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1.1

1.~ INTRODUCCION

Objetivo

El alga svirulina fue usada como alimento por los Aztecas,
desde tiemnos orehispédnicos; todavia es consumida por los
Canebus’ del CHad de Africa. Ahora, vuelve a cobrar interés,
Sosa Texcoco y el Instituto Francés del Petrdleo estudian

sus propiedades y cultivo.

- Su produccién tiene buenas perspectivas econémicas, al
comwararla con cultivos de otras algas como Chlorella y
Scenedesmus. (18,19,20)

La importancie del alga Spirulina radica an su sornren
dente comnosicién quimica. Su contenido en proteinas,' de
55 a 65 %, ¥y su alto contenido de vigmentos carotenoides,
de 4000 pom. Resalta su contenido de };-caroteno, de 1700
vpm, en comparacién con la cantidad presente en zanahoria

y alfalfa, que es de 903 y 260 nbm, resvectivamente, (21)

El avprovechamiento del alga es total, si los nigmentos

se extraen, nara utilizarlos comno colorantes de alimentos,

Con este fin, se busca revisar algunos métodos de ex’

traccién de carotenoides del alga Svirulina,
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24~ = GENERALIDADES

Algas

Son nlantas crivptégamas, que carecen de raices, algunas flo
tan libremente en las aguas, donde se sostienen por medio de
vesfculas aereas diseminadas en su tejido, otras se fijan en
las rocas por medio de prolongaciongs que parecen raices, pe

ro que, son simples horquillés formadas por prolongaciones.

( Pigura 1 ).
Pueden clasificarse por el pigmento que contengan en ¢
a) Rojas
b) Pardas

¢) Verde-azules

De las algas verde-azules, son interesantes las algas fi
lamentosas, como la Spirulina., Algunas especies son fijadoras
de nitrégeno atmosférico, se incorporan al terrenc e incremen
tan la fertilidad del suelo; pueden aumentar el rendimiento
de cultivos de arroz y cafia de azdcar, (19,23)

"El hombre puede cultivar algas, tanto microscépicas como
macroscépicas; a esta nueva ciencia se le llama Acuacultura;
dentro de esta disciplina se incluyen los cultivos de peces
Y camarones,

En Berkeley, E.U., se realizaron trabajos sobre la depu
racidn de aguas negras, se recolectaron algas microscépicas

que fueron empleadas como alimento de animales. ( 20, 22)
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FIGURA 1

LAS ALGAS EN LA CLASIFICACION BOTANICA



El Instituto Prancés del Petréleo, y la compania So‘sa Tex
coco, comienzan a investigar la importancia del alga Spiruli
na, juntos inician un proyecto; su trabajo permite la construc
cién en Sosa Texcoco, de una planta piloto, con la que se pro
duce una tonelada de algas por dia, que proceden de un cultive
seminatural mejorado. Se lleva a cabo en un recipiente de 140
hectédreas de superficie, y un volumen de 1.63 x 106 m3, ubi
cado en el evaporador solar llamado el Caracol.(Figura 2)

Dichos estudios ofrecen la pnosibilidad de extender el cul
tivo a lagos alcalinos, localizados en zonas semideserticas
de América, Africa y Asia.

El Caracol, estd situado en un valle a orillas del lago
de Texcoco, esg una gran espi;‘al de 3 Km de didmetro, Estd
fraccionado por varios vasos que fluyen hacia su centro. (Fi
gura 3) |

Las ‘condiciones normales del Caracol, dan como resultado
un ecosistema apropiado para que se desarrolle el alga Spiru
lina, en compafifa de microorganismos tales como: Bacterias,
hongbs, protozoarios 'y otras algas, Las condiciones mds im
portantes que determinan al ecosistema son:

‘ 1) Una precipitacién pluvial adecuada con un prome

dio anual de 1,5 mm.

2)  Una luminosidad promedio de 86 Klux.

3) Una concentracién de bicarbonatos ¥y carbonatos
de 8.6 a 10,83 pom,

4) De 16 a 76 pom de compuestos nitrogenados.

5) De 280 & 700 ppm de fosfatos.

6) Un pH cercano a 9.8
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a)

Influencia de alpunos de los factores f{sicos y.

qhimicon en la nroductivided del alga Snirulina,

Segin los estudios realizados, (18), se obtienen
datos de nH, alcalinidad, temmeratura, luminosidad,
nitratos, fosfatos, etc, y =e tratan de relacionar
con la nroductividad, en forma individual y colec
tiva. Lo que vermite hacer wnredicciones estadisti
cas de la nroductividad. Todo esto se hace mara co
sechar el alga, a la misma velocidad que se renro
duce, garantizando la disvonibilidad de la biomara,
hasta lograr na exvlotacidn sistemftica a nivel

industrial.

I, Pactores fisicos,

Temoeratura

La temneratura adecuada nara el crecimiento
del alga Spirulinam es de 34 + 1 °, pero wue
de sobrevivir desde 4 °C hasta 44 °C. En los
trabajos realizados en Sosa Texcoco, se nota
oue las variaciones mds nequefias entre temne
returas miximas, y temneraturas minimas, que
suceden durante la primavera y el verano; es
el periodo en donde se obtienen las concentra’

ciones de biomasa més altas y menos irregulares

Luz

Ocurre 1o mismo cue econ l2 temmeratura, las me
nores oscilaeciones, en cantidad de luz de la
primavera y veresno, correspondieron a la mejor

productividnd,
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Pactores quimicos
Cambia nicamente en décimas, vor eso no se vue

de relacionar con la vroductividad.

Alcalinidad

Durante loes meses de febrero a agosto suceden
sus menores variaciones, presentandose los me
jores valores de sroductividad.

e 3

dtrogeno
Tiene una variacién cielica, con un mdximo de
76 dom y 16 o1 como minimo. Ho se encuentra

relacién con la vroductividad.

Fozfatos

Su comnortamiento también es o{clico, con varia
ciones menos bruscas e irregulares, Mdximo de
700 vom ¥y minimo de 230 vom; no existe relacién

con resvecto a la variacién de productividad.

La influencia de los vientos y las lluvias es

menos marcada. Los oprimeros orovocan una benéfica oxi

genacidn de las algas, y las segundas originan unm me

jor homogenizacidn,

Con el control de afluentes, se nuede regsular

la concentracién de 1oe nutrientee, ademds da que se

van eliminando selectivaments a nrotozoarios, y bacte

rias, evitando la comvetencia vor nutrientes v otros

efectos de productos metabdlicos,



b) -

Se encuenvra aue la temveratura y la luz vre
sentan cierta relacién con la vroductividad, en tan
to que, el nitrégeno y los fosfatos, solo interfie
ren en la calidad de la bidmasa, es decir, en su

contenido de proteinas.

Cultivo de algas

Las algas microscénicas tienen ciertas caracteristi
cas vor las cuales llaman la atencidén. Su ciclo de
vida es corto, de anroximadamente 1 dia, vor lo tan
to se nueden lograr cosechas diarias.

Son vlantas que sintetizan materia orginica,
por eso, necesitan una cantidad de energ{a solar,

Sus células se reoroducen vor simnle divieidn,
y cada ung da origen a otras doe. Las células se
revroducen aoroximadamente cada 12 noras, en condi
ciones 4ntimas vueden incrementar su voblacidn dos
cientas veces en cuatro dias. Por eso, se ouede te
ner un cultivo centinuo, teniendo suficiente ilumi
nacién, y nutrientes (como bidxido de carbono v
otras sales disueltas en agua).

Puede vari=rse la comvosicién de las algas, man
teriendo niveles altos o bajos de nitrégeno, oudién
do tenerse, mayor cantidad de oroteinas y menor con

tenido de linidos o viceversa,



e)

1c

Cultivoe de alga Spirulina

Fl alga Spirulina es una nlanta microscépica cons
tituida vor un filamento »luricelular de forma he .
licoidal, de 0.25 a 0.5 cm de longitud, s=e encuen
tra en aguas alcalinas o salobrea. (Figura 4)

Su reonroduccidn excesiva se observa en muchos
lugares del mundo, como Etionfa, Chile, Perdi y Mé

xico.

Por el afio de 1963, el Instituto Francés del
Petrdleo inicia los estudios del cultivo en medio
eintético, la teenoioria del método de cultivo y
de sus cualidades nutritivas., Como resultado, se
construye un recipiente vara el cultivo acelerado
de Soirulina, ellcual trabajo en Atibes Francia.

