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cis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
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RESUMEN. Se estudi6 del B-caroteno y sus isémeros, el 13 cis y 9 cis, por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). La solucion de B-caroteno
al 1,26 mg/ml se someti6 a un proceso de fotoisomerizacién en presencia de
yodo como catalizador. Se realiz6 una cromatografia de absorcién sobre
Ca(OH),, obteniéndose la separacién en tres bandas por elucién con una
solucién de 2 % acetona en hexano. Las diferentes fracciones se identifican
por espectrofotometria UV/VIS y se les determiné el patrén de elucién y los
tiempos de retencién por cromatografia liquida (HPLC), siendo la fase mévil
1 % acetona en hexano, obteniéndose tiempos de retencién de 2,05,2,4y 2,8
min. parael 13 cis, todo-trans y9 cis B-caroteno respectivamente. Se analizé
una muestra de zanahorias enlatadas obteniéndose un resultado de 22,13 mg
% de todo-trans B-caroteno. Se recomienda la aplicacién del método a un
mayor nimero de muestras, determinar la sensibilidad y la reproductibilidad.
En vista de la dificultad de obtencién de los isémeros cis, se recomienda la
utilizacién de un patrén de referencia o un factor de respuesta para los
célculos.

INTRODUCCION

El andlisis de la cantidad de vitamina A presente en los alimentos
se habasado hasta el presente en la asuncién 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 sélo contienen otros precursores de
la vitamina A diferentes al todo-trans B-caroteno, que presentan una
actividad biolégica menor, sino que ademdas pueden estar presentes
estereo-isémeros de estos precursores, que son aun mucho menos
activos biol6gicamente (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 isémeros deben
separarse, identificarse, medirse cuantitativamente y luego calcular
la actividad bioldgica de cada uno de ellos.

El andlisis de los carotenos por procedimientos fisico-quimicos
es rdpido y preciso; siendo la espectroscopia de absorcién la técnica
més cominmente empleada, la cual aprovecha el sistema de 11
dobles enlaces conjugados presente en la molécula del todo-trans B3-
caroteno, el cual confiere a la molécula del rodo-trans B-caroteno un
amplio espectro de absorcién con una absorbancia méxima a 450 nm
en hexano. Cuando se usa esta técnica los resultados se expresan
como B-caroteno total y este procedimiento significa una sobre
estimacién de la actividad bioldgica de una mezcla de isémeros.

Latécnica més eficaz para separar los diferentes isémeros del B-
caroteno es la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Esta
técnica ha sido usada en la separaci6n de los carotenos tanto en fase
normal como reversa. sin embargo la fase normal no permite la
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SUMMARY. Separatipn and identification of B-carotene and its cis
isomers by HPLC. The separation and identification by HPLC of the cis
isomers of B-carotene was studied. A 1.26 mg/ml 8-carotene solution previously
isomerized with iodine as a catalist, was eluted with 2 % acetone in hexane,
from a Ca(OH); 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 { % acetone in hexane as movil 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 of a standard of reference of a response factor for
calculations.

separacion de los isémeros de posicién como el < y B caroteno (3-9),
mientras que si se logra en fase reversa (10-16). Los estereo isémeros
del todo-trans B-caroteno han sido separados usando una columna de
alimina, a 20 °Cy n-hexano conun contenido de agua rigurosamente
controlado como fase mévil (17), y a temperatura ambiente en una
columna de Ca(OH)3, siendo la fase mévil una mezcla de acetona y
n-hexano (18), asi mismo en fase reversa (15-16) en columna C1g
mantenida a una temperaturade 38 °C conuna fase mévil de metanol:
acetonitrilo:agua (88:9:3 v/v/v).

