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I NTRODUCCI ON

En las dltimas décadas se han intensificado los estudios fitoquimicos
con el deseo de encontrar nuevas fuentes de alimento o de materia prima pa-
ra la industria farmacéutica.

Han sido objeto de estudio, tanto las plantas superiores como las al-
gas, por constituir estas Gltimas un potencial alimenticio que aln no ha
sido suficientemente estudiado.

En vista de que en El Salvador, desde hace algunos afios, estd tomando
incremento este tipo de estudios, en particu]af, de las plantas superiores
(fanerdgamas), se ha querido con este trabajo, iniciar la investigacion fi-
toquimica en las algas de agua dulce, para lo cual fue escogida la especie

Chara ceylanica en condiciones naturales.

La presente investigacion, de tipo experimental, tuvo como objetivo la
bisqueda de alfa tocoferol (vitamina E) en la planta mencionada anteriormen
te, para contribuir a la utilizacidén de este vegetal como fuente de al imento,
como materia prima y como un rubro mas en la economia del pafs.

Sabiendo que las algas son fuente de carbohidratos, vitaminas, protefi-
nas, lipidos y otros, se considerd oportuno determinar la presencia de vita-
mina E tanto por métodos quimicos cualitativos como cuantitativos, con la fi-
nalidad de extraer, purificar, identificar y sefialar el alfa tocoferol.

Es importante hacer notar‘que las experimentaciones no se hicieron en
atmésfera de nitrégeno porque éste es caro y no habfan condiciones econdmicas
para su utilizacidon; sin embargo, los resultados obtenidos fueron positivos.

Se considera necesaria la realizacidén de nuevas investigaciones sobre



las algas, tendientes a determinar la presencia de vitaminas, lipidos, carbo-
hidratos, proteinas y demds productos necegarlos en la alimentacidn diaria

del hombre y asi ver las utilidades de lasfmismas, y poder decir si son impor-
tantes o no, como materia prima que contrfbuya al aumento en la fabricacidn de
alimentos para combatir la desnutricién en El Salvador, naturalmente, emplean-

do algas de ‘1a flora salvadorefa.



CAPITULO 1

GENERALIDADES DE LAS ALGAS

1. Definicién. E} término ''alga'' es aplicable a las plantas inferiores au-
tétrofas.

Estas son, en su mayor parte, acuadticas y de estructura relativamente
simple; aunque algunas algas marinas son grandes y complejas. Casi todas
las plantas que flotan libres en el océano y muchas de las que habitan aguas
dulces, son algas; pero otras son vegetales terrestres que regresaron a su
hadbitat acuatico.

También se encuentran en la tierra, sobre todo, en lugares himedos. Es-
tas son organismos pequefios y simples. Solo algunas algas marinas superio-
res tienen tejidos comparables a los de muchas plantas terrestres.

Al cuerpo de estos vegetales se le llama Talo; no tienen raices, tallos
ni hojas, en el verdadero sentido de las palabras.

2, Caracteres y Clasificacidn. Estas plantas son talofitas autotréficas por-

que son capaces de elaborar sus propios alimentos a partir de materiales inor-
ganicos, como biéxido de carbono, agua y substancias minerales.

Entre éstas hay tipos antiguos y primitivos de la vida vegetal. Existen
desde las microscépicas hasta las grandes algas marinas, que en algunos casos,
sobrepasan en longitud a los arboles de mayor altura. En cuanto a la masa y pe-
so seco, constituyen una fraccidén de éstos.

Las plantas marinas flotantes son, por lo general, formas unicelulares y
se designan como fitoplancton del mar; el plancton es el nombre colectivo para

todos los animales y vegetales que flotan libres en el agua; es muy importante



como fuente alimenticia, y constituye un primer eslabdén en la cadena alimen-
ticia de los animales grandes, en especial los peces.

Muchas de las algas que crecen en la lfnea ]iforal o en las partes poco
profundas del mar forman el fitobenton (benton es el nombre colectivo para
designar a las plantas y animales acuaticos fijos).

Con respecto a su clasificacidn, estas plantas estan separadas en varios
grupos, determinados por los caracteres fisiolégicos de las células vegetati-
vas y por el comportamiento de las reproductoras, por el color, tamafio y otros
caracteres comunes a estos vegetales. Se dividen en Clorofitas, Euglenofitas,
Pirrofitas, Crisofitas, Feofitas, Cianofitas y Rodofitas.

En el presente trabajo sdlo se hara referencia a las Clorof(tas o algas
verdes porque son las que tienen relacidn con la investigacidon realizada.

3. Familia Caradceas. Estdn distribuidas en varias zonas del globo terrestre

y son plantas verdes de agua dulce o salobre, macroscépicas y autdtrofas.
Fijan su talo al substrato por medio de rizoides. El eje principal alcan
za mas de un metro de longitud y estd dividido en nudos y entrenudos de donde
derivan las '‘ramas' secundarias.
Son plantas fragiles debido a que tienen membranas calcificadas (algunas)
y se encuentran en estanques, represas, lagos, canales, y en las corrientes de

curso lento.

_h. Chara ceylanica. (ver Fig. 1) Es una especie de la familia Carédceas, in-
cluida dentro de las Clorofitas, porque sus caracteres y formas de reproduccién
son primitivos.

Es macroscOpica y se caracteriza por tener cloroplastos con clorofila a,

clorofila b y pigmentos carotenoides amarillos.



Su reproduccidn es sexual y vegetativa; la primera por oogamia y la se-
gunda, por medio de pequefios bulbos ricos en reservas alimenticias (almidén)
que se originan en los rizoides, de donde se desprenden.

Los 6rganos sexuales masculino y femenino estadn juntos, situados en las
axilas de las ''ramas'' terciarias, el femenino sobre el masculino (ver Fig. 2).
E1 6rgano femenino es ovoide y estd rodeado de cinco células espiraladas que
en su extremo forman una corcona. El masculino, en cambio, es rojizo y globulo-
so; tiene filamentos cargados de células dispuestas en una sola hilera donde
cada una es un anteridio, en el que se forma un espermatozoide biflagelado.

Esta planta fue encontrada y recolectada en el Lago de Coatepeque; y se-
gin el profesor Jorge Adalberto Lagos1, es donde mas abunda este vegetal, aun-
que existe en otros lagos de El Salvador.

Con respecto a la Chara ceylanica, Melvin C. Palmer2 proporciona las ca-

racteristicas que aparecen en el Cuadro N° 1:

1. LAGOS, Jorge Adalberto, Profesor de Botdnica Farmacéutica, Facultad de Qul

mica y Farmacia, Universidad de El Salvador, Entrevista realizada en
Ciudad Universitaria, 9 de febrero de 1976

2. PALMER, Melvin C., Algas, la. edicidén, Editorial Interamericana S.A., Méxi
co, 1962, pp. 55



CUADRO N° 1

ASPECTO CARACTERISTICA DE LA CHARA CEYLANICA
Color Verde o verde amarillo
Localizacidon del pigmento En los cromatéforos
Almidén . Presente
Cubierta Viscosa Casi siempre falta
Pared Celular Semirrigida, lisa o con espinas
Niacleos Presente
Flagelos Ausente
Mancha Ocular Ausente

5. Importancia de las Algas. Las algas son una fuente de investigacidn por

su importancia en diferentes areas de la economia mundial.

Constituyen la materia prima para la fabricacién de alginato sddico,
agar, yodo, tierra de diatomeas; asi como varios productos alimenticios1 que
se conocen con diversos nombres como amanori, kombu, kan-ten, carrageen, dul-
se y limu, son parte importante en el régimen alimenticio de Hawaii, Japdn,
China, Filipinas, Irlanda y otros paises, siendo las mads utilizadas las algas
marinas.

Las algas tienen la capacidad de generar colores, olores y sabores; asf
como modificar el pH, e influir en algunas caracteristicas del agua (color,
turbiedad, radioactividad).