El reciniente de 100 m2 de suverficie, y con una
canacidad de 15 000 litros, forma una vlataforma
horizontal de poca vrofundidad, con un nozo en ca
da extremo, La vlataforma y los pozos son divididos
en dos comvartimentos, “or una mamnara central en
toda su longitud, Las vnicas comunicaciones entre
los dos compartimentos, estaban en el fondo de los
202z0s, los cuales racian misible la recirculacién
¥y agitacién del cultivo, Los recivientes tenfan ta
was de volietileno a nresién, para evitar la conta
minacidén y la pérdida de agua., La cosechz en lz eta

na inicial se efectus, concentrand> ;7 filtrends al

wagin, ™ el enesvo s alcan-a un rendiriento de
2 ..
12 g/ m" dia.
The

. Soen Texeoen, se ertudian cenoe de Africa ¥
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de México. Se utiliza el mérodo de cultivo acelera
do, en recinientes, usands comd nmedelo el construl
do en Prancie, Se preconcentra y se filtra al vacio,
Se ceca nor atomiracidn; se s2naran vroteinas; vig

2
mentos v 1fnidos, nor extraccién de solventes, (19)

Laes consideracinnes econdnicas del cultivo de
alga Svirulina sen muy alagadoras, ( sesin las in
vestigaciones, se 7uede sbiener un promedio anual
da 225 toneladas ), y la convierten en una adecua
da fuente natural de nroteinras v nigmentos; nresen
tando ventzjas, en comwarzcidn con eultives de otras

algae, como Chlore'l= v Scenedesmus. {18,22)



TABIA 1

CONTENIDO DE CAROTENOS (20,21)

¥JENTE ppm DE CAROCTENCS
ALGA SPLRULINA 1700
ZANAHORT A 903
CENTENO 447
TREBOL 337
CEBADA 308
ALFALFA 259
TRIGO 259
TREBOL DULCE 196

PAPAS © 140



ANALISIS QUIMICO DE LA SPIRULINA EN POLVO (11,20)

HUMEDAD

GRASA
PROTZINAS
CARZOHIDRATOS
CiNIZAS

PISRA CHIIDA
CLOROPILA
CAROTENOIDES

TABLA 2

7.0 %
7.0 %
71.0 %
16,0 %
9.0 %
0.9 %
7.6 g/Ke
- 4000 pwm

14
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Cromatografia

Los pigmentos de las plantas, pueden ser senarados por un mé
todo ideado en- 1906, nor el bioldgo Tswett, Dicho método reci
bié el nombre de Cromatografia, por haber sido avrlicado, vor
primera vez, en la sevaracién de sustancias con color. Desde
entonces ha sufrido modificaciones y mejoras. Actualmente,

es de los métodos mis emnleados en la separacién y ourifica

cién de comnuestos en mezclas.

Las ideas mis generales del método, se mencionan a conti
nuacién. En todos 1los nrocesos cromatogrdficos, particinan
fuerzas de adsorcidn, narticién o intercambio idnico; en la
separacidn cromatogrédfica estan involucradas al menos dos fa

S8

La separacién'cromaéogréfica, en consecuencia de los coe
ficientes de revarto, que aparecen a lo largo de la columa,
o del fenémeno adsorcién-desadsorcidén, de cada comvonente de
1a mezcla. (1,8,9)

En general, los procesos cromatogrificos se clasifican
ent
- Oromatografia de remnarto

~ Cromatografia de adsorcién

a) Cromatograffa de rewarto

Se basa, en la sevaracién de una mezcla de susten
cias, vor el reoarto, que existe entre una fase mé
vil, y una fase estacionaria, sonortada wor un s6li
do adecuado. Los disolventes pueden ser lfouidos,
ecte serfa el caso de la cromatograffa 1fquido-1{

ouido; y gases, en el caso de la cromatografiq gas-



TABLA

DIPERENCIAS ESTRUCTURALES
74NAHO DE LA MOLECUTA
ISOMEROS ESTRUCTURALES:
CADBNAS, ANILLOS
CADENAS RA¥IFICADAS
POSICION DE LAS DOBLES LIGADURAS

ISOMEROS ESTERICOS:

CIS-TRANS EN DOBLES LIGADURAS
CIS-TRANS EN UN ANILLO

ISOMEROS OPTICOS

NUMERO DE DOBLES LIG:DITHAS
CONJUGACTON D DORLES LIGADURAS
NUMERO DE SUSTITUYENTES NO POLARES
NUMERO DE SUSTITUYENTES POLARES

4DSORCION

b-r

16

PARTICION

b ~ mb

ni

o o W o o

mb

DATOS EMPIRICOS PARA IA ELECCICN DEL METODO DE SFPARACION CRO
MATOGRAPICA DE ACUERDO A LA SENSIBILIDAD DE ESTE, EM RELACION
CON LAS DIPERENCIAS ESTHRUCTURALES D% LAS SUSTANCIAS A SEPARAR.

(6,14). DONDE: mb, muy bueno; b, bueno; r, regular; ni, no in

vestigado.
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-li(‘uido.
¥n éste tivo de cromatografia, las sustancias
de la mezcla, se separan de acuerdo al siguiente

nrincivios

Princinio de reparto
Para una sustancia S, oue ge disuelve en dos
disolventes, Dl y D2 , se distribuye entre ellos,

nor el siguiente orinciviot

Dondes
K, es el coeficiente de reparto.(cons
tante a una temJeratura dada)

CSD , es la concentracidén de S en D,

GSD , es la concentracidén de S en D2

Cromatografi{a nor adsorcién

Cuando hablamos de cromatografis por adsorcién, nos
referimoz a la presencia de interacciones, en las
aue varticivan erlaces de Hidrdgeno o fuerzas elec
trostdticas, ,

La adsorcién, es el enriquecimiento de un gas, o
un material disuelto sobre la vecindad de una fase,
nor ejemnlo, sobre un e8lido. Por eso, los efectoe
de este fendmeno se hacen mds notables, en cuanto la

sunerficie es mayor.
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Constituciédn quimica y comwortamiento en la

cromatografia nor adsorcién.

En este tino de cromatografia, las sevaraciones
dependen de la nresenciz del eanilidrio entre
=oléculas adsorbidas en la fase estacionaria

y las oue eestan en el =meno del disdlvente. Si
las moléeulas de una suctancia tienen una gran
afinidad nor el adsorbente, nasaran muy lentamen
te a trevée de éste, Bn el casd contrario, =i la
afinidad es poca, los compuestos nesaran mds Té
pido. (7,24)

Los adsorbentes mds comunes, son Sxidos hi
dratados o s~les, (Tabla 5). Las sustancias adsor
bidas, son comnuestos wolares o polarizables, que
rodean la suverficie de los adsorbentes, vor fuer
zas electrostiticas, las cuales son resvoncables
de mantener junta la red cristalina, Estas fuer
2as estan, en narte, hirigidas hacis afuera, vor
eso, los centros activos consicten vrincipalmente
de filos, vuntas, esquinas vy defectos en la super
ficie, en 1la cual hay méds o menos, iones sin cem

binrar,

Las fuerzas eléctricas de suverficie inducen
momentos dipolares en compuestos no nolares, En
consecuencia, la unidén de loe adsorbatos con la
superficie del adeorbente es debida a fuerzaes

1én-dinolo o dimolo~dirolo.

Los nuentee de Hidrégeno nueden intervenir
en 1z unién del adsorbato con el adeorbente, dis

ninuyendo testante o totalmente la movilidad.
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Los vuentes intermoleculares entre la sus
tancia y el disolvente, también afecta a la mo

vilidad y en forma directa a la separacidn de

- los componentes,

II.

Eleccidn de adsorbentes y eluyentes
Para llevar a cabo la elecc16n7en base a la ex

neriencia, se debe considerar lo siguiente: (7)

a) Los hidrocarburos son adsorbidos con mu
cha dificultad o no son adsorbidos.

b) La nresencia de dobles ligaduras eleva
la afinidad por adsorcidn, (este ez el
caso de los carotenoides)

c) La introduccidén de gruvos funcionales
dentro de los hidrocarburos, en general,
elevan la afinidad vor adsorcidn.( dife
rencia en afinidad delp-caroteno y las
xantofilas ).

d) Si hay varios eustituyentes en la misma
molécula, sus influencias separadas, son
avroximadamente aditivas. En particular,
los efectos estéricos deben ser tomados
en cuenta, as{ como la vosicién de sus
tituyentes en anillos arométicos,

“e) Le afinidad de un disolvente por un adsor

bente crece con el poder elutivo, por lo
tanto, hay una influencia correswondiente,

de sustituyentes en las series eluotrépi

cas.,



TABLA 3

s 3MPLO DE LA INPLUSHCIA DE ALGUNOS GRUPOS FUNCIONALES
' EN LA AFINIDAD POR AD3ORCION

cooH
CONH

OH

-WHCOCGH
3

EL EFECTO DISMINUYE HACIA A3aJO DE LA LISTA



£)

g)

h)

2}

Deben tomarse en consideracién la influen
cia de los puentes de Hidrdgeno, en todas

sus posibilidades, comc ya se menciond,

Para estsblecer un sistema mezcla-disol
vente, se avlicard como criterio emnirieo
aque la volaridad del disolvente sea andlo

ga a la de la mezcla.

