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10 2 26 pedido podido
16 2 13 Grntved Gr~ntved
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19 2 35 porocentrum Prorocentrum
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109 2 1/2 9/150 - 0,06 nc¡/c¡ 9/150 -0,06 ng/m~
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Pigmentos carotenoides del camarón
Artemesia longinaris Bate

(Crustacea, Decapoda, Penaeidae)

POR JosÉ l. CARRETO>:> Y MARIO O. CARIGNAN >:> >:>

SUMMARY

Carotenoids frem caparace and internal organs of Artemesia longinaris were
isolated and identified. The following carotenoid pigments were found in caparace:
luteine, tunaxanthin, astaxanthin diester, astaxanthin monoester and free astaxanthin.

A much greater variety of pigments was' isolated frem internal organs: ex:- do-
radexanthin, a fucoxanthin derivate, chlorophylls degradation products and various
xanthophyHs in trace amounts. These pigments are of dietary origino

Astaxanthin in its forms was found to be the most important pigment both in
caparace (95 %) and in internal organs.

In the natural environment, A. longinaris takes preformed astaxanthin from
the diet and transfers it to body tissues.

>:> Investigador del INIDEP.
n Técnico de} INIDEP.

Revista del Instituto Nacional de Investigación y Desarrollo Pesquero (INIDEP),
Mar del Plata, NI? 4: e.ii (1984).
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INTRODUCGION

El estudio de la composición pigmentaria de
los crustáceos ha sido objeto de un creciente in-
terés por parte de los bioquímicos dada la atrac-
ción que ejerce la intensidad y diversidad de
colores que presentan estos organismos.

En el caso de los crustáceos comerciales, esta
atracción tiene además un importante significado
práctico, ya que su aceptación en el mercado,
es una función dependiente de la intensidad de
su coloración (Ostrander y col., 1976; Meyers,
1977), siendo por lo tanto un índice de calidad,
que se modifica notablemente en los procesos
de manipulación y almacenamiento (Tsukuda,
N,. 1970).

Dado que los crustáceos, al igual que otros
animales, son incapaces de sintetizar sus caro-
tenoides "de novo", la fuente de los mismos se
encuentra en la dieta, ya sea como pigmentos
preformados o como precursores capaces de ser
metabolizados y almacenados (Tanaka y col.,
1976) .

En el ambiente marino, las fuentes de pig-
mento s carotenoides son muy diversas, aunque
sólo son sintetizados "de novo" por los vegetales.
En condiciones de cultivo estos pigmentos de-
bcn administrarse suplementando o complemen-
tando la dieta con los carotenoides que almace-
nan o que pueden ser metabolizados. Por esta
razón, el conocimiento de la composición y me-
tabolismo de los carotenoides presentes en estos
organismos, permite regular la calidad del pro-
ducto obtenido en las prácticas actuales de ma-
ricultura (Spinelli y col. 1974; Johnson y col.

1977; Choubert 1979').

Una gran variedad de pigmentos carotenoides
ha sido aislada en las distintas subclases de crus-
táceos, aunque en la mayoría de ellas el pigmen-
to más abundante es la astaxantina, en su forma
libre o esterificaoa (Tanaka y col. 1976). Sin
embargo, en el cangrejo comensal Pinnotheres
pisum, el pigmento principal es el ~- caroteno
(Campbell, 1969), mientras que algunas especies
de Brachyura (Sesarma intermedia y S. haema-

tocheir) presentan clevados porcen tajes de o:: -
doradexantina y luteína (Matsuno y Watanabe
1974) .

De la gran cantidad de carotcnoides tomados
en la dieta, sólo unos pocos pueden ser uflizados
para la síntesis de astaxantina: ~- ea roteno,
zeaxantina, luteina, y sus productos intermedia-
rios (Castillo y Lenel, 1978)

Thommen (1971) ha propuesto el siguiente
esquema bioxidativo para la transformación del
~- carotcno: ~- caroteno -7 equinenona ~ can-
taxantina ~ fenicoxantina -7 astaxantina.

Este esquema también propuesto por Kata
yama y col. (1972 a) para Penaeus iaponicus,
ha sido confirmado empleando carotenoides
marcados (Katayama y col., 1972 b).

El mismo esquema pero con la inclusión de
los correspondientes intermediarios hidroxilados
(isocriptoxantina e hidroxieq uinenona) ha sido
propuesto por Gilchrist y Lee (1976) para el
isópodo marino Idoten resecata y por Katayama
y col. (1973 a, 1973 b y 1973 c) para la langosta

Panulirus iaponicus y el cangrejo Portunus
trituberculatus.

