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RESUMEN. Se evalian las dificultades inherentes a la
determinacién de la provitamina A y el estado de desarrollo actual
de las metodologias. Se discuten los procedimientos, las ventajas y
desventajas, asi como las posibles fuentes de error de los métodos.
Los métodos de columna abierta se presentan todavia como los més
viables. Para los paises en desarrollo, no obstante la eficiencia y
reproducibilidad de la separacién cromatogréfica dependen en gran
parte de la habilidad y experiencia del analista. Mediante la técnica
de HPLC se obtienen cromatogramas altamente reproducibles,
permaneciendo, sin embargo, el problema de transformar las areas
de los picos en concentraciones de provitaminas por razén de la
inestabilidad, variabilidad de pureza e indisponiblidad comercial de
los patrones de provitamina A. La patronizacién interna con
Sudén, que es estable, promete ser una solucién. Para separar los
isébmeros cis, la técnica de columna abierta se vale de la
recromatografia. Para la técnica de HPLC, sin embargo, este
continda siendo un problema sin solucién. Son tratadas la
confirmacién de la identidad de las provitaminas y la prevencién de
la degradacién durante el andlisis. A pesar de los obsticulos que se
presentan, los datos obtenidos son confiables siempre y cuando la
aplicacién de la técnica analitica sea adecuada y se haga la
interpretacién correcta de los resultados.

Palabras clave: Determinacién de provitamina, HPLC,
cromatografia en columna abierta.

INTRODUCCION

Considerando que la deficiencia de vitamina
continiia siendo un serio problema de salud piiblica para
la mayoria de los paises en desarollo, es de urgente
necesidad adquirir mas informacién sobre toda fuente,
efectiva o en potencial, de este nutriente. Las provitaminas
(carotenoides que pueden ser biol6gicamente transformados
en vitamina) contenidas en alimentos de origen vegetal
proporcionan la mayor parte de la vitamina ingerida a
precio mas bajo que las fuentes de origen animal con vita-
mina preformada (retinol, éster de retinilo, retinal, 3-
deshidroretinol y acido retinoico).
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SUMMARY. Present state of the analytical methodologies for
provitamin A determination. The difficulties inherent to
provitamin A determination and the present state of development
of the analytical methodologies are appraised. The procedures, the
advantages and disadvantages and the possible sources of error of
the methods involved are discussed. Open-column methods are still
the most viable option in developing countries but the efficiency
and reproducibility of the chromatographic separation depend
largely on the analysts skill and experience. Although HPLC
chromatograms are highly reproducible, the problem is to
transform the peak areas to provitamin A concentrations because of
the instability, varing purity and unavailability of provitamin
standards. Internal standardization with the stable Sudan appears to
be a promissing solution. Separation of cis-isomers requires
rechromatography in open-column systems. For HPLC, this
problem still remains to be solved. Confirmation of the identity of
the provitamins and prevention of degradation during the analysis
are also dealt with. Notwithtanding the obstacles involved, reliable
data can be obtained with adequate application of the analytical
techniques and proper interpretation of the results.

Key-words: Provitamin determination, HPLC, open-column
chromatography .

Hace ya muchos anos vienen acumuldndose datos ¢
informaciones sobre la determinacién cuantitativa de las
provitaminas; sin embargo, debido a dificultades analiticas
inherentes, 1a mayoria de esos resultados son incoherentes o
no confiables (1), restando todavia mucho trabajo para que
tal volumen de informacién pueda considerarse como
suficiente o satisfactoria (2). Los carotenoides son
compuestos poli€nicos, liposolubles responsables por atra-
yentes colores que se extienden del amarillo al rojo,
caracteristicos de muchos alimentos. Quimicamente estos
se dividen en dos grupos: los hidrocarbonos y los derivados
oxigenados. Los miembros del primer grupo son



ESTADO ACTUAL DE LOS METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAR PROVITAMINA A 181

universalmente conocidos como carotenos, mientras que los
del segundo son llamados xantofilas.

Desde el punto de vista nutricional, los carotenoides
puede ser activos o inactivos. Para que un carotenoide
tenga actividad vitaminica, es necesario que posea, por lo
menos, la mitad de la molécula de B-caroteno; o sea, un
anillo de B-ionona no substituido y la cadena lateral
poliénica de once carbonos. Asi, los carotenos, {-
zeacaroteno, d-caroteno y licopeno, y las xantofilas
zeinoxantina, luteina y violaxantina, son todos carotenoides
inactivos (Figuras 1 y 2). Por otro lado, los carotenos a-
caroteno, P-zeacaroteno y Y-caroteno, y las xantofilas -y
f criptoxantinas poseen aproximadamente la mitad de la
actividad del P-caroteno (Tabla 1). Siendo algunos
carotenos inactivos y algunas de las xantofilas activas, es
entonces incorrecto denominar un capitulo o seccién
dedicado al valor vitaminico A de “carotenos en alimentos".

PROBLEMAS EN LA DETERMINACION DE
PROVITAMINA A

Existen varios factores que dificultan la obtencién de
datos confiables sobre provitamina A: 1) ¢l gran niimero de
carotenoides naturales, 2) las muestras de alimentos pueden
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FIGURA 1
Estructuras de los carotenos comunes

variar ampliamente, tanto cuantitativa como
cualitativamente; 3) solamente algunos carotenoides son
precursores de la vitamina y las actividades son diferentes;
4) por el hecho de ser compuestos altamente insaturados, el
deterioro por isomerizacién y oxidacién puede facilmente
ocurrir durante el andlisis.

Independiente del método utilizado, para determinar el
contenido exacto de provitamina A, los siguientes requisitos
deberian ser ll&nados: 1) separar o eliminar los carotenoides
inactivos interferentes; 2) separar y cuantificar indivi-
dualmente las provitaminas; y 3) tomar las debidas
precauciones para evitar la formacién de artificios y
pérdidas cuantitativas durante el anélisis.

