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ABSTRACT

MONGE, E,  J. VAL and L. HERAS, 1984, Pigments identification in higher plants
by reversed phase high perfomance liquid chromatography. An. Aula Dei 17 (1-2):33-43.

A chromatographic methods was developed for the separation of chloroplast pig--
ments from spinach, sugar-beet and orange tree. The apparatus consists in a high-presure
pumping, a reversed-phase column, a radial compression module and a recording spectro-
photometrer. This kind of column allows the simultaneous separation of chlorophylis and
carotenoids with a short analysis time, This separation mechanism does not cause pigment
degradation products. The coefficient of variation of the jndividual retention times for
each pigment is better than 0.97 which facilitates the pigment identifications.

INTRODUCCION

Los tejidos verdes de las plantas superiores contienen, por regla general,
la misma secuencia de carotenoides, junto a las clorofilas a y b. Estos pig-
mentos se encuentran localizados en los cloroplastos, acumulandose mayori-
tariamente en los tilacoides mientras que solamente se encuentran en concen-
traciones traza en la matriz o estroma que rodea a estas membranas. Luteina,
violaxantina, neoxantina y B -caroteno aparecen frecuentemente en cualquier
especie, mientras que (¥ -caroteno, B -criptoxantina y anteraxantina, si estan
presentes, lo hacen en mucha menor proporcion, Fitoeno y fitofluoreno, pre-
cursores en la cadena metabdlica de los carotenoides, sOlo estdn presentes a
nivel de trazas (Goodwin, 1976).

(*) Trabajo financiado por la CAICYT (Proyecto 61142-02)
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Los carotenoides, en las plantas, tienen al menos dos funciones funda-
mentales. Actuan como agentes fotoprotectores de la clorofila (-ida) (Krins-
- ky,1968, Axelsson et al., 1981), enzimas (Ryberg et al. 1981) y lipidos {San-
delius et al., 1981) y son pigmentos accesorios en la fotosintesis (Blinks,
1964), puesto que forman parte de los complejos clorofila-proteina, encarga-
dos de realizar el transporte electronico y de la conversion de la energia lu-
minosa en biomasa (Siefermanm-Harms, 1980, Lichtenthaler et al., 1982).

El avance en el conocimiento de los carotenoides ha sido consecuencia de
la evolucion de los mélodos de analisis cromatografico. Entre los mas utiliza-
dos, en la actualidad, para el estudio de los pigmentos fotosintéticos, se pue-
den citar: la cromatografia de columna, la cromatografia en papel y la
cromatografia de capa fina. La primera, descubierta por Tswett en 1906, per-
mitié evidenciar la existencia de pigmentos responsables del color en gran na-
mero de vegetales; sin embargo, se trata de una técnica tediosa que requiere
un considerable tiempo de desarrollo (Strain et al., 1971), es dificilmente re-
producible y precisa &a recoleccion previa de las fracciones para su identifi-
cacion, Esta técnica se utiliza generalmente para obtener fracciones en gran
escala (Séstak, 1971). Las cromatografias en papel (PC) y de capa fina (TLC)
se utilizan en analisis comparativos. Estas técnicas presentan limitaciones, co-
mo consecuencia de la labilidad de las estructuras de los pigmentos que son
especialmente sensibles a los efectos de luz, calor, oxigeno y a otras degrada-
ciones quimicas (Davies, 1976). .

La separacion de los carotenoides por cromatografia liquida de alta reso-
lucién (HPLC), puesta en evidencia por Fiksdhal et al. (1978), supuso un
considerable avance en el estudio de los pigmentos vegetales. Hoy dia esta
técnica en fase reversa (rpHPLC) es el método mas conveniente debido a la
rapidez y resolucion que ofrece el tipo de columnas utilizado.

En el presente trabajo se describe un sistema cromatografico por rpHPLC
para la identificacion de carotenoides y clorofilas en plantas superiores, apli-
cado en muestras de espinaca, hojas de remolacha y hojas de naranjo.

MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado hojas del siguiente
material vegetal: espinaca (Spinacia oleracea L.), remolacha (Beta vulgaris L.,
var. Saccharifera) y naranjo (Citrus aurantium L.). La extraccion de los pig-
mentos se realizd segiin el método de Davies (1976) utilizando metanol co-
mo solvente para la homogeneizacion. Se ahadidé una pequena cantidad de
Ca COg, para prevenir la formacion de feofitina, y de acido ascorbico, como
antioxidante. Todo el proceso se realizd con luz tenue de color verde y los
extractos eran mantenidos en frio (4-5 °C) siempre que era posible. La puri-

ficacién del extracto se realizd segQn la técnica descrita por Eskins y Dutton
(1979).
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Los reactivos utilizados eran de grado analitico y purificados de acuerdo
con las recomendaciones de Davies (1976). Los patrones de «x y B £aro-
teno procedian de la casa Sigma.