Matsuno y col. (1974) han aislado del capa-
razón de algunas especies de langostas chatas
(Parribacus antarcticus y Scyllarides squamo-
sus) ~ - doradexantina, por lo que puede supo-
nerse que dichas especies, al igual que el pez
dorado Carassius auratus (Rata y Rata, 1972),
presentan otra ruta alternativa para la síntesis
de astaxantina: Zeaxantina ~ ~- doradexanti-
na ~ astaxantina.

Similarmente, puede admitirse que algunos
crustáceos son capaces de convertir luteína en
astaxantina a través de la síntesis de o:: - dora-
dexantina (Matsuno y Watanabe, 1974; Castillo
y Lenel, 1978) y su consiguiente transformación

en ~- doradexantina.

El camarón comercial, Artemesia longinaris,
es un importante recurso pesquero de gran valor
en el mercado interno argentino, y es objeto de
importantes estudios tendientes a lograr su cul-
tIvo a escala comercial (Boschi, 1969; Boschi y
Scelzo, 1977). Por esta razón y dada la inexis-
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tencia de antecedentes al respecto, en este tra-
bajo se presentan los resultados obtenidos en el
estudio de la composición de los carotenoides
de este organismo.

MATERIALES y METODOS

Los animales analizados fueron obtenidos de
la pesca diaria que realizan las lanchas de pesca
costera del puerto de Mar del Plata. Antes de
la extracción de los pigmentos, los animales se
lavaron con agua de mar filtrada, para eliminar
las partículas. de algas adheridas a su superficie.
Se separaron caparazones y tegumento s de ór-
ganos internos, los que se homogenizaron con
acetona en un Virtis. La suspensión resultante
se filtró y sobre el material remanente se reali-
zaron nuevas extracciones, hasta decoloración
del material. Los extractos acetónicos se combi-
naron y los pigmentos se transfirieron a éter de
petróleo, se lavó con agua destilada para elimi-
nar las trazas de acetona y fue secado sobre
sulfato de sodio anhidro.

La separación de los pigmentos se realizó so-
bre los extractos crudos y/o saponificados por
cromatografía de capa fina, empleando los si-
guientes sistemas: a) Gel de sílice G (Merck),
0,5 mm acetona-hexano (30:70); b) Alúmina G
(Merck), benceno-éter de petróleo (10:90); c)
Gel de sílice G (Merck), acetato de etilo- ben-
ceno (35:65); d) Celulosa MN 300 (Macherey-
Nagel), 1 % propanol-éter de petróleo.

La saponificación del extracto y de las frac-
ciones presentes en forma esterificada se realizó
con el pigmento disuelto en etanol, al que se
agregó 1:10 (v/v) de KOH acuoso al 60 %.
La reacción se desarrolló en la oscuridad, a
temperatura ambiente durante doce horas (Da-
vies, 1976). Este tratamiento transforma los gru-
pos ex:- hidroxicarbonilos en sus correspondien-
tes dicetonas, por lo que la reacción permite la
caracterización de estos grupos funcionales.

La identificación de los carotenoides puriti-
cados se basó en los siguientes criterios:

l. Espectros y máximos de absorción en
diferentes solventes.

2. Comportamiento de los mismos en la
cocromatografía con carotenoides de re-
ferencia (cuando estuvieron disponi-
bles)

3. Reducción de grupos carbonilos median-
te el agregado de un cristal de borohi-
druro de sodio a los pigmentos disueltos
en etanol 95 % (Davies, 1976).

4. Metilación de grupos alílicos con me-
tanol acidificado (Liaaen-Jensen, 1971).

5. Deshidratación de hidroxilos alílicos con-
jugados, en solución clorofórmica, por
adición de una gota de cloroformo satu-
rado con ácido clorhídrico, gaseoso, se-
co (Davies, 1976).

6. Reordenamiento epáxido-furanoide ca-
talizado por ácidos, por adición de ácido
clorhídrico a los pigmentos disueltos en
éter etílico (Liaaen- Jensen, 1971).

Todos los solventes utilizados fueron de grado
analítico o espectral. Los espectros de absorción
en el visible se obtuvieron empleando un espec-
trofotómetro de registro Beckman-DK 2A.

