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RESUMEN. Se ha estudiado el contenido en carotenoides totales, carotenos y pig-
mentos monohidroxilados y dihidroxilados presentes en flores de especies que cre-
cen en estado silvestre o que se cultivan en la provincia de Buenos Aires, entre las
que se incluyen con propbsitos comparativos las variedades de Tagetes erecta L.
de flores amarillas y anaranjadas. Los carotenos predominan en seis de las especies
estudiadas y las xantofilas en las trece restantes, entre las que se encuentra Ranun-
culus repens L., que exhibe el valor de carotenoides totales mas alto, superior al
de la variedad de T. erecta de flores anaranjadas.

SUMMARY. Analysis of the floral carotenoid content of plants growing in the
Province of Buenos Aires (Argentina). Flowers of nineteen wild and cultivated
species growing in the Province of Buenos Aires have been investigated for their
total carotenoid, carotene, mono— and dihidroxycarotenoid contents, Yellow and
orange floral varieties of Tagetes erecta L. were also studied for comparative pur-
poses. Carotenes are the main fraction in six species and xanthophylls in the others.
Within the latter is Ranunculus repens L., with a total carotenoid content even
higher than the orange variety of T. erecta.

Los carotenoides constituyen un
importante grupo de pigmentos natu-
rales, de amplia distribucion a través
de todos los organismos vivos. Sin em-
bargo su sintesis de novo la realizan
tinicamente plantas y bacterias, ya que
los carotenoides aislados de tejidos
animales resultan simplemente de la al-
teracion enzimatica (especialmente oxi-
dacion) de carotenoides vegetales obte-
nidos a traves de la cadena trofica
respectiva’.

La estructura basica de los ca-
rotenoides refleja claramente su bio-
sintesis y esta constituida por ocho
unidades isoprenoides, en tanto que

una serie de dobles enlaces conjugados
constituyen el cromodforo caracteris-
tico. La estructura aciclica basica Cyq
puede ser modificada por hidrogena-
cién, deshidrogenacion, ciclacion u oxi-
dacion. Quimicamente se acostumbra
a separarlos en dos grandes grupos:
carotenos, de estructura hidrocarbona-
da y oxicarotenoides o xantofilas,
con oxigeno en su molécula®.

Una de las aplicaciones mas co-
rrientes de los carotenoides es su in-
corporaci()n a alimentos y productos
medicinales en caricter de colorantes.
Si bien en un principio se los empleé
en forma de extractos, hoy en dia se
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recurre principalmente al uso de caro-
tenoides obtenidos por sintesis.

Cuando los carotenoides estan
presentes o son agregados a una raciéon
animal dan color a los tejidos en los
cuales se acumulan (funcién pigmen-
tante). En los vacunos los carotenos
son los responsables del color del te-
jido adiposo y de la leche, en tanto que
en las aves son los oxicarotenoides los
que se almacenan, tanto en higado y
grasa corporal como en huevos, piel y
plumas.

Cuando los pigmentos sintetiza-
dos por las plantas son ingeridos por
los animales pueden ser metabolizados
_de diferentes modos. Una transforma-
cion importante que se produce tanto
en mamiferos como en aves, anfibios
y peces es la conversion de ciertos caro-
tenoides en vitamina A. La vitamina A
es un compuesto exclusivamente ani-
mal, presente practicamente en todas
las especies, quienes sin embargo son
incapaces de efectuar su sintesis de no-
vo. Es ésta la razon fundamental de su
inclusion o la de sus precursores en la
dieta alimenticia®.

Las funciones de los carotenoi-
des suelen dividirse en fotosintéticas
y no fotosintéticas. En cuanto a la po-
sible funcion de estos pigmentos en la
fotosintesis, se acepta que la luz ab-
sorbida por ellos es transferida a la
clorofila. @, que es la que absorbe a
mayores longitudes de onda, logrando-
se asi un mayor aprovechamiento del
espectro.

