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RESUMEN

El langostino (Pleoticus muelleri) es una de las especies de pesca marina mas capturadas en
Argentina. Una parte de esa captura es procesada en industrias pesqueras, lo que produce
grandes cantidades de descartes en cascaras y cabezas de langostino. A partir de estos descartes
es posible obtener un extracto lipidico rico en astaxantina, un pigmento carotenoide rojo con
elevada capacidad antioxidante. El extracto fue utilizado como ingrediente de un alimento
balanceado con resultados favorables en el crecimiento en peso y tamafio de robalos cultivados
en la provincia de Chubut (Cerda y col., 2020). En este trabajo se buscé determinar la riqueza

en macronutrientes y antioxidantes liposolubles en el extracto del langostino P. muelleri.

Se llevaron a cabo andlisis cuantitativos para determinar la composicion centesimal y técnicas
cromatograficas para identificar y cuantificar antioxidantes. En la composicion centesimal, se
utilizaron técnicas gravimétricas para determinar cenizas y lipidos, técnicas
espectrofotométricas para la determinacion de carbohidratos y el método Kjeldahl para
determinar el nitrogeno orgdnico en la muestra (proteico y no proteico). Para la identificacion
y cuantificacidn de los antioxidantes astaxantina y [B-caroteno se trabajé con un cromatografo
liquido de alta resolucion (HPLC). Se pusieron a punto sistemas cromatograficos para esto se
utilizaron patrones comerciales, se realizaron ajustes en las condiciones, teniendo en cuenta las
caracteristicas quimicas de los carotenoides de interés. Luego se analizo el extracto lipidico de

descartes de langostino.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que, principalmente, el extracto etandlico de
cascaras y cabezas de langostino es rico en lipidos (aproximadamente 67,8 %), fraccion en
donde esta presente la astaxantina como asi también acidos grasos. Ademads, aporta cantidades
menores de otros macronutrientes, tales como proteinas y carbohidratos, como asi también
minerales. Fue posible identificar y cuantificar la presencia de astaxantina y ausencia de -
caroteno en este extracto, resultado que pudo ser comparado con los reportes existentes para

otras especies de langostinos.
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1. INTRODUCCION

El langostino (Pleoticus muelleri) es una de las especies de pesca marina mas capturadas en
Argentina. En el afio 2022, la captura total alcanzo las 208.458,1 toneladas, segin datos del
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MAG y P). Una parte de la captura es procesada
en tierra, en empresas pesqueras. El procesamiento del langostino produce grandes volumenes
de descartes que consisten en cascaras y cabezas. Se estima que en 2018 los mismos
representaron cerca de 18000 toneladas. La caracterizacion de los descartes de langostino
mostro que son ricos en quitina (9-19 %), proteinas (27-45 %), minerales (33-48 %) y lipidos
(4-11%) (Cretton y col., 2021). A partir de los descartes es posible obtener un extracto lipidico
de componentes de interés en acuicultura como el carotenoide astaxantina, un potente
antioxidante y acidos grasos de calidad nutricional (Cretton, 2019). Este extracto fue
adicionado a alimentos balanceados comerciales que fueron utilizados para alimentar rébalos
(Eleginops maclovinus) cultivados en la Provincia de Chubut (Cerda y col., 2020),

favoreciendo al crecimiento de peso y tamafio del animal.

Los ensayos analiticos previos permitieron conocer solo una fraccidon de este extracto. Por esta
razon es necesario seguir indagando, darle una “identidad” al extracto de cascaras y cabezas de

langostino.

1.1. Composicion centesimal

Una caracterizacion quimica consiste en efectuar un analisis cualitativo y cuantitativo de una
muestra. Cuando esta caracterizacion se aplica a la industria alimenticia, conjuntamente con
analisis microbiologico y propiedades fisicas, por ejemplo, pueden garantizar la calidad y

seguridad del suministro de alimentos (Nielsen, 2017).

La determinacion de la composicion centesimal consiste en andlisis de cenizas y
macronutrientes. Los macronutrientes son necesarios para el crecimiento, metabolismo y otras
funciones. Las principales biomoléculas que forman parte de estos macronutrientes son los

lipidos, proteinas y carbohidratos.

1.1.1. Cenizas

El contenido de cenizas representa el contenido total de minerales en los alimentos. Es el

residuo inorganico que queda después de la combustion o la oxidacion completa de la materia
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organica en los alimentos. La determinacion de ceniza puede llevarse a cabo por diferentes
métodos, uno de ellos consiste en la incineracion a 500 °C — 600 °C de la muestra donde el
agua y los compuestos volatiles se vaporizan y las sustancias organicas se queman, quedando
solamente las cenizas (Nielsen, 2017). Es importante desde el punto de vista nutricional,

toxicologico y de calidad de los alimentos, determinar el contenido de cenizas (Harris y

Marshall, 2017).

1.1.2. Lipidos

Entre las clases principales de biomoléculas que existen en la naturaleza, los lipidos se
distinguen por estar definidos por una propiedad fisica: la solubilidad. Son sustancias que
poseen una pronunciada hidrofobicidad (altamente solubles en solventes organicos) (Carey y

Giuliano, 2014).

Los lipidos se clasifican segiin su estructura y se distinguen dos grandes clases (Figura 1):
saponificables e insaponificables. Los lipidos saponificables son aquellos que, en presencia de
bases fuertes, como hidroxido de sodio o potasio (NaOH o KOH), dan lugar a jabones. Este
tipo de lipidos estan formados por ésteres de acidos grasos y son hidrolizables. Algunos
ejemplos de ellos son acilglicéridos, ceras, fosfoglicéridos, esfingolipidos (constituyentes
estructurales de las membranas bioldgicas), entre otros. Los lipidos insaponificables no
contienen enlaces €steres en su estructura, por lo que no son hidrolizables como por ejemplo
terpenos (vitaminas, carotenoides), esteroides (colesterol), hormonas, entre otras (Feduchi y

col.,, 2010).

O \\
[ sl
CH;0—C—R (Ha ( Rt
//A\\' o )//
O| CHa| H ) /
CHO*C‘—R' ///\\\' 7 ' ]~ ‘ \/
[ T H H
ﬁ HO=A_ A\ -
CH,0—C—R" H
Grasa animal, un triéster Colesterol

(R, R’, R" = cadenas C19-Cyq)

Figura 1. Estructuras quimicas de lipidos. Izquierda: lipido saponificable; derecha: lipido insaponificable
(McMurry, 2012).
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La insolubilidad en agua es la propiedad analitica utilizada como base para separar con
facilidad estos compuestos de proteinas y carbohidratos (Nielsen, 2017), por lo que pueden
aislarse de los organismos por extraccion con disolventes organicos no polares (McMurry,
2012). Las técnicas propuestas por Folch (1957) o Bligh y Dyer (1959), se basan en

determinaciones gravimétricas de los lipidos mediante la extraccion con solventes organicos.

Las muestras de lipidos obtenidos de fuentes naturales, son mezclas complejas. Los procesos
de identificacion y cuantificacion, de los distintos lipidos, involucran la utilizacion de técnicas
de separacion e identificacion tales como la cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia

de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Christie y Han, 2012).

Los aceites y grasas son ingredientes presentes en todos los alimentos. Las grasas contribuyen
en gran medida a la palatabilidad, sabor y estructura de los alimentos, por lo que su producciéon
es de gran importancia econdmica como productos agricolas y poseen un gran valor industrial

como precursores de materiales como jabones, detergentes y lubricantes (Christie y Han, 2012).

