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INTRODUCCION



La alfalfa es un producto conocido prácticamente en todo el mundo

y cultivado ampliamente. Su empleo tradicional ha sido en el uso como

alimento para animales hervívoros. 

Contiene cantidades considerables de vitaminas y minerales, además

es rica en proteinas. En los últimos años se ha venido usando para el con- 

sumo humano, siendo importado en forma de pastillas y de polvo. conio, 
complemento alimenticio. 

La alfalfa tiene además un alto contenido de carotenos que se usan

ampliamente, como colorantes alimenticios. 

Es por lo tanto, la alfalfa, por si misma y por los productos que se

pueden extraer de ella, un producto de alto valor económico, que se cultiva

abundantemente en la República Mexicana. 

El siguiente trabajo tuvo la finalidad de hacer un estudio comparativo

de diferentes métodos de extracción de los carotenos de la alfalfa. 
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1. 1 Propiedades generales de los carotenoides

Los carótenoides son terpenos, no saturados, cuya fórmula empírica es
C. Hr,,;, que se encuentran en unión con la clorofila ampliamente distribui- 
dos en el reino vegetal. 

Los carotenoides son pigmentos amarillos a rojos de estructura afi- 

fática o alifática alicíclica, compuestos de grupos isopreno, usualmente 8

y arreglados de tal manera que en la parte media de la molécula están pre- 
sentes dos grupos metilo en las posiciones L6, mientras que los otros grupos

metilo laterales están en las posiciones L5, con una serie de dobles ligadu- 
ras conjugadas carbono -carbono constituyendo el sistema cromoforo de los

carotenoides. l

Todos ellos cristalizan en forma de prismas de color rojo intenso y de
alto punto de fusión ( arriba de 160` grados) siendo estables al calentamien- 

to en atmósfera inerte. Se disuelven rápidamente en las grasas y en los
disolventes de éstas: cloroformo, bisulfuro de carbono, benceno y más di- 
ficilmente en éter de petróleo y son prácticamente insolubles en alcohol. 

Presentan un espectro de absorcion tipico en la región verde azul del

espectro, en que la posición de la máxima absorción varía de 450 a 500

milimícras dependiendo del disolvente usado. 

Los carotenoides tienen una gran capacidad de absorci0n para el oxí- 

geno y pueden funcionar como conductores de éste. 

La estructura básica se demuestra con la fórmula del beta-caroteno que
contiene 40 átomos de carbono. 
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Los carotenoides pueden relacionarse estructuralmente al compuesto

original licopeno. 
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Estos pigmentos pueden derivarse del carotenoide original por cambios

químicos como la migración de dobles ligaduras, introducción de grupos

hidroxilo, ceto o metóxilo, hidrogenación parcial, ciclización, degradación

oxidativa o isornerización. 

Los carotenoides se subdividen en carotenos y xantofílas. Los carotenos
incluyen todos los carotenos hidrocarbonados y las xantofílas todos los de- 
rivados hidróxi, epóxi y óxi, de los carotenos. 

Un sistema de clasificación diferente subdivide a los carotenoides en

acíclicos, monocíclicos y bicíclicos. Los respectivos compuestos originales
son el licopeno, gama- caroteno y beta-caroteno.,?,k— 
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15.Existe un gran numero de carotenoides por isomerización cis- trans.1 ' 
Teóricamente existen 1, 056 isómeros cis -trans del beta-caroteno, sin em- 

bargo, los grupos metilo a lo largo de la cadena causan impedimento esté - 

rico que limita la transposición .2 Por lo que el beta-caroteno tiene solamente
20 isómeros cis -trans. 

La siguiente tabla muestra el desarrollo histOrico del beta caroteno. 

1830 primera mención

1890 fórmula molecular

1930 constitución

1950 síntesis total

1953 método comercial

TABILA I

1831) Wachenroder

1906) Willstdtter

1929-31) Karrer

1950) Inhoffen

1953) Isler

Los carotenoides están muy difundidos, tanto en el reino animal como
vegetal. Se encuentran en las hojas de todas las especies de plantas hasta

ahora examinadas y en todas las partes verdes de la misma ( hojas, tallos, 
etc.) Estos pigmentos se encuentran presentes en los tejidos fotosintéticos

de las plantas superiores, algas y bacterias; en flores, frutos y raíces de las
plantas superiores, asi como en hongos y bacterias. 

Los carotenoides también se encuentran ampliamente distribuidos en

los animales, especialmente en los invertebrados marinos, alinacenándose

los carotenos en las gOnodas, piel y alas. 

En los animales los carotenoides existen como lipidos en células espe- 
cilizadas como en la piel de' las truchas; disueltos en la grasa del cuerpo

de las vacas y como cromoproteínas en los huevos de las langostas. 

Un tipo especial de esta clase de compuestos juega un papel impor- 

tante en la púrpura visual del ojo. 

Se ha encontrado beta-caroteno puro en el corpus luteum y el corpus
rubrun de las vacas, en la placenta humana, en los testículos de toro y la
glándula suprarrenal de casi todos los mamíferos; en la sangre y la mayoria
de las visceras. 4-- 
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Existen muy pocos conocimientos acerca de la función que los carote- 
nos tienen en las plantas que los producen aun cuando parecen estar rela- 

cionados con el crecimiento activo e íntimamente asociados con la clorofila. 

Los retoños blanqueados contienen poco acorteno, haciendo pensar éste

hecho el papel que la luz tiene en el proceso de su elaboración, pero una

vez formado no desaparece sino que viran al amarillo en la obscuridad. 

Muchas especies bacterianas sintetizan carotenoides y algo de beta- 
caroteno por sí mismas. Los hongos contienen poca o ninguna cantidad

de caroteno, Las algas, por ejemplo la Nitschia Closterium, lo contiene en
abundancia. 
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1. 2 Existencia deI beta-caroteno

Mesde el punto de vista económico el beta-caroteno es la provitamina

A más importante, Es el carotenoide distribuido más extensamente en la

naturaleza, se ha encontrado en las hojas de todas las especies de plantas

hasta ahora examinadaS44- 

lJambién desde el punto de vista nutricional, el beta-caroteno es el

carotenoíde más importante por su prevalecencia en la naturaleza y por su
alta actividad provitaminica M á  

Comparando las fórmulas de los carotenos alfa, beta y gama, se ve que
el anillo compuesto a la derecha e izquierda de la cadena polienica es se- 

mejante en el caroteno beta y diferenteen los carotenos alfa y gama. 

El anillo izquierdo de los tres es conocido con el nombre de beta- iono- 

na, ópticamente inactivo y es esencial en la actividad provitamínica A. La
presencia de éste anillo es básica para la formación de vitamina A, ya que

la estructura en anillo de la vitamina A, es decir, la beta-ionona, es la

porción integral de la molécula y solamente los pigmentos que tienen esa
configuración, pueden ser convertidos en compuestos activos. Es por este

hecho y asimismo al hecho de que el beta- caroteno contiene dos de tales
anillos, mientras que los carotenos alfa y gama contienen solamente uno, 
lo que ha conducido a la teoria de que la actividad del beta- caroteno es

superior en vitamina A, puesto que reinduce que su rompimiento simetrico

da dos moléculas de vitamina A. 

Efectivamente, puede notarse que si rompemos la molécula del beta- 
caroteno en su parte media podría dar dos moléculas idénticamente cons- 

truidas, lo cual se verifica en el hígado por un proceso de hidrolisis, resul- 

tando dos moléculas de vitamina A a partir de una molécula de beta- 

caroteno. 

Puesto que e¡ beta- caroteno es la provitamina A su concentraci0n en

los materiales en que se encuentra se expresa en unidades de vitamina A. 

17



La unidad internacional de actividad de provitamina A se define como

la actividad biológica de 0.600 mierogramos de trans-beta-caroteno puro. 

Asi, un gramo de beta-caroteno contiene 1. 67 x 1011 U.l. de provitamina A. 

Biológicamente, una unidad de vitamina A es equivalente a una unidad de

provitamina A. El patrón internacional de provitamina A es una solución

de beta-caroteno puro en aceite de semilla de algodón, que contiene 0.6w

microgramos de la provitamina por 5.00 nig de solución estabilizada con
hidroquinona. 

Hasta la adopción del actual patrón de acetato de vitamina A la U. S. P. 

usaba el patrón internacional de beta-caroteno para valorar los aceites de

hígado de bacalao como normas de referencia de la vitamina A. 
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TABI-A 11

MATERIAS PRIMAS CON MAYOR CONTENIDO DE

BETA-CAROTENO

Las concentraciones de beta-caroteno se expresan en Unidades Inter- 
nacionales. 