Ya establecido lo anterior, se eligird el
adsorbente mds activo vara las sustancias
no volares, y adsorbente menos activo pa

ra mezclas mis nolares.

Por Gltimo, se eligiré otro disolvente

de mayor polaridad, oue se adicionard al

-usado con la sustancia a separur,

Aumentando la vnolaridad del eluyente,
su afinidad con el adsortente ira crecien
do, desplazando en forma selectiva a los

comnonentes de la mezcla.

Con las consideraciones anteriores, y anova

dos en tablas exnerimentales, citadas aquf, (Ta

blas : 3,4,5,6,3,10,11), se nueden establecer

técnicas de separacidn cromatogrédfica nor adsor

cién, comnletsndo esto, con cuidadosa y revetida

exverimentacién. (6,7,9,13,21,24)
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“.8LA S
DSORIINTES EN ORDEN CRECIENTE D POTENCIA. (6,7,9)

NYLON 66 (FOLICAPROLACTAMA)

SOLI/IJNIL 2IRROLIDONA {(2VP)

ALXIDON

I:ULLIA

AZUCAR

CIPRATO DE WAGHESIO

TALCO

CARBONATO DE SOLIU

CARENLATO DE POTASIC

CARIONATO DE CGALLI -

FOSPATC DB CAICIO

CARBCNATO D+ WMAGNESIO

VAGIESIA

0K1D¢ DE CALCIV

SILICA

SILICATO DE MAGNESIO ANSIDRO

MAGIESIA AUTIVADA

CARBON ACTIVADO

ALUNINA ACTIZADA  (GRADO DI ACTIVIDAD, SEGUN SU CON
TENIDC N AGUA: 0%, I; 2%, II; 6%, IIX; 10%, IV;
154, ) ' '

PIERR4 DE INAUSORICS
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TABLA &

' ALGUNOS DISOLVENTES ORDENADOS DE MhiwR A MAYOR PODER
EIUTIVO, (1,14,24)

V-HEXANO

« ETER DE PETROLEO
CICLOHEXANO
TETRACLARURO DE CARBONO
BENCENO
DISULFURO D& CAKBONO
TRICLORO ETILENO
EYER DISTILICO (O ISOPROPILICO)
CLOROFORMO
ACETATO DE ETILO
PIRIDINA
PROPANOL-2
ACETONA
N-PROPANOL
ETANOL
METANOL
AGUA
IEZCLAS DE ACIDOS, BASES CON AGUA, ALCOHOLES O PIRIDINA
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Carotenoides

Entre las Tusntes notwrales de corotenoides, més imoortante,
esta el algqa Sniruline, (Tabla 7), coneideremos algunas carac

ter{cticas de ectos vismentos.

Lys carctenoides existen en la natursleza en forma muy ex
tensa, tento en el reino vegetal, como en el reino animal;
son los causantes de la coloracidn en frutos, flores, langos

ta, cangrejo, etc.

De muchos de los carotenodides conocidos, solo pocos han
cido aislados, o sintetizados. Se nuede mencionar al xg-caro
teno, a las B-an0-8'-czrotenal xantofilas, norbixinza ¢ caro

tenoide bixina,

Los primeros carotenoides disnonibles como colorantes,
fueron ohtenidos -or extraccidn de fuentes naturales, {(21).
& vrincitio de los cinecuenta, Hoffman-La Roche, desarrollé
una sf{ntesis ners el Bocaroteno. Esta sintesis se extendid
mds tarde, haciz la nroduccién de apo-carotenal y cantaxanti
na, (10).

Un asnecto importante de los carotenoides, es aue algunos
miembros de esta familia vrecentan actividad como vitamina A.
(15). Eetos nigmentos =e encuentran en vlantas amarillas y

verdes; junto con clorofila,

I. Clasificacidn de los carotenoides (8)

Los carotenoides forman cuatro zrunos nrincipales 3

a) Loes carotence, formedoz co0lo de carbono e hidrégeno;
reciben este nomore, noraue ce encontraron nor ovrime
ra vez en la zenahoria, (Daucus Carota). Son carote
nos : el &, /3 ,'Y -earotenocs, 21 liconeno, su for

mile condensada ee CdO 356 . (Pigure 5)



p) Las xantofilas, que son derivados oxi o hidroxi de
los carotenos, como la criptoxantinz, 040 H56 (Vs
la luteina, 040 H54 (Oli)2 . {Figara 6)

¢c) Los ésteres de xantofilae, que son los ésteres de
xantofila con dcidom grasos,

a) Los dcidos carotenoides, que son log derivados car

poxflicos de los carotenos,

Los vigmentos estan formados por una cadena alifdti
ce, con grupos metilo, unidoe & un sistema de dobles en
laces conjugados, los cuales son resnongables de su co
lor ( del rojo al amarille ). Tos grupos terminales de
la cadena alifétice.varian vara los diferentes carotenoi
des, y determinan su actividad como srovitamina A, asf
como, afinidades en adsorcidn y propiedades de solubili
dad diferencial, las cuales son la base pare su aislamien
to.

El sistema de dobles enlaces conjugados, de los vig
mentos, esta sujeto a una isomerizacién cis-trans, sien
do vosible un gran nimero de estereoicsémeros., Bstos difie
ren uno del otro en su notencia biolégica, afinicad en ad
eoreidn, esvectro de absoreidn, etc.

Aunque, la configuracién trans predomina en la mayo
ria de los extractos de vlantas frescas, aproximadamente
un tercio de estas moléculas, sufren isomerizacidén esvon
tenea a la forma cis. La velocided de iromerizacidn aumen
ta, con la exvosicidn del extracto a la luz y/o al celor.

Contidades catalfticas de Yodo, en vreeencia de luz ordi
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™RLA T

CONTENINC DY CAROTINOIDES DEL ALGA SPIRULINA (20)
TOTAL 4000 porm

NOKH3IR meg CAROTENOIDRES/Kg DE ALGA EN POLVO

& ~CAROTENO TRAZAS

1700

LANTOFLILAS 1600
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naria, ouede ser usada en el laboratorio, vwara convertir

en forma =fectiva, la forma trans a la forma cis.

Algunas propiedades fisicas y ocufmicas de los carotenoi

des. (17)
1) Son solubles en grasas,
2)' Solubles en cloroformo, benceno, disulfurc de carbo
no, éter de petrdleo, pero dificilmente en alcohol.
3) Tienen espectros de absorcidn caracter{sticos, mara
‘ cada disolvente usado.
4) Al microscopio, el caroteno vresenta cristales en
forma de agujas, orismas y husos amarillos.,

5) El p-carotenq es de color rojo oscuro cristaliro,
6) Son sensibles a la oxidacién, autooxidacién y luz.
7)  Son estables al calor moderado, en una atmosfera 1i

bre de oxigeno, auncue nueden suceder cambios ecte
reoisoméricos,
8) Algunos con nrovitamina A. En el higado de los ani

males se oxidan, convirtiendose en vitamina A. Los
comnuestos oue tienen esta oroniedad, se caracteri
zan »orgue contiernen al anillo de ﬁ-—ionona, en
uno o ambos extremcs de la cadena del polieno, como
en la figura 7, D2 estos orecursoras encontrados en
la naturaleza, tenemos: al €, ﬁ,'j, los neo-carote
nos y la crintoxantina, La actividad de vitamina A
en la mayoria de los vegetmles y frutas, es debida
a su contenido en ﬁucarotenc. Los demde anarecen en
vequeilas cantidades, Sin-embargo, el trigo amarillo

contiene mds crintoxantina aue li-caroteno. (16,26)
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Bvaluacidén de la actividad como orovitamina A
Zsta actividad btioldgica de estos vigmentos, es cdracte
ristica de gran imvortancia.

Se obtiene mediante un ensayo oiolégico., Los resul
tados obtenidos de esta forma, son exwresados en unida
des internacionales (U.I.), o unidades de¢ vitamina A
USP. Los ensavos son llevados a cabo con ratas, alimen
tandolas con varine niveles de muestra en cuestién, y
comnarando las ganancias en neso, con aquellas obteni
vor alimentacidn de. cantidades conocidas de p-caroteno.
Aouella centidad de alimento, la cual resulta en pganan
ciag de veso, similares, que vwara aquellas oroducidas
vor 0,60 mcg de P-caroteno, contiene una unidad de vi

tamina A, (25,25)

Senaracién v cuantificacidn de carotennides

Para cuantificarlos, se utilizan medidas esvectrofotdme
tricas o colorirétricas, .

Los nigmentos= se separan de extracto= de lz muestra
nor revarto en disolvenfes, o por téenicas dé oromatogré
fi{a de adsorcién.