1.1.3. Proteinas y nitrégeno no proteico

Las proteinas consisten en cadenas polipeptidicas muy largas, las cuales pueden poseer 100 o
mas aminoacidos en su estructura quimica (Blanco, 2006). Son un componente abundante en
todas las células y casi todas, excepto las proteinas de almacenamiento, son importantes para

las funciones biologicas y la estructura celular (Chang y Zhang, 2017).

Todas las proteinas contienen atomos de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y casi todas
poseen azufre. Si bien hay variaciones en diferentes proteinas, el contenido de nitrégeno
representa un promedio de 16% de la masa total de la molécula, es decir que 6,25 g de proteinas
contienen 1 g de nitrogeno. El factor 6,25 se utiliza para estimar la cantidad de proteina

existente en una muestra a partir de la medicion del nitrogeno de la misma (Blanco, 2006).

En los alimentos y en ingredientes alimenticios hay contenido de nitrogeno no proteico, el cual
podria provenir de productos de hidrolisis de aminoacidos libres y/o péptidos pequefios.
Compuestos de origen biologico tales como acidos nucleicos, fosfolipidos, aminoazucares, y
algunas vitaminas, alcaloides, acido urico, urea e iones amonio, también poseen nitrégeno no
proteico en su estructura. Es por eso que en muchos casos se considera realizar un analisis de

nitrégeno no proteico. Por lo tanto, el nitrégeno total en los alimentos, estd compuesto por
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nitrogeno principalmente de proteinas y en menor medida de todas las sustancias no proteicas

que contienen nitrégeno organico (Blanco, 2006).

Uno de los métodos méas comunmente utilizado para las determinaciones de nitrégeno organico
es el método Kjeldahl. Este método presenta una serie de pasos que incluyen una digestion,

neutralizacion, destilacion y titulacion de la muestra (Chang y Zhang, 2017).

1.1.4. Carbohidratos

Los carbohidratos, también llamados hidratos de carbono o glicidos, son importantes
componentes de los seres vivos. Se encuentran ampliamente distribuidos en tejidos animales y

en complejas moléculas con diversas funciones (Blanco, 2006).

Quimicamente se definen como polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, porque esta
definicion estd mas proxima a su realidad estructural, y sugiere mas su reactividad quimica

(Carey y Giuliano, 2014).
Existen tres clases principales de glucidos, que se clasifican segun su tamafio:

Monosacaridos o azucares simples que consisten en una sola unidad de polihidroxialdehido o

polihidroxicetona.

Oligosacaridos que consisten en cadenas cortas formadas por 2 a 20 unidades de

monosacaridos, o residuos, unidos por enlaces glucosidicos.

Polisacaridos que son polimeros naturales (biopolimeros) de los carbohidratos se pueden
hidrolizar obteniendo como resultado muchas unidades de monosacaridos. Contienen entre 30

a 60000 o mas unidades de monosacaridos.

El anélisis cualitativo y cuantitativo de carbohidratos es importante y se utiliza para determinar
las composiciones de los alimentos, bebidas y sus ingredientes. El método de Dubois (1956)
es una de las técnicas cuantitativas mas utilizadas para determinar azicares simples,

oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados (BeMiller, 2017).
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1.2. Antioxidantes

En los alimentos e ingredientes, ademas de encontrarse compuestos quimicos que presentan
funcion nutricional, como los que se ha detallado hasta ahora, también se encuentran otros sin
funcion nutricional. Sin embargo, estos ultimos son de gran importancia para productos

alimenticios. Dentro de estos compuestos se encuentran los antioxidantes.

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accidén oxidante de radicales libres
(especie quimica que contiene un atomo con un electron desapareado) u otras moléculas no
radicales (especies reactivas del oxigeno, las cuales incluyen una serie de derivados de oxigeno
molecular), liberando electrones al medio o ejerciendo algin mecanismo que retrasa o previene
los procesos oxidativos que dafian las células. En grandes rasgos, estas especies de accion
oxidante provocan dafios a moléculas, lipidos y proteinas (membrana celular), acidos nucleicos

y tejidos (Vazquez-Ovando y col., 2022).

Generalmente los antioxidantes son moléculas que pueden ser de origen enddgeno, donde la
exposicion a radicales libres se desarrolla dentro del organismo como sistema de defensa
enzimatico, o de origen exogeno, es decir que estas moléculas provienen de la ingesta de
alimentos en una dieta (Vazquez-Ovando y col., 2022). Los antioxidantes de origen exdgeno
pueden clasificarse como hidrosolubles (como la vitamina C) o liposolubles, los cuales €stos
ultimos son aquellos que forman parte del objetivo de este trabajo final, por ejemplo,

astaxantina, -caroteno y a-tocoferol.

1.2.1. Carotenoides

Los carotenoides son hidrocarburos de polienos biosintetizados a partir de ocho unidades de
isopreno, conocidos como tetraterpenos, los cuales contienen un esqueleto carbonado con 40
atomos de carbono. Aportan el intenso color amarillo, naranja o rojo de un gran nimero de
alimentos de origen vegetal. El color de los carotenoides es el resultado de la presencia de un

sistema de doble enlace conjugado en las moléculas (Carey y Giuliano, 2014; McMurry, 2012).

Estos carotenoides se dividen en dos clases principales: carotenos y xantofilas. A diferencia de
los carotenos, que son hidrocarburos poliénicos puros, las xantofilas contienen oxigeno en
forma de grupos hidroxi, epoxi u oxo. Son sintetizados unicamente por las plantas, sin
embargo, llegan a los tejidos animales a través de la alimentacion y pueden modificarse y
depositarse alli (Schieberle y col., 2008).
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1.2.1.1. Astaxantina

La astaxantina (Figura 2), carotenoide perteneciente a las xantofilas, se encuentra cominmente
en los animales marinos y es responsable de la coloracion rosada/roja de los crustaceos,
mariscos y pescados como el salmon. Estos animales no pueden sintetizar carotenoides, pero

pueden adquirirlos a partir de su dieta (Dewick, 2002).

Se produce mediante la modificacion de los carotenoides de las plantas, por ejemplo. -
caroteno, obtenido en la dieta. Este carotenoide se encuentra presente en diferentes especies de
langostinos tanto en su forma libre como asi también esterificada con acidos grasos (Gomez-
Estaca y col., 2017; Sanchez-Camargo y col., 2011). Estructuralmente posee dos zonas, polar
y no polar, y la interaccion de ambas zonas con radicales y otros grupos oxidantes es lo que le
otorga la gran capacidad antioxidante por la cual se caracteriza (Dewick, 2002)

aproximadamente 500 veces superior, en comparacidn, por ejemplo, con el a-tocoferol.
0O
OH

S GG s T G  a N

HO

Figura 2. Estructura quimica de astaxantina libre. (Dewick, 2002)

1.2.1.2.-Caroteno

El B-caroteno (Figura 3) es un carotenoide que se encuentra mayoritariamente en las plantas y
posee actividad de provitamina A, la cual tiene alta capacidad antioxidante que favorece la
prevencion del cancer especialmente del pulmoén, boca y estomago (Vazquez-Ovando y col

2022).

Este pigmento natural sufre una ruptura oxidativa en el higado, en su doble enlace carbono-
carbono central, para formar retinol o vitamina A. Esta Gltima estd presente en tejido de
mamiferos y en aceites de pescado, y su importancia recae principalmente en la quimica de la

vision (Carey y Giuliano, 2014).
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N 2 O O N

Figura 3. Estructura quimica de p-caroteno. (Dewick, 2002)

1.2.2. Tocoferoles

Los tocoferoles y tocotrienoles se conocen colectivamente con el nombre de Vitamina E. Son
una serie de isomeros (a-, -, y- y 6-) con diversa capacidad antioxidante, los cuales difieren
en el nimero y posicion de los grupos metilo (-CH3) en la estructura del cromano (Maestro-

Durén y Borja Padilla, 1993).

