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I N T R O D U C C ION 

En las últimas décadas se han intensificado los estudios fitoquímicos 

con el deseo de encontrar nuevas fuentes de al imento 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 últimas un potencial al imenticio que aún no ha 

sido suficientemente estudiado. 

En vista de que en El Salvador, desde hace algunos años, está tomando 

incremento este tipo de estudios, en particular, de las plantas superiores 

(fanerógamas), se ha querido con este trabajo, iniciar la investigación fi­

toquímica en las algas de agua dulce, para lo cual fue escogida la especie 

Chara ceylanica en condiciones naturales. 

La presente investigación, de tipo experi ~ental, tuvo como objetivo la 

búsqueda de alfa tocoferol (vitamina E) en la planta mencionada anteriormen 

te, para contribuir a la util ización de este vegetal como fuente de al imento, 

como materia prima y como un rubro más en la economía del país. 

Sabiendo que las algas son fuente de carbohidratos, vitaminas, proteí­

nas, lípidos y otros, se consideró oportuno determinar la presencia de vita­

mina E tanto por métodos químicos cual itativos como cuantitativos, con la fi­

nal idad de extraer , purificar , identificar y señalar el alfa tocoferol. 

Es importante hacer notar que las experimentaciones no se hicieron en 

atmósfera de nitrógeno porque éste es caro y no habían condiciones económicas 

para su util ización; sin embargo, los resultados obtenidos fueron positivos. 

Se considera necesaria la real ización de nuevas investigaciones sobre 
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las algas, tendientes a determinar la presencia de vitaminas, lípidos, carbo-

hidratos, proteinas y. demás prQductos necesarios en la a l imentación diaria 
~: 

del hombre y asf ver las utilidades de las: mismas, y poder decir si son impor-

tantes o no, como materia prima que contribuya al aumento en la fabricación de 

al imentos para combatir la desnutrición en El Salvador, naturalmente, emplean-

do algas de lá flora salvador~Ha. 



CAP 1 TUlO 1 I 

GENERALIDADES DE LAS ALGAS 

3 

1. Definición. El término "alga" es apl ¡cable a las plantas inferiores au­

tótrofas. 

Estas son, en su mayor parte, acuáticas y de estructura relativamente 

simple; aunque algunas algas marinas son grandes y complejas. Casi todas 

las plantas que flotan 1 ibres en el océano y muchas de las que habitan aguas 

dulces, son algas; pero otras son vegetales terrestres que regresaron a su 

hábitat acuático. 

También se encuentran en la tierra, sobre todo, en lugares húmedos. Es­

tas son organismos pequeños y simples. Solo algunas algas marinas superio­

res tienen tejidos comparables a los de muchas plantas terrestres. 

Al cuerpo de estos vegetales se le 1 lama Talo; no tienen raíces, tal los 

ni hojas, en el verdadero sentido de las palabras. 

2. Caracteres y Clasificación. Estas plantas son talofitas autotróficas por­

que son capaces de elaborar sus propios al imentos a partir de materiales inor­

gánicos, como bióxido de carbono, agua y substancias minerales. 

Entre éstas hay tipos antiguos y primitivos de la vida vegetal. Existen 

desde las microscópicas hasta las grandes algas marinas, que en algunos casos, 

sobrepasan en longitud a los árboles de mayor altura. En cuanto a la masa y pe­

so seco, constituyen una fracción 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 1 ibres en el agua; es muy importante 
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como fuente al imenticia, y constituye un primer eslabón en la cadena al imen-

ticia de los animales grandes, en especial los peces. 

Muchas de las algas que crecen en la 1 ínea 1 itoral o en las partes poco 

profundas del mar forman el fitobenton (benton es el nombre colectivo para 

designar a las plantas y animales acuáticos fijos). 

Con respecto a su clasificación, estas plantas están separadas en varios 

grupos, determinados por los caracteres fisiológicos de las células vegetati-

vas y por el comportamiento de las reproductoras, por el color, tamaño y otros 

caracteres comunes a estos vegetales. Se dividen en Clorofitas, Euglenofitas, 

Pirrofitas, Crisofitas, Feofitas, Cianofitas y Rodofitas. 

En el presente trabajo sólo se hará referencia a las Clorofitas o algas 
, . 

verdes porque son las que tienen relación con la investigación real izada. 

3. Familia Caráceas. Están distribuidas en varias zonas del globo terrestre 

y son plantas verdes de agua dulce o salobre, macroscópicas y autótrofas. 

