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Introduccién Antecedentes
L os carotenoides son compuestos liposolubles, altamente
insaturados que se encuentran en vegetales amarillos y
anaranjados, y en hojas verdes. Sus funciones mas
conocidas de importancia humana son la actividad como
provitamina A de algunos de ellos, y sus propiedades
antioxidantes. Estaultima propiedad | os haasociado con la
prevencion de algunos tipos de cancer.
Debido alas caracteristicas especial es de | os carotenoides,
los métodos que se han planteado para su analisis son
largos y costosos. Ademas, con frecuencia tienen errores
que llevan a resultados falsos, tanto cuali- como
cuantitativamente. Otro problemaque se presenta al trabajar
con carotenoideses el delos paponesque comercialmentre
son poco accesibles y que después de preparados se
degradan rapidamente,
En los Ultimos afios, € estudio de los carotenoides ha
cobrado importancia por las diferentes funciones que tienen
en el organismo, y en algunos casos, por su aplicacion
industrial. Por ello se hace necesario €l planteamiento deun
método que pueda cuantificar los principal es carotenoides
encontrada sen vegetalesy frutas de una formargpiday un
costo refanvamente bajo.

Enlas tablas de composicion de alimentosrealizadas en los
anos sesenta se listan ios contenidos de carotenos; la
mayoria de esta informacion fue obtenida con el método
general de carotenoides totales de la Asociacién de
Quimicos Analiticos (Asociation of Analytical Chemists.
AOACJ984).

El método de la AOAC para determinar € contenido de
provitamins A, introducido en 1995, comprende laextraccién
de los carotenoides con una mezcla de acetona’hexano. El
extracto se lava con agua para eliminar la acetona y luego
se pasapor unacolumnadeMgO: Hyflosuper cel (1:1).Los
carotenoides se eluyen con una mezcla acetona/hexano y
se mide su absorbancia a436 nm, expresando € resultado
como p-caroteno (Rodriguez-Amaya & Amaya-Farfan.
1992).

En éstetrabajo se pretende aislar patrones de carotenoides
y montar un método por cromatografia  liquida de alta
resolucion (HPLC), que permita lacuantificacion rapida de
dichos componentes. Dicho método se validara segun los
parametros establecidos para el caso: porcentaje de
recuperacion, linealidad, limite de deteccion y cuantificacion
y reproducibilidad.
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A pesar de que el método es bastante sencillo, no es
apropiado para la determinacion de carotenoides en
alimentos, ya que se asume que la fraccion obtenida en la
columna es [-caroteno, y en realidad puede haber
carotenoides menos activos ¢ incluso inactivos. Ademas,
la obsorcidn se lee a 436 nm, que no es el maximo de
absorcién del B-caroteno (Rodriguez-Amaya & Amaya-
Farfan, 1992). .
Debido a esta consideraciones, se han planteado varios
métodos para la determinacion de carotenoides en alimentos
que buscan mejorar las deficiencias del método oficial,
En general, los pasos a seguir en el andlisis de carotenoides
en alimentos son:
A Extraccion: La cantidad de muestras a utilizar varia
dependiendo del contenido del carotenoides.
Para vegetales de hojas verdes seutilizade 2a5 g
y para raices v frutas de 10 a 40 g (Adewusi &
Bradbury, 1993).
Saponificacién: La saponificacion es necesaria
para eliminar malterial graso que pueda interferir en
la cramotografia de adsorcidn e hidrolizar los
ésteres de carotenoides (Davis, 1976).
En el caso de las frutas, la saponificacion es
absolutamente necesaria, puesto que las xantofilas
frecuentemente se encuentran esterificadas
(Rodrigucz-Amayactal., 1988).
Separacion: La cromatografia preparativa de
adsorcion es la técnica mas importante en el
aislamiento de los carotenoides, las técnicas mas
importantes son cromatografias en columna y
liquida de alta resolucion (HPLC).
e Cromatografia en columna: se ha
utilizado una mezcla de MgO:Hyflosuper
cel activado en proporciones 1:1 0 1:2;
como fases moviles se utilizan mezclas
de acetona y cter de petrdleo en diferentes
proporciones,
e Cromatografia liquida de alta resolucion:
Las ventajas que presentan los métodos
HPLC son: rapidez, simplicidad,
reproducibilidad, exactitud, separacidon
existente, sensibilidad y menor exposicién
al oxigeno, luz, absorbente v solvente.
(Rodriguez-Amaya & Amaya-Farfan,
1992). Sin embargo, su principal limitante
es el alto costo del equipo y los solventes
utilizados.
La mayor parte de los métodos utilizan fases
estacionarias polimétricas con enlaces de cadenas
hidrocarburadas de octil y octadecil (Craft, 1992).
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Las fases moviles mas comunes son
combinaciones de acetonitrilo, cloroformo,
diclometane, tetrahidrofurano, metanol y hexano
(Rodriguez-Amaya & Amaya-Farfan, 1992). Las
separaciones se llevan a cabo en las columnas de
25 centimetros de largo y con particulas de Spum.
La presicion reportada es de un 5%, v la exactitud
es mayor al 98% (Rodriguez-Amaya,1989).
D. Identificacién: Para establecer la identidad de los
carotenoides, unas de las caracteristicas mas
importantes son sus espectros de absorcion, que
se encuentran en funcion del croméforo ( la
absorcion inicial de la cadena poliénica es
mnfluenciada por la presencia de ofros grupos
funcionales)(Davies, 1976). '
El orden de elucion de los carotenoides en una
columna camatografica también da una idea de que
carotenoide puede ser, o por lo menos si se trata
de un caroteno o una xantofilia.
También pueden utilizarse reacciones quimicas
para grupos funcionales especificos.
Cuantificacién: Para cuantificar los carotenoides
espectrofotométricamente, se requiere que el
carotenoide sea puro y que el coeficiente de
absortibidad molar sea conocido. Los coeficientes
de absortibidad molar (E' 1 cm) de los
carotenoides estan dados en soluciones al 1% (1g
en 100ml de solucidn), en celdas de 1 em de paso
de luz.

