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RESUMEN

Se planteé el objetivo de evaluar la presencia de xantofilas en el material foliar de la
mostaza, Brassica nigra L. Koch, del bréculi, Brassica oleracea L. var. Botrytis L., o var.
Italica, Planck y del coliflor, Brassica oleracea L. var. Botrytis L., considerada una
variedad de repollo, Brassica oleracea L. var. Capitata, L. Para ello se fraccionaron los
carotenoides en el material foliar de cada una de las especies y variedades sefialadas,
haciendo uso de la cromatografia descendente en columna abierta de magnesia
activada y tierra de diatomeas (1:1); y con silica gel y tierra de diatomeas (1:1). No se
identifico la fraccion de xantofilas ni en la muestra de mostaza, ni en la de coliflor con
el método descrito. El mayor contenido de carotenos se encontrd en el bréculi con la
columna de magnesia activada, 545,34 ug de B-caroteno/100 pg de la harina. El
contenido de xantofilas monohidroxiladas y dihidroxiladas fue de 887,53 expresados
como g de pcriptoxantina y 304,72 traducidos como ug de luteina/100 g de la harina,
respectivamente. Esta uUltima fraccion representd el 22,55% de las xantofilas.

Palabras Clave: Carotenos; Brassica nigra; Brassica oleracea; bréculi; pigmentos;
vegetales; xantofilas.

SUMMARY

The carotenoids in brocculi leaf, Brassica oleracea L. var. Botrytis L., Schnee, 1984, or
Brassica oleracea L. var. Italica, Planck.,Vélez, 1990, have been fractionated by column
chromatography (Adsorptive Magnesia : a Celite Diatomite filter aid, 1:1) and (Silica
gel : a Celite Diatomite filter aid 1:1). The major identified pigments were: B-carotene
(545,34 pg/100 g), ucryptoxanthin (887,53 ug/100 g) and lutein (304,72 pg/100 g).
The xantho-phylls were not identified in mustard leaf Brassica nigra L. Koch, neither in
cauliflower leaf, Brassica oleracea L. var. Botrytis L., Schnee, 1984, or Brassica
oleracea L. var. Capitata L., "its a variety of white cabbage", Vélez, 1990.
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INTRODUCCION

El interés en el estudio de los carotenoides ha incrementado en salud publica a partir
de la década de los 80 porque estudios epidemioldgicos han asociado el consumo de
vegetales cruciferos, especies y variedades del género Brassica, mostaza, broculi, col,
coliflor, col de Brucelas y nabo, con la disminucién de un 30 a un 50% en la incidencia
de varios tipos de cancer (Pepping et al., 1988; Bureau y Bushway, 1986; Philip y
Chen, 1988b y Khachick et al., 1992).

Se ha demostrado que el retinol, el B-caroteno, la B-criptoxantina, zeaxantina, luteina,
capsorulina, capsantina, el licopeno y el capsantol estan involucrados en la protecciéon
de la mucosa gastrica a nivel celular (Craft y Soares, 1992). También han sido
propuestos como protectores contra los ataques cardiacos e inhibidores de Ulceras.

En trabajos similares Bureau y Bushway (1986) destacan varios estudios que han
demostrado la inhibicién del cancer en lineas celulares y la regresion de tumores en
animales de laboratorio por los carotenoides. Inicialmente se atribuyo a los
carotenoides con actividad de vitamina A, principalmente el u y B-caroteno (Menkes et
al., citados por Philip y Chen, 1988a). Sin embargo, varias de estas frutas y vegetales
contienen cantidades substanciales de xantofilas, carotenoides sin actividad vitaminica.

Por su parte, Heinonen et al. (1989) sefialan al broculi como muy rico en B-caroteno (1
000-7 600 ug/100 g); mientras que Khachik et al. (1992), identificaron ademas
neoxantina, violaxantina, luteina-5,6-epoxido, transluteina, cis-luteina y B-caroteno en
broculi fresco, y sometido a tratamientos térmicos al vapor y en microondas.