1.2.2.1. a-tocoferol

El a-tocoferol (Figura 4) tiene la actividad antioxidante mas alta entre estos isomeros y se
encuentra en cantidades apreciables en tejidos de origen animal. Es un antioxidante lipidico
que puede captar el oxigeno y esta capacidad antioxidante se centra especificamente en la
inhibicion de la peroxidacion lipidica causada por los radicales libres, que tiene lugar en
fosfolipidos de la membrana celular, lipoproteinas, en todos los tejidos que tengan una elevada
proporcion de acidos grasos poliinsaturados (Vazquez-Ovando y col., 2022). Por lo tanto, no
solo contribuye a la estabilizacion de las estructuras de la membrana, sino que también
estabilizan otros agentes activos (por ejemplo., vitamina A, ubiquinona, hormonas y enzimas)
contra la oxidacion. (Schieberle y col., 2008). También es importante para las funciones

musculares y reproductivas (Lopez-Cervantes y col., 2006).

CHj,

CHs

Figura 4. Estructura quimica de a-tocoferol (Vitamina E) (Carcy & Giuliano, 2014),
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Los antioxidantes liposolubles descritos con anterioridad, se determinan con metodologias que
permitan identificarlos y cuantificarlos. Particularmente en este trabajo se utiliza HPLC UV-

Vis para llevar a cabo este proposito.

1.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia es una técnica que permite la separacidn, identificacién y determinacion de
los componentes quimicos en mezclas complejas. Los diferentes métodos cromatograficos
tienen en comun el uso de una fase estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria es aquella
que esta fija en su lugar, ya sea dentro de una columna o sobre una superficie plana, mientras
que la fase movil, es aquella que se mueve sobre la fase estacionaria o a través de ésta
acarreando con ella la mezcla de analitos. Los componentes de una mezcla son llevados a través
de la fase estacionaria por la fase movil, y la separacion es debida a las diferencias de las
velocidades de migracion entre los componentes de la fase movil (Skoog y col,, 2014). La
cromatografia se puede dividir en varias categorias en funcion de los tipos de fases moviles y
estacionarias y del mecanismo de interaccion del soluto con la fase estacionaria (Harris, 2016;

Skoog y col., 2009), las cuales se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de cromatografias en columna (Skoog y col., 2014).

Clasificaciéon general Método especifico Fase estacionaria Tipo de equilibrio quimico
1. Cromatografia de gases (cg) a. Gas-liquido (caL) Liquido adsorbido o enlazado a una Particién entre un gas y un
superficie solida liquido
b. Gas-sélido Sélido Adsorcion
2. Cromarografia liquida (cr) a. Liquido-liquido o Liquido adsorbido o enlazado a una Particién entre liquidos
particién superficie solida inmiscibles
b. Liquido-sélido o Adsorcidon
adsorcién Sélido
c. Intercambio iénico Intercambio iénico
d. Exclusién molecular Resina de intercambio idnico Particién/tamizado
Liquido en los intersticios de un sélido
c. Afinidad polimérico Particién entre una superficic
Liquido grupo especifico enlazado a una liquida y un liquido mévil
superficie solida
3. Cromatografia de fluidos Especies quimicas orgdnicas enlazadasa  Particidn entre un fluido
supercriticos (cFs) (fase mévil: una superficie sélida supercritico y una superficie
fluido supercritico). enlazada

Es de interés en este trabajo final, la cromatografia liquida de alta resolucion conocida también
por sus siglas en inglés HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Es un tipo de
cromatografia en columna, es decir, donde un tubo estrecho contiene la fase estacionaria, con
tamafios de particulas que oscilan entre 3 um — 5 um, a través de la cual la fase moévil se fuerza
a pasar a alta presion, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion (Harris, 2016; Skoog

y col., 2014).
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La cromatografia liquida de alta resolucién es la técnica analitica de separacion mas
ampliamente utilizada, y esto se debe a tres parametros fundamentales que lo caracterizan:
resolucion, reproducibilidad y rapidez. Otras caracteristicas son su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su
capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles, pero, sobre todo, su amplia
aplicabilidad a sustancias que son importantes en la industria, muchos campos de la ciencia y

para la sociedad en general (Quattrocchi y col., 1992; Skoog y col., 2014).

1.3.1. La fase estacionaria

Se utilizan principalmente dos tipos de fases estacionarias (Figura 5) las cuales pueden
clasificarse en fase normal (o NPLC, Normal Phase Liquid Chromatography) y fase reversa (o
RPLC, Reversed Phase Liquid Chromatography) de acuerdo a la polaridad relativa de la fase
movil y de los grupos funcionales quimicamente ligados a la matriz. La cromatografia en fase
normal se caracteriza por utilizar una fase estacionaria polar (sélo silica gel) donde el
componente menos polar de la muestra eluye primero. Por lo tanto, al aumentar la polaridad de
la fase mévil disminuye el tiempo de elucion, es decir el tiempo entre que el analito ingresa a
la columna y el momento que eluye. La cromatografia en fase reversa se caracteriza por utilizar
una fase estacionaria no polar (constituida por silice ligada a n-alquilos con 4, 8, 18 o mas
atomos de carbono) donde el componente mas polar de la muestra es el primero que eluye, y
aumentar la polaridad de la fase movil aumenta el tiempo de elucion (Harris, 2016; Quattrocchi

y col., 1992; D. Skoog y col., 2014).

Fase Normal Fase Reversa
_ . = =B 8 & & 8 B B -
Silice C4 C8 C1s
Polaridad

Figura 5. Tipos de fases estacionarias (BUCHI Labortechnik, 2019).
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La cromatografia de fase reversa es la primera opcion parala mayoria de las muestras regulares.
Es normalmente adecuada para separar mezclas de compuestos organicos neutros o cargados
de baja masa molecular. Ese tipo de cromatografia suele ser mas conveniente y resistente que
otras formas de cromatografia liquida y es més probable que resulte en una separacién final

satisfactoria (Harris, 2016; Snyder y col., 2012).

1.3.2. La fase movil: criterios de seleccion

La selectividad de un sistema depende de la naturaleza de cada uno de sus componentes de la
fase movil, la columna y la muestra, asi como también de su afinidad mutua, del modo en que
interaccionan y de la temperatura. Cuando se desea mejorar la separacion cromatografica, un
cambio en la composicion de la fase movil es generalmente lo mas efectivo y conveniente. Es
el primer paso para modificar la selectividad tanto para la fase normal como para la fase

reversa.

Un solvente apropiado para este tipo de cromatografia, debe cumplir algunos requisitos como:
alto poder solubilizante de las muestras, baja reactividad, compatibilidad con el detector
utilizado, adecuado punto de ebullicion, baja viscosidad, seguridad, alto grado de pureza
(Quattrocchi y col., 1992; Snyder y col., 2012). Los solventes utilizados como fase mévil,
fueron tabulados en lo que se denomina “tridngulo de selectividad de solventes” (Figura 6)
debido a la magnitud de sus interacciones y clasificados segun su selectividad (Snyder, 1974;

Snyder y col., 1997).