Ademas, son ricas en proteinas, grasas e hidratos de carbono, por lo

que en un futuro préximo serviran para la elaboracién de vitaminas, hormonas

1. PALMER, Mervin C., Algas, la. edicidn, Editorial Interamericana S.A., Méxi



y antibidticos.
En la actualidad no hay una utilizacidn sistematizada de estas plantas
por.el poco estudio y la escasez de métodos practicos para su cultivo y apro

vechamiento.






CAPITULO TII

ANTECEDENTES DE LA VITAMINA E

. . . . - 1
Esta vitamina conocida internacionaimente como Tocoferol se le conoce
como Factor X, Esterilamina, Factor Aatiestéril y otros.
Con respecto al término "Yitamina E', la Enciclopedia de Tecnologia Qui-

mica dice que '"'el nombre 'vitamina E' fue usado originalmente para descri-

bir un producto, parcialmente caracterizado, de los aceites vegetales, que

era esencial para conservar la fertilidad de las ratas'.

Las investigaciones tendientes al descrubrimiento de esta vitamina, se
iniciaron el afo de 1920, por parte de los cientificos Matill y Conklin; quie-
nes la encontraron liposoluble, allad por 1922. Luego, las investigaciones

acerca de su distribucidn natural, aislamiento e identificacidn, se debieron

a Evans, Burr y Emerson; asi como a los anteriormente citados.

.
Y seglin la Enciclopedia Medicamenta”, los estudios con respecto al alfa

tocoferol se realizaron segln el siguiente proceso:

"1920-22. Matill y Conklin observan trastornos en la reproduccidn de las
ratas sometidas a dietas lacteas especiales, y Evans y Bishop, que la fal-
ta de reproduccidn en las ratas es debida a una carencia vitaminica.
1927-30. Evans y Burr reconocen la vitamina E en el insaponificable, vy
estos mismos autores y Goettesch y Pappenheimer describen una distrofia
muscular especifica en ratas, conejos y cobayas scimetidas a una dieta ca-

1. TOCOFEROL, palabra derivada del griego, significa que favorece la procrea-
cidn
2. KIRK, Raymond E. y Othmer, Donald F., Enciclopedia de Tecnologfa Qufmiga,
t. xvi, Unidn Tipogradfica Editorial Hispano-Americana, México, 1960,
198
3. FONT, Querr, PTo, Enciclopedia Medicamenta, t. i, Editorial Labor, S.A.,
Barcelona (Espafia), 1962, p. 60



R

rente de esta vitamina.

1936. Evans, Emerson (0. H.) y Emerson (G. A.) aislan la vitamina E
en forma de ésteres cristalizados (tocoferoles alfa, beta y gamma).
1937-38. Fernholz elucida la estructura quimica del alfa tocoferol,
Karrer y colaboradores logran su sintesis'

En cuanto a su composicion quimica, se han tomado los datos de la Encilope-

dia Medicamenta1, en la que aparece planteada la forma siguiente:

Nombre Comdn: Alfa Tocoferol
Nombre Quimico: 5, 7, 8, trimetiltocol

Formula Molecular:

(CogHc0,)

Formula Estructural:

HO

Crefis3

La férmula anterior es conocida como Vitamina E1

En cuanto al resto de los tocoferoles, éstos tienen las siguientes ca-

racteristicas, que los difieren entre si y permiten una mayor identificacidn.

1. FONT, Querr, Pfo, Enciclopedia Medicamenta, t. i., Editorial Labor, S.A.,
Barcelona (Espafa), 1962, pp. 60-61.
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Nombre Comin: Beta Tocoferol
Nombre Quimico: 5, 8, dimetiltocol
Férmula Molecular: (C28Hh802)

Formula Estructural:

Crgfss

También es conocido como Cromotocoferol, Neotocoferol, p-xilotccoferol

o Vitamina EZ'

Nombre Comin: Gamma Tocoferol
Nombre Quimico: 7, 8, dimetiltocol
Formula Molecular: (C28H4802)

Formula Estructural:

::I:::::;:::::;:::\\V/// 1n,_@ 1633

E1 Gamma Tocofercol! es conocido como o-xilctocoferol y comc Yitamira E3



Posteriormente se aisld el Delta Tocoferol que sélo tiene un grupo me-’

tilo en el anillo bencénico.

Nombre Comdn: Delta Tocoferol
Nombre Quimico: 8, metiitocol
Férmula Molecular: <C27Hh602)

Férmuta Estructural:

CHB
Los tocoferoles hasta anora conocidos corresponden siempre al esquema
fundamental del cromano o anillo fundamental de los tocoferoles, cuya estruc

tura es ia siguiente:

£ cromzno posee una agrupacion atdmica heterociclica constituida por
un ndcleo bencénico v un anillo de seis eslabones,uno de los cuales es un &ato
mo de oxigeno directamente unido a dos atomos de carbono, como en los ésteres

fenolicos.



E] cromano tiene tres derivados principales: alfa, beta y gamma tocofe-
roles (vitaminas de la serie E), que se encuentran en la fraccion insaponifi-
cable.

Sin embargo, en la actualidad han sido aislados siete tocoferoles, muy
difundidos en las plantas verdes, especialmente en los cereales.

Estas sustancias poseen una misma cadena lateral larga y ramificada, la
més activa de ellas es el alfa tocoferol, que contiene tres grupos metilo uni-
dos al grupo croménico en posiciones 5, 7, 8. El gamma tocoferol es el que si-
gue en actividad biologica porque contiene dos grupos metilo en posicicnes 7 vy
8; luego sique el beta tocoferol que es el menos activo de los tres.

El alfa tocoferol natural es dextrégiro, y las tres sustancias son de fa-
cil oxidacidn; por lo gue conviene protegerlas del aire y de la luz. 5Son esta
bles en medio alcalino, y no se destruyen con la coccion.

1. Antioxidantes. €Estos derivados del cromano se afaden a las grasas y acei-

tes para conservarlos. En la mayoria de los paises son pocos los productos per-
mitidos que se agregan a los alimentos. Para el andlisis de los antioxidantes
se extraen las grasas (lipoides), por ejemplo, con alcohol acuoso, y a continua-
cién hay separacidn de los extractos por medio de la cromatografia. Esta puede
ser en capa fTina o en papel; la primera es la mejor, y se trabaja con silicagel
G, oxido de aluminio, poliamida o carbonato de zinc/dxido de aluminio, las mas

empleadas son las capas de silicagel.

Los tocoferoles son antioxidantes naturales, y el gamma e3> el mas eficaz;

difieren por el nimero y la posicidn de los grupos metilo en el anillo aromitico
Tienen accidon bioldégica diferente, considerandose ¢l alfa como el mas activo.

La accion metabdiica en el hombre aln no es conocida. Ejercen la funciodn



de proteger de la oxidacién a las otras vitaminas liposolubles y a los &ci-
dos grasos no saturados.

2. Fuentes Naturales. Se encuentran como vitaminas en algunas grasas vege-

1 , . .
tales (ver Cuadro N° 2) . Los animales son incapaces de efectuar su sinte-
sis. Su distribucidn o reparto en la naturaleza es semejante a la de los ca-
ratenoides. Las grasas incoloras y los aceites oxidables como los secantes,

tienen esta vitamina que se destruye al oxidarse.

CUADRO N° 2
PRODUCTO TOCOFEROL (mg/100 m1)

; TOTAL ALFA

} -

| Aceite de semilla de algoddn 30 56
Aceite de nueces 22 11

| Aceite de soja 140 10
Frutas | 0.24-0.74 0.23-0.72

| Mafz | 1.7 0.84

g Harina de avena 2.1 1.9
Mantequilla | 2.4 —-
Margarina 54 28

i Higado de buey 1.4 b
Huevos (unidad) 1.0 0.6

Una de las fuentes naturales mas importantes de vitamina E es el aceite
de semilla de trigo; también se encuentra en la semilla de algoddn, cacahuete,

lactucario, trébol, lechuga, alfalfa v otros.
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Los tocoferoles se pueden encontrar libres, esterificados o acompafiados
de otras sustancias de composicidn desconocida.