Betar-caroteno

u./ por 100 g

Frijol ( Phaseoulus Vulgaris) ................... 930

Frijol ( Phaseoulus cocineus) .... . ......... . ... 650

Grosella negra ( Ribes nigrum) ................ 250

Col de Bruselas ( Brassica olerácea) ............ 700

Zanahoria, raíz ( Daucus carota) ........ ...... 20,000

Zanahoria, hoja . . ................... ...... 19,500

Trébol, hoja ............................... 19,500

Trébol ( Trifólium repens) ... 23,00

Mastuerzo ( Lepidium sativum) .............. 8,300

Grosella blanca ( Ribes grossularia) ............. 230

Pastos ........... . .... .... ........ ....... 19,500

Lechuga ( Lactuca serriola) . . . ........ ....... 2,600

Menta ( Mentha spicata) ..................... 19,000

Narcisos ....... . ........................... 500,000

Ortiga ( Urtica dioica) .................. . ..... 23,000

Perejil ( Carum petroselinum) .. ... - .......... 13,800

Pera ( Písum sativum) ........................ 670

Espinacas ( Spinacia oleracea) ................. 11,000

Tomate ( Solanum lycopersicum) .... . ..... . ... 1,300

Berro ( Nasturtium officinale) ....... » ......... 5,200

Alfalfa seca ( Medicago sativa) .... . ........... 66,600

Aceite de palma roja (muy madurada) ........... 113,000

Aceite de palma roja (madura) .... - ...... . .... 84,000

Como se observa en la tabla anterior las materias primas con mayor

contenido de beta-caroteno son: el trébol, pastos, narcisos, alfalfa y za- 
nahoria. 
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TABLA 111

Contenido promedio de Beta-Caroteno por cada 100 gr. 

u. por 100 gr. 

Zanahoria ................................. 19,500

Trébol ....... - ....................... - - - - 21,000

Pastos ...... - ............... - ... - ......... 19,500

Alfalfa .................................... 21,500

Alfalfa seca .... - .......................... 50,500

TABLA IV

Rendimiento de Aminoacidos Esenciales y Proteína Total

En la tabla anterior se muestran los rendimientos de aminoacidos esen- 

ciales y de proteína total de varios forrajes y semillas. 6

K11

RENDIMIENTO APROX, 

DE AMINOACIDOS RENDIMIENTO TOTAL

COSECHA ESENCIA L ES Obs/ Acre) DE PROTrINAS

Alfalfa .................... 300 2,400

Frijol de soya ............... 150 650

Maíz ...................... 170 1, 550

Clavel ..................... 150

Semilla para ganado . . . ...... 130

Sorgo ............ . ......... 100 2,010

Frijol de campo . ........... 100

Cebada .................... 60

Semilla de algodón .......... 50

Trigo ...................... 50 400

Arroz .................. - - . 85 20

En la tabla anterior se muestran los rendimientos de aminoacidos esen- 

ciales y de proteína total de varios forrajes y semillas. 6

K11



li Í

t La obtención del beta-caroteno puro se lleva a cabo principalmente
extrayéndolo de diversos vegetales y separándolo por medios eromatográ- 
ficos. Sin embargo, los productos que se importan al país son preparados, 

que además de beta-caroteno, contienen xantofflas, clorofílas, fosfolípidos, 
etc., es decir, que para satisfacer el mercado nacional no se requiere obtener

un producto puro. 

La selección de la materia prima se debe hacer tomando en cuenta la

disponibilidad, bajo costo, alto rendimiento de beta-caroteno y el aprove- 
chamiqnto de los subproductos.A 1-- 

omo se puede observar la alfalfa es una de las materias primas con

mayor contenido de beta-carot fue ese—ogRUí —para este trabajo, a~ 

ieor su a o co m o e beta-caroteno, por su bajo costo y acilidade- 2

de disponer de—eRla—eñ_Uu—ena calidad_y én todo el año,.  n
JLT a alfalfa es la fuente principal de extracción de beta-caroteno o

vi

provitamina A, que se utiliza como complemento dietético para el hombre, 
además se obtienen subproductos de mayor valor, con alto contenido pro- 

teíníco, que se puede utilizar como alimento para el ganado y como com- 

plemento para la alimentación avícola.4— — <:> / , 

Los principales Estados en los que se cultiva la alfalfa, en orden de
importancia, son: 

En la tabla anterior, se ve la disponibilidad de la alfalfa, que es

prácticamente de todo el aflo. 

21

Siembra ( afio) Cosecha

Guanajuato ........... Nov/ Feb Mar/ Oct

M6xico .............. Sep/ Feb Mar/ Nov

Hidalgo .............. Dic/ Jun Ene/ Nov

Quer6taro ............ Mar/ Abr Mar/ Nov

Durango ............. Nov/ Feb Mar/ Oct

Chihuahua ........... Sep/ Die Mar/ Oct

En la tabla anterior, se ve la disponibilidad de la alfalfa, que es

prácticamente de todo el aflo. 
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Datos estadísticos de la producción de alfalfa. 

TABLA V

Funte: Sría de Agricultura y Recursos Hidráulicos

22

VALOR DE PRECIO

MILES DE PRODUCCION SUP. Has, R END. Kg. RURAL

AÑO TONELADAS MILES DE PESOS COSECHADAS o/ Ha X TON

1971 9,689 1. 347,232 164 59,138 140

1972 10,434 1. 358,769 168 62, 143 130

1973 11, 158 1. 506,679 181 61,761 140

1974 13,278 2. 192, 158 201 66,035 170

1975 14,260 3. 168,795 204 70,040 220

1976 13,483 2.844,521 205 65,819 210

1977 14,493 3.823,988 384 37,721 264

1978 15,631 7. 344,400 200 78,155 470

Funte: Sría de Agricultura y Recursos Hidráulicos

22



TABLA VI

PRODUCCION DE ALFALFA VERDE 1975

ENTIOADES FEDERATIVAS

PRODUCCION

SURERF 101 E

H-ECTAREAS PRODUCCION TOTAL VALOR MILES

RE.NDI- 

MIENTO

Kg/ Ha

Estados Unidos Mexicanos 414,917 14.259,603 3.241,348 34,367

Aguascalientes .......... 8,000 280,000 39,200 35,000

Baja California ......... 31,280 782,000 129,030 26,598

Baja California Sur ...... 4,068 210,200 42,040 51, 672

Coahuila ............... 14,596 585,368 118,450 40,105

Chiapas ............... 100 2,000 430 20,000

Chihuahua ............. 39,164 1. 637,745 297,239 41,818

Distrito Federal ......... 1,360 15,880 3, 113 11,676

Durango ............... 20,619 831,812 140,508 40,343

Guanajuato ............. 69,400 2.845,400 919,550 41,000

Hidalgo ............... 34,300 1. 264,060 198,078 36,853

Jalisco ................. 9,505 380,150 116,119 39,995

M6xico ................ 42,000 1. 344,000 315,840 32,000

Michoacin ............. 7,745 197,250 44,064 25,468

Morelos ............... 858 33,846 7,124 39,448

Nayarit ................ 60 1, 200 576 20,000

Nuevo Le6n ............ 4,494 131, 066 44,377 29,165

Oaxaca ................ 4,9330 109,975 101,726 22,307

Puebla ................ 31,000 718,000 147,680 23, 161

Queretaro .............. 21,990 879,600 165,048 40,000

San Luis Potosi ........ 12,350 380,000 67,000 30,769

Sinaloa ................ 4,810 176,485 29,120 36,691

Sonora ................ 39,774 1. 143,502 228,203 28,750

Tamaulipas ............. 11 149 148 13,545

Tlaxcala ............... 2,153 35,915 10,585 16,681

Veracruz ............... 1,350 46,000 7,700 34,074

Zacatecas .............. 9,000 228,000 68,400 25,333

Fuente: Secretaría de Agricultura y Recursos Hidráulicos
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TABLA VII

PRODUCCION DE ALFALFA VERDE 1976

ENTIOADES FEDERATIVAS

PRODUCCION

SUPERFICIE

HECTAREAS PRODUMONTOTAL VALORMILES

RENDI- 

MIENTO

Ke/ H& 

Estados Unidos Mexicanos 400,606 13.483,318 2.844,521 33,657

Aguascalientes .......... 8,825 230,894 53,367 26,163

Baja California ......... 31,000 930,000 176,700 30,000

Baja California Sur ...... 4,712 235,600 47, 120 50,000

Coahuila ............... 12,974 464,986 95,993 35,839

Chiapas ................ 100 2,000 400 20,000

Chihuahua ............. 43,278 1. 709,481 230,672 39,500

Distrito Federal ........ 1, 370 26,352 5,007 19,235

Durango ............... 22,376 809,551 157,448 36,179

Guanajuato ............. 62, 150 2.309,400 692,820 37,158

Hidalgo ............... 34,000 1. 038,500 147,455 30,544

Jalisco ................. 109000 428,500 144,315 42,425

M6xico ................ 42,300 1.353,600 189,504 32,000

MichoacAn ............. 7,800 210,600 6,800 27,000

Morelos ............... S40 30,165 7,936 35,910

Nayarit ................ 60 1,200 720 20,000

Nuevo Le6n ............ 4,925 146,666 73,333 29,779

Oaxaca ................ 4,860 172,277 46,592 35,447

Puebla ................ 31,000 871,375 182,403 28, 108

Quer6taro .............. 16,961 573,345 141,320 33,803

San Luis Potosi ......... 12,900 485,250 78,683 37,616

Sinaloa ................ 5,931 123,918 29,740 20,893

Sonora ................. 28,330 956, 137 179,187 33,749

Tamaulipas ............ 72 881 881 12,236

Tlaxcala ............... 3,242 54,405 20,035 16,781

Veracruz ............... 1, 500 37,750 9,470 25,166

Zacatecas .............. 9,000 280,485 86,620 31, 165

Fuente: Secretaría de Agricultura y Recursos Hidráulicos. 
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1. 3 Alfalfa fuente de beta-caroteno

El nombre botánico de la alfalfa es Medicago sativa. Pertenece a la
familia de las leguminosas, subfamilia de las papilonáceas, la cuál com- 

prende muchas variededes herbáceas y algunas arbóreas que llegan a e- 
levarse hasta tres metros de altura. 