Los carotenoides de referencia fueron obte-
nidos de las siguientes fuentes: 1) ~- caroteno,
fucoxantina, luteína y astaxantina, fueron cedi-
dos por Hoffman-La Roche (Basilea, Suiza); 2,)
Los compuestos tetrahidroxilados por reducción
de astaxantina.

RESULTADOS OBTENIDOS

En la figura 1 se presenta el espectro d6
absorción del extracto crudo de los pigmento!
extraídos del animal completo, y en la figura 2
un esquema de las fracciones inicialmente sepa.
radas de extractos saponificados y sin saponifi-
car de las diferentes partes del organismo anali.
zado. El análisis posteri01' de las mismas nos ha
permitido la identificación de los siguientes
pigmentos:

Astaxantina (3,3' dihidroxi - ~- ~-earoteno.
4,4/ - diona: 3,3' dihidro>xi - 4,4/ - dieeto -~ -ea-

roteno) y sus ésteres.
En los extractos crudos, la separación croma.

tográfica (sistema a), indica la existencia de
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Figura 1: Espectro de aooorción de luz visible del ex-
tracto crudo total de: animal entero en: (-) n-
hexano, (-- -) etanol; y caparazón en: (-. -) n-he-
xano.

por lo menos tres formas diferentes de este pig-
mento (fracciones 2, 4 Y 5; figura 2), cuya pola-
ridad difiere marcadamente, pero que presen-
tan idénticos espectros de absorción. El mismo
es característico de los carotenoides que con-
tienen dos o más grupos carbonilos conjugados,
presentando un solo máximo simétrico a 468 nm
en hexano (figura 3),

La saponificación de estas fracciones produce
un solo pigmento hipofásico, acídico, que pre-
senta un espectro de absorción simétrico alre-
dedor de un máximo situado a 470 nm en hexano
(figura 3) inseparable por cocromatografía del
astaceno (13-13 caroteno 3,3'; 4,4' tetrona) pre-
parado por saponificación de astaxantina de
referencia. El producto de su reducción, es idén-
tico al obtenido por reducción de astaxantina,
presentando un espectro de absorción (figura 3)
característico del 13-caroteno y de la mezcla
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Figura 2: Separación cromatográfica inicial en capa fina
(Si02 0,5 rom.). Acetona-Hexano (30-70). A: capa-
razón; B: caparazón saponificado; C: patrones de as-
taxantina y astaceno; D: tota}; E: hepatopáncreas;
F: total saponificado.

isomérica de tetraoles obtenidos por reducción
del asta ceno (Khare y col., 1973), siendo su
polaridad idéntica a la de éstos (figura 4). La
metilación del producto reducido, origina una
mezcla de pigmento s menos polares compatibles
..:on los éteres monometílicos y dimetílicos de los
tetraoles. En la figura 4 pueden observarse 13.s
polaridades de las fracciones separadas y tam-
bién las de sus productos de transformación en
relación con las de astaxantina estándar. En la
tabla 1 se comparan los máximos de absorción
obtenidos en los diferentes solventes empleados,
en relación con los carotenoides de referencia.

Las propiedades señaladas permiten identiti-
~r a las fracciones 2, 4 y 5 como astaxantína
c.1iesterificada, astaxantina monoesterificada y
astaxantina libre, respectivamente.

Es interesante señalar que en el extracto del
animal completo (incluyendo órganos internos),
la fracción diesterificada presenta un comporta-
miento cromatográfico más diverso, separándose
en el sistema empleado (sistema a) tres frac-
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00 J. I. CAIU\ETO y M. O. CARIGNAN

cies analizadas la astaxantina representa más del
90 % del total de los carotenoides, siendo mucho
menores (y nq constantes) los porcentajes de
tunaxantina, dihidroxipirardixantina y fenicoxan-
tina. En penaeus japonicus, por el contrario, se
ha detectado un mayor número de intermedia-
rios, aunque en cantidades traza (Tanaka y col.,
1976).