Mucho se ha discutido acerca de
las funciones no fotosintéticas de los
carotenoides*. En bacterias 'y algas se
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ha demostrado que protegen a las cé-
lulas del dafio fotooxidativo, pero no
existe evidencia experimental de que
jueguen algin papel en fotorrespuestas
tales como el fototropismo y la foto-
taxis. En las plantas superiores estan
ampliamente  distribuidos en las
estructuras reproductoras, sirviendo pa-
sivamente a los mecanismos de polini-
zacién y dispersion, pero no hay prue-
bas de que intervengan en algiin proce-
so metabdlico vinculado a la reproduc-
cion. Esta relacion si fue comproba-
da en algunos hongos (Mucorales),
en los que acthan como factores di-
fusibles que inducen la diferencia-
cion sexual de las cepas.

La biosintesis de los carotenoi-
des transcurre a travées de la via meta-
bolica de los terpenoides, cuya unidad
bisica es el isopentenil-pirofosfato
(“Isopreno activo”), a partir del cual y
por adiciones sucesivas la cadena ter-
pénica se construye hasta el nivel de
C,0, momento en el que dos unidades
se condensan para dar lugar a la forma-
cion del esqueleto tipico de 40 i-
tomos de carbono. A partir de aqui
y de acuerdo al carotenoide sinteti-
zado se sucederan procesos de desatu-

o/ . .’
“racion, ciclacion y eventualmente de

incorporacion de oxigeno a la molécu-

la%.

En las plantas superiores los ca-
rotenoides pueden ubicarse tanto en te-
jidos fotosintéticos como no foto-
sintéticos. Por lo general todos los
clorénquimas contienen basicamente
los mismos carotenoides, ubicados
exclusivamente en los grana cloro-
plasticos bajo la forma de cromo-
proteinas. Con respecto a la presencia



de carotenoides en organos con predo-
minio de tejidos no fotosintéticos, solo
revisten importancia como fuente de
~ pigmentos los de flores y frutos, ya que
salvo excepciones (v.g. mafz, uruct),
apenas existen trazas en las semillas.

La distribucion de carotenoides
en frutos ha sido revisada en detalle
recientemente®. Con respecto a los
carotenoides de origen floral se acom-
_pafia a continuacion una noémina de
las especies estudiadas, ordenada alfa-
béticamente por familias, géneros y es-
pecies : Narcissus poeticus-recurvus’
(Amaryllidaceae) ; Impatiens noli-tange-
re8'10
pensis'' | T. radicans'?, y T. stans'! 3
(Bignoniaceae);
L.'*, A. filipendulina Lam.**, Arni-
ca montana'®, Bidens ferulaefolia DC'*
Calendula Arvensis'®, C. officinalis'® ~2!
Chrysanthemum Carinatum Schousb.
4, Ch. coronarium L.*, Ch. sege-
tum L.'*, Coriopsis grandiflora Nutt.
ex Chapm.", C. tinctoria Nutt.!*,
C. verticillata L.'*, Cosmidium bru-
nette Hort.', Crepis aurea'®, C. capi-
llaris Wallr.'*, Dimorphoteca aurantia-
ca Hort.'*s?2  Doronicum carpathi-
cum®, Gazania rigens (L.) R. Br.?»
24425 Gaillardia aristata Pursch.'*,
Gerbera jamesoni Bolus ex Gard.
Chron.??, Helianthus annuus®*'°, H.
decapitatus L.'*, Helichrysum brac-
teatum Andr.!*, Hieracium aurantia-
cum L.**, H. filarszkyi®®, H. pilose-
lla L.*?*, Hypochoeris radicata L.?2,
Layia elegans Torr. et Gray'*, L.
platyglossa A. Gray', Leontodon
autumnalis®, Rudbeckia speciosum
Hort. ex Link., Santolina teretifo-
lia Sennen et Elias'*, S, viridis Hort.!*
Senecio doronicum L1.'°, S. scandens

