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Extraccion de la astaxantina y su estabilidad

M. H. Herrera-Andrade *” D. I. Sanchez-Machado 2, J. Lopez-Cervantes?, J. A. NUfiez-
Gastélum?, y O.H. Moreno-Ramos*

! Instituto Tecnolégico del Valle del Yaqui, Block 611, Valle del Yaqui, Bacum, Sonora, México.
2 |nstituto Tecnolégico de Sonora, 5 de Febrero 818 Sur, Cd. Obregén, Sonora, México.

Astaxanthin extraction and its stability

Abstract

Mexico takes about 50% of shrimp production; the rest is discarded as exoskeleton and cephalothorax. These
wastes contain compounds with potential applications such as astaxanthin, a potent antioxidant. The aim of
this study was to evaluate the effect of extraction conditions on the stability of astaxanthin from fermented
shrimp waste. The extraction procedure involved purification, hydrolysis, pH adjustment, cleaning, extraction
with hexane, dried and quantification of astaxanthin by spectrophotometry. The results indicated that the
method reduced the concentration of astaxanthin in the sample.
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Resumen

México aprovecha aproximadamente el 50 % de su produccién de camardn; el resto lo desecha como
exoesqueleto y cefalotorax. Estos desechos contienen compuestos con potencial aplicacidon y entre ellos
destaca la astaxantina, un potente antioxidante. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las
condiciones de extraccion en la estabilidad de astaxantina de los residuos fermentados de camardn. El
procedimiento de extraccién involucré purificacion, saponificacién, ajuste de pH, lavado, extraccion con
hexano, secado y cuantificacién de astaxantina por espectrofotometria. Los resultados indicaron que el método
utilizado disminuyd la concentracién de astaxantina en la muestra.
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Introduccién encuentran pigmentos carotenoides como la

astaxantina (Mathur y Narang, 1990). La astaxantina
En México, la explotacion del camaron ocupa el libre es una xantofila que quimicamente se le
cuarto lugar dentro de las industrias pesqueras. En el conoce como 3,3"-dihidroxi-4,4"-diceto-p--

2007 la produccién de camardn de cultivo super6 caroteno (figura 1). La astaxantina puede existir
las 68,000 toneladas en el Estado de Sonora, por lo bajo cuatro configuraciones, siendo la forma 3S-3'S

que la fraccion no comestible (cefalotérax y la que se encuentra en mayor cantidad en el
exoesqueleto) representé 23,800 toneladas. Estos camaron. Los carotenoides se pueden descomponer,
residuos contienen nutrientes como  quitina, deshidratar, o isomerizar en presencia de acidos.
proteinas, lipidos y pigmentos carotenoides (Cafiipa Algunos carotenoides como a-caroteno, B-caroteno,
y Durén, 1995). y-caroteno y  [B-criptoxantina  resisten la

En el cefalotérax, ademas de las sustancias saponificacion mientras la luteina, violaxantina, y
responsables del aroma y sabor del camardn, se otros dihidroxi, trihidroxi, y epoxi carotenoides se
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Figura 1. La molécula de astaxantina (Higuera-Ciapara et al., 2006).

modifican por lo que este proceso debe excluirse
durante los procedimientos analiticos (Rodriguez-
Amaya, 2001).