Todavia no se ha podido demostrar que sean elementos esenciales de la
dieta humana; pero si, que son indispensables en las ratas y ratones parsa
su normal reproduccion.

3. Propiedades Fisicas v Qufmicas? La propiedad fisica de mds interés co-

mercial del alfa tocoferol es la solubilidad en las grasas.

Esta vitamina es un liquido oleoso, muy estable en estado puro, ligera-
mente amarillo; el indice de refraccidn es de 1.504 - 1.,507. Es insoluble
en agua, facilmente soluble en alcohol, solventes organicos y aceites vege-
tales. Forma ésteres, tales como: alofanatos,d-alofanatos, p-nitrofenilureta-
nato.

También posee propiedades reductoras, por lo que es sensible a la oxida-
cidén y muestra un espectro de absorcidon en solucidn alcohdlica, caracteristi-
co al ultravioleta, con un maximo de 292 mu y un minimo de 255 mu.

En ausencia de oxTgeno, resisten temperaturas de 200 grados centigrados.
Los &lcalis los destruyen muy despacio.

Son estables al calor en ausencia de oxigeno, en &acidos fuertes, en la
luz visible, e inestables frente a los ravos ultravioleta, los &lcalis y la
oxidacidn.

Los ésteres son mas estables que los libres, se usan para estabilizar
los preparados de la vitamina A.

Con respecto al funcionamiento de la vitamina E en los animales, se dice

1. HOFFMAN, F., Compendio de vitaminas, La Roche & Cfa, S.A., Basilea (Suiza)
1972, pp. 69
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que los sintomas carenciales varfan segin la especie, la edad y el sexo del
animal de experimentacidn. La incertidumbre en cuanto a la finalidad de es-
ta vitamina en el hombre, se hace cada vez mayor porque otros compuestos pue-
den reemplazarla en algunas de sus funciones.

Segln las Tablas CientTficas1 a la vitamina £ se le atribuyen los si-
guientes efectos: neutralizar los efectos toxicos del tetracloruro de carbono,
piridina, sulfito sddico, ésteres cresdlicos y algunas sulfamidas.

Ademds, tiene accidn reguladora sobre el aprovechamiento de los carbohi-
dratos musculares; protege la degeneracidon de las grasas y la necrosis del
higado y péancreas.

Con relacidén a sus caracteres terapéuticos, es muy poco lo que podria
decirse porque son contradictorios los resultados obtenidos en los diferentes
estudios realizados. Se ha empleado con resultados variables en la angina de
pecho, anemias rebeldes al tratamiento usual vy en animales se han ensayado
efectos relacionados con la esterilidad de las ratas, distrofia muscular vy
diabetes en presencia de aloxana; in vitro origina caracteristicas en la san-
gre de ratas y esta reaccidon forma la base de un método de bioensayo para la
vitamina, sin embargo, observaciones clinicas recientes han llevado a la '"Jun-
ta de Alimentos y Nutricion' de los Estados Unidos a la conclusién de que la

vitamina £ es probablemente esencial en la alimentacidon del hombre.

1. DIEM, Konrad, (redaccién), Tablas Cientificas, Documenta Geigy, 6a. edi-
cién. Editorial J. R. Geiav S. A.. Basilea (Suiza). 1965, pp. L462-463



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

En esta investigacidn se aplicaron métodos quimicos cualitativos y cuan-
titativos; pero no se han hecho exactamente como lo plantea la bibliografia
consultada sino que de acuerdo con las condiciones que se han presentado.

Con relacidn al material utilizado, éste es de vidrio como probetas, ba-
lones, pipetas, erlenmeyer, beaker y demds material de laboratorio. En cuanto
al equipo emplieado se encuentra: Espectrofotdmetros, lampara de luz ultravio-

leta, estufa y equipo de TLC1, adem3s, diferentes reactivos y otros materia-
les.

El presente capitulo estd dividido en dos partes:

1. Determinacidén de la presencia de alfa tocoferol en las muestras de algas
2. Cuantificacidn de dicha vitamina.

En la primera se consideran los siguientes aspectos: la extraccidn, sapo-
nificacion, purificacidon e identificacién de la vitamina E, en ésta Gltima se
usa el DL-alfa tocoferol para bioquimica, que serd la sustancia patréon (refe-
rencia).

En esta parte se utilizaron tres métodos:

. .2 2 . -
a. Metodo de Extraccion o de Threalfall. Con disolventes organicos se extrae

1. TLC, son las siglas en inglés de la cromatografia en capa fina. Su nombre
en dicho idioma es Thin-Layer Chromatography.

2. PIGRETTI, Marta M., "Influencias de las condiciones de cultivo sobre la
biosintesis del aifa tocoferol en Euglena gracilis, Revista Latinoame-
ricana, Microbiologia 15, Caracas (Venezuela), 1973, pp. 99-106




19

la parte ]ipoide1 de la muestra. Este es apropiado para extraer lipidos;
por eso se selecciond para esta investigacidn; ademds, porque dentro del
campo de los lipoides se tienen hidrocarburos y derivados Hposolubles2 y
dentro de éstos, los derivados del cromano (tocoferoles).

i. Procedimiento. En un baldn se colocaron 300 gramos de muestra, y se

extrajo la fraccién lipoide; para ello se agregd etanol hirviente y tres
veces etanol-éter de petréleo (1:3 v/v). Cada extraccidn se hizo a reflujo
durante 24 horas, y los extractos obtenidos se colocaron en un frasco &mbar;
después se lavaron con éter de petrdleo. Se descartd la capa etandlica, vy
s6lo se analiza la etérea porque en ella se encuentran los tocoferoles.

Las capas etéreas se destilaron al vacio para concentrar el extracto y
recuperar el solvente. Luego, el residuo obtenido se pasd cuantitativamente
a un frasco ambar y antes de taparlo se le pasd una corriente de nitrdgeno
para preservarlo de alguna descomposicion.

b. Método de Saponificacic’)n.3 Los ésteres de tocoferilo con hidrdxido pota-

sico etandlico liberan alfa tocoferol y sustancias reductoras como la vita-
mina A, carotenoides, algunos esteroles y otros tocoferoles de escasa activi-

dad vitaminica E.

1. LIPOIDE, denominacidn genérica que se le da a un conjunto heterogéneo de
sustancias que tienen como propiedad comin ser solubles en los Ilama-
dos disolventes de las grasas, como el éter, benceno, acetona, tetra-
cloruro de carbono y otros.

2. DERIVADOS Tiposolubles, son sustancias que se encuentran en la fraccidn in-
saponificable de los lipoides naturales.

3. STRAHOCKER, R. Henning, Andlisis de vitaminas, Métodos comprobados, Edito-
rial Paz Montalvo, Madrid (Espafia), 1967, pp. 355.
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Con este proceso se elimina parte de las impurezas interferentes que
obstaculizan la determinacidn de la vitamina E.

i. Procedimiento. E1 residuo que quedd después de evaporar los extrac-

tos etéreos, se trasladd cuantitativamente a un baldn, empleando 20 milili-
tros de etanol; luego se afiadieron 3 mililitros de uné solucién recién pre-
parada, de hidréxido potdsico (5 gramos de hidréoxido potasico, en lentejas,
en 10 mililitros de agua destilada), y un poco de hidroquinona. La mezcla se
calienta sobre bafio de vapor y a reflujo, durante media hora; en este periodo
el alcohol debe hervir.

