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RESUM EN. Se estudió del B-caroteno y sus isómeros, el 13 cis y 9 cis, por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). La solución de B-caroteno 
al 1,26 mg/ml se sometió a un proceso de fotoisomerización en presencia de 
yodo como catalizador. Se realizó una cromatografía de absorción sobre 
Ca(OH)2 , obteniéndose la separación en tres bandas por elución con una 
solución de 2 % acetona en hexano. Las diferentes fracciones se identifican 
por espectrofotometría UV/VIS y se les determinó el patrón de elución y los 
tiempos de retención por cromatografía líquida (HPLC), siendo la fase móvil 
1 % acetona en hexano, obteniéndose tiempos de retención de 2,05,2,4 y 2,8 
min. para el 15 cis, todo-trans y 9 cis B-caroteno respectivamente. Se analizó 
una muestra de zanahorias enlatadas obteniéndose un resultado de 22,13 mg 
% de todo-trans B-caroteno. Se recomienda la aplicación del método a un 
mayor número de muestras, determinar la sensibilidad y la reproductibilidad. 
En vista de la dificultad de obtención de los isómeros cis, se recomienda la 
utilización de un patrón de referencia o un factor de respuesta para los 
cálculos.

SUMMARY. Separation and identification of B-carotene and its cis 
isomers by HPLC. The separation and identification by HPLC of the cis 
isomers o f B-carotene was studied. A 1.26 mg/ml B-carotene solution previo usly 
isomerized with iodine as a catalist, was eluted with 2 % acetone in hexane, 
from a Ca(OH)2  chromatographic column in three bands. The fractions were 
identified by spectrophotometry and the retention times of 2 .05 ,2 .4  and 2.8 
min for the 13 cis, all-trans, and 9 cis B-carotene isomers, determined by HPLC, 
with 1 % acetone in hexane as tnovil phase. 22.13 mg % of all-trans B-carotene 
were found in a sample of canned carrots. It is recommended the analyses of 
a greater number of samples, the determination of the method’s sensitivity, 
reproductibility, and the use o f a standard of reference o f a response factor for 
calculations.

INTRODUCCION

El análisis de la cantidad de vitamina A presente en los alimentos 
se ha basado hasta el presente en la asunción de que, de los diferentes 
precursores de la vitamina A, el que se encuentra en mayor cantidad 
en ios alimentos es el todo-trans B-caroteno.

Las frutas y los vegetales no sólo contienen otros precursores de 
la vitamina A diferentes al todo-trans B-caroteno, que presentan una 
actividad biológica menor, sino que además pueden estar presentes 
estereo-isómeros de estos precursores, que son aun mucho menos 
activos biológicamente (1,2). Por lo tanto, para determinar en forma 
exacta la cantidad de vitamina A presente en los alimentos, los 
diferentes carotenoides activos y sus respectivos isómeros deben 
separarse, identificarse, medirse cuantitativamente y luego calcular 
la actividad biológica de cada uno de ellos.

El análisis de los carotenos por procedimientos físico-químicos 
es rápido y preciso; siendo la espectroscopia de absorción la técnica 
más comúnmente empleada, la cual aprovecha el sistema de 11  
dobles enlaces conjugados presente en la molécula del todo-trans B- 
caroteno, el cual confiere a la molécula del todo-trans B-caroteno un 
amplio espectro de absorción con una absorbancia máxima a 450 nm 
en hexano. Cuando se usa esta técnica los resultados se expresan 
como B-caroteno total y este procedimiento significa una sobre 
estimación de la actividad biológica de una mezcla de isómeros.

La técnica más eficaz para separar los diferentes isómeros del B- 
caroteno es la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Esta 
técnica ha sido usada en la separación de los carotenos tanto en fase 
norma] como reversa, sin embargo la fase normal no permite la

separación de los isómeros de posición como el y B caroteno (3-9), 
mientras que si se logra en fase reversa (10-16). Los estereo isómeros 
del todo-trans B-caroteno han sido separados usando una columna de 
alúmina, a 20 °C y n-hexano con un contenido de agua rigurosamente 
controlado como fase móvil (17), y a temperatura ambiente en una 
columna de Ca(OH)2 , siendo la fase móvil una mezcla de acetona y 
n-hexano (18), así mismo en fase reversa (15-16) en columna C jg  
mantenida a una temperatura de 38 °C con una fase móvil de metanol: 
acetonitrilo:agua (88:9:3 v/v/v).