(Balsaminaceae); Tecoma ca-

Achillea ageratum
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Buch. - Ham.??, Solidago canadensis
L.'*, Tagetes erecta 1.22:27,28 T
patuls L.*2+28,2%  Tangcetum vulgare
L.'*, Taraxacum kok-saghyz Rodin'*,
T. officinale®»1°+3° 31 ' Tragopogon
pratensis L.'*+19+32  Ursinia calendu-
liflora Benth. et Hooker'y Venidium
decurrens Less." (Compositae); Sina-
pis officinalis'® (Cruciferae); Iris pseu-
dacorus®® (Iridaceae) ; Astragalus peter-
fii**, Delonix regia®®, Lotus cornicu-
latus's, Sarothamnus scoparius®® vy
Spartium junceum L.>” (Leguminosae);
Lilium amabile®®, L. Davidi var. Will-
mottiae®®, L. leichteinii var. maximo-
wiczii®®, L. Maxwill’® y Narthecium
ossifragum®  (Liliaceae); Viscum al-
bum?®® (Lorantaceae) ; Liriodendron sp.
'y Magnolia sp.*' (Magnoliaceae);
Hibiscus syriacus L.*? (Malvaceae); Stre-
litzia reginae®® (Musaceae) ; Oenothera
spp.** (Oenotheraceae) ;Osmanthus fra-
grans®® (Oleaceae) ; Chelidonium majus
L.%¢ (Papaveraceae) ; Grevillea robusta
Cunningham*®?  (Proteaceae); Adonis
aestivalis*®, Caltha palustris 1.'° 49,
Ranunculus acer®*'° 32 R arvensis
L., R. -carpaticus®®*, R. ficaria®,
y Trollius europaeus L.'> (Ranuncu-
laceae); Rosa foetida®® (Rosaceae);
Brugmansia aurea®® y Physallis alke-
kengi®®  (Solanaceae); Mimulus cu-
preus®®, M. longiflorus Grant®s, M.
tigrinus®, Torenia bailloni*, y T.
fournieri®® (Scrophulariaceae) ; Tropae-.
lum majus®® (Tropaeolaceae) y Viola
tricolor®® (Violaceae).

MATERIAL

Se seleccionaron flores completas
(excepcionalmente pétalos o la inflo-
rescencia entera) de plantas que crecen
en la provincia de Buenos Aires:
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Bidens laevis (L.) B.S.P., Chrysan-
themum frutescens L., Hypochoeris

radicata L., Picris echioides L., Se-

necio brasiliensis (Spreng.) Less. var.
tripartitus (DC.) Baker, S. petasites
DC., Solidago chilensis Meyen, Son-
chus asper (L.) Hill, Tagetes erecta
L. y Wedelia glauca (Ort.) Hoffmann
(Compositae) ; Brassica rapa L. subsp.
sylvestris (L.) Hanchen, Rapistrum
rugosum (L.) All. y Sinapis arvenis L.
var. schkuhriana (Reichenb.) Hagenb.
(Cruciferae) ; Iris pseudacorus L. (Irida-
ceae); Lotus corniculatus L. var. te-
nuifolius L. y Spartium junceum L.
(Leguminosae) ; Oenothera  affinis
Camb. (Oenotheraceae); Jasminum
meznyi Hance (Oleaceae) y Ranun-
culus repens L. (Ranunculaceae).

El material fue mantenido a
—20 ©C hasta el momento de ser
liofilizado, luego de lo cual se pulve-
rizb y conservo también a —20 ©C
al abrigo de la luz y la humedad.

METODOS

Extraccion de los pigmentos. En
las flores las xantofilas se hallan par-
cial o totalmente esterificadas, por lo
que debid adoptarse una técnica que
combinara la extraccion con una sa-
ponificacién en caliente de los és-
teres presentes®®. Para ello se colocan
200 mg de material seco en un balon
con 30 ml de solucion extractante
(hexano-acetona-alcohol absoluto-to-
lueno, 10:7:6:7), se adiciona 1 ml
de agua y se agita durante un minuto.
Se agregan 2 ml de hidroxido de po-
tasio (40 % en metanol) y se continlia
agitando otro minuto. El balon que
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contiene la muestra, provisto de un re-
frigerante a reflujo, se mantiene duran-
te 20 minutos en un bafio a 56 ©C
y luego se deja enfriar hasta tempera-
tura ambiente.