&r

E x 100

1em

La cantidad de carotenoide se calcula utilizando la
formula donde x son los gramos de carotenoide, v
son los ml de solucidn (Davies, 1976).

Entre las precauciones que se deben tomar en cuenta al
trabajar con carotenoides para evitar degradaciones ¢
insomerizaciones, estan:

e Trabajar bajo lamparas de luz amarilla, o filiros

de luz difusa que bajen la intensidad de la luz
natural.
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e  Evitar exposiciones prolongadas al calor,

o  Utilizar atmosferas inertes o en su defecto,
antioxidantes.

e  Solamente utilizar solventes redestilados, para
evitar el contacto con los carotenoides con
trazas de acidos.

e  Almacenar los patrones de carotenoides en
forma cristalina, en la obscuridad, bajo
atmoésfera de nitrégeno y a -20°C (Davies,
1976).

Procedimiento

Purificacion de patrones: Elmétodo de columna abierta
se eligi6 para el aislamiento de patrones, debido a que
permite trabajar con cantidades mas grandes de
muestra.

La pureza de los patrones ailados, se confirmé con
HPLC. Cuando fue necesario se efectud otra
cromatografia para purificarlos. Esta cromatografia
consistié en hacer una columna empacada con
MgO:Hyflosuper cel (1:1), para que las bandas eluyeran
utilizando solventes de mayor polaridad.

B. Determinacidn de las condiciones para la cromatografia:

para determinarlas, se inyectaron patrones Individuales
v mezclas de ellos.

Optimacién del método: para el tratamiento de la
muestra previo al analisis por HPLC, se tomaron como
base los métodos de Rodriguez-Amaya et al. (1989) y
de Hart y Scott (1995). Se evaluaron 5 pasos del
procedimiento:

Solvente de extraccion,

Cambic de solvente polar a éter de petrdleo.
Solvente de saponificacion.

Solvente de inyeccion.

Las comparaciones se llevaron a cabo por carotenoides, en
bage a las concentraciones obtenidas en lg/ml.

D. Validacién: incluy6 los siguientes parametros:

1.

Exactitud: es la comparacion de los resultados
obtenidos, con los datos reales. Se expresa como el
porce: ‘aje de recuperacién:
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% de recuperacion =

Cant. Experimental

x 100
Cant. Teorica

En el caso de los carotenoides en alimentos,

se analizaron por triplicado, dos muestras: a una de
ellas se le adicion6 una solucién de aproximadamente 5
Hg/ml de cada carotenoide.

El porcentaje de recuperacion se determiné en triplicado
para vegetales y para frutas.