El equipo de cromatografia liquida consistia en una bomba de alta pre-
sion (Waters mod. M-45) y un inyector (Rheodyne mod. 7010} equipado
con un deposito para la muestra de 20 ul. La columna cromatografica era de
fase reversa y compresion radial (Bondapack C1g -Waters). Esta ultima es-
taba conectada a un espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu mod. UV-
3000) con posibilidad de trabajar a doble haz o bien a doble longitud de on-
da y equipado con cubeta de flujo continuo de 8 jl (Hellma). El registro del
cromatograma se realizo a 440 nm.,

Los solventes utilizados eran filtrados y desgasificados por medio de una
membrana Durapore (Millipore) de 22 y.

Para la formacion del gradiente se utilizd una bomba peristaltica de tres
canales {Pharmacia mod, P-3).

RESULTADOS
En la figura 1 se puede apreciar el desarrollo del cromatograma de una

muestra de material vegetal enriquecida con patron de ¢ <arotenoy B <a-
roteno. Fn esta misma figura se puede apreciar la evolucion en la concentra-
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FIG. 1. —~Evolucion del gradienie de la fase movil y eromatograma de pigmentos de una
muestra de material vegetal (hoja de remoilacha) enriquecida con patrones de X
y B -caroteno.
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cion de la fase movil durante el desarrollo. Esta fase comienza con un gra-
diente lineal de metanol/agua (90:10 v/v) para la separacion de las xantofilas
mas polares y se va enriqueciendo con etanol como indica la linea de trazos.

CUADRO 1.~ Identificacién de pigmentos y valores de K.

g 3c
Pico - DESARROLLOS
No  PIGMENTO % Kt
2 3 4 5 6
1 Neoxantina 566 576 568 576 568 5867 57+ 0,05 6,81 20,06
2 Violaxantina * 6,81 6,90 6,97 7,01 6,94 6,23 6,94 £ 0,04 8,51 + 0,06
4 Taraxantina 8,68 8,69 8,66 8,70 8,70 8,58 8,64 £ 0,06 10,83 £ 0,08
5 Luteina 997 998 1005 10,09 10,09 997 1003+006 12,73+0,08
7 Clorofila b 12,27 12,28 12,36 1239 1239 1227 1233+006 15,88+0,08
8 Clorofila a 14,07 14,08 14,15 14,19 1419 14,07 14,13:006 18,35%0,08
9 O -caroteno - i —_— _ —— ——
i0 B -caroteno 16,67 16,58 1665 1669 16,69 16,57 16,63 + 0,06 21,77+ 0,08

La correspondencia entre los picos de la figura anterior y los diversos pig-
mentos queda reflejada en el cuadro 1, a excepcion de los nimeros 3 y 6 que
no se han podido identificar y que deben corresponder a productos de de-
gradacion, ya que en muestras recién preparadas no aparecen (Fig. 2).

En la figura 2 estan representados los desarrollos cromatograficos de los
pigmentos totales recién extractados de espinaca, remolacha y naranjo en los
que se puede observar la reproducibilidad en la separacién de carotenoides.

En el cuadro 1 se indican los pigmentos de acuerdo con la ordenacion ex-
presada en las figuras 1 y 2. Asimismo, se dan las constantes de retencién
(K", para cada uno de los pigmentos, en el sistema utilizado. Este valor es
analogo al Rf en cromatografia de papel y de capa fina. Su calculo viene da-
do por la formula K’ = (tR — tp)/to donde tR es el tiempo de retencion de
un determinado pigmento y tg representa el tiempo de retencion de un
componente no fijado por la columna a un flujo determinado (Storch, 1975).

A fin de obtener una mayor precision, el calculo de estos valores se
realizo con una velocidad de registro del cromatograma de 2 cm/min |, veloci-
dad cuatro veces superior a la utilizada en este trabajo. El valor del ¢ -carote-
no no se ha estimado por aparecer en cantidades insignificantes en las mues-
tras analizadas (Fig. 2).

