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INTRODUCCION

El presente trabajo hace parte de un extenso programa de in-
vestigacion sobre algas marinas, copatrocinado por Colciencias, en
lo que se refiere al valor nutritivo de las mismas. Entre los nu-
trientes presentes en ellas, las vitaminas han sido consideradas de
gran importancia y parae iniciar su estudio se emprendié la deter-
minaciéon de los carotenos, que son precursores de la vitamina A.

Aunque los carotenos se encuentran en la mayoria de las plan-
tas terrestres, su presencia en las algas marinas tiene mayor inte-
rés, debido a que en un solo alimento se pueden suministrar los
principales nutrientes (proteinas, vitaminas, minerales y carbohi-
dratos).

El trabajo estd encaminado a encontrar un método general
que permita lo determinacion de cada uno de los carotenos y al me-
joramiento de todas las etapas tnvolucradas en el proceso, tales
como conservacion del material, métodos de extraccién y separacion,
y desarrollo de técnicas espectrofotométricas, con el fin de obtener
resultados mds exactos.
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En lo parte experimental, inicialmente se ensayaron las téc-
nicas existentes y al no obtener por medio de éstas resultados que
cumplieran con los objetivos del trabajo, se variaron algunos pa-
rdmetros de las mismas, hasta encontrar un método satisfactorio.

En el transcurso del presente estudio fue mecesario wutilizar
la cromatografia en papel, en capa delgada y en columna, pero mo
se juzgo mecesario exponer sus aspectos teéricos por ser ésta una
téenica de andlisis bastante comun entre mnosotros, aunque si se
insiste en algunos detalles que generalmente no aparecen descritos
y son fundamentales pare la obtencién de los resultados.

MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

a) Algas marinas

En el presente trabajo se estudiaron algas pertenecientes a
dos divisiones: algas verdes o cloroficeas y algas rojas o rodoficeas.

1. Recoleccion.

Las algas fueron recolectadas manualmente en bolsas de po-
lietileno de color negro, luego refrigeradas en recipientes de espu-
ma de Icopor con hielo y de esta manera transportadas a los Labo-
ratorios de la Facultad, en un periodo de tiempo no superior a 48
horas después de su recoleccién. Tan pronto se encontraron las al-
gas en el laboratorio, fueron lavadas y preparadas para el proceso
de extraccion.

2. Clasificacion botdnica.

Las algas recolectadas fueron clasificadas de acuerdo a Tay-
lor (1) por el profesor Reinhard Schnetter: *
1. Caulerpa racemosa. (Forsskil) Agardh (Cloroficeas).

2. Halimeda opuntia. (Linné) Lamouroux (Cloroficeas).

* Profesor visitante asociado de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional.
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. Penicillus capitatus. Lamarck (Cloroficeas).

3
4. Caulerpa sertularioides. (Gmelin) Howe (Cloroficeas).
5. Gracilaria cylindrica. Borgesen (Rodoficeas).

6

. Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux (Rodoficeas).

3. Lugar de recoleccion.

Todas las especies estudiadas fueron recolectadas en la Costa
Atlantica Colombiana. Las especies C. racemosa, H. opuntia y P.
capitatus en aguas de las Islas del Rosario, en el sitio denominado
Punta Brava, a una profundidad de aproximadamente 50 cm. Es-
tas algas se encuentran generalmente sobre corales o arenas calca-
reas.

Las especies C. sertularioides, G. cylindrica y H. musciformis
fueron recolectadas en las costas de Cartagena en el sitio llamado
Barlovento (El Morro), a profundidades de 0.5 a 1 m. Estas tres
especies se encuentran sobre arena.

4. Fecha de recoleccion.

Las especies C. racemosa, P. capitatus y H. opuntia fueron
recolectadas el 28 de abril de 1971. Las especies C. sertularioides,
G. cylindrica y H. musciformis, el 26 de abril de 1971.

b) Plantas cultivadas en la tierra

Para comparar las cantidades y las proporciones en que se
encuentran los carotenos « y 8 en las algas marinas, con las de
otras plantas cultivadas en la tierra, se determiné el contenido de
carotenos en tres vegetales de consumo cuotidiano entre nosotros
v los cuales son conocidos como alimentos muy ricos en provita-
mina A.

1. Origen.

Los vegetales fueron obtenidos en supermercados de Bogota,
trasladados al laboratorio e inmediatamente preparados para la
extraccion de los pigmentos.
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2. Clasificacion botdnica.

1. Spinacea oleracea. Linné. Familia Chenopodiaceae.
Nombre comin: Espinacas.

2. Daucus carota. Linné. Familia Umbelliferae.
Nombre comin: Zanahoria.

3. Cucurbita maxima. Linné. Familia Cucurbitaceae.
Nombre comin: Ahuyama.

B) METODOS

a) Extraccion

El proceso de extracciéon de los pigmentos es una operacion
fundamental en la determinaciéon cuantitativa de los carotenos y la
precision con que éstos sean valorados, dependerd en gran parte
de que su extraceién haya sido total.

1. Preparacién de las muestras para la extraccion.

El primer interrogante con respecto al proceso de extracciéon
es el de si es preferible realizar esta operacién a partir del mate-
rial himedo o del material seco: Aunque algunos autores extraen
los pigmentos directamente del material himedo, existen razones
suficientes para afirmar que es preferible llevar a cabo el proceso
de extraccién a partir del material seco, a saber:

1) Segun estudios bibliograficos, los carotenos son mas esta-
bles cuando estan secos que en presencia de humedad.

2) Es bien sabido, que la efectividad de una extraccion au-
menta a medida que disminuye el tamafio de las particulas que for-
man el material que se somete a la extraccién, de manera que se
hace necesario un proceso de molienda, que se puede llevar a cabo
con mayor facilidad y menos pérdidas de material cuando éste se
encuentra seco.

3) La cantidad de muestra pesada, para someterla al proceso
de extraccion, debe tener siempre la misma humedad, y ésto no es
posible, especialmente en el caso de las algas, por encontrarse den-
tro del agua.
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Procedimiento.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores el material
fue preparado para el proceso de extraccién de la siguiente manera:

1) Algas. Las correspondientes a cada especie fueron sacadas
de la nevera de espuma de Icopor, sumergidas en un recipiente con
agua destilada y lavadas cuidadosamente para quitar conchas, are-
na y otros materiales que pueden estar acompaifidndolas. Luego fue-
ron secadas con un papel de filtro, cortadas y extendidas sobre una
placa de vidrio, para ser sometidas, acto seguido, al proceso de
secado en una estufa a 50°C durante 36 horas. Una vez estuvieron
secas las muestras, se pulverizaron sometiéndolas a molienda en
un molino eléctrico de acero inoxidable. Para el proceso de extrac-
cién, sélo se utilizé el material molido que pas6 a través de un ta-
miz N° 40. E]l material asi obtenido se guardé en una nevera en
recipientes herméticamente cerrados y en atmoésfera de nitrégeno.
En adelante cuando se hable de ‘“Material preparado para la ex-
tracciéon de los pigmentos”, deberd entenderse el material corres-
pondiente a cada especie de alga, sometido al proceso anteriormen-
te expuesto.

2. Cucurbita maxima L. (Ahuyama) : Se tomaron varias por-
ciones de la parte comestible, es decir del mesocarpio, se fragmen-
taron con un cuchillo hasta donde fue posible y luego se sometieron
a los procesos de secado, pulverizacién y conservacién, tal como se
hizo con las algas.

3. Spinacea oleracea L. (Espinacas): Las muestras fueron
sometidas al proceso enunciado para las algas, excepto que el la-
vado fue omitido.

4. Daucus carota L. (Zanahoria) : Una vez lavadas diez zana-
horias, se tomaron de cada una tres secciones transversales (una
del centro y una de cada extremo), se fragmentaron y se siguio
el mismo proceso expuesto para la ahuyama.

2. Técnicas de extraccion.

Con el fin de encontrar el método 6ptimo de extraccién de los
pigmentos, se ensayaron diferentes técnicas y solventes haciendo
una evaluacién posterior por cromatografia en capa delgada.
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2.1. Técnica segén Strain.