El presente estudio se hizo con el objeto de obtener la separacién
de los isémeros del todo-trans B-caroteno mds importantes que son
el 13 cis y el 9 cis, identificarlos por espectroscopia de absorcién,
adaptando el método de Tsukidaetal (18) alas condiciones existentes,
pues no existen en el mercado columnas empacadas con Ca(OH)2
con el tamaiio de particula 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).
Hidréxido de calcio obtenido de Fisher Scientific, tamizado para
producir particulas de tamafio entre 0 a 25 im, y particulas de 0-10um
para su uso en los estudios preliminares y en columnas preparativa y
analftica respectivamente. Los demds reactivos y solventes fueron
grado analitico con excepcion de los usados en la cromatografia
liquida de alta resolucién, que fueron grado HPLC, filtrados a través
de una membrana de 0.45 um. y degasificados por agitacién al vacio.



170 CARRILLO DE PADILLA

Purificacién del B-caroteno: El 8-caroteno (Roche) utilizado
fue sometido a un proceso de purificacién por recristalizacién (19).
Loscristales se someten a observacién microscépica, se les determina
el punto de fusién en tubo capilar selladoal vacio en un Electrothermal
Melting Point Apparatus. y €l espectro de absorcién en
espectrofotémetro Beckman, calculdndose luego la absortividad.

Obtencidn de los isémeros: La solucién del 8-caroteno al 0.1
mg/ml o 0.2 mg/ml en hexano conteniendo una concentracién de
yodo equivalente al 2 % del peso del 8-caroteno, se somete ala accién
de unaldmpara de luz de dia en 1a cAmara del Chromato-Vue durante
1 hora.

Separacién e identificacién de los isémeros cis-trans
B-caroteno.

Cromatografia de absorcién: Se empacé unacolumnade vidrio
de 25x2.5 cm con placa porosa, con Ca(OH)p, preparando una sus-
pensioén en hexano; se ajustd la velocidad de flujo a 1.5 ml/min. Se
colocaron 4 ml de la solucién de todo-trans B-caroteno 1.26 mg/ml,
previamente sometida a fotoisomerizacién y se eluye con solucién al
2 % de acetona en hexano. Se obtuvo una separacién del pigmento en
tres bandas que se recogieron en balones separados, mantenidos en
bafio de hielo y bajo atmésfera de nitrégeno para evitar la degrada-
cién por accién de la temperatura y del oxigeno del aire. Se evapora
al vacfo y el residuo se retomé con 10 ml de hexano y se determina
el espectro de absorcion.

Espectrofotometria de Absorcién: Se prepararon soluciones al
0.325 pg/ml en hexano del B-caroteno impuro y del purificado, y se
les determiné el espectro de absorcién entre 280-530 nm en el
espectrofotémetro Beckman con las siguientes condiciones: slit
0.5mm, velocidad de barrido 50 nm/min. Esto se hizo conla finalidad
de observar si la purificacién habia sido eficiente. Este mismo
andlisis se hizo para determinar el espectro de absorci6n de las
diferentes bandas obtenidas en la cromatografia de absorcién, para
determinar las diferencias entre ellas.

Cromatografia Liquida HPLC.

Cromatografia preparativa: Cromatégrafo liquido compuesto
por un detector UV/VIS (Spectro Monitor 1 unidad 6ptica y de
control Laboratory Data Control. Division of Milton Roy Co Modelo
1201), trabajando a 440 nm. con una celda de 14 pl y un registrador
Omni Scribe Fisher Recordall Series 5000 de Houston Instruments
con columna de 25x 1 cm, empacada con Ca(OH)7 (10u), fase mévil
1 % acetonaen hexano, velocidad de flujo de 3 ml/min. Se inyectaron
0.9 ml de la solucién de B-caroteno al 0.2 ug/il sometido a la
fotoisomerizacién.

Cromatografia analitica: Cromatégrafo liquido: 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 pl, registrador Soltec con 10 mv de
entrada, velocidad del papel de 2 pul/hr, con columna de 250x3.9
mm, empacada con Ca(OH)3, velocidad de flujo de 1 ml/min. siendo
el resto de las condiciones iguales que para la columna preparativa.
Se inyectaron 0.1 ml de la soluci6n anterior.

