Determinacin Cuantitativa de vitenina M en_Productos Cdrnicos,pox cromatognafia de 1fquidos
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La importancia de la vitamina A en la nutricidn humana es bien conocida siendo necesaria parg
desarrollo, reproducci8n y conssrvacién de la salud. La falta de vitamina A en la dieta causa inhiblcisn
crecimiento y ceguera nocturna. Los alimentos que contribuyen al aporte necesario de vitamina A SON prine
cipalmente el higado, la leche y cus derivados y los alimentos ricos en carotenos, precursores de 1a Vita
na A. Sin cmbargo, en la elaboracidn de los productos alimenticios, frecuentemente tiene lugar una daqraa;
cidn de las vitaminas. Por esta razdn, ha constituido motivo de interds, el estudio sobre el contenide de
la vitamina A en pasta de higado ("foie-gras"), especialmente en su forma, todo-trans-retinol,

Existen varios m3todos clfsicos para la determinacidn cuantitativa de la vitamina A basadog en
su absorcidn en UV, su reaceidn colorimftrica con kricloruro de antimonio 8 con diclorohidrina de 9licero]
(1,2). BEn muestras complejas como son los alimentos, existen interferencias que previamente deben ser a N
nadas por cromatografia de columna, lo cual puede llevar a importantes pérdidas de la vitamina, como COngan.
cuencia de su sensibilidad a la luz vy su inestabilidad en contacto con oxigeno.

. La aplicacién de la cromatogratfa de 1fquidos de alta eficacia (CLAE) a los andlisis farmacéuttg
cos, clinicos y bromatoldgicos es relativamente reciente. La determinacidn de retinol por esta técnica ep -
margarina (5), leche (7), aceite comeszible (3), sangre (6) y productos farmac&uticos (8) ha sido objeto da
publicaciones en revistas de 1a especialidad,. ] |

En el presente trabajo se ha empleado la cromatoarafia de liguidos para 1la determinacién de todo=
trans-retinol en pasta de higado. Bl método aqui descrito se lleva a cabo en tres pasos: saponificacidn, gy
traccidn y cromatoqrafia. -

M&todo

Aparatos y material

- Equipo de cromatografia de 1fquidos de Waters:
Bomba (Modelo 6.000); Inyector (Modelo U6K); Detector (Modelo 440) de A fija 313 nm.
Columna RadPack Cia7 10 pm, en compresidn radial
Registro (Data Modge 720) con integracidn de area de pico.

- Bafio de ultrasonido para la desgasificacién de los eluyentes.

- Materijal de vidrio topacic,

- Espectrofotometro con posibilidad de medida a 620 nm.

Reactivos.

= Acetato de todo-trans-retinol (Serva Feinbiochemica, Hesidelberg).

- Pirogalol (Merck)

- Disclventes de grado CLAE: n~hexano, etanol, metanol, cloroformo.

= Agua destilada, tratada por Mili Q vy filtrada por filtros de' 0,45 pm,

- 50lucidn Carr-Price: 250 g/l de tricloruro de entimonio en cloroformo (2).

Cromatografia de lfquidos., N
~ Preparacidn d= la curva patrdn: Se prepsra una solucidn patrdn de 50 U.I./ml. en isopropanol, (1 Unidad -
Internacional corresponde a 0,344 ng. de acetato de todo-trans-retinol) partiendo de uni%solucién madre,
Dicha solucifn madre se valora previamente por U,V. a 325 nm., teniendo en cuenta que E = 1.900 para
acetato de retinol en isopropanol. A seis matraces topacio de 250 ml. con boca esmerila&é?mée afladen res-
pectivamente ©,5; 1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 ml. de la solucidn patrén correspondientes a contenidos de 0, 25, 50
100, 150 y 200 U.I. de retinol. Se completan con agua destilada hasta 10 mi. sometiendose seguidamente es-—
tas sduciones al proceso de saponificacidn,extraccidn e inyeccidn en el sistema cromatogréfico, tal y co-

m se describe a continuacidn., v
Praparacidn d: la muestra: Se pesan 1,0 Je de la w..stra, previamente homogeneizada, en un matraz topacio
de 250 ml. con boca es crilada, evitando la 1w a. Se afiade 5-10 ml. de agua dest., agitando energi
camente hasta la obtencién de una suspensidn excata Ae grumos, .
Saponificacién y extraccidn : A pRTrones y mucstc oo abaden 50 mg. de pirogalol, 25 ml. de etanol y 8 =
ml. de una solucidn de KCH en etanol (0,25 g/ml.) preparada inmediatamente antes de su uso. Después de --
mezclar bien se lleva a refluje a baho Maria y en arnosfera de nitrdgeno durante 30 min., Después de en--
fiiar répidamente con agua corriente, se afladen 2¢ rnl. de agua dest. vy se extrae con 2 porciones de 50 mle
n-hexano.lLos extractos reunidos se lavan con 5 porciones de 25 ml. de agua dest. y se hacen pasar seguida
mente por un filtre que contiene sulfate sddico anh:dro, lavando el filtro a continuacidn con 10 ml. de -
hexanc. El extracto se evapora al vacio hasta sequednd, aplicando corriente de nitrégeno para los filtimos
wl., v se trate el residuo con 4 al, de hexano.