El presente estudio se hizo con el objeto de obtener la separación 
de los isómeros del todo-trans B-caroteno más importantes que son 
el 13 cis y el 9 cis, identificarlos por espectroscopia de absorción, 
adaptando el método de Tsukida et al (18) a las condiciones existentes, 
pues no existen en el mercado columnas empacadas con Ca(OH)2 
con el tamaño de partícula adecuado.

MATERIALES Y METODOS

El B-caroteno fue suministrado por Hoffman La Roche Nuttley 
New Jersey. USA y B-caroteno Tipo IV (Sigma Coorporation USA). 
Hidróxido de calcio obtenido de Fisher Scientific, tamizado para 
producir partículas de tamaño entre 0 a 25 pm, y partículas de 0-1 Opm 
para su uso en los estudios preliminares y en columnas preparativa y 
analítica respectivamente. Los demás reactivos y solventes fueron 
grado analítico con excepción de los usados en la cromatografía 
líquida de alta resolución, que fueron grado HPLC, filtrados a través 
de una membrana de 0.45 pm. y degasificados por agitación al vacío.



Purificación del B-caroteno: El B-caroteno (Roche) utilizado 
fue sometido a un proceso de purificación por recristalización (19). 
Los cristales se someten a observación microscópica, seles determina 
el punto de fusión en tubo capilar sellado al vacío en un Electrothermal 
M elting  P o in t A ppara tus. y el espectro  de absorción  en 
espectrofotómetro Beckman, calculándose luego la absortividad.

O btención de los isóm eros: La solución del B-caroteno al 0.1 
mg/ml o 0.2 mg/ml en hexano conteniendo una concentración de 
yodo equivalente al 2 % del peso del B-caroteno, se somete a la  acción 
de una lámpara de luz de día en la cámara del Chromato-Vue durante
1 hora.

S e p a ra c ió n  e id en tif icac ió n  de los isóm eros cis-trans  
B-caroteno.

C rom atografía  de absorción: Se empacó una columna de vidrio 
de 25x2.5 cm con placa porosa, con Ca(OH)2 , preparando una sus­
pensión en hexano; se ajustó la velocidad de flujo a 1.5 ml/min. Se 
colocaron 4 mi de la solución de todo-trans B-caroteno 1.26 mg/ml, 
previamente sometida a fotoisomerización y se eluye con solución al
2 % de acetona en hexano. Se obtuvo una separación del pigmento en 
tres bandas que se recogieron en balones separados, mantenidos en 
baño de hielo y bajo atmósfera de nitrógeno para evitar la degrada­
ción por acción de la temperatura y del oxígeno del aire. Se evapora 
al vacío y el residuo se retomó con 10  mi de hexano y se determina 
el espectro de absorción.

E spectrofo tom etría  de A bsorción: Se prepararon soluciones al
0.325 (ig/ml en hexano del 6-caroteno impuro y del purificado, y se 
les determinó el espectro de absorción entre 280-530 nm en el 
espectrofotómetro Beckman con las siguientes condiciones: slit
0.5mm, velocidad de barrido 50 nm/min. Esto se hizo con la finalidad 
de observar si la purificación había sido eficiente. Este mismo 
análisis se hizo para determinar el espectro de absorción de las 
diferentes bandas obtenidas en la cromatografía de absorción, para 
determinar las diferencias entre ellas.

C rom atografía  L íqu ida  H PLC .
C rom atografía  p repara tiva : Cromatógrafo líquido compuesto 

por un detector UV/VIS (Spectro Monitor 1 unidad óptica y de 
control Laboratory Data Control. División of Milton Roy Co Modelo 
1201), trabajando a 440 nm. con una celda de 14 p.1 y un registrador 
Omni Scribe Fisher Recordall Series 5000 de Houston Instruments 
con columna de 25x1 cm, empacada con Ca(OH)2 (lOp), fase móvil 
1 % acetona en hexano, velocidad de flujo de 3 ml/min. Se inyectaron
0.9 mi de la solución de B-caroteno al 0.2 (J.g/p.1 sometido a la 
fotoisomerización.

C rom atografía  analítica: Cromatógrafo líquido: Perkin Elmer 
Series 2 Liquid Chromatograph con detector UV/VIS LC 75 de 
longitud de onda variable 190-600 nm, inyector Rheodyne modelo 
7105 con un espiral de 175 jil, registrador Soltec con 10 mv de 
entrada, velocidad del papel de 2 pul/hr, con columna de 250x3.9 
mm, empacada con Ca(OH)2 , velocidad de flujo de 1 ml/min. siendo 
el resto de las condiciones iguales que para la columna preparativa. 
Se inyectaron 0.1 mi de la solución anterior.