Las principales fuentes de astaxantina son la
microalga Haematococcus pluvialis; y la levadura
Phaffia rhodozyma. Para la recuperacion de
astaxantina de H. pluvialis Nagao et al. (2003)
utilizaron acetona y lipasas, Ramirez et al. (2003)
dimetilsulféxido, Sarada et al. (2006) acetona y
centrifugacion, y Passos et al. (2006) mezclas de
acetona, diclorometano, metanol y dimetilsulféxido.
Estas metodologias han sido las referencias iniciales
para la extraccion de astaxantina de residuos de
camaron, y han sido complementadas con procesos
enzimaticos, fermentativos, solventes organicos,
aceites vegetales y fluidos supercriticos (Handayani
et al., 2008). Para la extraccion de astaxantina del
camaron Czeczuga y Czerpak (1968) utilizaron
elucion en columna con mezclas acetona:éter de
petréleo, acido acético:éter etilico y separaciones en
capa fina con benceno, benceno:hexano vy
benceno:éter  etilico:metanol.  Adicionalmente,
Stepnowski et al. (2004) usaron éter de petroleo y
acetona mientras que Rgdde et al. (2008) solamente
aplicaron acetona. Por otro lado, Armenta et al.
(2002) han aplicado tratamientos enzimaticos
complementados con solventes, y Luna et al. (2003)
han combinado métodos quimicos con enzimaticos.
Ultimamente el CO, se ha utilizado como fluido
supercritico para extraccion de lipidos de salmén
(Tanaka y Ohkubo, 2003), astaxantina y ficocianina
de H. pluvialis (Valderrama et al., 2003) y
astaxantina de P. rhodozyma (Passos et al., 2006).
Los estudios que tienen el fin de extraer y purificar
la astaxantina se justifican en el uso potencial de
éste pigmento en la industria farmacéutica y
alimenticia debido a sus propiedades antioxidantes.
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También por la necesidad de producir insumos de
fuentes naturales para la elaboracién de alimentos y
para aportar alternativas a los problemas de
contaminacién ocasionados por los residuos de
camaron. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de las condiciones de
extraccién en la estabilidad de astaxantina presente
en residuos de camarén fermentado.

Material y métodos

Preparacion de las muestras. Los residuos de
camaréon (cabeza y cefalotérax) se recolectaron de
fabricas que lo procesan en el Sur de Sonora,
México. Las muestras congeladas se almacenaron en
bolsas de pléstico a -20 °C hasta su caracterizacién.
La fermentacién de los residuos se realizo
mezclandolos con sacarosa e inoculo comercial,
incubando a 30 °C por 36 h. El fermentado se
centrifugd para separar la fraccion rica en quitina
(sedimento), el hidrolizado liquido de proteina y la
fraccion lipidica (Bueno-Solano et al., 2009). Esta
ltima fraccion se utilizé para realizar los ensayos
de concentracion de la astaxantina. EI material se
almacen6 a 25 °C protegido de la luz y
herméticamente sellado.

Purificacion de la fraccion lipidica. Se agregaron 4
ml de KOH 0.1 M por g de muestra, se agitdé 10 min
y se almacend a 25 °C 18 h protegida de la luz. Se
recuperd la fase oleosa y se le afiadio 1 ml de
CH3COOH 1% por cada ml recuperado. La mezcla
se agitd 30 min a 40 °C, se repos6 30 min y se
recolectd la fase oleosa, la cual se centrifugd 10 min
a 2400 rpm recuperando el sobrenadante. Se
cuantifico  astaxantina por  espectrofotometria
ultravioleta visible.

Saponificacién. Al residuo purificado se afiadid
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KOH disuelto en agua, se reposé 18 h a 25 °C
protegido de la luz, se agitd 10 min y se ajusto el pH
a 5.0. La mezcla se reposé 30 min, se lavé con agua
hasta alcanzar pH 7.0 y obtener una fase lipidica
insoluble en agua.

Extraccion. Se recuper6 la fase lipidica después de
la saponificacion, se lavd con hexano, se agitd 5
min, se reposo 30 min a 25 °C protegida de la luz y
se recobré el sobrenadante. El procedimiento se
repitié 3 veces y los sobrenadantes se mezclaron.
Secado. La mezcla de sobrenadantes se sec6 a 40 °C
hasta peso constante en estufa de vacio y se
cuantific6 astaxantina por espectrofotometria
ultravioleta visible

Cuantificacion de astaxantina. Se realizd por el
método sugerido por Lépez-Cervantes et al. (2006)
y para ello se pes6 la muestra, se le agregdé metanol,
se agité 5 min, se centrifugd 15 min a 2500 rpm y se
obtuvo la absorbancia en espectrofotémetro
ultravioleta visible a una longitud de onda de 476
nm. Se cuantificd astaxantina utilizando una curva
estandar cuya ecuacion fue y = - 0.0066 + 0.1534 x
y R?=0.9992.