- Cromatografia de alta eficacia: La cromatografia s» realizd en las siguientes condiciones:

Vollmen inyectado : 20 pl
Fase movil : metancl/agua (96+4)
Tabla 1. Columda : Columaa Rad Pak ClS' 10 pm, en compresidn radial
Flujo : 1wl min,
Detectors U,V. 313 nm.
Tiempo de retencidn : 6,90 - 6,95
La cuantificacidn de la vitaminoc a en la muestra se efectud comparando las areas de pico de la muestra ¥
las areas de pico del patrdn y tenisndo en ~uenta las diluciones realizadas.

Método colorimétrico (Carr-Price)

. } . » ; 2 el
- Preparacidn de la muestra y de la curva patrén ; Partiendo de 1-3 g. de la muestra homogenfzada o enrid
caso de la curva patrén entre 10 y 100 UL de vitamina A, se sigue el método de saponificacién y poste




gciﬁﬂ con eter etilico, evaporando una alicuota del extracto etereo anhidro y disolviendolo en clo-
1,2)

i;n(célorimétrica: Se toma 1 ml de la solucidn clorofdrmica de la muestra y se pasa a un tubo del -
{petros se anade una gota de anhidrido actico y 4 ml del reactivo Carxr-Price y se mide inmediata-—-
~"4 620 nm. ya que esta reaccidn produce una coloracidn tan inestable gque las lecturas deben reali--~
en un intervalo de 5-10 segundos despuds de la adicidn del reactivo. La cuantificacidn de la vita
en la muestra se realiza, hallando el factor de conversidn mediante la curva y aplicdndolo a la =
a de la muestra, teniendo en cuenta las diluciones realizadas.

a
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gl método que se propone y aplica a la determinacidn de vitamina A en pasta de higado resulta del
. exhaustivo dgl‘. problema concreto y de la seleccién y fijacidn de las condiciones mds iddneas, el pa-
o) A saponificacion era necesario para convertir los esteres de retinol en su forma libre y tambi&n para
1 grasas y otras sustancias que pueden causar interferencias en la cromatografia. La eleccibn de la
pvil estl fund?x}entada en un compromiso entre la velocidad de la cromatografia y la obtencidn de picos
a integracidn.
para establecer la sensibilidad y precisidn del método se procedid a la saponificacién y extracidn
tintas cantidades de retinol y siguiendo el método descrito se inyectaron en el sistema cromatogrdfico
ras de 20 nl del extracto en hexano (4 ml), repitiendo las inyecciones para comprobar las areas obteni
distintas escalas de sensibilidad del detector. Los resultados se incluyen en la Tabla 2.

gact

2, valores medios (x) y desviacién estandard (DE) obtenido de las areas de pico después de 4 inyeccio-
nes a distintas sensibilidades del detector. Las restandes condiciones cromatogrdficas segiin Tablal.
Vit. A ( U. I.)/ml Unidades de area
% (n=4) + DE
3,13 515 30 (5,8%)
6,25 1038 8 (2,7%)
12,5 2097 6 (2,2%)
25 4202 9 (1,2%)
50 8305 1 (0,5%)

2
4
4
4
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La curva de calibracidn obtenida aplicando este método se refleja en la fg. 1, mediante la cual -
calcularse el factor de respuesta, en estas condiciones, para el todo-trans-retinol en un margen de —-—
50 UI/ml. Esto corresponderia a 1-200 UI de vitamina A por gramo de pasta de higado. Los valores indui

como puntos de la curva, se repitieron en dias .sucesivos obteniendo total concordancia.

- L . Unidades de area de pico
Comprobada asi la validez de la técnica en cuanto a reproduc-—

lidad aplicada a la solucién patrdn, se procedid a la obtencidn de - 104
cromatograma partiendo de una preparacidn en hexano de pasta de higa-
previamente tratada siguiendo el método descrito. Un cromatograma ti-
¢0 de pasta de higado se presenta en la fig.2. La comparacidn conel cro
matograma de retinol patrdn (fig.3) condujo a la identificacién devitami
_' na A en el extracto de pasta de higa
Fig. 2 Fig. 3 do. En las condiciones fijadas no se
detectaroun interferencias de otras -
sustancias, lo cual indujo a no modi
ficar dichas condiciones, y a ensaya_r
la reproductibilidad del m&todo apli
cado a la muestra de pasta de higada

Sobre una muestra de pasta de hi-

gado se realizaron durante 4 dias su
cesivos, determinaciones en cuadrypli
cado calculando las concentraciones

de vitamina A en la muestra mediante
el factor de respuesta deducido de la
fig.1l, y segiin las areas obtenidas -
después de aplicar el proceso descri
to., Los resultados estdn reflejados

en la Tabla 3. Valores expresados en
UI de vitamina A por gramo de mues-—

tra (medias y desviacibn estandamDE)\ N

Basdndose en los resultados obte- 1‘0 2'0 3'0 20 50 U ml.

