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RESUMEN

Se considera que la principal fuente de procesos oxidativos, tales como
envejecimiento, alteraciones cardiovasculares y procesos cancerigenos
son producto de gran cantidad de agentes perjudiciales, incluyendo la
polucién quimica, subproductos de combustion, estrés, dieta, entre otros.
Lazanahoriasehaconsolidado como unaexcelente fuente de antioxidantes
(carotenoides) para mitigar este tipo de enfermedades. El objetivo de
este trabajo fue implementar un método analitico para la cuantificacion
por UHPLC-DAD de B-caroteno en la zanahoria, utilizando como método
de extraccion fluidos supercriticos (FSC). La condicion 6ptima obtenida
para la extraccion fue de 80 °Cy 450 bar, donde se logré cuantificar mayor
cantidad de B-caroteno por UHPLC-DAD. Se obtuvo entre 8,5y 19,5 mg de
[-caroteno por cada 100 g de zanahoria, valores normales de acuerdo a los
encontrados en la literatura (12 -66 mg). Con el aumento de la temperatura
se visualizd un notable incremento en el rendimiento de B-carotenos de
hasta 45,8%. La técnica implementada por UHPLC permitié una rapida
deteccion del compuesto, minimizar costos en solvente y mayor velocidad
de flujo. Paralelamente, la extraccion por FSC permiti¢ acortar el tiempo
de extraccion, disminuir el consumo de solvente, aumentar el rendimiento
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de extraccion y mejorar la calidad del extracto, utilizando CO2 lo que es
completamente amigable con el ambiente. Adicionalmente, no hay que
evaporarlo ni es contaminante para el usuario y el ambiente, no deja trazas
en el extracto por lo que no hay restricciones para su uso en alimentos.

Palabras clave: carotenoides, extraccion supercritica, cromatografia liquida.
ABSTRACT

It is considered that the main source of oxidative processes, such as aging,
cardiovascular alterations and carcinogenic processes are the product of
manyharmfulagents,includingchemical pollution, products of combustion,
stress, diet, among others. The carrot has been established as an excellent
source of antioxidants (carotenoids) to mitigate this type of diseases. The
objective of this work was to implement an analytical method for the
quantification by UHPLC-DAD of B-carotene in the carrot, using Supercritical
Fluids (FSC) as a method of extraction. The optimum condition obtained
for extraction was 80 ° C and 450 bar, where it was possible to quantify a
greater amount of B-carotene by UHPLC -DAD. It was obtained between 8.5
and 19.5 mg of B-carotene per 100 g of carrot, normal values according to
those found in the literature (12 -66 mg). We observed with increases up to
45.8% when increased the yield of B-carotene. The technique implemented
by UHPLC allowed rapid detection of the compound, minimizing costs
in solvent and higher flow rate. At the same time, FSC extraction made it
possible to shorten extraction time, reduce solvent consumption, increase
extraction efficiency and improve extract quality, using CO2 which is
completely friendly to the environment. Additionally, it does not have to
evaporate nor is it contaminating to the user and the environment, leaves
no traces in the extract so there are no restrictions for its use in food.

Keywords: carotenoieds, supercritical extraction, liquid chromatography.

1. INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas, se ha venido investigando la relacion existente
entre el consumo de vitaminasy/o carotenoidesy la génesis del cancer. Uno
de los mayores intereses en relacion a los carotenoides, esta relacionado
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con su accion antioxidante que reduce el estrés oxidativo del organismo,
previniendo determinados tipos de cancer, alteraciones cardiovasculares e
inmunologicas (Gomes, 2007; Leung, 2008).

Los carotenoides son pigmentos presentes tanto en el reino animal como
en el vegetal con funciones muy importantes. Son compuestos liposolubles
responsables del color rojo, amarillo, naranjado y purpura de las frutas.
Quimicamente se dividen en Carotenos (e]. Licopeno y B caroteno), los
cuales contienen grupos de carbono y de hidrogeno y Xantofilas (e].
luteina, zeaxantina, y B-criptoxantina) considerados derivados oxigenados.
El B-caroteno, el a-caroteno y la B-criptoxantina, son considerados
precursores de la vitamina A (O’Connell et al., 2007).