Presicién: Es el grado de reproducibilidad y
repetibilidad de un método, expresado por la
desviacién estandar relativa (DSR) o coeficien-
te de variacidn porcentual (CV%) se calcula

por:

DS
Cv= x 100

Promedio

Se realizaron tres experimentos para vegelales

y tres para frutas.Para vegetales se prepard una pa
pilla de espinaca, zanahoria y tomate, luego de filtrar
se repartio en doce fracciones de 5 g de cada uma. Todas
se guardaron cerradas, en atmosferas de nitrogeno, a
menos 20°C y protegidas de la luz. Se analizaron en
tres dias diferentes: en réplicas de 6, 3, 3 cada una. Con
los datos obtenidos se calculd la media, desviacion
estandar y coeficiente de variacion porcentual. Para las
frutas, se prepard otra papilla con papaya y se siguio el

mismo procedimiento que se realizd para los vegetales.

Linealidad y rango: La linealidad es 1a capacidad de un
metodo para obtener, de forma directa o después de
una transformacién matemdtica, resultados
proporcionales a las concentraciones de analito dentro
de un rango determinado,

El rango de un método analitico es el intervalo cuyos
limites inferior y superior determinan al analito con
precision, exactitud y linealidad.

La linealidad se calcula por un tratamiento de regresion
lineal entre los resultados obtenidos y la concentracion
de analito, generalmente se utiliza el método de minimos
cuadrados. La pendiente y el coeficiente de correlacion
de la regresion indican la linealidad (Parker, 1991).

En el método, se inyectaron soluciones de cada
carotenoide de concentraciones entre 0.0 y 10 },Lg ‘ml.
para obtener las curvas respectivas.
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4, Limite de deteccion: Enlaconcentracion mas

baja de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse.
Para encontra el limite de deteccion de un
método, se corre una muestra en blanco que
no contiene analito, y se corren muestras que
contengan diferentes concentraciones. Se
busca que el limite de deteccidén sea el doble o
el triple de la medicién que da cl blanco, es
decir una relacion sefial: ruido de 2:1 6 3:1,
donde la sefial es la altura del pico del analito
dividido por el valor absoluto de la fluctuacion
del ruido de la linea base (Parker, 1991).

5. Limite de cuantificacién: Es el nivel mas bajo
de concentracion de analito que se puede
determinar con precisién y exactitud en las
condiciones normales de analisis.

En HPLC se calcula como el valor que tenga
una relacién sefialiruido de 10:1 (Parker, 1991)

Resultados

Purificacién de patrones: Los carotenoides se
identificaron en base a cuatro pardmetros:

Orden de elucién en la columna: con base a la
experiencia obtenida después de realizar repeti-
ciones de diferentes muestras, ty- con ayuda de

los espectros de absorcion, se logro identificar el
orden de elucién de loscarotenoides en cromato-
grafia en columna abierta, usando MgO:Hyflo-
super cel (1:2) como fase estacionaria:
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CUADRO 1.
ORDENDE ELUCION DE LOS CAROTENOIDES
Carotenoide | Porcentaje de acetona en éter de petrdleo
o-carotenoide 3
[-carotenoide S
B-criptoxantina 15-20
Neoxantina 20
Violaxantina ' 35
Luteina 40
Zeaxantina 40
| Licopeno 70—100
2, Espectros de absorcién: Segun los datos de

méaximos de absorcion recopilados por Davies, se
identificaron cada una de las bandas obtenidas en
cromatografia en columna. Los maximos de
absorcién de las bandas obtenidas de mezclas de
vegetales v de papaya fueron: segun se indica en
el cuadro 2.
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CUADRO2.
MAXIMOS DE ABSORCION OBTENIDOSEN LA
PURIFICACION DEPATRONES
Carotenoide Solvente Longitud de onda (nm)
Referencia Patrones Patrones aislados de
(Davies, 1976) comerciales vegetales
Luteina Etanol 422|445 474 | (418) (445|473 |(421) | 447 |472
Zeaxantina Etanol (428) 1451 |478 4531478 449 | 475
Licopeno Cloroformo 458 |484 |518 |456 [483|516 |[456 (483 |475
B-criptoxantina Cloroformo (435) |459 |485 |(438) |462 (489 462|490
a-caroteno Eter de petrdleo | 422 444 |473 |42] 444 1473 (420 (443 [471
[-caroteno Eter de petrdleo |(425) (448 |475 |(423) |449 476 |(422) |448 |475
Neoxantina Etanol 415 | 438 |467 415 437 | 465

Los datos que se encuentran entre paréntesis corresponden a hombros, y no a picos definidos.