A medida que estas exigencias son cumplidas, sin em-
bargo, la ejecuci6n del analisis se torna mas dificil y se hace
necesaria la introduccion de simplificaciones. Este enfoque
puede ser aceptado siempre y cuando no traiga errores
significativos.

Hace algunos aiios la vitamina A de alimentos de
origen vegetal solia calcularse usandose el contenido total
de carotenoides. En muchos alimentos, no obstante, el
contenido de carotenoides inactivos es grande, no siendo
raro el caso en que el carotenoides predominante sea uno de
los inactivos.
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FIGURA 2
Estructuras de las xantofilas comunes
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Posteriormente, €l valor pas6 a ser calculado usdndose
como base la fraccién de Scaroteno. Esa aproximacién fue
mds apropiada consideridndose que se trata del carotenoides
mas ampliamente distribuido y que posee la mas alta
actividad provitaminica. En algunos alimentos, sin
embargo, cantidades significativas de otras provitaminas A
se encuentran presentes afectando considerablemente el
valor vitaminico final. Ademas, la asi denominada ‘fraccién
p-caroteno’ frecuentemente contiene también carotenoides
menos activos y hasta inactivos.

De la discusién anterior se infiere que la separacién
cromatografica debe ser parte esencial de la determinacion
de provitamina A.

Por més que la cromatografia en capa fina haya sido
muy fitil en el analisis cualitativo, especialmente cuando se
desea seguir el curso de reacciones quimicas, esta técnica ha
tenido poca aplicabilidad en la cuantificacién debido a la
posibilidad de isomerizacion y degradacién en una
superficie altamente expuesta (3) y a la dificultad de retirar
completamente los carotenoides separados para
cuantificacién. No obstante la cromatografia en gas liquido
haya sido de éxito en la elucidacion de estructuras (4), esta
técnica no es apropiada para el anélisis cuantitativo de
carotenoides debido a su termolabilidad y escasa
volatilidad, lo que demandaria su derivacién quimica. El
método tradicional para separar carotenoides es la
cromatografia descendente en columna (flujo por gravedad
auxiliado con trompa de vacio). La separacién es
acomparfiada visualmente y las fracciones se cuantifican en
el espectrofotémetro. La cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) es la técnica considerada como la mas
avanzada en la actualidad, sin embargo, aiin necesita ser
patronizada en varios aspectos antes que pueda ser usada
rutinariamente para la determinacién de provitamina A.

El cuadro, aparentemente confuso debido a la
complejidad variabilidad en la distribucién de los
carotenoides, puede ser un tanto simplificado. Usando la
distribucién de los carotenoides que hoy se conoce en los
alimentos, algunas caracteristicas pueden discernirse las
cuales pueden facilitar la escogencia de la metodologia a ser
empleada, especialmente en lo tocante a la separacién
cromatografica. Segiin la composicién de las provitaminas
A, los alimentos de origen vegetal pueden dividirse en tres
grupos principales: 1) aquellos en los cuales el valor de
vitamina es debido casi exclusivamente al B-caroteno
(p.e., verduras foliares, arvejas, brécoli, batata dulce,
tomate, guayaba de pulpa roja, sandia y mango); 2) los que
tienen el - y P-caroteno como principales contribuyentes
(p.¢, zanahoria, algunas variedades de calabazas aceite de
palma); 3) aquellos en que la B-criptoxantina y el f
caroteno son los principales carotenoides activos (p.e.,
maranén, melocotén, kaki, loquat o nispera, (Cyphomandra
betacea), algunas veces acompafiados por cantidades
apreciables de 5,6 o 5,8 monoepoxi -f- criptoxantina

criptoflavina), (p.e , papaya Spondias lutea o caji).
Conjuntamente, otras provitaminas tambien pueden estar
presentes pero en tan poca concentracién que no afectan
significativamente el valor de vitamina A (1). Por ejemplo,
las verduras foliares algunas veces contienen c-caroteno y/
o P-criptoxantina; el tomate la guayaba roja y-caroteno

~ pero, debido a las cantidades, sus aportes son infimos. En el

mango, la criptoxantina también contribuye cerca de 2 a 4%
del valor de vitamina A, aporte que, dependiendo de la
exactitud deseada, puede ser despreciable. Ademas, los
precursores f-zeacaroteno, 5,6- monoepoxi-f-caroteno y
mutatocromo (5,8-monoepoxi-f-caroteno) son oca-
sionalmente encontrados en alimentos en cantidades
infimas.

En razén de la conocida inestabilidad de los
carotenoides, deben ser tomadas medidas de precaucién
rutinariamente en el laboratorio. Entre e¢stas merecen
destacar: 1) el uso de solventes de grado analitico o
destilados, libres de impureza destructivas (p.e., éter etilico
y tetrahidrofurano libres de peréxidos, cloroformo libre de
acido); 2) proteccién contra la luz y el calor p.e,
trabajandose con poca luz evitindose el calentamiento, 3)
tiempos de anilisis cortos; 4) aplicacion de atmésferas
inertes (p.e. cambiando el aire del recipiente por N,); y 5)
utilizaciéon de agentes antioxidantes y neutralizantes
(MgCo),

Una sistemética recomendable es analizar las muestras
inmediatamente después de recibidas y proseguir hasta el
fin, sin interrupcién. Cuando esta rutina es seguida, el uso
de MgCO,, BHT o pirogalol durante la extraccion no se
hace necesario (5). Segiin Edwards Lee (6) arvejas verdes
dejadas- en reposo durante dos horas después de
homogeneizadas pueden perder hasta 68% de los
carotenoides totales, tal vez mediante accién enzimitica. En
contraposicién a cualquier argumento, nuestra experiencia
muestra consistentemente que el almacenamiento de
extractos o fracciones, aunque sea a baja temperatura
produce alteracién de los carotenoides. Fue también la
experiencia que nos enseiié a no dejar los carotenoides en
acetona por mis tiempo de lo estrictamente necesario para
la extraccion y transferencia con éter de petrdleo.