Se cree que una de las principales razones para el escaso aprovechamiento
de la biodiversidad es la falta de métodos de extraccion efectivos para
obtener sustancias con la calidad requerida para servir como materia
prima en productos destinados al consumo humano, pues son cada
vez mas crecientes las exigencias de calidad e inocuidad para este tipo
de materias primas. La extraccién de compuestos bioactivos a partir de
fuentes vegetales utilizando solventes es una operacion clasica aplicada en
muchos procesos industriales, especialmente en la industria farmacéutica
y cosmética. Sin embargo, el interés cada vez mas creciente por sustancias
bioactivas de origen natural impone la necesidad de desarrollar métodos
de extraccion menos contaminantes y con el maximo rendimiento de
sustancias bioactivas, en un corto periodo de tiempo y con bajo costo.

En este contexto, el objetivo de este trabajo se enfocd en la deteccion y
cuantificacién de B-caroteno en muestras de zanahoria (Daucus carota L.)
utilizando UHPL-DAD e implementando como técnica de extraccion fluidos
supercriticos (FSC), bajo condiciones variables de temperatura en muestras
de zanahoria cultivadas en Antioquia
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2. REFERENTE TEORICO

Carotenoides

Actualmente se sabe como los carotenoides actuan en las plantas para
promover la fotosintesis, la fotoproteccién y la prevencién del dafio
oxidativo, pero hay poca informacién de los carotenoides dietarios sobre
su localizacién, distribucién y accion en las células y membranas humanas
y animales (Kupisz, Sujak, Patyra, Trebacz, & Gruszecki, 2008) (Socaciua et
al., 2002).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles responsables del color rojo,
amarillo, naranjado y purpura de frutas y vegetales. Desde el punto de
vista quimico se pueden dividir en dos grupos, carotenos y xantofilas. Los
carotenos se caracterizan por estar compuestos de carbono e hidrogeno,
mientras que los segundos tienen en su estructura oxigeno como grupos,
hidroxi, ceto, epoxi, metoxi o acidos carboxilicos (Rodriguez-Bernaldo de
Quirds & Costa, 2006). En las figura 1 se pueden apreciar las estructuras de
algunos carotenoides.

y caroteno
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Licopeno
Elaborado en con el programa ACD Labs. 6,0.

Figura 1. Estructura de algunos carotenos: a.a-caroteno, b. B caroteno,c.
caroteno, d. Licopeno.
Fuente: Elaboracion propia, utilizando el programa ACD Labs. 6,0.

Los carotenoides predominantes encontrados en el plasma son el oy el
B-caroteno, licopeno, luteina, B-criptoxantina y zeaxantina. Algunos de
estos carotenos son empleados ampliamente en experimentos in vitro
para demostrar su accion, normalmente asociados con su capacidad
antioxidante, la cual es usualmente considerada para explicar sus efectos
benéficos en la salud humana (Socaciua et al., 2002)

En el cuerpo humano algunos carotenoides como B-caroteno, licopeno y
luteina se localizan en la piel y son considerados de vital importancia en
la reduccién del envejecimiento de la piel y el riesgo de desarrollar cancer
(Meinke, Darvin, Vollert, &Lademann, 2010). Se ha establecido que la luteina
esta presente en ojo humano, especialmente en la capa del axon receptor,
en los segmentos de los bastones externos y epitelio pigmentario de la
retina, donde acttia como un filtro de luz azul para proteger las estructuras
subyacentes del dafio fototéxico y como antioxidante. Es por eso que una
deficiencia en la ingesta de luteina esta relacionado con la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE) y las cataratas.