En el laboratorio se ensay6 la técnica recomendada por Strain
(3), durante un tiempo de 24 horas, con 5 g. del material prepa-
rado para la extraccion de los pigmentos del alga Halimeda opuntia.

Resultados.

Después de separar el extracto del material s6lido por filtracion
sobre papel de filtro cualitativo y agregar 50 ml. mas de la solu-
cién extractora para lavar el residuo, éste todavia presentaba una
coloracién verde - amarilla debida a los pigmentos; por otra parte,
se encontr6 que es casi imposible eluir completamente los pigmentos
retenidos por el papel de filtro.

2.2. Técnica segun Quackenbush.

Se emple6 el método de extraccion utilizado por Quackenbush
et al (4) tratando 5 g. de material preparado para la extraccién
de los pigmentos del alga Halimeda opuntia con 40 ml. de la mez-
cla extractora. Para separar el extracto del material sé6lido, en lu-
gar de papel de filtro se usé un pequefio trozo de lana de vidrio
colocada en el embudo. En las demas operaciones sélo se trabajé con
la décima parte de las cantidades de solventes que aparecen en la
técnica original.

Resultados.

Este método se encontré6 inconveniente debido al largo tiempo
requerido para la extracciéon como también a la presencia de agua,
la cual puede descomponer los carotenos.

2.3. Otras técnicas ensayadas.

De la misma manera como se expuso anteriormente, en el la-
boratorio fueron realizadas otras cinco técnicas de extraccion sin
obtener resultados satisfactorios, motivo por el cual se ensayaron
una serie de solventes o mezclas de estos, con el fin de encontrar
un método en el que el consumo de solventes y el tiempo de extrac-
cién fueran minimos y, a su vez, prevenir al maximo la descompo-
sicién de los carotenos.

2.3.1. Solventes ensayados.

.1. Eter de petréleo.
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Metanol.

Acetona.

. Ciclohexano.

. Eter etilico.

. Eter de petréleo - acetona 30:70 v/v.
Eter de petroéleo - acetona 50:50 v/v.

© T o T N

Eter de petrdleo - acetona 70:30 v/v.

2.3.2. Muestras.

Las cantidades indicadas en cada caso, del material preparado
para la extraccién de los pigmentos de las siguientes especies de
algas:

.1. Halimeda opuntia 4 g.
.2. Gractlaria cylindrica 4 g.

2.3.3. Proceso general.

Se ensay6 la extracciéon de los pigmentos con los distintos sol-
ventes, en un representante de cada una de las dos divisiones de
algas estudiadas.

Halimeda opuntia de las cloroficeas y Gracilaria cylindrica de
las rodoficeas.

.1. Para cada especie se pesaron exactamente 4 g. de material
preparado para la extraccién de los pigmentos, se mezclaron en un
Erlenmeyer de vidrio antiactinico con 50 ml. del solvente ensayado
y se dejo en maceracion bajo atmoésfera de nitréogeno, en la obscu-
ridad y a temperatura ambiente, durante diferentes periodos de
tiempo (6, 15 y 24 horas), con el fin de encontrar el minimo tiem-
po necesario, para que la extraccion de los pigmentos fuera cuan-
titativa.

.2. Para determinar si la extraccion de los carotenos habia sido
completa, se efectué una segunda maceracién sobre el residuo de
la primera, con 30 ml. de una mezcla de éter de petroéleo - acetona
70:30 v/v y durante 15 horas; se verifico la presencia de carotenos
en el segundo extracto, mediante cromatografia en capa delgada
sobre silica gel G y desarrolldndola con éter de petroéleo - acetona
75:25 v/v (tal como se explicard ampliamente cuando se trate es-
te tema).
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Se encontré que los resultados de la extraccién son 6ptimos
empleando la mezcla de éter de petréleo - acetona 50:50 v/v y du-
rante un tiempo de 15 horas. Por esta razén de ahora en adelante
todas las extracciones seran realizadas con la mezcla anterior y de
acuerdo a la siguiente técnica:

Pesar exactamente una cantidad de material preparado para
la extracciéon de los pigmentos, comprendida entre 0,1 y 5,0 g. (la
cantidad depende del contenido de carotenos en la muestra), trans-
ferirla a un Erlenmeyer de vidrio antiactinico, agregar 50 ml. de
una mezcla de éter de petréleo - acetona 50:50 v/v, agitar por cin-
co minutos, aplicar una corriente de nitrégeno durante cinco minu-
tos, inmediatamente taparlo herméticamente y guardarlo en la
obscuridad y a temperatura ambiente durante 15 horas. Separar
el material sélido de la mezcla, filtrando sobre un embudo, en el
cual previamente se ha colocado un trozo de lana de vidrio y lavar
el residuo con 4 porciones de 10 ml. de la mezcla extractora. Trans-
ferir el filtrado a un embudo de decantaciéon y adicionar 80 ml. de
una solucién acuosa de cloruro de sodio al 10 por ciento, con el
fin de extraer la acetona y que todos los pigmentos queden solubi-
lizados en el éter de petrdleo; descartar la capa inferior y lavar
tres veces més con porciones de aproximadamente 40 ml. de agua
para extraer la acetona remanente y algunos materiales insolubles
en éter de petréleo; descartar las capas acuosas y transferir los
pigmentos solubilizados en éter de petréleo a un vaso de precipi-
tados de 50 a 100 ml., colocarlo en un bafio de arena a 50° C y
aplicar una corriente continua de nitrégeno hasta obtener un ex-
tracto completamente seco. En el transcurso del presente trabajo
cuando se hable de “extracto seco”, debera entenderse el obtenido
en las condiciones anteriormente anotadas.

b) Métodos de separacion de los carotenos

Con el estudio de los métodos de separacion, se pretende en-
contrar uno que permita aislar cuantitativamente los carotenos de
los demas pigmentos (clorofilas y xantofilas) presentes en los ve-
getales y determinar con exactitud y separadamente los carotenos
« ¥y B. Para lograr tales objetivos, en el transcurso del alto ntime-
ro de investigaciones realizadas al respecto, se han utilizado mé-
todos que comprenden la particién entre dos solventes inmiscibles,
la cromatografia sobre papel, en capa delgada y en columna.
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1. Particion entre dos solventes inmiscibles.

Desde hace algtn tiempo se ha afirmado (5) que si se coloca
un extracto de pigmentos de plantas verdes en una mezcla de par-
tes iguales de éter de petréleo y metanol acuoso (90:10 v/v), las
clorofilas y las xantofilas que posean por lo menos dos oxigenos
en su estructura, quedaran disueltas en la capa metandlica (hipo-
fase), mientras que los carotenos y demas xantofilas permanece-
ran en la capa de éter de petréleo (epifase).

La operacién anterior fue realizada en el laboratorio sobre un
extracto seco proveniente de 5 g. de material preparado para la ex-
tracciéon de los pigmentos del alga Halimeda opuntia con el fin de
aislar especialmente las clorofilas presentes en el extracto, las
cuales por su abundancia pueden interferir en la separaciéon cro-
matografica de los carotenos.

Resultados

Después del tratamiento con diferentes porciones de metanol
acuoso, fue detectada la presencia de clorofilas en la capa de éter
de petroéleo, hecho que pone de manifiesto la no conveniencia de uti-
lizar esta operacién preliminar.

2. Cromatografia sobre papel.

Aunque la cromatografia sobre papel no ha sido un método
muy empleado para la separacién de los pigmentos de las plantas,
existen investigaciones en las cuales se manifiesta haber obtenido
magnificos resultados; por ejemplo, Jensen (6) afirma que em-
pleando la cromatografia circular sobre papel obtiene resultados
mas altos en la determinaciéon de la mezcla de los carotenos « y B
que por la cromatografia en columna. En todos los trabajos rea-
lizados utilizando esta cromatografia hay un hecho, y es que en
ninguno se ha logrado la separacion de los isémeros « y 8, y es
asi como Jeffrey (7) haciendo uso de la cromatografia bidimen-
sional sobre papel, logra separar todos los pigmentos presentes en
varias especies de algas marinas, excepto la mezcla de los carote-
nos a y pB.