La presencia de carotenoides cis y epoxi-derivados son
un buen indice de que los cuidados para evitar la
isomerizacion y oxidacién no son suficientes. Al reportar
estos compuestos, el autor debe asegurarse de que los
mismos no son productos artificiales del anilisis.

Uno de los pasos que iltimamente ha sido objeto de
controversias es la saponificacién considerada el mejor
camino para eliminar las clorofilas, lipidos indeseables €
hidrolizar ésteres de carotenoides (3, 7). Khacik et al. (8),
por un lado, reportaron que saponificando los carotenoides
de brécoli crudo con solucién metanélica de KOH al 30%, a
temperatura ambiente por 3 horas en atmoésfera de N, se
pierde el 6% de la fraccién f-caroteno y de 18 a 84% de
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otros carotenoides. Por otro lado, Bushway y Wilson (9) no
notaron diferencia alguna en las concentraciones de a- y B-
caroteno de muestras saponificadas y no saponificadas
(detalles no suministrados). Baranyai et al. (10) afirmé que
no hubo pérdida de carotenoides durante la saponificacién
de un extracto de paprica con solucién metan6lica de KOH
al 30%, temperatura ambiente, atmésfera de N,, por 16
horas. Tampoco hubo pérdida de las provitaminas a-, §- y
y-caroteno en calabaza, tallo y tomate cuando los
carotenoides en éter de petrdleo fueron saponificados con
un volumen de KOH al 10%, a temperatura ambiente,
durante la noche (5). No obstante, en un estudio
comparativo de seis procedimientos de saponificacién, fue
comprobado que tanto las pérdidas cuantitativas como la
formacién de artefactos (isémeros cis epoxicarotenoides)
ocurren y su incidencia aumenta con la temperatura y la
concentracién de KOH (11). La magnitud de la degradacién
vari6 para diferentes carotenoides, siendo las provitaminas
considerablemente més resistentes que la luteina,
violaxantina neoxantina. Las pérdidas de carotenoides se
reducen realizando la saponificacién en frio (temperatura
ambiente), en atmésfera de nitrégeno, o en la presencia de
pirogalol.

Con muestras que contengan apocarotenales, debe

asegurarse la eliminacién previa de toda la acetona, pues -

cualquier residuo de acetona se condensara aldélicarmente
con esos carotenoides formando metil cetonas (12, 13).

METODO DE LA AOAC

Un método ampliamente usado para determinar el
contenido de provitamina A es el método 43.014 de la
AOAC (14), introducido en su forma actual para carotenos
en plantas en 1955. Este comprende la extraccién con
acetona/hexano, filtracién, lavado (S veces) con agua y
aferici6n del volumen con hexano. La solucién es aplicada a
una columna de MgO activado: Hyflosupercel. Los
“carotenos™ son eluidos con el sistema acetona/hexano, la
absorbancia medida a 436 nm y el resultado expresado
em mg de B-caroteno o en U.L

Si bien su simplicidad lo hace muy atrayente, el método
ha sido bastante criticado por no ser apropiado para
determinar provitamina A en alimentos, con la posible
excepcion de las hortalizas verdes. Presimese que la
fraccién obtenida de la columna es B-caroteno o por lo
menos, principalmente p-caroteno. En realidad, para
alimentos de composicién mas compleja, ¢l eluato podra
Contener también las provitaminas menos activas o-
caroteno, f-zeacaroteno, a-criptoxantina, B-criptoxantina
y y-caroteno, asi como los carotenoides inactivos -
Caroteno, d-caroteno, a-zeacaroteno zeinoxantina (5). Con
estas consideraciones no es dificil ver que el valor de
vitamina de ciertos productos vegetales seria ampliamente
superestimado. El valor estimado llega a ser mis que el
doble de lo real en papaya, donde la principal provitamina

es la B-criptoxantina y todavia existen cantidades
apreciables de 5,6-monoepoxi-f- criptoxantina, asi como en
ciertos tipos de calabazas, las cuales contienen cantidades
substanciales de a-caroteno.

Otras dos posibles fuentes de error en ¢l método de la
AOAC pueden ser sefialadas. Se pide un volumen fijo de
solvente de extraccién, sin tomar en cuenta la variacion que
existe entre muestras de diverso tenor de carotenoides. El
trabajar con chrotenoides exige que la extraccién de la
muestra sea reﬁetida hasta obtenerse un extracto incoloro.
Por otro lado, el método mide la absorbancia a 436 nm que
no es el maximo de absorcién del f-caroteno, como ya fue
observado por Simpson (15).

METODOS RECOMENDADOS POR LA COST

Reconociendo las diferentes matrices en que se
encuentran los carotenoides, la COST 91 (European
Cooperation in Scientific and Technological Research)
recomienda tres procedimientos para: A) “carotenos” en
alimentos complejos; B) “carotenos” naturales totales en
frutas, hortalizas material vegetal in natura; y C)
“carotenos” en bebidas (16).

En el procedimiento A, la muestra es sometida a
saponificacién cerca de 60°C, por 30 minutos, con solucién
de KOH, etanol, éter de petréleo ¢ hidroquinona,
aplicindose agitacién ocasional. ‘Después de enfriar, los
pigmentos son trasferidos con éter etilico adicionandose
agua y agitandose vigorosamente. Ya separadas las fases, se
toma una porcion de la fase etérea se retira de ella la
alcalinidad con agua saturada de éter y se evapora
finalmente en rotavapor a 40°C

Segiin el procedimiento B, el material vegetal seco es
dejado durante una noche en hexano/acetona bajo atmésfera
de nitrégeno, saponificase con solucién metandlica de KOH
a temperatura ambiente por 30 minutos. Después de
adicionar agua, se agita y se dejar separar la fase de hexano
Se mide este volumen y una fraccién es evaporada
completamente. El material vegetal fresco es extraido tres
veces con acetona. Los extractos son filtrados, combinados
y su volumen determinado. Una porci6n es colocada en un
embudo de separacién con KOH y después de vigorosa
agitaciébn y reposo de 30 minutos, se adiciona hexano.
Después de nueva agitacién, la acetona y el KOH son

_lavados tres veces con agua.