En cuanto a los colorantes se ha observado un cambio en la preferencia de
estos por parte del consumidor al preferir los naturales sobre los de origen
quimico. A principios del siglo XX, fueron sintetizados un gran nimero de
colorantes para ser adicionados en los alimentos; sin ninguna precaucion,
por lo que a mediados de este siglo se comenzé a regular su uso, debido a
que muchos de ellos contenian plomo, cobre y arsénico que representan
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riesgos muy significativos para la salud del consumidor (De Saint Blanquat,
2000).

Sin embargo, a finales del siglo XX, el mercado ha sufrido un cambio
que muestra una fuerte tendencia hacia el consumo de productos de
origen natural. Entre las razones que justifican esta preferencia estan,
principalmente, el cambio en el perfil del consumidor el cual desde
finales de la década de los 80 prefiere el uso de productos naturales por
considerarlos como simbolo deinocuidady como productos que aumentan
la expectativa de vida o mejoran su calidad, cubriendo de esta manera los
sectores salud, alimentacion e higiene.

FSC

Actualmente, se han desarrollado diversas técnicas de extracciéon de
compuestos bioactivos siguiendo la tendencia de extraccion limpia, entre
ellas las mas destacas son la extraccién con fluidos supercriticos (EFS), la
extraccion acelerada con microondas (EAM) y la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU). Los fluidos supercriticos (FSC) tienen la capacidad de
extraer selectivamente compuestos quimicos bajo la combinacion de
temperatura y presion de un solvente, tipicamente diéxido de carbono
(CO2) (Herrero, Cifuentes & Ibariez, 2006). Algunas aplicaciones comerciales
de la extraccion con los FSC en la industria farmacéutica, cosmética vy
alimentaria estan relacionadas con la obtencion de ingredientes bioactivos
como insumos para el desarrollo de productos que contribuyan a mejorar
el estado de salud o prevenir riesgos de enfermedades.

HPLC

De otra mano, técnicas analiticas como la cromatografia liquida es
ampliamente utilizada para la separacion, deteccion y cuantificacion
de compuestos con baja volatilidad y/o inestabilidad térmica (Queiroz
et al, 2012), caracterizandose por su alta sensibilidad, especificidad vy
reproducibilidad. Ademas, las fases estacionarias empleadas C18 no
resuelven bien todos los picos y en la mayor parte de los estudios realizados
en los ultimos afios se han utilizado columnas de C30 (Garcia et al, 2012).
La cromatografia acoplada con la columna C30 resolvio eficientemente
quince carotenoides y sus isbmeros en un tiempo de ejecucién inferior a
20 min. La aplicacién de este método a diversas matrices como frutos vy
hojas de tomate, hojas de Arabidopsis y frutos de pimiento verde mostrd
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la versatilidad y robustez del método. El método seria Util para el analisis
de alto rendimiento de gran numero de muestras alimentarias (Gupta et
al, 2015)

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Biotecnologia del
Tecnoparque SENA Nodo Rionegro en Antioquia, y los analisis se realizaron
con el apoyo de los aprendices asociados al programa de Tecnologia en
Control de Calidad de Alimentos.

3.1 Reactivos y materiales

Se usé un estandar de B-caroteno marca Sigma-Aldrich Type |, > 93% (UV)
(St, Louis, MO, USA), metanol grado HPLC (marca Merck), acetona grado
HPLC (marca Merck), cloroformo grado HPLC (marca Merck) y agua tipo |
o grado HPLC. La solucién madre de B-caroteno de 100 pg/ml se prepard
disolviendo 10 mg en 100 ml de cloroformo con aproximadamente 0,002 g
de acido galico p.a (marca Merck) y se guardé la solucion en congelacion
(-20°C). Se inyectd una muestra de la solucion madre en el UHPLC para
identificar por medio del detector DAD aquella longitud de onda en la
cual la absorbancia es maxima, valor en el cual se realizaran los analisis
posteriores. En cuanto al B-caroteno, su espectro de absorcién tuvo un
valor de maxima absorbancia a 453 nm