I Eter isopropilicor Aceptor de V'  Diclorometano
Eter dietilico protones 1,2-diclorometano
Trietilemina

VI  Dioxano

Il Propanol Acetato de etilo
Etanol Acetona
Metanol _ Acetonitrilo

(Y D
Il Tetrahidrofurano A ) Vil Tolueno
; 2N Benceno
Pydrine AV)Cm )
Dimetilformamida NN
i) e Vil Cloroformo
IV Acido acético T~ (v)
Formamida \ Vil i
Donante de )
Dipolo
protones

Figura 6. Tridngulo de selectividad de solventes (BUCHI Labortechnik, 2019).
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Para poder garantizar una mayor selectividad o poder de separacion, se recomienda seleccionar
solventes de diferentes grupos que estén lo mas alejados posibles guiandose de este triangulo
de selectividad. De esta manera se puede ir modificando la fuerza eluyente de la fase movil,

dependiendo la muestra y analitos de interés.

La fuerza eluyente o fuerza de solvente es una medida de la energia de adsorcién del
disolvente. En fase normal, cuanto mas polar es el disolvente, mayor es su fuerza eluyente
respecto a la silice. Cuanto mayor es la fuerza eluyente del disolvente, tanto mas rapidamente
se eluiran los solutos no polares de la columna. Sin embargo, cuando se trabaja con una fase
reversa, es lo contrario. Cuanto menos polar sea el disolvente, mayor sera su fuerza eluyente y

por lo tanto se eluiran més rapidamente aquellos solutos polares (Harris, 2016).

1.3.3. Detectores espectrofotométricos

Cuando se ha realizado la separacion cromatografica es indispensable determinar el momento
cuando se eluye el analito de la columna para lograr el fraccionamiento 6ptimo, y eso se logra

con un detector e interfase que permite interpretar este resultado.

Un detector ideal, de cualquier tipo que sea, debe ser sensible a pequefias concentraciones de
analito, dar una respuesta lineal y no ensanchar los picos del cromatograma. Ademas, no debe
ser sensible a variaciones de temperatura y de la composicidon de disolvente, debe poseer una
buena relacion sefial/ruido y no debe destruir la muestra (Harris, 2016; Quattrocchi y col,,
1992). Pueden clasificarse en dos tipos de detectores: detectores generales, que miden el
cambio de alguna propiedad fisica de la fase mévil que contiene el analito en comparacion con
la misma fase movil pura (ejemplo detector de indice de refraccidn); o en detectores selectivos,
aquellos que son sensibles a alguna propiedad propia del soluto, por ejemplo, el detector UV
que producira una sefial proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda dada

(Quattrocchi y col., 1992).

El detector UV es el méas empleado en HPLC. Posee buena sensibilidad y rango lineal (es decir
que cumple la ley de Lambert-Beer) y permite detectar analitos del orden de los nanogramos.
No es destructivo y puede emplearse con gradientes de solventes, con la tnica limitacion de
que éstos sean translucidos en la longitud de onda de trabajo. Es un detector muy poco sensible
a los cambios de caudal y temperatura, opera en el rango de 190 a 350 nm y en algunos equipos

se puede extender al rango visible del espectro (350 a 700 nm) recibiendo asi el nombre de
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detector UV/Visible. Los detectores espectrofotométricos son mucho mas versatiles y los
instrumentos mas modernos utilizan detectores basados en arreglos de diodos que permiten
medir no solo la luz transmitida a una longitud de onda, sino todo el espectro de absorcion del

eluido en tiempo real (Quattrocchi y col., 1992; Skoog y col., 2014).

La fase estacionaria, la fase movil y los parametros instrumentales (flujo, temperatura, detector)

es lo que constituye un sistema cromatografico (Quattrocchi y col., 1992).

1.3.4. Cromatograma y parametros cromatograficos

El detector esta conectado a una computadora, y cuando finaliza la separacion cromatografica
por HPLC registra la sefial para generar un cromatograma, que es una grafica de alguna
funcion de la concentracion del analito respecto al tiempo o volumen de elucion (Skoog y col.,

2014).

En el cromatograma se pueden identificar los siguientes parametros cromatograficos: tiempo
muerto (tiempo vacio), tv, s el tiempo que le toma a una especie quimica no retenida atravesar
una columna cromatografica. Todos los compuestos pasan esta cantidad de tiempo en la fase
movil; tiempo de retencion, 7z, de un componente es el tiempo que transcurre desde la
inyeccion de una mezcla en la columna hasta que ese componente llega al detector, es utilizado
para identificar los componentes de la muestra. Y el ancho de banda o pico, W, donde al pasar
por la columna cromatografica, los solutos tienden a difundirse segun una gaussiana. Las areas
debajo de los picos, proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada especie

quimica de la muestra (Harris, 2016; Skoog y col., 2014).

Para lograr una buena separacidn entre los componentes de una mezcla debe haber una 6ptima
resolucion de las sefiales o picos. La resolucion de una columna, Rs indica cudn separadas
estan dos bandas en relacion con su anchura. La resolucidon proporciona una medida
cuantitativa de la capacidad de la columna para separar dos analitos (Skoog y col., 2014). Para

que esto ocurra se controlan los siguientes parametros:

- El factor de retencion, k, que es la cantidad de tiempo que un soluto pasa en la fase
estacionaria en relacion con el tiempo que pasa en la fase mévil. Este valor puede
ajustarse modificando la fuerza de elucion de la fase moévil, por ejemplo, para fase

reversa, este factor disminuye al aumentar la proporcion del componente organico y
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aumenta al aumentar la proporcion de agua (Quattrocchi y col., 1992; Skoog y col.,
2014).

La selectividad se puede medir por medio de un factor de selectividad, o, el cual se
define como la relacién entre la constante de distribucion del soluto retenido con mas
fuerza y la constante de distribucion del soluto retenido con menos fuerza. Por
consiguiente, cuanto mayor es o, mayor es la separacion entre los dos componentes.
Puede variar si se modifica algin componente de la fase movil, el pH de la fase mévil
o el cambio de la fase estacionaria (Harris, 2016; Quattrocchi y col., 1992; Skoog y
col, 2014).

La eficiencia se expresa por el nimero de platos tedricos, N, que indica el rendimiento
de la columna. Un mayor nimero de N resultara una menor dispersién y picos mas

estrechos y eficientes (Harris, 2016).

La Figura 7 muestra los parametros cromatograficos que se pueden identificar en un

cromatograma.
= t
2 t,
% tR1
™
o]
: m |
2 t
g A \ |

Retencion Selectividad Eficiencia Tiempo, t

Figura 7. Retencién, selectividad y eficiencia en un cromatograma (BUCHI Labortechnik, 2019).

En este trabajo se presentan los resultados de la caracterizacién quimica de un extracto

etanolico de cascaras y cabezas de langostino. La caracterizacidn quimica que aqui se presenta,

consiste en la determinacion de macronutrientes de interés en la industria alimenticia y la

determinacion cromatografica de antioxidantes naturales. Se utilizaron técnicas cuantitativas

como

gravimétricas, valoraciones/titulaciones, espectrofotométricas y cromatograficas

(HPLC) que permitieron caracterizar al extracto etanolico.
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2. OBJETIVOS

A continuacion, se presentan los objetivos propuestos en la planificacion de este trabajo final

de licenciatura en quimica:

2.1.0bjetivo General

Determinar la riqueza en macronutrientes y antioxidantes liposolubles de un

extracto de langostino (Pleoticus muelleri).

2.2.0bjetivos Especificos

a. Determinar la composicion centesimal de un extracto de langostino.

b. Poner a punto un sistema cromatografico para la identificacion de astaxantina,
B-caroteno y a-tocoferol por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-
UV-Vis).