Un alfalfar bien cultivado puede llegar a durar hasta cien años, pe- 
ro generalmente, la producción promedio es de 35 a 50 afios, efectuán- 
dose de 6 a 8 cortes por año. 

El contenido de substancias nutritivas y la composición química de
la alfalfa es muy variable en los distintos países, púes depende del cli- 
ma, tipo de alfalfa, clase de tierra y época de recolección. 

La alfalfa, debido a sus excelentes propiedades alimenticias se em- 

plea en distintas formas para la alimentación de diversas clases de ani- 
males incluyendo al hombre por lo tanto es una planta de cultivo un¡ - 
versal. 

La alfalfa contiene grandes cantidades de vitaminas y sales minera- 
les, predominando el calcio y vitaminas antírraquiticas. Es rica en vitami- 
na B -I, llamada tiamina, ésta vitamina actúa sobre el Sistema Nervioso
Central ayudando en el contrul de los estados de temor, irritabilidad e

inquietud. Contiene vitamina B- 2 que evita las hemorragias y es un fac- 
tor de coagulacion, además, la alfalfa proporciona al arganismo calcio

y proteínas que ayudan al desarrollo, evita el raquitismo y sirve contra
las enfermedades renales. 

La alfalfa en México, tiene aproximadamente, la siguiente compo- 
sición: 6. 

Humedad .................. 6.9 a 7. 14510

Grasa extraída con éter ....... 2.32 a 3.6917o

Fibra cruda ................. 26.41 a 18.547o

Cenizas ...... - ............. 8.40 a 10.3217o

Extracto libre de nitrogeno ... 37.85 a 40.77% 

Minerales

Manganeso ................. 29 a 37. P.P.M. 

Zinc....................... 20

Fósforo ............... . .... 2,230 a 2,780

Cobalto .... - ......... - ..... 0. 18 a 0.30
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Potasio .................. .. 23,300 a

Cobre .......... - - - - ....... 10.4 a

Calcio ..................... 12,300 a

Selenio, .................... 0.50 a

Fierro ..................... 312 a

Cloro . ...................... 4,350 a

Magnesio, .............. - .... 2,900 a

Iodo ...... - - .............. 0.12 a

Sodio ...................... 700 a

Vitaminas

Vitamina A ............ 77,404 a

Beta-caroteno ............... 102 a

Xantofíla ................. - - 175 a

Riboflavina ................. 10.6 a

Niacina .. - - - - - - ............ 41.9 a

Colina .... - ....... - ....... 1,550 a

Acido pantoténico ........... 20.91 a

Vitamina E ( tocofetol) ....... 98 a

Acido fólico ...... - ....... - - 1. 54 a

Betaína .................... 4,670 a

Piridoxína ...... - ........... 6.5 a

Vitamina K ................. 9.9 a

Tiamina ...... - ............ 3 a

Anminoácidos

Treonina .......... - ........ 0.6 a

Triptófano ....... . ......... 0.4 a

Metionina ..... - ....... - .... 0.2 a

Lisina ..................... 0.6 a

Arginina ................... 0.6 a

Glicina .......... - - - - - 0.7 a

Histidina - - ............. 0.3 a

Isoleucina ........... - ...... 1. 1 a

Fenil alanina ............... 0.8 a

Tirosina ........ - .......... 0.4 a

Alanina ................ - - - - 0.8 a

Acido aspártico . ... - ....... 1. 7 a

Prolína .................... 0.8 a

Serína ..................... 0.7 a

Valina ........... - ........ 0.7 a

25,100

11. 1

14, 800

0.54

448

5,250

3,450

0.20

1, 105

191,365

252.5

401

17.4

58.8

1, 853

33.0

151

3

5,434

7.8

10

4.2

1. 0

0. 6

0.4

1. 0

1. 0

1. 1

0.5

1. 7

1. 2

0.8

1. 3

2. 3

1. 1

0.9

1. 2

u.¡. por lb
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1. 4 Niétodo de análisis de, la alfalfa

Humedad.—El contenido de humedad en la alfalfa se determina por

diferencia de pesos, es decir, se pesa la alfalfa húmeda, se deja secar

aproximadamente dos semanas bajo las condiciones que se mencionan

más adelante, pesándose cuando está seca. El contenido de húmedad, es

el peso de la alfalfa húmeda menos el peso de la alfalfa seca. 

PCarotenos.—El metodo utilizado para determinar la presencia de un

carotenoide consiste en emplear ácidos fuertes como ácido sulfúrico. La

forma de efectuarlo es la siguiente: se prepara un extracto de la plan- 

ta por estudiar con éter de petroleo o cloroformo y ahí se agregan unas
gotas de acido sulfúrico concentrado, este se colorea de azul si existen

carotenoides. Las preparaciones purificadas de carotenoides dan una co- 

loración azul mucho más intensa. Estas ' coloraciones azules intensas dan

una absorción maxima característica que puede utilizarse para le esti- 

mación cuantitativa de carotenoides. l <:— 1

1

450tro método es el microquimico que permite determinar la presen- 

cia de carotenoides en una planta. Se hace actuar, durante algunos días, 

un reactivo que contiene 20% de hidróxido de potasio y 40% de alcohol

etílico sobre la planta por estudiar, saponificándose las grasas, de tal ma

nera que la clorofíla y los carotenos cristalicen y puedan distinguirs 
bajo el microscopio. Este método no permite determinar exactamente

los carotenos presentes ni diferenciarlos.-, ¿— 

Saponinas.—Se determinan las saponinas usando hongos Tricoderma

Viride. Las muestras se extraen a reflujo durante dos horas y media con
etanol al 50%, el etanol se evapora, la muestra se redisuelve en agua y

se toman alICUotas que se afiaden a una preparación de agar de dex- 

trosa de papas ( PDA). El crecimiento de los hongos en PDA se compara

con una sapopina estándar para determinar y cuantear el contenido de
sapopinas de alfalfa.s
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1. 5 Estabilidad del beta- caroteno

Es especialmente sencible a la luz, calor, oxígeno atrnosférico y á- 
cidos, hecho que dificulta su manejo. 4- 

Es importante seguir una serie de precauciones generales en el ma- 
nejo de carotenoides, no solamente para evitar pérdidas durante el trans- 

curso del aislamiento de los mismos, sino también para impedir que los

carotenoides, particularmente lábiles, se conviertan en otros carotenoides. 

t> Para lograr rendimientos satisfactorios se debe evitar: la concentra- 
ción de soluciones por calentamiento exesivo; el uso de cromatogramas

de capa fina o columnas no protegidas; la exposición prolongada de las

soluciones de carotenoides al aire o a la luz, especialmente a la luz del

sol o a la luz ultravioleta ya que ambas inducen la fotoisomerización

cis -trans que conducen la fotodestrucción de los carotenoides. Es por

ésto recomendable que el laboratorio este equipado, para producir luz

de día de baja intensidad. También deberá excluirse la luz completa- 

mente del sistema cromatográfico y de las soluciones de carotenoides 4-- 

A causa de la termolabilidad de muchos carotenoides, el calenta- 

miento deberá usarse cuándo sea absolutamente necesario en la mani- 

pulacion de los pigmentos. Como los solventes usados en la extracción

y purificación final deben recuperarse por destilación de preferencia al
vacio es importante elegir disolventes con bajo punto de ebullición. 

U,os carotenoides son estables al calor en un sistema que contenga unpr- 

míDimo de oxígeno. Las soluciones de carotenoides pueden calentarse bajo

nitrogeno a 150<'C con perdidas muy pequefias. Cuando las soluciones de
beta-caroteno se calientan sobre 60' C, ocurre la isomeraización cis -trans, 

resultando una mezcla de esteroisomeros que contiene principalmente trans

beta-caroteno. A la temperatura ambiente también ocurre la isomerización

cis -trans, pero muy lentamente. &-- 

Todos los carotenoides tienen dobles ligaduras conjugadas carbono - 
carbono en su cadena, responsables de sus propiedades como colorantes

y de su sensibilidad a la oxidación. 
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Los carotenoides pueden ser oxidizados por oxigeno o por peroxidos.l
Los carotenoides son particularmente sensibles cuando estan aislados o

puros. Es recomendable usar antioxidantes en la cromatografía como
etoxiquina, quinollO y pirogalol.11

A no ser que los ácidos se usen deliberadamente para iniciar reac- 

ciones o en la separación de carotenoides, deben eliminarse en cualquier
etapa de la manipulacion de carotenoides ya que la descomposición de
los carotenaides resulta de la exposici0n de estos con los ácidos. 

