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ABSTRACT. Carotenoids are the most widely distributed pigments in nature. They are produced by all
photosynthetic anoxygenic bacteria, photosynthetic oxygenic cyanobacteria, and by some species of non-
photesynthetic bacteria. Many eukaryotes, including all algae and plants, and some fungi also produce ca-
rotenoids. Carotenoids play an important biological role in non-photosynthetic tissues giving color to
fruits and flowers, and evén in non-carctenogenic organisms such as mammals, birds, fish, insects, and
crustaceans. Presently, carotenoid research encompasses very diverse areas including physiology of plants
and microorganisms, food science, chemical synthesis, biotechnology, and medical investigation, among
others. This report introduces the study of carotenoids, reviewing physical and chemical properties,
chemical synthesis, biosynthesis and regulation, genetic manipulation of producing strains as well as in-
dustrial and medical applications of carotenoids.
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RESUMEN. Los carotenoides son los pigmentos més ampliamente distribridos en la naturaleza, son pro-
ducidos por las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, por las cianobacterias fotosintéticas oxigénicas y por
algunas especies de bacterias no fotosintéticas. También los producen muchos eucariotes incluyendo las
algas y plantas, y algunos hongos. En tejidos no fotosintéticos, los carotenoides proporcionan color a flores
y frutos, y aiin en organismos no carotenogénicos como mamiferos, aves, peces, insectos y crusticeos, estos
pigmentos tienen un papel biolégico importante. En la actualidad las investigaciones sobre los carotenoi-
des abarcan diversas dreas como la fisiologia de plantas y microorganismes, la ciencia de los alimentos, la
sintesis quimica, la biotecnologia y la investigacion médica, enire muchas otras. En este trabajo se intro-
duce al estudio de los carotenoides revisando las propiedades fisicas y quimicas, la sintesis quimica, 1a bio-
sintesis y su regulacién, el mejoramiento genético de cepas productoras, asi como sus aplicaciones.
Palabras Clave: Carotenoides, Pigmentos, Fotosintesis.

INTRODUCCION

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40
atomos de carbono, formalmente derivados del fitoeno.
Pueden ser de dos clases: los carotenos, compuestos hidro-
carbonados, y las xantofilas, derivados oxigenados de tos
carotenos.”? En la Fig. ! se muestran dos estructuras bési-
cas de los carotenoides, el licopeno y el [(-caroteno. E] es-
queleto hidrocarbonado del licopeno puede ser modificado
por la ciclizacién de uno o de ambos extremos de la molé-
cuia, dando lugar a los diferentes grupos terminales ilustra-
dos en la Fig. 2. De este modo, el B-caroteno y otros caro-
tenos pueden modificarse por oxidacidén dando lugar a las
xantofilas aumentando asi su poder de pigmentacién (Fig.
3). Tradicionalmente los carotenoides han sido llamados
con nombres triviales, usualmente refiriéndose a la fuente
de la cual se aislaron por primera vez. En la actualidad se
ha establecido un esquema sistemético para denominarlos

describiendo su estructura de acuerdo a las reglas de la 1U-
PAC. En esencia el nombre especifico se refiere a la raiz
“caroteno”, precedida por el prefijo de las letras griegas
que distinguen a los dos extremos de la molécuia de acuer-
do con los grupos ilustrados en la Fig. 2. En la tabla 1 en-
contramos el nombre trivial y sistemético de algunos caro-
tenioides mencionados en el texto. Adicionalmente, se con-
sideran también carotenoides algunos compuestos que tie-
nen poco menos de 40 4tomos de carbono. Se les denomina
notcarotenoides cuando los carbonos que le faltan a la mo-
lécula son de la parte interna del esqueleto, y apocarotenoi-
des cuando los carbonos que le faltan son de los extremos
de la molécula.”

La cadena poliénica que constituye a los carotenoides
es mas estable en su conformacién extendida. Dos factores
son los responsables de esto: primero, un sistema conjuga-
do es mds estable cuando los enlaces son coplanares y en
segundo lugar, el impedimento estérico de los enlaces C=C
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Figura {. Estructuras bésicas de las que derivan la mayoria
de los carotenoides lineales y ciclicos.

en conformacién "trans” es minimo.” Los carotenocides
como grupo, son moléculas extremadamente lipofilicas con
poca o nula solubitidad en agua. Por ello, su localizacitn
esta restringida a dreas hidrofébicas de las células, excepto
cuando estdn asociados con proteinas o estin substituidos
por grupos polares fuertes, en cuyo caso pueden encontrar-
se en ambientes acuosos.”

La propiedad de los carotenoides de absorber la luz se
deriva de la presencia de enlaces dobles conjugados que
conforman un croméfore fargo. Un croméforo que contie-
ne siete o mas enlaces dobles conjugados posee la capaci-
dad de absorber luz en la region visible, por esto podemos
observar colores que van del amarillo al rojo, incluyendo el
naranja.” Este mismo sistema poliénico hace a Ia moiécula
extremadamente sensible a la degradacidn oxidativa y a la
isomerizacién inducida por la luz, el calor y los 4cidos.’®

L.as propiedades quimicas y fisicas de los carotencides
in vive pueden modificarse por interacciones con otras mo-

Tabla 1. Nombre trivial y sistemético de algunos carotenoides.

)

Figura 2. Grupos terminales posibles a partir de la cicliza-
cién de licopeno.

léculas en su microambiente, por ello las propiedades de
los carotenoides libres o en solventes orgénicos son signifi-
cativamente diferentes. Estas interacciones con otras molé-
culas, especialmente protefnas, pueden ser cruciales en su
funcién biolégica.’>* En el caso de las xantofilas, es fre-
cuente encontrarlas como una mezcla compleja de ésteres
de 4cidos grasos, especialmente en las semillas, aunque
también se les encuentra como derivados glicosilados en
algunos microorganismos.