Ademés se puede anotar que algunos de estos trabajos han
sido ejecutados empleando papel de filtro impregnado con tierra
de “diatoméaceas” o con altiimina.

Con el fin de verificar lo encontrado en la bibliografia se lle-
varon a cabo algunos ensayos que se exponen a continuacion:
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2.1. Cromatografia ascendente.

En este método se emplearon tiras de papel Whatman N¢ 3
de 25 cm. de largo por 10 cm. de ancho. Los solventes ensayados
fueron:

1. Eter de petréleo - etanol 96:4 v/v.
2. Cloroformo - éter de petréleo 30:70 v/v.

Los ensayos se efectuaron sobre extractos secos de los pig-
mentos del alga Caulerpa racemose y de las hojas de Spinacea
oleracea, como también sobre una solucién patrén de g - caroteno.

Resultados.

La separacién no es aceptable con ninguno de los dos solventes
y las bandas que se presentan no son bien nitidas.

2.2. Cromatografia circular.

Para este ensayo se emplearon las mismas muestras utilizadas
para la cromatografia ascendente sobre papel. Se trabajé sobre
papel Whatman N? 3 para cromatografia circular, ensayando los
siguientes solventes:

1. Eter de petrdleo.
2. Eter de petréleo - acetona 90:10 v/v.
3. Eter de petréleo - acetona 80:10 v/v.

2.2.1. Resultados.

El cromatograma presenté una serie de bandas coloreadas
circulares con los tres solventes empleados. Con el solvente éter de
petréleo - acetona 80:20 se obtuvo una mejor separacién y bandas
mas angostas.

2.2.2. Identificacion de los carotenos.

Las bandas que presentaron algun interés se sometieron a un
proceso de elucién con una mezcla de benceno - acetona 50:50 v/v
y fueron llevadas posteriormente a sequedad aplicando una co-
rriente de nitrégeno.

Los eluatos secos se disolvieron en éter de petréleo y utilizan-
do el espectrofotémetro se obtuvieron los espectros de absorcién
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de estas soluciones entre 380 y 550 milimicras. Esta operacién se
repiti6 empleando cloroformo.

Resultados.

De acuerdo a la Tabla I, las longitudes de onda a las cuales se
presentan los maximos de absorcién del eluato del alga Caulerpa
racemosa, tanto en éter de petréleo como en el cloroformo, son in-
termedias a aquellas que presentan los carotenos « y 3, hecho que
hace suponer que en el eluato estd presente la mezcla de « y B
carotenos y que por el proceso cromatografico empleado no se
puede obtener ninguno de los dos carotenos en estado puro.

TABLA I

Longitudes de onda a las cuales presentan los maximos de ab-
sorcién los eluatos y soluciones patrones de g - caroteno.

Longitud de onda en milimicras a
la cual presenta el mdximo de ab-

Compuesto sorcién.
Eter de petrdleo Cloroformo
B - caroteno segin Karrer .. ... ... 452 483,5 466 497
a - caroteno segin Karrer ... ... ... 447,5 478 454 485
B - caroteno patrén . ... ... ... ... 451 478 463 485
B - caroteno patréon (eluato) . ... ... 451 478 463 485
Eluato de Caulerpa racemosa ... ... 448 475 457 479

3. Cromatografia en capa delgada.

Por las ventajas que ofrece esta técnica de separacién sobre la
cromatografia en papel y en columna, especialmente por ser un
proceso méas rapido, en los ultimos aifios se le ha utilizado en nu-
merosos trabajos como un medio para la separacién de los pig-
mentos de las plantas (8, 9, 10).

Aunque la mayoria de los investigadores no encuentran in-
convenientes en la separacién de los pigmentos por cromatografia
en capa delgada, otros se han preocupado de la estabilidad de los
mismos durante el proceso y asi, Strain y Sherma (11), encon-
traron que en la separacién de los pigmentos por cromatografia
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en capa delgada, empleando como soporte derivados del silicio, hu-
bo un aumento considerable del niimero de zonas amarillas, verdes
y grises, hecho que atribuyeron a una reaccién entre el adsorbente
y los pigmentos; Stahl (12) afirma que en la cromatografia de
los carotenoides sobre silica gel, éstos se conservan mejor prepa-
rando las placas con una solucién al 3 por ciento de hidréxido de
potasio en agua.

En la bibliografia se encuentra muy poco en cuanto a la sepa-
racion de los carotenos o y B por este método, de manera que los
ensayos que se exponen a continuacién tuvieron como finalidad
conseguir esta separaciéon y ver la posibilidad de utilizar este mé-
todo para la determinacién cuantitativa de los mismos.

3.1. Muestras.

Extractos secos de los materiales preparados para la extrac-
cién de los pigmentos, provenientes de las siguientes cantidades
de muestra y llevados a un volumen de 10 ml. con éter de petroéleo.

1. 1 g. de las hojas de Spinacea oleracea.
2. 1 g. del alga Caulerpa racemosa.

3. 6 g. del alga Halimeda opuntia.

4. 5 g. del alga Gracilaria cylindrica.

3.2. Reactivos.

3.2.1. Solucion patréon de B - caroteno sintético de concentracién

1 mg./ml,
3.2.2. Adsorbentes.
1. Silica Gel H.
2. Silica Gel G.
3. Oxido de magnesio.
4. Hidréxido de calcio.
3.2.3. Solventes para la cromatografia.
1. Eter de petroéleo.
2. Eter de petréleo - benceno 50:50 v/v.
3. Benceno - acetona 90:10 v/v.
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. Eter de petrdleo -etanol 96:4 v/v.

. Eter de petroleo - benceno - acetona 40:40:20 v/v.
. Eter de petroéleo - acetona 60:40 v/v.

. Eter de petréleo - acetona 90:10 v/v.

. Eter de petroéleo - acetona 70:30 v/v.

© X = O T

. Eter de petréleo - acetona 80:20 v/v.
10. Eter de petroéleo - acetona 75:25 v/v.

3.3. Procedimiento.
3.3.1. Preparacion de las placas cromatogrdficas.

3.3.1.1. Para cubrir una superficie de 110 x 20 cm. (la de la
plantilla) se emplearon en cada caso los adsorbentes y el agua en
las siguientes cantidades:

1. Silica gel G -agua 30:60 (p/v).

2. Silica gel G - Solucién de hidréxido de potasio en agua al
1% 30:60 (p/v).

3. Silica gel H -agua 30:70 (p/v).
4. Silica gel G -Oxido de magnesio - agua 20:10:70 (p/v).

Cada una de las mezclas anumeradas anteriormente se tras-
ladaron a un Erlenmeyer, se agitaron fuertemente y acto seguido
se transfiri6 la suspensién formada al extendedor, y con éste se
aplic6 sobre las placas una capa de 0,25 mm. de espesor.

Para cromatografia preparativa, se elaboraron placas con el
adsorbente, de 0.5 mm. de espesor.

Una vez extendido el adsorbente se dejaron sobre la plantilla
por media hora y luego se activaron en la estufa a una tempera-
tura de 120°C durante dos horas.

Se dejaron enfriar en la estufa y en seguida fueron utilizadas.

3.3.2. Separacién de los pigmentos.

Las manchas fueron aplicadas a 2 cm. de la base de la croma-
toplaca y a una distancia de 4 cm. entre si. Una vez aplicadas las
manchas, las cromatoplacas fueron colocadas en una cidmara de
tal manera que formaran con la bass de la misma un angulo de
aproximadamente 60° y se dejaron desarrollar en la oscuridad has-
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ta que el solvente recorrié una distancia de 18 cm.; esta etapa duré
aproximadamente 45 minutos.

Las cromatoplacas elaboradas con silica gel G fueron ensaya-
das con todos los solventes para la cromatografia (3.2.3.) utili-
zando cualquiera de las muestras.

