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PRACTICA 1

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS

Introduccion

Hay una fuente importante de colorantes naturales presentes en frutas rojas tales como
cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras (Jackson et al,
1978; Frankel et al, 1995). Restricciones en el uso de colorantes sintéticos en alimentos ha
conducido al interés en el uso potencial de antocianinas como un colorante alimenticio en
bebidas, jarabes, jugos de frutas, gelatinas, mermeladas, helados, dulces de pasta y yogures,
tan bien como en pasta dental, farmacéuticos, cosméticos y productos similares (Durante,
1995). Pigmentos presentes en pieles de higo negro pueden ser industrialmente extraidos

usando dos procesos de extraccion junto con acido férmico.

La produccion de éste pigmento bajo estos métodos de extraccion no es solamente para
recuperar la mayor cantidad posible sino también para obtener un ingrediente de alto valor
comercial. Wilkinson et al comenzd a extraer antocianinas en 1977 usando metanol con
pequefas cantidades de HCI. La acidificacion con acidos fuertes como el HCI sirve para

mantener un pH bajo.
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Este puede, sin embargo, alterar la forma nativa del complejo de pigmentos rompiendo
asociaciones con metales, copigmentos y proteinas. Para obtener antocianinas lo mas
naturalmente posible el uso de solventes neutros (por ejemplo, 60% metanol, etilenglicol,
nbutanol, acetona) y acidos organicos débiles (acido férmico, acido acético) han sido
recomendados. Kalt y MacDonald (2002), describieron un proceso para la recuperacion de
antocianinas de arandano con un sistema solvente de MeOH:H20:4cido formico (70:28:2)
(Agilent Technologies, 2002). El presente trabajo fue conducido para desarrollar un método
para extraer antocianinas de pieles de higos, cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas,
zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras usando soluciones de metanol y acetona como
solventes, para evaluar cual de los dos pudiera ser elegido como método de extraccion. Los
valores de absorbancia observados fueron tomados como parametros de referencia en cada

proceso para decidir su eleccion.

Materiales y Métodos
Los higos, cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras

pueden ser adquiridos directamente de plantas procesadoras.

Los higos, cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras
pueden ser cosechados en un estado de maduracién industrial. Los lotes de higos, cerezas,
ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras seran almacenados en
un cuarto frio de 0-5°C conforme lleguen de la planta procesadora. Posteriormente, se
separara la piel y la pulpa del tejido manualmente con un cuchillo. Una vez separadas las

pieles, se almacenaran en un congelador a -20°C aproximadamente en bolsas de plastico
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hasta el momento de ser analizadas. Una vez congeladas las pieles de higo, cerezas,
ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras se liofilizaran usando

un liofilizador Labconco Freezone.

Extraccion de antocianinas.

Un proceso no-continuo de extraccion se empleara durante todo el experimento.
Previamente se determinara el % de humedad y el % de solidos de la piel de higo, cerezas,
ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras, por el método
tradicional de la estufa de desecacion. Esto con el objetivo de establecer un tamafio de
muestra determinado en base a los solidos de la piel. Se llevo a cabo la extraccion de las
antocianinas, probando soluciones de metanol acidificado y soluciones de acetona. Para
poder correr la extraccién con metanol acidificado, se manejaran cinco tamafios de muestra

(en base al % solidos= 20%) que seran 40, 80, 120, 160 y 200 mg, respectivamente.

El método se basara en obtener un extracto metanolico (metanol:agua:acido férmico) a
partir de la piel de higo, cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas
y negras, donde posteriormente se hara una exploracion a diferentes longitudes de onda en
un espectrofotometro en la region visible (510, 515, 520, 535, 546 y 550 nm,
respectivamente). Cada tamafio de muestra sera previamente molida (molino para especies)
para homogenizar la muestra. Enseguida, la piel de higo, cerezas, ciruelas, fresas,
frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras y homogenizada se colocard en un

frasco de vidrio conteniendo éste 10 mL de una solucion fria de metanol acidificado
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(MeOH:H20:acido formico; 70:28:2). La mezcla se colocara en una licuadora (Osterizer) y
se molera por espacio de 10 min a una velocidad de 4. Después de la molienda, la mezcla
obtenida se filtrara a vacio. Finalmente, el filtrado se dejara reposar por 1 hora en la
oscuridad. Pasado este tiempo, se hara una exploracion a diferentes longitudes de onda en
un espectrofotometro y por ultimo se tomaran las lecturas de absorbancia para cada

longitud de onda.

Adicionalmente, se usaran otros tamafios de muestra, aumentando el porcentaje de solidos
en base a un gramo de muestra congelada, de 2 a 20%, respectivamente. Por lo tanto, los

tamafos de muestras empleados seran 400, 800, 1200, 1600 y 2000 mg, respectivamente.

Para la extraccion con acetona, se manejaran tres tamafios de muestra: 2, 4, y 6 g,
respectivamente. EI método se basard en obtener un extracto aceténico (concentrandolo a
vacio y resuspendiéndolo en agua acidificada) a partir de la piel de higo, cerezas, ciruelas,
fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras. Cada tamafio de muestra
(previamente homogenizada) se colocara en un vaso de precipitado conteniendo 15 mL de

una solucion de acetona.

Enseguida, se dejara reposar esta mezcla por 5 min a temperatura ambiente, una vez
obtenido el extracto aceténico, se filtrara al vacio. Estos filtrados se concentraran en una

estufa a vacio a 35°C por 6 horas aproximadamente.
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Después, se resuspenderan los extractos con 5 mL de una solucion de agua acidificada (3%
de acido férmico). Finalmente, se hard una exploracion a diferentes longitudes de onda en
un espectrofotometro y por altimo se tomaran las lecturas de absorbancia para cada
longitud de onda. Después de lo anterior se utilizaran los extractos metanolicos para llevar
a cabo una evaluacion de pH y color (titulando con acido y base), usando piel de higos,

cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas, pasas rojas y negras liofilizadas.

PRACTICA 2

EXTRACCION DE GINSENOSIDOS

Introduccion

Diversos investigadores han encontrado con el uso de métodos de cromatografia, la
composicion y las estructuras de los sapondsidos triterpénicos de la mayoria de las especies
de panax existentes. Se han podido identificar en la especie Panax ginseng 9 saponosidos
conocidos como: Ro, Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rf, Rgl, Rg2. Similar composicién también ha

sido identificada en el Panax quinquefolium y Panax japonicum.
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Las diversas actividades farmacoldgicas atribuibles a estas especies se deben a sus
principios activos, los sapondsidos triterpénicos. T. B Ng y otros demostraron que las
fracciones Rbl, Rb2, Rc y Rgl del Panax ginseng suprimen la lipogénesis y lipolisis

inducidas por corticotropina en adipocitos aislados de ratas.

Tsang y otros demostraron que el extracto butandlico de ginsendsidos inhibe la captacion
de GABA, acido glutdmico, dopamina, noradrenalina y serotonina por los sindptosomas del
cerebro de ratas. Hiquino y otros demuestran la actividad antihepatotoxica de algunos

ginsendsidos del Panax ginseng.

En ensayos farmacoldgicos Pérez de Alejo y otros (1994) han encontrado que tanto el
extracto fluido como el preparado Ergopanin melito de la Polyscias fruticosa (Panax
fruticosum), aumentan la resistencia de los animales a la fatiga. Este mismo colectivo
encontrd en un estudio comparativo por cromatografia de capa delgada que el extracto de
Polyscias posee una composicion en sapondésidos triterpénicos similar al del Panax

ginseng.

Por otra parte también ha sido posible conocer la composicion quimica (principios activos)
del Zingiber officinale (jengibre), de esta forma Keichi y otros identificaron como
componentes de la fraccion picante, los gingeroles y los shogaoles y en el aceite esencial,
zingiberol, zingibereno y zinbiberona, mientras que Miyazagua y otros han encontrado
hasta 72 compuestos en la fraccion de aceite volatil. La mayoria de las actividades
farmacoldgicas encontradas en los extractos de esta planta, han sido ensayadas en los
extractos de los rizomas o en algunas de las fracciones de sus principios activos;

fundamentalmente en la fraccion gingeroles. Goto, Adewunmi y otros demuestran que el

9
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extracto de (6)-gingerol posee actividad frente a las larvas Anisakis y frente al Shistosoma

mansoni.

Otros investigadores han utilizado en sus ensayos farmacoldgicos los extractos de sus
rizomas y se ha demostrado actividad antiflngica, efectivo en el tratamiento preventivo de

la migrafa, efecto gastroprotector y actividad antirreumatica entre otros.

Se conoce que la mayoria de las investigaciones realizadas al Zingiber officinale Roscoe se
han efectuado en la fraccion gingeroles y con el Panax ginseng y especies relacionadas con
su fraccion saponoésidos, y ademds, en ambas plantas se ha demostrado su actividad

estimulante; por lo que se aislaran estas fracciones para probar esto.

Materiales y Métodos

Obtencion del extracto crudo de gingeroles

Los rizomas del jengibre seran colectados de diferentes lugares de venta en México. Los

rizomas seran secados a 40 °C y triturados hasta polvo fino.

Para la obtencion de la fraccion de gingeroles se utilizara el método descrito por Yhogi y
otros en 1982, 65 g de polvo seran extraidos con metanol mediante percolacion. El extracto
metanolico se concentrard para eliminar el solvente a presion reducida. El residuo se

distribuird en una mezcla agua-acetato de etilo (1:1).

La capa de acetato de etilo se concentrara al vacio en un rotoevaporador y el residuo se
redisolvera con metanol y se lavara varias veces con hexano. La fraccion metandlica (crudo

de gingeroles) se concentrara al vacio y quedara un residuo final de 2,6 g.

10
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Ensayo cromatografico

Del residuo final 2,2 g seran disueltos en 50 mL de etanol al 95 %. Para el ensayo
cromatografico seran utilizadas cromatoplacas de silicagel F 254 20 x 20 cm con un espesor
de 0,25 mm (Merck). El sistema de solventes utilizado ser& benceno: acetato de etilo (4:1),
sobre la placa seran colocados 5 mL del extracto anterior y se dejaran correr. La placa sera
secada y observada bajo la luz ultravioleta; obteniéndose 3 manchas con Rf de 0,55, 0,62 y

0,67 cm.

Obtencion del extracto crudo de saponosidos triterpénicos

La Polyscias fruticosa sera obtenida de diferentes puntos de venta en México.

El polvo se obtendra a partir de la corteza de las raices que, después de limpias, seran
cortadas en trozos pequefios y secadas en horno a 40 °C; después de secas seran trituradas
hasta polvo fino. Con el polvo de la Polyscias se elaborara un extracto fluido por
percolacion con un pH de 6,35, IR 1,36, densidad 0,9488 y sélidos totales de 7,3 g/dL. El

extracto fluido entonces sera utilizado para obtener el crudo de saponosidos.

Del extracto fluido de la Polyscias 100 mL se concentraran a presion reducida para eliminar
alcohol. El residuo acuoso se lavara con éter etilico para eliminar pigmentos y después se
afadird n-butanol saturado con agua para extraer las saponinas triterpénicas. El extracto

butanolico y el residuo acuoso se concentraran a presion reducida y las fracciones se

11
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pesaran. Se pesara La fraccion butanolica (FBP) y la acuosa (FAP). Los residuos de FBP y
FAP seran finalmente redisueltos en 30 mL de etanol al 70 % el primero y 30 mL al 20 %

el segundo.

Ensayo cromatografico

Para el ensayo cromatogréafico se utilizaran placas de cristal de silicagel F 254 20 x 20 cm y
espesor de la capa de 0,25 mm (Merck). El sistema de solventes de corrida serd butanol:

acido acético: agua 4:1:2; el revelador fue &cido sulfarico al 20 %.

Después de realizada la corrida, las placas seran colocadas a temperatura ambiente para
secarlas, rociadas con el revelador y colocadas a 110 °C durante 5 min. Luego de estar frias,
se observaran bajo la luz ultravioleta. Junto con las muestras FBP y FAP de la Polyscias,
sera ensayado como muestra de referencia un extracto de Panax ginseng original de
procedencia coreana, que sera extraido con butanol en agua y la capa butandlica ensayada

cromatograficamente.

Las fracciones FBP, FAP de la Polyscias y la fraccion gingeroles (JJ) seran entonces
ensayadas en un modelo experimental de fatiga en ratones, descrito por Chen y Bahner en

1960.

Seran ensayados 1 grupo control salina (sin extracto), 1 experimental FBP, otro
experimental FAP y 1 grupo JJ, y los grupos controles menstruo al 70 % y menstruo al 20
% respectivamente; en cada grupo la N sera de 15 animales. La administracion sera por via

oral en dosis unica, en FAP y FBP de 10 mg/kg y en JJ de 25 mg/kg. Los resultados seran

12
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analizados autométicamente en computadora IBM-compatible, mediante paquete

estadistico CSS/PC con p<0,05.