De igual manera, Micozzi et al. (1990), indican que los vegetales verdes y frescos, son
moderadamente altos en B-caroteno (0,5-14,6 mg/100 g) y muy altos en xantofilas,
principalmente luteina y sus 2,3 - esteroisémeros (63,0 g/100 g) y que la coccion
reduce diferencialmente el contenido de los mismos.

Con base en las consideraciones planteadas y a que el material foliar del bréculi,
Brassica oleracea L. var. Botrytis L., segun Schnee (1984), o Brassica oleracea L. var.
Italica, Planck., segun Vélez (1990) y del coliflor, Brassica oleracea L. var. Botrytis L.,
segln Schnee (1984), mientras Vélez (1990), la describe como una variedad de
repollo, Brassica oleracea L. var. Capitata, L., constituyen materia de desecho en la
mayoria de los casos, y a que los estudios epidemioldgicos antes citados relacionados
con estos vegetales podrian interpretarse mejor si la informacidén va acompanada por
datos cualitativos y cuantitativos de los principales carotenoides presentes en ellos.

Por tal motivo se propuso con este trabajo contribuir al estudio de los carotenoides en
algunas especies y variedades del género Brassica, evaluando la presencia de
xantofilas en el material foliar de mostaza, Brassica nigra L. Koch y en los materiales
foliares del coliflor y del bréculi. Para ello se disefiaron las siguientes actividades: 1)
Determinar la presencia de xantofilas en el material foliar de la mostaza, broculi y
coliflor. 2) Cuantificar las xantofilas y fraccionarlas. 3) Realizar el analisis préximal y la
cuantificacion de calcio, fésforo y taninos.



MATERIALES Y METODOS

La materia prima, se obtuvo del material foliar de la mostaza, del bréculi y del coliflor,
el cual se adquirié en el mercado local, seleccionando las hojas sanas, intactas y
tiernas. El material escogido fue pesado y deshidratado en corriente de aire a 70 °C
durante 3 horas, en un desecador de bandeja "National" No. TY2-44864. El material
seco fue molido y pasado por un tamiz de 40 mesh. La harina obtenida se empacd en
bolsas de polietileno con cierre, para luego proceder a guardarla en ambiente seco y
protegido de la luz.

Fraccionamiento de los carotenoides y cuantificacion de las fracciones de
carotenos y xantofilas. El fraccionamiento de los carotenoides, la cuantificacion de
las fracciones de carotenos (fraccion I) y xantofilas (fraccion II) se realizé segun el
método descrito por Quackenbush et al., citados por De Ritter y Purcell (1981). Para
ello se obtuvo el extracto lipidico usando la mezcla de extraccion, hexano : acetona :
alcohol absoluto : tolueno (10+7+6+7), todos los solventes fueron utilizados en grado
analitico.

El extracto lipidico obtenido fue pasado por una columna abierta de vidrio Pyrex de 125
mm x 30 cm, con tubo capilar de 2 mm de didmetro interno y 10 cm de largo,
conteniendo el adsorbente II, el cual se prepard mezclando en un homogeneizador
mecanico durante 1 6 2 h en proporciéon 1+1, p/p, Magnesia Activada Sorb 43 y Tierra
de Diatomeas Hyflo Super-Cel, ambos Fisher Scientific Co., que separa los carotenos
de las xantofilas. Para eluir la fraccion de carotenos fue empleada la mezcla de
solventes, hexano : acetona (90+10) y para las xantofilas, hexano : acetona : metanol
(80+10+10).

Fraccionamiento y cuantificacion de los carotenos y xantofilas. El
fraccionamiento de los carotenos y xantofilas, y su cuantificacion en la harina obtenida
se hizo segun el método citado. Para ello fue necesario pasar el extracto lipidico,
saponificado, por una columna abierta, igual a la anterior, pero con adsorbente I, el
cual se prepardé mezclando en un homogeneizador mecanico en proporcion 1+1, p/p,
durante 1 6 2 h, Silica Gel y Tierra de Diatomeas, Hyflo Super Cel (Fisher Scientific
Co.).

