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RESUMEN. De los compucstos carotenoides uno de los mas im-
portanies es el B-caroteno, ya que es el precursor de la vitamina A,
la cual es imprescindible en la dieta del hombre. Para la deteccién
de B-caroteno se unlizd un sistema de HPLC isocritico, de fase re-
versa, con deteccion a 436 nm . Se empleé como fase mévil meta-
nol-acetonitrilo (9:1), inycctandose entre 5 y 20 ul. de muestra o
patrén, a través de un inyector manual Rheodyne. Como patrén
externo se utilizé P-caroteno, en un rango entre 0,14 - 1,12 pg
/20 uL de n-hexano. El método desarrollado alcanzé una sensibili-
dad (2DS) de 35,45 pmol/L; cocficientc de variacion de 2,2 %;
recobrado de 93 %, ticmpo de retencidon promedio (B-caroteno)
21,8 min; factor de capacidad de 9.07 y 8,37, para el a y B-caro-
teno, respectivamente, y una selectividad de 1,09. Los resultados
demostraron que la téenica desarrollada puede aplicarse a muestras
bioldgicas para la deteccién de f3-caroteno en suspensiones de este
compuesto en aceite vegetal, obtenidas a partir de microalgas.

ABSTRACT. B-carotene is one of the most important carotenod
compounds, because it is vitamin A precursor, which 1s indispen
sable in the man diet. [t was used an isocratic reversed-phase
HPLC system, with methanol-acctonitrile (9:1, v/v) as the mobile
phase to determine B-carotene. This compound was quantificd us
ing an UV-VIS detector at 436 nm. applying the method of exter-
nal standard with [B-carowne. The concentrations of working
standard solutions were between 0,14 - 1,12 pg/20 b n-hex-
ane. With this technique it was obtained a sensitivity of
35,45 umol/L; analytical recovery, 93 %, precision, 2.2 % aver-
age retention time, 21,7 min; capacity factor, 9,07 and 8,37, of a
and f-carotene respectively, and a selectivity of 1,09, Method ap-
plicability for oily suspensions of microalgae rich in f-carowene
was demonstrated.

INTRODUCCION

La mayoria de los estudios sobre carotenoides han esta-
do relacionados con el aislamiento e identificacion de estos
pigmentos en plamas1 y en fluidos o tejidos de animales infe-
riores,? aungue evidencias recientes sugieren que ailgunos de
estos compuestos, ademas de su capacidad para actuar
como precursores de la vitamina A (provitamina A), pueden
estar involucrados en otros procesos biogquimicos en anima-
les superiores y humanos.

Se ha postulado un efecto protector del f3-caroteno con-
tra el cancer.>® El hecho de que esta hipotesis sea aun algo
espectilativa, no ha impedido el surgimiento de un nuevo inte-
rés acerca del papel de los carotenoides en los organismos
Vivos.

Diterentes factores han revitalizado el interés en la deter-
minacion del 3-caroteno (provitamina A). Entre elios, se tiene:
el déficit persistente de vitamina A en paises en desarrollo, in-
vestigaciones recientes que le atribuyen una gran importancia
y una activa participacion contra el estrés oxidativo, y la posi-
bilidad de detectar estos comgueslos por cromatografia liqui-
da de alta resolucion (HPLC).

Se ha recomendado el uso de las columnas de fase re-
versa (RP) para la deteccion de carotenos por HPLC, ya que
existen evidencias que la gel de silice utilizada en las colum-
nes de fase normal, cataliza la degradacion de esos com-
puestos.7

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer una
metodologia sensible, precisa y exacta para la determinacion
del p-caroteno por HPLC, con deteccion visible, utilizando co-
lumnas RP en suspensiones de este compuesto en aceite ve-
getal, obtenidas a partir de microalgas.
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MATERIALES Y METODOS

Para la deteccion y determinacion del B-caroteno se utili-
24 un sistema HPLC Unicam isocratico 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 mavil (FM) se utilizo ia mezcla
de metanol-acetonitrilo (9:1), con velocidad de flujo de
2 ml/min .

Para la aplicacion de la muestra y los patrones (5-20 ul),
se utilizé un inyector manual Rheodyne.

La separacion de la muestra y los patrones se realizo en
una columna Supelcosil LC-18 (250 x 4,6) mm. rellena con
particulas esféricas de 5 um, monomérica, con un diametro
de poro de 10° nm. con precolumna Pelliguard de (50
X4,6) mm, empacada con material pelicular, de 40 um de dia-
metro.

Como patron externo se empleo [i-caroteno (Sigma,
USA) (que contenia entre 10 y 20 % de alfa-carotero).

El patron externo se disolvio en n-hexano, preparandose
una solucioén patron de concentracion 56 mg/L, de la cual se
tomaron diferentes alicuotas para la preparacion de la curva
de calibracion (rango: 0,14 -1,12 ug/20 ul).

El calculo de las alturas de los picos cromatograficos se
realizé mediante el paquete de programas CHROMPC

Los solventes utilizados fueron calidad HPLC. Las mues-
tras y los patrones fueron conservados a -20 °C hasta ¢l mo-
mento del analisis. Las determinaciones se realizaron, como
minimo, por duplicado.

La validacion del metodo desarroilado se realizo median-
te los ensayos de: sensibilidad (segun el criterio de! doble de
la desviacion estandar, 28): repetibilidad (calculando el coe-
ficiente de variacion. CV(%), en la determinacion de una




muestra); exactitud (caiculando ei porcentaje de recobrado,
por el método de adicion de concentraciones conocidas del
patron externo a una muestra de concentracion ya determina-
da). ios resultados se procesaron mediante el paquete de
programas estadisticos, MICROSTAT 8 Ademas. se calcula-
rori los factores de capacidad (i') y 'z selectividad (or)g‘10
para al wy fi-caroteno

El metode oicpuesto se ensaya en cuspensiones de f3-
carotenc en aceite vegetal, obtenidas & partir de cultivos de
Dunaliella hardawi!.