PRACTICA 3

EXTRACCION DE CAROTENOIDES

o - caroteno
WW\JQ
B - caroteno

Introduccion

El andlisis de carotenoides puede tomar, dependiendo del grado de informacion deseado,
tres caminos: i) determinacion solamente de las provitaminas A; ii) determinacion de las
provitaminas y de los principales carotenoides no provitaminicos A; y iii) determinacién de
la composicion completa de los carotenoides. Considerando la gran dificultad asociada a la
tercera opcién y también debido a la importancia fisiol6gica recientemente reconocida para
los carotenoides sin actividad provitaminica A, la segunda es probablemente la estrategia

mas correcta para la obtencidn de datos para tablas de composicién de alimentos.

Independientemente del camino a seguirse, tres factores dificultan los analisis: i) el gran
namero de carotenoides naturales; ii) la variacion cualitativa y cuantitativa en la
composicion de carotenoides en alimentos; v iii) el posible deterioro durante el analisis al
tratarse de compuestos altamente insaturados.

13
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Los errores tipicos son: i) extraccion incompleta; ii) pérdidas en la saponificacion, lavadas
y particion; iii) separacion cromatografica incompleta; iv) identificacion errénea; v) errores

en la cuantificacion y célculo; y vi) isomerizacion y oxidacion durante el analisis.

Es imprescindible que se implanten en forma rigurosa las debidas precauciones para evitar
la formacion de artefactos (contaminantes) y pérdidas cuantitativas durante el analisis.
Entre éstas se destacan: i) ejecucion de los analisis o mas rapido posible; ii) proteccion
contra la luz; iii) no utilizacion de alta temperatura; iv) uso de solventes de grado analitico
o destilados, libres de impurezas destructivas (por ejemplo, éter etilico y tetrahidrofurano
libres de peroxidos, cloroformo libre de &cido); v) exclusién del oxigeno (por ejemplo,
aplicacion de vacio, atmosfera de N, o argdn); y vi) empleo de agentes antioxidantes y
neutralizantes. Las muestras frescas, si son cortadas o picadas, deben ser inmediatamente

extraidas para prevenir la oxidacion enzimatica.

Es bien sabido que la composicion de los carotenoides varia en funcion de factores tales
como el cultivar o la variedad, estado de maduracion, clima, composicion del suelo, parte
de la planta utilizada, duracion de la postcosecha, procesamiento y almacenamiento (6). Por
lo tanto, el muestreo es de absoluta importancia y los resultados deben ser acompafiados
por informaciones adicionales (por ejemplo, especificando cultivar, estado de maduracién,
parte analizada, origen geografico). Los errores en el muestreo pueden superar los del

propio analisis.

El procedimiento general de los analisis consiste de: i) extraccidn; ii) particién con éter de
petréleo o hexano; iii) saponificacién; iv) concentracion; v) separacion cromatografica; y

vi) identificacion y cuantificacion. La particion puede ser eliminada en los métodos que

14
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emplean HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia). La saponificacion se usa para
remover clorofilas y lipidos indeseables y en hidrolizar hidroxicarotenoides esterificados
con &cidos grasos, liberando los carotenoides. Sin embargo, esta etapa debe ser evitada
siempre que sea posible, puesto que puede causar degradacion y producir compuestos

artificiales, ademas de prolongar el anélisis.

ETAPAS PRECROMATOGRAFICAS

Los carotenoides son normalmente extraidos con solventes organicos miscibles en agua
como acetona, metanol o etanol, siendo el primero el mas utilizado. Con la introduccion de
la HPLC en el analisis de carotenoides, el tetrahidrofurano estd siendo muy utilizado. La
muestra (cuya cantidad depende del contenido de carotenoides) es macerada con acetona
fria en un homogenizador eléctrico (por ejemplo, "waring blendor") con vaso de vidrio o
acero inoxidable, durante los 2 minutos, seguido de un paso de filtraciébn en embudo
Buchner o de vidrio. Para aumentar la extractabilidad de algunos tejidos resistentes a la
penetracion del solvente, se coloca inicialmente la muestra finamente picada en el solvente
por cerca de 20 minutos en la heladera. Otras muestras como la calabaza y el maiz pueden
ser homogenizadas con pequefias cantidades de agua antes de la extraccion. Las muestras
secas deben ser rehidratadas antes de ser extraidas. La extraccion y filtracién deben ser

repetidas hasta que el residuo aparezca sin color (2 o 3 veces).

Los carotenoides son transferidos a éter de petr6leo o hexano (a veces con éter etilico),
preferencialmente de forma suave y gradual en un embudo de separacién. Para evitar la
formacion de emulsion, la cual es dificil de deshacer y ocasiona pérdidas de carotenoides

gue pasan para la fase acuosa, se adiciona el extracto en varias porciones al éter de petréleo

15
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que se encuentra en el embudo. Despueés de cada incremento, se agrega agua contra la pared
interna del embudo de tal forma que no haya agitacion. Una vez separadas las fases, se
descarta la inferior y se repite el proceso adicionando una nueva porcion del extracto.
Cuando todo el extracto se encuentra en el embudo, se lava otras cuatro o cinco veces con
agua para retirar la acetona residual. La fase de éter de petrdleo con los carotenoides es
después secada con sulfato de sodio anhidro y concentrada en un rotavapor a menos de

35°C.

La mejor manera de efectuar la saponificacion, cuando es necesaria, es adicionando a la
solucion de carotenoides en éter de petroleo, igual volumen de KOH metandlico al 10%. La
reaccion se realiza durante la noche, en la obscuridad y a temperatura ambiente. La
solucion de carotenoides es lavada cinco veces con agua en un embudo de separacion para

retirar el alcali y después secar con sulfato de sodio anhidro.

SEPARACION CROMATOGRAFICA

La cromatografia en capa delgada (TLC) ha sido muy atil en el andlisis cualitativo,
especialmente en el monitoreo de reacciones quimicas. Sin embargo, esta técnica ha tenido
poca aplicabilidad en andlisis cuantitativo debido a la posibilidad de isomerizacion y
degradacion de los carotenoides en una superficie altamente expuesta. La cromatografia en
fase de gas no es apropiada por causa de la termolabilidad y falta de volatilidad de los
carotenoides. ElI método tradicional para separar estos compuestos es la cromatografia
descendente en columna (flujo por gravedad auxiliado con trompa de vacio) llamada

cromatografia en columna abierta (CCA). La separacion es seguida visualmente.
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Los adsorbentes (fase estacionaria) mas comunmente usados en CCA son el
MgO:Hiflosupercel en varias proporciones y la alimina neutra desactivada. La silica no es
recomendada porque su acidez inherente puede causar degradacion o isomerizacion de los
carotenoides. De las muchas combinaciones de solventes, las mas comunmente utilizadas
en la elucién son el éter de petroleo o hexano, con porcentajes crecientes de éter etilico y

acetona.

Esta técnica (8,9) ha sido hasta ahora empleada en el laboratorio de la autora en Campinas
para determinar la composicion cuantitativa de carotenoides en alimentos brasilefios. El
concentrado de carotenoides es aplicado como una cobertura delgada al extremo superior
de una columna de MgO: Hiflosupercel (1:1 o 1:2) previamente embebida en éter de
petréleo. La columna es preparada con una columna de vidrio (2 d.i. x 20 cm) empacada
con adsorbente hasta una altura de 10 cm segun la AOAC(10). La cromatografia se
desarrolla con los siguientes eluyentes: éter de petrdleo, 1, 2 y 5% de éter etilico en éter de
petréleo y después acetona en éter de petréleo, aumentando de 1% hasta 100%, si se hace
necesario. La proporcién de MgO:Hiflosupercel y los voliumenes y porcentajes de los
solventes de elucion son adaptados a la composicion de carotenoides de la muestra. La
separacion completa de los carotenoides, especialmente los presentes en cantidades trazas,
frecuentemente necesita de recromatografia en columnas de MgO:Hiflosupercel o alumina

de aquellas fracciones obtenidas de la primera columna.

La HPLC es la técnica preferida en la actualidad, especialmente en paises desarrollados. La
mayoria de los métodos utiliza HPLC de fase inversa con columna Cig, en la cual las

interacciones son suaves, por lo tanto evitando la degradacion de los carotenoides durante
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la cromatografia. Las fases mobiles mas comunes son las combinaciones de acetonitrilo,
metanol, diclorometano, tetrahidrofurano, cloroformo y acetato de etilo. La elucion
¢socratica es mas simple, reproducible y rapida y es recomendada para la determinacion de
las provitaminas A o los carotenoides principales. Sin embargo, a pesar de las desventajas
de ser mas compleja y requerir el reequilibrio entre analisis, la elucion con gradiente es
necesaria para una separacion mas completa de los carotenoides. De hecho, a pesar de la
amplia citacion del gran poder de resolucion de la HPLC, dificilmente una Unica separacion
es suficiente para resolver todos los carotenoides de una muestra alimenticia. También, para
muestras de alimentos, es importante usar precolumnas de proteccion para prevenir la

entrada de impurezas a la columna analitica y prolongar asi su vida util.

En CCA, la resolucion y reproducibilidad de la separacion depende de la habilidad y
experiencia del analista, particularmente en su destreza en empacar la columna, ajustar los
volimenes y porcentajes de los solventes de elucién y visualizar las bandas. Sin duda, la
HPLC tiene mayor potencial de resolucién y reproducibilidad. Sin embargo, las
propiedades de las columnas para HPLC de diferentes fabricantes varian
significativamente; de hecho, se han observado diferencias entre lotes de columnas del
mismo fabricante o dentro de un mismo lote. El desempefio de la columna también puede
cambiar de un analisis para otro y, mas acentuadamente, de un dia para otro, especialmente

cuando existe oscilacién de la temperatura.

IDENTIFICACION

Una identificacion conclusiva es un requisito fundamental en la obtencion de datos

confiables. Desafortunadamente, al examinar la literatura del area de alimentos, se nota que
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este aspecto no ha recibido su debida atencion. En algunos trabajos empleando HPLC, los
picos de los cromatogramas son designados con nombres de carotenoides sin haber
evidencias concretas de la identificacion. Esto ha ocasionado que las autoridades mundiales

en carotenoides establezcan criterios minimos de identificacion:

- espectro de absorcion UV/visible de acuerdo con el cromoforo sugerido

- propiedades cromatograficas concordantes en dos sistemas diferentes,
preferencialmente Rf (TLC) y tR (HPLC), inclusive cocromatografia con patron

auténtico y

- espectro de masa que confirme por lo menos la masa molecular.

Datos cromatogréficos (orden de elucién de la columna, tR en HPLC, Rf en TLC)
proporcionan las primeras indicaciones sobre la identidad, pero no deberian ser usados
como Unico criterio. Los valores de Rf y tR son dificilmente reproducibles. La
cocromatografia es prueba definitiva para excluir posibles identificaciones cuando el
incégnito se separa de los patrones; pero no es conclusiva para una identificacion positiva.
El espectro visible permanece como el medio de diagndstico mas accesible al investigador.
Las longitudes de onda de absorcion maxima (Amax) y la forma del espectro son
caracteristicas del cromoforo de enlaces dobles conjugados (cadena poliénica) y ciertas
otras propiedades estructurales. No obstante, hay casos de carotenoides diferentes con el
mismo cromoforo (por ejemplo B-caroteno y sus xantofilas B-criptoxantina y zeaxantina),
los cuales no pueden ser distinguidos por el espectro de absorcion. El tipo, localizacion y
namero de grupos funcionales en las xantofilas (carotenoides que contienen substituyentes
oxigenados) pueden ser verificados con reacciones especificas para los grupos. Estas
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reacciones pueden ser ejecutadas rapidamente con pequefias cantidades de los carotenoides
desconocidos y monitoreadas por espectrometria UV/visible, TLC o HPLC. Las pruebas
quimicas mas importantes son la reduccién de aldehidos y cetocarotenoides con NaBH, o
LiAlH,, acetilacion de grupos hidroxilicos primarios o secundarios con anhidrido acético,
metilacion de grupos hidroxilicos alilicos con metanol acidificado y rearreglo
epoxidofuranoide catalizado por &cido. La espectrometria de masa por impacto de
electrones suministra las masas moleculares y fragmentaciones tipicas de ciertos grupos o
ciertas caracteristicas de los carotenoides. Esta técnica, sin embargo, no es accesible a la
mayoria de los laboratorios. Carotenoides comunes, bien conocidos, pueden ser
identificados concluyentemente mediante la combinacion consciente de datos

cromatograficos, espectros de absorcion y reacciones quimicas especificas.

La introduccion del detector "photodiode array" en HPLC facilita la caracterizacion de los
carotenoides ya que los espectros de absorcion pueden ser obtenidos automaticamente "on
line". Por otro lado, las mayores cantidades de carotenoides separados, obtenidas en CCA,

permiten la aplicacion de los varios medios de identificacion mencionados.

CUANTIFICACION

En la CCA, la cuantificacion es relativamente facil. Las fracciones colectadas
(identificadas) son cuantificadas espectrofotométricamente, conforme la ley de Beer. Las

concentraciones de los carotenoides son calculadas segun la férmula:
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Absorcién x volumen (ml) x 10°
Carotenoides (ug/g)=

A'™ x 100 x peso de la muestra (g)

1 em

Los valores de A'* se encuentran tabulados (4, 19, 20).
1em
El énfasis primordial en la HPLC es la separacion de los carotenoides. De entre numerosos
trabajos sobre la aplicacion de la HPLC en el anélisis de carotenoides en alimentos, apenas
algunos pocos incluyeron cuantificacion. En los articulos de revision o capitulos de libros,
el espacio dedicado a la cuantificacion es notablemente reducido, desproporcionalmente a
su importancia. A pesar de la frecuente afirmacion de que HPLC es la técnica mas exacta,
sensible y reproducible para el andlisis cuantitativo de carotenoides, en la préactica los datos
reportados son inconsistentes. Es sorprendente que algunas veces los picos que aparecen
como hombros de otros picos mayores o picos altamente sobrepuestos son cuantificados sin

ningln comentario sobre la inexactitud de tal practica.