3.2 Preparacion y secado del material vegetal

La zanahoria fresca (Daucus carota L.) fue adquirida comercialmente en la
ciudad de Rionegro (Antioquia) bajo condiciones ambientales normales
(aproximadamente 20°C). Los equipos, utensilios, materiales y superficies
fueron lavados con Degratec 21 (marca Tecnas) de 50 a 100 ml por litro
de agua empleada. Después de verificar que la superficie estuviera
completamente limpia, se procedié a aplicar el desinfectante Pentaquat
(marca Tecnas) a 400 ppm con un tiempo minimo de contacto de 20
minutos y se retiré con enjuague.
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El material vegetal fue limpiado, lavado y desinfectado por inmersion
con Citrosan utilizando 2,5 a 3,0 ml por litro de agua empleada.
Aproximadamente 1,5 kilos de zanahoria fresca fueron desintegrados con
un rayador de verduras casero y se extendié en una en una bandeja. Luego
se deshidraté en un horno de conveccion forzada (marca Memmert modelo
PMP200) a una temperatura de 40°C y un tiempo de secado de 40 horas
(figura 2).

Figura 2. Material vegetal seco de zanahoria. Elaboracién propia.

Seguidamente, se procedio a medir el porcentaje de sélidos secos (SS)
en una balanza de humedad marca Toledo modelo HB47. Se disminuyd
el tamafio de particula del material vegetal seco con un molino de cizalla
(marca IKA modelo MF10BS1) a 4000 rpm para obtener un polvo fino.
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3.3 Extraccion a través de Fluidos Supercriticos (FSC)

En los recipientes del equipo de Extraccion por Fluidos Stper Criticos (Marca
Applied Separations modelo Spe-SFE version4.1) se pesaronentre40a41l g
de material vegetal seco y molido. Durante el proceso de extraccion por FSC
del B-caroteno, a presién controlada de 450 bar, flujo de CO2 a 5 g/minutos
y tiempo de proceso de una hora para cada ensayo. La temperatura se vario
en tres niveles: 40, 60 y 80°C para evaluar el efecto de esta variable sobre el
B-caroteno extraido enlas muestras de zanahoria. Se selecciond un proceso
isobarico y variar la temperatura debido a que se han obtenido mayores
rendimientos en altas presiones de trabajo de acuerdo a lo sugerido por de
M.M. R. de Melo, 2014.

Figura 3. Extracto con carotenoides extraidos por FSC de muestras de zanahoria.
Fuente: Elaboracién propia.

Los extractos obtenidos (figura 3) fueron preservados en viales de vidrio
envueltos en papel aluminio para protegerlos de la luz. Seguidamente
fueron almacenados en un ultracongelador (marca KALTIS modelo 390) a
-80°C hasta su preparacion y procesamiento por UHPLC.
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3.4 Analisis del 3-caroteno por UHPLC
Preparacion de la curva de calibracion

El rango de linealidad seleccionado para la curva de calibracion fue de 2 a
10 pg/mlsegln lo reportado por Perez et al. (2010). Se prepararon 5 niveles
con sus réplicas, con las siguientes concentraciones: 2, 4, 6, 8 y 10 ug/ml
diluidos en acetona.