Una vez frio se transfirid, en forma cuantitativa, a una ampolla de sepa-
racidon y se hicieron extracciones con 3 porciones de 50 mililitros de éter de
petrdleo. Con movimiento suave los extractos etéreos se lavaron con 50 milili-
tros de agua, luego se agitaron fuertemente con una solucidén recién preparada
de 1.5 gramos de hidréxido potédsico en 50 mililitros de etanol al 30 por cien-
to. La capa etandlico~acuosa se ilimind y la etérea se lavd varias veces con
agua; moviendo suavemente el matraz en los primeros lavados, y mas fuerte en
los Gltimos hasta que no hubo reaccidén alcalina en los liquidos del lavado.
Posteriormente, se seca la capa etérea sobre sulfato sédico anhidro y con cui-
dado se evapord al vacio.

Después se le hizo al residuo, un espectro inr’rarrojo1 y se compard con
el patrdn; el resultado fue positivo: presencia de vitamina E, contaminada con

otras sustancias desconocidas.

1. ESPECTRO infrarrojo, con el espectrofotémetro Perkim-Elmer 710-A, y pas-
tilla de cloruro de sodio.
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¢. Cromatografia en Capa Fina? Para identificar el alfa tocoferol se utili-

& la Cromatografia en Capa Fina, con el objeto de eliminar la vitamina A, ca-
otenoides, y otras sustancias presentes en la fraccidn insaponificable.

tste método es apropiado para efectuar buenas separaciones y purificar sus
ancias.

Entre las ventajas de este proceso se tienen: el uso de pocos aparatos,
equefias cantidades de muestra y poco tiempo.

Se basa en la separacidén de sustancias aplicables a capqs finas de adsor-
iente, y con ayuda de diversos disolventes (principalmente organicos), la
wuestra se aplica en forma de punto o banda.

Al terminar el proceso se nota la separacidn de las sustancias presentes.
05 tocoferoles se ven con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) o con reve-
adores, que se rocian para facilitar la identificacidn; ésta se hace por com-
saracion de sus Rf. tanto del patrdn como del problema.

Este procedimiento permite la separacidn, identificacidn cualitativa vy
indlisis cuantitativo de los tocoferoles.

. 2 - . :
i. Constantes R™. EIl movimiento relativo de algunas sustancias respecto al

lisolvente, en un sistema cromatografico dado, es constante y caracteristico
e la sustancia. Factores como: grueso de la capa,saturacidn de la cadmara, hu-
redad del aire, efectos de separacién de mezclas, solventes y otros, los cua-

es son dificiles de reproducir, pueden ejercer una notable influencia en la

separacion y purificacidn cromatografica.

CROMATOGRAFIA en capa fina, 1lamada también Cromatografia en Capa Delgada
o en Columna Abierta.

'. ABBOTT, David y Andrews, R. S., Introduccidén a la Cromatograffa, 2a. Edi-
cidén en Espafiol, Editorial Alhambra, S.A., Madrid (Espafia), 1970, pp.
8, 37-38, 59.
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Uno de los mds importantes aspectos de la cromatografia es que, en un
sistema cromatografico dado, el movimiento relativo de un compuesto con res-
pecto 2l frente del disolvente es una propiedad caracteristica y reproduci-
ble. En el caso de las cromatografias de papel y capa fina se expresa el mo-

vimiento de un compuesto como un valor de Rf RX y hRf

b4

distancia recorrida por la sustancia

distancia recorrida por el disolvente

En algunos casos, el frente de disolvente sale fuera del papel, y por eso es
mds conveniente expresar el movimiento de alguna sustancia por comparaciodn
con el movimiento de otra (que es similar quimicamente). En este caso es me-

jor expresar los valores de Rx que los de R

\

f

R = distancia recorrida por la sustancia

distancia recorrida por la sustancia standar x

En los cuadros N° 18 y 19 se dan los Rf R RX hRf . Los datos se tomaron con

diferentes disolventes.
Para encontrar el hRf s6lo se multiplica el valor de Rf x 100:

hR1c = Rf x 100

Los diferentes datos tanto de Rf como RX y hRf fueron tomados con el

comparador de areas o multi=-purpose template (ver Fig. N° 3).
Por medio de los Rf se identifica también el alfa-tocoferol.

Los disolventes usados en cromatograffa se miden en una probeta y se agi-

tan enérgicamente antes de su uso.

Los valores de R. fueron comparados con la tabla N° 46 del libro de
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Thin-Layer Chromatography!

ii. Reactivos. Para esta etapa se utilizaron los siguientes:
Reactivo de acido fosfomolibdico (2.5 gramos de dcido fosfomolibdico se di~
suelven en etanol hasta 25 mililitros).
Reactivo de cloruro férrico (0.1 gramo de cloruro férrico cristalizado se
disuelven en etanol hasta 100 mililitros).
Reactivo de 2-2' bipiridilo (0.25 gramos de 2-2' bipiridilo se disuelven en
100 mililitros de etanol).

iii. Procedimiento. Para separar e identificar el alfa-tocoferol de otras

sustancias interferentes en el insaponificable, se usan placas de vidrio
(5 x 20 cm) y diferentes espesores (0.5 vy 0.25 mm) de si]l'cagel2 GF254 tipo
60 luego se aplica varias veces en forma de punto; después de cada aplicacidn
se seca para concentrar la sustancia en el punto de origen, esto es importan-
te para una mejor separacidn. Las aplicaciones se hacen con micropipetas, je-
ringas o aplicador automatico, a una distancia de 1.5 centimetros del borde
inferior de la plaquita.

Se hace lo mismo con la sustancia patrdén; las placas, se colocan dentro
de una camara cromatografica saturada de ciclohexano cloroformo (1:1).

Cuando el frente del disolvente alcanza la altura conveniente (2 cms.

antes de llegar al solvente del borde superior), se sacan las placas de la

1. STHAL, Egon, Thin-Layer Chromatography, 2a. Edicidn, Editorial Springer
Verlog, Berlin (Alemania), 1969, pp. 285 ,
n
. . 0 .
2. SILICAGEL GFZSQ tipo 6C , adsorbente empleado que contiene yeso agluti-
nante, una sustancia luminosa inorgdnica‘no eluible que excitada con
la luz ultravioleta de onda corta (254 nm) presenta fluorescencia in-
tensa y tipo 60 porque es de poro mediano cuyo didmetro es de 60 A°.
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camara, luego, se procede a sefalar la altura del disolvente y se realiza
inmediatamente, la primera prueba de identificacién al detectar el alfa to-
coferol con la lampara de luz ultravioleta de onda corta. Se sefialan las
menchas con una lesna (punzdn) y se comparan los Rf. tanto del patrdn como
del probliema.

Otra identificacidn es con cloruro férrico y 2-2' bipiridilo; primero
se rocia la placa con la solucidn de bipiridilo y a continuacion con cleoru-
ro férrico. Una mancha de color rosado aparece inmediatamente junto con la
del patrdn; luego aparecen las de otras sustancias o de otros tocoferoles.

También se identifican con acido fosfomolibdico, primero aparecen las
manchas azules del alfa tocoferol y luego, las restantes. Si la cromatoplaca
se expone a los vapores de amoniaco durante 3 minutos después de pulverizar,
el fondo verde desaparece y las manchas azules se destacan con mayor nitidez;
pero si se calientan las cromatoplacas, una vez rociadas, se hacen visibles
también, como manchas azules, otras sustancias reductoras presentes (esterol
des, carotencides, constituyentes de grasas), asi se establece el grado de pu-
reza que tiene la fraccidon insaponificable.

La identificacion mids segura es la que consiste en hacer un espectro in-
frarrojo y compararlo con la sustancia patrén.

