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IUWJMEN De los compuestos carotcnoides uno de los más in- 
portantes es el 13 caroteno. ya qut> es el precursor dt: la vitamina A, 

- la cual es imprcscimhble en la dleti del hombre. Para la detección 
de [jcaroteno se uulizó un sistema de HPLC isocrático, de fase re- 
versa, con detección a 436 nm Se empleó como fase móvil metz- 
nol-acctonitrilo (9:l). inycctándosc entre 5 y 20 pL de muestra o 
patrón, a través de un inyector manual Rheodyne. Como patrón 
externo se utilizó ll-caroteno, en un rango entre 0.14 - 1.12 vg 
/20 pL de n-hexano. El método desarrollado alcanzó una sensibili- 
dad (2DS) de 35,45 pmol/L; coeficiente de variación de 2,2 ‘ro; 
recobrado de 93 %; tiempo de retención promedio @caroteno) 
21.8 min; factor dc capacidad de 9.07 y 8.37, para el CX y pcaro- 
teno. respecctivamentc, y una selectividad de 1,09. Los resultados 
demostraron que la técnica desarrollada puede aplicarse a muestras 
biológicas para Ic\ detección de [ì-caroteno en suspensiones de este 
compuesto en accitc vegetal. obteni& a partir de microalgas. 

ABSTRACT. Hcarotene is one 01‘ the most tmportant carotcno~d 
compounds. because lt is vitamin A precursor. which IS md~qn~ 
sable in the man diet. It was uscd an 1socratIc wver\cd phase 
HPLC system, with methanol-acctomtnlc (Y 1, vlv) av thc mohdc 
phase to determine pcarotcne Thls compound was quanulied us 
ing an UV-VIS detector at 436 nm. applying thc mcthod 01’ exter- 
nal standard with p-camrenc. Thc ctrncaitrations of working 
standard solutions werc bctwcm 0.14 1.12 pg120 pL m whex- 
ane. With this technique it was obtamcd a sLnsltivlty 01 
35,45 pol/L; analytical rewvery. Y3 ‘%, prwision. 2.2, T). aver- 
age retention time. 21.7 min; capacity factor, Y.07 and X.37. of u 
and p-carotene respectively, and a selectivlty of 1 .oY Mclhod ap- 
plicability for oily suspensions of rmcroalpac rich m II-carotene 
was demonstrated. 

INTRODUCCION 

La mayoría de los estudios sobre carotenoides han esta- 

do relacionados con el aislamiento e identificación de estos 

pigmentos en plantas’ y en fluldos o tejidos de animales infe- 
riores,2 aunque evidencias recientes sugieren que algunos de 
estos compuestos, además de su capacidad para actuar 

como precursores de la vitamina A (provitamina A), pueden 
estar involucrados en otros procesos bioquímicos en anima- 

les superiores y humanos. 

Se ha postulado un efecto protector del p-caroteno con- 
tra el cáncer.3e5 El hecho de que esta hipótesis sea aún algo 
especulativa, no ha Impedido el surgimiento de un nuevo inte- 
rés acerca del papel de los carotenoides en los organismos 
vivos 

Diferentes factores han revitalizado el interés en la deter- 

mlnación del (J-caroteno (provitamina A). Entre ellos, se tiene: 
el déficit persistente de vitamina A en países en desarrollo, in- 
vestigaclones recientes que le atribuyen una gran importancia 
y una activa participación contra el estrés oxidativo, y la posi- 

bilidad de detectar estos com uestos por cromatografía líqui- 
da de alta resolución (HPLC). ! 

Se ha recomendado el uso de las columnas de fase re- 

versa (RP) para la detección de carotenos por HPLC, ya que 

existen evidencias que la gel de sílice utilizada en las colum- 

nes de fase normal, cataliza la degradación de esos com- 

puestos.7 

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer una 

metodologia sensible, precisa y exacta para la determinación 

del (karoteno por HPLC, con detección visible, utilizando co- 

lumnas RP en suspensiones de este compuesto en aceite ve- 

getal, obtenidas a partir de microalgas. 