Las cromatoplacas obtenidas con los'otros cuatro adsorbentes
solo fueron ensayadas con el solvente para la cromatografia (éter
de petrdleo - acetona 75:25 v/v).

3.3.3. Identificacion espectrofotométrica de los carotenos.

Proceso de elucién.

En los cromatogramas obtenidos de cada una de las croma-
tofias preparativas fueron eluidas las bandas que presentaron un
R; similar al de la banda de una solucién de g - caroteno patrén,
procediendo por duplicado con cada una de las muestras.

Espectros en la region visible de las bandas eluidas.

1. A uno de los eluatos secos obtenidos de cada muestra, se
le adicion6 5 ml. de éter de petréleo y al otro 5 ml. de cloroformo,
se transfirieron a celdas de cuarzo de 1 cm. de espesor y se les
determind el espectro de absorciéon entre 380 y 520 milimicras, em-
pleando como blanco el solvente utilizado para la disolucion del
eluato seco.

2. Los eluatos de g -caroteno patrén se llevaron a un volu-
men exacto de 10 ml, el primero con éter de petréleo y el segundo
con cloroformo, y a estas soluciones se les determiné el espectro
de absorciéon como en el punto anterior.

3.4. Resultados y discusion.

3.4.1. Separaciéon de los pigmentos.

1. Con el solvente para cromatografia, éter de petréleo - aceto-
na 75:25 v/v y empleando como soporte silica gel G, se obtuvo una
mejor separaciéon de la banda que presenté un R; y un color simi-
lares a los del - caroteno patrén. Una concentracién mayor de
acetona, por ejemplo, éter de petroéleo - acetona 60:40 v/v da lu-
gar a que la banda de los carotenos aparezca mezclada con una ban-
da gris. En cambio una proporcién menor de acetona, por ejemplo,
éter de petrdleo - acetona 85:15 v/v, trae como consecuencia que
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la banda de los carotenos se extienda demasiado, es decir, se for-
man “colas”.

2. Con todos los adsorbentes utilizados se observé que los pig-
mentos conservan su color cuando el cromatograma se encuentra
en desarrollo; una vez la cromatoplaca se seca, comienzan a desa-
parecer los colores. En el caso concreto del g - caroteno, se aprecié
que una mancha que contiene 5 mcg. de este compuesto perdié to-
talmente su color en 2 a 3 horas, cuando se expuso a la luz solar
difusa y en aproximadamente 12 horas cuando se guarddé en la
obscuridad.

3. Con las cromatoplacas preparadas utilizando silica gel G
con una solucién de hidréxido de potasio, se obtuvo la misma sepa-
racién que con las placas no alcalinizadas, pero en cuanto a la es-
tabilidad del g - caroteno, se apreci6 que una vez se ha evaporado
el solvente de la cromatoplaca, en las condiciones anotadas en el
punto anterior, se necesité aproximadamente el doble de tiempo
para que desapareciera el color de una mancha de g - caroteno.

3.4.2. Estudio espectrofotométrico.

1. En la Tabla II se puede apreciar que los eluatos de las hojas
de Spinacea oleracea y del alga Gracilaria cylindrica tienen sus
maximos de absorcién a longitudes de onda muy similares a las
cuales los presenta el 8 - caroteno patrén, tanto en éter de petréleo
como en cloroformo, por lo cual se puede suponer que los eluatos
de estas dos plantas contienen g - caroteno puro.

2. Los eluatos de las algas Halimoda opuntia y Caulerpa ra-
cemosa tienen sus maximos de absorcion a longitudes de onda in-
termedias a aquellas a las cuales los presentan los carotenos o« y 8
aisladamente. (Ver Tablas I y IT). De lo anterior se puede afirmar
que por medio de la cromatografia en capa delgada tampoco es
posible la separacién de los carotenos « y g.

TABLA II
Longitud de onda a la cual presentan los maximos de absor-
cién diferentes eluatos después de una cromatografia en capa del-

gada.
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Longitudes de onda en milimicras
a las cuales presentan los mdximos

Eluato de absorcion.
Eter de petréleo Cloroformo
B -caroteno patrén . ... ... ... ... 451 478 463 485
Spinacea oleracea ... ... ... ... ... 450 477 463 484
Caulerpa racemosa . ... ... ... ... 448 475 457 479
Gracilaria cylindrica ... ... ... ... 450 476 462 484
Halimeda opuntia ... ... ... ... ... 447 475 456 479

4. Cromatografia en columna.

Tal vez el primer experimento cromatografico fue llevado a
cabo en 1906 por el bidlogo ruso Tswett, quien indicé que si se
pone en lo alto de una columna de vidrio rellena con sulfato de
calcio finamente dividido un extracto verde de plantas y a conti-
nuacién se agrega éter de petréleo, aparecen una serie de bandas
de distintos colores.

Hacia 1928, Karrer et al. iniciaron la tarea de determinar la
estructura de los carotenos y para separar los carotenos « y 8, em-
plearon columnas con hidréxido de calcio desarrollandolas con éter
de petrdleo.

Con el transcurso del tiempo se aumenté el ntimero de solven-
tes y adsorbentes usados para la separacién de los carotenoides
por cromatografia en columna y asi Goodwin (5) menciona los
siguientes:

Solventes: Eter de petréleo, éter etilico, benceno, acetona, clo-
roformo, etanol, metanol, agua y acido acético glacial.

Adsorbentes: Almidén, sacarosa, carbonato de calcio, fosfato
de calecio, carbonato de zine, carbonato de magnesio, hidréxido de
calcio, 6xido de magnesio y 6xido de aluminio (alimina).

De todo lo anterior se puede ver que es bastante lo que se ha
investigado con respecto a la separacién de los carotenoides; sin
embargo de todos los estudios realizados, para efectos del presen-
te trabajo, s6lo se encuentran dos conceptos bien claros:

1) Que la mezcla de los carotenos « y 3 se puede separar de
los demas pigmentos por cromatografia en columna sobre 6xido de
aluminio, empleando para desarrollar éter de petréleo.
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2)

Que la mezcla de los isémeros « y 8 se puede separar sobre

una columna con hidréxido de calcio desarrollada con éter de pe-

tréleo.

Generalmente como solventes cromatograficos se emplean mez-
clas de un solvente polar con uno no polar y de todas estas la mas
utilizada ha sido la de éter de petroéleo - acetona, motivo por el cual
esta mezcla en diferentes proporciones fue ensayada con algunos
de los adsorbentes.

4.1. Reactivos.

4.1.1.

4.1.2.

1.
2.
3.

4.1.

= S O R W N W

Solucién patrén de B -caroteno sintético en éter de petro-
leo de concentraciéon 1 mg. /ml.
Adsorbentes cromatogrdficos.

Oxido de aluminio activado neutro (alimina).
Hidréxido de calcio activado a 150°C durante 2 horas.
Oxido de magnesio activado a 120°C durante 2 horas.

Solventes cromatogrdficos.

. Eter de petroéleo.

Eter de petréleo - acetona 70:30 v/v.

. Eter de petréleo - acetona 80:20 v/v.
. Eter de petréleo - acetona 90:10 v/v.

Eter de petréleo - acetona 95:5 v/v.
Eter de petréleo - acetona 97:3 v/v.
Eter de petroéleo - acetona 93:7 v/v.

4.2. Muestras.

Extractos secos de los materiales preparados para la extrac-
cién de los pigmentos provenientes de las siguientes cantidades de
muestra :

1.

2
3.
4

0,20 g. del alga Caulerpa racemosa.

. 0,80 g. del alga Coulerpa sertularioides.

3,00 g. del alga Halimeda opuntic.

. 4,00 g. del alga Penicillus capitatus.
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. 5,00 g. del alga Hypnea musciformis.

. 4,00 g. del alga Gracilaria cylindrica.

. 0,10 g. de las hojas de Spinacea oleracea (espinacas).
0,10 g. de los tubérculos de Daucus carota (zanahoria).

© 00 3 o Ut

0,50 g. del mesocarpio de Cucurbita maxima (ahuyama).

4.3. Procedimiento.

Preparacion de las columnas cromatograficas.