Muchas de las funciones de los carotenoides son conse-
cuencia de su capacidad para absorber la luz, por lo que su
papel natural es dar color. Sin embargo, también esta bien
establecida su fincién como antioxidantes en los organis-
mos fotosintéticos ¥ en muchos no fotosintéticos aerobios,
participando en la desactivacidn de radicales libres que se
producen durante el metabolismo normal de las células. La
cadena poliénica de los carotenoides es altamente reactiva
y rica en electrones, consecuentemente, en presencia de

Nombre trivial

Nombre sistematico

Auleriaxantina
Astaxantina
Cantaxantina
a-Caroteno
b-Caroteno
Fitoeno
Licopeno
Luteina

Zeaxantina

1°16°-Dideshidro-1'2’-dihidro-b-y-caroten-21-o!
3,3 -Dihidro-4, 4’-diceto-b-caroteno
4.4'-Diceto-b-caroteno
b,e-Caroteno
b,b-Caroteno
7.8,11,12,15,7°,8°,11°,12°,15"-Octahidro-y,y-caroteno
y,y-Caroteno
b,e-Caroten-3,3’-diol
b,b-Caroten-3,3’-diol
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Tabla 2. Algunos genes que participan en la biosintesis de carotenoides.>***
Funcién enzimdtica Gen Organismos
Formacidn de fitoeno y sus precurso-
res
GGPP sintasa CrnE Algunas eubacterias
gds Arqueobacterias (Sulfolobus acidocal-
idsA darius) Arqueobacterias
al-3 {Methanobacterium thermoautotrop-
hicum) Hongo (Neurospora crassa)
Fitoeno sintasa crtB Algunas eubacterias
al-2 Hongo (Neurospora crassa)
PSY1,PSY2, Yi Algunas plantas superiores
Diapofitoeno sintasa criMd Staphilococcus aureus
Formacion de licopeno o neurospore-
no
Fitoeno desaturasa crt! Eubacterias con excepcion de ciano-
(Tipo Crtl) al-1 bacterias
- carC Hongo (Neurospora crassa;, Phycomy-
PDH ces blaksleeanus)
Hongo (Cercospora nicotianae)
Fitoeno desaturasa crtP Algunas cianobacterias
(Tipo CrtP) PDS Alpunas plantas superiores
Diapotitoeno desaturasa ortiN Staphylococcus aureus
z-Caroteno desaturasa crtQ Anabaena sp. PCCT120
Formacidn de b-caroteno
Licopeno ciclasa crtY Algunas eubacterias
(Tipo Crt-Y)
{Tipo Crt-L) crtl Cianobacteria (Synechococcus sp.)
PCCT7942)
Formacidn de xantofilas aciclicas
Hidroxineurosporeno sintasa criC Algunas eubacterias
Metoxineurosporeno desaturasa crtD Algunas eubacterias
Hidroxineurosporeno crtF Rhodobacter capsulatus y R. sphaer-
o-metiltransferasa oides
Esferoideno monooxigenasa crtd Rhodobacter capsulatus y R. sphaeroi-
des .
Formacion de xantofilas ciclicas y
xantofilas glucosiladas
b-Caroteno hidroxilasa crtZ Algunas eubacterias
Zeaxantina glucosidasa ertX Algunas eubacterias
b-C-4-Oxigenasa crtw Algunas eubacterias

Capsantina-capsorubina sintasa cCs Planta {Capsicum annuum)
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Figura 3. Algunas xantofilas de importancia comercial.

oxidantes facilmente forman radicales libres de vida cor-
ta.*® Se sabe que los radicales libres, como el oxigeno sin-
gutete ('0,) e hidroxilo (‘OH), son especies altamente reac-
tivas capaces de iniciar la peroxidacion de lipidos, de inac-
tivar proteinas, o de causar dafio en moléculas de DNA o
RNA. En microorganismos y plantas se ha demostrado que
los carotenoides inactivan 'O,, radicales "OH, perdxidos y
otros oxidantes mediante un proceso en ¢l que se transfiere
la energia de altos niveles de excitacion a un triplete del
carotenoide. Este (ltimo puede regresar a su estado basal
liberando calor, pero en otros casos pueden adicionarse
grupos hidroxile al triplete o formarse epdxidos, apocaro-
tenos ¢ apocarotenales, con la consecuente modificacion
de ta molécula original.'* '

BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES

Los carotenoides comparten las etapas iniciales de su
bicsintesis, con las vias de sintesis de una gran variedad de
isoprenoides y sus derivados: monoterpenos, sesquiterpe-
nos, giberelinas y esteroles. El isopentenil pirofosfato (IPP)
es el precursor de todos los isoprenoides.’’ La via de bio-
sintesis mas conocida de iPP es la del mevalonato {Fig. 4),
que a partir de acetil-coenzima A produce IPP, teniendo
como intermediarios la hidroximetilglutarii CoA (HMG-
CoA) y el mevalonato. La formacién de IPP por esta ruta
se ha descrito en animales, plantas, hongos y bacterias.”

Una via altemativa descubierta recientemente parte de
piruvato y gliceraldehido-3-fosfato teniendo como interme-
diarios la hidroximetiltiamina y la D-1-desoxixilulosa (Fig.
4). Esta via se ha descrito en eubacterias,™ en el alga verde
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Scenedesmus obliquus,”® en las plantas superiores,* en al-
gas unicelulares y en la cianobacteria Synechocystis.!” Ei
IPP proveniente de estas vias, en muchos casos se isomeri-
za a dimetilalil pirofosfato (DMAPP), al cuai se le adicio-
nan secuencialmente tres moléculas més de IPP para for-
mar geranil-geranil pirofosfato (GGPP). Los intermedia-
rios formados durante estas adiciones son ?recursores de
una gran variedad de isoprenoides.**%*% A partir de
GGPP existen una gran variedad de rutas de formacidn pa-
ra carotenoides y xantofilas dependiendo de cada organis-
mo, lo que hace imposible una generalizacién, sin embargo
a continuacién se describen algunas de la vias conocidas.