Fijan su talo al substrato por medio de rizoides. El eje principal alcan 

za más de un metro de longitud y está dividido en nudos y entrenudos de donde 

derivan las Ilramas" secundarias. 

Son plantas frágiles debido a que tienen membranas calcificadas (algunas) 

y se encuentran en estanques, represas, lagos, canales, y en las corrientes de 

curso lento. 

4. Chara ceylanica. (ver Fig. 1) Es una especie de la familia Caráceas, in-

cluida dentro de las Clorofitas, porque sus caracteres y formas de reproducción 

son primitivos. 

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

clorofi la b y pigmentos carotenoides amaril los. 
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Su reproduccí es sexual y vegetativa; la primera por nnn~mla y la se-

gunda, por medio de pequeños bulbos ricos en reservas al imenticias (almidón) 

que se originan en los rizoides, de donde se desprenden. 

Los órganos sexuales mascul ino y femenino est juntos, situados en las 

axilas de las Ilramasll terciarias, el femenino sobre el mascul ¡no (ver Fig. 2). 

El órgano femenino es ovoi y está rodeado de cinco lulas espiraladas que 

en su extremo rman una corona. El mascul ¡no, en cambio, es rojizo y globulo-

so; tiene filamentos ca de lulas dispuestas en una sola hilera donde 

cada una es un anterídio, en el que. se forma un espermatozoide biflagel 

Esta planta encontrada y recolectada en el de Coatepeque; y se-

gún el p 1 r Jorge Adalbejto Lagos, es s abunda este vegetal, aun 

que existe en otros lagos de El Salvador. 

2 Con respecto a la Chara ceylanica, Melvin C. Palmer proporciona las ca 

racterísticas que aparecen en el Cuadro N° 1: 

1. LAGOS, lberto, P 
mica y Farmacia, Universi 
Ciudad Universitaria, 9 de 

2. PALMER, Melvin C., Algas, la. 
ca, 1962, pp. 55 

ica Farmacéutica, Facul de Qui 
El Sal r, Entrevista real izada en 

de 1976 

icí ,Editorial Interamericana S.A., 
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CUADRO N° 1 

ASPECTO CARACTERIST1CA DE LA CHARA CEYLANICA 

Color Verde o verde amarillo 

loca 1 i zac i del pigmento En los cromatóforos 

A Imi dón Presente 

Cubierta Viscosa Casi siempre Ita 

Pared Celular Semirrígida, 1 Isa o con espinas 

N 1 eoS Presente 

Flagelos Ausente 

Mancha Ocular Ausente 

5. Las algas son una fuente de investigación por 

su importancia en di rentes áreas de la economía mundial. 

Constituyen la materia prima para la fabricación de alginato sódico, 

agar, yodo, tierra de diatomeas; así como varios productos al imenticios' que 

se conocen con diversos nombres como amanori, kombu, kan-ten, carrageen, dul-

se y I imu, son parte importante en el régimen alimenticio de Hawaii, Japón, 

China, Fi 1 ipinas, 1 rlan y otros países, siendo las util izadas las algas 

ma r ¡nas. 

Las algas tienen la capacidad de generar colores, olores y sabores; así 

como modificar el pH, e influir en algunas características 

turbiedad, radioactividad). 

agua lor, 

Además, son ricas en proteínas, grasas e hidratos de carbono, por 10 

que en un imo serví para la elaboración vitaminas, hormonas 

,. PALMER, Mervin C., Algas, la. edición, Editorial Interamericana S.A., 
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y antibióticos. 

En la actual idad no una u ti 1 i zaci sistematizada de estas plantas 

por el poco estudio y la escasez de p ticos para su cultivo y apr~ 

¡ento. 
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CAP ITUlO JI 1 

ANTECEDENTES DE LA VITAMINA E 

1 
Esta vitamina conocida internacionalmente como Tocofero! se le conoce 

como Factor X, Esterilamina, Factor Ant¡est~r¡l y otros. 

Con respecto al término "Vitamina EII , la Enciclopedia de Tecnología Quí­

mica 2 dice que "el nombre Ivitamina El fue usado originalmente para descri-

bir un producto, parcialmente caracterizado, de 105 aceites vegetales, que 

era esencial para conservar la ferti 1 idad de las ratas". 