No imnortando el método de vurificacién emnleado, hay
cierto grado de libertad, nars elegir el brocediwiento de
extracciéh. In general, el calor deh~ ser evitzdc, nues
los altera, Hay ocaciones, en las cuales, es necesario
una sanconificacidn, como es el caso de materiales ron &l
to convenido en grasa o clorofile., Re=n sucede en nrodue
tos l4cteos, alimentos mezelados, alga«, etc, La sanoni
cacién , provoca la desintegracibn del tejido , saneni

ficando a las grecas v a lg mavor{ia de los clorofilary zef
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TABLA 8

" ESTEREOISOMERO

TOTAL~TRANS  ~CAROTENO
NEO- f ~CAROTENO U

NEO- p -CAROTENO B
TOTAL~TRANS @ -CAROTENO
NEO- x ~CAROPENO U
NEQ—-a ~CAROTENO B
POTAL-TR:NS I ~CAROTENO
NEO- ¥ ~CAROTENO B
POTAL-TR: NPT EROXANDT A
NEQ.CRTPTOXANTINA U
EO-CRIP7ZCXANTINA A

32

POTENCIA
BIOLOGICA RELATIVA (25)
%

1C0

53
53
12
16

2742
19
57
27
42
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loe carotenoides cierdo ineanonificables, son mds fé

ciles de semarar. (2,3,7, 24)

Pue a través de los estudios sobre estos nigmen
toe, gque nor nrimera vez, se establecid 1la relacién
entre incaturacién, y el noder de adsorcién de los
comnuestoe orgdnicos. (Tabla 9)

A ceusa del gran mimero de czrotenoides, y nor el
varecido entre ellos, es dificil resolver una mezecla
de estos comnuestos, en una sola columa de adsorcidén,
nor lo tanto, es necesario hacer una sevaracién vreli
minar de los diferentes ccmnuestos, antes de la adsor
cidn. Esta sevmaracién se hace vor vartiecién en dos di
solventes inmiseibles, nudic-lola realizar, antes y/o
desnués de la sanonificacién.

Los carotenoides se cevaran de la siguiente formas
%, Renartidos en=re el éter de vetréleo y metanol al
°o¢ %, de la siguiente formas
1) Enrifdeicos, los de la cana sunerior; en l=

oue se encuentran los czratenos y los ésteres
de xantofila,

2) Hinofdsicos, los de la cana inferior, en le
ocue se encuentran xantofilas libres y los 4ci
dos carotenoides,

3) Se sanonifican los nigmentos de la casa sune
rior, con hidrdxid: de notasio =lechélieo,

4) Lot pismentos de la mezcla szoonificads, se
vuelven a renartir entre &ter de netrdleo y
metanol al 9C %. Zn la cana sunericr auedan
los carotenos, 7 en la irnferior, las xantofi

lae,



TABLA 9
PIGMENTO FORMUTA GRUPOS DOBLES LIGADURAS
FLATOY.ANTINA Chn Esg Oq 3 OH 11 CONJUGADAS
ZEAXANTINA Cho Heg O 2 OH 11 GONJUGADAS
CUTELN C, H. O 20 ONJUGADAS
TUTEINA 20 P56 95 H 10 CONJUGADAS Y 1
AISLADA
CRIPTOXANTINA Ch0 Heg O 1 OH 11 CONJUGADAS
RODOY.ANTINA Cao Hag 0y DICETONA 2 CARBONILOS Y 12
DOBLES LIGADURAS
TODAS CONJUGADAS
OPE v :
LICOPENO €40 Hsg 11 CONJUGADAS Y 2
ATSLADAS
-C ]
Y -CAROTENO €40 Hsg 11 CONJUGADAS
~CAROTE ;
p AROTENO o Heg 11 CONJUGADAS
©¢_CAROTENO C,. H_. 4
a0 Hsg 10 CONJUGADAS Y 1

ATSLADA

EL PODER D¥ ADSORCION D I0S PIGNEN

TOS, AUMFNTA D% ARRIBA HACIA ABAJO.



DIAGRAMA No, 1
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SEPARACKIN DE CAROTENCIPES POR PARTICION Y ADSORCION

MEZCLA DE CAROTENOD®ES

(disclver en emr ds petrGieon, y extraer
can metanol &l 90% ) '

|

L

LEO

CAROTENGS Y ESTERES DE XAN
TOFILAS, EN ETER DE FETRO-

(s:oc;tubary extrocr Otrs ez con

XANTOFILAS Y ACIDCS CAROTE
' NOIDES, EN METANCL,

(Tragfexir & olor y eMYeasr con

metanol al 90%). akcalis acuosos débiles.)
| \

I 11 l ]
CAROTENOS, EN ETER | | XANTOFHLAS EN ME ACIDOS CAROTENOL
DE PETROLEO, TANOL. = | | DBS, EN AGUA, —
(adoorber ea columna (Extraer con eter, eve (Acilificar y extracr

ds magmesis). porar, disolver ea di con eser),

oh megnesie,

clometan, adsordey |

|

l

CAROTENGS, RESUEL
TGS EN COLUMNA DE
MAGNESIA,

MAGNESIA,

XANTOFLAS, ABSUFL
TAS EN COLUMNA TE




36

DIAGRAMA No, 2
SEPARACION DE CAROCTENODES POR ADSORCION

MEZCLA DE CAROTENCIDES
(adeorber en columna de
nosia ) . i

|
I ' 1

XANTOFILAS, RESUELTAS | | CAROTENODES Y ESTRRES DE
EN LA COLUMNA XANTOFILA, EN EL PERCOLADO

(Evaporar el disolvecss, sspontficar
y readsorber en columita de manesia)

|

XANTOFILAS, RESUELTAS CAROTENGS, EN KL PEACOLADO
"EN LA COLUMNA _ (Evaporar el solvenss; disalver con.

oer ds petrdieo y adsorber en co-
lumna de magnosia

T

CAROTENOGS, RESUELTOS EN
LA COLUMNA, :




TABLA 10
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ALGUNOS CAROTENOIDES CON: SU FUENTE PRINCIPAL, ADSORBENTES, Y
DISOLVENTES USADOS PARA St SEPARACION

FUENTE
ZANAHORIA (RAIZ)

S0JAS DE MICHAS
PLANTAS

CHILE (PAPRICA)
MANTEQUILLA

ALGA SPIRULIXA

PATATAS

ALPALFA

B ~CAROTENO CA0 '{56

ADSORBENTES

ALUMINA

MAGNEST A
CAL
HAGNESIA

ALUMINA

MAGNESIA Y TIE
RRAS DIATOMACEAS

AZUCAR-CARBONATO
DE CALCIC-ALUMI
JA

CARBON ACTIVADO

CARRO ACTIVADO

DISCLVENTES

ETER DE PETROLEQ

ETER DE PETROLEQ
ETER DE PETROLEQ
ETYER DE PETROLEO

ETER DE PETROLEQ Y ACE
TONA

ETER DE PETROLEC Y ACE
TONA

| ATFR DT FITROLEO, BENCE

NO, WETANOL Y ETER RPILICO
EEXANO Y BENGENO

HEXANO ¥ BENCENO



TABLA 11

XANTOFILAS

CRIPTOXANTINA C40 d56 0

FUENTE ADSORBENTES DISOLVENTES

TOMATE VERDE ATUMINA ETER D% PETROLEO Y BENCENO
¥ATZ MAGNESIA DICLOROETANO

ALUMINA ETER DE PETROLEO Y BENCENO

ZEAXANEINA  C,0 H_. O,

TOMATE VERDE ALUNINA ETER DE PETROLEQ ¥ BENCEKO
MAT 2 ALUMINA ETER DE PETROLEQ ¥ BENCENO
YEMA DE HUEVO MAGNESIA DICLOROETANO

CARBONATO DE

MAGNESIO DICLOROETANO

LUTEINA (XANTOFILA) €, H__ O

10 "56 2
HOJAS VERDES MAGNFSI A DICLOROETANO
CEMPASUCHTL MAGNESIA~TTE,
RRAS DIATOMA
CEAS HEXANO Y ACETONA

ACEITE DE GWRMEN

DE TRIGO  MAGNESTA DICTOROETANO
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La mezela de xzntofilas y 4cidos carotencides
obtenida en la nrimera reparticidén, ( inciso
2 ), es transferida a éter; los comvuestos
acfdicos, nueden ser extraidos con 41lcalis,.
(Diagrama 1). ‘

Con la adsorcién en columnas, es resuelta en
forma senarada, la mezcla de carotenos y la

mezcla de xantofilas.