En la tabla 2 se muestran algunos de los genes invoiu-
crados en la sintesis de carotenoides en diferentes organis-
mos. La condensacion de dos moléculas de GGPP produce
el fitoeno, que es el primer precursor de los carotenoides
de 40 dtomos de carbono. En organismos no fotosintéticos,
una sola enzima del tipo Crtl lleva a cabo las desaturacio-
nes para transformar el fitoeno en neurosporeno y poste-
riormente en licopeno. En organismos fotosintéticos parti-
cipan dos clases de enzimas, la primera del tipo CrtP pro-
duce C-caroteno y la segunda una enzima {-caroteno desa-
turasa produce el licopeno (Fig. 5).>*

La mayoria de los organismos carotenogénicos produ-
cen carotenoides ciclicos que se forman con la participa-
cién de ciclasas, las cuales actian sobre los extremos de la
molécula del licopeno para producir B-caroteno o o-
caroteno. La sintesis de los dos anillos tipo f-ionona del p-
caroteno requieren de una sola enzima, mientras que la sin-
tesis del t-caroteno requiere de dos enzimas, una para cada
uno de los anillos, B y & respectivamente.**® El a- y f-
caroteno son los precursores de la mayoria de las xantofilas
naturales y de sus derivados glicosilados. En Erwinia her-
bicola |a produccién de zeaxantina y derivados glicosila-
dos a partir de p-caroteno, requiere de hidroxilasas, oxige-
nasas y glucosidasas.">?® (Fig. 6). Algunas bacterias como
Rhodobacter y Mixococcus, acumulan xantofilas aciclicas
que se forman a partir del neurosporeno (Fig. 7).2* En el
caso de Rhodobacter capsulatus y Rhodobacter sphaeroi-
des, se requieren sintetasas, desaturasas, oxigenasas y me-
tiltransferasas para la produccion de esferoideno y esferoi-
denona.>*?#

REGULACION

En organismos fotosintéticos, una de ias funciones mas
importantes de los carotenoides, es la de proporcionar pro-
teccién contra la combinacién potencialmente dafiina del
oxigeno con la luz visible o UV, y con moléculas lipofili-
cas fotosensibles como bacterioclorofila o clorofila. La
presenciz de carotenoides es obligatoria para la actividad
fotosintética, un ejemplo de su importancia es la muerte
inducida por dafio fotooxidativo, de plantas sensibles al
herbicida norflurazon, un inhibidor de la desaturacion del
fitoeno.** En los microorganismos no fotosintéticos, los
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Figura 4. Biosintesis de fitoeno por la via del mevalenato y via alternativa g partir de piruvato. (HMG-CoA) hidroximetil-
glutarilcoenzima A, (IPP) isopentenil pirofosfato, (DMAPP) dimetilalil pirofosfato, (GPP) geranilpirofosfato, (FPP) farne-
silpirofosfato, (GGPP) geranilgeranilpirofosfato.
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Figura 5. Biosintesis de B-caroteno a partir de fitoeno, en organismos fotosintéticos y no fotosiritéticos.
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Figura 6. Biosintesis de xantofilas y derivados glicosilados en E. herbicola.
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Figura 7. Biosintesis de xantofilas aciclicas en R. capsulatus y R. sphaeroides.

carotenoides ofrecen una proteccién similar contra dafio
fotooxidativo mediado por otras moléculas fotosensibles
como protoporfirina IX y hemo. Se ha sugerido que el oxi-
geno singulete es el principal agente oxidante en sistemas
biolégicos.® La capacidad de los carotenoides para inacti-
var eficientemente a los radicales libres, explica su presen-
cia como pigmentos accesorios en todos los organismos
fotosintéticos y su amplia distribucién entre las bacterias y
hongos no fotosintétices.® En Phaffia rhodozyma se ha pro-
puesto que el 'O, y los radicales peréxido inducen la bio-
sintesis de astaxantina.*? Otros factores que inducen la sin-
tesis de astaxantina en P. rhodozyma incluyen a la antimi-
cina y otros inhibidores de la cadena respiratoria, sin em-
bargo esta induccion, podria estar mediada por la forma-
cion de especies de oxigeno reactivas (EOR), ya que al
bloquear la cadena respiratoria, las flavoproteinas reduci-
das son capaces de autooxidarse liberando H,0,.% En la
bacteria no fotosintética Mixococcus xanthus al menos dos
operones carBA y cril, codifican para las enzimas biosin-
téticas. Se ha propuesto que la induccidn de estos genes
involucra Ia produccién de 'O, en una protoporfirina IX

fotoactivada por luz azul. El *O, interacciona con un anti-
factor s (carR), que libera un factor s de RNA polimerasa
(car()), iniciandose asl una cascada regulatoria en la que
participan las proteinas regulatorias carS, carA y carD, que
activan 20 y 400 veces respectivamente a fos genes carBA
y crtf inducibles por la luz. Al aumentar la concentracién
de carotenoides, el 'O, producido por la protoporfirina 1X
es desactivado por los carotenoides y en consecuencia la
expresion de los genes carBA 3y crtl es reprimida comple-
tadndose asi el ciclo regulatorio.