El extractivo asi obtenido se tras-
vasa a una ampolla de decantacion y
el balon se lava con 30 ml de hexano
y luego con igual volumen de sulfato
de sodio al 10 % . Los liquidos de lava-
do se incorporan a la ampolla, la que es
agitada durante un minuto y luego
conservada en la oscuridad durante
una hora para permitir la separacion
de las fases. La fase acuosa inferior es
eliminada. Si la cantidad de pigmen-
tos es escasa, el extractivo se concentra
en evaporador rotatorio hasta un vo-
lumen adecuado.

Fraccionamiento cromatografico.
Se efectila por cromatografia en co-
lumna, con aplicacién de vacio®®. El
equipo estd compuesto basicamente por
una columna de vidrio de 30 x 1,25 cm.
rematada en un tubo capilar de 10 x
0,2 cm. La columna se llena con una
mezcla de Kieselgel G y Kieselgur
G (1:1) que se compacta por aplica-
ci6n de vacio hasta una altura de 7 cm,
a la que se adiciona una capa de sulfato
de sodio anhidro de 2 cm. Los eluatos

TSC recogen en un kitasato conectado

a una bomba de vacfo.

La muestra (5 ml del extractivo
o de su solucion concentrada) se de-
posita en el extremo de la columna e
inmediatamente se fracciona por el
agregado de mezclas de hexano-ace-
tona (96:4, 90:10, 80:20), lo que per-

‘mite la separacion sucesiva de caro-

tenos (C), monohidroxipigmentos

' (MHP) y dihidroxipigmentos (DHP).



Valoracion espectrofotométrica.
Para determinar la cantidad de caro-
.tenoides se mide la absorbancia de cada
una de las fracciones separadas por
cromatografia. Las lecturas se efectian
a 436 nm (C) y 474 nm (MHP y
. DHP). La siguiente formula permite
calcular el contenido de carotenoides
expresado en mg/g de muestra seca:

A
a.l.d

absorbancia de la solucién

a: coeficiente de extincién especi-
fico/10 (196 para carotenos y
236 para xantofilas)

l:  longitud de la celda (1 cm).

d: factor de dilucion.

ESPECIES ESTUDIADAS
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RESULTADOS Y CbNCLUSION ES

La informacion sobre el conte-
nido en carotenoides totales (CT),
carotenos (C), pigmentos monohidroxi-
lados (MHP) y dihidroxilados (DHP)
de las especies estudiadas se consigna
en la tabla I, en la que los resultados
se expresan como miligramos de pig-
mento por gramo de peso seco de
muestra, determinindose asimismo la
cantidad relativa de cada uno de ellos.
La tabla Il ofrece una expresion grafi-
ca de los valores obtenidos: en la parte
superior se representa para cada especie
el contenido en carotenoides tota-
les y en la inferior la relacion porcen-
tual de las tres fracciones.

CANTIDAD DE PIGMENTOS
(mg/g de muestra seca)

CANTIDAD RELATIVA
DE CADA PIGMENTO

cT - c MiP  DHP C MiP  DHP

COMPOSITAE
Bidens faevis (L.) B.S.P.
Chrysanthemum grutescens L.
Hypochoenis nadicata L.
Picnis echioides L.
Senecio brasiliensis (Spreng.) Less.
var. fuparntitus (DC.) Baker
. Senecio petasites DC.
Sokidago chilensis Meyen
Sonchus asper (L.) Hill
Tagetes erecta L. (fl. anaranjadas)
Tagetes erecta L. (f1. amarillas)
Wedelia glauca (Ort.) Hoffmann
CRUCT FERAE
Brassica napa L. subsp. syfvesinis (L.) Hanchen.