Para purificar el alfa tocoferol se usa TLC en bandas. En esta investi=
gacion se usaron cromatoplacas 20 x 20 centimetros y al finalizar el desarro-
1To cromatografico se examind la placa a la luz ultravioleta cuando todavia
estaba himeda. Después se sefalaron las manchas con la punta de un punzdn vy

se recogid el polvo de las areas enmarcadas, con upa microespatula. Luego se

colocd en un baldn pequefo que contenia 5 mililitros de etanol, se lavd bien
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la silica (para extraerle todo el tocoferol) y se filtré, después se evapo-
ré con vacio para concentrar la sustancia.

A ésta se le hizo un espectro infrarrojo para compararlo con el espec-
tro patrdn, con el fin de identificar el alfa tocoferol. La prueba fue posi-
tiva pero con impurezas; para quitdrselas se utilizd tres veces mas el TLC.
Posteriormente se hicieron nuevos espectros infrarrojos para obtener mejores
resultados.

De esta forma se aislé y purificd el alfa tocoferol y se procedié a la

cuantificacién del mismo.



Fig. 3.

Comparador de &reas (Multi-purpose Template) para ias

constantes R y método de comprobacidn.
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Cuantificacién del Alfa-Tocoferol.

En esta parte se determina la cantidad de alfa tocoferol presente en
muestra, por medio de métodos cuantitativos.

Estos analisis se basan en la facilidad de oxidacidn del alfa tocofe-
1 libre, dado que éste es sensible a la luz y al oxigeno atmosférico; ra
da y cuidadosamente debe procederse a la hidrélisis de los ésteres de to-
ferilo como en todas las operaciones analiticas necesarias para su deter-
nacion.

Para la cuantificacién se pesa una muestra de 500 gramos, y se aplican
s métodos de extraccidn, saponificacién y TLC (cuatro veces), descritos
iteriormente. Luego, el extracto puro obtenido se lleva a volumen de 10 mi-
litros con etanol; siendo esta dilucidn la solucidn madre. Se comienza de
mediato con Jos siguientes métodos cuantitativos:

Método de Emmerie vy Engel1

Se basa en la reduccién de los iones férrico a ferroso, que forman un
mplejo color rojo con el bipiridilo. Se emplea para determinar pequefas
intidades de tocoferol, tanto en preparaciones farmacéuticas como en ali-
:ntos, frutas, liquidos biolégicos, cereales y otros.

En la mayoria de los casos su especificidad depende del empleo previo

los procesos de aislamiento y purificacidén adecuados.

El alfa tocoferol que se libera por saponificacidon se convierte por
{idac®n con cloruro férrico, en un derivado p-quinénico (p-tocoferil qui-

na) .

STROEHECKER, R. Henning, H. M., An3lisis de vitaminas, métodos comproba-
dos, Edicién, Editorial Paz Montalvo, Madrid (Espafia), 1967, pp.350’35y
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C]6H
CH

CH3

alfa-tocoferol p~tocoferilquinona

i. Procedimiento. Primero se hizo la curva de calibracidén y, para preparar

las diferentes soluciones, se usé la sustancia patrdn. Se pesaron 100 mili-
gramos de DL-alfa tocoferol, se disolvieron en una cantidad de 10 mililitros
de etanol; luego se trasladaron cuantitativamente a un balén ambar de 100 mi
lilitros y se aforaron con el mismo disolvente. Después se tomaron de esta
solucidn 5 mililitros y se diluyeron en otro baldn similar con etanol, hasta
la sefial de aforo.

Luego de esta dilucidén se tomaron en matraces afcrados de 10 mililitros
los siguientes volimenes:
0.5 ml. (25 ug.)
1.0 m1. (50 ug.)
1.5 ml. (75 ug.)
2.0 ml. (100 ug.)
2.5 ml. (125 ug.)
3.0 ml. (150 ug.)

Posteriormente se afadieron a cada frasco 0.25 mililitros de la soiucion
de bipiridilo y 0.25 mililitros de la solucion de cloruro férrico para diluir
lo hasta la sefial de aforo, con etanol.

Dos minutos después de la adicidén de la solucidn de cloruro férrico. se
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midié la extincidén de cada solucién en una cubeta de 1 centimetro y a una
longitud de onda de 520 nm., llevando un blanco de reactivo.

Los valores obtenidos se representan frente al nimero de microgramos
de alfa toc¢oferol en 10 ml. de la solucidn final.

Para el problema de esta investigacién se tomd, de la solucidn madre,
una alfcuota de 1 mililitro que se transfirid cuantitativamente a un baldn
de 25 mililitros y se aford con el mismo disolvente (Solucidén N° 2).

De esta GUltima se tomaron alicuotas de 0.5, 1.0, y 1.5 ml.; se les hizo
igual procedimiento y la absorbancia obtenida se graficd en la curva de cali
bracién para conocer cudntos microgramos hay en dichos voldmenes de muestra.

La cantidad total del tocoferol de la muestra se obtuvo a partir del da
to anterior, teniendo en cuenta el peso original y el factor de dilucion.

Este método se hizo con dos tipos de espectrofotdmetros (Coleman 295 vy
Perkin Elmer 124).

b. Andlisis fotométrico de la vitamina E por el método de M. Furter y R.E.

Mexer1

Consiste en la oxidacion, por medio del acido nitrico, del tocoferol 1i

bre y purificado, origindndose un producto de reaccidén coloreada (rojo de to

coferol).
CH3 0
HO 0.
HNO3
P
H3C Cigfiss HaC Cqpl
¢ ’ CH
CH3 0 3 CH3 0 3
alfa-tocoferol rojo de tocoferol

1..STROEHECKER, R. Henning, H. M., Andlisis de vitaminas, métodos comprobados,
Edicidn, Editorial Paz Montalvo, Madrid (Espafia), 1967, pp.
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i. Procedimiento. De la solucidén madre se tomaron 2 mililitros y se trans-
firieron cuantitativamente a un baldn de 25 mililitros y se aforaron con
etanol; luego se tomaron los siguientes vollmenes: 5.0, 6.0y 7.0 milili-

tros, se colocaron en diferentes erlenmeyer y se les afiadidé etanol para te-
ner vollimenes de 10 mililitros en cada uno, simultdneamente, se les afiadid
un mililitro de acido nitrico, y por rotacidén se agitaron de inmediato, se
calentaron hasta ebullicién y luego, 10 minutos mas, sobre bafio de vapor.
Después se enfriaron con agua corriente y se transfirieron cuantitativamente
a balones votumétricos de 25 mililitros, para diluirlos con etanol hasta ia
sefial de aforo.

Se hizo la curva de calibracidn, para ello se pesaron exactamente en un
beaker pequefio (50 ml.) 100 miligramos de alfa tocoferol (patrén) y se disol-

vieron con un poco de etanol, después se traslada cuantitativamente a un baldn

volumétrico &dmbar y se aford a 100 mililitros con el mismo disolvente. De aqui
se tomb una alicuota de 25 mililitros y se llevé a otro balén volumétrico de
100 mililitros afordndose con el mismo disolvente (concentracién de 250 ug/cc).

De esta solucidn se tomaron los siguientes vollmenes:
1.0 m1. (250 ug.)
2.0 ml. (500 ug.)
3.0 ml. (750 ug.)
4.0 m1. (1000 ug.)
5.0 ml. (1250 ug.)
6.0 ml. (1500 ug.)
Y se les hizo, al mismo tiempo, el proceso anterior.

La extincién se midié frente a un blanco (agua), en cubetas de un centi-
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metro, y & una longitud de onda de 470 nm. El contenido de alfa tocoferol se
calcula @ partir de la curva de calibracion.

. e PN - .1
¢. Determinacidn colo-imétrica con acido sulfarico.

E' alfa tocoferol da un color amarillo en dcido sulfirico al 90% v/v. La
reaccién coloreada ob:dece a la Ley de Beer, y es la base para determinar ra-
pidamente el contenid> de vitamina E en extractos, preparaciones farmacéuti-
cas y otros.