Resultados y discusion

Para purificar la astaxantina se puede optar por
hidrolizar y separar los acidos grasos esterificados
en uno o ambos grupos hidroxilo de su estructura.
Al respecto Higuera-Ciapara et al. (2006) afirma
que si se saponifica una muestra en condiciones
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apropiadas, se puede lograr que solo se hidrolicen
los enlaces éster, y que la molécula de astaxantina se
mantenga intacta para después de separar los
residuos se obtenga el pigmento concentrado. Con
base en lo anterior, se sigui6 la metodologia
propuesta por Montoya-Olvera et al. (2001), para
obtener xantofilas de alta pureza. La metodologia
involucro purificacion, saponificacion, ajuste de pH,
lavado, extraccion y secado. Se cuantifico
astaxantina después de cada una de las etapas por
espectrofometria ultravioleta-visible.

Contenido de astaxantina en la fraccion lipidica

Se determind la absorbancia de la astaxantina en
metanol, variando la longitud de onda desde 240
hasta 590 nm. La longitud de onda méaxima en este
trabajo fue de 476 nm (figura 2), similar a lo
reportado por Rodriguez-Amaya (2001) quien
indicd que la longitud 6ptima estaba en el rango de
468 a 480 nm. La longitud de onda maxima se
utilizd6 como referencia en las cuantificaciones de
astaxantina realizadas a las muestras.

Se obtuvo la funcién de calibracion, para lo cual se
varid la concentracion de astaxantina entre 2.1y 21
mg por ml considerando 10 puntos de la recta y se
leydo la absorbancia en un espectrofotometro
ultravioleta-visible. Los resultados indicaron un
buen ajuste (R?> = 0.9992) a una funcién lineal,
misma que se usé para calcular el contenido de
astaxantina.

Se cuantificd por triplicado la concentracién de
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Figura 2. Espectro de absorcion del patron de astaxantina en metanol.
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astaxantina a la fraccion lipidica, variando entre
1.611 y 1.869 mg g” (tabla 1) lo cual difiere
sensiblemente a lo reportado por Lépez-Cervantes
et al. (2006), mostrando concentraciones en el rango
1.07 a 3.16 cuantificadas por HPLC.

Tabla 1. Concentracién de astaxantina en fraccion lipidica
original y purificada.

Original Purificada
Muestra No (mglg) (mglg)
1 1.869 1.320
2 1.807 1.292
3 1.611 1.302
Promedio 1.762 1.305

Purificacion de la fraccion lipidica

La finalidad este proceso fue eliminar acidos grasos
libres, ceras, fosfatidos y compuestos volétiles. En
la tabla 1 se presenta el contenido de astaxantina en
la fraccion lipidica original y purificada,
observandose que el proceso de purificacion
disminuy6 la concentracion del pigmento en un
25.9%. Esto es congruente con lo que reportan
Johnson y Gil-Hwan (1999) y Rodriguez-Amaya
(2001), quienes recomiendan evitar el uso de
sustancias alcalinas durante los pasos de extraccion
y purificacién, porque éstos compuestos cambian
irreversiblemente la astaxantina a astaceno. De igual
manera, no aconsejan el uso de &cidos porque
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degradan la astaxantina. También Ldpez-Cervantes
et al. (2006) afirman que la astaxantina es un
carotenoide labil a los alcalis.

Para valorar la estabilidad del pigmento al
tratamiento se obtuvieron los espectros de absorcion
del patron de astaxantina, fraccion lipidica original
y purificada. Al comparar el espectro del patron
(figura 2) con el de la fraccion lipidica original
(figura 3) y con el de la fraccion purificada (figura
4), se confirm6 la presencia del pigmento en ambas
muestras pues los espectros presentaron un maximo
de absorcién alrededor de los 470 nm.