Por otro lado, las bacterias fotoautotréficas facultativas
del género Rhodobacter acumulan una mezcla de esferoi-
deno y esferoidenona, xantofilas que son esenciales duran-
te la transicidn de la respiracidn aerdbica a la fotosintesis,
al disminuir la concentracién de oxigeno en presencia de
una baja iluminacién. En R. capsulatus y R. sphaeroides
los genes de la fotosintesis (bch y puf} y los 7 genes nece-
sarios para la biosintesis de los carotenoides (crf) estdn
localizados en un mismo operdn, que se expresa (nicamen-
te a bajas concentraciones de oxigeno o en anaerobiosis.
En estas bacterias los productos de los genes ppsR y tpsO
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reprimen la expresion de los genes bch, crt y puc en condi-
ciones aerdbicas.’

La regulacion de la carotenogénesis por producto final
o bien por algin intermediario de la biosintesis es un me-
canismo comin, En levaduras, la enzima HMGCoA reduc-
tasa que participz en las etapas iniciales de la sintesis de
isoprenoides, estd regulada por intermediarios tempranos
(retroregulacidn) y por intermediarios tardios de la ruta de
los isoprenoides (regulacién cruzada).?® En Phycomyces
blakesleeanus un mecanismo principal de regulacién de la
sintesis de B-caroteno es por producto final, el cual parece
operar a nivel de sintesis de proteinas y es mediada por un
oomplléio de b-caroteno y los productos de los genes carS'y
carA.*' Por otro lado, los estudios in vitro muestran que la
actividad de las enzimas fitoendesaturasas de P. blakes-
leeanus y de Synechococcus es modulada por los carotenos
subsiguientes de la via. La mayor inhibicién ocurre con el
producto més desaturado, el licopeno. Una menor desatura-
cién o la presencia de anillos B-ionona producen una in-
hibicién menos efectiva.’®

Otro mecanismo que regula la sintesis de carotenoides
es la represion catabdlica por glucosa. En algunas cepas de
E. Herbicola, asi como en Escherichia coli transformada
con los genes cr? de E. herbicola, 1a biosintesis es reprimi-
da por glucosa mediante un mecanismo dependiente de
AMPc. Sin embargo, este efecto no se observé en todas las
cepas de £, herbicola que se probaron.’ El efecto de la re-
presion catabdlica de la carotenogénesis también se ha ob-
servado en cepas nativas de P. rhodozyma® y en M
xanthus.® Otros factores como los cambios en la velocidad
de crecimiento, la edad del cultivo, la limitacién de algan
nuiriente, la aireacidn, ete. afectan la sintesis de carotenoi-
des en hongos, pero en la mayoria de los casos los meca-

nismos implicados no han sido estudiados en deta-
“e.l,4.ll.3!,56

MEJORAMIENTO GENETICO DE LA PRODUC-
CION MICROBIANA DE CAROTENOIDES

La produccion de carotenoides depende en gran medida
de la capacidad de sintesis del microorganismo, por esto,
se ha dedicado un considerable esfuerzo al aislamiento de
mutantes sobreproductoras. Las mutantes esponténeas so-
breproductoras de carotencides han sido muy dificiles de
obtener y en algunos casos, como en la produccion de -
caroteno, éstas nunca se han podido aislar. Por esto se han
utilizado diferentes mutdgenos: fisicos como la luz ultra-
violeta (UV), quimicos como la N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG) o bien biol6gicos como lo es la
insercién de transposones (Tn5) para inducir mutaciones,
Los microorganismos productores de carotenoides presen-
tan diferente sensibilidad a cada uno de estos agentes mu-
tagenicos y con frecuencia se observa que algunos aisla-
dos, sobreviven mejor a un mismo agente mutagénico.” En
la mayoria de los casos, las variantes obtenidas por muta-
¢ién pueden ser reconocidas por simple inspeccién visual,
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pero en otros casos el método de seleccion juega un papel
primordial. Las mutantes sobreproductoras de carotenoides
han sido aisladas en condiciones adversas para ta produc-
cién, por ejemplo, cuando las mutantes de Phycomyces
inducidas con NTG se hacen crecer en la obscuridad, ficil-
mente pueden observarse colonias sobreproductoras de
carotenoides de color rojo ¥ amarillo intenso, las cuales se
distinguen del amarillo palido de la cepa original.’® Las
mutantes rojas de Paycomyces tienen afectado el gen carR,
necesario para la conversion de licopeno a B-caroteno, es-
tas mutantes acumulan 2.5 mg de licopeno/g de peso seco.
Las mutantes amarillas, producen B-caroteno hasta en 6
mg/g de peso seco y estdn afectadas en el gen carS, impli-
cado en la retrorregulacién por producto final. También se
observé que con la formacién de heterocariones, entre mu-
tantes independientes, se incrementan los niveles de pro-
duccién entre 4 y 6 veces para B-caroteno y licopeno, res-
pectivamente.*®

Las cepas silvestres de M. xanthus requieren de luz pa-
ra la biosintesis de carotenoides, sin embargo, se han obte-
nido mutantes que producen carotenoides en ausencia de
luz.®# Una de estas mutantes produce el doble de carote-
noides debido a una alteracién del gen carR, que codifica
para un regulador negativo del sistema. Otra de las mutan-
tes produce colonias anaranjadas en la obscuridad, es cis-
dominante y presenta una lesién en el gen card, que es el
responsable de la expresion constitutiva del gen inducible
por la luz carB. La mutante card acumula casi 6 veces més
fitoeno en Ia obscuridad y 3 veces mds en presencia de luz
en comparacién con la cepa silvestre, pero en presencia de
luz se producen los mismos carotenoides que en la cepa
original, aunque la concentracién se incrementa en un
100%. El fenotipo anaranjado que presenta esta mutante en
la obscuridad posibiemente se debe a que acumula un poco
de neurosporeno.