La purificacion de solventes para el uso en análisis de carotenoides
necesita ser particularmente rigurosa, no solo por el efecto perjudicial

de ciertas impurezas sobre los carotenoides, sino también, por que la
evaporaci0n de grandes volUrnenes de solventes puros, acumulan las im- 
purezas, interfiriendo en el análisis cualitativo y cuantitativo. Por eso se
recomienda eliminar todas las impurezas de los disolventes y secarlos
con suffato de sodio anhidro.- 

Los carotenoides deben almacenarse en la obscuridad, bajo una at- 
mOSfera de nitrógeno o en el caso de sólidos al vacío, a una temperatura
de - 20' C. Los carotenoides puros se conservan mejor como sólidos crís- 

talinos, también pueden guardarse en solución, con disolventes tales co- 
mo eter de petróleo, hexano o benceno. 

Los caretonoides no son sensibles al pH en un rango de 2-7 excepto
que tengan un grupo caboxilo tales como la bixina, que cambia de color
y solubilidad con el pH. El beta-caroteno no cambia de color con el
pH y es estable en un pH 2-7.1
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2. 1 Propiedades del beta-caroteno

El beta-caroteno forma prismas ..hexagonales de color violeta os- 
curo; cuándo se obtienen por cristalización en una mezcla de benceno

y metanol; y forma cristales cuadráticos o rómbicos de color rojo cuándo
se cristalizan en eter de petróleo. 

Punto de Fusi6n.- 181- 182' C ; 187.5' ( Miller) 

Solubilídad.—El beta-caroteno se solubiliza fácilmente en disulfuro

de carbono, cloroformo y benceno, siendo menos soluble en éter de pe- 
tróleo y éter etílico. 100 mililitros de n-hexano disuelven 109 miligramos
de beta-caroteno a O' C.. El pigmento es casi insoluble en metanol y
etanoLI-11 4— 

PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS

Solvente

Absorción méxirna en milimicrones, 

MI.J

Disulfuro de carbono ......... 520 485 450

Cloroformo .................. 485 461 435

Petróleo . - - ............. - .... 483.5 452 426

Hexano . - ................ - - - 477 450 425

Eter de petróleo ....... - ...... 425 448 475

Etanol . - ................... 427 449 475

Acetona ..................... 429 452 478

Benceno ... ... .............. 435 462 487

Tolueno .. . - ................. 434 463 490

Piridina ..................... 450 485 520

Actividad óptica.—El beta-caroteno tiene una estructura simétrica y

por lo tanto, es opticlamente inactivo. A--- 
Reacciones coloridas.—El beta-caroteno da soluciones azul o violeta

con una gran variedad de ácidos fuertes concentrados, tales como ácido

sulfúrico, ácido clorhídrico, acido perclórico, ácido trieloroacetico y ácidos
de Lewis como trieloruro de antimonio o trieloruro arsénico.  
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Por ejemplo al disolver 1 a 2 miligramos de beta- caroteno en 2 mi- 

lilitros de cloroformo y agregar ácido sulfúrico concentrado la capa a- 
cida adquiere un color que va del azul intenso al azul -violeta y ocasio- 
nalmente un color verde azulado con desaparición del mismo al diluir
con ácido. 

Si se disuelve el pigmento en cloroformo y se agrega una gota de
ácido nítrico fumante, se produce inmediatamente una coloracion azul, 

que se transitoria, la cuál se torna gris despúes y finalmente da un color
amarillo sucio. 

Al disolver 1- 2 miligramos de beta-caroteno en cloroformo y al a- 
gregar una solución de tricloruro de antimonio se produce una colora- 

ción azul obscuro, que tiene un máximo de absorción a 590 niffimieras."-' 

El cloruro de hidrógeno en solución eterea o metanólica no produce

coloración con el beta-caroteno, Estas pruebas colorimétricas se pueden
usar para la identificación cuantitativa del beta-caroteno.15

Prueba de particióz—Al realizar la particion entre éter de petro - 

leo y una solucion acuosa de metanol al 90%, la concentracion de be- 

ta-caroteno en el primero es 660 veces mayor que en el último. 

Estabilidad en álcalis.—El beta-caroteno es estable en los álcalis

y permanece estable por años, almacenado en vacío o en una atmósfera
de gas ¡ Derte. 

Propiedades eromatográficas. — El beta-caroteno se absorbe mode- 

radamente en hidróxido de calcio, a partir de una solución de éter de
petróleo. La elución puede efectuarse por medio de una solución etérea
que contenga alrededor de 5% de metanol. El beta-caroteno que se en- 

cuentre debilmente absorbido en carbonato de zinc o carbonato de cal- 
cio se eluye durante el desarrollo del cromatograma. 

En una columna cromatográfica invertida se encuentra abajo del

alfa-caroteno y arriba del gama-caroteno. 

Comportamiento con oxigeno.—Al permanecer en el aire el beta-ca- 

roteno absorbe oxigeno con velocidad ascendente, formando productos

incoloros. Segun Karrer y Juekerl3 el primer producto formado por la
oxidación del beta-caroteno fué el mono- epóxido del beta-caroteno, que
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tiene un átomo de oxígeno unido entre dos átomos de carbono sobre la
parte interior de uno de los anillos de beta- ionona. 

Este epóxido es muy sensible a los acidos minerales, dando el mu- 
tacromo con la formación de un anillo furanoíco. 

Una oxidación más severa, con ácido crómico diluído, causa la aper- 

tura de uno de los anillos de beta-ionona, formando semi beta-carotenona. 

La oxidación con permanganato forma un aldehído.11. 11
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Fórmulas desarrolladas de algunos de los compuestos formados por oxidación del beta- caroteno. 
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La oxidación del beta-caroteno se evidencia por el olor caractens- 
tico a violetas de la beta- ionona. 

Las iononas son líquidos de alto punto de ebullición, con un carac- 
terístico olor a violetas. En el beta-caroteno ambos extremos de la mo- 
lécula tienen la estructura de la beta- ionona. 

CH CH
3

H
2

C C — CH- CH—COCH
3

11
2

C C — CH
3

H, 
2

beta-ionona

Productos de oxidación del beta- caroteno con GxÍgeno. 11

Absorción máxima en milinúcrones, 

Compuesto m[¿), en hexano

Beta-caroteno 5,6-monoepóxido isómero 473 444 423

Beta-caroteno 5,6,5fl-diepóxido 468 440 417

Beta-caroteno 5,8- monoepóxido 450 427 404

Beta-caroteno 5,8-monoepóxido isómero 448 427 404 500

Carbonil polieno 378

Beta- caroteno 5, 8,5', 8'- diepoxido 426 401 381

La oxidación del beta- caroteno causa una disminución del color y
de la potencia vitamínica. 
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etección y esfirnación.—El beta-caroteno puede separarse de los otros
hidrocarburos carotenoides por absorción en hidróxido de calcio, a partir

de éter de petróleo y puede identificarse por su máxima absorción ( 475
mtt). De acuerdo con Kuhn y Brockmann` una solución alcohólica de

azobenceno puede utilizarse como estándar para determinaciones color¡- 
metricas. 

Estado cristalino—El beta- caroteno puro en estado cristalino puede

examinarse bajo un microscopio. Desafortunadamente, solamente es posible

obtener sólidos somieristalinos al aislarlos. c— 

Tomportarniento fisiologico.- 20 La vitamina A es un alcohol primario

con un gran peso molecular ( 294), cuya fórmula empírica CS C2oH2,,OH y
su fórmula estructural establecida por Karrer es la siguiente: 

CE
3"-, 

C

CH
3

CH CH
3 1 3

H
2

C C — CH_—CHJ = CH—CH= CH—C = CH—CE
2—

OR

1 ; 1
11

2 UINI
C %

I_kIrI

3

H
2

La actividad de la vitamina A, es en parte debida al anillo beta- io- 
nona, pero existen evidencias de que la doble ligadura en la cadena li- 

neal ( cadena poliénica) estC igualmente ligada con la actividad fisioló- 
gica. ¿+— - 

El problema de la naturaleza química de ésta vitamina vino con la
k

demostración de que ésta se presenta en fuentes vegetales, como un pig- 
mento amarillo, identificado primitivamente por Wackenroder en 1826

y llamado por él caroteno debido a que lo obtuvo de la zanahoria. 
Steenbock fué ¡ el primero en sugerir que podía haber alguna rela- 

cion entre el caroteno y la vitamina A pués encontró que la avitaminosis
en ratas puede curarse con vegetales verdes y frescos y que la acción
saludable corresponde a la cantidad de caroteno presente. 