Ciertas especies de Macrura, Brachyura y
Anomura, presentan una mayor diversidad pig-
mentaria, siendo mucho menor la importancia
relativa de la astaxantina. Algunas especies de
langostas (Scyllarides squarrwsus, Panulirus fa-
ponicus) contienen elevadas proporciones de j3-
doradexantina (Matsuno y col., 1973; 1974) ,
mientras que a -doradexantina es el principal
pigmento de ciertas especies de Brachyura (Se-
sarma haerrw:tocheir, S. intermedia) (Matsuno y
Watanabe, 1974), siendo el j3- caroteno el pig-
mento mayor del cangrejo comensal Pinnotheres
pisum (Campbell, 1969). Sin embargo, no puede
establecerse ninguna generalización que involu-
cre un criterio taxonómico, ya que especies de
un mismo orden presentan entre sí marcadas
diferencias en la naturaleza y composición de
sus principales carotenoides. Además, la misma
especie parece presentar marcadas variaciones
de composición, como en el caso de la langosta
Panulirus japonicus (Matsuno y col., 1973; Ta-
naka y col., 1976) y del cangrejo Carcinus mae-
nas (Czeczuga, 1975).

Katayama y col. (1973 c) han sugerido una
clasificación de los animales acuáticos, basada
en las características de los mismos, para sinte-
tizar astaxantina. Entre los crustáceos, distinguen
un grupo de especies que transforman j3-caro-
teno en astaxantina en sus órganos internos, de
otro formado por aquellas especies que en sus
órganos internos los mismos sólo producen in-
termediarios (por ejemplo equinenona) que son
transferidos y luego metabolizados en las cé-
lulas de otras partes del cuerpo.

La ausencia de esos productos intermediarios
al menos en cantidades detectables, y de los
correspondientes a la bioxidación de zeaxantina

y luteína (Castillo y Lenel, 1978) en el capara-

zón de A. longinaris, sugiere su inclusión en el
primero de los grupos señalados.

Aunque se observa una mayor variedad de
pigmentos en sus órganos internos,: tampoco he-
mos detectado en el camarón los diversos inter-
mediarios que nos indicarían una elevada acti-
vidad bioxidativa. En ellos también predomina
astaxantina, en sus formas libre y esterificada

presentándose además de luteína y tunaxantina,
IX -doradexantina )"\un derivado de fucoxantina.
También en dichos extractos se observa la pre-
sencia de productos de degradación de clorofila s
(no feofitinas) y varias xantofilas en muy escasa
proporción, que no han sido identificadas.

Puede por lo tanto admitirse que la presencia
de estos pigmentos en el camarón tiene su origen
en la dieta. Boschi (1969; como personal) ha
señalado que la dieta del camarón A. longinaris
presenta un espectro muy diversificado, en el
que predominan restos de algas pardas, restos
de crustáceos, diatomeas y espículas de esponja,
además de la presencia siempre constante de
partículas irreconocibles de detrito, que lo carac-
terizan como organismo excavador-detritívoro.

Nuestros resultados coinciden con lo señalado,
ya que aunque en el hepatopáncreas predominan
los pigmentos de origen animal (astaxantina )
también se presentan los de origen vegetal, entre
los que se destacan el derivado de fucoxantina
-principal carotenoide de algas pardas y dia-
tomeas- y algunos productos de degradación
de las clorofilas (clorofilidas y/o feofórbidos).
La presencia de aIloxantina en el cangrejo co-
mensal Pinnotheres pisum (Campbell, 1969), de
fucoxantina en los cirripedios Lepas fascicularis
y L. anacles (Herring, 1971) y de peridinina

-principal pigmento de los dinoflagelados- en
L. fasGÍcularis (Fox y col., 1967) ha sido inter-
pretada de igual manera, habiéndose señalado
que dichos pigmentos, a pesar de su abundan-
cia, no pueden ser metabolizados a astaxantina
(Fox y coL, 1978) en virtud de su compleja
estructura (Bonnett y col., 1969; Strain y col.,
1971).
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Debe destacarse que dado su origen y la
diversidad del régimen dietético del camarón
(Boschi, 1969), la presencia de esos pigmentos
en el hepatopáncreas es muy variable. En algu-
nas ocasiones sólo pudimos detectar astaxantina,
en sus diversas formas.

Se puede concluir por lo tanto que en la na-
turaleza, A. longinaris adquiere de la dieta su
pigmento principal preformado (como astaxan-
tina libre o esterificada), el que es luego trans-
ferido a las diversas partes de su cuerpo. Esto,
sin embargo, no significa que no posea la capa-
cidad de transformar (3- caroteno, y/o zeaxan-
tina y luteína en astaxantina -10 que solamente
puede comprobarse administrando al mismo ca-
rotenoides específicos en dietas controladas-,
sino que en condiciones naturales dichos me-
canismos no son cuantitativamente importantes.
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