C urva  p a tró n : se preparó una solución de todo-trans B-caroteno 
(Sigma) en hexano al 20 pg/ml, y diluciones que contenían 0,1,2,4,6

y 8 (ig/ml, se inyectaron 10 |il por cuadruplicado. Se graficó área y 
altura de los picos obtenidos contra concentración y se aplicó 
regresión lineal.

Análisis de m uestra: Seextrajeron 250 g de zanahorias enlatadas 
con varias porciones de 25 mi de acetona en una licuadora, hasta que 
los extractos resultaron incoloros. La separación de los carotenos y 
ésteres de los carotenoides de las xantofilas polares se realizó por 
partición en éter de petróleo y metanol al 90 % en agua. La fase 
orgánica contienen los carotenos y ésteres de los carotenoides ade­
más de las clorofilas (a) y (b). Para remover la clorofila y el material 
insaponificable se realizó una saponificación en frió durante la noche 
y baj o atmósfera de nitrógeno, con KOH metanólico al 10 % de donde 
se extraen los carotenos con éter, los extractos etéreos se lavaron con 
varias porciones de 20 mi de solución de NaCl al 5 % hasta eliminar 
la alcalinidad. El éter se evapora al vacío y el residuo se disolvió en 
hexano en un balón 25 mi. De esta solución se tomó una alícuota de 
2,5 mi, se llevó a 10 mi con hexano, y se inyectaron 10 p.1 (triplicado) 
en el cromatógrafo.

RESULTADOS Y DISCUSIO N

Purificación del todo-trans B-caroteno: Los cristales obtenidos 
observados bajo el microscopio son comparables a los reportados por 
Jones y Bickoff (20), con punto de fusión 183-184 °C. De los 
espectros de absorción se obtuvieron valores de máximos de absorción 
(478-450) comparables con los existentes en la literatura consultada.

El coeficiente de absorción específico (a) calculado fue de 252 a 
450 nm comparable también con los valores publicados de 251 a 451 
nm (19). Los espectros de absorción de las fracciones provenientes 
de la cromatografía de adsorción son similares a los publicados (2 1 ).

Separación e identificación de los isóm eros cis del B-caroteno:
Los máximos de absorción (Tabla 1), son similares a los publicados. 
Estos resultados permiten la identificación de las fracciones como los 
isómetros 13, todo-trans y 9 cis, los cuales eluyeron en este mismo 
orden, ratificándose lo señalado por Zechmeister y Polgar (22).

TABLA 1
Comparación de las características de absorción (k  max) del todo- 
trans B-caroteno y sus principales isómeros en diferentes solventes

Isómero
Bickoff 
et al 1948 
(a)nm

Valores
obtenidos
(c)nm

Zechmeister
Polgar
1942(b)nm

Tsukida
1983(c)
nm

Todo-trans 479-451 477-450 486-454 478-450
13 cis 470-443 468-443 475-444 467-442
9 cis 474-447 473-445 481-450 473-445

(a)= Isoctano (b)=Eter etílico (c)=Hexano

C rom atog rafía  líqu ida  de a lta  resolución (H PL C ): Los
tiempos de retención de una solución al 0.2 pg/p.1 de todo-trans B- 
caroteno y de las fracciones identificadas por espectrofotometría 
como 13 y 9 cis B-caroteno, fueron determinados y se corresponden 
con los de la Fig. 1, con los picos característicos del 13 cis, todo-trans 
y cis B-caroteno y sus tiempos de retención de 2.0; 2.4; y 2.8 min., 
respectivamente.



FIGURA 1
Cromatograma de all-trans B-caroteno, sometido a 

fotoisomerización. Columna 250x3.9 mm Ca(OH)2 , fase móvil: 
1% acetona/hexano, flujo: 1 ml/min, Ato. 32, X: 450 nm, conc. 

2.2  pg/pl (0.1 mi)
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Este estudio preliminar se realizó con la finalidad de determinar 

si los tiempos de retención o patrón de elución, en la columna de 
HPLC, se correspondían con la elución de las bandas de la 
cromatografía de adsorción en columna abierta (22,23).

En vista de la imposibilidad de obtener en el mercado los 
patrones de los isómetros 9 y 13 cis-trans B-caroteno, se llevó a cabo 
una cromatografía preparativa, de manera de obtener suficiente 
cantidad de dichos isómeros, enformapuray plenamente identificados, 
para su utilización como patrones en la cuantificación de estos 
isómeros.