Se han ensayado diversas estrategias de seleccion en la
blisqueda de mutantes sobreproductoras de astaxantina de
P. rhodozyma. Para la seleccién de mutantes, inducidas
con NTG, An y col. (1989)% emplearon varios inhibidores
de 1a biosintesis de esteroles como cetoconazol, miconazol,
2-metil imidazol, nicotina, nistatina o inhibidores del trans-
porte de electrones como antimicina A, cianuro de potasio,
perdxido de hidrégeno y otros. De entre estos compuestos,
la antimicina A fue la més efectiva para el aislamiento de
sobreproductoras, lograndose el aislamiento de mutantes
capaces de acumular >2,000 mg de astaxantina por g de
levadura. El mecanismo por el cual la seleccién en antimi-
cina aumenta la formacion de astaxantina no se conoce
aun. Se ha propueste que la sintesis se desencadena debido
al aumento de la formacidn de especies reactivas de oxige-
no al bloquear la cadena respiratoria a nivel de citocromo
b. Ademass, en virtud de que las mutantes aisladas en anti-
micina parecen hidroxilar y desaturar los intermediarios de
carotenoides de manera mds eficiente que la cepa original,
se ha sugerido también que al bloquear ia cadena respirato-
ria se activa una via de oxidacion alterna que podria estar
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involucrada en la sintesis de los grupos oxigenados de la
astaxantina con la mediacién del citocromo P450.2%%

SOBREPRODUCCION DE CAROTENOIDES A
TRAVES DE LA CONSTRUCCION DE CEPAS RE-
COMBINANTES

Recientemente s¢ han reportado la clonacién y las se-
cuencias de los genes implicados en la biosintesis de carc-
tenoides de R. capsulatus, E. herbicola, Erwinia uredovo-
ra, Synechococcus y M. xanthus. Estos avances han tenido
importantes implicaciones y hacen cada dia ms airactiva
la manipulacién genética de microorganismos para propé-
sitos biotecnologicos.>'* Una estrategia ha sido clonar los
genes de un microorganismo productor de carotenoides y
expresarlos en otro no productor pero que pudiera tener
ventajas de expresién o en su cultivo. En este sentido, in-
troduciendo los genes crtB, crtE y crtY de E. uredovora en
Zymomonas mobilis, se ha logrado que ésta sintetice p-
caroteno. La recombinante de Zymomonas es Gtil en la pro-
duccién de etanol, y la biomasa que contiene 220 pug/g de
peso seco de B-caroteno puede emplearse en la alimenta-
cion de aves.*® Asi mismo, los genes involucrados en la
sintesis de zeaxantina, obtenidos a partir de E. herbicola y
E. uredovora,®** han sido clonados y expresados en E.
coli como fragmentos de 12.4 y 6.9 Kb respectivamente.
Otros ejemplos de genes clonados incluyen los de Myco-
bacterium aurum para la sintesis de leproteno?” y los de R
capsulatus para la sintesis de la esferoidenona.”

Otra estrategia, consiste en combinar los genes de dife-
rentes microorganismos, creando recombinantes que son
capaces de sintetizar nuevos carotenoides. Hunter y col.
(1994)* han insertado en un solo microorganismo, los ge-
nes involucrados en la sintesis de carotenoides de E. herbi-
cola y de R. capsulatus, resultando una cepa recombinante
capaz de producir dihidroesferoidenona, deshidrorodopina
y cloroxantina, pigmentos que no son sintetizados por las
cepas originales. A pesar de que los genes clonados gene-
ralmente se insertan junto con un promotor capaz de expre-
sarse constitutivamente, esto no necesariamente asegura
una alta produccion de carotenoides debido a que la sinte-
sis y ]a actividad de las enzimas, producto de la clonacién,
podrian estar sujetas a otros mecanismos normales de regu-
lacién. Por ejemplo, una cepa recombinante de E. coli con-
teniendo un plésmido con los genes para la sintesis de¢ zea-
xantina (pPL376), produjo sdlo un 32% més que la cepa
original de E. herbicola, pero mantuvo su sensibilidad a la
regulacion por glucosa.”” Becker-Hapak y col. (1997),
fograron incrementar 2.5 veces la produccidn de zeaxanti-
na en esta misma cepa recombinante, al introducir una mu-
tacion en el gen oxyR, que funciona como sensor al estrés
oxidativo y como activador transcripcional de la respuesta
al estrés. L2 expresion de genes de la biosintesis de carote-
noides de eubacterias y eucariotes en huéspedes heterdlo-
gos ha creado interesantes posibilidades, sin embargo, para
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alcanzar niveles elevados de carotenoides, ain quedan
otros obstdculos por resolver. La sobreproduccién de pig-
mentos requiere no solamente de mutantes apropiadas y de
sus recombinantes, sino que ademdas deben ser considera-
das las condiciones nutricionales y de fermentacién apro-
piadas. La adecuada composicion y optimizacién de estos
factores, combinados con los estudios de escalamiento del
proceso, podrin asegurar una adecuada expresién de los
sistemas clonados.