Se utilizaron columnas como la que se muestra en la figura
1, elaboradas con un tubo de vidrio de 12 mm. de didmetro interno
y 250 mm. de longitud.

Con la ayuda de una varilla de vidrio se introdujo un trozo
de lana de vidrio que impide la salida del adsorbente. Estando la
llave cerrada, se adicioné el respectivo solvente cromatografico
hasta una altura aproximada de 18 cm. Con una varilla de vidrio
se golpe6 verticalmente (sobre la lana de vidrio) para remover
las burbujas de aire presentes y durante 5 minutos se hizo bur-
bujear en el solvente una corriente muy suave de nitrégeno.

Por medio de un embudo se agregé una porcién de aproxima-
damente 1 g. de adsorbente y se golpeé6 el tubo de vidrio con una
espatula de caucho hasta que el adsorbente se deposité homogé-
neamente en el fondo de la columna. De la misma manera se si-
guieron agregando mas porciones del adsorbente hasta que ‘éste
alcanz6 una altura de 17 em. Se abrié la llave de la columna, se
aplic6 el vacio producido por una trompa de agua y se dejé salir
el solvente hasta que la altura del mismo en la columna no excedi6
en mas de 2 o 3 mm. la altura del adsorbente. Se protegié de la
luz la parte de la columna ocupada por el adsorbente con una tira
de papel de aluminio.

En este momento la columna qued6 lista para aplicar la mues-
tra por separar.

Separacién de los carotenos.

a) Sobre alimina activada (13).
Con este adsorbente no hubo necesidad de aplicar vacio y el
eluato fue recibido en un vaso de precipitados de 100 ml.

1. Fueron ensayados todos los solventes cromatograficos, en
el mismo orden en que aparecen en la lista, siguiendo para cada ca-
so la siguiente técnica:
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Teniendo la columna preparada, se disolvié la muestra 4.2.3.
en la menor cantidad posible del respectivo solvente cromatogra-
fico y con una pipeta fue agregada gota a gota en la columna; para
transferir toda la muestra a la columna hubo necesidad de lavar
el vaso de precipitados (que contenfa la muestra) conm 8 o 4 por-
ciones de 1 ml. del mismo solvente, las cuales fueron adicionadas
a la columna como se indic6 anteriormente y procurando que la
altura del solvente no sobrepasara la del adsorbente en méas de
1 em., una vez agregada toda la muestra, en forma continua se si-
gui6 adicionando el solvente cromatografico, evitando que supera-
ra la altura del adsorbente en mas de 2 cm.; en el momento en que

Figura N° 1. — 1) Tubo de vidrio. 2) Adsorbente,

3) Lana de vidrio. 4) Tapon de corcho perforado.

5) Tubo de vidrio. 6) Tubo de caucho. 7) Llave.

8) Tubo de caucho. 9) Erlenmeyer con tubula-

dora lateral. 10) Tubo de caucho. 11) Extracto.
12) Solvente.
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la banda amarilla estuvo cerca de la lana de vidrio, se cambi6 el
recipiente en que se estaba recibiendo, por un vaso de precipitados
de 100 ml. seco y se dejo salir la soluciéon amarilla hasta que dicha
banda fue eluida completamente.

2. Se llevo a cabo la técnica anterior con la muestra 4.2.7.
y empleando el solvente cromatografico éter de petrdleo - acetona
97:3.

3. Empleando para el desarrollo el mismo solvente cromato-
grafico se aplic6 en la columna 30 pl. de la solucién patrén de
B - caroteno y se recogid el eluato como en los casos anteriores.

4. Cada uno de los eluatos obtenidos fue llevado a sequedad
colocando los vasos sobre un bafio de arena a 50°C y aplicando una
corriente de nitrégeno.

5. Los eluatos secos fueron transferidos con éter de petréleo
a un balén aforado de 10 ml. y luego se completé a volumen con el
mismo solvente.

6. Se desarrollé el punto anterior sustituyendo el éter de pe-
tréleo nor cloroformo.

7. En el espectrofotémetro se determiné el espectro de absor-
cion entre 350 y 520 mpu. de las soluciones obtenidas en 5 y en 6.

b) Sobre hidréxido de calcio activado (13).

1. Se prepar6 con este adsorbente una columna cromatogra-
fica tal como se indic6 anteriormente empleando como solvente
éter de petréleo.

2. Se aplicé en la columna el eluato obtenido en el paso 4 con
la muestra 4.2.3. observando las mismas precauciones anotadas
para la cromatografia sobre alimina y se sigui6 agregando éter
de petrdleo hasta que una primera banda amarilla fue eluida to-
talmente, momento en que el Erlenmeyer fue cambiado y se adi-
cion6 en la columna el solvente éter de petréleo - acetona 90:10,
hasta que la banda amarilla que habia sido retenida por el adsor-
bente, fue eluida completamente. La elucién de las dos bandas
demoré 5 horas.

3. Se procedié como en los puntos anteriores agregando en
la columna 30 pl. de la solucién patrén de 8 - caroteno.
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4. Cada uno de los eluatos obtenidos en 2 y 3 se transfiri6 a
un vaso de precipitados de 100 ml. y se llevé a sequedad colocan-
dolo sobre un baiio de arena a 50°C y aplicando una corriente de
nitrégeno.

5. Cada eluato, una vez seco, se transfiri6 con éter de petré-
leo a un matraz aforado de 10 ml. y se completé a volumen con el
mismo solvente.

6. Se llevé a cabo el punto anterior empleando cloroformo en
lugar de éter de petroéleo.

7. En el espectrofotémetro se determiné el espectro de absor-
cién entre 350 y 520 mpu. de las soluciones obtenidas en 5 y en 6.

¢) Sobre 6xido de magnesio activado.

1. Para preparar las columnas cromatograficas con este ad-
sorbente se procedié exactamente como se indicé anteriormente.

2. Las distintas muestras fueron introducidas en las colum-
nas tal como se describi6 para la cromatografia sobre o6xido de
aluminio.

3. Aplicando la muestra 4.2.1. fueron ensayados todos los
solventes cromatograficos para desarrollar el cromatograma y se
observé en cada caso de qué manera separaron las distintas bandas,
especialmente las que se supuso pertenecian a los carotenos « y .

4. Los carotenos de las muestras 4.2.1. y 4.2.3. fueron se-
parados empleando para desarrollar el cromatograma el solvente
éter de petréleo - acetona 95:5 v/v. De esta manera, se obtuvieron
dos bandas separadas de los deméas pigmentos, los cuales perma-
necieron en la parte superior de la columna, una banda inferior de
color amarillo y unos 5 cm. por encima de ésta, otra de color rosado.
Se siguié agregando el mismo solvente y cuando la primera banda
(la amarilla) estuvo cerca de la lana de vidrio se cambié el Erlen-
meyer por uno nuevo en el cual se recogi6 el eluato de dicha banda
hasta que el solvente sali6 completamente incoloro, momento en
que se cambié otra vez el recipiente para recibir el eluato corres-
pondiente a la segunda banda (la rosada). El proceso de elucion
y separacién de las dos bandas demoré entre 2,5 y 3,5 horas. Cada
eluato fue transferido cuantitativamente a un vaso de precipitados
y llevado a sequedad colocindolo sobre un bafio de arena a 50°C y
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aplicando una corriente de nitrégeno. Los eluatos secos fueron lle-
vados con éter de petrdleo a un volumen de 10, 25 o 50 ml, de
tal manera que las soluciones asi obtenidas tengan valores de por-
centaje de transmitancia, a longitudes de onda a las cuales presen-
tan su maximo de absorcién, comprendidos entre 20% y 70%. A
las soluciones asi obtenidas de los diferentes eluatos se les deter-
miné el espectro de absorcién entre 350 y 520 my. utilizando como
blanco éter de petréleo.

5. Se procedi6 como en el punto anterior, excepto que para
tomar el espectro de absorcién se utiliz6 cloroformo en lugar de
éter de petroleo.