La muestra de bebida en el procedimiento C es agitada
fuertemente con cloroformo por 30 minutos. La emulsién
resultante es centrifugada, la fase acuosa descartada por
aspiracién, la fase cloroférmica filtrada y una porcién es
evaporada para analisis.

En todos los procedimientos, las huellas de agua son
eliminadas adiciondndose etanol y evaporando. El residuo
de etanol es después retirado con hexano, solvente en el
cual son finalmente dejados los carotenoides. La solucién es
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entonces aplicada a una columna de alimina desactivada y
cluida con hexano hasta que el eluato no contenga mas
pigmento. La absorbancia es medida en longitud de onda
préxima a 450 nm. El éter de petréleo puede ser usado en
lugar de hexano. El contenido de f-caroteno es calculado
usandose Alm‘% = 2590 en hexano, o 2600 en éter de
petréleo. La recuperaciéon promedio reportada para el
procedimiento A es de 95%.

Los métodos de 1a COST presuponen que las cantidades
de a -caroteno que salen eluidas junto con el $-caroteno, asi
como las criptoxantinas dejadas en la columna son
insignificantes. El valor de vitamina A de fuentes que
contienen a-caroteno (como la calabaza) serd luego
superestimado, mientras que aquellas que contienen o o f-
criptoxantina (como la papaya) tendridn sus valores
subestimados. Tales métodos son entonces apropiados
solamente para muestras que contengan cantidades
despreciables de provitamina A que no sean p-caroteno. Por
otra parte, los métodos son laboriosos y pueden ser
simplificados. Por ejemplo, la evaporacion repetitiva para
retirar los vestigios de agua puede ser substituida por la
adicién de sulfato de sodio anhidrido.

Debemos enfatizar ademaés que, si bién los métodos de
la AOAC y COST usan la columna clésica (o abierta),
ninguno de los dos se propone a separar las provitaminas.
Luego, es incorrecto usar ¢l desempefio del método de la
AOAC para demostrar que la técnica de la columna abierta
es un método de separacién ineficiente frente a la HPLC,
como afirman frecuentemente los proponentes de esta
técnica.

METODOS DE COLUMNA ABIERTA

La cromatografia descendiente en columna con flujo
por gravedad, recientemente llamada de “cromatografia en
columna abierta” (OCC), es el método clasico usado para
determinar la composicion de carotenoides de alimentos.
Los materiales absorbentes mas comiinmente usados son el
MgO:Hyflosupercel en varias proporciones y aliimina neutra
desactivada. La gel de silica (4cido silicico) no es un adsor-
bente aceptado porque su acidez inherente puede causar
degradacidn o isomerizacion de los carotenoides (17-19). Se
ha visto que el MgO es ¢l material que menos causa
alteraciones en los carotenoides ailinque lo contrario
también fue observado en MgO activado de acuerdo con el
método de 1a AOAC (20). De las muchas combinaciones de
solventes utilizadas en la elucién, las mas comunes son el
éter de petréleo o hexano con varias concentraciones de éter
etilico, acetona o benceno. Esta técnica (21) ha sido
empleada en nuestro laboratorio por varios afios para
determinar la composicién cuantitativa de carotenoides en
alimentos brasilefios (22-35) y para acompaiiar los cambios
durante el procesamiento o el almacenamiento (36-37). A
partir de las composiciones obtenidas, la cantidad de cada
provitamina, considerando su respectiva actividad, es usada

para calcular el valor de vitamina A. Nuestro procedimientg
ha sido tambien usado por otros laboratorios en el Bragj]
(38-42).

Si el tinico objetivo del analista es determinar el valor
de vitamina A de una cierta fuente, el método clésico para

«carotenoides puede ser considerablemente simplificado (5).

La versién simplificada consiste en macerar la muestra (la
cantidad depende del contenido de cada material, p.e., § g
para tallo, 10 g para tomate, 20 g para papaya) con acetona
a 4 6 5°C y celite en batidora (waring blendor) o
homogenizador (sin fugas) con vaso de vidrio o acero
inoxidable, durante 1 o 2 minutos, seguido de un paso de
filtracion en embudo Biichner o de vidrio sinterizado
ordinario. Para aumentar la extractabilidad de algunos
tejidos resistentes a la penetracién del solvente, como son
las hortalizas, se coloca la muestra finamente picada
previamente en acetona por 20 minutos en la heladera; otros
tejidos como la calabaza y el maiz pueden ser
homogeneizados con pequeiias cantidades de agua antes de
la extraccién. La extraccion y filtracion deben ser repetidas
dos o tres veces hasta que el residuo aparezca sin color.

Los carotenoides son trasferidos con éter de petréleo de
forma suave gradual en un embudo de separacién. Para
evitar la formacion de emulsion, la cual es dificil de
deshacer y ocasiona pérdidas de pigmento que pasan para la
fase acuosa, se adiciona la solucién aceténica en varios
tiempos al éter de petréleo que se encuentra en el embudo.
Después de cada incremento, se agrega agua contra la cara
interna de la pared del embudo de tal forma que no haya
agitacion. Una vez separadas las fases, se descarta la
inferior y se repite el proceso con un nuevo incremento del
extracto cetdnico. Cuando todo el extracto se encuentra en
¢l embudo, se lavan otras cuatro o cinco veces con agua
para retirar la acetona residual. La fase de éter de petrleo
con los carotenoides es después secada con NaSO, anhidro
y concentrada en un rotavapor a menos de 35°C.