La fraccién de carotenos se eluyd con la mezcla de solventes hexano : acetona (96+4),
seguidamente aparece la fraccion de xantofilas monohidroxiladas con la mezcla de
solventes hexano : acetona (90+10) y luego las xantofilas dihidroxiladas con la mezcla
hexano : acetona (80+20). Para la saponificacién del extracto lipidico se usé una
solucion de hidroxido de potasio metandlico al 40%, y dos temperaturas:
saponificacion en caliente a 56 °C por 20 minutos y saponificacién en frio a
temperatura ambiente por 16 h en ambiente oscuro.

En ambos casos fue utilizada la metodologia descrita por los autores ya citados. El
barrido espectrofotométrico de cada una de las fracciones eluidas se realizé con un
espectrofotometro Milton Roy, Spectronic 1 021 conectado a un computador-
procesador 80.386, Programa Milton Roy Micro Quant Software version 2,1; teniendo
como patron suspension de B-caroteno al 30% en aceite de mani.

Analisis quimico. Para la mayoria de las determinaciones se aplicé la metodologia
oficial de andlisis recomendada en "Association of Official Analitical Chemist" de 1990.



Determinacidon de humedad en estufa a presidon atmosférica y 135 °C, método No.
930,15. Determinacion de cenizas en estufa a 600 °C, método No. 942,05.
Determinacidn de grasa cruda o extracto etéreo, método gravimétrico No. 954,02.
Determinacion de fibra cruda, método No. 962,09. Determinacién de nitrégeno total,
método de MicroKjeldahl, Factor de conversion: 6,25. Calcio en plantas, método
permanganomeétrico, No. 910,01. Fosforo, método espectrofotométrico (Polanco et al.,
1983). Taninos, método espectrofotométrico, (Price y Butler, 1977). Vitamina A: se
determind aritméticamente usando la actividad de provitamina A de cada uno de los
carotenoides activos segun Bauernfeind citado por Cecchi y Rodriguez-Amaya (1981).
Un g de B-caroteno (100% de actividad) igual a 0,5 ug de vitamina A. Un ug de
pcaroteno o un pg de criptoxantina corresponde a 0,25 g de vitamina A (50 % de
actividad).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la cromatografia en columna abierta con el adsorbente I, de cada uno de los
extractos lipidicos saponificados en caliente y correspondientes a las muestras de las
harinas del material foliar de mostaza, coliflor y broculi, se identificd en todas la
fraccion de carotenos; mientras que las xantofilas monohidroxi- y dihidroxiladas
solamente fueron reconocidas en la muestra de la harina del material foliar del broculi,
asi como una tercera fracciéon posiblemente de xantofilas polihidroxiladas, aun cuando
Khachick et al. (1992), senalan que las cruciferas en general poseen un alto contenido
en xantofilas.

Esto quizds tenga su explicacion en las condiciones de cultivo, que en el caso del
coliflor se favorece la forma arrepollada, y en consecuencia las hojas no estan
expuestas a energia luminosa de intensidad suficiente que favorezca el metabolismo de
las xantofilas. Young (1991), se refiere al hecho de que, en las hojas de las plantas
adaptadas a la oscuridad, |a concentracion de violaxantina es alta, mientras que el
contenido en anteraxantina y zeaxantina es con frecuencia insignificante. En
consecuencia se siguio el trabajo con el material foliar del bréculi y con la
saponificacion en frio ya que permite una mayor cuantificacién de los carotenoides que
con la saponificacién en caliente.