Otra forma de senaracidn es:

1)

Saponificando la mues<ra, con hidréxido de

votasio alcohélico,

Disolviendo los vigmentoss con éter de petré

leo y éter et{lico.
Lavando la mezecla con agua destilada.
Adsorbiendo la mezcle en la columna. General
mente, los ésteres de xantofila y los carote
nos, nueden ser séperad-s de las xanstofilas,
cuando se encuentran en solucién, de benceno,
dicloroetano, éter de vetréleo, éter etflico,
entre otros; utilizando colummas de aldmina,
magnesia y/o0 tisrras siliceas., Donde lae xan
t>filae son adsorbidas, mds fuertemente, ¥
los carotendss nasaran rdvidamente = travée de
la columa, {Diazrama 2),

Cuando loz nigmentos se disuelven con éter
de netréleo, ce nueden utilizar columnac de ez

carosa 0 de carbonatos alealinos, El percolado’

cue contiene a los carotenos, nuede entonces

ser pasado 2 través de una columna de magnesia



o alimina.

Con estos nigmentos, que vproceden de plantas
y &nimales, con frecuencia, estan yresentes sustan
cias grasas, sin color, que decrecen el poder de
adeorcién de los caroténocides. Por tanto, es nece
_ sario determinar si estan vresentes o no, contami
nantes, en cantided tal, que afecten la senaracién.
Se hacen pruebas con una pequefia vorcidén de la mez
cla, adsorbiendola en una columna pegueiia. Si los
carotenoides son débilmente adzorbidos, las sustan
cias contaminantes deben ser eliminadas., Esto se lo
gra savnonificando, por revarto en disolventes inmis
cibles, o nor cristalizacién., Durante estas nurifi
caciones preliminares, deberd uno tener cuidado,

pare vrevenir pérdidas de los nigmentos.

La voeicidén relativa de los carotenoides, en
la columna, depende del mimero de dobles enlaces
y de los gruvos hidroxilo en la molécula, Segin se
renorta vor investigadores, la wotencia de la edsor
cién esta intimanmente relacionada con el incremento

en el nimero de dobles enlaces conjuzados, (Tabla 9).

La adsorciénvde los carotenoides es mayor, y la
vosicién en la columna es mde alta, (7,15).
1) Cuando el nimero de dobles enlaces eg mayor,

Fjemnlo ¢ licomeno y 1 -caroteno,
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2) Cuando con el mismo nimero de dobleslligadu
ras, aumenta la conjugacién., Ejemplo: B-ca
roteno y @-caroteno,

3) Cuando es el caso de sistemas insaturados
identicos, vy entonces aparecen hidroxilos,
Ejemnlo: crivtoxantina y ﬁ-caroteno.

4) Cuando se incrementa el nimero de hidroxilos.

Ejemvlos flavoxantina y zeaxantina.

Regularmente, las columas de adsorcidén tienen un
uso limitado, ya que, solo las primeras veces que se
usan se logran buenas separaciones, y cortos tiempos
de trabajo. Al r¢ etirse su utilizacidn, el adsorben
te se empaca fuertemente. Siendo imnortante la regene
racién del adsorbente, debe ser cuidadosa.

‘Para el caso de los vigmentos del alga Spirulina,
al seperar y purificar los carotenoides, se necesita
savonificar, con el fin de-separar las clorofilas, que
estan en.gran cantidad.(tabla.2)..Con la consiguiente
destruccién de los carotenos. Si no se savonifica, la
columna se obstruye con clorofilas en su parte supe
rior, rdnidamente; haciendose demasiado lenta la sepa
cibn, incrementandose la oxidacidn de los nigmentos, a

pesar de aislar de la luz la columna, en una camara os
cura,

V. Exnerimentos que ilustran la sevaracidn de carotenoides

en columnas de adsorcién. (Tabla 9)

a) Separacién de carotenos, xantofilas y clorofilas.
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b)
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Se usan columnas de azicar, carbonato de sodio anhi
dro,magnesia, fosfato dicdlcico, ete, (adsorbentes
poco y medianamente activos). Con éter de petréleo
y dicloroetano,

El orden del voder de adsorcién de los pigmentos

ass
Clorofilas) xantofilas carotenos; por tanto,

los carotenos salen’en primer lugar. (9)

Separacién del e-caroteno y el /Q-caroteno.

Se logra utilizando una columna de magnesia y tie
rras diatomaceas, (medianamente activos). Utilizando
éter de petréleo, hasta que el €-caroteno sale de
la columna. El P-caroteno, que queda en la columna
es eluido con éter de petrdleo que contenga un poco
de etanol.

Sevaracién de ;}-caroteno, criptoxantina, luteina y
zeaxantina. .
708 pigmentos se disuelven en dicloroetano, se pasan
a través de una columna de magnesia y tierras diato
maceas (adsorbente mediansmente activo)., Ia columna
se lava con vorciones de dicloroetano.

Se separan cuatro bandas de'pigmentos. Quedan en
el siguiente order, comenzando por la parte superior
de la columna: zeaxantina, luteina, criptoxantina y
f ~carotenc. (24)

Debido a que el poder de adsorcidn es:

zeaxantina®> luteina)> criptoxantinal> p-caroteno.

Usos de los carotenos

4 escala comercial, uno de los carotenoides que se ginte



tiza en mayor cantidad, es el ﬁ-caroteno. T ene smnlia
utilizacién en la industria alimenticia. (4,5,17,26 )

Se usa en la fabricacidn de: aceites de mesa, mante
ouillas, margarinas, nroductos d&e panificacién, jugos de
frutaé, bebidas instantaneae en nolvo, con scbor a aaran
“ja o toronja, sovas, aderezos vara ensaladss, quesos,
cremas, Postres, como nolvo para budin instantaneo con

gabor a vainilla, yogurts, dulces, jaleas, helados, etc.

En el mercado encontramos ;3-caroteno, ou2 sintetiza
la comvania Roche, auien ofrece en dos nresentaciones,
una al 1 %, soluble en agua fria, otra al 0 %, en =us
pensién oleosa,

La primera presentacién es esvecial nara: refrescos,
confiterfa, mopas secas, ete, El nroducto essa formado
vor una solucidn aceitosa de cristales d2 caroteno, esta
bilizado con antioxidantes, como el ®~tocoferol y se
corbato de sodlo; es emulsificado en un sistema acuoso,
que contiene goma de acacia, azicar y malto-dextrina,

La segunda presentacién es una suspeneidn oleosa de
ﬁ—caroteno al 10 %, Es el colorante ideal de aceites y
grasas, o productos alimenticivg conteniendo fase sleosa,
aderezos para ensalada, quesos, crema y otros productos
14cteos, etc, (5)

La avlicsci’n de este colorante es, nara dar deede
un amarillo lizén hast= smerillo neranja. (4,25)

Recordemos que la importancia en la utilizacidn de
los carotenoides, es, no =olo, su nroniedad de servir co
mo colorantes, sino tamtién en su actividad nrovitamfni
ca A,
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3.~  PARTE EX2LRIMENTAL

El alga Svirulina fue proporcionada vor la éompania Soea
Texcoco, y almacenada desde 1977, .

Se utilizaron 15 muestras de diferentes pesos, que com
prend{an cos;chns de los meses de abril a agosto de ege afio;
se mezclaron, dando un neso aproximado de 8 Kg. Siendo les
caracter{sticas del alga, las mostradas en la tablal2.

Se siguieron dos métodos cromatogrdficos, y uno nor re

varto en disolventes inmiscibles.

Métodos cromatogrdficos
I, Método de las dos columnas: .
~columna dg azicer, carbonato de calcio y éxidozde alu
minio.(9)
- columna de Sxido de aluminio,(13)

Como la primera fraccién obtenida en la nrimera
columna era de color verdoso, e agregé la columna de

éxido de aluminio. (modificacién al método original),

Material:

Matraces de 50 ml

Probetas graduadas de 50 ml

Embudos de senaracidn de 500 ml
Buretas graduadas de 50 ml

Pipetas graduadas de 10 ml

Embudos Buchner de 4 cm de difdmetro
Kitasatos de 500 ml



TABLA 12
CARACTERISTICAS DEL ALGA SPIRULINA UTILIZADA. (11)

HUMEDAD v 10 %
GRASA 3%
PROTEINAS 60 %
CARBOHIDRATOS : 18 %

CENI ZAS 9%

TEXTURA : POLVO PINO
COLOR : VERDE OSCURO
OLOR Y SABOR t PARECIDO AL DE VEGETALES MARINOS,

45
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Reactivos nara la extraccién de los nigmentos:
Mezcla de éter de vetrdleo, benceno y metanol, (9+1+3).
Mezclar 45 ml de éter de petréleo, 5 ml de benceno y 15
ml de metanol.
Solucién saturada de cloruro de eodio. Se saturan 100
ml de ague destilada, con cloruro de sodio g.r.

Sulfato de sodio anhidfo{

Reactivos para la separacién cromatogréficat

Eter de petréleo y benceno (3+1), Mezclar 300 ml de éter
de petrdleo y 100 ml de benceno.