Pero la prueba de que el caroteno es la provitamina A se debe pri- 

mordialmente a Moore, Karrer y colaboradores, quienes demostraron

que es suficiente nutrir ciertos animales con carotenos para después en- 

contrar en el hígado vitamina A y no caroteno. 
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Los compuestos encontrados en las plantas con actividad de vitamina
A para los animales pertenece a la clase de los caretenoides con 40 áto- 
mos de carbono en los que se suceden regularmente en acoplamiento

simple y doble los átomos de carbono y se llaman provitaminas A. El
termino de provitaminas, sólo debe ser empleado tomando como base
aquellos organismos que los transforman en vitamina A. 

En condiciones normales, la vitamina A es rápidamente absorbida

por el tracto intestinal aún cuándo su correcta absorción está por los de- 
más relacionada a la presencia de grasas y a la naturaleza de ellas, pués
se ha visto que cuándo más insaturado es el aceite es mayor la absorción. 

Una vez que las provitaminas han atravesado la pared intestinal pa- 

san al torrente sanguíneo el cuál las transporta a través de todo el orga- 
nismo. La cantidad de caroteno existente en el suero sanguíneo es variable; 

cantidad que se encuentra duplicada o triplicada en ciertos padecimientos

cidad de conversión y cuando se ingieren grandes cantidades de substancias
que lo contienen. 

Las provitaminas son separadas de la sangre por el sistema retículo- 

endotelial, convertidas y almacenadas. La conversión de provitamina A
en vitamina A puede demostrarse experimentalmente siguiendo los ni- 

veles del caroteno y vitamina A en la sangre. 
El lugar principal de almacenamiento de la vitamina A es el hígado, 

el cuál contiene Moore 100,000 veces mayor cantidad de vitamina que
todos los otros depósitos de grasa. 

La concentración de vitamina A en hígados humanos es por termino
medio 200 U.l. por gramo de tejido fresco, en adultos: 130 U.I. en los ni- 
flos y 17 U.I. en infantes. 

En los seres humanos normales parece que no existe ninguna ex- 
crecion urinaria de vitamina A, ni de caroteno, excepto cuándo ha sido
administrada una dosis excesiva de cualquiera de esas substancias. 

La acción de la vitamina A está íntimamente ligada a la existencia
del anillo lonón, as¡ como a la presencia de las dobles ligaduras, y es in- 
teresante también, en relación con sus propiedades bioquímicas, su struc- 
tura de alcohol primario, ya que sea de un modo u otro, la vitamina actúa
en el organismo por sí misma. 

Actividad Bi6lógica—Aproximadamente 1. 600,000 U.l. de vitamina A
por gramo. 
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2.2 Estructura del beta-caroteno

La destrucción del beta- caroteno por oxidación con permanganato ( 21, 22, 23) da una serie de
compuestos como son el ácido — dimetilglutárico, ácido <r- dirnetilsuecínico, ácido dimetilmalánico y
ácido geránico ( o ácido - a-dimetil- 8- acetil valérico). Las reacciones son: 

CF C- 1, 
Mr, 

3
CE

3 / 

Ft C C—C H H 2 C CeCH

2
1 11

31 41 1 > 
E C ti C= O

2 "-' 
C-*"
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CH C \ 

E
3 H 2 CH 3

beta- caroteno ácido gerónico

CF
CH CH

3-,, / C' 3 / 3

F1 2C CUH F2C CCOH

H C
COOR

COCIH

Acido a, -- dimetil succinicO

A,, id, ., - dimetil glutiri- 

CH

FOOC C(',.OF

ácido dimetil malánico

La oxidación de la molécula del anillo de la beta- ionona, da productos de oxidación similares por
lo cual se deduce que la molécula del beta- caroteno contiene dos sistemas de anillos de beta- ionona. 
Estos anillos están unidos por una cadena de cuatro unidades de isopreno. 2' La producción del iso- 
preno,5 se hace a partir de dipenteno. La reacción es: 



C

A

2

dipenteno isopreno

El beta—caroteno puede considerarse como el producto de la dimerización, cola con cola, de dos
unidades de 20 carbonos, producidos a su vez por la condensación cabeza con cola de cuatro unida- 
des isoprénicas. Los carotenoides hidrocarbonados son nombrados carotenos y los carotenoides oxi- 
genados son conocidos como xantofilas. 

La estructura del beta-caroteno se da a continuación: 
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2.3 Métodos generales de aislamiento

El procedimiento para la separación de los carotenoides es el si- 1,

1

guiente: 

1.— Preparación de los materiales que se van a examinar y extracción
de los carotenoides. 

2.—División de los carotenoides en constituyentes hipofásicos y epi- 
fásicos. 

3.—Separación de los pigmentos presentes en cada fase y preparación
en una forma cristalina. 

Como los carotenoides estan distribuídos ampliamente en forma na- 

tural y se encuentran en una gran variedad de tipos de tejidos, no hay
un método general de extracción que se pueda adaptar y adoptarse como
una técnica comun. 

Existen principalmente dos vias de extraccion: por via humeda y
por vía seca. 

Si es por vía seca, el material debe deshidratarse antes de la extracción. 
Esto se realiza fácilmente por secado al sol, preferiblemente en una co- 

rriente de aire, o en un cuarto bien ventilado. Es muy importante que

el material se extienda y voltee de vez en cuándo para llevar a cabo un
secado uniforme y prevenir la fermentaciOD que destruye los carotenoides. 

Una vez seco el material se separan las hojas de los tallos para fa- 
cilitar la molienda, molidos los tallos se juntan con las hojas y se efectúa
la extracción con el disolvente adecuado y a reflujo. 

La extracción puede efectuarse con una gran variedad de disolventes
como benceno, éter de petróleo, disulfuro de carbono, cloroformo, hexano, 
etanol, metanol y acetona. Una vez que se completa la extracción, se
concentran los extractos, pudiendo recuperarse posteriormente el disol- 
vente. 

Como la mayoria de los carotenoides hidroxilados existen en la natu- 
raleza en forma de esteres, antes de la separación por disolventes es nece- 
sario saponificarlos25 para lograr un análisis final de carotenoides. 

Se debe eliminar el material lípido indeseable que podría interferir
con la absorción rromatográfica.' 

La manera de efectuar la saponificación es la siguiente: el extracto

total se disuelve en etanol o metanol y se agrega un mililitro de hidroxido
de potasio acuoso al 60%, en peso -en 10 mililitros de solucion metanólica, 

ELI



Algunos carotenoides no se disuelven fácilmente en etanol o metanol, 

si éste es el caso, el extracto se disuelve primero en el mínimo volumen

neceserio de éter de petróleo o benceno, enseguida se le egrega el alcohol

y el hidróxido de potasio. 

Hay dos métodos para el tratamiento subsecuente: 

1.— La mezcla alcalina se caliente de 5 a 10 minutos en la obscuridad

a baño maría y bajo una corriente de nitrógenog y se enfría pos- 
teriormente. 

II.—La mezcla alcalina se deja reposar en un cuarto obscuro a tempe- 

ratura ambiente o a 5' C bajo una corriente de nitrógeno durante
12-16 horas. 

El metodo en caliente es más rápido sin embargo, el método en frío
es más recomendable para aquellos carotenoides que son particularmente

termolábiles, como la xantofílas. 

Las operaciones subsiguientes son las miismas independientemente del

método usado en la saponificación. 

Una vez efectuada la saponificación y antes de la cromatografía se efec- 
tua la división de los carotenoides en hiPOfásicos y epifásicos. Los carote- 
noides con dos o más grupos hidroxilados son llamados pigmentos hi- 

pofásicos y aquellos sin grupos hidroxilados piginentos epifásicos. Los ca- 
rotenoides hipofásicos y epifásicos más frecuentes son los siguientes: 

Características in- 

termedias entre

hipofásicos y
Epifásicos elMásicos Hinofásicos

Aetinioeritrina Celaxantina Anteraxantina

Afanina Gazaniaxantina Auroxantina

Afanicina Griptoxantina Afanizofila

a- caroteno Licoxantina Astaceno

caroteno ep6xido Rodoxantina Astaxantina

caroteno Rubicromo Azafrina

9- caroteno Rubixantina Bixina

Citroxantina Sarcinaxantina Capsantina. 
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Equinenona. 

Flavodina

Hernatoxantina

Leprotina

Licopeno

Micoxantina

Pro- 9- caroteno

Pro- licopeno

Rodopsina

Rodopurpurina

Rodovibrina

Rodoviolascina

Sarcinina

Torulina

Capsorabina

P-citraurina
Cirisantemaxantina

Crocetina

Cintiaxantina

Flavoxantina

Fucoxantina, 

Glicimerina

Canari-xantofila

Licofila

Mitiloxantina

Nixoxantofila

Oscilaxantina

Pectenoxantina

Pentaxantina, 

Petaloxantina

Picofulvina

Acido salm6n

Carotenoide satinwood

Sulcatoxantina

Taraxantina, 

Torularodina

Trolixantina

Violaxantina

Violeritrina

Xantofila

Xantofila ep6xido

Zeaxantina
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La eromatofrafía en capa fina es una técnica usada para el análisis
cualitativo e identificación de los carotenoides. 