La cuantificacion en HPLC seria facil si la normalizacion (porcentajes por areas) pudiera
ser utilizada. Datos obtenidos de esta manera pueden ser considerados solamente como
estimativos ya que los carotenoides poseen diferentes coeficientes de absorcion y maximos
de absorcidn en longitudes de onda diferentes, ademas de la necesidad de conocer las
concentraciones absolutas (peso de cada carotenoide por peso de la muestra) en alimentos.
Para obtener las concentraciones de los carotenoides en alimentos se requiere calibracion
interna o externa. Las curvas de calibraciébn son construidas con patrones cuyas
concentraciones son determinadas espectrofotométricamente como fue descrito antes. La

exactitud de los resultados obviamente depende de la pureza de los patrones y del grado de
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exactitud con que sus concentraciones son conocidas. Se conoce el caso de dos
investigadores que demostraron una gran variacion en la pureza de trans-p-caroteno

adquirido comercialmente, necesitandose de una purificacion antes de su utilizacion.

Ademas del B-caroteno, sélo el a-caroteno estd comercialmente disponible. Los patrones
para los otros carotenoides deben ser obtenidos de fuentes naturales, aislados y purificados
por CCA, TLC y HPLC. Adicionalmente y a pesar de afirmarse lo contrario, los patrones
sufren degradacion después de abierto el recipiente sellado. Las soluciones patron deben ser
usadas recién preparadas, tener su concentracion verificadas por espectrometria y su pureza
por TLC o HPLC. Por lo tanto, el mayor problema de HPLC es la dificultad para obtener y
preservar los patrones puros de carotenoides, especialmente para la calibracion externa
donde es necesario inyectar frecuentemente los patrones. Ademas, el alto costo del
instrumento, columnas, solventes y los servicios de mantenimiento limita el uso de esta

técnica en los paises en desarrollo.

Comparaciones directas entre los métodos de CCA y HPLC mostraron que cualquiera de
estas técnicas puede ser usada para la determinacién de las provitaminas A o los principales
carotenoide. Para la determinacién de la composicion completa de los carotenoides, la
HPLC posee la ventaja de una mayor resolucion; sin embargo, problemas en la
identificacion y cuantificacion pueden complicar los analisis. Tipicamente, la composicion
en carotenoides de los alimentos esta constituida por algunos pocos carotenoides
principales (1 a 4) y muchos carotenoides en niveles de trazas. Son estos carotenoides

minoritarios los que dificultan los analisis, sea por CCA o por HPLC.
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En afios recientes, hubo una preocupacion sobre la necesidad o no de separar los isomeros
cis (presentes en cantidades pequefias) y trans de las provitaminas A, sabiendo que los
isdbmeros cis tienen biopotencias mas bajas que los carotenoides trans correspondientes. La
presencia de provitaminas cis ya fue investigada en numerosas muestras en el Brasil. La
separacion de isomeros no se justifica en frutas in natura, pues las provitaminas cis no
fueron detectadas o se encuentran en niveles muy bajos. Por otro lado, varias hortalizas,
especialmente las verdes, y productos procesados, presentaron isOmeros cis en
concentraciones variadas y significativas, demostrandose asi la importancia de la
separacion de esos isomeros. Sin embargo, esta separacion torna el analisis todavia mas
complejo. Por lo tanto, antes de incluir estas sofisticaciones en los métodos oficiales, las
bioactividades de las provitaminas A deben ser reevaluadas, utilizdndose procedimentos
mas especificos, sensibles y apropiados para su extrapolacion a la nutricion humana antes

que al crecimiento de ratas.

PRACTICA 4

EXTRACCION DE VITAMINA D
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CALCIFEROL(DZ2)

Introduccion

La vitamina D de efecto antirraquitico se encuentra en diversas formas; las dos mas
importantes son la vitamina D, ergocalciferol, previamente conocida como calciferol y la
vitamina D3, colecalciferol. La vitamina D, se encuentra en pequefias cantidades en los

aceites de higado de pescado y algunas esponjas.

La vitamina D3 estd mas ampliamente distribuida en la naturaleza y se encuentra en
cantidades relativamente grandes en los aceites de higado de pescado, y en cantidades mas
pequefias en pescados tales como arenque, caballa, salmones y sardinas, en huevos,
mantequilla y queso crema. El bajo nivel (del orden de 0,03 pg/100g en la leche total) hace

dificil para el analista determinar los niveles naturales de la vitamina D en los alimentos.

a) Formula y propiedades

Formula empirica
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Vitamina D, CogH440

(P. molecular 396,7)

Vitamina D3 Cy7H440

(P. molecular 384,6)

Descripcion

Polvos cristalinos blancos a amarillos Punto de fusion

Vitamina D, 113-118°C

Vitamina D5 82-88°C

Rotacion especifica

Vitamina D, [«] 20-D = + 102,5° a+ 107,5° (c=4 en etanol absoluto)

Vitamina D3 [a] 20-D = + 105° a 112° (¢=0,5 en etanol absoluto)

Espectro de absorcién
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Las vitaminas D, y D3 exhiben una absorcién méaxima a 265 nm en soluciones alcohdlicas.

E 1%-lcm vitamina D, 475 (etanol)(9) vitamina D3 480 (etanol)(9)

Estabilidad

Las vitaminas D, y D3 se destruyen relativamente rapido por luz, oxigeno y acidos. Por lo
tanto, deben almacenarse bajo nitrégeno en frascos sellados. Los compuestos cristalinos
son relativamente estables al calor, pero tienden a isomerizarse en solucion. El equilibrio de

isomeri-zacion depende principalmente de la temperatura.

Unidades bioldgicas

1 Unidad Internacional (Ul) de vitamina D se define como la actividad bioldgica

correspondiente a la cantidad de 0,025 pg de vitamina D, 0 D3 puras.

b) Método

Antiguamente, la Unica manera relevante de determinar la actividad de la vitamina D era
por medio de pruebas bioldgicas en las cuales se administraban extractos liposolubles a
animales (ratas o pollos). Las pruebas median la mejoria (prueba curativa) o el desarrollo
(prueba profilactica) de la deficiencia de vitamina D en términos del grado de raquitismo
producido. Alrededor de 1970, se desarrollaron los procedimientos de cromatografia de gas
que incluian una saponificacion, extraccion del material no saponificable, remocion de las
interferencias mediante precipitacion seguida por una cromatografia en alimina, Sephadex
y Florisil, luego la conversion de la vitamina D a la isovitamina previa a la formacién del

derivado trimetilsililado y cromatografia de gas (10). Un procedimiento muy largo y
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laborioso. Cuando se determinaba la vitamina D3 en la muestra, se agregaba vitamina D,
como estandar interno y viceversa. La HPLC ofrece actualmente el método de analisis mas
adecuado para la determinacion de vitamina D en un amplio rango de alimentos incluso a

bajos niveles de concentraciones naturales.

Saponificacion y extraccion

Si ha de determinarse la vitamina D3, se agrega D, como estandar interno. Si ha de
determinarse la vitamina D,, se agrega Ds; como estandar interno. La vitamina D, y la
vitamina D3 son extraidas de los alimentos mediante saponificacién utilizando una solucion
alcoholica de hidroxido de potasio seguida de una extraccién del solvente. La
determinacion de vitamina D, y D3 en una solucion apropiada del extracto de la muestra se
realiza mediante HPLC de fase normal semipreparativa seguida por HPLC de fase reversa
analitica. La cromatografia se monitorea por UV y se logra la identificacion de los picos de
acuerdo a los tiempos de retencion y la cuantificacion se realiza por el método de estandar

interno utilizando las éreas o las alturas de los picos.

De 10 a 30g de la muestra se saponifican preferentemente bajo nitrégeno utilizando una
mezcla de etanol o metanol, agua, un antioxidante tal como acido ascorbico, hidrogquinona,
pirogalol o BHT e, hidréxido de potasio acuoso. El antioxidante deberia agregarse a la
muestra antes de la adicion de la solucién de hidréxido de potasio necesaria para la
saponificacion. Si ha de determinarse vitamina D3, se pipetea una cantidad apropiada de
estandar de vitamina D, en la solucién alcohdlica dentro del frasco de saponificacion. La
cantidad de estandar interno de vitamina D, agregada debera ser similar a la cantidad de

vitamina D3 esperada en la muestra y viceversa. En el Cuadro 5, se muestran ejemplos de la
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proporcion de reactivos utilizados para la saponificacion. EI tiempo normal de

saponificacion es de 20-45 minutos con temperaturas que fluctian de 80 a 100°C (reflujo).

La vitamina D, y D3 son extraidas de la mezcla enfriada de saponificacién por medio de un
solvente adecuado, como éter dietilico, tertbutil metil éter, n-hexano, éter de petroleo o
mezclas, de 3 a 4 veces con volumenes que fluctian de 50-150 ml. Los extractos

combinados son lavados a pH neutro con agua (2-4 veces, 50-150 ml).

Proporcidn de reactivos para saponificacion

Peso de la Alcohol Antioxidante Hidroxido de potasio
muestra
169 150 ml etanol 1 g pirogalol 30 g KOH + 75 ml H,0
8¢ 100 ml etanol 1 g ascorbato sédico |12 g KOH + 50 ml H,0
24 ¢ 90 ml etanol 0,5 g acido 30 ml (60%)

ascorbico

Evaporacion y dilucién

Se agregan aproximadamente 2-5mg de BHT al extracto antes de la evaporacién utilizando
un evaporador rotatorio bajo un vacio parcial y a una temperatura que no exceda 50°C.
Deben tomarse medidas para remover restos de agua tales como secar con sulfato de sodio,
o0 destilacién azeotropica con etanol o tolueno o el uso de papel filtro para separacion de

fases.
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El residuo es redisuelto utilizando de preferencia la fase movil del sistema HPLC
semipreparativo u otro solvente compatible con HPLC de tal modo de obtener una

concentracion apropiada para la inyeccion dentro de la columna de HPLC.

HPLC

Sistema semipreparativo (fase normal)

Un estandar mixto de vitamina D, y D3 es cromatografiado en el sistema HPLC
semipreparativo y la condiciones optimizadas de tal manera de obtener con un tiempo de
retencion reproducible un so6lo pico de vitamina D y también tener una Gptima separacion
de otros componentes que interfieren. Esto permite una recoleccion precisa de la banda de

la fraccién de vitamina D.

Sistema analitico (fase reversa)

Un estandar mixto de vitamina D, y D3 debera ser cromatografiado en el sistema analitico
de HPLC ajustando las condiciones cromatograficas hasta que la resolucién de la vitamina
D, y Dj esté al menos completada en un 98% y las vitaminas sean resueltas de todas las

interferencias de matriz de los alimentos.

Condiciones y cuantificacién de HPLC

Una alicuota del extracto de la muestra concentrada se inyecta en el sistema HPLC
semipreparativo y la fraccion de la vitamina D es recogida via corte de bandas. La ventana
de tiempo para el corte de banda debe haberse determinado previamente utilizando una

mezcla estandar de vitamina D y deberia ser lo mas angosta posible.
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La fraccion del corte de banda obtenida en la HPLC semipreparativa debe llevarse a
sequedad y redisolverse en un solvente compatible con la fase movil del sistema analitico
de HPLC analitico. Se inyectan alicuotas de la solucién obtenida y se identifican y
cuantifican los picos de vitamina D, y Dj utilizando el método estandar interno. En el

Cuadro 6 se presentan las condiciones de los dos sistemas:

Los estandares y soluciones estandares deberian controlarse espectrométrica-mente en

cuanto a la pureza y utilizar la concentracion corregida para el calculo.

Es importante mencionar claramente las unidades utilizadas para informar los resultados,

por ejemplo en pg de vitamina D3/100 g de alimento.

c) Resumen

1. Las condiciones de saponificacion para la determinacion de la vitamina D, y D3 son
similares a aquellas utilizadas para la vitamina A o E.

2. Se recomienda la HPLC de fase normal semipreparativa seguida por HPLC de fase
reversa analitica.

3. La vitamina D, deberia utilizarse como estandar interno para la determinacion de la
vitamina D3 y viceversa para compensar las pérdidas producidas durante la
preparacion de la muestra.

4. Los estandares deberan examinarse y determinarse espectrométricamente utilizando
los correspondientes E 1%-1cm.

5. Los resultados deberan informarse claramente con las unidades correspondientes.
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Condiciones de los sistemas de cromatografia para vitamina D

Sistema de fase normal Sistema de fase reversa
(FN) (FR) Sistema analitico

Sistema semipreparativo

Columna Acero inoxidable; 250x4,0 |Acero inoxidable; 250 x

nm 4.0 nm

Fase estacionaria  |Lichrosorb Si 60 (Merck); 5 VYDAC 201 TP 54

pm

Fase mavil n-Hexano: 2-Propanol Acetonitrilo: Metanol
(95:5) (91:9)

Flujo 1,0ml/min 0,8 ml/min

Presion 70 bar 35 bar

Volumen de 500 pl 10 ul

inyeccion

Deteccion UV: 265 nm UV: 265 nm

Tiempo de [fraccion de vitamina D: 17 Vitamina D,: 18

retencion  (aprox. Vitamina D3: 21,5

en min.).