MATERIALES Y METODOS 

Para la detección y determinación del [karoteno se utili- 
zó un sistema HPLC Unicam isocrático de fase reversa, com- 
puesto por una bomba PU 4100 y un detector UV-VIS PU 
4021, a una sensibilidad de 0,08 abs., y a una longitud de 
onda de 436 nm Como fase móvil (FM) se uthzo la mezcla 
de metanol-acetonitrilo (9:1), con velocidad de IIUJO de 
2 mUmin 

Para la aplicación de la muestra y los patrones (5-20 pL), 
se utilizó un inyector manual Rheodyne 

La separación de la muestra y los patrones se realizó en 
una columna Supelcosil LC-18 (250 x 4,6) mm, rellena con 

partículas esféricas de 5 Pm, monomérica, con un diámetro 
de poro de 1u5 nm, con precolumna Pelliguard de (50 
X4,6) mm, empacada con material pelicular, de 40 pm de diá- 
metro. 

Como patrón externo se empleo (karoteno (Sigma, 
USA) (que contenía entre 10 y 20 % de alfa-caroteno) 

El patrón externo se disolvió en n-hexano, pkparándose 
una solución patrón de concentración 56 mg/L, de la cual se 
tomaron diferentes alícuotas para la preparación de la curva 
de calibración (rango: 0,14 -1 ,12 pg/20 pL) 

El cálculo de las alturas de los picos cromatograflcos se 
realizó mediante el paquete de programas CHROMPC 

Los solventes utilizados fueron calidad HPLC Las mues- 
tras y los patrones fueron conservados a -20 OC hasta cl mo- 
mento del análisis. Las determinaciones se realltaron, como 
mínimo, por duplicado. 

La validacion del método desarrollado se realizo median- 
te los ensayos de, senaibllidad (segun el criterio del doble de 
la desviación estándar, 2s). repetibilldad (calculando el coe- 
ficiente de variación. CV(%), en la determmaclon de una 
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muestra); exactitud (calculando ei porcentaje de recobrado, 

por el método de adición de corwsniracfones conocidas del 

patrón externo a una muestra de concentracion ya determina- 

da) Los resultados se procesaron mediante el paquete de 

programris c~iacfi~ticos. MKHOSTAT * Adema?. se cAcula- 

ron los factores de capacidad (k’) y 12 seiectivided (u)‘,” 
para cl (1 y 1: wro?erw 

Ei metodc cropu esto se ensaya en suspcnsfones de fì- 

carotenc en acepte vegetal, obtenrdas a partir de cultivos de 

C)una/ie//a haríjawi! 

RESULTADOS Y DISCUSION 

1-d cutvrì de caifbracfon del patron externo presento un 

comportarnfento lineal (r - 0,988 6). Indicando que extste una 

buenil respuesta de fas alturas de los picos a las distintas 

concentrwfoncs de aquel on un r?ngo de 9 14 a 1,12 frg, 

para un v( umen de inyeccion d,? 20 f:L 

i.a tabia I mues?ra ii, lep~e+rb+idad para la determinaclon 

de Il-caroteno por HPLC, en lur F tracto de mfcroalgas unfce- 

fulares, encontrandosc un coef!c!,ntr de vatfacion del 2,2 ‘55 

(r: - 3), ei cual resulta simular ,-I I s reportados,““’ para este 

tipo de analisis Ademas. el lwnpo de retcncfon del f\-carotc- 

no vartó solamente en i ,2 ‘:~ 

TABLA I 
Repetibilidad en una muestra 

Inyeccir’n tr Altur<i I<-caroteno 

(mIn\ del pk:u (mg/L) 

21 .G 2 065 413 

II 215 3 147 429 

Il¡ 22.9 2 150 430 

Es necesario senaiör que en oste tipo tic fecnk:~ rcsul- 

ta 11’7 CriierlO generalizado. qw ci ti~?f!~po de I,I c.:irnd,r crnmd 

togra:lca paira fina rrli,cstra nc, ,:rccdr~ /CV, 30 III,:, F'ilril lograr 

es?e requerfmlento, f!!e noces,):-ir: !0flt/df ~r~!o~.~d~trfcs dc flr~~o 

relatwamcnie altas (2 nL/mlrr) 

Los picos corrnspondfentcs <I ?i: ;:~Xot:wr~o<, , ‘4 1 .Irotc 
no se muestran en un crorn.ltog:.I iw del piil~rlrl ~!xtcrno 

(Ffg 1) 

mV 

--.-.-,d’ k___--.._ _ cI 

- 2,o r 1 I I 1 I 1 f ---l-7 

0,o 3,o 6,0 9,0 12,o i5,O 46,O 21,o 24,0 27.0 30,O mln 

FICJ 1, Cromatograma del patron externo ([Gcaroteno) a 436 nm CondIcIones cromatograflcas columna Supelco-ll LC-18 

Fase mowl: metanol-acetonitrllo (9:l). Veloctdad de flujo. 2 mL/mln Concentraclon de [i caroteno. 1 ,12 ,q:20 IIL 

J -. Caroteno 

1 - Caroteno i” 
l 

\ 

i 1 

La prueba de exactitud (Tabla ll) alcanzó, como media 

general un 93 ‘% de recobrado La ecuación de regresión que 

relactona las concentraciones de patrón externo adicionado 

(CPEA ) y las concentraclones totales de Il-caroteno halladas 

(CTH) en la muestra (concentracion original de muestra + 

CPEA) resultó. 