Tomando en consideración los estudios preliminares realizados, 
y la información de que cuando el todo-trans B-caroteno se degrada,

los principales isómeros formados son el 13 y 9 cis, representando 
cada uno de ellos aproximadamente el 20 % del total; se asume que 
en el cromatograma los picos con más o menos un 20 % del total son 
los isómeros mencionados. Las fracciones correspondientes fueron 
recogidas después de varias inyecciones, en balones fondo redondo 
purgados con argón para desalojar el oxígeno. El solvente se evaporó 
al vacío y el residuo se disolvió en hexano para su análisis por 
fotometría de masas y espectrofotometría UV/VIS.

E spectrom etría  de m asas: De acuerdo con el análisis las tres 
fracciones tienen un ion molecular (M+ de 536.43 con un fragmento 
de m/z 444 correspondiente al M-92 del tolueno; siendo el PM 
calculado del B-caroteno de 536.89 g. Esta información solo permite 
afirmar que las fracciones son miembros de los isómetros cis-trans 
del B-caroteno.

Espectrofotom etría UV/VIS: Los residuos obtenidos después 
de la evaporación se disolvieron en hexano y se les determinó el 
espectro de absorción en el Cary 2200. Determinándose las longi tudes 
de onda de máxima absorción (Tabla 2), las cuales se corresponden 
con los datos de la literatura para los isómetros del B-caroteno.

TABLA 2
Máximos de absorción del B-caroteno y sus isómeros cis 

en hexano

Isómero Fracción # Xmax (nm) Pico (cis)

Todo-trans 9 478 450 424 340
13 cis 6 467 442 422 336
9 cis 10 472 444 420 338
15 cis 462 436 418 336

Con estos resultados se corroboran el patrón de elución así como 
la identidad de las diferentes fracciones como el 13 cis, todo-trans y 
el 9 cis B-caroteno.

En la Fig. 2 se observa que todos los isómeros tienen una 
desviación hacia longitudes de onda menores a las del todo-trans B- 
caroteno, tal como lo han informado diferentes investigadores. Por 
otra parte, se evidencia la presencia del llamado pico cis en el área de 
335-340 nm, el cual es más alto a medida que la longitud de la cadena 
se reduce por el pliegue de la molécula, como consecuencia del 
cambio en la configuración del doble enlace entre los carbonos 13- 
14 ó 9-10; siendo la mayor altura para el isómero 15 cis B-caroteno.

C urva  patrón : En la Fig. 3 se observan las curvas patrón 
preparadas utilizando el B-caroteno Sigma tipo IV, graficando altura 
o área de los picos contra la concentración, aplicando regresión se 
obtuvo la pendiente, el punto de intercepción y el factor de correla­
ción r.

Análisis de M uestra : En el cromatograma de la Fig. 4 los 
tiempos de retención, corresponden al 13 cis, todo-trans y 9 cis B- 
caroteno respectivamente. Los cálculos dan como resultado que la 
muestra de zanahoria contiene 22,13 mg % de todo-trans B-caroteno.



FIGURA 2
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FIGURA 3 
Curvas patrón de todo-trans B-caroteno
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FIGURA 4
Cromatograma de la muestra de zanahoria. Columna 250x3.9 mm 

Ca(OH)2 , /L 450 nm, fase móvil: 1% acetona/hexano, Atn. 32, 
flujo: 1 ml/min, 10  (il muestra________________
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El patrón de elución de los diferentes isómeros del B-caroteno 
es 13 cis, todo-trans y 9 cis B-caroteno; dependiendo los 
tiempos de retención del tipo de columna usada (analítica o 
preparativa).
Los espectros de absorción UV/VIS, así como el patrón de 
fraccionamiento presentan características definidas para cada 
isómero en estudio, permitiendo de esta manera su identifica­
ción.
Se recomienda realizar análisis de mayor número de muestras, 
determinar la sensibilidad del método, y la utilización de factor 
de respuesta para los cálculos o la búsqueda de un patrón de 
referencia, en vista de la dificultad en la obtención de los 
isómeros 13 y 9 cis comercialmente en forma estable.
Este método por cromatografía líquida (HPLC) podría ser 
utilizado para calcular con mayor precisión el contenido de 
vitamina A de aquellos productos alimenticios que sean fuentes 
de B-caroteno, evitándose de esta manera la sobreestimación del 
contenido de vitamina A presente en estos productos, lo cual es



de suma importancia para la elaboración de las Tablas de 
Composición de Alimentos.
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