6. Trabajando simultdneamente con cinco columnas cromato-
graficas y procediendo como en el punto 4., se determiné el con-
tenido de los carotenos o« y 8 de la muestra 4.2.1. leyendo en el
espectrofotémetro el valor de porcentaje de transmitancia a 446
myp. para el eluato en éter de petréleo de la banda amarilla (a - ca-
roteno) y 451 mp. en el mismo solvente para la banda rosada
(B - caroteno).

7. Tal como se hizo en el punto anterior, se determiné el con-
tenido de los carotenos « y B8 en cada una de las ocho muestras
restantes.

8. Se prepararon cinco columnas cromatograficas con tubos
de 25 mm. de didmetro y procediendo como en 4. en cada una fue-
ron separados los carotenos o« y 8 provenientes de 1 g. de material
preparado para la extraccién de los pigmentos de Daucus carota.
Tanto los cinco eluatos de o - caroteno como los cinco del isémero
B fueron transferidos en Erlenmeyers de 125 ml. y luego llevados
a sequedad colocandolos sobre un baiio de arena a 50°C y aplican-
do una corriente de nitrégeno. Estos eluatos fueron utilizados pa-
ra efectuar la cristalizacién de los carotenos.

4.3.3. Identificacion de los carotenos « y S.

Posicién y coloracién en la columna cromatografica.
Forma cristalina.
Proceso de cristalizacion, (14).

Se ensayaron varias técnicas para obtener los carotenos en
estado cristalino y entre éstas, la siguiente condujo a los mejores
resultados, tanto para el isémero a« como para el §:

— 26 —



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO—-FARMACEUTICAS

1. Sobre el eluato seco de cada caroteno obtenido, se agregd
gota a gota la minima cantidad posible de benceno para solubili-
zarlo, sobre esta solucion se adiciond lentamente una cantidad de
metanol de aproximadamente cinco veces su volumen y luego, 3
a 5 gotas de agua.

2. La solucién anterior fue introducida durante 1 hora en una
mezcla de hielo picado - cloruro de sodio (sal comin) 3:1. De esta
forma aparecen los primeros cristales del caroteno.

3. La suspensién obtenida se llevé a tres veces su volumen con
metanol, se le aplic6 una corriente de nitrogeno, se tapé herméti-
camente y se dejé en el congelador de una nevera durante 24 horas.

4. Al cabo de este tiempo se filtr6 la suspensién asi obtenida
sobre un papel de filtro y los cristales retenidos por éste fueron
secados con una corriente muy suave de nitrogeno.

Observacién microscépica de los cristales.

Con un aumento de 450 veces su tamafio original se hicieron
las siguientes observaciones en el microscopio:

Los cristales de g - caroteno, obtenidos de Dawucus carota y los
del patrén sintético del mismo compuesto se observaron tanto con
luz corriente (luz de dia) como con luz polarizada y los cristales
obtenidos de o - caroteno con luz corriente tinicamente.

Espectros de absorcion.

Visible.

En éter de petréleo y en cloroformo fueron determinados los
espectros de absorcién del g - caroteno sintético, de los isémeros
a y B obtenidos a partir de las muestras y de la mezcla de los dos
carotenos.

Infra - rojo, (15).

En el espectrofotémetro se tomaron para este fin los espec-
tros infra -rojo en fase sélida, entre 2,5 y 15 micrones, de los
carotenos o« y B cristalinos obtenidos de Dawucus carota y uno del
B - caroteno sintético.

La tableta preparada por compresion de una mezcla de 1
mg. de caroteno y 300 mg. de bromuro de potasio, a 20.000 libras
durante 20 minutos, la cual presenté6 un didmetro de 12 mm. y
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un espesor de 2 mm., se coloc6 en el espectrofotémetro, en una cel-
da desmontable, dejando actuar libremente el haz luminoso de com-
pensacion.

4.5.4. Preparacion de la curva de calibracién del B - carcteno.

Para efectuar los cdlculos del 8 - caroteno presente en las mues-
tras se prepar6 una curva de calibraciéon con el patrén de dicho
compuesto, sometiéndolo a las etapas de extracciéon y cromatogra-
fia en columna sobre 6xido de magnesio, para lo cual se procedié
de la siguiente manera:

1. Un ml. de la solucién patrén de 8- caroteno, recientemen-
te preparada, fue sometido a un proceso de extraccién simulado,
similar al seguido para la extraccién de los pigmentos en cualquier
muestra de material vegetal, obteniéndose una solucién de g - ca-
roteno patrén en éter de petréleo de concentracién teérica de 20
mcg./ml.

2. Con la solucién obtenida anteriormente se prepararon otras
tres dilusiones de concentracion 1, 2 y 3 mcg./ml., a las cuales se
les determiné en el espectrofotémetro el porcentaje de transmitan-
cia a 451 mpu. empleando como blanco éter de petréleo. Estos datos
fueron utilizados para calcular la cantidad de caroteno que se pier-
de durante el proceso de extraccién.

3. Se prepararon columnas cromatograficas con 6xido de mag-
nesio y desarrollandolas con éter de petréleo - acetona 95:5 se
aplicaron, en las mismas, volimenes exactos de la solucién de g -
caroteno obtenida en 1., comprendido entre 0,1 y 2 ml, y que
contenian teéricamente 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5; 20,0;
22.5; 25,0; 27,5; 30,0; 32,5 y 35,0 mcg. de B - caroteno.

4. Cada uno de los catorce eluatos obtenidos en el punto an-
terior fue transferido a un vaso de precipitados de 100 ml., se secé
en la forma habitual, se llevé con éter de petrdleo a un volumen
de 10 ml. en un balén aforado y a esta soluciéon se le determiné
en el espectrofotometro el porcentaje de transmitancia a 451 my.,
empleando como blanco éter de petréleo. Los datos obtenidos de
esta manera fueron utilizados para construir la curva de calibra-
cion (Figura 2-A).

5. Se obtuvo una segunda curva patrén, leyendo a 451 muy.
el porcentaje de transmitancia que presentaron las soluciones re-
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cientemente preparadas de 8 - caroteno sintético en éter de petré-
leo que tenian las siguientes concentraciones: 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
1,25; 1,50; 1,75; 2,0; 2,25; 2,50; 2.75; 3,0; 3,25; 3,50; 3,75 y 4,0
meg./ml. (Figura 2-B).

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccién tratamos los aspectos més importantes de los
resultados obtenidos en cada método, con el fin de discutirlos y al
mismo tiempo lograr una idea global del presente trabajo.

A) EXTRACCION

a) Preparacién de las muestras para el proceso de extraccion.

La consideracién de algunos factores como la estabilidad de
los carotenos, la toma de la muestra y la efectividad del proceso
de extraccion, dié lugar a que las muestras (algas marinas y otros
vegetales), fueran preparadas para la extraccién de los pigmentos,
sometiéndolas primero a una etapa de secado en una estufa a 50°C,
durante 36 horas, luego pulverizadas en un molino de acero ino-
xidable, tamizadas (por tamiz N° 40) y finalmente conservadas
bajo atmésfera de nitréogeno en recipientes herméticamente cerra-
dos guardados en una nevera.

b) Proceso de extraccion.

Se llevaron a cabo una serie de ensayos, en los cuales se em-
plearon diferentes solventes o mezclas de éstos, encaminados a
obtener una extraccién cuantitativa de los pigmentos, evitando en
lo posible la descomposicion de los mismos.

Entre todos los ensayos realizados, se obtuvo una extraccién
muy completa de los pigmentos mediante uina maceracién del ma-
terial vegetal seco y pulverizado, con una mezcla de éter de petré-
leo - acetona 50:50 v/v, durante 15 horas, bajo atmoésfera de ni-
tréogeno y en la obscuridad.
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B) SEPARACION DE LOS CAROTENOS

a) Particién entre dos solventes tnmiscibles.

Se encontré que no es aconsejable separar las clorofilas y al-
gunas xantofilas, de los demas pigmentos {carotenos y otros caro-
tenoides), mediante el reparto del extracto total de los pigmentos
de un vegetal en una mezcla de partes iguales de éter de petréleo
y metanol acuoso (90:10 v/v), debido a que los carotenos son par-
cialmente solubles en el metanol acuoso, hecho demostrado median-
te cromatografia en capa delgada.

b) Cromatografia sobre papel.