En el cuadro 2 se dan los maximos de los espectros de cada uno de los di-
ferentes pigmentos obtenidos a partir de hojas de naranjo y de acuerdo con
las condiciones de elucion del gradiente de la fase movil representadas en la
figura 1. Asimismo, se dan los maximos en etanol a que hacen referencia
otros autores citados por Davies (1976). El compararlos con los valores en-
contrados en etanol es debido a que tanto el metanol y/o etanol estan pre-
sentes a lo largo de todo el cromatograma en mayor o menor proporcion y
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FIG. 2. --Cromatogramas de hoja de remolacha (1), espinaca (11} v hoja de naranjo (III).
Cada division del cromatograma corresponde a 1 em. La velocidad de registro fue
de 0,5 em/min.
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los maximos son dependientes del solvente. Los valores de metanol y etanol
que nos da la bibliografia son bastante coincidentes. La cantidad de agua
en el solvente también tiene su importancia ya que se produce una pérdidaen la
persistencia del espectro y pueden aparecer picos cerca de la region ultravio-
leta (Davies, 1976).

CUADRO 2.— Compearacion de maximos de espectros obtenidos, segun nuestras condicio-
nes, con las citadas por otros autores en etanol.

PIGMENTO Maximos encontrados Maximos en etanol
{nm) (nm)
Neoxantina 464 - 435 - 412 467 — 438 — 415
Violaxantina 470 — 440 — 417 460 - 440 — 417
Taraxantina 470 — 441 - 421 471 — 442 — 420
Luteina 475 — 445 - 424 474 - 445 — 422
3 -Caroteno 477 — 451 - (427) 475 — 449 — (427
Clorofila a 666 665
Clorofila b 650 649

Los maximos en etanol, se han tomado de la bibliografia citada por Hol-
den (1976) para las clorofilas y por Davies (1976) para los carotenoides.

Las distintas fracciones individuales del cromatograma se recogieron y se lle-
varon a eter dietilico. Cada una de las fracciones se lleva asequedad con corrien-
te de nitrogeno en la oscuridad y se determinaron los espectros de absorcion en-
tre 350-500 nm en las siguientes soluciones: sulfuro de carbono, hexano y etanol.
En este Gltimo se estudia el desplazamiento hipsocromico que muestran los ca-
rotenoides epoxidos al anadirles una gota de HCl concentrado. Los 56 monoe-
poxidos se caracterizan por un desplazamiento del 17-22 nm, mientras que
los 5,6-5°, 6’ diepoxidos muestran un desplazamiento de 40 nm (Davies, 1976).

Las figuras 3 y 4 nos muestran los espectros obtenidos en cada uno de los
solventes mencionados anteriormente. Los espectros dibujados con trazo dis-
continuo en los carotenoides representan el desplazamiento espectral obteni-
do al anadir HCIL. En el caso de las clorofilas el trazo continuo corresponde a
la clorofila a y el discontinuo a la {. La identificacion del -caroteno no
presenta problemas al disponer de patrones gue permiten calcular el tiempo
de retencidon en cualquier sistema utilizado para HPLC. El espectro que se re-
presenta en la figura 4, corresponde al ﬁ -caroieno de una muestra vegetal:
disuelto en etanol, Gltimo solvente utilizado en nuestro sistema (Fig. 1).
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FIG. 3. —Espectros de absorcion de Neoxantina, Violaxantina y Taraxantina en distintos

solventes: sulfuro de carbono (1), n-hexano (II} y etanol (III). Los maximos al

pie corresponden a los esperados en cada solvente segun los diferentes autores ci-
tados por DAVIS (1976).
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FIG. 4. —Espectros de absorcion de Luteina, Clorofilas y B»caroteno en distintos sol-
ventes: sulfuro de carbono (1), n-hexano (II) y etanoi (I11). Los maximos que {i-

guran al pie corresponden a los esperados en cada solvente segin los diferentes
autores citados por DAVIS (1976).
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DISCUSION

Como se puede apreciar en los cromatogramas, los pigmentos, con este
sistema de fase reversa, son separados de acuerdo con su caracter lipofilico.
En esas mismas figuras, se puede ver que con esta metodologia de trabajo no
se observan isomerizaciones ni oxidaciones, como ocurre con otros proce-
dimientos, ya que segin Brauinann et al. (1981) en el caso de que se produz-
can el sistema las resuelve perfectamente.