Estandar aprox. 0,18 p/ml
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Calculo Método de estandar
interno

Recuento de area o altura

PRACTICA 5

EXTRACCION DE VITAMINA A

CH-OH
T TN TR T 2
Vitamin A1
Retinol
CH,OH
g N T 2
Vitamin A2
3,4-dehydro-retinol
CH,OH
N Vi g N 2
Vitamin AB

OH
3-hydroxy-retinol

Introduccion

La vitamina A se utiliza como un nombre genérico para describir al retinol, sus ésteres y los

correspondientes isémeros. La vitamina A se encuentra principalmente en productos
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animales tales como leche, crema, mantequilla, queso, huevos, carne, higado, rifion y aceite
de higado de bacalao. Por lo general, se encuentra como ésteres de acidos grasos de cadena
larga pero también se encuentra como retinol. Los alimentos son fortificados normalmente
con ésteres de retinol tales como acetato, palmitato o propionato utilizando formulaciones

especiales que mejoran la estabilidad.

a) Formulas y propiedades

Formula empirica

Retinol CooH300

(P. molecular 286,5)

Acetato de retinol C5,H3,0,

(P. molecular 328,5)

Palmitato de retinol C3gHgoO>

(P. molecular 524,9)

Descripcion

Retinol: Polvo cristalino amarillo (P. fusion 62-64°C)

Acetato de retinol: Polvo cristalino amarillo brillante (P. fusion 57-60°C)
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Palmitato de retinol: Polvo cristalino amarillo o aceite amarillo (P. fusion 28-29°C)

Espectro de absorcion

La vitamina A y los correspondientes ésteres muestran un espectro de absorcion
caracteristico, la posicion del pico méximo depende del solvente; en isopropanol es a 326
nm, en ciclohexano es a 328 nm. El retinol tiene un coeficiente de extincion (E 1% -1cm )
= 1835 en etanol (5) y de 1826 en n-hexano; este valor es valido s6lo para el solvente

mencionado; puede cambiar significativamente con otros solventes.

Estabilidad

El retinol y sus ésteres son rapidamente destruidos por la luz, el oxigeno y los &cidos.

Deben almacenarse en frascos ambar sellados con gas inerte (por ejemplo: nitrégeno).

Unidades bioldgicas

Una Unidad Internacional (Ul) corresponde a la actividad de 0,344 g de acetato de vitamina
A puro cristalino; 0,300 ug de retinol o 0,550 pg de palmitato de retinol corresponden a 1

UL 1pg de retinol es equivalente a 3,333 UI de vitamina A.

b) Método

Primeramente, se determinaba la vitamina A mediante una reaccién colorimétrica de retinol
con tricloruro de antimonio (reaccion de Carr-Price). El retinol obtenido después de
saponificar y extraer los componentes no saponificables tenia que ser purificado utilizando

cromatografia de columna abierta con el fin de eliminar los componentes interferentes. La
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HPLC se ha convertido en la actualidad en el método de eleccion dado que esta técnica
acorta considerablemente el procedimiento del andlisis y aumenta la reproducibilidad y

exactitud.

Saponificacion y extraccion

La mayoria de los procedimientos de analisis estan utilizando una etapa de saponificacion
antes de la extraccién con un solvente organico adecuado. Una comparacion de los métodos
basada en los datos obtenidos en un estudio colaborativo (6) revela que las condiciones para
la saponificacion pueden variar dentro de ciertos limites sin afectar los resultados. En
generalmente 2-10 g de la muestra se saponifican preferentemente bajo nitrégeno utilizando
una mezcla de hidréxido de potasio acuoso, etanol o metanol, agua y con la adicién de un
antioxidante como acido ascoérbico, pirogalol o BHT. Los antioxidantes deberian ser
agregados a la muestra antes de la adicion de la solucién de hidréxido de potasio. El

Cuadro 1 muestra un ejemplo de la proporcidn de estos reactivos.

Proporcidén de reactivos para saponificacion

Peso de la|Alcohol (ml)  |Acido ascorbico Hidrdxido de potasio

muestra (g)

2-5 50 (metanol) 0,259 5 ml (50%)
5-10 100 (etanol) 1,0 g(+ 0.04 Na,S) 12 g (+ 20 mi de agua)
10-20 150 (etanol) 109¢ 50 ml (80%)
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El tiempo normal de saponificacion es entre 15-45 minutos con temperaturas que fluctian

de 80 a 100°C (reflujo).

La vitamina A es extraida de la solucién de saponificacion por medio de un solvente
adecuado por ejemplo: éter dietilico, tertbutil metil éter, n-hexano 3 a 4 veces, con
volumenes que fluctan de 50-150 ml. Los extractos combinados son lavados a pH neutro

con agua (2-4 veces, 50-150 m1).

Evaporacion y dilucion

Se agregan aproximadamente 2-5mg de BHT al extracto antes de la evaporacién utilizando
un evaporador rotatorio bajo un vacio parcial y a una temperatura que no exceda 50°C
Deben tomarse medidas para remover restos de agua tales como secar con sulfato de sodio,
o0 destilacidn azeotropica con etanol o tolueno o el uso de papel filtro para separacion de

fases.

El residuo es redisuelto utilizando de preferencia la fase movil u otro solvente compatible
con HPLC de tal modo de obtener una concentracion apropiada para la inyeccion dentro de

la columna de HPLC. Esta la solucion final de la muestra.

HPLC

Principalmente, pueden utilizarse dos modos de cromatografia (fase normal y fase reversa)
para la cuantificacion de la vitamina A. ElI Cuadro 2 muestra dos procedimientos de trabajo

a partir de las multiples posibilidades que existen para lograr buenas separaciones.
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Los estandares y soluciones estandares deberian controlarse espectrométricamente en

cuanto a la pureza y la concentracion corregida deberia utilizarse para el calculo.

En algunos de los sistemas cromatograficos, se logra una separacion entre el retinol "s6lo
trans" y el 13-cis retinol. En estos casos, los resultados deberian informarse como
equivalentes de retinol "so6lo trans™ lo cual es la suma del retinol "sélo-trans” y el 13-cis
retinol después de corregir considerando la menor biopotencia (75% del retinol "sélo-
trans™). Es importante indicar claramente las unidades utilizadas para informar los

resultados.

Condiciones de los sistemas de cromatografia para vitamina A

Sistema de Fase Normal |Sistema de Fase Reversa

(FN) (FR)
Columna Acero inoxidable; 125x4,0 |Acero inoxidable; 250x4,0 nm
nm
Fase Lichrosorb  Si 60  (Merck); Hypersil OoDS (Shandon);
estacionaria 5 um Sum
Fase movil n-hexano: 2-propanol (98:2) Metanol: H,0 (93:7)
Flujo 1,0ml/min 0,8 ml/min
Presion 35 bar 60 bar
Volumen de |20-50 pl 20 ul
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inyeccion

Deteccion

Tiempo

retencion
Estandar

Calculo

¢) Resumen

Fluorescencia;, Em: 470 nm|UV: 325nm

Ex: 325 nm
de laprox. 6 min aprox. 5 min
aprox. 2 pg/ml (6,6 Ul/ml) aprox. 2 pg/ml (6,6 Ul/ml)

Método de estandar externo; Método de  estandar  externo;

Recuento de area o altura Recuento de area o altura

1. Lamuestray el extracto de la muestra deben protegerse de la luz y la oxidacion.

2. La saponificacién bajo reflujo deberia llevarse a cabo preferentemente bajo

nitrogeno utilizando antioxidantes.

3. Los antioxidantes (BHT) deben agregarse antes de la evaporacion de los solventes

bajo un vacio parcial y sin exceder 50°C.

4. Separar adecuadamente el retinol y sus isomeros de los otros componentes.

5. Control espectrométrico de la pureza del estandar.

6. Informar las unidades relacionadas al resultado.

7. Hacer una referencia a los analisis de carotenoides, dado que algunos tienen

actividad de vitamina A tal como el fcaroteno.
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PRACTICA 6

EXTRACCION DE VITAMINA E

Vitamin E ( atocopherol)

Introduccion

La vitamina E que se encuentra en la naturaleza abarca una serie de compuestos
denominados tocoferoles y tocotrienoles. Estos compuestos tienen diferentes actividades
bioldgicas y por lo tanto es importante que sean cuantificados individualmente si ha de
determinarse la actividad bioldgica de la vitamina E. Entre las fuentes mas ricas de
vitamina E estan los cereales, germen de cereales y la mayoria de las semillas oleaginosas,
nueces y aceites a partir de ellos. La vitamina E también se encuentra en los vegetales con
hojas (lechuga, espinaca, repollo, puerro), en la grasa animal y también en la leche,
mantequilla y queso. El representante mas importante del grupo de la vitamina E es a-
tocoferol. En los alimentos procesados, la vitamina E puede ser suplementada como a-

tocoferol o acetato de a-tocoferol.

a) Formula y propiedades
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Formula empirica

a-tocoferol CygHg,02

(P. molecular 430,7)

Acetato de a-tocoferol C31Hs,03

(P. molecular 472,8)

[3-tocoferol CogHagO4

(P. molecular 416,7)

r-tocoferol C28H4g0;

(P. molecular 416,7)

5-tocoferol Co7H4602

(P. molecular 402,6)

Descripcion

Aceites viscosos

Espectro de absorcién

a-tocoferol
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Max. a 292 nm; min. a. 255 nm (etanol)

Acetato de a-tocoferol Max. a 284 nm; min. a. 254 nm (etanol)

E 1%-lcm en metanol (7) para:

a-tocoferol 76 (292 nm)

B-tocoferol 89 (296 nm)

Y-tocoferol 91(298 nm)

6-tocoferol 87 (298 nm)

Estabilidad

El acetato de a-tocoferol es relativamente estable en atmdsfera de oxigeno; es hidrolizado
por la humedad en presencia de alcalis o acidos fuertes liberando a-tocoferol, el cual es

rapidamente oxidado por el aire.

Unidades bioldgicas

Para propositos dietéticos, la actividad de la vitamina E es expresada como equivalentes de
RRR-a-tocoferol (a-ET). 1 o-ET es la actividad de 1 mg de RRR-a-tocoferol. Para estimar
el total de o-ETs de dietas mixtas que contienen solo formas naturales de vitamina E, se

pueden aplicar los siguientes factores de conversion (8).

41



Atlantic International University {‘»‘}A I U

A New Age for Distance Learning

1 mg de RRR-a-tocoferol es equivalente a:

1,1 mg de RRR-acetato de a-tocoferol

3,3 mg de RRR-a-tocotrienol

2,0 mg de RRR-B-tocoferol

1,36 mg de a-tocoferol solo racémico

4,0 mg de RRR-y-tocoferol

1,49 mg de acetato de a-tocoferol s6lo racémico 100,0 mg de RRRA -tocoferol

b) Método

El método anteriormente utilizado para la determinacion de la vitamina E en los alimentos
era una reaccion de cloruro férrico que se reducia a iones ferrosos, los que forman un
complejo de color rojo con ajaMipiridina, o batofenantrolina (4,7-difenil-1,10-

fenantrolina).

Se realizaba la reaccion denominada Emmerie-Engel en extractos purificados
cromatograficamente después de saponificar las muestras y que era interferida por muchos
componentes. Producia complejos mas bien inestables y el tiempo de manejo complicaba el

procedimiento, el cual requeria mucho trabajo.
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Se utilizo la cromatografia de gas por algun tiempo pero muy pronto se reconocieron las
ventajas de HPLC, también considerando la posibilidad de separar simultaneamente a, f3, y,

y 5-tocoferol con esta técnica que estaba emergiendo.

Muestras de aceites y grasas que contienen tocoferoles no esterificados

Muestras de aceites y grasas con bajo contenido de agua y que contienen tocoferoles no
esterificados pueden procesarse muy facilmente: Aproximadamente 2 g de muestra son
pesados exactamente hasta el mg més cercano dentro de un matraz aforado de 25 ml. Se
agrega n-hexano u otro solvente apropiado y se disuelve con agitacion. La sonicacion de la
solucién puede apoyar el proceso de disolucién. El volumen es completado hasta el aforo
con el mismo solvente. Esta solucién de la muestra puede utilizarse sélo en el sistema
cromatografico de fase normal. Puede ser necesario diluir mas esta solucion antes de la

cromatografia o utilizar un menor peso de la muestra.

La margarina o mantequilla se tratan de una manera similar. Es necesario separar la grasa
de estas muestras antes de la etapa de dilucién. Esto puede realizarse por ejemplo:
mezclando la muestra con sulfato de sodio anhidro, agregando n-hexano y, tratando la
mezcla en un bafio ultrasonico. Los solidos son filtrados y lavados extensamente con n-
hexano. Se remueve el solvente utilizando un evaporador rotatorio y un vacio parcial a una
temperatura que no exceda 50°C, y el residuo es disuelto en un volumen definido de n-

hexano y cuantificado por HPLC de fase normal.