Reacciones quimicas especificas: se realizaron tres

prucbas espectrofométricas basicas:
Prueba de la configuracién electronica: Al reaccionar
con yodo, los enlaces que se encuentran en posicion
trans cambian a su isdmetro cis, que es mas estable; se
evidencia por la disminucion de 4 nm en el méximo de
absorcion, sin que la forma del espectro cambie.
Prueba para grupos epoxidos: En presencia de acido,
los grupos epoxido tienden a romperse o formar un
enlace mas estable. Asi, los epoxidos 5,6- se transforman
en 5,8- al reaccionar con HC1. Se evidencia en el
espectro de absorcion por un desplazamiento
hipsocrémicode 17a 22 nm.
Prueba para grupos HO- alilicos secundarios: Los
grupos HO- adyacentes a grupos alilicos reaccionan
con metanol en presencia de dcido para formar grupos
metoxido (MeO-).

Cromatografia en capa fina: solo se utiliz6 para
diferenciar entre carotenos y xantofilas, ya que con
las pruebas realizadas, usando metanol-éter de
petroleo 6 acetona-éter de petrdleo como fase
mavil, solo se logro que los carotenos eluyan con
el frente del solvente, y las xantofilas pueden casi
¢ n el origen de la aplicacién a la placa.

Fuentes de carotenoides: se realizaron prucbas
para aislar estindares a partir de los siguientes
vegetales: espinaca, chaya, zanahoria y tomate para
obtener luteina y o~ y 3-carotenos. Para licopeno,
[3-criptoxantina y zeaxantina fueron a partir de pa-
paya. Se logrd establecer los alimentos que son la
mejor fuente para aislar patrones:

CUADRO3,

FUENTES DE CAROTENOIDES PARA AISLAMIENTO

DE PATRONES
[ Carotenoide | Vegetal o futa Concentracién aproximada |
| (ug/m) |
[uteina Espinaca 150
Zeaxantina Papaya 80
B-criptoxantina | Papaya 80
Licopeno Papaya 200
o-caroteno Zanahoria 400
[-caroteno Espinaca o zanahoria 500
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C. Determinacion de las condiciones para la cromatografia

L. Columna: en el laboratorio se contaba con la co-
lumna Supercosil LC-18-5 de 5 {lm; que, segin los
reportes del articulo de Epler et al., (1992), esta
columma tiene fase estacionaria intermedia y en
ella se pueden separar 0.~ y [3-caroteno. No

abstante, dificilmente sc logra separar luteina y
zeaxantina.

7 Composicion de la fase movil: se ensayaron varias
proposiciones y combinaciones de solventes, vy
los mejores resultados se obtuvieron con una fase
de matanol:tetrahidrofurano, con proporciones
desde 87:13; ésta ultima proporciona la mejor

separaciéon entre OL- y B-carotcnos con una
resolucion de 0.7205.

3 Longitud de onda: sc trabajé el anélisis a una
longitud de onda fija de 450 nm, Se eligio este valor
debido a que en este punto se encucentra el pico
maximo de absorcién, en la mayoria de los
carotenoides de interés.

4 Velocidad del flujo: el flujo de 1.5 ml/min se utilizé
debido a que proporciona una buena separacién
entre picos, sin hacer el tiempo final de cada
andlisis excesivamente largo: 25 minutos,

Con éstas condiciones se obtuvo la separacion de
carotenoides, cn el tiempo 3.941 minutos se
encuentra Luteina + Zeaxantina, en el tiempo 9.820
minutos se cncuenira la [3-criptoxantina, en el
21.654 el Licopeno, y en 24.364 y 25.829 se

encuentran (- y [3-carotenos respectivamente.

D. Método: el método implementado para la
determinacion del perfil de carotenoides en
vegetales y frutas se detalla en la tesis de la autora.

Discusion

Los resultados que se obtuvieron al aislar
patrones, fueron satisfactorios; ya que se logrd
aislarlos con un alto grado de pureza. Sin embargo,
la cantidad que se obtiene de cada carotenoide,
depende de la matriz utilizada v la concentracién
no es reproducible debido a la variabilidad entre
alimentos.