PRODUCCION DE CAROTENOIDES NATURALES

Durante mucho tiempo se han usado extractos de plan-
tas como fuentes de carotenoides, en especial de
B—caroteno y xantofilas, Los concentrados de maiz , alfalfa
y flor de cempasuchitl (Tagetes erecta) entre otros, se ven-
den como pigmentos para usos diversos. Los extractos de
la flor de cempastchitl son una fuente importante de lutei-
na y zeaxantina, en los Estados Unidos y en Méxi-
co.'»31425067 1 g bixing se extrae de las semillas del 4rbol
de achiote (annatto), mientras que la capsantina y capsoru-
bina se encuentran en la oleoresina del fruto del pimentén
(paprika). Aungue los vegetales siguen siendo fuentes im-
portantes de carotenoides naturales, varios procesos micro-
bioldgicos se han explotado comercialmente desde los afios
setentas para Ia produccién de B—caroteno y mas reciente-
mente de astaxantina. El cultivo del alga Dunalielia salina
para la produccién de p—caroteno se inici6 en Australia e
Israel. Posteriormente la produccién se establecié en otros
paises con condiciones climéticas apropiadas como los Es-
tados Unidos, Rusia, Chile, Espafia y China.'**"% La pro-
duccién de microalgas generalmente se lleva a cabo en es-
tanques cercanos a lagos de alta salinidad. En Rusia y en
Australia se han explotado sistemas naturales, mientras que
en Israel y en los Estados Unidos se emplean sistemas de
cultivo controlados de alta densidad celular. Los sistemas
de cultivo més grandes tienen capacidades de 10 millones
de litros. Cuando el alga se cultiva en un medio con bajo
contenido de nitrégeno, alta salinidad y alta luminosidad,
el contenido de p—caroteno puede llegar hasta 14% del pe-
so seco.'™!?313¢ Ep la compaftia Cianotech, Inc. de Woo-
dinville, Washington, se produce Kanotene, obtenido de
células secas y pulverizadas de D. salina, alternativamente
la compafiia Microbio Resources Inc. de San Diego Cali-
fornia, produce B~caroteno extraido de esta microalga.'®*°

El carotenc derivado de las microalgas tiene un costo
de produccién superior al sintético, sin embargo, ha encon-
trado un nicho en el mercado de productos naturales.'” En
Rusia, desde los afios sesentas se produce f—caroteno por
medio del {mico proceso que emplea hongos para este
fin.'%$7 Los productos son: B—caroteno puro y micelio del
hongo Blakesiea trispora con un alto contenido de
B—caroteno. La concentracion de p-caroteno obtenida es
de 3 g/L en un medio que contiene pasta de soya, maiz,
vitamina B1, aceite de girasol y B— ionona.
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La astaxantina es otro carotenoide cuya produccidon
comercial & partir de algas y levaduras esta siendo seria-
mente considerada. Microbio Resources Inc. ha desarrolia-
do un proceso que emplea el alga Haematococcus pluvia-
lis, en el que la preduccion se lleva a cabo en estanques de
4500 m* de capacidad. El producto se comercializa con el
nombre de Algaxan Red a un precio de USA $20 por Kg,
que con un contenido de astaxantina del 1% compite favo-
rablemente con la astaxantina sintética.”’ Por otra parte, las
cepas silvestres de la levadura P. rhodozyma producen as-
taxantina a concentraciones menores de 500 ug/g.”® Para
hacer redituable la produccién industrial fue necesario ob-
tener mutantes con un contenido minimo de 3000 pg/g*!
En esta década varias compaiiias como Phillips Petroleum,
Ingene, Universal Foods y Gist Brocades han iniciado la
comercializacién de esta levadura.

PRODUCCION DE CAROTENOIDES SINTETICOS

De los més de 600 carotenoides identificados hasta
ahora, cerca de 200 se habian sintetizado hasta 1994, inclu-
yendo estructuras tan complejas como la de la peridinina,
que fue sintetizada en forma opticamente activa en
1990.'*** Sélo alrededor de 40 carotenoides son consumi-
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dos regularmente por el ser humano y unos cuantos se pro-
ducen industrialmente.’'”! La primera sintesis quimica de
B-caroteno fue realizada por Karrer y Eugster en 1950, Ei
principio de construccién que se usd, todavia se utiliza ac-
tualmente para la sintesis industrial de carotenoides y con-
siste en acoplar grupos terminales a un fragmento cen-
tral.'**!** En condiciones controladas, es posible acoplar
dos grupos terminales para producir un carotenoide com-
pleto o bien acoplar un solo grupo terminal para producir
un apocarotenoide. Este mismo esquema se puede usar pa-
ra sintetizar carotenoides asimétricos por medio de la adi-
cion sucesiva de dos grupos terminales diferentes. Los dos
mayores productores de carotenoides sintéticos son Roche
(Suiza) y BASF AG (Alemania) que producen 6 diferentes
carotenoides: [-caroteno, cantaxantina, astaxantina,
p-apo-8-carotenal (C,p), éster etilico del 4cido B-apo-8-
carotenico (Cyo) y citranaxantina (C;;).'**'*"* Para unir
los grupos terminales al fragmento central, Roche emplea
la reaccién de Grignard y la condensacidn enol-éter, mien-
tras BASF AG emplea las reacciones de Wittig y la etinila-
cién. !

La primera sintesis industrial fue realizada por Roche
en 1954, con el esquema Cj3+ Cy+ Cyig (Fig. 8)."°"* La
condensacion enol-éter (Fig. 9) es un método muy eficiente
para la sintesis del aldehido C,y, ésta condensacion permite
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Figura 8. La reaccién de Grignard, esquema para la sintesis de f-caroteno.
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Figura 9. Condensacién enol-éter: para alargar la cadena carbonada de intermediarios de la produccion de B-caroteno. Aci-

do acético (HOAc); acetato de sodio (NaQAc).