Es probable que ina sal de ozonio se forme durante la reaccidn. Este mé-
todo es tan sensible -omo el de Emmerie y Engel.

i. Procedimiento. Sz prepard una curva de calibracidn en la que se usd

DL-alfa tocoferol. Se pesaron en un beaker de 50 mililltros, 100 miligramos
de sustancia patrén, se disolvieron en una pequefa cantlidad de 3cido sulflri-
co al 9% v/v y se trasladaron cuantitativamente a un baldén &mbar de 100 mili-~
litros con el mismo disolvente. De ésta dltima dllucidn se tomaron en baloncl=
tos de 10 mililitros, los siéuientes volimenes:
0.5 ml. (25 ug.)
1.0 ml. (50 ug.)
1.5 ml. (75 ug.)
2.0 ml. (100 ug.)
2.5 ml. (125 ug.)
3.0 ml. (150 ug.)

Y se aforaron con acido sulfirico al 90% v/v. Se 1levd un blanco que

es una solucidon de acido sulfdrico al 75% v/v. vy se midié la extincién en

1. HASHMI, Manzur-Ul Haque, Assay of Vitamins I{n pharmaceutical preparations,
John Wiley y Sons, Londres, 1973, pp. 362.
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cubetas de un centimetro y a una longitud de onda de 520 nm.

Para la sustancia problema se siguid el mismo tratamiento. Se tomaron
de la Solucién N° 2 (ver pdgina 29 ), los volldmenes siguientes: 0.5, 1.0y
1.5 mililitros.

Las extinciones obtenidas se graficaron en la curva de calibracion y
asi se supo cudntos microgramos de alfa tocoferol hay en las allcuotas toma-
das de la solucidn N° 2, La concentracidn total se encuentra al tener en cuen-
ta ej factor de dilucidn y el peso de la muestra inicial.

- i
d. Método de Meenen.

Consiste en la titulacidn de la cantidad de iodo liberado en medio acido
y se usa una solucidén de almidén como indicador. La presencia de todo da un
color azul caracteristico.

La sensibilidad del indicador es aumentada por el &dcido, y disminuye en
presencia de sustancias organicas y calor.

El ion férrico oxida al ioduro y se libera iodo que se titula directamen-

te con hiposulfato de sodio 0.01N.

i. Procedimiento. Se tomd una muestra de 5 mililitros de la solucién madre
para evaporarlos al vacio vy el residuo se disolvié en 50 mililitros de éter de
petréleo. Se afadieron 10 mililitros de una solucién de 0.4% de cloruro férri-=

co en alcohol etflico.
Después de ser agitada durante unos 10 minutos, se traté con un exceso de

hidréxido de sodio al 10% en solucidén alcohdlica; se formé un precipitado de

1. SAN MARTIN, Casamada, Ramdén, Farmacognosia con Farmacodinamia, Editorial
Cientifico-Médico, Madrid (Espafa), 1968, pp. 991.
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hidréxido de hierro, se filtré y se lavd con éter de petrdleo y agua hasta
eliminacién de los jabones; luego se disolvié en &cido sulfirico caliente
al 20% vy se le adiciond solucién de yoduro potasico.

Después de 3 minutos, el yodo liberado se tituld con hiposulfato de
sodio 0.01 N en presencia de una solucién de almidén, como indicador, ésta
se prepara asi: se hace una pasta con 2 gramos de almidén y 10 miligramos de
ioduro mercdrico, se tritura con 30 mililitros de agua; lista la pasta, se
afade poco a poco a un litro de agua hirviente y se deja de hervir hasta que
se obtiene una solucidén clara. Luego se enfria y se envasa.

e. Método de Comprobacién?

Es una valoracidn casi cuantitativa que se obtiene al aplicar cantidades
conocidas (patrén) y desconocidas (muestra) en placas cromatograficas.

Se comparan las manchas y de acuerdo con el &rea, espesor y volumen apli-
cado se halla la concentracidn. Se tiene muy en cuenta el factor de dilucidn
y el peso inicial de la muestra.

Este es un método de TLC, en el que se hacen aplicaciones en forma de
punto; listo el cromatograma se sefalan inmediatamente las manchas y para po-
derlas identificar se usa la ldmpara de luz ultravioleta de onda corta.

El proceso se lleva a cabo por medio de una curva de calibracidén usando

un espesor de 0.5 mm y cromatoplacas de 20 x 20 centimetros.

1. RANDERATH, Kurt, Cfomatograffa de Capa Fina, Enciclopedia de la Quimica
Industrial, t. 8, Ediciones URMO S.A., Reimpresién Febrero 1970,
Espafa, pp. 184
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Procedimiento. Se pesaron 100 miligramos de sustancia patrdn y se disol-

vieron en una pequefia cantidad de etanol para luego transferirlo cuantitativa-

mente a un baldén ambar de 100 mililitros y se aford con el mismo disolvente. -

Después se tomaron los siguientes valores:

0.5 ml.

1

1

.0

.5

ml.

ml.

ml.

ml.

ml.

ml .

(25 ug.)
(50 ug.)
(75 ug.)
(80 ug.)
(85 ug.)
(95 ug.)

(100 ug.)

Y se aplicaron en forma de punto en las cromatoplacas

De la solucién N° 2 se tomaron volimenes de 1 mililitro para aplicarlos

entre las soluciones patrones..
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CAPITULO V

. CALCULOS Y RESULTADOS

En este capitulo se plantean los cdlculos y resultados obtenidos al
utilizar como muestra 300 gramos en la identificacién y 500, en el anali-
sis cuantitativo. Para los resultados se toma en cuenta el factor de dilu-
cion y el peso de la muestra. Se expresén en miligramos {(mg.) y en porcen-
taje (%).

Ademas se agregan cuadros que contienen los datos de las curvas de ca-
libracidén y los del alfa tocoferol; asi como los cilculos respectivos y un
cuadro final donde se comparan los diferentes resultados.

Con relacidén a los métodos fotométricos, se grafica la concentracidn
(microgramos) en el eje de las abcisas contra absorbancia en el eje de las
ordenadas; mientras que en el de comprobacidn, el grafico varfa en el eje
de las "Y'' porque se usan areas en milimetros cuadrados.

Para encontrar la concentracidon del problema se interpolan las extincio-
nes obtenidas en la curva de calib?acién.

Los Rf. se toman en diferentes disolventes y la muestra se aplica di-
suelta en etanol.

También se reporta un método volumétrico, como informacidn; aun cuando
el resultado estd incluido dentro del rango de los otros métodos no se le dio
importancia debido a que sélo se hizo una valoracién.

En el cuadro N° 3 estdn las medidas realizadas en el espectrofotdmetro

Coleman 295, al utilizar como sustancia patrdn DL-alfa tocoferol:
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METODO DE EMMERIE Y ENGEL

0Sr

absorbancia
o o o o
o~ [$al D ~
{
1]
|
.

|
w
'
|
i

01t

25 50 75 100 125 150
microgramos de alfa-tocoferol

'GRAFICO No.1. curva de calibracion del alfa tocoferol con
el espectrofotémetro coleman 295

LR . !