Saponificacidn y extraccion
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El procedimiento mas comun para la determinacion de tocoferoles incluye la saponificacion
alcalina de las muestras seguida por la extraccion del material no saponificable con un
solvente organico apropiado. Cualquier éster de a-tocoferol que pueda haberse agregado
como un suplemento a los alimentos sera convertido a at-tocoferol por este procedimiento.
Se saponifica 2-10 g de la muestra preferentemente bajo nitrégeno utilizando una mezcla de
etanol o metanol, agua, un antioxidante tal como el acido ascorbico, hidroquinona, piro-
galol o BHT e hidroxido de potasio acuoso. Los tocoferoles son muy sensibles al oxigeno
en un ambiente alcalino. Por lo tanto, el alcohol y el antioxidante deberian agregarse a la
muestra antes de la adicion de la solucion de hidroxido de potasio necesario para la
saponificacion y tiene que tenerse cuidado en remover todo el oxigeno del recipiente de
reaccion. A continuacién se muestra un ejemplo de la proporcion de estos reactivos.

(Cuadro 3)

Proporcidén de reactivos para saponificacion

Peso de la Alcohol Acido ascorbico Hidroxido de potasio

muestra

2-5¢ 50 ml (metanol) 0,259 5 ml (50%)

109 150ml (etanol) 1049 50 ml (60%)

5-10¢ 100ml (etanol) 1,0 g + 0,04 g 12 g+ 20 ml de agua
NazS
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El tiempo normal de saponificacion es de 15-45 minutos con temperaturas que fluctdan de

80 a 100°C (reflujo).

Los tocoferoles son extraidos de la mezcla de saponificacion por medio de un solvente
adecuado, por ejemplo, éter dietilico, tertbutil metil éter, n-hexano, 3 a 4 veces con
volumenes que fluctan de 50-150 ml. Los extractos combinados son lavados a pH neutro

con agua (2-4 veces, 50-150 ml).

Evaporacion y dilucion

Se agregan aproximadamente 2-5mg de BHT al extracto antes de la evaporacién utilizando
un evaporador rotatorio bajo un vacio parcial y a una temperatura que no exceda 50°C.
Deben tomarse medidas para remover restos de agua tales como secar con sulfato de sodio,
o0 destilacidn azeotropica con etanol o tolueno o el uso de papel filtro para separacion de

fases.

El residuo es redisuelto utilizando de preferencia la fase movil u otro solvente compatible
con HPLC de tal modo de obtener una concentracion apropiada para la inyeccion dentro de

la columna de HPLC. Esta la solucion final de la muestra.

HPLC

Principalmente, pueden utilizarse dos modos de cromatografia (fase normal y fase reversa)
para la cuantificacion de los tocoferoles. El sistema de fase normal tiene claras ventajas
dado que todos los vitdmeros son separados mientras que los sistemas de fase reversa no

separan [3-tocoferol de y-tocoferol.
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La deteccion se realiza preferentemente mediante fluorescencia debido a su mayor
selectividad asi como también por los menores limites de deteccion obtenidos si se compara
con UV. A partir de las multiples posibilidades para lograr buenas separaciones, el Cuadro
4 muestra a continuacion las condiciones de dos procedimientos de trabajo. Los estandares
y soluciones estandares deberian controlarse espectrométricamente en relacion a la pureza y
utilizar la concentracion corregida para el calculo. Es importante mencionar claramente las
unidades utilizadas para informar los resultados por ejemplo, en mg a-tocoferol/100 g de

alimento.

Cuadro 4

Condiciones de los sistemas de cromatografia para tocoferoles

Sistema de fase normal Sistema de fase reversa
(FN) (FR)

Columna Acero inoxidable; 125x4,0 nm Acero inoxidable; 125x4,0 nm

Fase Lichrosorb Si 60 (Merck); Hypersil OoDS (Shandon);

estacionaria 5 um 5 Tvam

Fase movil n-Hexano: Dioxano (97:3) Metanol: H,0 (98:2)

Flujo 1,0 ml/min 0,5 ml/min

Presion 35 bar 60 bar

Volumen de |20-50 pl 20 ul
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inyeccion

Deteccion Fluorescencia; Em: 292 nm UV: 285 nm
Ex: 330 nm

Tiempo de |a-tocoferol 5,4 a-tocoferol

retencion p-tocoferol 8,7 p-tocoferol

(aprox. en min) Y tocoferol 9,7y tocoferol
d-tocoferol 14,9 d-tocoferol 5,4

Estandar aprox. 10 ug/ml a-tocoferol aprox. 10 ug/ml a-tocoferol

Célculo Método estandar externo; Método estandar
Recuento de &rea o altura Recuento de area o altura

¢) Resumen

1.

Las condiciones de saponificacion para la determinacion de tocoferoles son
similares a aquellas utilizadas para la vitamina A.

Debe tenerse cuidado en evitar el contacto con oxigeno en las soluciones alcalinas.
La deteccion de fluorescencia tiene claras ventajas asi como también la
cromatografia de fase normal.

Los estandares deberian examinarse y determinarse espectrométricamente
utilizando el correspondiente E 1%-Icm

Los resultados deberian informarse claramente ya sea como mg de los tocoferoles

individuales o como equivalentes de vitamina E.
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PRACTICA7

EXTRACCION DE VITAMINA K

Introduccion

La vitamina K de efecto antihemorrdgico, que tiene un rol importante en regular la
coagulacion sanguinea se encuentra en una serie de formas; quimicamente las moléculas
son derivados del 2-metil-1,4-nafioquinona que tiene una cadena lateral en la posicién 3. En
el grupo de la vitamina K; la cadena lateral tiene s6lo un enlace doble, mientras que en el
otro grupo de la vitamina Ks, los dobles enlaces de la vitamina K3 se repiten regularmente
en la cadena lateral. EI miembro méas importante del grupo es el compuesto dentro de la
serie Ky con 20 aomos de carbono en la cadena lateral, generalmente conocido como
vitamina K;. Esta presente en plantas verdes, vegetales verdes (repollo, espinaca), papas,
frutas (tomates, frutillas), escaramujos y también en aceites de higado. La suplementacion
de las formulas infantiles con vitamina K; ha recibido alguna atencion dado que ayuda a

proteger a los recién nacidos en contra de la muerte por hemorragia.
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a) Formula y propiedades

Férmula empirica

Vitamina K1 C31H4602

(P. molecular 450,7)

Descripcion

Aceite viscoso amarillo dorado

Espectro de absorcion

La vitamina K; exhibe una absorcion maxima en éter de petréleo a 242, 248, 260, 269 y

325 nm. Los valores correspondientes de E 1%-1cm son 396,419,383,387,68(11).

Estabilidad

La vitamina Ky, es degradada lentamente por el oxigeno atmosférico pero es rapidamente

destruida por la luz. Es relativamente estable al calor, pero descompuesta por alcalis.

b) Método

Los métodos desarrollados en afios recientes para la determinacion de la vitamina K; se
basan principalmente en procedimientos HPLC. Los problemas relacionados a la
cuantificacion son similares a aquellos de la vitamina Dgs: bajas concentraciones e

interferencias con las matrices de los alimentos. Por lo tanto, no es sorprendente que el
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método mas reciente utilice el mismo enfoque: prepurificacion con HPLC semipreparativo

seguida por HPLC analitico para la cuantificacion.

Digestion enzimatica y extraccion

Dado que la vitamina K; no es estable bajo condiciones alcalinas, el material lipidico por lo
general presente en formulas infantiles y leche en polvo es removido por una digestion con
lipasa. Se agrega fenilacetato de colesterol como estandar interno y la vitamina es extraida
con hexano. La determinacion de la vitamina K; en la solucién del extracto de la muestra se
realiza mediante HPLC semi-preparativa de fase normal seguida por HPLC analitico de
fase reversa. La deteccion de la vitamina K se realiza mediante UV a 269 nm vy se logra la
identificacion del pico sobre la base de tiempos de retencion. La cuantificacion se realiza

mediante el método de estandar interno utilizando las areas o alturas del pico.

Tres gramos de la muestra (formula infantil o leche en polvo) o 15,0 g de formula "lista
para usar" se suspenden en agua, buffer fosfato y 1 g de lipasa. La mezcla es incubada
durante 120 min. a 37°C. Se agrega 10 ml de etanol, el estandar interno y 1 g de carbonato

de potasio y se extrae la vitamina 2 veces con 15 ml de n-hexano.

Evaporacion y dilucién

Los extractos combinados son concentrados utilizando un evaporador rotatorio bajo vacio
parcial y a una temperatura que no exceda 40°C. Deben tomarse medidas para remover
restos de agua tales como secar con sulfato de sodio, o destilacion azeotrépica con etanol o
tolueno o el uso de papel filtro para separacion de fases. El residuo es redisuelto en un

pequefio volumen de n-hexano (1,5-2,0 ml).

50



A New Age for Distance Learning

Atlantic International University ["VA I U

HPLC

Sistema semipreparativo

Un estandar de vitamina K; es cromatografiado en el sistema HPLC semipreparativo y las
condiciones optimizadas de tal manera de obtener un tiempo de retencion reproducible para

el pico de vitamina K y el pico de fenilacetato de colesterol en el rango de 2,0-4,5 minutos.

Sistema HPLC analitico

Una mezcla de estandar de vitamina K; y fenilacetato de colesterol debe ser
cromatografiada en el sistema HPLC analitico y las condiciones cromatograficas ajustadas

hasta que se obtenga una resolucion completa de los compuestos de interés.

Condiciones y cuantificacion de HPLC

Una alicuota del extracto concentrado de la muestra se inyecta dentro del sistema HPLC
semipreparativo y la fraccion que contiene la vitamina K; es recolectada via corte de
bandas. La ventana de tiempo para el corte de bandas debe haber sido previamente
determinada utilizando una mezcla estandar de vitamina K; y debera ser lo mas angosta

posible.

La fracciéin de corte de banda del HPLC semipreparativo debe llevarse a sequedad y
redisolverse en 500 ul de 2-propanol. Las alicuotas de la solucion obtenida se inyectan en el
HPLC analitico y se identifican los picos de la vitamina K;. y fenilacetato de colesterol
como estandar interno. La cuantificacion se realiza utilizando el método de estandar

interno.
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Condiciones de los sistemas de cromatografia para vitamina K

Sistema de fase normal Sistema de fase reversa

Sistema semipreparativo  Sistema analitico

Columna Mobdulo de compresion Mdédulo  de  compresion
radial 8x10 radial 8x10

Fase estacionaria Resolve Silica; S5um Resolve C18; 5 nm

Fase mavil n-Hexano: 2-Propanol Metanol: 2-Propanol:
(99,9:0,1) Acetato de etilo: Agua

(450:350:145:135)

Flujo 2,0 ml/min 2,0 ml/min

Volumen de inyeccion 100-150 pl 20-50 pl

Deteccion UV: 269 nm UV: 269/277 nm

Tiempo de  retencion Fraccion: 2,0-4,5 Vitamina Ki: 26
(aprox. en min.) Estandar interno: 42
Calculo Método estandar interno;

Recuento de area o altura

Los estandares y soluciones estandares deberian controlarse espectrométricamente en
cuanto a la pureza y utilizar la concentracion corregida para el calculo. Es importante
mencionar claramente las unidades utilizadas para informar los resultados por ejemplo, en

ug vitamina K3/100 g de alimento.
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¢) Resumen

1. Las condiciones de digestion para la remocion del material lipidico son criticas.

2. Se recomienda la HPLC fase normal semipreparativa seguida por HPLC analitica de
fase reversa.

3. Deberia utilizarse fenilacetato de colesterol como estandar interno.

4. Los resultados deberan informarse claramente con las correspondientes unidades.

PRACTICA S8

EXTRACCION DE TIAMINA (VITAMINA B))

N. _NH, g
YOy
N~ N OH

Introduccion
Tiamina. Vitamina B;

La tiamina existe en la naturaleza como tiamina, monofosfato de tiamina, difosfato de

tiamina, trifosfato de tiamina y unida a las proteinas. Las principales fuentes de vitamina B;
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son los granos de los cereales, cascara de arroz, germen de cereales, levaduras, clara de

huevo, vegetales, frutas, papas, huevos, leche, higado y carne.

a) Formula y propiedades

Férmula empirica

Vitamina B; (hidrocloruro)

C12H170N4CIS*HCI (P.M.337,3).

Descripcion

Polvo cristalino blanco.

Punto de fusién

Vitamina By, (hidrocloruro): 250°C (descomposicion).

Espectro de absorcién

La vitamina B; muestra un espectro de absorcion caracteristico en la region de 200 a 300
nm. Las posiciones del pico maximo y las respectivas extinciones dependen marcadamente
de los solventes utilizados y del pH de las soluciones. En una solucién de acido clorhidrico

0,1 N, la tiamina muestra una absorcion maxima a 245 nm.