alargar la cadena carbonada de aldehidos conjugados en 2
carbonos cada vez, de manera que a partir de B-ionona, en
varias etapas de reaccion, se obtiene Cyo. La B-ionona a su

vez es obtenida a partir de moléculas sencillas como aceto-

na y acetileno o alternativamente a partir de isobuteno y
formaldehido. El proceso completo es complejo, requiere
en total de més de 20 etapas de reaccidn, sin embargo, Ro-
che lo ha usado exitosamente durante més de 40 afios.”
Los apo-B-carotenos se preparan también a partir del alde-
hido C,s. Sin embargo, como la cadena poliénica ramifica-
da 1,6 no puede sintetizarse por la condensacién enol-éter,
en este caso es necesario preparar un acetal Cg para alargar
parcialmente la cadena de C,5. Después se usa la reaccién

de Grignard y la condensacidn enol-éter para completar la
molécula. Por otra parte, para la sintesis de carotenoides la
compafifa BASF AG emplea la reaccion entre un aldehido
y una sal de fosfonio, conocida como la reaccién de Wittig.
En la actualidad esta reaccién es por mucho {a més impor-
tante en la sintesis comercial, debido a que permite la for-
macidn de dobles enlaces de carbono en sitios especificos
de la molécula. BASF AG ha desarrollado dos estrategias
fundamentalmente diferentes para la sintesis.'**** La pri-
mera, se lleva a cabo a partir de la vitamina A, cuya cadena
isoprénica puede alargarse para producir apocarotenos o
por condensacidn de dos moléculas, una en forma de sal de
fosfonio y la otra en forma de retinal, para producir el

d&&"w%u- OM -xPh3P+vﬁ~Q
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c15 Cw C15

pB-caroteno
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Figura 10. Sintesis quimica de B-caroteno mediante la reaccién de Wittig.
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f-caroteno (Fig. 10). La segunda estrategia, se basa en el
principio de acoplar grupos terminales a un bloque central.
La olefinacion de Wittig fue usada por primera vez a esca-
la industrial por BASF AG para producir acetato de vitami-
na A y después para producir otros carotenoides siguiendo
el esquema C 5+ Cjg +Cys=Cyp

Como se menciond antes, xantofilas como la cantaxan-

tina y la astaxantina pueden producirse por oxidacién del

B—caroteno. El proceso desarrollado por Roche en los afios
sesentas para cantaxantina, consiste en oxidar al
B-caroteno a isozeaxantina con NBS en 4cido acético/
cloroformo, la cual por deshidrogenacién produce la can-
taxantina. En el procedimiento de BASF AG, la oxidacién
s¢ lleva a cabo en un sistema bifdsico de diclorometano/
agua que usa como oxidante al clorato de sodio en presen-
cia de trazas de yoduro de sodio como catalizador.’! De
manera similar, la astaxantina puede obtenerse a partir de
cantaxantina por oxidacién con 1-fenilsulfonil-2-
feniloxaziridina previa formacién del bisenolato. La des-
ventaja de estas oxidaciones es que generalmente producen
mezclas de isdmeros y reacciones secundarias, lo que con-
duce a una complicada purificacién. Por ello es preferible
sintetizar los grupos terminales con los grupos oxigenados
incluidos y después por la reaccidn de Wittig, sintetizar el
carotenoide siguiendo el esquema Cys + Cjy +Cis= Cy,

Esta estrategia desarrollada por Roche en los afios setentas,
es actualmente la via de sintesis preferida comercialmente.

Los grupos terminales para la sintesis de B-caroteno y
las xantofilas: astaxantina, cantaxantina, zeaxantina, ro-
daxantina y capsorubina, se obtienen de [a 6- oxoisoforona
mediante reacciones sencillas de oxidacién y reduccitn
(Fig. 11}). Roche desde 1984, produce comercialmente as-
taxantina de esta forma,”'

Los carotenoides sintéticos se producen en forma de
cristales grandes (20 a 30 um), estables por largo tiempo
en ausencia de luz y oxigeno. Por esto, la reduccion de ta-
mafio de los cristales primarios, a menos de | pm, y la adi-
cién de antioxidantes y emulsificantes son operaciones co-
munes en muchas formulaciones."**' Por ejemplo, una dis-
persioén microcristalina del carotenoide en grasa comestible
se usa para la fabricacién de mantequillas y margarina. Pa-
ra usarse en medios acuosos como jugos de frutas, se usan
preparaciones en polvo en las que el carotencide se micro-
dispersa en un coloide protector hidrofilico. Las ventas de
astaxantina y B-caroteno principalmente, han aumentado
considerablemente a partir de 1990. El carotenoide de ma-
yor venia es el B-carotenc con una produccion anual esti-
mada de 500 toneladas.' Los carotenoides se comerciali-
zan a precios por kilo del orden de USA $600 para el f3-
caroteno y para los B-apo-8-carotenoides, de USA $1300
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Figura 11. Grupos terminales empleados para la sintesis de B-caroteno y diferentes xantofilas.
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para la cantaxantina y USA $2500 para la astaxantina.' En
1995 {as ventas de carotenoides sintéticos fueron cercanas
a los 500 millones de délares.’’ Otros carotenoides con
potencial econdmico para los que se han desarrollado vias
de sintesis industrial son el licopeno, zeaxantina y capsoru-
bina.

APLICACIONES DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides se han usado tradicionalmente como
aditivos en algunos alimentos, bebidas y forrajes, ya sea en
forma de extractos naturales o como compuestos puros.
Los colorantes més usados en alimentos, firmacos y cos-
méticos incluyen a B-caroteno, cantaxantina, luteina, as-
taxantina, zeaxantina, capsantina, capsorubina, rodoxantina
y algunos apocarotenoides.’"*® En la avicultura se han
utilizado durante muchos afios, extractos naturales de zea-
xantina, luteina y cantaxantina, basicamente en la alimen-
tacién de gallinas de postura y potlos de engorda para opti-
mizar el color de la yema de huevo y la piel de pollo.%#

En acuacultura se usa astaxantina para pigmentar la
carme, piel o exoesqueleto de salménidos y crustd-
ceos. "% Otros carotenoides como el B-caroteno y el 8-
apocarotenal se utilizan en la produccién de quesos, mante-
quilla, jugos, helados y dulces entre otros.