El concentrado es aplicado como una cobertura delgada
al extremo superior de una columna de MgO:Hyflosupercel
(1:1) previamente embebida en éter de petrleo. La
cromatografia se desarrolla con los siguientes eluyentes
(sendas porciones de S0 ml) éter de petrdleo, 1, 2 y 5% de
éter etilico en éter de petréleo y 1, 2, 5 y 8% de acetona en
éter de petréleo. Uno o mas de esos pasos pueden ser
omitidos o los volimenes adaptados dependiendo de los
carotenoides presentes en la muestra.

La columna de vidrio (2 d.i.. x 20 ¢cm) es empacada
primero colocando un tap“n de lana de vidrio en el fondo y
después llenandola con el adsorbente hasta una altura de 1.5
cm (14). Mientras se aplica succién a la salida de la
columna por intermedio de un sistema de matraz-trompa de
vacio, la parte superior es presionada levemente con un
instrumento plano (p.e. un corcho insertado por la base
menor con una varilla de alambre) hasta disminuir la altura
a 10 cm. Sobre la superficie plana de la columna coldcase
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una capa de 1 cm de Na SO, anhidro. La succién es
mantenida durante toda la cromatografia. La separacién de
los carotenoides es seguida visualmente y cada banda
correspondiente a las provitaminas es colectada separa-
damente y transferida a un balén volumétrico. Debido al
efecto del solvente en la absorbancia, es necesario lavar
cuatro veces con agua aquellas fracciones que contienen
acetona y secar con Na,SO, antes de colocar en el bal6n
volumétrico. El volumen se completa con éter de petrleo y
se toma el espectro entre 550 y 350 nm (cubeta de 1 cm).
La concentracion de cada provitamina se calcula usando la
absorbancia maxima y la absortividad respectiva tabulada
(7), segiin la expresion:

Abs. Max. x Vol. (ml)x10°
A, '*x 100 x Peso de la muestra (g)
A, '"es 2800 para a-caroteno. 2592 para f-caroteno y
2386 para criptoxantina en éter de petréleo.

A pesar de que el método de columna con flujo por
gravedad ha sido llamado de “complicado” en la literatura,
su simplicidad puede ser demostrada considerando los tres
grupos antes mencionados. Para el 1® grupo, la elucién
termina con la salida de la primera banda anaranjada, que
es el B-caroteno y el cual es desplazado con éter de petréleo
puro (o con solucién de 5% de éter de petréleo,
dependiendo de su concentracién). Para el 2° grupo, «-
caroteno ¢l cual eluye antes que el P-caroteno, las dos
bandas son colectadas separadamente. En los dos casos,
todos los demés carotenoides (y clorofilas cuando estidn
presentes) quedan retenidos en la columna,

Provitamina (ug/g) =

La situacion es menos simple cuando se considera el
tercer grupo. Los hidroxicarotenoides en frutas se
encuentran principalmente esterificados con acidos grasos.
Antes de la cromatografia es menester saponificar el
extracto para obtener los carotenoides libres. La fraccién de
B-criptoxantina es eluida después del B-caroteno y, por
tanto, la cromatografia debe extenderse inclusive hasta la
eliminacién de algunos carotenoides inactivos que inter-
fieren. En el caso de la Spondias litea, por ejemplo se eluye
primero el a-caroteno, seguido del B-caroteno, &- caroteno,
zeinoxantina, B-criptoxantina y criptoflavina; asi, solo las
fracciones 1, 2, 5 y 6 son colectadas y cuantificadas. En el
loquat, el orden de elucién es f-caroteno, {-caroteno,
neurosporeno, B-criptoxantina y 5,6-monoepoxi-f-
criptoxantina, de los cuales apenas las fracciones 1, 4y 5
tienen actividad (la dltima se encuentra en cantidades tan
bajas que puede ser despreciada). En algunos cultivares de
papaya de pulpa roja, el 5,6 -monoepoxi-f-criptoxantina
confribuye entre 13 y 16% del valor de vitamina A total y
debe entonces ser recogido y cuantificado. Los carotenoides
como licopeno, luteina, violaxantina, zeaxantina y
neoxantina, que se encuentran en grandes cantidades en
algunos alimentos, se absorben fuertemente a la columna y
no son eluidos. Si se desea la composicion completa de las

provitaminas, esta técnica permite la separacién y
cuantificacidon de todas ellas, incluyendo las menos
expresivas, siempre que no importe la prolongacién y
complicacién del analisis.

La saponificacion es también necesaria para eliminar
lipidos indeseables de muestras aceitosas. La mejor manera
de realizar esta operacion es adicionando un volumen de
KOH metandlico al 1% después de haber transferido los
carotenoides al éter de petrdleo. La reaccién se realiza
durante la noche, en la obscuridad y a temperatura
ambiente. Después de lavar cinco veces con agua y secar
con Na, SO, la solucién de carotenoides es concentrada
para ser aplicada a la columna. Dependiendo de las
condiciones, especialmente alta temperatura y
concentracion de KOH, la saponificacién puede producir
degradacién y compuestos artificiales (11).

Los absorbentes encontrados comercialmente suelen
variar en su capacidad adsortiva y la més pequena cantidad
de impurezas puede alterar el poder de eluci6n del solvente.
Si bién las variaciones de calidad son mayores entre
fabricantes, ellas también existen entre lote y lote y son més

‘notables en los paises en desarrollo.