Los adsorbentes que pueden ser usados para los carotenoides son lis- 
tados el), la siguiente tabla: 

TABLA EX

Adsorbentes usados para cromatografia en capa fina de carotenoides
listados en un orden aproximado de incremento en afinidad de adsorción. 

Celulosa ........................ ( 26) 

Suerosa ..... - - - ...... - ........... ( 27) 

Manitol . . ....................... ( 28) 

Kieselguhr ....................... ( 29) 

CaCO3-MgO-Ca(OH)2 . . . . . . . . . . . . . . ( 30) ( 31) 

30:6: 5

M93(POJ2 . ....................... ( 32) 

ZnCO, ........................ .. ( 33) 

Mg,(OH)2CO, .................... ( 34) 

MgO-Kieselguhr .......... - .... ( 35) 

1: 1

MgO ............................ 36) 

MgO-sflica gel ................... 37) ( 38) 

1: 1

Ca(OH) . ......................... 39) 

Ca(OH)2- Sflica gel ................ 40) 

6: 1

Acido silisico .................... 41) 

Silica gel ....................... 42) ( 43) ( 44) 

A1203 .......... : ................ 1 42) 
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2.4 Método de separación de los pigmentos

Método por vía seca

En—un- embudo--dde separación se disuelve el extracto de carotenoides
pon- éter _4@_ petr~, combinando los extractos semejantes. 

1 ",- _
Jase- superior- contiene- los llamajos--caratenas- epi:fá- 

j?
ueseparen dos fas.es. ] L& 

inferior-lo", awados car! tenos hipofásicos. 

CLa fase superior se extrae con metanol y la fase inferior se extrae
con éter de petróleo, combinando los extractos semejantes. 

La solución de pigmentos epifásicos se lava con agua, secada con sul- 

fato de sodio, concentrada en vacio y sujeta a cromatografía. 

Esta t n es la más adecuada ya que presenta mu- 

chas ventaiasL-C-QMQ-~., 

Por depender de procesos físicos reversibles, no se_ gtjiran las subs- 
íje7t-( tancias --durante la separacion. A diferencia de los et¿dos químicos de

separación las tecnicas eromatográficas _qo, requie rea vos específicoscú

para cada., uno -de _los- pqrnpoi ntes_de las.-mkiic-lil. 

Las técnicas cromatográficas permiten el análisis de mezclas comple- 
tas aún cuándo sus componentes sean substancias sin describir y cuya
presencia es desconocida o insospechada. 

Los métodos cromatográficos se hallan entre las tecnicas de separa- 
ci0n más precisas. Se pueden aislar mínimas cantidades de substancias
que puedan ser analizadas por los metodos más sensibles. 

J ' El extracto epifásico, concentrado se sujeta a eromatográfia en colum- 

na con un adsorbente adecuado y se eluye con disolventes polares o no
polares dependiendo de la naturaleza del carotenoide. 

Las substancias porosas empleadas como adsorbentes deben adsor- 
ber los componentes de las mezclas selectiva y reversiblemente. Deberán
permitir la recuperación de las substancias adsorbidas sin cambio, o

alteracion de las mismas, asi como favorecer un flujo regular del líquido de
lavado, asegurando asi la formación de zonas uniformes y bien definidas. 
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Los adsorbentes más comúnmente usados para la cromatografía de
carotenoides se enlistan a continuación: 

Celulosa

Sacarosa

Almidón

Carbonato de calcio

Fósfato, de calcio

Carbonato de zinc

Carbonato de magnesio

Oxido de aluminio

Oxido de magnesio

Hidróxido de calcio

Oxido de calcio

Sílica gel

Los disolventes desempeñan un papel muy importante en la adsorción
y separación de mezclas. Son substancias que permiten la adsorcíón re- 
versible y selectiva de' los componentes, así como la determinación y re- 
cuperación de los productos separados. La adsorcion de una substancia
dada aumenta, en general, a medida que decrece la polaridad de los di- 
solventes empleados y viceversa. 

Para disminuir la adsorción y por lo tanto favorecer el desarrollo del
cromatograma, puede añadirse a un líquido de lavado débilmente polar
pequeñas cantidades de disolvente de mayor polaridad. Estos disolventes
polares pueden mejorar la separación de las mezclas. por desplazamiento
selectivo de las substancias adsorbidas. 

Los disolventes más comunmente usados en la cromatográfia de ca- 
rotenoides, en orden de su poder de eluciOn, están lisitados en la siguiente
tabla: 4 5
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TABLA X

Solvente Punto de ebullición Ultravioleta

Eter de petróle041; 40-60' C 210

n-hexano 68.7 210

Cielo hexano 80.7 210

Tetracloruro de carbono 76.7 m
Benceno 80.1 280

Tolueno 110.6 285

Eter dietílico 34.5 220

Acetona 56.5 330

Acetato de etilo 77.1 260

Dielorometano 40 245

Alcohol ter-amilico 102 210

n -propanol 97.4 210

Etanol 78.5 210

Metanol 64. 1 210

Piridina 115.3 305

a!

MLos
carotenos se separan sobre columna de hidróxido de calcio o

1 1 W activada ( Brockman grado 11; 3Yo agua). 
Los carotenoides monohidroxilados son separados sobre alúmina no

muy activa. Para los carotenoides de polaridad int son m' conve- 

Z
asjdia

nientes el carbonato de calcio y el óxido d( i * , Las xantofílas más

polares requieren un adsorbente muy activo tal como la calulosa. 
El poder de adsorción no es solamente característica de la fase esta- 

cionaria sino tambien es importante la selectividad de diversos factores
estructurales. 

La alúmina y la gel de sílice son buenos adsorbentes generales para
las separaciones de compuestos de polaridades muy diferentes. 

Las separaciones de los carotenos sobre óxido de magnesio, hidróxi- 
do de calcio, carbonato de zinc, dependen en gran parte de el número, 

posición y tipo de dobles ligaduras,'>. 
Las columnas pueden prepararse en diversas formas que dependen en

parte de las propiedades del adsorbente. Los adsorbentes de partículas
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redondas, pequeñas y tensas pueden cargarse en seco por apelmazamiento
en el tubo. Los polvos secos no comprensibles se pueden apisonar en el tubo

en pequeñas porciones sucesivas, mientras que los polvos compresibles ta- 

les como la arena silícea y azúcar en polvo, pueden prensarse fuertemente
dentro del tubo con un émbolo solo, ligeramente menor que el tubo mismo. 

Los adsorbentes de polvo fino se pueden mezclar con ayuda de un fil- 
tro, como arena silícea, tratada termicamente antes de ser colocada dentro
del tubo, consiguiendose asi mejorar la elución. Muchos adsorbentes se em- 

plean hechos una suspensión con el disolvente y así se vierten delitro del
tubo. 

El extracto epifásico concentrado se. aplica en el tope superior de los
sustratos de la columna empacada con el adsorbente y disolvente adecuado
y desplazándose a traves de la columna, hasta que las zonas coloreadas se
separan a lo largo de la columna. Los car Itenos-sm~ os- speuencialmente

e norden de su afinidad creciente de adsorción. 

C -I -C- ada fracción visualmente distinta se colecta separadamente, se eva- 

Tra a sequedad y se redisuelve en un pequeño volumen de solvente, y se
examina por cromatografía en capa fina o por espectrofotometría. 

La separación de los carotenos es la siguiente. 

Am— zona amarilla

An— zona anaranjada

V — verde

Clorofilas + xantofilas

Beta-caroteno

Alfa-caroteno
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Cromatografía en columna. 

En el trabajo desarrollado se ensayaron los dos métodos descritos con

ligeras variantes para determinar el rendimiento de beta-caroteno. 

En la extracción con hexano por via seca se obtuvieron soluciones café - 

rojizo que una vez concentradas produjeron sólidos viscosos de color verde

oscuro. 

A éstos sólidos viscosos se les efectuo la saporrificacíón y la separa- 
ción de los carotenos hipofásicos y epifásicos. 

Se intentó la separación de los carotenos epifásicos por columna Cr0- 

matográfica protegida de la luz con papel aluminio, usando gel de sílice

como adsorbente y éter de petróleo corno eluyente, se recogió la primera
fracción de color amarillo. Para disminuir la adsorción y favorecer el des- 
arrollo del eromatograma se afiadieron gradualmente pequeñas cantidades

de disolventes más polares. 

Las fracciones recogidas fueron concentradas y analizadas cualitativa- 
mente. Los máximos de adsorción de éstas fracciones no corresponden a los

máximos de adsorci0n del beta-caroteno. 

Esto se debe probablemente a la sensibilidad de los carotenos a la luz

y al oxígeno atmosférico, que provocó la oxidación de los mismos durante
el desarrollo del cromatograma. 

Se hicieron nuevos extractos y se sometieron a cromatografía pero no
se lograron aislar puros, ya que dentro de la misma columna se apreciaban

cambios de coloracion. 