C. Identificar astaxantina, f-caroteno y a-tocoferol en un extracto etandlico de

langostino por HPLC.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos

Se trabajé con un extracto etandlico de cascaras y cabezas de langostino Pleoticus muelleri, el
cual se observa en la Figura 8. Esta muestra fue provista por el equipo de investigacion, quienes

indican que este extracto posee dos afios de antigiiedad.

Figura 8. Extracto etanolico de ciscaras y cabezas de langostino.

Se utilizaron patrones comerciales de astaxantina (Sigma Aldrich, 92% pureza, Alemania) y 3-

caroteno (Sigma Aldrich, Tipo L, 95 % de pureza).

Los solventes y reactivos utilizados en la preparacion de extracto y el analisis proximal fueron

de calidad pro-analisis (A.C.S.) como acetona (Sintorgan) y acido sulfurico (Sintorgan).

Los solventes utilizados para las determinaciones cromatograficas como acetonitrilo

(Sintorgan), metanol (Sintorgan) e isopropanol (Sintorgan) fueron de calidad HPLC.
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3.2.Metodologia

3.2.1. Composicion centesimal

3.2.1.1.Humedad

Se realizo la determinacion de humedad de acuerdo a AOAC (1990) con ligeras
modificaciones. Se pesé en un crisol de porcelana aproximadamente 2,500 g de muestra en una
balanza analitica marca Radwag. A continuacion, la muestra se llevo a estufa de secado y

cultivo (FAC, Argentina), con una temperatura entre 100°C a 110°C hasta peso constante.

Para determinar el porcentaje de humedad se tuvo en cuenta el peso del crisol mas la muestra
humeda (Pcn), el peso del crisol mas la muestra seca (Pcs) y el peso del crisol vacio (Pcv) y se

calcul¢6 de la siguiente manera:

P., — P,
% Humedad = PCH & % 100
cH — fev

3.2.1.2.Cenizas

Se realiz6 la determinacion de cenizas de acuerdo a AOAC (1990) con ligeras modificaciones.
Se pesO en una capsula de porcelana aproximadamente 1,000 g de muestra en la balanza
analitica marca Radwag. Se trabajo con una incineracion seca de la muestra sometiendo a la
misma primero a un secado con una temperatura entre 100 °C a 110 °C. Una vez seca la muestra
se la coloca en un horno mufla (ORL, Argentina) a una temperatura de 550°C, hasta la

obtencidn de cenizas a peso constante.

Para determinar el porcentaje de cenizas se tuvo en cuenta el peso de la muestra himeda (Pp),
el peso de la capsula mas las cenizas (Pcc) y el peso de la capsula vacia (Pcv). Luego se calculd

de la siguiente manera:

P
% Cenizas = % X 100

H

3.2.1.3. Lipidos

Esta técnica propuesta por Parrish (1999) se basa en una modificacion a microescala de la

técnica para determinar lipidos totales segin Folch (1957). Para la determinacion se utilizan
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solventes no polares para aprovechar la solubilidad de los lipidos. Para ello se peso6 entre 150
mg a 200 mg del extracto en un tubo de ensayo y luego se agreg6 una mezcla de solvente de
cloruro de metileno — metanol (2:1). La relacién solvente / biomasa fue 20/1. En total, se
realizaron tres extracciones por muestra, colocando cada extraccion en un balon, previamente
tarado, y se evaporé el solvente organico en el evaporador rotatorio (Biichi) con bomba de

vacio (Cole- Parmer, Corea). La fraccidn polar se conservd por separado.

Esta técnica se basa en una determinacidn gravimétrica, en la cual se tuvo en cuenta el peso de
la muestra humeda (Pn), el peso del matraz més la fraccion lipidica de la muestra (Pa) y el
peso del matraz vacio (Pm) y se calculo de la siguiente manera:

Py, —

P
LM 100

%Lipidos = 2
H

3.2.1.4.Nitrogeno Total

Para la determinacion de nitrogeno total se utilizé el método Kjeldahl (AOAC, 1990). A

continuacion, se describen los diferentes pasos en éste método:

L Se realiza en primer término una digestion en acido sulfurico (H2SO4) concentrado
caliente, el cual convierte los atomos de nitrogeno de la muestra en sulfato de

amonio ((NH4)2SO4) liberando a su vez, dioxido de carbono (COz2).

Catalizador K,SO,y Selenio

Proteina (—N) + H,SO, (NH,),S0, + CO, + H,0

IL Después de enfriar, el acido sulfurico es neutralizado mediante la adicion de un
exceso de hidroxido de sodio (NaOH) concentrado, liberando amoniaco (NH3) y

como producto secundario la formacion de sulfato de sodio (Na2SOs).

(NH,),S0, + 2 NaOH © 2 NH, (gas) + Na,SO, + 2 H,0

III.  El amoniaco (NH3) liberado mediante este tratamiento se destila entonces en un
exceso medido de disolucion estandar de acido boérico (B(OH)3); el exceso se
determina mediante una valoracion con un acido fuerte (Skoog y col., 2014).

B(OH); + NH; + H,0 + Indicador de tashiro & NH; + B(OH);

B(OH); + H,S0, & HSO; + B(OH); + H,0
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Para el analisis se peso6 1,000 g de muestra que se coloco en un balon Kjeldahl, al cual se le
adicion6 10,0 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4 cc) y 1,00 g de catalizador de sulfato
de potasio y selenio (K2SO4 y Se) y luego se coloco el balon, en un equipo de digestion
Tecnodalvo (Argentina) hasta que el contenido liquido del mismo estuvo transparente. A
continuacion, se le agrego 25,0 mL de agua destilada y 50,0 mL de hidroxido de sodio (NaOH)
al 40 % p/v y se procedi6 al proceso de destilacion en destilador UDK 129 Velp Scietifica,
Italia. El destilado se recogié en un matraz Erlenmeyer que contenia 10,0 mL de 4cido borico
(B(OH)s) al 4 % p/v y 6 gotas del indicador de Tashiro. Los iones amonio (NH4") son los que
quedaron retenidos en el destilado y para determinar cuantitativamente su contenido, por
ultimo, se realizé una titulacion de neutralizacion con acido sulfurico 0,1 N como solucion

titulante estandar.

El contenido de nitrégeno total se calculd teniendo en cuenta el volumen (Vmso.) y
concentracion normal del acido sulfurico [C mso(N)], los miliequivalentes (0,014) y el peso de

la muestra himeda en gramos (Pn), mediante la siguiente expresion:

Vi,s0, X Ci,s0,(N) X 0,014
(Pu)

%Nitrégeno total =

3.2.1.5.Nitrogeno Proteico y Proteinas

Lo primordial en esta determinacion es que se precipite previamente las proteinas contenidas
en la muestra. Para ello, en un matraz Erlenmeyer se peso aproximadamente 1,000 g de muestra
y se le agregd 50,0 mL de agua destilada dejandolo reposar por unos 30 minutos. Luego se le
afiadio 10,0 mL de acido tricloroacético (CCI3COOH) al 10 % p/v y se lo volvid a dejar en
reposo por otros 30 minutos. A continuacion, se filtro la solucion obtenida, y se realizaron 2
lavados con 4cido tricloroacético (CClz3COOH) al 90% p/v. Este producto obtenido, es decir lo
que quedo retenido en el papel de filtro, fue lo que se utilizo parala determinacion del contenido
de nitrogeno proteico (Sinagay col., 2016) sometiendo a este producto al método Kjeldahl para

determinacion de nitrogeno total explicado con anterioridad.