CUADRO N° 3

37

METODO DE EMMERIE Y ENGEL

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA
0.5 ml. 25 ug. 0.030
1.0 ml. 5C ug. 0.165
1.5 ml. 75 ug. 0.285
2.0 ml. 100 ug. 0.385
2.5 ml, 125 ug. 0.473
3.0 ml. 150 ug. 0.592

Aparecen en el cuadro N° L4, los datos de la sustancia problema al em-

plear la curva de calibracién correspondiente (ver grdfico N° 1) y utilizar

el mismo espectrofotdmetro:

CUADRO N° &4

METODO DE EMMERIE Y ENGEL

VOLUMEN CONCENTRAC ION ABSORBANCIA
0.5 ml. 43.4 ug. 0.165
1.0 ml. 83.3 ug. 0.315
1.5 ml. 137.3 ug. 0.520




METODO DE EMMERIE Y ENGEL
CONCENTRACTION
VOLUMEN
) Solucidén N° 2 Solucidon Madre Muestra
AlTcuota (25 m1.) (10 m1.) Miligramos Porcentaje
.
0.5 ml. 43,4 ug. 2170 ug. 21700 ug. 21.7 0.0043 %
1.0 ml. 83.3 ug. 2082.5 ug. 20825 ug. 20.825 0.0041 %
1.5 ml. 137.3 ug. 2288.3 ug. 22883 ug. 22.883 0.0045 %
Cuadro N° 5 Resultados obtenidos con el método de Emmerie y Engel; se partié de una muestra

de 500 gramos de algas Chara ceylanica.

3¢
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1. Calculos:

Tomando en cuenta el factor de dilucidn y el peso de la muestra, los
cdlculos son similares en todos 'los métodos.

Por ejemplo, para obtener los datos del Cuadro N° 5 se partid de una
muestra de 500 gramos, y el extracto obtenido se llevd a volumen de 10 mi-
lilitros, asi se forma la Solucidn Madre, de la cual se tomd un mililitro
y se aford a 25 mililitros, ésta serd la Solucién N° 2, de aqui se partid
para tomar diferentes alicuotas, que fueron las soluciones problemas.

Luego, las extinciones obtenidas se interpo]aron en la curva de cali-

bracidon para encontrar la concentracidn de dichas alfcuotas.

Soclucion Madre

'

¥
se toma alfcuota de 1 ml. aforar a > 25 ml.

|
\
0.5 ml. (Problema)

tomar un volumen de

leer en curva

43.4 ug.
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Entonces: 0.5 ml. 43.4 ug.
X = 2170 ug./25 ml.
25 ml. X
= 2170 ug./1 ml.
Luego: 1 ml. 2170 ug.
X = 21700 ug./10 ml.
10 ml. X

= 21700 ug./500 g.

= 21.7 mg./500 g.

0.00217 g./500 g.

Ahora, para encontrar el porcentaje lo relacionamos a 100 gramos de

muestra:
500 g. 0.0217 gq.
100 gq. X

X = 0.00434 %

La muestra de 500 gramos de algas tiene el 0.00434 % de alfa tocoferol.
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Al aplicar el método de Emmerie y Engel se obtuvieron los datos que €S
tén en el cuadro N° 6, utilizados para hacer la curva de calibracién {(ver

grafico N° 2). Se usd el espectrofotdémetro Perkin-Elmer i24:

CUADRO N° &
METODO DE EMMER!E Y ENGEL
VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA
0.5 ml. 25 ug. 0.095
1.0 ml. 50 ug. 0.195
1.5 ml. 75 ug. 0.285
2.0 ml. 100 ug. 0.373
2.5 ml. 125 ug. 0.473
3.0 ml. 150 ug. 0.570

En el cuadro N° 7 se presentan los datos de la solucién problema al in
terpolar las extinciones en la curva de calibracidn, se usé el mismo espec-

trofotdémetro:

CUADRO N° 7
METODO DE EMMERIE Y ENGEL
| VOLUMEN CONCENTRAG I ON ABSORBANC | A
N e ONAERIRAMIVR RESRRERRARR A
0.5 ml. L2 ug. 0.160
1.0 ml. 83.5 ug. 0.317
1.5 ml. 127.4 ug. 0.484




METODO

DE

EMMERIE Y ENGEL

CONCENTRACI ON

VOLUMEN - Solucidén N° 2 Solucion Madre M
Alicuota (2 1) (10 m1.) uestra
> ml. mi. Miligramos Porcentaje
0.5 ml. 42 ug. 2100 ug. 21000 ug. 21.0 0.0042 %
1.0 ml. 83.5 ug. 2087.5 ug. 20875 ug. 20.875 0.0041 %
1.5 ml. 127.4 ug. 2123.3 ug. 21233  ug-. 21.233 0.0042 %

Cuadro N° 8 Resultados obtenidos con el método de Emmerie y Engel.

de algas de 500 gramos.

Se partid de una muestra

e
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METODO DE M.FURTER Y R.E MEYER
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GRAFICO No. 3. curva de calibracion del alfa-tocoferol con

el espectrofotdmetro perkin-elmer 124
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Los resultados obtenidos con el método de M. Furter y R. E. Meyer, apa
recen en el cuadro N° 9; utilizados para la curva de calibracién (ver grafi

co N° 3). Se usd el espectrofotometro Perkin-Elmer 124:

CUADRO N° 9

METODO DE M. FURTER Y R.E.MEYER

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA
1.0 ml. 250 ug. 0.102
2.0 ml. 500 ug. 0.203
3.0 ml. 750 ug. 0.300
4.0 ml 1000 ug. 0.405
5.0 ml. 1250 ug. 0.514
6.0 ml. 1500 ug. 0.613

En el cuadro N° 10 estdn los datos de la sustancia problema, con el mis
mo espectrofotémetro. Para encontrar la concentracidn se interpolaron las ab

sorbancias obtenidas:

CUADRO N° 10

METODO DE M. FURTER Y R.E.MEYER

VOLUMEN CONCENTRAC ION ABSORBANC | A
5.0 ml. 830 ug. 0.338
6.0 ml. 980 ug. 0.400

7.0 ml. 1150 ug. 0.470




METODO DE M. FURTER Y R. E. MEYER

CONCENTRACIONES
VOLUMEN Al Tcuota Solucidn N° 2 Solucidn Madre Muestra
(25 m1.) (10 m1.) Miligramos Porcentaje
5.0 ml. 830 ug. 4150 ug. 20750 ug. 20.75 0.0040 %
6.0 ml. 980 ug. 4083.3 ug. 20416.6 ug. 20.41 0.0040 %
7.0 ml. 1150 ug. 4107.1 ug. 20535.7 ug. 20.53 0.0041 %
Resultados de la solucién problema. Se usé el espectrofotdmetro Perkin-Elmer 124

Cuadro N° 11

9%
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En el cuadro N° 12 aparecen los datos correspondientes a la curva de

calibracion (ver grafico N° 4). Se utilizd el espectrofotémetro Coleman 295:

CUADRO N° 12

METODO DEL ACIDO SULFURICO
VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA
0.5 ml. 25 ug. 0.065
1.0 ml. 50 ug. 0.130
1.5 ml. 75 ug. 0.187
2.0 ml. 100 ug. 0.263
2.5 ml. 125 ug. 0.338
3.0 ml. 150 ug. 0.395

En el siguiente cuadro se presentan los datos de la sustancia problema,

lefdos con el mismo espectrofotémetro:

CUADRO N° 13

METODO DEL ACIDO SULFURICO

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA
0.5 ml. 41 ug. 0.108
1.0 ml. 85 ug. 0.225

1.5 ml. 139 ug. 0.367




METODO DEL ACIDO SULFURICO

CONCENTRACI!IONES
VOLUMEN Al Tcuota Solucidén N° 2 Solucidén Madre Muestra

(25 m1.) (10 m1.) Miligramos Porcentaje
0.5 ml. k1 ug. 2050 ug. 20500 ug. 20.5 0.0041 %
1.0 ml. 85 ug. 2125 ug. 21250 ug. 21.25 0.00L42 %
1.5 ml. 139 ug. 2316.6 ug. 23166 ug. 23.166 0.00L46 %

Cuadro N° 14 Resultados obtenidos con el método del acido sulfirico. Se usd el espectrofotd
metro Coleman 295.
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£1 método de Comprobacién dio los resultados del cuadro N° 15. Se uti

liz6 un espesor de 0.5 mm:

CUADRO N°? 15

METODO DE COMPROBACION
VOLUMEN CONCENTRACION AREA
0.5 ml. ) 25 ug. 50 mm2
1.0 ml. 50 ug. 105 mm?
1.5 ml. 75 ug. 150 mm2
1.6 ml. 80 ug. 160 mm?
1.7 mi. 85 ug. 165 mm?
1.9 ml. 95 ug. 192 mm2
2.0 ml. 100 ug. 200 mm2

En el siguiente cuadro aparecen los datos de las concentraciones y
dreas obtenidas por el método de comparacidn, se usaron placas 20 x 20 cm.

y con espesor de 0.5 mm.