Estabilidad
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En la ausencia de luz y humedad, la sales de tiamina son relativamente estables al oxigeno
atmosférico incluso cuando tibio. La solucion acida también es estable; sin embargo, ocurre

descomposicion en una solucidn neutra o alcalina.

b) Método del tiocromo (13)

El método mas ampliamente utilizado para la determinacion de la vitamina By, incluye una
hidrdlisis &cida seguida por una defosforilacion enzimatica de los ésteres y la cuantificacion
de la tiamina liberada. La medicion de la vitamina B\ en el extracto final se realiza
mediante fluorometria después de oxidar a tiocromo que es un compuesto fluorescente.
Mas recientemente, se han publicado procedimientos por HPLC que se utilizan para

cuantificar el propio tiocromo o a través de una derivatizacion postcolumna.

Extraccién y desfosforilacion

La muestra (hasta 25 g) es hidrolizada utilizando &cido sulfarico 0,1 M durante 15 min a
121°C. El pH de la mezcla enfriada se ajusta a 4,5 a través de la adicion de buffer acetato.
Se agregan 500 mg de Takadiastasa y la suspension se incuba al menos por 20 minutos a
45°C. Debe mencionarse que las condiciones de incubacion dependen del tipo de enzima 'y

del lote utilizado, asi como también del tipo de muestra y pueden variar considerablemente.

Purificacion y reaccion del tiocromo

El extracto puede ser purificado si es necesario a través de una columna de intercambio
ionico, como Amberlite CG 50 (100-200 mesh). La tiamina es retenida en el intercambio

ionico y luego es eluida con acido clorhidrico 0,15 M. El eluido se ajusta a un volumen
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definido con é&cido clorhidrico (0,15 M). Alicuotas de esta solucion se mezclan con
isobutanol, una solucién de hidréxido de sodio (50%), una solucién de hexacianoferrato de
potasio (5%) y se agita vigorosamente durante 60 segundos. En una serie paralela con los
mismos reactivos, se prepara un blanco bloqueando la reaccion a través de la adicion de
cloruro de benceno-sulfonilo. Se agrega cloruro de sodio después de la oxidacion para
optimizar la extraccién. Después de la centrifugacion se toman 10 ml del extracto de
isobutanol, se mezcla con 0,5 ml de etanol y se mide la fluorescencia en contra del blanco.

Es importante seguir exactamente el protocolo para obtener resultados reproducibles.

c) Método HPLC

Derivatizacién en precolumna

El tiocromo formado como se describié en el procedimiento anterior puede también
cuantificarse utilizando HPLC. Este enfoque es de algin modo mas facil debido a que la
reaccion es detenida por la adicion de acido, el tiocromo es purificado a través de una
extraccion de fase solida y el extracto obtenido medido por HPLC en un sistema de fase

reversa. Las condiciones de HPLC se indican a continuacion:

Condiciones de cromatografia para tiamina

Columna 250x 4,0 nm acero inoxidable

Fase estacionaria Bakerbond C8; 5 um
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Fase movil

Flujo
Volumen de inyeccion

Deteccion

Tiempo de retencion

Célculo

Derivatizacién postcolumna

Buffer Fosfato: Metanol:

(63: 27: 10)
0,8 ml/min
20 ul

Fluorescencia: Ex: 366 nm;

nm
aprox. 5 min

Estandar externo

2-Propanol

Em: 435

La cuantificacion de la tiamina también puede lograrse utilizando un sistema HPLC de fase

reversa que separa en gran medida la tiamina de los otros componentes. En una etapa de

derivatizacion postcolumna se realiza la oxidacion a tiocromo mezclando el eluente con la

solucidn de ferricianato alcalino seguida por deteccion fluorescente.

d) Resumen

1. Latiamina es extraida por hidroélisis acida seguida por una etapa de desfosforilacion

enzimatica.

2. Debe tenerse cuidado que la preparacion enzimatica utilizada esté funcionando.

3. El protocolo para la oxidacién a tiocromo debe ser seguido en forma precisa a fin de

obtener resultados reproducibles.

4. Debe llevarse un blanco durante el ensayo completo.
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5. Los procedimientos por HPLC estan disponibles tanto para derivatizacion en

precolumna como también para derivatizacion postcolumna.

PRACTICA 9

EXTRACCION DE RIBOFLAVINA (VITAMINA B;)

Introduccion

La riboflavina se encuentra en los alimentos como riboflavina libre o como riboflavina-5'-

fosfato (FMN) y como flavin adenina dinucleétido (FAD).

Las principales fuentes de vitamina B, son higado, rifion, carne, pescado, leche, queso,
huevos y vegetales. La solubilidad de la riboflavina en el agua es mas bien deficiente

(aprox. 7 mg/100 ml) pero en alcali diluido es facilmente soluble.

a) Formula y propiedades

Formula empirica
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Vitamina Bz C17H2005N4

(P.M. 376,4)

Na-Riboflavina-5'-fosfato

C17H2009N4PNa (PM 478,4)

Descripcion

Polvo cristalino amarillo a naranja amarillento.

Punto de fusién

Vitamina B,: 280-290°C (descomposicidon)

Rotacion especifica

Riboflavina:[o] 20-D = -122° a -136°

(c=0,25 en NaOH 0,05 N)

Na-Riboflavina-5'-fosfato:[ o] 20-D = +38 + 42° (c=1,5 en HCI 20%).

Espectro de absorcion

Las soluciones de riboflavina y del fosfato en HC1 0,1 N muestran una absorcion maxima a

ca. 223, 267, 374 y 444 nm.

Estabilidad
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Ambos compuestos son sensibles a la luz y a la radiacion UV, pero son estables al calor y

al oxigeno atmosférico.

En soluciones alcalinas, la descomposicion es répida, especialmente si se expone a la luz.

b) Método

Debido a sus propiedades fisico-quimicas, la riboflavina puede determinarse
fluorométricamente. Este modo de deteccion posee claras ventajas dado que es mas
especifico que por ejemplo UV. Sin embargo, todavia existen distintos componentes en los
alimentos que interfieren, lo cual complica el analisis. Se han utilizado diferentes métodos
en el pasado que incluyen la irradiacion de un extracto de muestra purificada con luz lo que
lleva a la formacion del llamado lumicromo. Este es un compuesto que tiene fuertes
propiedades fluorescentes y puede cuantificarse facilmente. Sin embargo, el procedimiento
de trabajo requiere tiempo y trabajo. Por lo tanto, los ensayos microbioldgicos son
utilizados rutinariamente ademas de los métodos HPLC lo que permite una preparacion mas

simple de la muestra que el método del lumicromo.

Extraccién y desfosforilacion (15)

La muestra (hasta 10 g) se hidroliza utilizando acido sulfarico 0,1 M durante 15 min a
121°C. El pH de la mezcla enfriada se ajusta a 4,5 a través de la adicion de buffer acetato.
Se agrega 500 mg de Takadiastasa y la suspension es incubada al menos durante 20
minutos a 45°C. Debe mencionarse que las condiciones de incubacion dependen del tipo de
enzima y el lote utilizado asi como también del tipo de muestra y pueden por tanto variar

considerablemente. La reaccion enzimatica es detenida por la adicion de &cido sulfurico.
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Precipitacion y dilucion

La mezcla acidificada es llevada a volumen con &cido sulfarico 0,1M vy es filtrada después
de mezclarla completamente. Una alicuota del filtrado es mezclada con volimenes iguales
de metanol y luego centrifugada. Dos partes del sobrenadante transparente son diluidas con
una parte de agua e inyectada al sistema HPLC. Este tipo de preparacion de muestra evita la
obstruccion de la columna por una posible precipitacion después de la inyeccion. Es muy
importante proteger la muestra y los extractos de la luz. Toda la manipulacion de la muestra

deberé realizarse en frascos de vidrio ambar y las soluciones mantenerse en la oscuridad.

Condiciones de HPLC

Existen numerosas y diferentes posibilidades de obtener una buena separacion. En la

mayoria de los casos el pico de riboflavina sera el Unico pico principal del cromatograma.

Condiciones de cromatografia para riboflavina

Columna 250x 4,0 nm acero inoxidable
Fase estacionaria RP18 ejemplo Spherisorb, 5 um Bondapack
Fase movil Metanol: H,O (35:65) o (70:30) o mezclas de

metanol con buffers y/o PIC B6, B7 etc.

Deteccion Fluorescencia: Ex: 445-50 nm: Em: 525-30 nm

¢) Resumen
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1. La vitamina B; se extrae de la matriz alimentaria mediante hidrdlisis acida seguida
por una etapa de desfosforilacion enzimatica.

2. Debe tenerse cuidado que funcione la preparacion enzimatica a utilizar. Esto puede
hacerse inyectando estandar de FMN en la linea de HPLC y controlando la muestra
tratada para FMN residual.

3. Lariboflavina liberada deberia protegerse de la luz.

4. Se logra la mejor cuantificacion y separacion utilizando HPLC de fase reversa.

5. El modo de deteccidon es preferentemente realizado por fluorescencia dado que éste

es mas selectivo.

PRACTICA 10

EXTRACCION DE PIRIDOXINA (VITAMINA Bg)

OH
OH

OH

/
N

N
Introduccion
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La vitamina Bg se encuentra en la naturaleza en 6 diferentes formas: piridoxamina (PM),
piridoxina (PN), piridoxal (PL) y los correspondientes ésteres fosfatados: piridoxamina
fosfato (PMP), piridoxina fosfato (PNP) y piridoxal fosfato (PLP). La cantidad relativa de
estos vitameros encontrados en los alimentos puede variar significativamente por ejemplo,
PN se encuentra predominantemente en los cereales, vegetales, y frutas mientras que en la
carne y los productos lacteos, PM, PMP, PL y PLP son basicamente los responsables de la

actividad de la vitamina Bs.

a) Formula y propiedades

Férmula empirica

Vitamina Bg (hidrocloruro de piridoxina) CgH;;O3N*HC1

(P.M. 205,6).

Descripcion

Polvo cristalino blanco.

Punto de fusién

206° C (descomposicion).

Espectro de absorcién

En soluciones acuosas los puntos maximos de absorcion son: 291 nm a pH acido; 254 y

324 nm a pH neutro y 245 y 309 nm para las soluciones alcalinas.
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Estabilidad

El hidrocloruro de piridoxina es estable al calor y al oxigeno. La piridoxina es degradada

por la luz en soluciones alcalinas o neutras.

b) Método

Debido a la mdltiple presencia de la vitamina Bg en los alimentos es imposible determinar
su actividad midiendo un s6lo componente. Aunque puede ocurrir interconversion entre las
diferentes formas debido a reacciones enzimaticas, el analista encontrara
predominantemente una mezcla si el alimento no ha sido suplementado con hidrocloruro de
piridoxina. Por lo tanto, en este momento se recomienda un método microbiologico para la

determinacion de la actividad de la vitamina Be.

Extraccion y desfosforilacion

La vitamina Bg es extraida de la muestra por hidrélisis &cida. Las condiciones
recomendadas por AOAC (18) son HC1 0,44 M durante 2 h a 121°C para productos de
plantas y HC1 0,055 M durante 5 h a 121°C para productos animales. Debe mencionarse
que la hidrolisis &cida puede liberar vitameros-Bg a partir de glucdsidos y por lo tanto llevar
a una sobrestimacion del contenido biodisponible. Después de la hidrélisis, las soluciones
son neutralizadas a un pH 5,0 con una solucion de hidroxido de sodio. La dilucién del

extracto se realiza con agua para obtener concentraciones de aproximadamente 100 ng/ml.

Microorganismo de ensayo y método
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El microorganismo de ensayo, Saccharomyces carisbergensis (ATCC 9080) es mantenido
en un agar-APT. El subcultivo es preparado por incubacion hasta 24 h a 30°C en el medio
de fermentacion que contiene Bg. EI medio de cultivo no. 0951-15-2 se utiliza para el
ensayo (Laboratorios Difco, Detroit USA). Los tubos se llenan con el medio (10 ml), y se
agregan 25, 50 y 100 del extracto o de una solucion estandar. Seis tubos para blanco no
contienen ningun aditivo. Los tubos son sometidos a un bafio de vapor durante 10 minutos
a 100°C. Después de enfriarse, todos los tubos con excepcion de 2 blancos son cada uno

inoculados con 1 gota de in6culo y luego incubados durante 16-18 h a 30°C.

Medicion de la turbidez

La turbidez de la suspension celular se mide a 580 mn después de mezclar bien. Para el

calculo, se utiliza un estandar y se debe corregir el blanco.

Respuesta del microorganismo de ensayo

Saccharomyces carisbergensis (ATCC 9080) no responde a PM de la misma manera que a

PN y PL. Saccharomyces faecalis responde a PL y PM y Lactobacillus casei sélo a PL.

¢) Resumen

1. El ensayo de vitamina Bg se realiza mediante método microbiolégico.
2. Es necesaria una hidrdlisis acida prolongada para las muestras de origen animal.

3. Larespuesta del microorganismo de ensayo no es igual para todos los vitameros.
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PRACTICA 11

EXTRACCION DE VITAMINA B1

H
e
Y
H CHy

P"'\.
e o7 o

HO

Introduccion

Los compuestos activos de la vitamina B;, presentan una estructura quimica complicada; el
mas conocido e importante es cianocobalamina. La vitamina B, se encuentra sélo en
material de origen animal y en los metabolitos de microorganismos. Las fuentes

importantes de B1, son el higado, rifién y yema de huevo.
a) Formula y propiedades

Formula empirica

Vitamina B12: Cg3Hgs014N14PCoO

(P.M. 1355,4).
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Descripcion

Polvo cristalino rojo oscuro.