Cuantificacion de las fracciones de carotenos y xantofilas. Adsorbente II.
Carotenos. El espectro de absorcion de la fraccién de carotenos se presenta en la
Figura 1, y sus caracteristicas espectrales en el Cuadro 1. Se estimd la concentracion
como ug de B-caroteno/100 g de harina de material foliar del bréculi, equivalentes a
136,33 ug de vitamina A/100 g de la harina.

Xantofilas. El espectro de absorcion de la fraccidn de xantofilas se presenta en la
Figura 2, y sus caracteristicas espectrales en el Cuadro 1. Se estimd la concentracion
como g de -criptoxantina/100 g de la harina, equivalentes a 337,82 ug de vitamina
A/100 g de la harina.

Fraccionamiento de las xantofilas totales. Adsorbente I. Carotenos. El espectro
de absorcidn de la fraccion I (carotenos) se presenta en la Figura 3, y sus
caracteristicas en el Cuadro 2; las cuales son muy similares a las de la fraccion
correspondiente obtenida con el adsorbente II y a su vez, muy semejantes al espectro
del B-caroteno en hexano presentado por Curl citado por De Ritter y Purcell (1981). Se
estimo la concentracién como ug de B-caroteno/100 g de harina del material foliar del



broculi, equivalentes a 132,90 ug de vitamina A/100 g de la harina.

La estimacién de los carotenos resulté mayor con el adsorbente II. En este sentido,
Rodriguez-Amaya y Amaya-Farfan (1992), sefialan que el gel de silice (adsorbente 1)
no es conveniente para determinar carotenoides, ya que su acidez inherente puede
degradarlos o isomerizarlos. Tanaka et al. (1981), indican que el B-caroteno es estable
sobre la columna de 6xido de magnesio, no asi sobre la de silica gel en donde el 0,6%
del caroteno es transformado luego de permanecer 30 min. en esa columna, y después
de 1 h el espectro se trasladé 25 nm hacia la region del azul.
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FIGURA 1. Espectro de absorcion de la fraccion foliar del
bréculi, obtenida con magnesia activada.

CUADRO 1. Caracteristicas espectrales de las fracciones de carotenos y xantofilas en el

material foliar del bréculi.
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FIGURA 2. Espectro de absorcién de la fraccion de
xantofilas en el material foliar del bréculi, obtenida con

magnesia activada.
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FIGURA 3. Espectro de absorcion de la fraccion foliar de
carotenos en el material foliar del bréculi, obtenida con
silica gel.

CUADRO 2. Caracteristicas espectrales de las fracciones de carotenos, de las xantofilas
monohidroxiladas en el material foliar del bréculi dihidroxiladas en el material foliar del

bréculi.

Xantofilas monohidroxiladas. El espectro de absorcion de la fraccion de xantofilas
monohidroxiladas se presenta en la Figura 4, y sus caracteristicas en el Cuadro 2. Es
muy parecido al de la fraccién de xantofilas obtenida con el adsorbente II. De hecho
coincide con los maximos de la criptoxantina 5,6-epdxido (Curl citado por Davies,
1976). Si se comparan los maximos hallados, con los obtenidos por Davies (1976),
para la B-cripto-xantina, (425), 446 y 475, se observa una diferencia para cada uno de
los maximos de 5,5; 3 y 3 nm, respectivamente, lo que coincide con la reduccion en el
valor absoluto de la longitud de onda asociada con el cambio de un anillo B-terminal de
la molécula de B-criptoxantina por un 5,6-epoxido, lo que el autor atribuye a la
saturacion del doble enlace ciclico y al incremento en la coplanaridad del cromodforo. Se
estimo la concentracidén de esta fraccidon en pg de pcriptoxantina, equivalentes a
221,88 pg de vitamina A/100 g de la harina.