CUADRO N° 16

METODO DE COMPROBACION

VOLUMEN , CONCENTRACION AREA
2
1.0 m. 81.5 ug. 163 mm
1.0 ml, 80.0 ug. 160 mm2

1.0 ml. 85.0 ug. 165 mm2



METODO D E COMPROBACI ON
CONCENTRACI!I ON
VOLUHEN Al fcuota Solucidn N°® 2 Solucidn Madre Muestra
(25 m1.) (10 ml.) Miligramos Porcentaje
1.0 ml. 81.5 ml. 2037.5 ug. 20375 ug. 20.375 0.0040 %
1.0 mt. 80.0 ml. 2000 ug - 20000 ug- 20.0 0.004 %.
1.0 mi. 85.0 ml. 2125 ug. 21250 ug. 21.250 0.0042 %

Cuadro N° 17

Resul tados obtenidos por el método de comprobacidn, se usd el comparador de
(multi-purpose template), que es parte del equipo de TLC. También se usaron pla-
cas 20 x 20 cm.

areas

4
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METODO DE MEENEN

Calculos:
Este es un método volumétrico, en €1 1 mililitro de la solucion de hi-

posulfito de sodio 0.01 N es igual a 2.15 miligramos de alfa tocoferol.

Datos:

Mililitros gastados de hiposulfito de sodio = 5.2 ml.
alicuota tomada de la solucidn madre = 5.0 ml.
volumen de la solucidn madre =10 ml.
Entonces:

1 ml. de hiposulfito 2.15 mg. de alfa tocoferol
5.2 ml. de hiposulfito X

X = 11.18 mg. de alfa tocoferol en la alicuota de 5 ml.

Luego:

5 mi. 11.18 mg. de alfa tocoferol
10 ml. X

X = 22.36 mg./10 ml.

0.02236 g./500 g.

It

0.004Lk g./100 gq.

0.004k %



CUADRO N° 18

DV SOLVYVENTE a b ~ Rf Athf
Cicloiexano-Cloroformo 13.6 cm. 16.7 cni. 0.814 1.4
(1:1 v/v) 13.8 cm. 17.0 cm. 0.811 81.1
13.4 cm. 16.5 cm. 0.812 81.2
promedio 0.8123 81.23
Cloroformo i1.2 cm. 16.5 cm. 0.678 67.8
11.0 cm. 16.2 cm. 0.679 £7.9
11.0 cm. 16.5 cm. 0.666 66.6
promedio 0.674 67.4
Benceno 10.5 cm. 18.0 cm. 0.583 58.3
10.5 cm. 18.0 cm. 0.577 57.7
10.6 cm. 18.5 cm. 0.572 57.2
promedio 0.577 57.7

Valores de R_. vy hRf con diferentes disolventes y placas de 5 x 20 cm., con e:pesor

1.
de 0.25 mm.

[$2]



CUADRDO N° 19

DISOLVENTE a b X
Ciclohexano: cloroformo 13.4 13.6 0.985
(1:1 v/v) 13.3 13.5 0.985
13.4 13.5 0.992
promedio = 0.987
Cloroformo 11.0 11.5 0.956

11.5 11.5 1.0
11.2 11.5 0.973
promedio = 0.976
Benceno 10.5 10.6 0.990
10.4 10.5 0.990
10.5 10.6 0.990
promedio = 0.990

Valores de RX con diferentes disolventes y placas de 5 x 20 cm., espesor de 0.

Qs

25 mm.



CUADRDO N° 20

ALFA TOCOFEROL (%)

Emmerie y Engel (Fotométrico) .......

E. Coleman 295

Emmerie y Engel (Fotométrico) .......

E. Perkin-Elmer 124

M. Furter y R. E. Meyer (Fotométrico)
E. Perkin-Elmer 124

- Acido Sulfirico (Fotométrico) .......

E. Coleman 295

Comprobacién ...,

Meenen ...,

........... promedio

........... promedio

.......... promedio

........... promedio

........... promedio

0.0043

0.0041

0.0040

0.0043

0.0040

0.0044

>

3

3%

>

53

o

Cuadro final de comparacibn de resultados obtenidos corn los métodos aplicados.

96
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se cbtuvo una pequefa cantidad de alfa-tocofe-

rol en una muestra de 500 gramos de alga Chara ceylanica.

Aln cuando se tocmaron las precausiones necesarias, durante todo el pro-
ceso de la investigacidn, se dieron pérdidas por oxidacidn, debido a 1a sen-
sibilidad del alfa tocoferol al oxfgeno atmosférico. Esto ocasiona una dismi-
nucion del contenido real de dicha vitamina en las mencionadas plantas. El
porcentaje de error se incrementa a medida que es menor la cantidad determina-

da.

También contribuye a crear error, la presencia de numerosas sustancias
reductoras que se hayan en los productos naturales, aunque éstas sean elimi~-

nadas por métodos cromatogréficos.

Sin embargo, los resultados obtenidos son valederos porque el grado de
pérdida o error es minimo y, naturalmente, no influye en la determinacidn de

la presencia del alfa tocoferol en el alga mencionada.

Es necesario agregar que entre los métodos dé cuantificacién utilizados,
el mejor es el método fotométrico de Emmerie y Engel con el espectrofotome-
tro de doble haz Perkin-Elmer 124; pero antes deberd realizarse una buena pu-
rificacién y separacidn por cromatografia en capa fina. Con respecto a los mé-
todos cualitativos para la identificacién de dicha vitamina el mejor es hacien-

do un espectro infrarroio v comparandolo con el espectro patrén.
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En vista del escaso rendimiento de alfa tocoferol en dichas algas,
no vale la pena considerarla como fuente potencial de vitamina E. Sin em-
bargo, se recomienda la investigacion de otro tipo de vitaminas, preoteinas,
carbohidratos y otras sustancias importantes, a fin de determinar su utili-

dad como fuente de alimentacién humana.
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Este estudio es una investigacidn tanto cualitativa como cuantitativa
del alfa-tocoferol en algas macroscdpicas de la Flora Salvadorefa especie

Chara ceylanica.

Se obtuvo un rendimiento que oscila entre 0.0040% - 0.0044 % de vitamina
E en 500 gramos de muestra, éste porcentaje es de acuerdo al método aplicado,
siendo los mejores los métodos fotométricos y entre éstos el mas recomendado

es el de Emmerie y Engel con el espectrofotdémetro de doble haz Perkin-Elmer

124,

Las muestras fueron recolectadas en el Lago de Coatepeque, se secaron a
temperatura ambiente y luego se procedid con la investigacién quimica, que com-

prende los siguientes pasos:

1. extraccidn de la fraccidén lipide
2. saponificacidn de la fraccidn lipoide
3. aplicacidén del método TLC a la fraccidén insaponificable

L, cuantificacidn del alfa tocoferol

Con disolventes organicos se extrajo la fraccion lipoide de dichas algas,
luego se aplicé cromatografia en capa fina (TLC), llevando una sustancia pa-
trén para separar, identificar y purificar el alfa tocoferol, después se le a-

plica los métodos cuantitativos al extracto que se obtiene por TLC.
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Los solventes y reactivos utilizados en todo el experimento son quimica-
mente puros, el material de vidrio usado estaba limpio y libre de impurezas vy

el agua que se usé fue agrua destilada.
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