Benceno y éter etf{lico (3+1). Mezclar 300 ml de benceno
y 100 ml de éter etilico.

Oxido de aluminio neutro, para cromatografisa.

Carbonato de calcio, desecado a.150°c, durante dos horas,

Azicar finamente molida.

Aparatost

Agitador mecdnico

- Balanza granataria

Balanza de precisién

Bario maria con control de temperatura
Esvectrofotémetro

Cubas de lectura en esvectrofotémetro, de 1 cm de paso

de lus,

Columnas cromatogrdficass
En una bureta de 50 ml, se coloca en la varte inferior,

un taoén de algodén, Desnuée, una cana ‘de 2 cm de arena
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muy fina. Siguiendo el orden, se colocan 3 cm de Sxido
de aluminio, 6 cm de carbonsto de calecio, y 8 cm de azd
car. Se cubre 1a @ltima cana con un tanén de algodén,

En otra bureta de 50 ml, se coloca su tanén de algodén,
luego 10 cm de éxido de aluminio, .y por dltimo otro ta

oén de algodén.

Procedimientos

a)  Extraccién de los pigmentos

Se wesan de 8 a 10 gramos de alza en vwolvo, ( con esa
cantidad de muestra, las columnas se tavan con las clo
rofilas; nor eso se pesan cantidades cercanas a 3 gra

mos ),

ILa muestra se colocz en un matraz de 500 ml, con 200
ml de mezcla de éter de vetrdleo, benceno y metanol,

(9+1+3),

La mezcla se sacude en agitador mecdnico, durante una

hora,

Se filtra & través de un embudo Buchner econ nanel fil

tro. El residuo se lava con 50 ml de mezcla de éter de

netrdleo, bencens y metanol (9+1+32),
- El filtrado se nasa a un embudo de nenaracibén de 500 ml;
7 se lava con 100 ml de azuz destilada helada; agitendo

la eon suavidad, wara evitar aue se emulsione,

Se desecha la faze acuora de metanol; en donde se encuen
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tran disueltes xantofilas, (24). La fase restante; mez
cla de cnrotenos v xantofilas, se lava con 50 ml de so

lueidn saturada de cloruro de sodio.

Se desecha la parte acuosa, Al resto se le quita hume
dad, filtrando a través de un poco de sulfato de godio

anhidro.
Se evanora al vacio, hasta tener 20 ml aproximadamente,

b) Separacién cromatogréfica

Se vierte todo el extracto, nor el extremo superior de
la columﬁa empacada>con azdcar, carbonato de calcio ¥
éxido de aluminio.

Cuando =e adsorbe casiwtodq, se allade, en norciones de
5 ml, mezcla de &ter de netrdleo y benceno (3+1). Las

cantidades varfan, ver los resultados en la tabla 12 .
'Con esta mezcla;.las clorofilas comienzan a rezagarse;
los carotenoides bajan mds répido. Se agrega hasta que

se separan los carotenos de las xantofilas.

Luego se eluye con mezcla de benceno y éter etflico,
(3+1), En seguida, con &ter etflico; las fracciones se

recogen en tubos de ersave, como se muestra en la figu
ra 8 .,

tada fraccién se nasa a través de la columna de Sxido

de aluminio, Eluyendo con éter et{lico.

Las fracciones se evanoran al vacio, casi a sequedad.
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Ye llevan a un volumen dado con acetona; ver en resulta

dos , la tabla 12 ., Se leen las absorbanciss, a 450 nm.

Se hacen cdlculos comparando las absorbancias de las so

luciones de muestra, a 450 nm, con las que se obtienen

vara la curva natrén de /,’o-caroteno. Los datos para las

soluciones natrén, se ajustan vor minimos cuadrados, se-

zan (2,3), dando la ecuacién de una recta; al relacionar

con el aforo y el peso de la muestra, dant

Donde:

o
CON, X APII

CCl { ppm ) = memmmmemematean

gmta

ocn_ = JABS - b

m

CCN { pom ) : Es la concentracién en mg de
B -caroteno nor Xz de alga.

CCNc t Es la concentracién en mg de -caro

teno nor litro; que se obtiene al leer direc
tamente en la curva patrén; o al calcularla
con la ecuzcidén de la recta que se obtiene

nor mfnimos cuadrados,
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FIGURA 8



IT.

Método de la columna de &xido de aluminio, (26)

Materinls

Matraces de 500 ml.
Matraces de 250 ml
Probetas graduadas de 50 ml
Buretas graduadas de 50 ml

Vasos de precivitados de 100 ml

. Kitaeatos de 500 ml

Pmbudos de sevaracién de 250 y 500 ml

Reactivos para la extraccidn de los pigmentos:

Mezclas (1+1) de ¢ acetona-etancl, acetona~hexano, y
acetona-&ter de petréleo.

Solucién alcohblica de hidréxido de potasio al 10 %
Etanol absoluto

Bter etflico

Eter de petréleo

Sulfato de‘sodio anhidro

Reactivos nara la senaracidén cromatogrificat

0xido de aluminio neutro, vara cromatografia
Eter de metréleo

Mezclas de éter de netréleo y mcetona, aumentando la

cantidad de acetonaj; en las siguientes vronorcionest

90+10, 80+20, 60+40, 40+60, 10+90,
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Procedimiento:

a) Extraccién de los nigmentos

Se vesan 10 gramos de alga en polvo; se coloca en un
cartucho; se extrae en el avarato Soxhlet, con 200 nl
de mezcla extractora. Se hace una evaluacién prelimi
nar de cada una de las mezclas extractoras, ver en re
sultados las tablas 13 y 14. Después de 6 horas se en

fria,

Al extracto se le agreea 50 ml de solucidn alcohblica
de hidréxido de votasio al 10 %, se hierve en bafioc ma

ria, bajo reflujo, durante 30 minutos.

Enfriar, filtrar en Buchner, lavando con 20 ml de al
cohol etflico absoluto., Enjuagar el matraz con 25 ml
de éter et{lico y filtrar a través del Buchner. Repe

tir los lavados, dos veces mds,

" Transferir a un embudo de separacién de 500 ml, enjue
gando el kitasato con 25 ml de éter et{lico. Se separa

el material jabonosn, Agregar 175 ml de agua destilada.

Cuando las cazvas se separan, se paca la fase acuosa de
alcohol a un embudo de sevaracidn de 250 ml, Esta fase
se extrae 3 veces con norciones de 25 ml de éter etfld
co, Los extractos etéreos se junten, los extrzctos acuo -
208 se desechan., La golucidn etérea =e lava 3 veces con
norciones de 50 ml de agua destilada, descartandn lae

fages acuosas,
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‘A la soucidn resultante, se agrega 50 ml de éter de pe

tréleo, y lavar 5 veces con vorciones de 50 ml de agua

destilada. Rotar e invertir cuidadosamente, para evitar
emulsiones, Piltrar la solucién etérea en un voco de

sulfeto de csodio anhidro.

La mezcla éter et{lico-éter de petréleo se evapora al
vacio, calentando en bafio maria a 45-50 °C, concentran

do hasta un volumen de 5 ml.

El concentrado se afora a 100 ml con éter de petréleo,

ge lee su absorbancia a 436 nm. Se calcula carotenoides
totales con la ecuacidn de la recta obtenida por el mé

todo de los‘minimés cuadrados y despejando a la concen

tracién r (2,3)

' CON_ X AP,
cen ( ppm ) =

gmta

Donde:
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CCN (opm): .Es la concentracién en mg de

B ~caroteno nor Kg de alga.

CeN_ ¢ Ee la concentracién en mg de f-ca
rotano nor litro, obtenida de la curva va
trén. ..

b : Es la ordenada al origen, dé la curva
ajustada.

ABS : Es la absorbancia.

m : Es 1a pendiente de la recta ajustada.

Se vasa a la columna de 8xido de aluminio wna alicuo
ta de 25 ml de la solucién ohtenida anteriormente,
{oue equivale a 2.5.gramos de muestra). Se comienza

eluyendo con éter de petrdleo.

Posteriormente, se eluye con mezclas de éter de petré
leo-acetona, incrementando su noder eluyente, aumentan
do la cantidad de acetona. las cantidades varian vara
cada exngrimento, agregando la siguiente mezecla de ma
yor ﬁoder eluyente, cuando, en la columna, las fraccio

nes con color se detengan,

las fracciones se evaporan y se aforan con éter de pe
tréleo, leyendose en el esmectrofotdmetro a 436 nm.