Para aislar los carotenoides no se tomé en cuenta la especie,
debido a que lo que se buscaba era que el método pudiera
aplicarse a cualquier tipo de alimento. Los inicos parametros
que se tomaron en cuenta para elegir el alimento, fueron
que estuviera fresco y que su color fuera intenso.
Al final se determino que los alimentos mas adecuados para
obtener estdndares eran espinaca, zanahoria y papaya, tal
como se indica en el CUADRO 3 de los Resultados. Esto se
determind con base en:

a. La facilidad adquisitiva del alimento

b. Lamayor facilidad de extraccion

¢. Laconcentracion mas alta

Para almacenar los carotenoides aislados, se tomaron las
siguientes precauciones: mantenerlos a -20°C, adicionales
BHT (1%) como antioxidante y guardarlos bajo atmdsfera
de nitrégeno. Bajo estas condiciones los patrones
permanecian razonablemente estables utilizandolos tres
veces por semana, durante aproximadamente dos meses.
La degradacién se verificaba por la aparicion de picos
correspondientes a impurezas, en los cromatogramas
respectivos. Debido a esta degradacién, con la extraccion
de 40 gramos de espinaca y 80 gramos de papaya, se obtenia
la cantidad suficiente de patrones para dos meses de
trabajo.

Conla columna que se tenia para montar v validar el método,
no es posible lograr una separacién para luteina y zeaxantina:
solo se pueden separar cinco carotenoides de los seis
propuestos, ademas, la separacion entre Oi- y [3-carotenos,
no fue 6ptima: la resolucioén, obtenida con la formula:

2 (12— tr')
Wb,— Wb,

fue de 0.7205 entrc los carotenos. Este resultado sc
esperaria que fuese lo més cercano a 1, para una separacion
total entre dos compuestos.

La luteina y la zeaxantina serd siempre reportada siempre
como luteina, y se cuantifica con base en ésta solamente.
Para determinar los porcentajes de recuperacion, lo ideal
es contar con muestras que no contengan el analito que se
desca encontrar, es dificil encontrar un vegetal o fruta que
no contenga carotenoides, por lo que se optd por utilizar
alguno que fuviera muy poco, se eligio camote para los
vegetales, y papaya para las frutas, procurando en este
caso, que su coloracion fuera la mas palida posible.

La exactitud en las frutas no se determiné para al .-
caroteno, debido a que, segin las tablas de composicion
de alimentos, no se encuentran en cantidades
cuantificables.
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Se puede- observar una variabilidad entre los resultados
obtenidos: la recuperacion de frutas, es menor que para
vegetales, y su desviacion estandar mayor. Esto se debe a
quelasfrutasllevan el proceso de saponificacién conK OH,
el que puede producir algun tipo de degradacion en los
carotenoides.

En general, se puede observar quelavariacion intraensayo
es mayor que la variacién interensayo, lo que se debe a
gue. en esta Ultima, los promedios de cada dia permiten
cierta compensacion entre los datos, 1o cual no se daenla
variacionintraensayo. Esto se debe aque lahoniogeniz acion
de la muestra utilizando la Bati-Max no es efectiva, Sin
embargo, éste equipo fue €l que mejor se adaptéd a las
necesidades del método: por el hecho de que laextraccion
se lleva a cabo utilizando solventes, no se puede utilizar
unalicuadorao cualquier equipo que tengapartes plasticas.
Enel caso de lalinealidad, e nimero de puntos utilizados
estabalimitado para que el tamario del pico nofueramayor
que los margenes utilizados en la hoja de impresién del
cromatograma. Se utilizé la atenuacion més baja, 1, que
permite detectar cantidades mas pequefias.

Conclusiones

1. El método que se monto fue suficiente para la
separacion de (X-y (3-caretenos, (3-criptoxantina,
y licopeno. Sin embargo, con lacolumna utilizada,
no es posible lograr la separacion entre luteina 'y
zeaxantina. Con estos resultados, se debe rechazar
la hipétesis planteada para la investigacion.

2. L os alimentos que se consideran mas apropiados
para aislar carotenoides, son espinaca, zanahoria
y papaya

3. Si los patrones de carotenoides se almacenan en

recipientes protegidos ala luz, a -20°C y bajo
atmosfera de nitrégeno, se mantienen en
condiciones razonablemente estables, por dos
meses.

4. L os porcentajes de recuperacion obtenidos para
los carotenoides an alimentos son:

19

Carotenoide | Porcentajes de recuperacion (%)

Vegetales Frutas
Luteina 10614 71 + 10
(3-Criptoxantina 87 +6 76+ 13
Licopeno 85+1 83+ 16
ot-Caroteno 98+4 729
p-Caroteno 94 + 2 871

!
Recomendaciones
1 En la medida de la posibilidades del laboratorio

que vaya a utilizar éste método, experimentar el
andlisis con una columna polimérica para lograr
separacion entreluteina y zeaxantina. Enel articulo
publicado por Epler et a. (1992), hay unlistado de

las que ellos evaluaron y cumplen con ésta
caracteristica.

2. Validacién con participacion en estudios

colaborativos interlaboratorios.
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