceso oxidativo, mayor incidencia tendré la

degradacion sobre la pigmentacion amarilla.

La existencia de un punto isocinético se traduce en que es posible modular el efecto de un
determinado proceso sobre un grupo de sustancias afines presentes en el mismo medio de
reaccién, pues en funcion de las condiciones empleadas, en este caso la temperatura, la

incidencia del proceso serd distinta.

Estos resultados hacen cambiar la idea estdtica de estabilidad de cada fraccibn carotenoide,
transformandola en un concepto dinamico. La estructura de cada pigmento posibilita o impide
que determinados mecanismos oxidativos tengan lugar, pero no es absolutamente determinante,
puesto que el sustrato lipidico y las condiciones de temperatura en las que se lleva a cabo la
reaccién modulan la velocidad a la que dichas reacciones ocurren. Y lo pueden hacer a tal nivel

que el patron de estabilidad establecido en unas condiciones se modifique.
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1.- Las caracteristicas estructurales de capsanteno y capsorrubeno, carotenoides con uno o dos
grupos ceto situados en la cadena polienoica y ausencia de hidrogenos alilicos por la presencia de
anillos tipo x, proporcionan a estos compuestos una capacidad antioxidante superior a la que

muestra 3-caroteno.

2.- La mejor capacidad antioxidante de capsorrubeno frente a capsanteno se asocia a la simetria
de su estructura, localizacion de los grupos ceto y anillos tipo x, que potencia dicha propiedad y

los efectos beneficiosos que de ella se deriven.

3.- La capacidad antioxidante de las xantofilas se modifica en funcién del grado de insaturacion
del acido graso que la esterifique. La presencia de insaturaciones merma dicha capacidad

mientras que la esterificacion con 4cidos grasos saturados no la modifica.

4.- La adicion de un entorno lipidico, protege de la oxidacion a los pigmentos carotenoides,
siendo este efecto mas o menos acusado en funcion del grado de insaturacion de dicho entorno.
Un sustrato lipidico monoinsaturado constituye, frente al poliinsaturado, un entorno menos

oxidante, que favorece la estabilidad de los pigmentos carotenoides.

5.- La termodegradacion de carotenoides transcurre diferenciando aquellos pigmentos que
presenten 0 no grupos ceto en su estructura, fraccion roja y fraccion amarilla, propiciando una
degradacion preferente de una u otra fraccion en funcion de la temperatura. La existencia de un
punto isocinético permite establecer el rango de temperaturas en el que prevalece cada patron de

estabilidad.

6.- Consecuentemente, en la fébricacién del pimentén y su oleorresina, para mejorar la
estabilidad de la fraccion carotenoide se propone controlar la temperatura del proceso ya que se
puede, en funcion de ésta, modificar la relacién inicial entre pigmentos cetonicos y no cetonicos
de la materia prirﬁa, y disminuir el grado de insaturacion del sustrato lipidico en el que se

encuentra inmersa dicha fraccién.
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