Por lo tanto, no deberia sorprender si en su primera
tentativa un laboratorio no logra reproducir las separaciones
reportadas en la literatura; esto apenas significa que algunas
medidas de ajuste deben ser tomadas. La capacidad
adsortiva puede ser aumentada activando el adsorbente a
110°C durante 4 h, o disminuida elevando la proporcién
del Hyflosupercel (p.e., 1:2). Los volumenes de elucién
también pueden ser modificados. Por ejemplo, para
aumentar la separacion entre el a- y f-caroteno, puede
usarse MgO:Hyflosupercel (1:1) activado, o aumentarse el
volumen de los solventes iniciales. Afortunadamente, el
hecho de que los carotenoides poseen color permite, la
visualizacién de las bandas, lo que facilita las separaciones.

En muestras que contienen cantidades apreciables de
isomeros cis, es probable que estos tengan que ser
separados de los trans debido a la menor actividad biolégica
que los primeros poseen (p.e., €l 13-cis-B-caroteno . tiene
53% y el 9-cis-B-caroteno apenas 38% de la actividad del
trans-B-caroteno). Para separar los isdmeros, las fracciones
de provitaminas A obtenidas en la columna de MgO:
Hyflosupercel son recromatografiadas individualmente en
columna de Ca(OH),, marca Mallinkrodt (43) y
desarrollada con varias concentraciones de éter etilico en
éter de petréleo (33). Sweeney Marsh (44, 45)
recomendaron el uso de una columna de dos fases (3 cm
Ca(OH), y 7 cm Mg(OH), :Ca(OH), 1:6) y desarrollaron
con 0,5% y 1,5% de p-metilanisol en éter de petr6leo para
a- y B-caroteno, respectivamente.

- Tsai et al. (46), propusieron el empleo de una columna
abierta recicable, rellena con material RP-C,; (50 um) para
HPLC preparativa, cluida isocraticamente con acetonitrilo-
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metanol-cloroformo (47:47:6) y flujo forzado con N, como
alternativa para el uso del aparato de HPLC en laboratorios
de escasos recursos. Para evitar el empleo de acetonitrilo,
solvente téxico y caro, la elucién tambien puede ser
efectuada con acetona con concentraciones decrecientes de
agua (15, 10, 0%), lo cual mejora la recuperacion de $-caro-
teno (47). Este sistema es recomendable sélo para
hortalizas, siendo el orden de elucién xantofilas, clorofilas
y B-caroteno. Para otros alimentos, el método no ofrece
separacion eficiente: los a- y B-carotenos no se separan, o lo
hacen a duras penas, el licopeno se difunde por la columna
mezclandose con el B-caroteno y la f-criptoxantina (47).
Las variaciones que se encuentran entre los métodos de
columna abierta fueron descritas por Simpson et al. (48).

METODOS POR HPLC

Como ocurre en otras ireas, la HPLC es considerada
como lo mas avanzado que existe para determinar
provitamina A . La mayor parte de los métodos utilizan
columnas de fase inversa (RPC ) (9, 49-58). El MgO no es
suficientemente estable dentro de la columna para HPLC
(59), no obstante hayase mostrado eficiente en la separacién
de los carotenoides de frutas citricas (60, 61). Igual que en
la OCC, sospéchase aqui que la silica promueva
degradacién de los carotenoides dentro de la propia
columna (62).

Las fases mdviles mas comunes son combinaciones de
acetonitrilo, cloroformo, diclorometano, tetrahidrofurano,
metanol y hexano usados isocraticamente. La elucién con
gradientes requiere largos periodos para restablecer el
equilibrio después de cada corrida (49, 63), aiin cuando el
tiempo puede ser reducido a 1 min. con cartuchos de C, en
mdédulos radialmente comprimidos y un sistema de solvente
con 3% de agua hasta 10% de tetrahidrofurano en metanol
15).

Las muestras de alimentos suelen requerir el cambio
frecuente del material de las precolumnas, o de su lavado
con metanol cloruro de metileno/hexano (50, 64). .

Varias son las ventajas enumeradas para los métodos
por HPLC: 1) rapidez; 2) simplicidad; 3) reproducibilidad;
4) menor exposicion al oxigeno, luz, adsorbente y solvente;
5) exactitud; 6) separacién eficiente y 7) sensibilidad.

Observando la literatura con atencién, sin embargo se
aprecia que ningin método de HPLC es todavia aceptado de
forma general, permaneciendo asi esta poderosa técnica
apenas en potencial dentro del area.

Casi todo trabajo de HPLC comprende una demorada
preparaciéon de la muestra, los resultados se refieren
frecuentemente apenas al f-caroteno (aidn en alimentos que
contienen cantidades apreciables de a-caroteno y B-cripto-
xantina), ademis de presentar datos ampliamente
divergentes (1). Estas fallas, obviamente irdn siendo

corregidas a medida que aumenten nuestros conocimientos
sobre la aplicacién del método al analisis de la provitamina
A. En los paises en desarrollo permanecera todavia el
problema del alto costo del instrumento y su
mantenimiento.

La cuantificaciéon en HPLC puede ser problemética ya
que se requiere tanto de resolucién 6ptima y de correcta
calibracion con patrones adecuados. Como los carotenoides
poseen diferentes coeficientes de absortividad y méaximos
de absorcion en longitudes de onda diferentes (Tabla 1), la
normalizacién interna y el calculo de los picos en
porcentaje del area total son datos que conducen a errores
numéricos. La calibracién con un patrén externo presenta
algunos problemas ya que la constante inyeccién de
patrones confiables se hace necesaria. Solamente el a y f -
carotenos son encontrados en el comercio y ademas de eso,
Quackenbush y Smallidge (55), encontraron una variacién
en el porcentaje de trans-f-caroteno de 0,6 a 88,7% entre
seis de los distribuidores mas importantes. Por otro lado y a
pesar de las frecuentes afirmaciones de que las soluciones
patrones son estables por semanas o meses, nuestra
experiencia y la de otros investigadores (55, 65) indica que
los patrones sufren rapida degradacién después de abierto el
recipiente sellado. Las soluciones patrdn deben ser usadas
recién preparadas, tener su concentracién verificada por
espectrometria y su pureza por TLC. Los patrones para
otras provitaminas, como no se¢ encuentran en el comercio,
son obtenidos de fuentes naturales purificados por OCC o,
alternativamente, colectadas después de repetidas
operaciones de HPLC. Cualquiera de las dos alternativas,
sin embargo, complica y demora el analisis