Curva patroén: se prepar6 una solucién de todo-trans B-caroteno
(Sigma) en hexano al 20 pg/ml, y diluciones que contenfan 0,1,2,4,6

y 8 ug/ml, se inyectaron 10 pl por cuadruplicado. Se graficé drea y
altura de los picos obtenidos contra concentracién y se aplicé
regresi6n lineal.

Anilisis de muestra: Se extrajeron 250 g de zanahorias enlatadas
con varias porciones de 25 ml de acetona en una licuadora, hasta que
los extractos resultaron incoloros. La separacién de los carotenos y
ésteres de los carotenoides de las xantofilas polares se realizé por
particién en éter de petréleo y metanol al 90 % en agua. La fase
organica contienen los carotenos y ésteres de los carotenoides ade-
mds de las clorofilas (a) y (b). Para remover la clorofila y el material
insaponificable se realiz6 una saponificaci6n en frio durante la noche
ybajo atmésfera de nitrégeno, con KOH metandlico al 10 % de donde
se extraen los carotenos con éter, los extractos etéreos se lavaron con
varias porciones de 20 ml de solucién de NaCl al 5 % hasta eliminar
la alcalinidad. El éter se evapora al vacio y el residuo se disolvié en
hexano en un balén 25 ml. De esta solucién se tom6 una alicuota de
2,5 ml, sellevé a 10 ml con hexano, y se inyectaron 10 pl (triplicado)
en el cromatégrafo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacién deltodo-trans B-caroteno: Los cristales obtenidos
observados bajo el microscopio son comparables alos reportados por
Jones y Bickoff (20), con punto de fusién 183-184 °C. De los
espectros de absorcién se obtuvieron valores de méximos de absorcién
(478-450) comparables con los existentes en la literatura consultada.

El coeficiente de absorci6n especifico (a) calculado fue de 252 a
450 nm comparable también con los valores publicados de 251 a451
nm (19). Los espectros de absorcién de las fracciones provenientes
de la cromatografia de adsorcién son similares a los publicados (21).

Separacién eidentificaciénde losisémeroscis del B-caroteno:
Los mdximos de absorcién (Tabla 1), son similares a los publicados.
Estos resultados permiten laidentificacién delas fracciones como los
isémetros 13, todo-transy 9 cis, los cuales eluyeron en este mismo

. orden, ratificAndose lo sefialado por Zechmeister y Polgar (22).

TABLA 1
Comparacién de las caracteristicas de absorcién (A max) del todo-
trans B-caroteno y sus principales isémeros en diferentes solventes

Bickoff Valores Zechmeister Tsukida
Isémero et al 1948 obtenidos Polgar 1983(c)

(a)nm (c)nm 1942(b)nm nm
Todo-trans  479-451 477-450 486-454 478-450
13 cis 470-443 468-443 475-444 467-442
9cis 474-447 473-445 481-450 473-445

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

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): Los
tiempos de retencién de una solucién al 0.2 pg/ul de todo-trans 8-
caroteno y de las fracciones identificadas por espectrofotometria
como 13y 9 cis B-caroteno, fueron determinados y se corresponden
conlosdelaFig. 1, conlos picos caracterfsticos del 13 cis, todo-trans
y cis B-caroteno y sus tiempos de retencién de 2.0; 2.4; y 2.8 min.,
respectivamente.
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FIGURA 1
Cromatograma de all-trans B-caroteno, sometido a
fotoisomerizacién. Columna 250x3.9 mm Ca(OH)7, fase mévil:
1% acetona/hexano, flujo: 1 ml/min, Atn. 32, A: 450 nm, conc.
2.2 pg/ul (0.1 mb)
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Este estudio preliminar se realizé con la finalidad de determinar
si los tiempos de retencién o patrén de elucién, en la columna de
HPLC, se correspondian con Ja elucién de las bandas de la
cromatografia de adsorcién en columna abierta (22,23).