Punto de fusién

210-220°C carbonizacion.

Espectro de absorcién

La solucion acuosa muestra una absorcion maxima a 278, 361 y 550 nm.

Estabilidad

La cianocobalamina cristalina y sus soluciones neutras o débilmente &cidas son
relativamente estables al aire y calor pero son atacadas por la luz y la radiacion UV. La

vitamina By, es s6lo levemente estable a alcalis, acidos fuertes y agentes reductores.

b) Método

El nivel presente en los alimentos es muy bajo y el método microbioldgico es la Unica

manera de estimar la vitamina B, en forma satisfactoria.

Extraccion

La vitamina B, es extraida de la muestra con agua o buffer a una temperatura de
aproximadamente 100°C durante 10-30 minutos con la adicion de cianuro de potasio. EIl pH

del extracto se ajusta a 6 ya sea con hidroxido de potasio o &cido clorhidrico. La dilucion
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del extracto se realiza con agua para obtener concentraciones de aproximadamente 2

mg/ml.

Microorganismos de ensayo y método

El microorganismo de ensayo, Lactobacillus leichmanii (ATCC 7830) es mantenido en un
agar de cultivo de Micro-Ensayo (Laboratorios Difco, Detroit USA; no. 031902). El
subcultivo es preparado por incubacion hasta 16-18 h a 37°C en el medio de fermentacion
que contiene By, (caldo de micro inoculacién (Difco no. 0320-02). ElI medio de cultivo
Difco no. 0457-15 se utiliza para esta prueba. Los tubos se llenan con el medio (10 ml), y
se agrega 25, 50 y 100 pl del extracto o solucién estdndar. Seis tubos para blanco no
contienen ningun aditivo. Los tubos son sometidos a un bafio de vapor durante 10 minutos
a 100°C o se somete a autoclave durante 5 min a 121°C. Después de enfriarse, todos los
tubos con excepcion de 2 blancos son cada uno inoculados con 1 gota de indculo y luego

incubados durante 16-18 h a 37°C.

Medicion de la turbidez

La turbidez de la suspension celular se mide a 580 nm después de mezclar bien. Para el

calculo se utiliza una curva estandar y se debe corregir el blanco.

¢) Resumen

1. El andlisis de la vitamina B, se realiza por el método microbiolégico.

2. Los ensayos con Lactobacillus leichmanii son los mas empleados.
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PRACTICA 12
EXTRACCION DE FOLATOS

- OyOH
: OH
OH NW
N H O
N7 X N
NS o
H,N~ N7 N

Introduccion

Las estructuras de los compuestos con actividad de acido folico siempre contienen ligadas
una o mas moléculas de acido glutamico gque son esenciales para la actividad bioldgica. El
acido félico se encuentra en la naturaleza principalmente como conjugados y se encuentra
en el higado, rifion, musculos, leche, queso, vegetales de hoja oscura, coliflor, legumbres y

germen de trigo.

a) Formula y propiedades

Férmula empirica

ACidO folico: C19H1906N~

(P.M. 441,4).

Descripcion
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Polvo cristalino amarillo a naranja amarillento.

Punto de fusién

A 250°C se oscurece seguido por carbonizacion.

Rotacion especifica

[o] 20-D = + 20° (c=0,5 en NaOH 0,1N).

Espectro de absorcion

El 4acido folico muestra un espectro de absorcidn caracteristico que depende del pH de la

solucion. En NaOH 0,1 N los puntos m&ximos son a 256, 283 y 365 nm.

Estabilidad

El &cido fdlico cristalino es completamente estable al aire y calor, pero es degradado por la
luz y la radiacién UV. Las soluciones neutras son relativamente estables; los acidos, alcalis

y agentes oxidantes y reductores tienen un efecto destructivo.

b) Método

La cantidad total de folato presente en los alimentos es muy baja (por ejemplo, 6 ng/100 g
en leche) y el ensayo microbioldgico es la unica manera de estimar la actividad del folato
en forma satisfactoria. Dado que los folatos se presentan con diferentes unidades de &cido
glutdmico es necesario someter al extracto de la muestra a un tratamiento enzimatico con

conjugasa. El uso de un microorganismo de ensayo resistente al cloranfenicol facilita el
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ensayo porque asi la preparacion de la muestra y el trabajo con el microorganismo de

ensayo no tienen que realizarse bajo condiciones estériles.

Extraccion y deconjugacion

El material (equivalente a aproximadamente 1 pug de &cido folico) se mezcla bien con buffer
fosfato pH 6,1 y se somete a autoclave durante 5 minutos a 121°C. Después de enfriar, se

agrega una solucién de pancreas de pollo y se incuba durante 18 horas a 37°C.

La enzima es desactivada ebulliendo la solucion durante 5 minutos. Después de enfriar, la
solucion es diluida a un volumen definido con una solucién de &cido ascérbico 2% y
filtrada. El contenido estimado de acido folico en el extracto de muestra debiera

corresponder a aproximadamente 0,2-0,4 ng/100 pl.

Microorganismo de ensayo y método

El cultivo liofilizado del microorganismo de ensayo, Lactobacillus casei (NCIB 10463) es
suspendido en tubo de vidrio que contiene el medio (Medio acido félico L. casei Difco no.

0822 -15-9) y écido folico y se incuba durante 20 horas a 37°C (cultivo 1).

Una gota de este cultivo densamente turbio se traslada a un nuevo tubo que contiene 5,0 ml
del medio de ensayo y acido folico. Este tubo es nuevamente incubado durante 20 horas a
37°C (cultivo 1I). El medio de ensayo que contiene 20 mg de cloranfenicol por litro es

inoculado con 2 ml de cultivo 1.
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Los tubos son llenados con el medio (4 ml), y se agregan 25, 50 y 100 ul del extracto o de
la solucién estandar. Seis tubos para blanco no contienen ningun aditivo. Los tubos son

incubados durante 23 horas a 42°C.

Medicién de la turbidez

La turbidez de la suspension celular se mide a 660 nm después de mezclar bien. Para el

calculo se utiliza una curva estandar y se debe corregir el blanco.

¢) Resumen

1. El ensayo de la actividad del folato natural necesita de un tratamiento con
deconjugasa.

2. Ladeterminacidn se realiza mejor a través de un método microbioldgico.

3. El uso de Lactobacillus casei resistente al cloranfenicol como microorganismo de

ensayo facilita el ensayo en forma considerable.
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PRACTICA 13

EXTRACCION DE ACIDO PANTOTENICO

H OH

NH OH
HO \/\[(

O O

Introduccion

El &cido pantoténico libre es un aceite inestable extremadamente higroscépico; por lo tanto,
no es aconsejable para aplicaciones practicas y se utiliza principalmente en forma de sales

de calcio y de sodio.

En la naturaleza el acido pantoténico se encuentra raramente al estado libre; sin embargo,
estd ampliamente distribuido como un componente de la coenzima A y se encuentra sobre
todo en el higado, rifion, musculo, cerebro y yema de huevo asi como también en la

levadura, cereales, y plantas verdes, especialmente leguminosas.

El acido pantoténico es Opticamente activo; solo las formas dextro-rotatorias (D-

pantotenatos) tienen actividad de vitamina.
a) Formulas y propiedades
Formula empirica

Acido pantoténico
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Sal de calcio (C9H1605N).Ca

(P.M. 476,5)

Sal de sodio CgH160sNNa (P.M. 241,2).

Descripcion

Polvo blanco.

Punto de fusién

Sal de calcio: 200°C (descomposicion)

Sal de sodio: 160-165°C

Rotacion especifica

Sal de calcio :[¢] 20-D = + 26° a + 28°

(c=4 en agua)

Sal de sodio: [a] 20-D = + 26,5° a + 28,5°

(c=4 en agua).

Estabilidad
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En almacenamiento en frio y protegidos de la humedad, el D-pantotenato de calcio y el D-

pantotenato de sodio son claramente estables al oxigeno atmosférico y a la luz.

Los compuestos son higroscopicos, particularmente la sal sddica. Las soluciones acuosas
son termolébiles y sufren ruptura hidrolitica especialmente bajo condiciones alcalinas o

acidas.

b) Método

El acido pantoténico en mezclas complejas sélo puede determinarse microbiol6gicamente.
El acido pantoténico debe ser liberado previamente. No existe un procedimiento realmente
estandar para esto, de tal modo que el método difiere de un caso a otro, por ejemplo la
extraccion con agua o con diferentes mezclas de solventes con o sin tratamiento enzimatico
(papaina, diastasa, extracto de higado, etc.). El método descrito méas adelante intenta medir

principalmente los pantotenatos suplementados en los alimentos.

Extraccion

El material es agitado con agua durante 30 minutos a 37°C en un agitador. Si el material
contiene grandes cantidades de grasa, es recomendable remover los lipidos. Esto se realiza
agregando al agua, por ejemplo 20 ml de acetato de etilo. Se utiliza la capa acuosa para el
procedimiento posterior. El extracto acuoso es diluido a un volumen definido con agua y se

filtra.

La leche en polvo y materiales similares son extraidos y se somete en autoclave la

suspension acuosa a 100°C por 30 min. Después de enfriar, el pH se ajusta a 4,5 con &cido
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sulfurico, se diluye con agua a un volumen definido y se filtra. EI pH de la solucion filtrada
se ajusta a 6,8 con hidréxido de sodio y se ajusta a un volumen definido. Esta solucion es

utilizada para el ensayo microbiolégico.

Microorganismo de ensayo y método

El microorganismo de ensayo Lactobacillus plantarum (ATCC 8014) se hace crecer en un
caldo in6culo Bacto-Micro esterilizado (Laboratorios Difco Detroit USA; no. 0320-02)
durante 24 horas a 37°C. Se realiza una segunda transferencia del cultivo utilizando 6 mi
del medio e inoculando con 0,1 ml del primer cultivo. Este es el indculo para el ensayo
(cultivo 2). Los tubos son llenados con el caldo de ensayo (Difco; medio de ensayo de
pantotenato no. 0604-15), se agregan volimenes iguales de agua (5 ml a cada uno) y se

afiaden 250, 500 y 1000 pl del extracto o de la solucion estandar.

Los tubos usados como blancos no contienen ningin aditivo. Los tubos son cubiertos y
esterilizados durante 10 minutos a 118°C. Después de inocular con 100 pl del cultivo 2 los
tubos son incubados durante 19 horas a 37°C. Luego, los tubos son sometidos a un bafio de

vapor durante 5 minutos a 100°C para detener el crecimiento.

Medicion de la turbidez

La turbidez de la suspension celular se mide a 660 mn después de mezclar bien. Para el

calculo se utiliza una curva estandar y se debe corregir el blanco.

¢) Resumen
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1. La determinacion de D-pantotenato suplementado en los alimentos se realiza mejor
por un método microbiolégico.

2. El microorganismo de ensayo es Lactobacillus plantarum

PRACTICA 14

EXTRACCION DE BIOTINA

O

N

O
CH-c—c—c—Cc—<«
”~
S H, H, H, H,  "oH

N N

Introduccion

La biotina se encuentra parcialmente en estado libre en vegetales, frutas, leche, salvado de
arroz y parcialmente en forma unida a proteina en tejidos animales, semillas de plantas,
levaduras. Fuentes importantes de biotina son el higado, rifion, carne, levadura, yema del

huevo, leche, hongos y vegetales.

a) Formula y propiedades
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Formula empirica Biotina C1oH1603N,S

(P.M. 244,3).

Descripcion

Polvo cristalino blanco.

Punto de fusién

228-232°C (descomposicion).

Rotacion especifica

[o] 20-D = + 90 a + 94° (c=1,0 en NaOH 0,1N).

Estabilidad

La D-biotina seca, en forma de cristales es claramente estable al aire, luz de dia y calor; es
gradualmente destruida por la radiacion UV. Las soluciones acuosas son relativamente
estables a condiciones alcalinas o acidas débiles. En soluciones fuertemente acidas o

alcalinas la actividad bioldgica se pierde parcialmente por el calentamiento.

b) Método

El método microbioldgico es el método de eleccion para la biotina. EI microorganismo de

ensayo mas utilizado es Lactobacillus plantarum. La biotina debe extraerse en la forma
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libre de la muestra antes del ensayo. Esto se logra por la combinacién de hidrolisis acida

seguida por una digestion enzimatica.

Extraccion y digestion enzimatica

El material de ensayo es calentado en &cido sulfarico 1M durante 30 minutos a 118°C. El
extracto es luego neutralizado a un pH de 7,5 con hidréxido de sodio 20% y diluido a un
volumen definido con agua. Las alicuotas (5-10 ml), esperando que contengan 5-30 ng de
biotina (0,1-0,6 ng/ml), son diluidas con una solucién de papaina (10 mg/ml) a un volumen
de 50 ml e incubadas toda la noche (aproximadamente 18 h) a 37°C. La enzima es
desactivada sometiendo a autoclave durante 10 minutos a 118°C. Luego el extracto es
centrifugado, filtrado y se utiliza la solucién transparente para el ensayo microbiol6gico. La
papaina usada para el ensayo debe revisarse antes (compuestos que interfieren dan como

resultado un valor alto de blanco).