Por cromatografia ascendente sobre papel no se obtuvo una
buena separacién de los carotenos, especialmente porque las ban-
das de los pigmentos se presentaron demasiado extendidas, motivo
por el cual se insistié poco en este método.

Por cromatografia circular sobre papel fue posible la sepa-
racioén de la mezcla de los carotenos « y 8 de los deméas pigmentos,
pero no se pudieron aislar los dos isémeros entre si.

Ademas se estableci6 que si se pretende evaluar la mezcla de
los carotenos « y 8 por este método, se debe tener en cuenta que
durante la cromatografia y el proceso de elucién, se pierde apro-
ximadamente un 30 por ciento de los carotenos.

¢) Cromatografia en capa delgada.

Mediante el ensayo de diferentes adsorbentes y solventes, se
encontré que por este método cromatografico, empleando como so-
porte silica gel G y como solvente una mezcla de éter de petréleo -
acetona 75:25 v/v, fue separada perfectamente la mezcla de los
carotenos o y 8 de los deméas pigmentos, pero no fue posible aislar
los dos carotenos entre si.

Se establecié que los carotenos se conservaron mejor durante
el proceso cromatografico, cuando las cromatoplacas de silica gel
fueron preparadas con una solucién al 1% de hidréxido de potasio
en agua.

También se puso en evidencia que cuando se pretende evaluar
la mezcla de los carotenos « y 8 por este método, durante la cro-
matografia y el proceso de elucién, se pierde aproximadamente un
35 por ciento de los carotenos.
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En general se puede afirmar que este método s6lo presenta
interés para obtener una valoracién aproximada de la mezcla de
los carotenos « y B8, o para estudiar cualitativamente los demas
carotenoides.

d) Cromatografia en columna.

1. Sobre alimina activada neutra.

Empleando la cromatografia en columna sobre este adsorbente
y desarrollandola con una mezcla de éter de petréleo - acetona 97:3
v/v, se pudo separar la mezcla de los carotenos « y 8 de los demas
pigmentos presentes en los vegetales, lo cual se comprobé al hacer
un estudio espectrofotométrico de los eluatos obtenidos.

Por utilizacién de un patrén de g - caroteno, se estableci6 que
aunque el proceso cromatografico no demora mas de hora y media,
durante el mismo se pierde aproximadamente el 25% del g - caro-
teno.

Este método solo es aplicable para evaluar la mezcla de caro-
tenos o y B3, de una manera aproximada.

2. Sobre hidréxido de calcio activado.

Se encontr6 que la cromatografia en columna sobre este ad-
sorbente, empleando para desarrollarla éter de petréleo, solo es ttil
para separar la mezcla de los carotenos « y 8 entre si, cuando di-
cha mezcla ha sido previamente aislada de los demas pigmentos.

La determinacién cuantitativa de los carotenos « y B, utili-
zando primero una columna con alimina y luego una con hidré-
xido de calcio, no es aconsejable, debido a que durante estos dos
procesos se pierde aproximadamente el 55% de los carotenos, he-
cho comprobado al pasar por estas dos columnas una solucién de
B - caroteno sintético.

3. Sobre éxido de magnesio activado.

3.1. Separacién de los carotenos.

Después de ensayar sobre este adsorbente varios solventes cro-
matograficos, se encontré que con una mezcla de éter de petréleo-
acetona 95:5 v/v, es posible la separacién perfecta de los carotenos
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a'y B de los demés pigmentos y la de estos dos isémeros entre si,
resultado que satisface el principal objetivo de este trabajo, ya que
permite evaluar aisladamente cada uno de los dos carotenos.

3.2. Identificacion de los carotenos.

Los carotenos « y 8 fueron identificados mediante el estudio
de las siguientes propiedades:

Coloracién y posicién en la columna cromatografica.

Espectro de absorciéon en la regién visible en éter de petréleo
y en cloroformo. En la Tabla ITI se muestran las longitudes de
onda de maxima absorbancia de los eluatos obtenidos.

Observacién microscépica, con luz diurna y luz polarizada, de
la coloracién y forma de los cristales de dichos compuestos.

Espectros infra - rojo en fase sélida.

TABLA III

Longitudes de onda a las cuales se encuentran los méaximos
de absorcién de los carotenos « y 3, obtenidos por separacién cro-
matografica en columna sobre 6xido de magnesio, desarrollada con
una mezcla de éter de petroéleo - acetona 95:5 v/v.

Longitud de onda en milimicras a
la cual presenta el mdximo de ab-

Compuesto soreién.
Eter de petréleo Cloroformo
B - caroteno patrén . ... ... ... L. 451 478 463 485
B - caroteno obtenido del alga C. race-
TOSA « o vet et e e e e e 451 478 463 485
a - caroteno obtenido del alga C. race-
MOSA o vv e e aan 446 473 452 475
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3.3. Curvas de calibracion.

En la figura 2 se muestran las curvas de calibracién. La curva
A fue construida después de someter las soluciones de diferente con-
centracién de B - caroteno patrén a los procesos de extracciéon y de
cromatografia en columna sobre 6xido de magnesio. La curva B
fue obtenida con soluciones de g - caroteno recientemente prepa-
radas.

Mediante una curva de Ringbom trazada con los mismos va-
lores de concentracion y de absorbancia con los cuales se construyé
la curva B de la figura 21, se encontr6 que el error en las lecturas
espectrofotométricas es minimo para valores de porcentaje de trans-
mitancia comprendidos entre 20% y 70% (0,70 y 0,15 de absor-
bancia).

Por comparacién de las pendientes de las curvas A y B de la
figura 2, se encontr6 que durante los procesos de extraccién y
de cromatografia en columna sobre 6xido de magnesio se pierde
un 20% del g -caroteno, porcentaje de pérdida que se tuvo en
cuenta para hacer los calculos de a«-caroiteno presente en la
muestra.

De acuerdo a los valores de absorbancia obtenidos, se deter-
miné que durante el proceso de extraccién se pierde un 5 por cien-
to del B - caroteno.

3.4. Determinacion cuantitativa de los carotenos o y .

Una vez separados los carotenos « y 8 de los materiales vege-
tales, fueron determinados espectrofotométricamente, efectuando
para cada muestra cinco determinaciones, con el fin de verificar
la precision del método empleado.

3.3.1. Contenido de o« y B - carotenos y de vitamina A en las mues-
tras analizadas.

En la Tabla IV se presenta un resumen de los principales re-
sultados obtenidos en el presente trabajo, los cuales serdn discu-
tidos a continuacién.
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Figura N° 2. — Curva de calibracion del g - caroteno en éter de petréleo. A) So-

lucién de g - caroteno sintético suministrado por Hoffmann - La Roche sometida

a los procesos de extraccion y cromatografia en columna. B) Solucién reciente-

mente preparada del mismo patrén., Longitud de onda: 451 milimicras. Blanco:

Eter de petréleo. Espectrofotémetro: Hitachi Perkin - Elmer Mod. 139, Celda de
cuarzo de 1 cm. de espesor.
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TABLA IV

Proporcién de a y B - carotenos y contenido de vitamina A en
los vegetales estudiados.

. Cq Cp Vit. A *

Material vegetal meg./100 g. Yoo  tcg./100 9. Yef u.i./100 g.
Caulerpa racemosa .. .. 12.920 65 7.150 35 22,250
Caulerpa sertularioides . 2.708 69 1.184 31 4.220
Halimeda opuntia ... .. 797 67 392 33 1.320
Penicillus capitatus .. .. 226 46 265 54 560
Hypnea musciformis .. .. 137 18 631 82 1.170
Gracilaria cylindrica . .. Trazas <5 364 >95 590
Spinacea oleracea . .. .. Trazas <5 7.320 >95 12.200
Daucus carota . .. .. .. 22.340 29 54.820 71 110.000
Cucurbita maxima .. .. 1.650 22 5.744 78 10.950

* 1 u. i. de vitamina A = 0,6 mcg. de B - caroteno.
1 u. i. de vitamina A = 1,2 mcg. de ¢ - caroteno.