CTH -- 0,518 + 1,14 (CPEA ) 

TABLA II 

r = 0,974 3 

Determinación del recobrado por adición 
de [karoteno a una muestra 

Ii-caroteno Muestra t /{-caroteno Recobrado 
anadido Teonco Peal (X) 

0,18 0,63 0.64 103 

0,28 6.73 0,66 91 

0,37 O,E2 0,70 05 

0,555 1 ,Ol 0.95 94 

Promedio 33 

Los valores de recobrado obtenfdos se correspondteron 

con lo esperado, al utilf7ar una fase est~cfon~na monomcnca 

y como FM metano1 l3 

Los parametros fundamentales del metndo cromatograff- 

co desarrollado se presentan en la tabla II! 

TABLA III 
Característica8 generales del método cromatográfico 

desarrollado 

Parametros 

Sensibilidad (2DE 

CV (Y) 

fiecobradc ; ‘<>) 

Seiectlvfdad (1’ i (1) 

Tlernpos de retcncion 

Il-caroteno 

tr-caroteno 

Factor de capacidad (k’) 

I\-carotenc 

tr-carsteno 

V~lotcs 

35 4S flmol/L 

22 

93 

1.09 

(min) 

21.8 

20,6 

k 08 

8.37 
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Se obtuvo una sensibilidad de 35,45 pmol/L (380 ng en 
un volumen de inyección de 20 pL), lo cual permitió realizar el 
análisis cuantitativo de las muestras analizadas. 

Los valores de k’ obtenidos para el a y B-caroteno (pre- 
sentes en el patrón externo) fueron de 8,37 y 9,08, respecti- 
vamente, indicativos de una adecuada separación (Fig. l), la 
que se ve expresada mediante un valor de selectividad de 
1,09. 

Tanto las k’ como la selectividad calculada, satisfacen 
los requerimientos establecidos para estos importantes pará- 
metros cromatográficos, ya que teóricamente, se consideran 
como valores óptimos para la k’ y la selectividad, aquellos 

que se encuentran entre 1 y 10 rra la primera y los que son 
superiores a 1, para la segunda. 

Las figuras 1 y 2 muestran cromatogramas tipicos del 
patrón externo y de la muestra, respectivamente, donde se 
ilustra la separación cromatográfica alcanzada. En la figura 1, 

se observa la separación entre los isómeros (x y Ir presentes 
en el patron de (Ii-caroteno utilizado, mlentras que en la figu- 
ra 2 (muestra) sólo es detectado el Isomero Ii, lo cual puede 
interpretarse como que el isómero a estaba en concentracio- 
nes por debajo de la sensibilidad del método (que no esta de- 
terminada para este compuesto), o no se encontraba prescn- 
te en esta muestra. 

B - Caroteno 

l-l 

ir( )” ---/ 
-2,oi 1 I I I I 1 l 1 1 I 

0,O 3,0 6,0 9,0 12,O 15,o 16,O 21,o 24,0 27,0 30,O nim 

Flg. 2. Cromatograma del extracto de mlcroalgas unicelulares a 436 nm 

CondIciones cromatoaráficas: columna Suoelcosll LC-18. Fase móvil: metanol-acetonltrtlo (9.1) 

Ve&cidad de flujo: 2 ,i/min Volumen de Inyección: 20 PL 

Estos resultados demuestran que la técnica desarrollada 
podría ser usada para la detección de I\-caroteno en suspen- 
siones en aceite vegetal obtenidas a partir de microalgas, en 
niveles de concentración tan bajos como 35,45 Ilmol/L 

CONCLUSIONES 

El método analítico desarrollado para la determinación 
de (Gcaroteno en suspensiones en aceite vegetal obtenidas a 
partir de microalgas, empleando HPLC en fase reversa, es 
sensible, preciso y exacto, lográndose altos valores de reco- 
brado en la columna monomérica CIB utilizada. 
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