Calculdndose cerotencides, (la nrimera fraccidn es de
ﬂ'~caroteno; las siguientes son xantofilas), como se

indica para calcular carotenoides totales,
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Método de renartn en dicolventes inmiscibles, (2).
Uaterial:

Matraces de 250 y 500 ml

Avarato de extraccidén de Soxhlet
'Probetas graduadas de 50 ml

'Embudo Buchner

Embudos de separacién de 250 y 500 ml

Condensador de reflujo
Reactivos para la extraccién de los pigmentos:

Mezclas extractoras (1+l) de ¢ acetona-etanol, acetona-hexano,
acetona—~$ter de netréleo.

' Solueibn alcohélica de hidréxido de potasio al 10 %

Etanol absoluto

_ Eter etflico

Eter de netréleo

Sulfato de sodio anhidro

"Reactivos ware le separacién nor reparto en disolventes inmis
cibles:
Eter de petréleo

Metanol acuomo al 92 %
Anarztos ¢

Bafio mar{ia, con control de temperatura
Balanza de ovrecisién
Esvectrofotdmetro

a) BExtraccidn de los nigmenton

. Se vesan.de 10 a 20 gramos de alga en nolvo; se coloca en un
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cartuého; se agfega 200 m1 de mezcle extractora. Se coloca en

el aparato de extraccién Soxzlet, Desnués de 6 horae, enfriar.

Al extracto se le agrega 50 ml de solucidén alcohélica de hi
dréxido de votasio al 10 %, se hierve en baiio meria, bajo re

flujo, durante 30 minutose,

Enfriar, filtrar en embudo Buchner, lavando con 20 ml de aleo
hol et{lico absoluto. Enjuagar el matraz con 25 ml de éter
et{lico y filtrar a travée del Buchner, Repetir los lavados,

dos veces més,

Transferir el contenido d<l xitasato, a un embudo de separa
‘giGn de 500 ml, enjuagando con 25 ml de &ter etflico. Se se
vara el material jabonoso. Se agrega 175 ml de agua destila
da, e invierte y rota el embudo'de senaracidn, cuidadosamen

te, vara evitar que se emulsione,

Cuando las canae se sebaran, ce nasa la fase acudsa de alco
hol a un embudo de senaracién de 250 ml, Esta fase se extrae
3 veces con vorciones de 25 ml de éter etflico. Los éxtractos
etéreos ce juntan, los acuscsoe se desechen. la solucién eté
rea se lava con norcionez dée 50 ml de agua destilada, 3 ve

ceg; desgecertando las fases acuosas,

A la solucién etérea resultente, se agrega 50 ml de &ter de-
petréleo, 'y lévar 5 veces ¢on norcionéé de 50 ml de agua des
tilada. Rotar e invertir el embudo de sepmracién, cuidadosa

mente, vera evitar oue se emulrione, Piltrar la solucién eté
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rea en un poco de sulfato de sodio amhidro.

La mezcla de éter et{lico-éter de petréleo se evapora al va
cio, -calentando en bafo maria a 45-50 °C, concentrando hasta

un volumen de 5 ml, anroximadamente.

El concentrado se afora a 100 ml con éter de petrdleo, se
lee su zbsorbancia a 436 nm. Se calcula carotencides tota

les, como antes se establece, con la ecuacién:

CON_ X AP,
CCN (p‘pm) EE T e

gmta

" Dondet

CON = - ABS = b_
[ ] n

CCN (ppm): Es la concentracién en mg de [’-carote
no vnor Kg de alga, V

_ CCNc ¢ Ee la concentracién en mg de ﬂ-caroteno

nor litro; que se obtiéne al leer directamente en
la curva matrén; o al calcularla con la ecuacién
de la recta resultante nor el método de los mini

mos cuadrados.



ABS: Es 12 absorbancia de la solucidn

b ‘: Ze la ordenada al origen, de la
recta‘que'se logra con el ajuste nor
minimoe cuadrados,

m ¢ Es la nendiente de la recta mencio

hada anteriormente,
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b) Sevaracién de carotenos y xantofilas, (3).

De la solucién anterior, tomar una alicuota de 25 ml, (que
equivale a 2,5 gremos de muestra), y vaearla a un embudo de

separacién de 250 ml

_Enjuagar con éter de netréleo, y diluir avroximadamente a
100 ml. Agregar 15 ml de metenol al 92 %, agitar moderada
mente, durente dos minutos, Dejar renogar hasta ocue se seva

ran las dos fases.

Retirar la fase metanélica, que contiene las xantofilas, re
vetir las extracciones, hasta gue la fase metandlica no ten

ga color,

Lavar la fase de éter dé petrdleo, con vorciones de 25 ml

de agua destilada, repétir 5 veces.

Pasar la solucién de éter de netréleo, a “ravés de vavel fil
. tro, que contenga un noco de sulfato de sodio anhidro; aforar
con éter de netréleo’a 10 ml. Leer absorbancia a 436 nm. Se
calcula el contenido de carotenos (princinalmente -carote
no), como se dice en el célculo de carotenoides totales, con

la ecuacidn @

CCN X AFL
CCN ( pom ) = em—muSoo_ 20 -

gmta
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A0

furva natrén

El p-caroteno que se toma como matrén, fue nroporcionade
vor la comuanfa Roche, Es una solucién oleosa sl 30 %,
{con aceite de manf). Segin (12), se puede utilizar como

patrdn.

Cristalizacién del f-caroteno, (2):

Se disuelven de 100 a 300 mg de solucién aceitosa de

pm-caroteno, en 5 a 6 ml de disulfuro de carbono.

sgreger de 35 a 40 ml de etanol absoluto. Enfriar en hielo,

durante una hora, nara asegurar une maxima cristalisacién,

Piltrar a trevée de vapel filtro. Disolver los cristales en
5'a 6 ml de disulfuro de carbono.vkgregar 40 ml de éter Qe

netréles, ¥ enfriar en hielo.

Nuevamente filtrar; secar loe cristales en desecador al va
cio, durante una hora,

Pecar los cristales nurificadns, y diluir a las concentracio
nes indicada® ‘en (2,3), en forma se-arada, con éter de vetrd
leo y acetona, Comn se indica en la bibliografiz anteriormen
te mencionada, se ajustan lce dztos 2 1a mejor recta, nor el
nétodo de loe mfnimos cuadrados, Luero se relaciona con el
aforo, y con la cantidad de muestrs usada, se desneja a la

concentracidn, de donde tenemost



DPoara éter de netrdleos

CCNc = 5,032 ABS - 0,1852

(5.033 ABS ~ 0.1852) AR,

CCN (ppm) =

gmta

Pera acetonas

CONc = 3.067 ABS

(3.067 ABS) ARy
CON (pOM) = —cmmcmc—————

gmta

Ver lae figuras 9 y 10.

61
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Donde:

CCNC + Bs la concentracién, en mg de B -caroteno

nor litro, Se obtiene de la recta ajustada.

ABS 3 Ze la absorbancia. Para éter de netrdleo, a
426 nm; y vara acetona, a 450 nm, (2,3).

CCN (ppm) + Es la cencentracidn oue resulta al
relacionar CCNc con el aforo total y con la centi

dad de muestra, en ramose,

AFL t Ee el aforo total, en mililitros,
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Resuliados

Para el método de las dos columnas, los datos muestran que,
eu procedimiento de extraccidén de los vigmentos, origina
cantidades ligeramente menores de carotennides. Aumentando
su contenido en clorofilas, notandose esto, por el color

verdoso del extracto.

En el oroceco de separacién, las clorofilas se quedan
en la varte superior de la orimera columna, entonces se
tarda més la separacién de los vigmentos, o se tapa com
bletamente la columna., Aunado esto, con el aumento de la
compactacién del adsorbente, vor uso y por efectc del va

cio anlicado.

Unicamente, el espectro de la primera fraccidén obtenida
desnuém de la segunda columna, concuerda con el esgpectro

del P<-ceroteno vatrén,

El. exvnerimento se repitié al menas diez veces, pero co
mo los resultados fueron muy irregulares, solo se renortan
los de las tablas, mds adelante.

Envel método de la columna dé éxido de aluminio.'se
utiliza nadé méds la solucién resultante, de la mezela ex
tractora acetona-hexano, que es més efectiva, (ver las
tablas 13 y 14).

Con el uso de la sanonificacién , se evita el nroblema
dg la gran cantidad de clorofilas, aunque deben degradarse

algunos carotenonides,

Como en el método de las dos columnas, los tiemnos de

trabajo, y resiltados son irregulares,
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En el método de reparto en disolventes inmiscibles,
se usa el mismo tino de extracecidn que se utiliza vara
el método de la columna de 8xido de aluminio. Aqui se
utilizan las tres soluciones resultantes, cue correspon
den a cada una de las mezclas extractoras. Mediante esta

técnica el nroceso es més ordenado.