Una vez que se obtuvo finalmente datos respecto al contenido de nitrogeno proteico, se utilizan
estos valores para realizar un calculo multiplicando a cada uno por un factor de conversion a

proteinas (Sinaga y col., 2016):

Proteinas = % Nitrogeno proteico X 6,25
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3.2.1.6.Nitrogeno No Proteico

El contenido de nitrégeno no proteico (NNP) en la muestra se calculo restando el contenido
obtenido de nitrogeno proteico (NP) del contenido del nitrégeno total (NT), utilizando la

siguiente expresion:

%NNP = %NT — %NP

3.2.1.7.Carbohidratos

La determinacion de azicares totales se llevd a cabo mediante el método fenol-sulfurico
propuesto por Dubois y col. (1956). El método de Dubois es un método simple, rapido, sensible
y se obtienen resultados reproducibles. Consiste en una reaccion colorimétrica estable,
producto de una serie de reacciones complejas de deshidratacion catalizadas por un acido fuerte
y la adicion de fenol. Esto permite la formacion de compuestos derivados del furano como
consecuencia de la condensacion de compuestos fenolicos y heterociclicos (Dubois y col.,

1956), como se puede observar en la siguiente serie de reacciones (Figura 9).

Aziicar OH
&)
CH,OH
o) 0 o
OH  De.OH HO H e 0—CH: OH
OH Acido sulfirico concentrado \ / \ /

OH 5-Hidroximetilfurfural constituida por

croméforos absorbentes de UV a 490 nm

Figura 9. Reaccion de identificacion de carbohidratos. Formacidn de complejo coloreado.

Se realizo trabajando con la muestra y con una curva de calibrado de glucosa de 8 puntos en la
curva, cuyas concentraciones variaron entre 10 ug/mL a 80 pg/mL. La muestra fue una dilucion
1/20 de la fraccion polar que se obtuvo en la determinacion de lipidos. El procedimiento
consistio en colocar en un tubo de ensayo 2,0 mL de la soluciéon de glucosa a la cual se le
agregod 1,0 mL de fenol al 5 % p/v y con cuidado se afiadié 5,0 mL de acido sulfurico

concentrado. Luego se procedio a medir su absorbancia.

En la determinacion espectrofotométrica se utilizo un espectrofotometro (UV-1800 240V
Shimadzu corporation, Japon, software UV-probe version 2.43) y se trabajé a una longitud de

onda de maxima absorcion de 489 nm.
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3.2.2. Cromatografia liquida de alta resolucion

La determinacion cuantitativa se llevo a cabo con un cromatografo liquido de alta resolucion,
con detector UV-Visible (Smartline 2500, D-14163, Knauer, Alemania), bomba binaria
(Smartline 1000, D-14163, Knauer, Alemania). Se utiliz6 una columna RP-18 (LiChroCART®
125-4). Tanto los patrones de astaxantina y -caroteno, asi como también el extracto previo a
la inyeccion, fueron filtrado a través de un filtro de 0,22 um (MILLEX-GV, Millipore, Francia),
y luego fue inyectado en un /oop de 20 pL. Se utilizé un fluyjo de 1 mL/min y temperatura
ambiente en todas las determinaciones. Los cromatogramas de cada experiencia fueron

obtenidos a través del software Clarity Chrom 2.6.5.517.

3.2.2.1.Sistema cromatografico para el analisis de astaxantina

Se parti6 con una fase movil 100% acetonitrilo calidad HPLC, realizandose incrementos
sucesivos de 5% de metanol como segundo componente de la fase mévil de acuerdo con Snyder
y col (1997). Los incrementos se realizaron hasta lograr la mejor definicion y resolucién de la

sefial.

3.2.2.2.Sistema cromatografico para el analisis de B-caroteno

Se parti6 con una fase movil 100% acetonitrilo calidad HPLC, realizdndose incrementos
sucesivos de 5% de isopropanol como segundo componente de la fase movil de acuerdo con
Snyder y col. (1997). Los incrementos se realizaron hasta lograr la mejor definicion y

resolucion de la sefial.

3.2.2.3.Construccion de la curva de calibracion

Una vez que se establecio el sistema cromatografico para cada carotenoide, se procedio a
construir curvas de calibracidn para cada uno de ellos de manera tal de poder cuantificar estos
componentes en la muestra. En la determinacion cuantitativa de los analitos de interés se
trabajé con patrones comerciales de astaxantina y [P-caroteno. Se prepard una curva de

calibracion con cada patron, en ambos casos utilizando acetona (Sintorgan) como disolvente.

Las concentraciones de las diluciones para astaxantina y -caroteno fueron de 0,33 pg/mL —

3,97 ug/mL y de 0,18 pg/mL — 3,50 ug/mL, respectivamente.
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3.2.2.4.Analisis del Extracto

Se prepar6 una dilucion del extracto etanolico de langostino. Se disolvié 150 mg en 4 mL de
acetona. Previo a la inyeccion de la muestra en el HPLC se filtré la solucion. Las
determinaciones de los analitos de interés astaxantina y -caroteno en el extracto, se realizaron

acorde a los sistemas establecidos para cada patrén comercial.

3.2.3. Estadistica

Todas las metodologias aplicadas en este trabajo final, se realizaron teniendo en cuenta
parametros estadisticos de precisidn, por lo que cada técnica se realizd por triplicado. Los
resultados se expresan como promedio + desvio estdndar. Se utilizaron herramientas
informaticas como hojas de calculo Excel de Microsoft Office 2016 y software Clarity Chrom

2.6.5.517.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Composicion centesimal

Los resultados obtenidos brindan informacion de la composicion centesimal de interés
nutricional, de un ingrediente que sera adicionado a un alimento balanceado. Los resultados se

expresan como porcentaje, g/100 g de extracto, en base seca.

Cenizas: La Figura 10 presenta el resultado de la determinacion de cenizas. Se obtuvo un polvo
blanquecino/grisaceo producto de la incineracion de la muestra cuyo porcentaje fue 13,86 +

0,04 %.

Figura 10. Cenizas del extracto etanélico de langostino.

El extracto etanolico de cascaras y cabezas de langostino es rico en minerales, aunque es menor
a la que se determiné en cascaras de langostino (Cretton, 2019). Es importante recordar que
este extracto actia como un ingrediente de un alimento balanceado, aportando principalmente

carotenoides, por lo que no afecta significativamente al aporte de cenizas totales del alimento.

Lipidos: Se observa en los matraces de la Figura 11 el resultado de la determinacion de lipidos
totales del extracto etandlico. Se obtuvo un aceite de coloracidn rojiza debido a la presencia de

carotenos naturales. El porcentaje obtenido fue 67,78 £ 0,71 %.

Figura 11. Lipidos del extracto etandlico de langostino.
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Fue importante determinar el contenido de lipidos, debido a que, en los peces, al igual que en
otros organismos, desempefian diversas funciones vitales. Estos lipidos cumplen funciones de
reserva y fuente de energia, constituyen la membrana biologica, son fuente de acidos grasos
esenciales, transportadores de nutrientes (lipoproteinas) y precursores de hormonas
esteroideas. Hasta el momento se sabe que el extracto etanolico presenta como componentes
astaxantina y otros compuestos como acidos grasos poliinsaturados omega-3 y colesterol
(Cretton, 2019), pero no se contaba con el dato de contenido de lipidos totales. Los resultados

muestran que el extracto analizado contribuye con el aporte de lipidos al alimento balanceado.