La eleccion de la fase movil se realizd después de estudiar los distintos
eluyentes empleados por otros investigadores. Asi Lichtenthaler et al. (1982)
utilizod una mezcla isocrdtica del 9% de agua en metanol. Braumann et al.,
(1981) un gradiente lineal de metanol/acetonitrilo (25.75 v/v) agua. Eskins
et al. (1977) mezclas discontinuas metanol-agua y posteriormente Eskins y
Dutton (1979) un programa lineal de metanol del 90% y acetato de etilo.
Después de ensayar estas fases, incluso con algunas modificaciones, hubo que
desecharlas puesto que el tiempo en que se desarrollaba el cromatograma era
excesivamente largo, si bien la eficacia en la resolucion de las fracciones era
buena. Esto seguramente es debido a una mayor eficacia {en el poder de reso-
lucion) de nuestra columna. Por lo tanto, como fase movil se aplico el gra-
diente senalado en la figura 1 que permite desarrollar el cromatograma en
menos de 20 minutos; la desviacion estandar de la media del tiempo de reten-
cion va disminuyendo desde el 0,9% de la neoxantina hasta el 0,3 % del B -ca-
roteno, lo que da idea de la reproducibilidad de resultados. '

La zeaxantina parece ser que, en fase reversa, eluye junto con la luteina,
aunqgue Prenzel et al. (1982) han logrado la separacion de estos pigmentos
trabajando cén dos columnas en serie, para eluir las xantofilas de una de las
columnas utilizan fase reversa y una mezcla isocratica de 1,5% de agua en
metanol, apareciendo un pico de zeaxantina detras de la luteina. Braumann et
al. (1981) aprecian ocasionalmente, en sus cromatogramas, un hombro delan-
te del pico correspondiente a la luteina e indican que su sistema podria ser
capaz de separar este pigmento de la zeaxantina por medio de pequehas va-
riaciones en la composicion de la fase movil. Aunque se han ensayado dife-
rentes eluyentes e incluso las fases moviles recomendadas por los citados
autores en ningln caso se observd, en el pico correspondiente a la luteina,
hombro ni desdoblamiento alguno. Con el fin de comprobar este punto se re-
cogid la fraccidon correspondiente y se resolvid por TLC segun las condicio-
nes de Ben-Aziz et al. (1974) y Hager et al. (1966) obteniendo Unicamente
una mancha; por ello pudo deducirse que, en las muestras analizadas, de exis-
tir zeaxantina esta en cantidades inapreciables. El hecho de que Prenzel et al.
(1982) puedan identificar zeaxantina puede deberse a que trabajaron con
plantas sometidas a altas intensidades de luz (170 W.m2) ya que con intensi-
dades inferiores (7 W.m™2) no detectaron dicho pigmento. El hecho puede
txplicarse por la existencia de una conversion de la violaxantina de la mem-
brana externa del cloroplasto a zeaxantina, cuando los cloroplastos reciben
una fuerte iluminacion. deffrey et al. (1974) demostraron que las membra-
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nas de los cloroplastos de espinaca obtenidos a partir de hojas sometidas a
altas intensidades de luz presentaban una relacion violaxantina/luteina + zea-
xantina de 0,75, mientras que esta misma relacion para tratamientos con
bajas intensidades era de 3,5. Por otra parte, con nuestro sistema se han podi-
do separar pigmentos que difieren en la posicidon de un doble enlace, ya que
como se puede observar en la figura 1 hay una completa resolucién entre
« y [3 caroteno; si bien no hasido posible la separacion de luteina y zea-
xantina que presentan la misma caracteristica diferencial.

Los resultados obtenidos con este sistema de rpHPLC demuestran clara-
mente que se pueden identificar los pigmentos de las plantas superiores, sin
que se produzcan alteraciones de los mismos, con una mayor sensibilidad, se-
lectividad y seguridad que la demostrada por otras técnicas analiticas y en
otras condiciones de trabajo.

RESUMEN

En el presente trabajo se describe un método cromatografico que ha
servido para la separacidon, con buenos resultados, de pigmentos cloro-
plasticos de espinaca, remolacha azucarera y naranjo. El equipo instrumen-
tal utilizado estd constituido por una bomba de alta presion, una columna
de fase reversa, un modulo de compresion radial y un espectrofotometro re-
gistrador. Este tipo de columnas permite la separacion simultdnea de cloro-
filas y carotenoides en un cierto intervalo de tiempo. Esta metodologia no
produce degradacion de pigmentos. El coeficiente de variacion de los tiempos
de retencidén de cada pigmento es menor del 0,9%, lo que permite la identi-
ficacion de los mismos con gran precision.
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