Saponificacion y extraccion de la fraccién lipidica
purificada

En la figura 5 se observa que la concentracion de
astaxantina vario de 448 a 785 pg de astaxantina
por g de muestra saponificada. Estos valores son en
promedio 50.9 % menores que los valores promedio
de la muestra sin saponificar. Por lo que, estos
procedimientos pueden modificar a la molécula de
astaxantina y provocar la disminucién de su
concentracion. Al respecto Yuan y Chen (1999)
afirman que la concentracion de solucion
saponificante influye tanto en la hidrélisis de los
ésteres de astaxantina como en la degradacion de la
misma y que el uso de altas concentraciones induce
una degradacion significativa del pigmento.
Respecto al solvente a utilizar durante el proceso de
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Figura 3. Espectro de absorcion de astaxantina en la fraccion lipidica original, disuelta en metanol.
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Figura 4. Espectro de absorcion de astaxantina en la fraccion lipidica purificada, disuelta en metanol.
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Figura 5. La concentracion de astaxantina (g g™*) en funcion de la concentracién de KOH (moles por litro).
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saponificacion, no hay criterio unificado. Yuan y
Chen (1999) emplearon diferentes concentraciones
de NaOH en metanol; Boussiba et al. (1992) y
Sarada et al. (2006) usaron KOH 0.9 M en metanol,;
Gimeno et al. (2007) KOH 0.09 M disuelto en agua
pero Montoya-Olvera et al. (2001) recomiendan que
se utilice agua como solvente del KOH.

Se utiliz6 KOH 0.9 M recomendado por Sarada et
al. (2006). Como se puede observar en la figura 6,
la concentracion de astaxantina vario de 809 a 1198
Mg de astaxantina por g de muestra en relacion a la
cantidad de KOH utilizado.

Estos valores son en promedio 25.85 % menores
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que los valores promedio de la muestra sin
saponificar lo que indica que los tratamientos no son
apropiados para romper enlaces éster en la
astaxantina y que también ocasionan su degradacion
(Yuan y Chen, 1999). El tratamiento en el cual se
utilizaron 0.8 ml de KOH 0.9 M por ml de muestra
fue el mejor con menor pérdida de astaxantina, lo
cual concuerda con Rodriguez-Amaya (2001) que
recomienda volimenes equivalentes de muestra y
KOH.

Se estudio el efecto del ajuste de pH en el contenido
de astaxantina. Como puede apreciarse en la figura
7, la concentracion de astaxantina varia en relacion

20 40 50 80

Volumen(ml) de KOH 0.9 M

Figura 6.

1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800

600 -

Astaxantina (pg/g)

400

200 A

6.56 6.88

pH

La concentracién de astaxantina (ug g%) en funcién del volumen de KOH 0.9 M.

7.17 7.5 8

Figura 7. La concentracion de astaxantina (1g g™*) en funcion del ajuste de pH posterior a la saponificacion.
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al pH, alcanzando 1010 pg g™ como el valor mas
alto a pH 5, resultado que apoya lo indicado por
Sarada et al. (2006), quienes recomiendan acidificar
hasta pH 4 después de la saponificacion para
promover la ruptura de enlaces éster en los
pigmentos. Ningln tratamiento incrementd el
contenido de astaxantina hasta los valores de la
muestra sin saponificar.

Conclusiones

El proceso de purificacion de la fraccién lipidica
elimina olores desagradables sin afectar la molécula
de astaxantina. Sin embargo, los tratamientos que
involucran la utilizacion de agentes saponificantes y
ajuste del pH afectan el contenido de astaxantina.
Por ello, para estudios posteriores se recomienda
adicionar antioxidantes, disminuir la concentracion
del agente saponificante y utilizar diferentes
solventes para la extraccion del pigmento.
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