Nitrégeno proteico v proteinas: Se observa en la Figura 12 los diversos pasos a los que se

sometid el extracto para determinar nitrogeno proteico. En la figura 12.C, se observa la
reduccion de masa del precipitado en el segundo paso de precipitacion de proteinas por

acidificacion. El porcentaje de proteinas obtenido fue 2,86 + 0,32 %.

J )
"' ] d

Figura 12. Determinacion de nitrégeno proteico. A: Precipitacion de proteinas; By C: Filtracion de

proteinas precipitadas.

Nitrégeno no_proteico: se obtuvo un porcentaje de 7,58 £ 0,25 %. Este representa

aproximadamente el 94% del nitrogeno total.

El contenido de nitrégeno en este extracto etandlico es debido principalmente a la presencia de
nitrégeno no proteico. Se sabe que en alimentos frescos de origen marino este porcentaje ronda
entre el 10-40 % (Arifio y col., 2013). El contenido de nitrogeno no proteico aumenta conforme
se deteriora la muestra. Por lo que dada la antigiiedad del extracto utilizado se esperaba un
valor elevado. Como se menciono anteriormente, el nitrégeno no proteico proviene de por
ejemplo aminodcidos libres, péptidos pequefios, trimetilamina, entre otros, que son solubles en
agua, de bajo peso molecular y que contienen nitrégeno (Blanco, 2006). También se sabe que
en diferentes especies de peces estos compuestos actian como atractores estimulando la
necesidad de comer (Kaur y col., 2022), por lo que la riqueza de este extracto con estos

componentes, podria favorecer su uso.
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Carbohidratos: las soluciones de glucosa que se utilizaron para armar la curva de calibrado

son de color amarillo translucida y se pueden observar en la Figura 13.

Figura 13. Determinacion de carbohidratos. Interpretacion: A: curva de calibracion de glucosa; B:

triplicado de la muestra aplicadas a la técnica de Dubois.

Las concentraciones de las diluciones cumplieron con la Ley de Lambert-Beer (Figura 14).
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Figura 14. Determinacion de carbohidratos. Curva de calibracion de las disoluciones de glucosa ajustadas a

la mejor regresion.

El porcentaje promedio de carbohidratos fue 4,03 + 1,26 %.

Los resultados obtenidos muestran un pequefio aporte de esta biomolécula, que contribuird
como fuente energética junto con los carbohidratos de origen vegetal que forman parte del
alimento balanceado.

Los resultados, en base seca, obtenidos para la determinacion de la composicion centesimal del

extracto etanolico de cabezas y cascaras de langostino, se reunen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion centesimal de extracto de cabezas y cascaras de langostino P. muelleri en base seca.

Composicion Quimica en base seca

Componente Concentracion (g / 100 g extracto)
Cenizas 13,86 + 0,04
Lipidos 67,78+ 0,71
Proteinas 2,86+ 0,32
Nitrégeno No Proteico 7,58 +£0,25
Carbohidratos 4,03 £1,26

De acuerdo a los resultados obtenidos de la composicion quimica, se puede observar que el
extracto estd mayoritariamente constituido por lipidos y en segundo lugar por minerales.
Resulta dificil comparar con extractos de otras especies de langostino, debido a que no se han
encontrado reportes de la caracterizacion quimica de un extracto, solo se identifican diferentes
componentes lipidicos (Gémez-Estaca, 2017). Sin embargo, se puede comparar respecto al
material de partida que le dio origen que, como se menciond al inicio de este trabajo, era rico
principalmente en cenizas y proteinas (Cretton y col., 2021). Por lo tanto, la extraccion produce
una disminucion en el aporte de cenizas y proteinas, pero aumenta considerablemente el aporte
de lipidos donde se encuentran, ademas de los acidos grasos poliinsaturados, los antioxidantes
de interés en este trabajo final. Esto era lo esperado debido a que se utilizo etanol como solvente

de extraccion y éstos compuestos son solubles en el mismo.

4.2.1dentificacion de analitos por cromatografia liquida de alta resolucion

La lectura de material bibliografico (libros teoricos y articulos de investigacion) permitio
obtener la informacion suficiente para poder establecer un sistema cromatografico adecuado.
Se ajustd las fases moviles en las distintas determinaciones de manera que mejoren la

resolucion, selectividad y eficiencia de la sefial de los analitos de interés.

Para identificar los patrones comerciales de astaxantina y f3-caroteno, se trabajo con el triangulo
de solventes propuesto por Snyder (1974) y esto fue primordial. Se eligieron solventes de

diferentes grupos y se busco mejorar la fuerza de solvente para poder identificar estos analitos
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en tiempos de retencion que sean convenientes. A continuacidn, se muestran los resultados

obtenidos para identificacion de los patrones comerciales y la identificacion de los analitos en

el extracto etandlico.

Sistema cromatografico de astaxantina: la identificacion de este analito se realizd a una

longitud de onda de maxima absorcion de 477 nm. La proporcidn de la fase movil que favorecio
a la mejor resolucidn de la sefial fue a 80:20 Acetonitrilo: Metanol. El tiempo de retencion fue

de 3,73 + 0,60 minutos como se puede observar en la Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma del patrén comercial de astaxantina. Longitud de onda de maxima absorcion de

477 nm, en una fase movil 80: 20 Acetonitrilo:Metanol.

Se buscd mejorar la fuerza de solvente para que principalmente la astaxantina sea detectada en

un tiempo de retencién menor a S minutos, pero que no se encuentre dentro del rango de tiempo

muerto, ty, (1,25 min).

Sistema cromatografico de B-caroteno: la identificacion de este analito se realizdé a una

longitud de onda de méxima absorcion de 452 nm. Se obtuvo una mejor resolucién de la sefial
con una fase mévil 80:20 Acetonitrilo:Isopropanol. El tiempo de retencion del B-caroteno fue

de 12,28 + 0,60 minutos, como se puede observar en la Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma del patrén comercial de B-caroteno. Longitud de onda de maxima absorcion de

452 nm, en una fase movil 80: 20 Acetonitrilo:Isopropanol.

Se busco mejorar la fuerza de solvente para que el B-caroteno pudiera ser detectado a un tiempo
de retencion menor al reportado en bibliografia (Honda y col., 2018), que fue aproximadamente
cerca de 30 minutos. Es decir, se logré mejorar la selectividad y la fuerza del solvente y, por lo

tanto, la resolucion de las sefiales y los tiempos de retencidn de estos analitos de interés.

Al tener el B-caroteno (Figura 3) una estructura sin grupos polares, la fuerza de solventes tenia
que ser un poco mayor que la del sistema cromatografico para astaxantina, es por €so que se
opto por la utilizacion de isopropanol en vez de metanol. Esta fase mévil permitio identificar
el B-caroteno en un tiempo de retencion esperado. En la bibliografia revisada, se observo que
el tiempo de retencion de este analito se encuentra entre los 25 — 30 minutos (Honda y col.,

2018; Szpylka y col., 2005), es por esta razon que se resalta la importancia de haber reducido

el tiempo de retencion.

En este trabajo se logro definir un sistema cromatografico para obtener un tiempo de retencion

mucho menor de astaxantina y f-caroteno respecto a las bibliografias consultadas, manteniendo

una buena resolucién de los picos.

4.3.Curvas de calibracion

Para poder cuantificar estos analitos en diferentes muestras, se construyeron curvas de
calibracion de astaxantina (Figura 17) y B-caroteno (Figura 18), medidas en sus respectivas
longitudes de onda de maxima absorcion. Estas sirven para validar un método, es decir que se
debe confirmar y documentar que los resultados obtenidos por el método analitico son
confiables y precisos.
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La recta obtenida en la curva de calibracion de astaxantina fue: y = 399,227x — 12,908 y

cuyo coeficiente de regresion lineal fue 0,999.
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Figura 17. Curva de calibracion de astaxantina.