1,21 0,14 0,39 0,68 ]|11,6 32,2 56,2
1,88 0,3 0,97 0,55 |19,1 51,6 29,3
0,94 0,84 0,02 0,08 [89,4 2,1 8,5
1,07 1,02 0,02 0,03 |95,3 1,9 2,8
1,33 0,02 0,04 1,27 1,5 3,0 95,5
0,85 0,83 0,01 0,01 |97,7 1,2 1,1
0,33 0,01 0,03 0,29 3,0 9,1 87,9
1,20 0,03 0,15 1,02 2,5 12,5 85,0
4,67 0,07 0,83 3,77 1,5 17,8 80,7
1,23 0,03 0,27 0,93 2,4 22,0 75,6
0,90 0,01 0,13 | 84,4 1,1 14,5

1,41 tr. tr.

Rapistrum nugosum (L.) All. 0,37 0,02 0,03 0,32 5,4 ~ 8,1 86,5

Sinapis arvensis L. var. schkuiana (Reichenb.) Hagenb. 0,81 0,05 0,046 0,72 6,2 4,9 88,9
IRIDACEAE

Inis pseudacorus L. 2,24 0,10 0,24 1,90 4,5 10,7 84,8
LEGUMI NOSAE

Lotus cormiculatus L. var. tenuwifolius L. 1,18 1,08 0,01 0,09 |91,5 0,9 7,6

Spartium funceum L. 0,53 0,48 0,01 0,04 }90,6 1,9 7,5
JENOTHERACEAE

Oenothera agfinis Camb. 1,41 0,07 0,33 1,01 5,0 23,4 71,6
JLEACEAE

Jasminum meznyi Hance 0,60 tr. 0,04 0,56 tr. 6,7 93,3
RANUNCULACEAE

Ranunculus nepens L. 6,50 0,04 0,06 6,40 0,6 0,9 98,5

CT: carotencides totales,, C:
tr.: trazas

carotenos, MiP: pigmentos monohidroxilados, DHP: pigmentos dihidroxilados,

Tabla I. Expresién numérica de los resultados
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CAROTENOIDES TOTALES

1 mg/g de muestra seca

CANTIDAD RELATIVA DE CADA FRACCION

DHP

1 2 3 4-5 6
Composi tae

= N —

7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20
1. Bidens Laevis, 2. Chnysanthemum grutescens, 3. ngochoe)u’/s'

nadicata, 4. Picnis echioddes, 5. Senecio brasiliensis var.

tripartitus, 6. Senecio petasites, 7. Solidago chilensis,

8. Sonchus aspern, 9. Tagetes erecta (fl. anaranjadas),

10. T. erecta (f1. amarillas), 11. Wedelia glauca
Cruciferae 12. Brassdica hapa subsp. sylvestnis, 13. Rapdistrum nugosum,

14. Sinapis anvensis var. schkuhriana

Iridaceae 15. Trnis pseudacorus
Leguminos ae 16. Lotus cornicublatus var. tenudfolius, 17. Sparntium junceum

Oenotheraceae  18. Oenothera affinis

Oleaceae 19, Jasminun meznys

Ranunculaceae 20. Ranunculus nrepens

Tabla II1. Expresién grafica de los resultados

Existen estudios previos sobre
cinco de las diecinueve especies inclui-
das en el presente trabajo, pero solo
en Hypochoeris radicata y Tagetes
erecta se provee informacion cuantita-
tiva. -
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Tagetes erecta ha sido objeto de
varios estudios, con resultados no siem-
pre coincidentes: mientras que para
algunos?” las xantofilas representan la
casi totalidad de los carotenoides
presentes, para otros??> la fraccibn pre-



dominante son los carotenos, ain cuan-
do estos resultados han sido objeta-
dos?®, aduciéndose que son producto
de una deficiente saponificacion previa.
En nuestro caso el contenido relativo
en carotenoides totales corresponde a
lo esperado: las plantas con flores
anaranjadas contienen casi tres veces
mas pigmentos que las de flores amari-
llas (4,67 y 1,23 mg/g de peso seco,
respectivamente), con predominio de
xantofilas.