BdcE & oL enseyo I8 1a repreducieis Figl.@rva & calibracidn,relacionando

pbilidad se prosiguid con un estudio ) .
: ? . 7" unidades de area y retinolgnl hexano
de la recuperacidn de retinol anadido,

aplicando el método propuesto a muestras en duplicado y comparando los -
resultados obtenidos con los correspondientes a los del método colorimé-
trico (Carr-Price), y se determinaron las cantidades de UL de vitamina A
por g. también en las muestras que contenian el retinol afiadido. Como pwe

de observarse en la Tabla 4, los valores obtenidos por el método colorimé
trico son superiores a los resultados de la cromatografia de liquidos tal

2y 3,0r

! omatogramas de pastade hi-
Fig2)

¥ de todo-trans-retinol(Fig3)

o:r:lde esperar ya que el método colorimétrico, realizado sin una purific?acién previa.puede aportar re

15" de i:\gados porlla 1nt§rferencia de otros‘c?mpuesFos. En muestras complej?s_se acgnsg?a {1,2).la ‘ellm}_

Ante 5 erferencias mediante columna de aliimina. Sin embargo,esto puede originar pérdidas de vitamina A,
Proceso de purificacidn.




Tabla ‘3. Ensayo de reproductibilidad de una muestra de pasta de higado en cuatro dias sucesiws,
ciones de la Tabla L., Valores expresados en UT de vitamina A/g de pasta de higado.

Seqfin e

UL de vit. A/g pasta de higadc X (n=4) + DE

l°dia: 99,4-100,0 ~ 104,2- 89,0 98,2 + 5,6
2°dfa:102,8-108,3 ~ 1ll6,1-111,1 109,6
3°dfa:109,9-114,0 - 115,4415,7 113,8
4°dfa:101,3-113,8 - 101,0-105,0 105,0

Media y DE sobre los 4 dias: 106,7 + 7,4

Tabla 4. Comparacidn de los resultados obtenidos en los ensayos de recuperacidn de retiqol afiadi

= do, tantg o
por el método CLAE, como por el Carr-Price. 1

Vitamina A en UIl/g. de muestra:

CLAE Carr-Price
Encontrado Recuperado Encontrado Recuperado

Pasta de higado 125,0 - 137,6 -

Pasta de higado + 33,4 U1/9 157,9 98,5% 170,9 99, 7%

Pasta de higado + 50,1 Ul/g 175,4 100,6% 189,6 104,0%

Finalmente se realizaron las determinaciones de vitamina A en una serie de pastas de higado comerey
les, aplicando la cromatografia de ifquidos en las condiciones fijadas en la Tabla 1 paralelamente cop el.;&*
todo colorimétrico Carr-Price, tal y como se ha descrito.

Los datos obtenidos estdn reflejados en la Tabla 5, (Medias de valores en duplicados). Como puede
servarse los valores obtenidos con el método Carr-Price, son sistemdticamente superiores a los resultados
matogrdficos lo cual coincide con las conclusiones de recuperacidn del retinol afladido (Tabla 4). Lag niestue
4 y 6 fueron elegidas por la ausencia de higado declarado en la composicidn del producto, lo cual fud confﬁgf
mado por los valores minimos de retinol encontrados. \

CONCLUSIONES

Se ha propuesto un método de determinacidn de vitamina A en pasta de higado, por CLAE, concretan=
do las condiciones en las distintas fases del método.

El método es preciso y su sensibilidad es mayor que la del colorimétrico para este tipo de mestra,
no habiéndose detectado interferencias de ninguna clase. 1

Se han comparado los datos obtenidos en unos ensayos de recuperacién de vitamina A afiadida, tante
por el método CLAE, como por el Carr-Price, encontrando resultados satisfactorios en los porcentajes de recu
peracidn, aunque la colorimetria aporte sistemdticamente valores superiores.

El método es rdpido y fiable y en una jornada de trabajo normal puede realizarse el anilisis de -
6-8 muestras., 14

Tabla 5. Comparacifn de resultados de retinol (UI/g) en pasta de higado, segin el método de CLAE y el Carr—
Price, respectivamente.

UI de vitamina A/g. de muestra:
Método

Muestra n° Carr-Price
1 B : 145
151
1513
2
99
3
63
86
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