Las cuatro especies de algas verdes estudiadas (C. racemosa,
C. sertularioides, H. opuntia y P. capitatus), contienen entre el 46 %
y 69% de o - caroteno; en cambio, en las dos especies de algas ro-
jas (H. musciformis y G. cylindrica), el contenido de « - caroteno
es inferior al 20%. Las consideraciones anteriores, indican una
tendencia a mayor contenido de «-caroteno en las algas verdes
que en las algas rojas.

La alta proporcién de « - caroteno en la mayoria de los vege-
tales estudiados, pone de manifiesto la importancia de determinar
separadamente los carotenos « y B, si se tiene en cuenta que el
B - caroteno tiene el doble de actividad vitaminica A que el a - ca-
roteno.

En cuanto al contenido de vitamina A, se puso en evidencia
la enorme superioridad de los tubérculos de Daucus carota, con
respecto a los demés vegetales estudiados. Sin embargo, es muy
significativo que el alga Caulerpe racemosa, contenga aproxima-
damente el doble de vitamina A que las hojas de Spinacea oleracea
(espinacas) y que el mesocarpio de Cucurbita maxima, las dos ul-
timas, conocidas como alimentos muy ricos en vitamina A.
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El alga Caulerpa racemosa presenta una cantidad de vitamina
A muy elevada con respecto a las demdas especies de algas estudia-
das; asi, por ejemplo, contiene cinco veces mas vitamina A que
el alga Caulerpa sertularioides, la cual ocupa el segundo lugar en
cuanto a dicho contenido.

Control estadistico.

En la Tabla V se presenta la desviacién “standard” porcen-
tual para la determinacién de carotenos « y B en las nueve mues-
tras estudiadas. En dicha Tabla se aprecia que los valores de des-
viacion ‘“‘standard” porcentual estan comprendidos entre 2,0% y
8,2% ; valores que no son elevados si se tiene en cuenta que cada
determinacion demora alrededor de 24 horas y si se considera ade-
mas que se trabaja con material biolégico inestable.

TABLA V

Desviacién “standard” porcentual para la determinacién de
a y B carotenos.

Desviacion “standard” porcentual
Material vegetal % S
a - Caroteno B - Caroteno

Caulerpa racemosa ... ... ... . 2,0% 2,8%
Caulerpa sertularioides . ... ... 3,14 4,9%
Halimeda opuntia ... ... ... ... 2,9% 8,29%
Penicillus capitatus .. ... ... ... 3,7% 3,6%
Hypnea musciformis . ... ... ... 7,3% 3,0%
Gracilaria cylindrica . ... ... ... — 3,4%
Spinacea oleracea ... ... ... ... -— 2,9%
Daucus carota .. ... ... ... ... 3,1% 3,6%
Cucurbita maxima .. ... ... ... 5,9% 2,6%

Se encontré6 que todas las determinaciones de « y 8 carotenos
en las nueve muestras analizadas, presentan sus valores dentro

del intervalo X =+ 2 S.
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Recuperacion.

Se encontr6 que las pérdidas de g - caroteno durante el pro-
ceso son elevadas (20%), pero éstas fueron corregidas, constru-
yendo una curva de calibracién con soluciones de g - caroteno pa-
tréon sometidas a los mismos procesos de extraccién y separacion
cromatografica, tal como se hizo con las algas. Para el « - caroteno
se tuvo en cuenta el mismo porcentaje de pérdida encontrado para
el isémero .

CONCLUSIONES

A) Mediante la combinacion de la cromatografia en columna
v la espectrofotometria, fue encontrado un método que permite
evaluar con precisién y exactitud aceptables, los carotenos « y 8
presentes en cualquier vegetal.

B) No fue posible la separacién de los carotenos « y 8 por
cromatografia sobre papel o en capa delgada, aunque se pudo ais-
lar la mezcla de estos dos compuestos de los deméas pigmentos. Tam-
bién se advirti6 la no conveniencia de emplear estos dos procedi-
mientos cromatograficos para la determinacién cuantitativa de los
carotenos, debido a la alta descomposicién de los mismos durante
el proceso.

C) La cromatografia en capa delgada se encontré aconseja-
ble para el andlisis cualitativo de los pigmentos de las plantas.

D) El método de cromatografia en columna utilizado en este
estudio, puede ser aplicado para la separacién y evaluacién de la
mayoria de los carotenoides presentes en los vegetales, con sélo
incrementar gradualmente la polaridad del solvente con el cual se
desarrolla el cromatograma.

E) Dentro de las especies de algas estudiadas, en el alga Cau-
lerpa racemosa, se encontré una cantidad de carotenos « y § muy
superior a la hallada en plantas cultivadas en la tierra (a excep-
cién de la zanahoria), conocidas como alimentos ricos en estos
compuestos.

F) En las especies de algas verdes estudiadas, se encontré
una proporcién de a - caroteno muy superior al contenido del mis-
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mo en algas rojas y los tres vegetales estudiados (espinacas, ahu-
yama y zanahoria).

G) EIl método para el andlisis cuantitativo de los carotenos,
mejorado en el presente trabajo, puede tener aplicacién para deter-
minar a qué edad o en qué periodo del afio, el contenido de caro-
tenos en las plantas es maximo.

De la misma manera, el método puede ser aplicado para esta-
blecer cé6mo varia la proporcién de carotenos o« y B de acuerdo a
la maduracion de los frutos o a la edad de las plantas.

RESUMEN

Con el propoésito de determinar separadamente y con precisién
aceptable el contenido de carotenos « y B en algas marinas, fue
necesario mejorar todas las etapas involucradas en la determina-
cién, tales como la extraccién de los pigmentos, la separacién de
los carotenos por métodos cromatograficos y la determinacién es-
pectrofotométrica de los mismos.

Para separar los carotenos « y 8 de los demas pigmentos fue-
ron ensayados métodos cromatograficos (sobre papel, en capa del-
gada y en columna). Por cromatografia sobre papel y en capa
delgada, solo se obtuvo la separacién de la mezcla de los carotenos
a 'y B8 de los demas pigmentos. Mediante la utilizacién de la croma-
tografia en columna, empleando como soporte 6xido de magnesio
activado y desarrollandola con una mezcla de éter de petréleo - ace-
tona 95:5 v/v, fue posible eluir aisladamente los carotenos a y 8.
La identificacién se llevé a cabo mediante un estudio comparativo
de los espectros de absorcién en las regiones del visible y del infra-
rojo, observacién microscépica de los cristales y posicién que ocu-
pan en la columna cromatografica. Finalmente, fueron valorados
espectrofotométricamente.

SUMMARY

In order to determine separately and with acceptable preci-
sion the amount of o« and 8 carotenes in marine algae it was neces-
sary to improve the method of extraction of the pigments, their
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isolation by chromatographic methods and their spectrophotome-
tric determination.

Several chromatographic methods (paper, TLC and column)
were evaluated. The o« and B carotenes were separated from the
other pigments by paper chromatography and TLC.

These compounds were also separated by column chromato-
graphy on activated magnesium oxide using petroleum ether: ace-
tone (95:5 v/v) as the solvent.

Their identification was based on the visible and IR spectra,
the examination of the cristals under the microscope and the
position of the compounds in the chromatographic column. The
amount of each compound was determined by spectrophotometry.

RESUME

Nous avans revisé et précisé les méthodes de détermination
de I’ « caroténe et du B caroténe dans les algues marines.

Par chromatographie sur papier ou en couche mince, les deux
formes sont séparées simultanément des autres pigments. Par con-
tre, par chromatographie sur colonne de MgO et élution par un
mélange d’éther de pétrole - acétone 95:5 on sépare les deux com-
posés. On les identifie par leurs spectres d’absorption dans le vi-
sible et I'IR, par la forme microscopique des cristaux et par leur
position relative dans la colonne. Finalement on détermine les te-
neurs par spectrophotométrie.
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