Si bien los patrones de provitaminas son también
requeridos en la determinacién inicial de los factores de
respuesta, la calibracién con patrén interno tiene la ventaja
de que los inestables patrones de provitaminas no son
necesarios con la misma frecuencia que en el caso de la
patronizacién externa. Decapreno-$-caroteno (64) y Sudan |
(55) ya fueron recomendados como patrones internos. El
primero es un carotenoide C,, que contiene dos unidades
isoprénicas mas que el B-caroteno, no es un compuesto
natural, es més estable que el a- y B-carotenos pero no esta
disponible comercialmente (no obstante los autores afirman
que ¢l compuesto es de facil sintesis industrial). El segundo
¢s un producto que no se amolda a la regla de que el patrén
la substancia en andlisis deben tener estructuras similares.
Su uso es valido por ser estable, y comercialmente
disponible, ademéas de cumplir con los requisitos
fundamentales de longitud de absorcién maxima,
solubilidad semejante y no interferencia en sistemas
cromatograficos de fase inversa. Es menester, sin embargo,
retirar antes de la cromatografia las clorofilas, los dihidro y
polioxicarotenoides porque estos son eluidos en la misma
posicién del Sudan I.
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Una ventaja obvia de la HPLC sobre la cromatografia
en columna abierta es la mayor reproducibilidad de la
separacién. Con la OCC esto depende principalmente de la
habilidad del técnico en rellenar la columna y visualizar las
bandas.

Teéricamente, la alta capacidad de resoluciéon de la
HPLC (66) deberia permitir la determinacién completa de
la composicién de provitamina sin tener que recurrir a la
recromatograia, como ocurre con la técnica de columna
abierta, en especial para los isémeros cis. En la prictica, sin
embargo, tal grado de eficiencia no se manifiesta (1).

Bushway (51) us6 cuatro columnas comerciales RP-C |
cinco sistemas de solvente para fase inversa, asi como
columnas de alimina y amina. Sus cromatogramas
mostraron la dificultad que existe en separar los diferentes
carotenoides y los isémeros cis y trans. Debido a la
complejidad de la composicion de los carotenoides, €l autor
expres6 dudas de si un método cualquiera de HPLC seria
capaz de cuantificar las principales provitaminas de toda
fruta y verdura.

Quackenbush Smallidge (55) experimentaron mas de
20 columnas comerciales, entre C, y C,, y solamente tres
mostraron alguna separacién de los isémeros cis y trans del
B-caroteno, siendo la Vydac TP-201 la més efectiva. La
elucioén se efectué con gradiente descontinuo de metanol
hasta metanol:cloroformo (94:6), o isocriticamente con
metanol:cloroformo (94:6). Ese sistema fue probado con
algunas muestras de alimentos para cuantificar tan sélo los
isémeros cis y trans del @-caroteno, aun asi, apenas en
términos relativos (67).

Una buena separacion de los isémeros cis del B-
caroteno fue obtenida con una columna de Ca(OH),
rellenada en laboratorio y desarrollada con acetona al 0,1 o
0,5% en hexano (68) o con acetona:hexano (3:97) (69). Este
dltimo sistema fue aplicado a muestras de alimentos pero
los valores absolutos de cada isomero no fueron dados,
siendo imposible comparar un alimento con otro, ademaés de
no haber sido consideradas las otra provitaminas.

El contenido de provitamina A de algunas muestras de
alimentos fue determinado usindose cromatografia en
columna de MgO:Hyflosupercel y HPLC en fase inversa,
con cuantificacién por patronizacién externa o interna con
Sudan I (70). Los resultados mostraron que cualquiera de
las técnicas puede ser usada siempre y cuando el anélisis
proceda en condiciones 6ptimas. El mejor camino es usar
HPLC con patronizacién interna complementado con el
método de columna abierta.

CONFIRMACION DE LA IDENTIDAD DE LAS
PROVITAMINAS

Obviamente que para una cuantificacion segura de las
provitaminas es necesario que haya primero una
identificacién conclusiva. Para los carotenoides ya

conocidos, la identificacién conclusiva puede darse
mediante la combinacién consciente de parimetros tradicio-
nales como €l comportamiento cromatografico, espectro de
absorcién y reacciones quimicas especificas. Los datos
cromatogréaficos (orden de elucién en OCC, tiempos de
retencién en HPLC valor de Rf y co-cromatografia por
TLC) proporcionan las primeras indicaciones sobre la
identidad, pero no deberian ser usados como tnico criterio.
El espectro visible permanece como el medio de
diagnoéstico mas accesible al investigador. Su valor se
fundamenta en la interacciéon de la luz con la cadena
polienica conjugada y otras caracteristicas estructurales (7).
El tipo, localizacién y nimero de grupos funcionales en las
xantofilas puede ser confirmado con las reacciones
especificas para los grupos (3).