RESULTADOS Y DISCUSION

L.a curva de calibracion del patron externo presento un
compertamiento iineal (r = 0,988 6). indicando que existe una
buena respuesta de las alturas de ios picos a las distintas
concentraciones de aquel, on un rango de 014 a 1,12 g,
para un vo umen de inyeccion d2 20 1L

Ld tabia | muestra i@ repetididad para la determinacion
de p-caroteno por HPLC, en ur e tracto de microalgas unice-

fulares, encontrandese un coeficinte de variacion del 2,2 %
11,12

tipo de anaiisis. Ademas. ef ieimpo de retencion del |i-carote-
no varié solamente en 1,2 <.

TABLA |
Repetibilidad en una muestra

Inyeccion tr Altura 13-caroteno
(min) del pico (mq/L)
i 216 2065 413
1 215 2147 429
Hi 220 2150 430

Es necesario senaiar que en oste tipo de 1eenica, resul-
ta un criterio generalizado. que ¢i tintnpo de la corrda croma
tograiica para una muestra no exceda 105 30 mia Para lograr
este requerimento, fire necesano utihizar veleaidades de flujo
relativamente altas (2 mlL/min)

Los picos correspondientes 4 tos isomeros 4y |0 carote
no se muestran en un cromatogio.na del patron oxterno

(rn = 3, ei cual resulta similar a | s reportados, para este (Fig- 1)
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Fig. 1. Cromatograma del patron externo ((}-caroteno) a 436 nm . Condiciones cromatograficas. columna Supelcosii LC-18
Fase movil: metanol-acetonitrilo (9:1). Velocidad de flujo. 2 mL/min . Concentracion de {3-caroteno: 1,12 1g/20 yil

La prueba de exactitud (Tabla I) alcanzo, como media
general un 93 % de recobrado. La ecuacion de regresion que
relaciona las concentraciones de patron externo adicionado
(CPEA ) y las concentraciones totales de [3-caroteno halladas
(CTH) en la muestra (concentracion original de muestra +
CPEA) resutlto:

Los valores de recobrado obtenidos se correspondieron
con lo esperado, al utilizar una fase estacionana monomerca
y como FM metanol. '

Los parametros fundamentales del metodo cromatografi-
co desarrollado se presentan en la tabla !

TABLA 1l
CTH = 0,518 + 1,14 (CPEA) r=009743 Caracteristicas generales del método cromatografico
desarroliado
TABLA II Parametros Valores
Determinacion del recobrado por adicion Sensibilidad (2DE 35.45 pmol/L
de }-caroteno a una muestra CV () o0
R-caroteno Muestra + fi-caroteno Recobrado Recobrade { 7o) 93
anadido Tecrico Reat (%) Seiectividad (3 / «) 1,09
0,18 0,63 0.64 103 Tiernpos de retencion (min)
028 0.73 0,66 91 f-caroteno 21.8
-caroteno
0,37 0.62 0.70 85 - 200
Factor de capacidad (k')
0,56 1,01 0,95 94
[\-carotenc 5.08
Promedio 93 w-caroteno 837
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Se obtuvo una sensibilidad de 35,45 umol/L (380 ng en
un volumen de inyeccion de 20 L), lo cual permitio realizar el
analisis cuantitativo de las muestras analizadas.

Los valores de k' obtenidos para el o y f3-caroteno (pre-
sentes en el patron externo) fueron de 8,37 y 9,08, respecti-
vamente, indicativos de una adecuada separacion (Fig. 1), la
que se ve expresada mediante un valor de selectividad de
1,09.

Tanto fas k' como la selectividad calculada, satisfacen
ios requerimientos establecidos para estos importantes para-
metros cromatograficos, ya que tedricamente, se consideran
como valores optimos para la k' y la selectividad, aquellos

9,01
mV

~

que se encuentran entre 1y 10 Para la primera y los que son
superiores a 1, para la segunda. 4

Las figuras 1 y 2 muestran cromatogramas tipicos del
patrén externo y de la muestra, respectivamente, donde se
ilustra la separacion cromatografica alcanzada. En la figura 1,
se observa la separacion entre los isomeros a y |} presentes
en el patron de f-caroteno utilizado, mientras que en la figu-
ra 2 (muestra) solo es detectado el isomero [}, lo cual puede
interpretarse como que el isdbmero o estaba en concentracio-
nes por debajo de la sensibilidad del método (que no esta de-
terminada para este compuesto), 0 no se encontraba presen-
te en esta muestra.
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Fig. 2. Cromatograma del extracto de microalgas unicelulares a 436 nm .
Condiciones cromatograficas: columna Supelcosil LC-18. Fase mévil: metanol-acetonitrilo (9:1).
Velocidad de flujo: 2 ul/min . Volumen de inyeccién: 20 pL .

Estos resultados demuestran que la técnica desarrollada
podria ser usada para la deteccion de {i-caroteno en suspen-
siones en aceite vegetal obtenidas a partir de microalgas, en
niveles de concentracion tan bajos como 35,45 umol/L. .

CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado para la determinacion
de f-caroteno en suspensiones en aceite vegetal obtenidas a
partir de microalgas, empleando HPLC en fase reversa, es
sensible, preciso y exacto, lograndose altos valores de reco-
brado en la columna monomérica Cig utilizada.
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