Método de deteccion y cuantificacion

Los analisis fueron realizados por triplicado en un UHPLC UltiMate™ 3000
y los resultados procesados con el software Chromeleon 7.2. (Dionex,
Thermo Scientific, United States), equipado con una bomba cuaternaria,
un sistema degasificador, un automuestreadory un detector DAD (Detector
de Arreglo de Diodos de longitud de onda variable). Las muestras fueron
reconstituidas con acetona grado HPLC. Se utiliz6 una columna Acclaim™
C30(5um, 150x4.6 mm) (Dionex Bondede Silica Products, lote No: 01425144
Thermo Scientific, USA), un volumen de inyeccion de 10 L y una velocidad
e flujo de 1 mL/min a 20 °C. La fase movil usada fue metanol (A) y acetona
(B). La elucién fue en gradiente. Durante el primer minuto la fase movil A
se mantuvo al 100% y luego se hizo incrementar la fase mévil B hasta el
100% durante 5 minutos. Finalmente, se regresa al 100% de fase mévil A
por 5 minutos, para obtener un tiempo total de gradiente de 12 minutos. El
B-caroteno fue detectado a una longitud de onda UV de 453 nm (Znidarcic,
Ban, &Sircelj, 2011) e identificado comparando el tiempo de retencion y los
espectros con los estandares (Alvarez et al., 2015).

Analisis estadistico
El analisis estadistico fue realizado con el programa Statgraphics Centurion

XVLII' Version 16.2.04 y a través de un analisis de varianza ANOVA se hizo el
analisis estadisticos de los datos obtenidos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La humedad en el material seco y desintegrado fue de 8.4% (b.h). En la
figura 4, se observan las muestras agotadas de material seco, luego de la
extraccion del B-caroteno a diferentes temperaturas de proceso en FSC.

Figura 4. Muestras agotadas luego del proceso de extraccion en FSC.
Elaboracion propia

En la figura 5, se muestran los extractos que fueron disueltos en 10 ml de
acetona para luego ser procesado mediante la técnica de UHPLC.

Figura 5. Extractos diluidos en acetona. Elaboracién propia.
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En la tabla 1, se muestra la cantidad de extracto obtenido luego del
proceso de extraccion de B-caroteno mediante la técnica de FSC a partir de
aproximadamente 40 g de muestra seca.

Tabla 1. Cantidad de extracto de carotenos obtenido por FSC a diferentes

temperaturas.
TEMPERATURA (°C) \ 40 \ 60 \ 80
Peso extracto obtenido en 1 hora de extraccion (g) 0,29 0,21 0,27

Rendimiento B-caroteno en la muestra en 1 hora de
extraccion (%)
Fuente: Elaboracién propia.

A continuacién, se presenta en la figura 6 la curva de calibracién para el
rango de linealidad seleccionado:

16,000
14,000
1200 e -
10,000 e

5

2 800 e

e
6.000

4,000

y=1,5549x - 1,465

2000 2 =0,9982

0,000
0

Conenetracion p-cartoteno pg/ml de solucion

Figura 6. Curva de calibracion de B-caroteno en zanahoria (ug/ml de solucion).
Elaboracion propia.

La ecuacién de la recta de calibracion obtenida es:

y =1,5549X - 1,4665

Ecuacion 1. Ecuacion de la curva de calibracion en el rango de linealidad.
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Donde Y representa el area bajo la curva y X el valor de la concentracién del
B-caroteno presente en la muestra. El coeficiente de correlacion obtenido

fue de 0,9982.
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Figura 7. a.Cromatogramas de la solucién madre de B-caroteno.
b. Cromatogramas en extractos de zanahoria. Elaboracion propia

En las figuras 7a y 7b se muestran los cromatogramas obtenidos para la
solucion madre de B-caroteno, concentracion 100pg/mL a una longitud de
onda de453 nmytiempo de retencién de 5,370 minutos, que al compararlo
con los cromatogramas correspondientes a los extractos obtenidos por
fluidos supercriticos, se observa el mismo tiempo de retencion en todas las
muestras, corroborando de esta forma la presencia de este carotenoide en
la zanahoria

Enlatabla2seexponenlosresultadosobtenidos por UHPLC de B-carotenos
presentes en las muestras de zanahoria.
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Tabla 2. Concentraciones obtenidas por UHPLC de B-caroteno en muestras de
zanahoria extraidas por FSC en diferentes concentraciones de temperatura.