De acuerdo a la literatura es posible la separacion pero en condiciones

que lo protejan del oxígeno y la luz. 
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J ? 
Coagulación. Método por vía húmeda. 

La alfalfa fresca se muele con aproximadamente 500 mililitros de agua
por cada kilogramo de alfalfa. La misma cantidad de agua se puede usar
para moler toda la cantidad de alfalfa, quedando así un jugo concentrado
de alfalfa. 

La mezcla se filtra y al filtrado se le adiciona aproximadamente un
gramo de amoníaco por cada kilogramo de alfalfa; al final debe quedar un

pH entre 8 y 8.5. El tratamiento con amoniaco elimina esencialmente las
pérdidas de caroteno y ayuda al proceso de coagulacion, facilitando la sepa- 
ración del coágulo. 

Al filtrado se le hace pasar una corriente de vapor de agua, la cual
contribuye a incrementar el volumen total del líquido en un 10 a 15%. La

temparatúra en el recipiente que contiene el jugo de alfalfa se mantiene

entre 80-82' C, modulando el flujo de vapor y manteniéndolo el tiempo
necesario para que el coágulo formado se integre y flote. 

La dureza y estabilidad del coágulo varia con el pl—l, obteniendose las
características óptimas a un pH e 8.5. Un coágulo más duro es mas fácil

de manejar durante la operación. 
a~ tj

En la siguiente tabla se muestran las pérdidas de caroteno y xantofila
de acuerdo al pH. Se observa,,que la adición de amoníaco elimina las perdí - 
das de caroteno y reduce la de xantofílas 4".,  

Pérdida de caroteno y xantofila durante la coagulacion. 

pH Pérdida de caroteno Pérdida de xantoffia.9

5.8 10.6</, 36.5% 

6.5 17.5 42.8

7,5 5.8 29.7

8.0 5.4 26.6

8.5 0.0 5.8
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Una vez formado el coagulo se separa mecánicamente, se seca y se

analiza, o bien se extrae con cloroformo, se concentra y se analiza y final- 
mente puede ser cromatografíado para obtener el beta caroteno puro, aun- 

que como se menciono anteriormente, para las necesidades del mercado
1no es necesaria ésta purificación. ------ 
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2.5 Usos del beta-caroteno. 

El beta- caroteno fue usado inicialmente para el tratamiento de las mo- 
lestias de niños raquíticos o como prevención para las enfermedades de

invierno en niños y adultos. 

En la actualidad el b—eta-_~= o se utiliza en la producción de pro- 

ductos far s y en la manuf~ u& e margarina vita - 

minada, en gran cantidad de productos alimenticios y cosméti s-. 

Su ímportancía mayor mn rnrnpwemtp_.de i * a aníma- 

les, el precio de pastos, alfalfas, etc., ha sido determinado en gran parte, y
algunas veces completamente, por su contenido de beta-caroteno. 

t-ambi¿n usado e - I ínicoomo. un si, úmwlto yitam - 

en la fortificación de la margarina. Los avicultores usan éste producto para

dar a las aves o los huevos de las aves una pigmentación de color amarillo, 

usándose para estandarizar la pigmentación de la yema en las raciones para
ponedoras. 

nutrara *cióii humana el beta-caroteno es. la provitamina mas im- i

portante. En la mayoiia de los alimentos co gpqj_ sob~ a eminentemente
las otras provitaminas en concentración. 

Algunos de los nombres comerciales son: Carophy1 10, presentado en
forma de polvo estabilizado; conteniendo 1017o del éster etílico del ácido

beta-apo- 8- carotenoico y beta-caroteno. 

Extracto de Luzerna que contiene elorofilas alfa y beta en un 2070, 
xantofilas de 0.6 a 0.8%, beta-caroteno de 0.3 a 0.4%, tocoféroles de 0.8 a

1%, vitamina K de 0. 15 a 0.2%. El resto esta compuesto de materias grasas, 

fosfolípidos y esteroles. 

Análisis cualitativo y cuantitativo de los espectros. 

El cuanteo de beta-caroteno en los diferentes extractos obtenidos se

hizo por medio de espectrofotometría en el visible. 

Se consultO la literatura y Sólo se encontraron los datos de E lVo/ 1cin
del beta-caroteno, pero no se encontró el valor del coeficiente de extincion
molar. 
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Se consiguieron varias muestras de beta-caroteno para determinar el

espectro cuantitativo y obtener el dato deseado. 
Como ya se mencionó el beta-caroteno es un compuesto poco estable

por lo que fue difícil de conseguir. Se nos proporcionó en dos presen- 
taciones: 

Una como suspensión oleosa al 30yo y la otra como cristales puros, sin- 
téticos en ampoyetas de un gramo, bajo una atmósfera de dióxido de car- 
bono. 

Se determinaron los espectros y se calcularon los coeficientes de extin- 
cion molar, encontrándose ligeras diferencias entre ambas muestras. 

Considerando más representativo el espectro obtenido con los crista- 

les puros éstos datos se tomaron como patrón de comparación. 

Se hicieron dos espectros en el visible de beta-caroteno puro con di- 

ferentes concentraciones, obtenéndose los siguientes resultados: 

Para el primer espectro se tomaron 1. 5 íng de beta-caroteno, se afora- 
ron con 25 mililitros de hexano, se tomó una alícuota de 3 mililitros y se
aforaron a 25 mililitros, quedando una concentracion de 0.18 bg/ mI. 

Del espectro se eligió el máximo de X,,,, que a esa concentración mos- 

tró una absorbancia de 0.805. 

Cálculos: 

P. M. beta-caroteno = 537

Concentracion = 1. 34 X 10-5 moles/ litro
Longitud de la celda= 1 cm. 

Fórmula aplicada: 

A E x C x L

E 60, 074. 

En el mismo espectro se identificó un hombro 7477 con una absor- 

bancia de 0.685 y E= 51, 119. 

Para el segundo espectro se tomó 1.5mg de beta-caroteno, se aforaron
a 25 mililitros con hexano, se tomó una alícuota de un mililítro y se aforó
a diez mililitros, quedando una concentración de 0.06 miligramos. 

Del espectro se eligió el maximo de X46o que mostró una absorbancia
de 0.7. 
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Cálculos: 

P.M. beta-caroteno  537

Concentración = 1. 11 x 10-5 moles/ litro. 

Longitud de la celda = 1 cm. 

Fórmula aplicada: 

A E X C X L

E 63, 063. 

En el mismo espectro se identifico un hombro X177 con una absorban- 

cia de 0.6 y E = 54, 054. 

Se tomaron como valores de xetinción molar los siguientes: 
x46o ( 61, 600) y x,,, (52,600). 

En éste trabajo se estudiaron dos muestras de alfalfa: 
1).— Alfalfa seca extraída con hexano. 

2).— Alfalfa húmeda para fon-nar un coágulo. 

Los resultados obtenidos en el tratamiento de una muestra fresca se
muestran a continuación: 

Un kilogramo de alfalfa fresca se secaron con las condiciones ante- 
riormente mencionadas, produciendo 148 gramos de alfalfa seca, es decir, 
14.8% de alfalfa seca en base a alfalfa fresca. 

De la alfalfa seca se hizo un extracto con hexano que una vez concen- 
trado pesó 2.2750 gramos que representa un 1.54% de la alfalfa seca. 

A éste extracto se le hicieron espectros cualitativos en la region del
visible en el cual se observaron los siguientes máximos: X41-1, 1477, ", 7,, de

ellos el de mayor intensidad fue el de X,:,,. 

Los máximos se compararon con los datos de la literatura y se pudieron
asignar los de 411 y 670 a la clorofila a4r7 y el máximo de 477 al beta- 
caroteno. 

El extracto con hexano fue sometido a saponificación obteniéndose

los componentes epifásicos e hipofásicos y en la interfase, una cantidad
apreciable de un producto blanco de aspecto ceroso. 
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En el espectro cualitativo en la región del visible del extracto epifásico
se observaron máximos a 390, 1422, X450 y ' 477. Por comparación con datos
de la literatura", se asignó el maximo de 390 a 8 - caroteno; el maximo de
422 se puede asignar a una xantofíla y los máximos de 450 y 477 correspon- 
den al beta-caroteno, ya no se observaron los máximos debidos a la elo- 
rofila. 

A los extractos con hexano y epifásico se les determinó el análisis
espectroscopico cuantitativo con los siguientes resultados: 

Se calculó el coefíciente de extinción molar para el máximo a 1, 77, que
corresponden a la absorción del beta-caroteno. 

Se pesaron 5.81 miligramos del extracto con hexano, se aforaron a diez
mililitros y se sacó el espectro. Para el máximo '' 477, le corresponde una

absorbancia de 0.65. Espectro 111. 

Cálculos: 

P.M. beta-caroteno = 537

Concentración = 108 X 10-5 moles/ litro

Longitud de la celda= km. 

Fórmula aplicada: 

A E X C X L

E 601.85. 