Los carotenos a-, -, y-caroteno y P-zeacaroteno,
poseedores de actividad provitaminica A, los inactivos C- y
O-caroteno y el licopeno pueden ser distinguidos por sus
espectros de absorcion visible (Tabla 1). El espectro de
B-criptoxantina es similar al del P-caroteno y los de
a-criptoxantina y zeinozantina son parecidos al del a-
caroteno. Los hidroxicarotenoides, sin embargo, por ser
mas polares, se absorben mas fuertemente a la columna de
fase normal y a la capa fina de silica, y ademas, la
presencia del grupo hidroxilo puede ser confirmada por
acetilacion con anhidrido acético. Es claro que esta reaccién
no diferenciaria entre los dos monochidroxiderivados del a-
caroteno (Figura 1) que exhiben espectro idéntico y
comportamiento cromatografico similar. Si bién estos
pueden ser distinguidos por resonancia magnética nuclear
y espectrometria de masa, la respuesta a la metilaciéon con
metanol acidificado es clara y simple: la zeinoxantina, que
es inactiva, responde negativamente y la provitamina
a-criptoxantina de forma positiva, debido a la posicién
alilica del grupo hidroxilo. Ya es sabido que la a-
criptoxantina se encuentra mas ampliamente distribuida que
la B-criptoxantina (71) a pesar de no ser un pigmento
principal y su contribucién al valor de vitamina A sea
frecuentemente considerada insignificante. La zeinoxantina
también es un pigmento comin, y suele estar en mayor
concentracion, lo que puede inducir a un error si es
confundida con la a-criptoxantina. En la fruta brasileiia
Spondias liitea, por ejemplo, esa superestimacion podria
llegar hasta 19% (31).

La localizacién del epdéxido en la P-criptoxantina
monoepdxido determina si el carotenoide tiene actividad o
no. El espectro visible y la reaccién del epéxido (Tabla 1)
demuestra Gnicamente si el grupo es 5,6 6 5'.6'. Por
resonancia magnética y espectrometria de masa fue
establecido que, en la papaya, la posicién de la funcién es

/5,6 y por lo tanto tiene actividad provitaminica (72).

Aiin con un método quimico correcto a su disposicién,
el quimico analitico debe enfrentar dos problemas mas 1) la
variacion natural entre lotes diferentes del mismo alimento
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y 2) los factores de conversién para transformar el
contenido de provitamina en valor vitaminico o actividad
vitaminica A.

Esta demostrado que la composicién de carotenoides
varia en funcién de factores tales como el tipo de cultivar,
estado de maduracién, composicién del suelo, clima, parte
de la planta utilizada, duracién de la poscosecha,
condiciones de almacenamiento, etc., haciendo que el
muestreo sea de fundamental importancia para un resultado
confiable. Datos obtenidos de muestras de lote tinico, por
tanto, son de dudosa validez y en nuestra opinién,
informaciones adicionales sobre variedad o cultivar, estado
de maduracidn, parte analizada, etc, deben complementar
los resultados.

Pequenas inexactitudes en el método analitico son
despreciables en relacion a errores grandes introducidos al
efectuar 1a conversion de provitamina para actividad de
vitamina A. Los valores son comiinmente expresados como
equivalentes de retinol (ER) o unidades internacionales (UI)
por 100 g, el primero siendo preferido. Por definicién, 1 ER

es igual a 1 pug de retinol, 6 6 ug de f-caroteno, o 12 pug de
otros carotenoides activos. La unidad internacional, por su
lado, es una décima parte del ER, de forma que 1 UI es igual
a 0,6 ug de B-caroteno (73). Estas equivalencias adoptadas
por recomendacién de un Comité de Peritos de la FAQ/
WHO, presuponen que apenas, 1/3 del B-caroteno es
absorbido en el intestino y que, ademas, existe una
eficiencia de conversién posterior de 50%. De esa forma, la
biodisponibilidad total del caroteno resulta igual a 1/6 , de
la del retinol. Simpson y Tsou (74) consideraron que los
factores de la NRC-NAS pueden ser demasiado
conservadores, mientras que Bauernfeind et al. (75)
afirmaron que una relacién mis realista deberia ser de 2 ug,
y no 0,6 pg de B-caroteno paral U.L

Dejando de lado esos puntos de vista conflictivos, debe
ser observado que el uso de un tinico factor de conversién
para caroteno en toda una gama de fuentes alimenticias es
una supersimplificacién. Siendo imposible obtener un
factor para cada alimento en separado, probablemente se

TABLA 1

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS PROVITAMINAS COMUNES Y
CAROTENOIDES INACTIVOS QUE INTERFIEREN EN EL. ANALISIS

Carotenoide Provitamina A A max (n) e/ Ensayos quimicos
actividad (%) €ter de petréleo
B -caroteno 100 (425), 448,475 = e
a-caroteno 50-54 422,444,473 0 e
G-caroteno inactivo 378,400,425 = eeeeeeeee-
B -zeacaroteno 20-40 406,428,454 @ e
d-caroteno inactivo 431,456,489 0000 eeemmeeeeee
y-caroteno 42-50 437,462,494 =00 eeeeeeeene
licopeno inactivo 446,472,505 =00 e
5,6-monoepoxi-B- 21 (423), 444,473 epoxido +, desplazamiento de
caroteno 20 nm al adicionar HCI diluido
mutatocromo 50 409, 428, 452 epoxido +
a-criptoxantina activa 422,444,473 acetilacién +
(sin datos) metilacién +
zeinoxantina inactiva 422,444,473 acetilacion +
metilacién
8 -criptoxantina 50-60 (425), 449, 476 acetilacion +
metilacion
5,6--monoepoxi-B- activa (422), 444,473 acetilacion +

criptoxantina (sin datos)

metilacion - , desplazamiento de
20 nm al adicionar HCI diluido

Los nimeros en paréntesis representan un “hombro”; epdxido + significa que el color naranja se torna azul o verde azulado cuando la placa de TLC se

expone a los vapores de HCL.
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deben establecer factores para grupos de alimentos, tales
como verduras crudas, verduras cocidas, frutos de palmas,
etc.

Hasta que esos factores no sean mejor definidos, los
resultados de los anilisis deben continuar siendo referidos
en términos de contenido de provitamina A por unidad de
peso, paralelamente con el valor vitaminico A aproximado
para poder més tarde efectuar célculos actualizados.

Por todo lo expuesto, gran parte de la inexactitud de los
datos hoy dia existentes, es debida no a las técnicas
analiticas en si, sino a la aplicacién inadecuada de las
mismas y a la interpretacion errénea de resultados.
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