TEMPERATURA ‘ pg B-Carotenos en 100 g de muestra
40°C 8456 £ 620
60°C 16064 + 314
80°C 18573 + 1899

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo a la tabla 2, a través de la técnica de UHPLC y el método
empleado, se pudo establecer que a mayor temperatura durante el
proceso de extraccion en FSC, es mayor la cantidad de B-caroteno presente
en el material de zanahoria seco y molido. Lo anterior, también se pudo
corroborar por la coloracion de cada uno de los extractos reconstituidos en
acetona de acuerdo a la figura 5y a la decoloracion gradual en el material
agotado de las muestras de zanahoria luego de su proceso de extraccion en
el equipo de FSC segun se aprecia en la figura 4. Sin embargo, no se puede
establecer un rendimiento 6ptimo de extracto por peso de muestra debido
al poco tiempo empleado durante la extraccion (1 hora) por FSC.

De acuerdo al analisis de varianza ANOVA realizado a los datos obtenidos
por UHPCL, el valorP (0,0001) del test F (65,17) fue inferior a 0,05 permitiendo
concluir que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de concentracion (ug de B-caroteno en 100 g de muestra) de un nivel
de temperatura a otro con un nivel de confianza del 95,0%.

De acuerdo a la prueba de rangos multiples se evidenci¢ diferencias
significativas entre los tres niveles de temperatura con un nivel de confianza
del95,0% y dentro del cada nivel no se apreciaron diferencias significativas.

Por lo tanto, la condicién 6ptima para la extraccion de B-caroteno por FSC,
manteniendo las demas variables constantes aumenta significativamente
con el incremento de la temperatura, obteniéndose hasta 18,6 mg de
[-caroteno por cada 100 g de muestra de zanahoria a una temperatura de
80°C. Dichovalores mayoralo reportado por Bonifaz, 2004 donde se obtuvo
entre 3 a 13,9 mg de B-caroteno en muestras de zanahoria. Lo anterior
debido a la implementacién de un proceso de extraccion por solventes
diferente a FSC. Otros autores como Ventrera, 2012 reportan cantidades
entre 12y 20 mg de mg de B-caroteno en 100 g de muestra.
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5. CONCLUSIONES

Los valores encontrados de beta-caroteno en 100g de m.s. de zanahoria por
el método de UHPLC-DAD evaluado en este estudio, estan por encima de
los valores normales reportados en la literatura (entre 8,4y 18,5 mg).

El proceso de extraccion por FSC fue eficaz para la determinaciéon de
B-caroteno en zanahoria frente a otros procesos quimicos convencionales
reportados para la extraccion de biocompuestos.

La utilizacién de condiciones supercriticas es una alternativa de
proceso viable, porque volatiliza sustancias no volatiles y termolabiles a
temperaturas moderadas como los carotenoides, reduce el requerimiento
energético en comparacion con la destilacion; permite usar disolventes
en estado supercritico sin ser toxicos para la industria farmacéutica y
alimentaria como el CO2 sin contaminar el productoy el impacto ambiental
es nulo.

El sistema UHPLC-DAD proporcion6 una satisfactoria detectabilidad y
precision. El método presento linealidad en el rango seleccionado de 2 a
10 pg de B-caroteno/ml de solucion con un coeficiente de correlacién R2
del 0,9989. Se plantea la posibilidad de realizar una adecuada validacion
del método para evaluar los demas parametros como selectividad,
reproducibilidad, repetibilidad, precisién y exactitud. Sin embargo, es
necesario realizar estudios de cinéticas de extraccion con tiempos de
extraccion masamplios (mayoresde 1 hora)y/o controlando latemperatura.
El parametro de presion no se evalué ya que diferentes autores pudieron
demostrar que a mayoores presiones se obtienen un mejor rendimiento de
la extraccion de B-caroteno.

Es necesario ampliar el nimero de carotenoides para futuros analisis en
UHPLC-DAD y su extraccion en FSC, ya que, la zanahoria posee otros tipos
de carotenoides como por ejemplo luteina y a-carotenos
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