De las nueve especies de Com-
positae analizadas, solo Hypochoeris
radicata ha sido previamente estudia-
da??, pero con resultado dispar, ya que
en el presente analisis el contenido en
carotenoides totales es considerable-
mente menor (0,94 contra 3,87 mg/g)
y la fraccion mayor la constituyen los
carotenos (89,4 % ).

Chrysanthemum frutescens mere-
ce destacarse tanto por su alto conte-
nido en carotenoides totales (1,88
mg/g) como por ser la Unica especie
en la que la fraccion méas abundante
(51,6 % ) son los pigmentos mono-
hidroxilados.

Las dos especies de Senecio es-
tudiadas se comportan en forma dia-
metralmente opuesta: S. brasiliensis
var. tripartitus, con una cantidad
aceptable de carotenoides totales (1,33
mg/g), tiene solo 1,5 % de caro-
tenos, en tanto que en S. pelasites,
donde el rendimiento es menor (0,85
mg/g), los carotenos representan el
97,7 % del total.

Bidens laevis tiene una discreta
cantidad de carotenoides totales (1,21
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mg/g), con predominio de pigmentos
dihidroxilados (56,2 % ) y una pro-
porcion importante de pigmentos
monohidroxilados (32,2 % ).

Solidago chilensis es la especie
con menos carotenoides totales (0,33
mg/g), representados casi exclusivamen-
te por dihidroxicarotenoides. Las Glti-
mas tres especies de Compositae es-
tudiadas tienen un contenido similar
en carotenoides totales, siendo algo
mayor en Sonchus asper (1,20 mg/g)
que en Picris echioides (1,07 mg/g)
y en Wedelia glauca (0,90 mg/g). En
S. asper es alto el valor de dihidroxi-
carotenoides y muy bajo el de carotenos,
en tanto que-las otras dos especies
muestran un comportamiento exacta-
mente opuesto. '

El contenido en carotenoides to-
tales varia considerablemente en las
tres especies de Cruciferae estudiadas,
siendo relativamente pequeiia (0,37
mg/g) en Rapistrum rugosum, algo
mas del doble (0,81 mg/g) en Sinapis
arvensis var. schkuhriana y casi tres
veces mayor (1,41 mg/g) en Brassica
rapa subsp. sylvestris. La cantidad
relativa de pigmentos dihidroxilados es
considerablemente elevada en los tres,
llegando enla Gltima de ellas practica-
mente al 100 % .

Iris pseudacorus ya ha sido ob-
jeto de un andlisis cualitativo ante-
rior®® ; en nuestro caso hemos com-
probado que se trata de una especie
buena productora de carotenoides
(2,24 mg/g), en la que hay un amplio
predominio de pigmentos dihidroxila-
dos.
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También las dos especies de Le-
guminosae han sido estudiadas pre-
viamente, pero sin aportar informacion
acerca de la cantidad de pigmentos
presentes'®*37, En el presente trabajo
se ha podido establecer que existen
‘una marcada diferencia en el conte-
nido total de carotenoides (1,18
mg/g en Lotus corniculatus var. te-
nuifolius y 0,53 mg/g en Spartium
junceum), pero la proporcion relativa
de las fracciones de distinto grado de
oxidacion es coincidente, con mayoria
.de carotenos.

El porcentaje de carotenos es
muy bajo en las tres restantes espe-
cies, las que sin embargo presentan
diferencigs notorias en cuanto al con-
tenido total de carotenoides, que es sor-
prendentemente elevado (6,50 mg/g
en Ranunculus repens, aceptable (1,41
mg/g) en Oenothera affinis y muy ba-
jo (0,60 mg/g) en Jasminum meznyi.

Resulta procedente efectuar un
analisis comparado del comportamiento
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