Esta bien demostrado que la ingesta de carotenoides es
un factor importante en la salud humana. Algunos de ellos
pueden trasformarse en vitamina A, ademds ejercen protec-
cién contra serias enfermedades degenerativas y reciente-
mente se ha descubierto que estimulan la respuesta inmu-
ne. Algunos carotenoides como €l B-caroteno, a-caroteno
y criptoxantina son una importante fuente de vitamina A en
mamiferos. £n humanos, la deficiencia dietética de vitami-
na A es un probiema que afecta a nivel mundial, especial-
mente a los nifios, por lo que se ha buscado suplementar
alimentos con carotenoides, particularmente con f-
caroteno.® King y col., (1995)¢ probaron que el B-
caroteno lograba incrementar el contenido de acetato de
vitamina A en la carne de pollos alimentados durante tres
semanas con este carotenoide. En los Gltimos 10 afios, las
propiedades antioxidantes de los carotenoides han desper-
tado un interés creciente. Yin y Cheng, {(1997),%® han de-
mostrado el poder antioxidante del B-caroteno, empleando
un modelo de liposomas. Por otro lado, dentro del 4rea de
la medicina los carotenoides estin recibiendo considerable
atencion debido a que su capacidad antioxidante se ha rela-
cionado con la prevencién del desarrollo de enfermedades
cémo el cAncer, arteriosclerosis, cataratas, degeneracién
macular, envejecimiento prematuro y otras enfermedades
degenerativas. Adicionalmente existen datos que indican
que los carotenoides incrementan la respuesta inmune.% El
B-caroteno y la cantaxantina han sido utilizados durante
muchos afios para el tratamiento de enfermedades por foto-
sensibilidad. La gran mayoria de los pacientes con proto-
porfiria eritropoiética se han beneficiado de tratamientos
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con dosis altas de p-caroteno sin tener efectos secundarios,
pero dosis altas de cantaxantina, en algunos casos han cau-
sado problemas visuales debido a su precipitacién en la
retina. ¥

En los tltimos afios, diversos estudios epidemioldgicos
han demostrado una relacién inversa entre el consumo de
frutas y verduras ricas en carotenoides y el riesgo de des-
arrollar cincer en varios tejidos.>#*? Es decir, los indivi-
duos con mayores niveles de carotenoides en suero y teji-
dos han presentado un menor riesgo de céncer. Desgracia-
damente, los resultados de estudios en los que se suple-
mentd la dieta con B-caroteno sintético sélo o en combina-
¢idn con otros antioxidantes como vitamina C, E o retinol,
han mostrado resultados mixtos. Por ejemplo, existen datos
que muestran una reduccién de lesiones pre-cancerigenas
en cervix y en cavidad oral, en respuesta a fratamiento con
f-caroteno, pero no se observéd reduccién de lesiones en
pulmén.* Asimismo, hay discrepancia entre los efectos de
la suplementacidn con diferentes dosis de B-caroteno o su
aplicacidn en poblaciones diferentes, con la misma enfer-
medad. La ausencia de un efecto protector del p-caroteno
en varias enfermedades podria tener varias causas: 1) Los
carotencides no actian directamente como agente protec-
tor, sino que los niveles de carotenoides en sangre o tejidos
sirven como marcadores de ofros factores de proteccion. 2)
se ha sugerido que el B-caroteno podria actuar en combina-
cién con otros carotenoides o fitoquimicos presentes en los
alimentos 3) El B-caroteno en dosis altas, podria inhibir la
absorcion intestinal de otros nuirientes importantes para un
efecto anticancerigeno. 4) Diferentes antioxidantes se han
encontrado preferencialmente en diferentes tejidos, por ello
es 413:10bab1e que cada carotenoide funcione selectivamen-
te.™

Al igual que tos estudios con céncer, los estudios epi-
demiolégicos sugieren que la oxidacion de lipoproteinas
juega un papel importante en el desarrollo de arteriosclero-
sis y que niveles altos de antioxidantes en el plasma pue-
den ayudar a prevenir esta enfermedad al inhibir la peroxi-
dacién lipidica.”® Por ello, una dieta rica en carotenoides o
de otros antioxidantes como vitaminas C y E, puede ayudar
a prevenir enfermedades cardiovasculares.”*** También en
este caso los estudios en los que se usd B-caroteno sintético
han mostrado poco efecto protector contra la arteriosclero-
sis. Sin embargo, los extractos de licopeno natural deriva-
dos del jitomate muestran un efecto hipocolesterolémico
significativo a nivel celular, inhibiendo la sintesis intrace-
lular de colesterol en macréfagos y a nivel sistémico en
humanos.2! También se ha encontrado que en macréfagos,
el licopeno se absorbe mas facilmente que el -caroteno,
sugiriendo una absorcion diferencial de diversos carotenoi-
des en varios tejidos celulares. Se ha encontrado que los
carotenoides pueden actuar como agentes protectores en la
degeneracién macular y reducir el desarrollo de cataratas.
Se piensa que las cataratas resultan de la fotooxidacion y
precipitacién de fas proteinas del cristalino. En cuanto a la
degeneracion macular, la luz visible azul puede llegar a la
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retina y podria contribuir al dafio fético de la misma.® Va-
rios estudios han reportado una asociacion entre la alimen-
tacion alta en carotenoides, en especial luteina y zeaxanti-
na, ¥ la reduccion en el riesgo de éstas enfermedades,

Todavia hay mucho que descubrir sobre los efectos de
{os carotenoides en el cuerpo humano y los efectos protec-
tores de los mismos contra varias enfermedades. Algunas
agencias gubernamentales en Estados Unides han reco-
mendado una ingesta diaria de 6 mg de B-caroteno para
adultos y de 10-30 mg para ancianos para mantener una
salud dptima. Sin embargo, basado en los datos que se tie-
nen, el aumentar los alimentos con carotencides naturales,
en vez consumir carotenoides sintéticos podria ser de ma-
yor beneficio para la prevencién de enfermedades.
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