Aungue en algunas ocasiones, los métodos cromatogré
ficos dan mayores cantidades de carotenos, se nuede obser

var, que el método de reparfo da resultados méds regulares;'
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I. Con el método de 1las dos columnas

TABLA 13
MuestraA Aforo Absorbancia Concentracién en la
en - oml o muestra
£ramos Cerotencides
nom
10,12 25 0,688 ‘ 5,21
3,20 ' 10 0.456 4,37
3.0 6.5 - 0,179 . 1,15

Se obtiene una mola fraccién en cada exverimento, el resto
=e oueda fuertemente adsorbido en la columna, .
Se afora con acetona, =e leen abeorbancias a 450 nm,

Se hacen. 2
n.cdlculos con ¢ 3,067ABS x AFL

CCN (ppm) = -

gmta
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I¥. Con el método de la columna de 8xido de aluminio

a) Sevaracién previa de loa nigmentos

TABLA 14

CAROTENOIDES TOTALES

Mezcla Muestra Aforo  Absorbancia Concentracién en la

extractora en ml ' - Muestra
No. gramos .+ Carotenoides
pem
1 20 500 0217 T 22,67
2 10 . 100 04526 24.62
2 10 100 0,246 10.52

Donder Las mezclas extractoras sont
Tow acetona-etanol
2em acefona—hexano
34- acetona-bter ' petréleo

Los pigmgntos se disuelven en éter de netrileo,
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Separacidn nrevia de los pigmentos

TABLA 15
CAROTENOS
Mezcla Muestra Aforo  Absorbancia Concentracién en 1a
extractora en ml miestra
No. £ramos Carotenos
prm
1 0.4 &7 1,78
705 3.21 ’
3 1l 4.9 0.96

Se utiliza el método nor reparto en disolventes inmisci
bles; los vigmentos se disuelven en &ter de netréleo.

La mezcla acetona-hexano, parece ser la mds efectiva,
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b) Separacién con la columna de 6xido de aluminio -

TABLA 16
Praccidn Absorbancia  Aforo LConcentracién en la
obtenida ml. muestra .
con Carotenoides

apm
Eter de
netrdleo 0,280 10 4,89
W9 + 1) 0,030 10 1,07
(8 + 2) 0.047 10 0.26
M(6 + 4) 0.6 6 0.95
M(4 + 6) 0,081 5 0444

Se utiliza una alicuota de 25 ml ( 2.5 gramos de mues
tra ), de la solucidn resultante de le extraceién en
acetona-hexano,

Lee fracciones evanoradas o disuelven en &ter de netrd
leo, las abeorbasncias se leen a 436 nm.

Se uean de 50 a 70 m1 de cada mezcla eluyente,

Se calcula carotenoides con ¢

(5.033ABS -~ 0,1852) AP
CCN ( pom ) =

ghta



Otro exnerimento con la columna de A12 03

Fraceién
obtenida

con

Eter de
netréleo

w9 + 1)
M(8 + 2)

TABLA 17
. N Concentracidm en la
Absorbancia LToro
Jmestra
ml
Carotenoides
m
0.166 10 2,60
. 6.8
0,377 10 4
0.134 10 1495

Mx.+ y), es la mezcla de éter de petréleo-
acetona, ( eluyente ), en la provorcién indi
cada.

ABS, es la absorbancia a 436 nm,

AFL, es el aforo en ml.

gmta’ es el peso de la muestrs.en gramos,

Se utiliza de 70 a 150 ml de irczcla eluyente, para ob ,

tener cada fraccidn.

mn



111,

Con e) método de revarto en disolventes inmiscibles,

Con tres mezclas extractoras (1 + 1)
l.-~ acetona~-etanol
2.~ acetona-hexano

3.~ acetona-éter de petréleo

Para la cuantificacién de carotencides totales, ae
usa 10 g de muestra, ce aforz a 100 ml, con éter
de petréleo.

Zera valorar la cantidad de cerotenos, se usa una

alicuota de 10 ml; se afora con éter de vetréleo.
Se hacen cdleulos cont

(5.0334BS - 0,1852) AP

CCN (ppm) = L

gmta

72



TABLA 18

CAROTENOIDES TOTALES

Extraccién Absorbancia

No.

1% 0.217

2. 0,488

k! 0,425

4 0.460

5 0,525

6 0483

7 . 0.420-

8 0+415

9 0,513

10 0.475

11 04435

12 0.425

13 0.438

14 0.425

15 0.445

Concentracién en la
muestra
Carotenoides
ppm
22.67
22,70
19.53
21.29
24.57
22.45
19.28
- 19.03
23.96
22405
20,04
19,53
20,19
19.53
20.54

Con mezcla extractora acetonm-etanol (1 + 1)

¥ =e utiliza 20 g de muestra y se afora a 500 ml;
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TABLA 19

CAROTENOS SEPARADOS POR REPARTO

Extraceién Absorbancia Concentracién en la

muestra

Carotenos
npm
1 ) 0,100 1.59
"2 0,070 1,67
3 0,073 1,82
4 0.072 LT
5 0.071 1,72
6 0.069 - 1.62
T 0,073 1.82
8 0,071 1,72
9 0,071 , 1.72
10 0,073 , 1.82
11 0,072 177
12 0,072 1.77
13 0,074 ‘ 1.87
14 0,075 1,82
15 0.077 2.02

Se uga 1a solucién que es originada nor la mezcla

extractora acetona-etanol (1 + 1),



TABLA 20

CAROTENOIDES TOTALES

Bxtraccidn Absorbancia
No.
1 - 0.526
2 0,502
3 04551
4 0.561
5 . 06569
6 04529
7 0.533
8 0,547
9 0.524
10 0527
11 0.564
12 0,538
13 0.585
14 04574
15 0.530

Concentracién en la
muestra
Carotenoides
onm
24.62
23.41
25.87
26,18
26,78
24,71
24.97
25,67
24,52
24,67
26453
25.22
2759
27.03
24,82

Con mezcla extractora acetona-hexano (1 + 1),
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CAROTENOS SEPARADOS POR REPARTO

TABLA 21
Extraccidén Abeorbancia
No. '
1 0.095
2 0,098
3 0.092
4 0,093
5 0,094
[ 0,097
7 0,099
8 0.094
9 0,160
10 0,094
11 0,096
12 0,097
12 0.1¢0
14 0,099
15 0,102

Concentracidén en la
muestra ‘
Carotenos
pm
2,92
3,08
2,77
2,82
2,97
3.03
313
2,87
3.18
2,87
2.97
3,03
3,18
2,12

.33

Se ura la =olucién gue es sripinada nor 1a mez

cla extractors acetona-hexano (1 + 1),
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TABLA 22

CAROTENOIDES TOTALES

Extraceién Absorbancia
No.
1 0,246
2 0.260
3 0,261
4 0.2173
5 0.255
6 0.272
7 0,263
8 0.256
9 . 0.274
10 0,254
11 0.245
12 '0.253
13 0,251
14 0.257
15 0.247

Concentracién en la
muestra
Carotenocides
npm
10,52
11.23
11,28
11,88
10,98
11.83
11,38
11,03
11.93
10.93
10.47
10,88
10,78
11,08
10,57

Con mezcla exirmctora acetona~éter de vetréleo.

T



Extraccién
No.

LAS T od

()

W o 3 O ;o

10
11
12
13
14
15

TABLA 23

CAROTENOS SEPARADOS POR REPARTO

Absorbancia

0,078
0,076
0.082
0,080
0.072
0.070
0,071
0,074
0.082
0,071
0,081
0.083
0,077
0,073
0,075

Concentracidn en la
muesrtra
Carotenos
npm
1.04
0.99
1,14
1,09
0.88
0.83
0.86
0494
1.14
0.86
1l.11
1.16
1,01
T 0.0
0.96

Se usa la snlucidn oue ge origina con la magz

clalextractora acetona-éter de netrdlen,

Todas estas extracciones se aforeron a 5 ml,

.78



4,- CONCLUSIONES

El analisis realizado y la informseién obtenidas, nos
lleva a concluir, gue el alga Spirulina es una buenarfuente

de carotenocides.

Hay aque tomar en cuenta, gque se trabajaron con muest;as
almacenadar, en las que parte de los carotenoides original
mente presentes, nudieron haberse degradado. Poertra narte,
~ oudo haberse hecho una extraceiln varciel, vorevia, de los
digmentos. Lo mejor serfa cuantear los carotenocides en pro

ducto fresco,

Fl valor econémico del alga Spirulina es notzble, norgue
ademde de los carotenoides, su contenido wrotefnico es gren
de, 1o que haria més costeable el proceso de extraccidn de

los pnigmentos,

Los métodos, tanto cromatogrdficos como de revnarto, son
caroe y efectivos, pero nueden llevar a nroductos de alta ma
reza, oue tienen anlicacién como natrones, ¥y en ectudios bio
14gicos, Por consiguiente, como los extractos crudos =son mds
econdmicos, nueden ser usados directamente como colorantes

de alimentos.
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