En la Tabla 3, se muestran los valores de concentracion de las diluciones de astaxantina (Ciit)
con sus respectivas respuestas (Area) a la longitud de onda de méaxima absorcién (477 nm),

obtenidos en las corridas cromatograficas.

Tabla 3. Datos experimentales correspondientes a dilucién de astaxantina.

Cyit astaxantina (ug/mL) Area (mUA s)
0,326 114,920
0,845 321,425
1,600 635,748
2,172 857,357
3,201 1248711
3,973 1581,146

La recta obtenida en la curva de calibracion de B-caroteno fue: y = 276,432x — 0,686 ajustada

a una regresion mas favorable con un coeficiente de regresion lineal de 0,9988.
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Figura 18. Curva de calibracién de p-caroteno.

En la Tabla 4, se muestran los valores de concentracion de las diluciones de B-caroteno (Ciit)
con sus respectivas respuestas (Area) a la longitud de onda de maxima absorcion (452 nm). El
ajuste a la mejor regresion en la curva se realizo eliminando los puntos de concentracion 1,723
y 2,005 pg/mL. Fue necesario eliminar estos puntos debido a que posiblemente hubo un error
en la dilucion de estas soluciones, hecho que se puede evidenciar al analizar las areas obtenidas,

donde la solucion mas concentrada presenta un area menor.

Tabla 4. Datos experimentales correspondientes a diluciéon de B-caroteno.

Ciit p-caroteno (ug/mL) Area (mUA s)
0,184 58,460
0,442 106,238
0,856 260,917
1,039 267,378
1,723 546,421
2,005 466,850
3,500 965,020
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4.4. Analisis del extracto: Identificacion y Cuantificacion de analitos

Se trabajo con el sistema cromatografico establecido para astaxantina y B-caroteno, para poder
identificar y cuantificar los analitos en el extracto etandlico de langostino. Debido a que el
patrén comercial de a-tocoferol adquirido por el grupo era importado y no llego6 a tiempo, se

trabaj6 solamente con los patrones disponibles de astaxantina y B-caroteno.

La Figura 19, muestra el cromatograma que se obtuvo de la separacion cromatografica del
extracto, en el sistema definido para la identificacion de astaxantina. En este cromatograma se
observan diferentes sefiales y aquella sefial correspondiente al tiempo 3,18 minutos fue
identificada como astaxantina libre. Con respecto a las sefiales que aparecen a tiempos de
retencion superiores podrian corresponder a astaxantina esterificada. Actualmente en el

laboratorio se continuan realizando experimentos para poder identificar estas sefiales.
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Figura 19. Cromatograma del extracto en condiciones de astaxantina. Corrida cromatogrdfica del extracto

de cabezas y cdascaras de langostino en un sistema con fase movil 80:20 Acetonitrilo:Metanol.

La Tabla 5 muestra el resultado de la cuantificacion de astaxantina en el extracto y la respuesta
de las sefales no identificadas. Como resultado de las separaciones cromatograficas se puede
observar la presencia de astaxantina en el extracto (Figura 19). La concentracion de la misma

fue 11,7 pg/mL en la dilucidn, lo que corresponde a 302,5 ug/g de extracto.
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Tabla 5. Identificacion y cuantificacion de astaxantina en el extracto etanélico.

Result Table (ESTD - C: |Clarity Chrom|Bench | Tatiana Muestras|extracto sisterna ast 80 20 - 5 2500: Channel 1)

Reten. Time Response Amount Amount Peak Compound Reten. Index
[min] [ug/mL] [%] Type Name =
1 0,937 8,777 0,000 0,0 0,000
2 1,267 159,169 0,000 0,0 0,000
3 1,970 277,442 0,000 0,0 0,000
4 2,113 294,084 0,000 0,0 0,000
3 3,180 4666,341 11,721 100,0 Ordnr astaxantina 0,000
6 5163 2872,065 0,000 0,0 0,000
7 9,957 12733,278 0,000 0,0 0,000
8 15,870 716,026 0,000 0,0 0,000
Total 11,721 100,0

Reten. Time = Tiempo de retencion (min); Response = Respuesta (Absorbancia); Amount = Concentracion en
ug/mlL y en porcentaje (%) en relacion a todos los compuestos de la muestra, Peak Type = tipo de pico;

Compound Name = nombre del analito de interés.

Este resultado (0,3 mg/g extracto, en unidades de comparacion) es menor al reportado por
Gomez Estacay col. (2017), que fue de 7 mg/g de extracto para langostino cuya especie era L.
vannamei. Este autor calculo el porcentaje de astaxantina libre teniendo en cuenta el area del
pico y el total del area bajo la curva del cromatograma. Asimismo, considerd que el resto de
las sefiales corresponden a astaxantina esterificada. El porcentaje determinado fue de
aproximadamente 16 %. Teniendo en cuenta la misma consideracidn que tuvo el autor (Gomez-
Estaca y col., 2017), en nuestro caso, se obtuvo un 21% de astaxantina libre respecto al total,

un valor ligeramente superior.

La Figura 20 muestra el cromatograma obtenido de la separacion cromatografica del extracto,
en el sistema definido para la identificacion de B-caroteno. En este cromatograma se observan

diferentes sefiales, pero ninguna de ellas correspondientes al tiempo de retencion del -

caroteno.
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Figura 20. Cromatograma del extracto en condiciones de B-caroteno. Corrida cromatogrdfica del extracto

de cabezas y cdscaras de langostino en un sistema con fase movil 80: 20 Acetonitrilo:Isopropanol.
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El grupo de antioxidantes lipidicos que se indagaron en este trabajo estan presentes en otras
especies de langostino (Amaya y Nickell, 2015). De acuerdo a la disponibilidad de patrones,
se indago la presencia de astaxantina libre y B-caroteno, pudiéndose identificar y cuantificar a
la astaxantina. No se evidencid presencia de -caroteno en el extracto etandlico de cascaras y
cabezas de langostino. Se esperaba la presencia de éste ultimo, dado que existen reportes de la
presencia de [-caroteno en otras especies de camarones y langostinos (Fxopalaemon
carinicauda, Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon y
Trachysalambria curvirostris) (Su y col., 2018; Su y Liu, 2019). En estas investigaciones
citadas previamente, el carotenoide que se identifica en mayor proporcion es astaxantina y el

B-caroteno corresponde aproximadamente al 10% de esas muestras.
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5. CONCLUSION

En este trabajo se obtuvieron datos relevantes sobre la composicidn centesimal y el contenido
de carotenoides de un extracto etanolico de cabezas y cascaras de langostino. Los extractos de
este material estan siendo utilizados por el grupo de investigacion, para experimentos de
suplementacion dietaria en acuicultura. El extracto de cabezas y cascaras de langostino
(Pleoticus muelleri), es principalmente rico en lipidos en donde se encuentra el carotenoide
astaxantina, ademas, aporta cantidades menores de otros macronutrientes, tales como proteinas

y carbohidratos, como asi también minerales.

Ademas, trabajando con patrones comerciales de calidad cromatografica, se pudieron ajustar
los parametros necesarios para realizar el analisis de identificacion de B-caroteno y astaxantina.
Esta puesta a punto de técnicas, permite sumar dos nuevos protocolos de analisis a los de rutina
del laboratorio. Por ultimo, se pudo analizar el extracto utilizando las técnicas puestas a punto

y se confirm¢ la presencia de astaxantina en el extracto y la ausencia de 3-caroteno.
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