En vista de la imposibilidad de obtener en el mercado los
patrones de los isémetros 9 y 13 cis-trans B-caroteno, se llevé a cabo
una cromatografia preparativa, de manera de obtener suficiente
cantidad de dichos is6meros, enforma puray plenamente identificados.
para su utilizacién como patrones en la cuantificacién de estos
isémeros.

Tomando en consideracién los estudios preliminares realizados,
y lainformacién de que cuando el todo-trans B-caroteno se degrada,

los principales isémeros 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 méis o menos un 20 % del total son
los isémeros mencionados. Las fracciones correspondientes fueron
recogidas después de varias inyecciones, en balones fondo redondo
purgados con argén para desalojar el oxigeno. El solvente se evaporé
al vacio y el residuo se disolvié en hexano para su andlisis por
fotometria de masas y espectrofotometria UV/VIS.

Espectrometria de masas: De acuerdo con el andlisis 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 8-caroteno de 536.89 g. Esta informacién solo permite
afirmar que las fracciones son miembros de los isémetros cis-trans
del B-caroteno.

Espectrofotometria UV/VIS: Los residuos obtenidos después
de la evaporacién se disolvieron en hexano y se les determind el
espectrode absorciénen el Cary 2200. Determindndose laslongitudes
de onda de médxima absorci6n (Tabla 2), las cuales se corresponden
con los datos de la literatura para los isémetros del 8-caroteno.

TABLA 2
Maiximos de absorcién del B-caroteno y sus isémeros cis

en hexano

Is6mero Fraccién # Amax (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 patrén de elucidn asi como
laidentidad 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 isémeros tienen una
desviacién 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 4rea de
335-340nm, el cual es m4s alto a medida que Ialongitud de la cadena
se reduce por el pliegue de la molécula, como consecuencia del
cambio en la configuracién del doble enlace entre los carbonos 13-
14 6 9-10; siendo 1a mayor altura para el isémero 15 cis B-caroteno.

Curva patrén: En la Fig. 3 se observan las curvas patr6n
preparadas utilizando el 8-caroteno Sigma tipo IV, graficando aitura
o 4rea de los picos contra la concentracién, aplicando regresién se
obtuvo la pendiente, el punto de intercepcién y el factor de correla-
ciénr.

Analisis de Muestra: En el cromatograma de la Fig. 4 los
tiempos de retencién, corresponden al 13 cis, todo-trans y 9 cis B-
caroteno respectivamente. Los cédlculos dan como resultado que la
muestrade zanahoria contiene 22,13 mg % de todo-trans f3-caroteno.
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FIGURA 2

Espectros de absorci6n del B-caroteno y sus isémeros
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FIGURA 3
Curvas patr6n de todo-trans B-caroteno
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FIGURA 4

Cromatograma de 1a muestra de zanahoria. Columna 250x3.9 mm

Ca(OH)2, A: 450 nm, fase mévil: 1% acetona‘hexano, Atn. 32,

flyjo: 1 mI/min, 10 pl muestra
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El patrén de elucién de los diferentes isémeros del 8-caroteno
es 13 cis, todo-trans y 9 cis B-caroteno; dependiendo los
tiempos de retencién del tipo de columna usada (analitica o
preparativa).

Los espectros de absorcion UV/VIS, asi como el patr6n de
fraccionamiento presentan caracteristicas definidas para cada
isémero en estudio, permitiendo de esta manera su identifica-
cién.

Se recomienda realizar an4lisis de mayor nimero de muestras,
determinar la sensibilidad del método, y 1a utilizaci6én de factor
de respuesta para los cilculos o la bisqueda de un patrén de
referencia, en vista de la dificultad en la obtencién de los
isémeros 13 y 9 cis comercialmente en forma estable.

Este método por cromatografia liquida (HPLC) podria ser
utilizado para calcular con mayor precisién el contenido de
vitamina A de aquellos productos alimenticios que sean fuentes
de 3-caroteno, evitdndose de estamanerala sobreestimacién del
contenido de vitamina A presente en estos productos, lo cual es
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de suma importancia para la elaboracién de las Tablas de
Composicién de Alimentos.
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