Microorganismos de ensayo y método

El microorganismo de ensayo Lactobacillus plantarum (ATCC 8014) se hace crecer en un
caldo in6culo Bacto-Micro esterilizado (Laboratorios Difco Detroit USA; no. 0320-02)
durante 24 horas a 37°C. Una segunda transferencia del cultivo se realiza utilizando 6 ml
del medio e inoculando con 0,1 ml del primer cultivo. Este es el in6culo para el ensayo

(cultivo 2).

Los tubos son llenados con el caldo de ensayo (Difco; medio de ensayo Bactobiotin no.
419-15), se agregan volumenes iguales de agua (5 ml a cada uno) y 250, 500 y 1000 pL del

extracto o de la solucion estandar. Los tubos usados como blancos no contienen ningdn
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aditivo. Los tubos son cubiertos y esterilizados durante 10 minutos a 118°C. Después de
inocular con 100 uL del cultivo 2 los tubos son incubados durante 19 horas a 37°C. Luego,
los tubos son sometidos a un bafio de vapor 100°C durante 5 minutos para detener el

crecimiento.
Medicion de la turbidez

La turbidez de la suspensién celular se mide a 660 nm después de mezclar bien. Para el

calculo se utiliza una curva estandar y se debe corregir el blanco.
¢) Resumen

1. Ladeterminacion de D-biotina se realiza mediante método microbiolégico.
2. El microorganismo de ensayo es Lactobacillus plantarum
3. La liberacion de la biotina unida es realizada en forma optima por hidrolisis acida

seguida por una digestidén enzimatica con papaina.

PRACTICA 15

EXTRACCION DE ACIDO NICOTINICO Y NICOTINAMIDA (NIACINA)
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Introduccion

El 4cido nicotinico y la nicotinamida poseen la misma actividad vitaminica; el acido libre
se convierte a amida en el cuerpo. Los sinénimos menos usados como vitamina PP y factor
PP se refieren a su actividad preventiva de pelagra. La nicotinamida se encuentra en todas
las células, por lo general en forma unida como el grupo prostético de coenzimas. El higado
y carne de animales con pezufia son fuentes nutricionalmente importantes de esta vitamina.

También esta presente en el maiz y otros cereales en una forma no utilizada por el hombre.

a) Formula y propiedades

Formula empirica

Acido nicotinico C¢Hs0,N
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(P.M. 123,1)

Nicotinamida CgHgON>

(P.M. 122,1).

Descripcion

Polvos cristalinos blancos.

Punto de fusién

Acido nicotinico: 234-237°C

(Sublimacién)

Nicotinamida; 128-131°C.

Espectro de absorcién

El &cido y la amida muestran espectros de absorcion similares en soluciones acuosas con un

maximo a 261 nm con una extincion dependiente del pH.

Estabilidad

Ambos compuestos son estables al oxigeno atmosférico, luz y calor en estado seco y en
solucion acuosa; la amida es hidrolizada al &cido calentando en soluciones fuertemente

acidas o alcalinas.

b) Método
82



A New Age for Distance Learning

Atlantic International University [‘J‘,A I U

La extraccion de niacina se realiza mediante hidrolisis acida (la hidrolisis alcalina liberaria
también nicotinil éster ligado, el cual no es biodisponible). El ensayo microbioldgico es
facil de realizar. EI microorganismo de ensayo mas comunmente utilizado es Lactobacillus
plantarum. Se describe una prueba colorimétrica basada en la reaccion de Koénigs que
utiliza bromuro de cianégeno para la oxidacion y procaina (p-amino-benzoil-

dietilaminoetanol) para formar componentes coloreados.

Extraccion y digestion enzimatica

El material conteniendo aproximadamente 300 pg de niacina es hidrolizado en 125 ml de
acido sulfarico 0,1 M durante 15 minutos a 110°C. Después de enfriar, el pH se ajusta a 4,5
utilizando acetato de sodio, se agregan 500 mg de Takadiastasa y la mezcla es incubada
durante 20 minutos a 45°C. La solucion es acidificada con 25 ml de acido sulfurico 30%, es
diluida a 250 ml con agua y filtrada. 50 ml del filtrado se acidifican con 1 ml de &cido
sulfurico 30% y se agrega gota a gota (2-6 ml) de una solucion de permanganato de potasio

3% hasta que permanezca el color rosado.

El exceso de permanganato es destruido por la adicién de una solucion de peréxido de
hidrogeno 3% hasta que desaparezca el color rosado. Se suspende 1 g de silice tratada
(tierra de diatomeas) con 25 ml de la solucion oxidada, se agita vigorosamente durante 1
minuto, se centrifuga y se deja decantar. La niacina absorbida en la silice tratada es lavada
con 25 ml de &cido sulfarico 0,1 M, se centrifuga y se deja decantar. Se agregan 25 ml de

hidroxido de potasio 0,5 M, se agita durante 1 minuto y se centrifuga. Se colocan 20 ml del
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sobrenadante en un vaso precipitado, se cubre con un vidrio de reloj y se calienta durante
10 minutos en un autoclave a 110°C para hidrolizar la nicotinamida a acido nicotinico. La
solucion enfriada se ajusta a un pH de 4,5 con acido clorhidrico (0,1 M), se transfiere a un
matraz volumétrico de 50 ml y se agregan 3 ml de una solucion de bromuro de cianégeno

3% Yy se ajusta a volumen con agua.

Precaucion: no inhalar el vapor de esta solucion. Tomar todas las precauciones necesarias

para trabajar con compuestos toxicos.

El matraz se coloca en un bafio de agua durante 10 minutos a 75-85°C, y se enfria a
temperatura ambiente. 10 ml de la solucién se pipetean en la cubeta del fotometro, se
agrega 1 ml de &cido clorhidrico 1M y el espectrometro se ajusta a absorbancia cero. Se
agrega 1 ml de una solucién de procaina 5% (5 g en 100 ml de HC1 1M), se mezcla y se

mide la absorcién dentro de 15-20 segundos a 420 nm.

En una serie paralela, la muestra es ajustada con aproximadamente la misma cantidad de

acido nicotinico (300 pg) como estandar interno.

Céculos

A*N*100

= mg de acido nicotinico/100 g muestra
(Z-A)* W * 1000

A: absorbancia de la muestra

Z: absorbancia de la muestra + estandar interno
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N: cantidad de acido nicotinico como estandar interno en pg

W: peso de la muestra en g

¢) Resumen

1. Ladeterminacion de la niacina se realiza mejor por un método microbioldgico

2. El microorganismo de ensayo es Lactobacillus plantarum

3. El ensayo que usa la reaccion de Konigs es muy tedioso, se necesita mucha
experiencia y tiene una seria desventaja debido a los reactivos. Sin embargo, se

obtienen resultados buenos y reproducibles.
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PRACTICA 16

EXTRACCION DE VITAMINA C

HO

Introduccion

El &cido L-ascdrbico se encuentra en todos los tejidos vivos como un importante compuesto
redox del metabolismo celular. Fuentes importantes de la vitamina C son las frutas frescas
(citricos, uvas negras, escaramujo, pimiento rojo) y vegetales (repollo, papas, lechuga,

tomates etc.).

a) Formula y propiedades

Férmula empirica

Acido ascorbico CgHgOs

(P.M. 176,1)
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Ascorbato de sodio CgH;OgNa

(P.M. 198,1).

Descripcion

Acido ascorbico: Polvo cristalino blanco

Ascorbato de sodio: Polvo cristalino con tinte amarillo.

Punto de fusién

Acido ascorbico 190°C (descomposicion)

Ascorbato de sodio

Descomposicion sin un punto de

Fusion definido a los 220°C.

Espectro de absorcién

En la luz UV, el 4cido ascorbico en una solucion fuertemente acida muestra una absorcion
maxima a ca. 245 nm, la cual cambia a pH neutro a 265 nm y aproximadamente 300 nm a

pH 14.

Rotacion especifica

Acido ascorbico: [a] 20-D = -22° a -23° (c=2,0 en agua)
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Ascorbato de sodio: [a] 20-D =+ 103° a 106° (¢=5,0 en agua).

Estabilidad

El acido ascorbico cristalino es relativamente estable en el aire en ausencia completa de
humedad, mientras la sal sodica tiende a volverse amarilla. Las soluciones acuosas son
atacadas por el oxigeno atmosférico y otros agentes oxidantes; el primer acido formado, el
acido dehidroascérbico es oxidado posteriormente en forma irreversible. Los alcalis y los

iones de metales pesados (por ejemplo, cobre) actian como catalizadores.

b) Métodos

El 4cido ascdrbico (AA) es facilmente oxidado a acido dehidroascérbico (ADA) y por lo
tanto, es necesario seleccionar las condiciones de extraccion en forma cuidadosa con el fin
de minimizar las posibles pérdidas debido a las etapas de preparacion de las muestras. Las
soluciones de extraccién mas comiUnmente utilizadas son las de los &cidos metafosférico,
oxalico y acético y mezclas de ellos. Se puede agregar EDTA en ciertos procedimientos
para complejar los iones de los metales asi como también agentes reductores como

ditiotreitol (DTT).

Basicamente existen dos enfoques diferentes para la determinacion del &cido ascorbico:

- La determinacion del &cido ascorbico presente en la muestra o en el extracto de

muestra ignorando alguna presencia posible de ADA.

- La determinacion del &cido ascérbico "total” que incluye la suma de AAy ADA

88



A New Age for Distance Learning

Atlantic International University [‘J‘,A I U

utilizando un método que transforma ya sea AA a ADA o ADA a AA con la

consiguiente cuantificacion de ADA o AA.

Todos los métodos que utilizan las propiedades reductoras de la molécula de &cido
ascorbico pertenecen a la primera categoria. Se pueden utilizar muchos reactivos y de todos
ellos, el 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) es ciertamente el mas utilizado debido a que su
uso es simple y los resultados son en general confiables. EI DCFI es de color azul profundo
pero incoloro cuando es reducido por AA. Por lo tanto, es facil titular volimenes fijos del
extracto de la muestra hasta que permanezca un color rosado y comparar el volumen de
reactivo utilizado con aquellos de una solucién estandar de concentracion conocida de AA.
En ciertos casos, no se percibe el cambio de color debido a otros componentes coloreados
presentes en el extracto En estos casos, el punto final de la titulacion puede visualizarse
midiendo el cambio de potencial en la solucién con un electrodo de platino-plata/cloruro de

plata (Pt-Ag/AgCl).

Uno de los métodos mas especificos que pertenecen a la segunda categoria fue desarrollado
por Deutsch y Weeks y se basa en la medicion de ADA después de la oxidacion de todo el
AA utilizando ya sea oxigeno unido a carbon u otro oxidante tal como iodo. EI ADA
formado es luego derivatizado con o-fenilendiamina para formar un derivado fuertemente
fluorescente, el que puede cuantificarse facilmente por la comparacion con soluciones

estandares. EI método es un procedimiento AOAC de accion final.

En afios recientes, diversos investigadores han publicado procedimientos que utilizan

HPLC para separar y cuantificar AA y/o ADA. El siguiente procedimiento de ensayo
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permite la determinacion simultdnea de AA y éacido eritorbico y se ha utilizado para
determinar AA en carne, productos carnicos, alimentos procesados, alimentos enriquecidos,

verduras, frutas, leche y bebidas.

Extraccion

El material (1-5 g) es extraido con 25-50 ml de &cido metafosférico 0,5% que contiene
ditiotreitol 0,2% (DTT) utilizando un homogenizador o mediante agitacion. Después de la
centrifugacion, el extracto es diluido con buffer acetato pH 4,8 que contiene DTT 0,2%, se

filtra usando un filtro de 0,45 um y se inyecta en el HPLC.

El Cuadro 10 muestra las condiciones de HPLC.

¢) Resumen

1. La determinacion del &cido ascérbico puede realizarse féacilmente mediante
titulacion con DCFI pero sélo se esta determinando AA y en algunos casos pueden
ocurrir interferencias.

2. El método de Deutsch y Weeks con el derivado de quinolina fluorescente formado
con fenilendiamina proporciona una manera confiable de medir la vitamina C
"total".

3. Si ha de determinarse el acido ascorbico "total”, el HPLC puede proporcionar una
alternativa confiable suponiendo que se utilicen condiciones apropiadas de

extraccion para la reduccion de Acido deshidroascérbico (DA) a Acido Ascorbico.
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Condiciones de cromatografia para acido ascorbico

Columna Acero inoxidable; 250x4,0 m

Fase estacionaria Hypersil ODS (Shandon), 5 um

Fase movil Buffer  acetato”: Metanol:  Agua
(15:40:945)

Flujo 0,8ml/min

Presion 90 bar

Volumen de inyeccion 10-20 pl

Deteccion UV: 254 nm

Tiempo de retencion aprox. 6-8 min

Estandar aprox. 10 pg/ml

Calculo Método estandar externo

Recuento de area o altura

a Buffer acetato:36,8 g de acetato de sodio*3H,0 disueltos en 800 ml de
agua, 101 ml de &cido acético, pH ajustado a 3,8 y diluido a 1000 ml con

agua.
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