Xantofilas dihidroxiladas. El espectro de absorcion de la fraccion de xantofilas
dihidroxiladas se presenta en la Figura 5, y sus caracteristicas espectrales en el Cuadro
2. Es posible que esta fracciéon haya mas de una xantofila dihidroxilada, lo que
explicaria la poca definicidon del espectro. Los dos primeros maximos de absorbancia
estdn muy cercanos al del mutatocromo en hexano, presentados por El-Tiney y
Chichester citados por Davies (1976), y por Klali y Bauernfeind (1981) quienes
observaron que en paprika, Capsicum annuum, representa casi el 0,3%.
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Craft y Soares (1992) sefialaron como posible factor de interferencia, la presencia en la
solucién de un 6% de zeaxantina, xantofila con una longitud de onda mayor en hexano
(Valadon y Mummery citados por Davies, 1976). Estos autores indican para la
flavoxantina (luteina 5,8-epdxido) 400, 420 y 447, en el mismo solvente. Es posible
gue en la fraccion de dihidroxiladas haya una combinacion de estas tres xantofilas. Por
otra parte, Tanaka et al. (1981), refieren la estabilidad de la luteina en MgO, no asi en
silica gel, en donde es transformada y degradada auin mas cuando el tiempo de
exposicion es prolongado (1-4 h). La zeaxantina también es degradada sobre la
columna de silica gel, presentando desplazamiento del maximo de absorbancia hasta
20 nm en 2 h de exposicién. Sefialan como producto de transformacion de la
zeaxantina a la mutatoxantina.
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FIGURA 4. Espectro de absorcién de la fraccion foliar de
xantofilas en el material foliar del bréculi, obtenida con
silica gel.

Se estimo la concentracion de esta fraccion como pg de luteina/100 g de harina de
broculi, lo que representa el 22,5% de las xantofilas.

Craft y Soares (1992) muestran la poca solubilidad de la luteina en hexano (20 mg/l)
comparada con la misma en acetona (800 mg/l) y en tetrahidrofurano (THF) que fue
de 8 000 mg/l. No obstante, las técnicas de extraccidon disponibles se basan en la
particién de los carotenoides en hexano o en éter de petrdleo a partir de un extracto
de acetona o de alcohol-acuoso. Estos autores citan a Bieri et al., De Ritter y Purcell y
a Simpson et al., quienes destacan que la poca solubilidad de los hidroxipigmentos en
hexano conduce a pérdidas, y senalan que aun cuando el THF favorece la formacion de
peréxido, su uso ha incrementado debido a la alta solubilidad en él de una amplia



variedad de carotenoides polares. También mencionan la falta de informacion con
respecto a la absortividad de estos compuestos en THF, y sobre su estabilidad y
caracteristicas fisicas en los solventes organicos.
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FIGURA 5. Espectro de absorcion de la fraccion foliar de

xantofilas dihidroxiladas en el material foliar del bréculi,
obtenida con silica gel.

Las longitudes de onda de maxima absorcion y la absortividad de los carotenoides
cambia con la naturaleza del solvente en el cual se hayan disueltos y con frecuencia
para un mismo solvente, el maximo difiere en varios nanémetros dependiendo de la
fuente de informacién. De Ritter y Purcell (1981) y Craft y Soares (1992), citan el
ejemplo del B-caroteno, cuya longitud de onda maxima en diferentes solventes se
ubica entre 448 y 466 nm y, sefalan una longitud de onda maxima en hexano a 448
nm, 4-5 nm menos de lo publicado por Davies (1976), en su revision; y una solubilidad
de 600 mg/I. El espectro visible de este caroteno en etanol tiene poca resolucion, con
longitudes de onda de maxima absorcion a 453 y 480 nm, mientras que en disulfuro de
carbono el espectro es mejor, y sus maximos de absorcion se ubican entre 484 y 521
nm, pero en una errata subsiguiente al trabajo original se publicé 512 nm, mientras
que en varias referencias de origen norteamericano muestran 596 nm.