Por comparación con el coeficiente de extinción molar del beta-carote- 
no puro del máximo ' 477 ( 5% 600) se detectó un 1. 14% de beta-caroteno, en

el extracto con hexano. 

Se pesaron 4.83 miligramos de extracto epifásico y se aforaron a diez
mililitros. Del espectro se eligió un máximo de 746o que a esa concentración
mostró una absorbancia de 0.67. Espectro IV. 

Cálculos: 

P.M. beta-caroteno = 537

Concentracion  89.9 X 10-5 moles/ litro

Longitud de la celda= lem. 

Fórmula aplicatla: 

A E X C X L

E 745.3. 
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Por comparación con el coeficiente de extinción molar del beta- 
caroteno puro del máximo X .. ( 61, 600) se obtuvo 1. 21% de beta-caroteno

en el extracto epifásico. 

Del mismo espectro se eligió un hombro a ' 477 que a esa concentra- 

ción mostró una absorbancia de 0.61 y E= 679. 

Por comparación con el coeficiente de extinción molar del beta- 

caroteno puro a X477 ( 52, 600), se obtuvo 1. 3% de beta-caroteno. 

Al observar el contenido de beta-caroteno en el extracto con hexano, 

se ve que es el mismo valor que se calcula en el extracto epifásico, lo que

indica una extracción prácticamente cuantitativa al pasar el extracto con

hexano a epifásico. 
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RESULTADOS

De un kilogramo de alfalfa fresca se obtuvieron 148 gramos de alfalfa

seca que representa un 14.8%, el resto es humedad y fibra cruda. 

Una vez evaporado el extracto con hexano se obtuvo 2.2750 gramos

de un producto sólido grasoso de color verde que representa un 1.54% de la

alfalfa seca. Este producto ya es un concentrado de colorantes de la
alfalfa. 

Despues de la saponificación se obtuvieron 0.9310 gramos de extracto

epifásico que representa los carotenos de la planta y que constituyen un
40.92% del extracto con hexano y un 0.63% de la alfalfa seca. 

En el metodo de coagulación se observó que el coágulo no se forma

si se procesa la alfalfa ya seca. 

Con la alfalfa fresca se forma fácilmente el coágulo. Una vez hechos

los extractos con disolventes adecuados se hicieron los espectros en el

visible encontrándose como los máximos más importantes los correspon- 

dientes a la clorofila que por absorver en zona muy cercana a la absorción
del beta-caroteno no permitieron observar éste por lo que se deduce que

esta en muy baja concentración. 
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3. 1 VIA SECA. 

1.— Preparación de la alfaffa. 

Un kilogramo de alfalfa se deshidrató en un cuarto bien ventilado, 

extendiéndose y volteando de vez en cuando para llevar a cabo un secado
uniforme y prevenir la fermentación que destruye los carotenoides. 

Una vez seca la alfalfa se separaron las hojas de las tallos para facilitar
la molienda, molidos los tallos se juntan con las hojas. Obteniéndose un

peso de 141& gramos de alfalfa seca. 

2.—Extracción con hexano. 

En un matraz de bola de dos litros, se colocaron L¿lla gramos de alfalfa
seca con aproximadamente un litro de disolvente, se calentó a reflujo du- 
rante una hora, se dejó enfriar, despues se procedió a filtrar y la solución
obtenida se concentró en el retovador, después de evaporar el disolvente se
obtuvo un extracto café -verdoso que pesó &.116.76_gramos. 

Con la alfalfa residual que quedó de la primera extracción, se proce- 

dió a hacer una segunda y tercera extracción con hexano, bajo las mismas
condiciones, se dejaron enfriar, después se filtraron y las soluciones obteni- 
das se concentraron en el rotavapor, después de evaporar el disolvente
se obtuvieron el segundo y tercer extracto con pesos 1. - 767_g y 1,058 g res- 
pectivamente. Estos dos extractos y el primero se les efectu0 una placa
cromatográfica en capa fina de gel,& sílice,1 usando bencena- como eluyen- 

te, donde se comprobo la semejanza en la composición de los extractos, 

por lo que se juntaron y se obtuvó un extracto hexánico con un peso de
4.991' gramos. 

Como el extracto estaba emulsionado se separo por medio de una cen- 
trífuga, en el fondo se depositó un producto grasoso de color ligeramente

amarillo, que no fue estudiado, y se lavó con cloroformo hasta que no dió
mancha de beta-caroteno. El extracto eloroformico se juntó con la solu- 
ci0n centrifugada que una vez evaporada produjó 2.2750 gramos de un só- 
lido verde obscuro. 

Este extracto se analizo cuantitativamente por espectrofotometría en

el visible. 
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I—Saponificaci6n. 

Se disolvió 2.2750 gramos de extracto de éter de petróleo, se colocaron

n un matraz redondo 24/ 40 de 250 mililitros, se adicionaron 2 gramos de

hidróxido de potasio disueltos en 40 mililitros de etanol y se procedió
a refluir la mezcla con agitación por un perido de dos horas. 

Después se enfrió y se efectuó la separación de los carotenoides hipo- 
fásicos y epifásicos. 

4.—División de los carotenoides en constituyentes hipofásicos y epifásicos. 

En un embudo de separación de 250 mililitros se colocó la mezcla an- 
terior con 50 mílilitros de eter de petróleo, se adicionó 150 núlilitros de
agua destilada hasta la formación de dos fases, se formó también un pro- 
ducto grasoso de color ligeramente amarillo que fue lavado con clorofor- 
mo hasta que no dió mancha de beta-caroteno. El residuo no fue estudiado. 

La fase superior contiene principalmente los carotenos epifásicos y
la fase inferior principalmente los carotenos hipofásicos. 

Se separaron las dos fases y se efectuaron nuevas extracciones. 

La fase inferior se extrajo cinco veces mas con 100 mililitros cada, 
una de éter de petróleo, juntándose lo sextractos similares. 

El producto grasoso se extrajo tres veces más con 100 mililitros cada

una de éter de petróleo, juntándose los extractos similares. 

La solución epífásica se concentró en el. rotavapor, después de evapo- 
rado el disolvente se obtuvo un extracto con un peso de 0.9al0 gramos, que

se analiZO cuantitativamente por espectrofotometria en la region del vi- 
sible. 

I
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3.2 VIA HUMEDA. 

Un kilogramo de alfalfa fresca se molió con aproximadamente 500
mililitros de agua. La mezcla se filtró y al filtrado se le adicionó un gramo
de amoníaco. 

Al filtrado se le hizo pasar una corriente de vapor de agua, mante- 
niendo la temperatura del recipiente que contiene el jugo de alfalfa en- 
tre 80-82' C. 

Una vez formado el coágulo se separé mecánicamente, se extrajo con

diferentes disolventes, como: cloroformo y tetracloruro de carbono, se

evapo . raron los extractos y se realizó el análisis espectroscópico cuantitativo
en el visible. 

Los máximos se compararon con los datos de la literatura y se pudie- 
ron asignar los de 411 y 670 a la clorofila. No se pudo identificar ningún
máximo del beta-caroteno. 

Contenido de proteínas. 

Se determinó el contenido de protemías al coágulo por el metodo
Kjeldahl48. 

Se tomo una muestra del coágulo de 6 gramos, se colocO en el frasco
Kjeldah1, se le adicionó 96% de sulfato de sodio, 3.5510 de sulfato de
cobre, 0.5%, de dióxido de selenio en un total de 8 gramos y 20 mililitros

de ácido sulfúrico concentrado y se efectuó la digestión. 

Una vez terminada la digestión se le adicionó a la solucion una grana- 
lla de zinc, 100 mililitros de hidróxido de sodio al 50%, un trozo, de para- 

fina y se efectuó la destilación, recogiéndose el destilado en una solucion
de ácido bórico al 2% con 0.16 de% rojo de metilo y 0.083% de bromocre- 

gol como ¡ indicador. 

Finalmente la solucion destilada se titulo con ácido sulfúrico 0.1 N. Se
calculó el contenido de nitrógeno de acuerdo a la siguientes fórmula: 

m.eq. X ml X N X 100
P

se encontro que la muestra contenia un 21.3% de proteínas. 
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CONCLUSIONES



El beta-caroteno puro se puede obtener a partir de alfalfa seca o húme- 
da. Si el objetivo se obtener preparados comerciales de la calidad de los
que se importan en México, no es necesario llevar a cabo una separacion
cromatográfica. 

La composición de los preparados comerciales importados de Alemania
Republica Federal, Estados Unidos, Suiza y Uruguay, por los laboratorios
Productos Roche, Ciba Geigy, Comercial Rcka, Hoffman, Pinter Boswort, 
productos cosmeticos cabello y Merck de México, estos tienen una concen- 
tración promedio de pro-vitarnina A que oscila entre 0.3 y 0.4% en peso. 

El beta-caroteno es un producto de alto valor comercial que se puede - 
obtener a partir de alfalfa. Este proceso de extracción es relativamente

sencilla hasta la obtención del extracto epifásico. 

La obtención de productos puros resulta difícil dada la fácil descom- 
posición del beta- caroteno. 
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