En tal sentido, De Ritter y Purcell (1981), recomiendan consultar trabajos originales
mas que revisiones bibliograficas, para evitar los errores repetitivos en los cuales se ha
incurrido y obtener la certeza de que los solventes son comparables. Si otro criterio
sugiere la identidad apropiada, no rechazar diferencias de 1 a 3 nm entre los maximos
observados y los esperados. También influye el método de separacion, al respecto



Kachick et al. (1992) quienes publicaron para el a-caroteno maximos de absorbancia
entre 448-450 nm determinados por cromatografva liquida de alta presién (CLAP),
muy distantes a los recopilados en las revisiones del tema.

Es importante destacar que en los diferentes trabajos consultados no hay uniformidad
en cuanto a la metodologia aplicada para cuantificar los carotenoides en frutas y
vegetales; hay diferencias en la solucidn para extraer la fraccién lipidica, en el
adsorbente, en los solventes y en las soluciones de elucidn de las fracciones de
carotenoides, por lo cual es dificil establecer comparaciones entre los resultados
obtenidos y los expuestos en la literatura.

Xantofilas polihidroxiladas. Se aislé una cuarta fraccion de las xantofilas luego de
extraidas las fracciones de carotenos, xantofilas monohidroxi- y dihidroxiladas. El
espectro se muestra en la Figura 6, y sus caracteristicas en el Cuadro 2. Los dos
maximos de absorbancia estan muy préoximos a los dos ultimos del espectro de la
neoxantina presentados por Valadon y Mummery citados por Davies (1976); sin
embargo la definicion no es buena para el maximo a 415 nm en donde se observa una
infleccion. Se estimd la concentracion en ug de neoxantina/100 g de la harina.
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FIGURA 6. Espectro de absorcion de la fraccion foliar de
xantofilas polihidroxiladas en el material foliar del
broculi, obtenida con silica gel.

Composicion quimica del material foliar del bréculi. Los resultados se presentan
en el Cuadro 3. Bureau y Bushway (1986), recomiendan para el bréculi 762,89 ug de
B-caroteno/100 g del material, usando CLAP. No mencionan si se trata del producto
fresco, ni la parte del vegetal que analizaron. Se supone que se trata del material floral
por ser la parte de la planta de consumo frecuente por el hombre, y del producto



fresco como es adquirido en los sitios de expendio. Haciendo el cambio de base
respectivo para comparar los datos indicados por ellos con los hallados en esta
investigacion, se tiene que 762,89 ug de B-caroteno/100 g de materia fresca equivalen
a 6 410,84 ug de B-caroteno en base seca, considerando 88,1% de humedad en el
bréculi (INN, 1994).

En el caso de la harina del material foliar del bréculi se estimoé 545,34 ug de carotenos,
expresados como pg de B-caroteno por 100 g de la harina, lo que equivale a 579,28
HMg/100 g en base seca, inferior a lo sepalado por los autores.

Segun los resultados obtenidos la harina en el material foliar del bréculi representa una
excelente fuente de proteina, fibra, cenizas, carbohidratos, calcio, fésforo, carotenos y
xantofilas. Se recomienda estudiar aun mas esta especie y fraccionar los carotenos y
xantofilas para identificar los carotenoides mds abundantes en esta harina, lo que seria
de mucha utilidad en los estudios de las propiedades antioxidantes de estos
compuestos, asociadas a su papel preventivo en ciertas enfermedades cardiacas,
regresién de tumores y disminucién de la incidencia de algunos tipos de cancer.

CUADRO 3. Composicion quimica de la harina en el material foliar de

bréculi.
Porcentajes

Humedad 5,86
Proteina cruda 25,31
Extracto etéreo 10,13
Fibra cruda 4,40
Cenizas 18,93
Carbohidratos (por diferencia) 35,37
Calcio ! 332,51
Fosforo ! 340,58
Vitamina A2 354,78
Taninos * 100
Carotenos ? 545,34
Xantofilas ! 1,35
Xantofilas dihidroxiladas 2 304,72

(1): expresado en mg/100 g ; (2): expresados en ug/100 g.
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