Las investigaciones tendientes al descrubrimiento de esta vitamina, se 

iniciaron el año de 1920, por parte de los científicos Matfll y Conklin; quie-

nes la encontraron 1 iposoluble, allá por 1922. Luego, las investigaciones 

acerca de su distribución natural, aislamiento e identificación, se debieron 

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

y según la Enciclopedia Medicamenta~, los estudios con respecto al alfa 

toco fe ro 1 se rea 1 iza ron según e 1 si gu i en te p roce so: 

"1920-22. Matil1 y Conklin observan trastornos en la reproducción de las 
ratas sometidas a dietas l~cteas especiales, y Evans y Sishop, que la fal­
ta de reproducción en las ratas es debida a una carencia vitamínica. 
1927-30. Evans y Burr reconocen la vitamina E en el ¡nsaponificable, y 
estos mismos autores y Goettesch y Pappenheimer describen una distrofia 
muscular específica en ratas, conejos y cobayas scmetidas a una dieta C8-

1. TOCOFEROL, palabra derivada de1 griego, significa que favorece la procrea­
ción 

2. KIRK, Raymond E. y Othmer, Donald F., Enciclopedia de Tecnología Química, 
t. xvi, Unión Tipográfica Editorial Hispano-Americana, México, 1966, 
p. 198 

3. FONT, Querr, Pío, Enciclopedi2 Medicamenta, t. ¡, Editorial Labor, S.A.-, 
Barcelona (España), 1962, p. 60 
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rente de esta vitamina. 
1936. Evans, Emerson (O. H.) Y Emerson (G. A.) aislan la vitamina E 
en forma de teres cristal izados (tocoferoles alfa, beta y gamma). 
1937-38. Fernholz elucida la estructura qUlmlca del alfa tocoferol, 
Karrer y colaboradores logran su síntesis ll 

-
En cuanto a su composici qu ¡ ca, se han 

día Medicamenta 1
, en la que aparece plan 

Nombre n: Al rol 

Nombre Químico: 5, 7, 8, trimetiltocol 

Fórmula Molecular: (CZ9HSOOZ) 

Fórmula Estructural: 

los datos de la Enci lope-

la forma siguiente: 

3 

La fórmula anterior es conocida como Vitamina El 

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

racterísticas, que Jos difieren entre sí y permiten una mayor identificaci 

1. FONT, Querr, Pío, Enciclopedia Medícamenta, t. i., Editorial Labor, S.A., 
Barcelona (España), 1962, pp. 60 1. 
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Nombre Común: Beta Tocoferol 

Nombre Químico: 5, 8, dimetíltocol 

Fórmula Estructural: 

HO 

También es conocido como Cromotocoferol, Neotocoferol, p-xilotocoferol 

o Vitamina E
2

, 

Nombre Común: Gamma Tocoferol 

Nombre Químico: 7,8, dimetiltocol 

Fórmula Estructural: 

El Gamma Tocoferol es conocido como o-xilotocoferol y como Vitamina E3 
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Posteriormente se aisló el Delta Tocoferol que sólo tiene un grupo ~e-

ti lo en el anil lo bencénico. 

Nombre Com~n: Delta Tocoferol 

Nombre Qufmico: 8, meti ltocol 

Fórmula Molecular: 

Fórmula Estructural 

HO 

Los [ocoferoles hasta ahora conocidos corresponden siempre al esquema 

fundamen~al del cromano o aní I lo fundamental de los tocoferol,,:s, cuya estruc 

tura es la siguien::e: 

El crOm2:l0 posee una agrupación atómica r,eterocíclica constituida por 

un n.Jcleo bencé:-,íco y un anillo de seis eslabones,uno de los cU21es es un áto 

mo de oxTgeno ¿¡recr2~ente unido a dos ~tomos de carbono, como en los ésteres 

fenól icos. 
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El cromano tiene tres derivados principales: alfa, beta y gamma tocofe­

roles (vitaminas de la serie E), que se encuentran er' la fracción insaponifi-

cable. 

Sin embargo, en la actualidad han sido aislados siete tocoferoles, muy 

difundidos en las plantas verdes, especialmente en los cereal~s. 

Estas sustancias poseen una misma cadena latel'al larga y ¡-amificada, la 

más activa de ellas es el alfa tocoferol, que contiene tres grupos meti' 10 uni­

dos al grupo crománico en posiciones 5, 7, 8. El gamma tocoferol es el que si­

gue en actividad biológica porque contiene dos grupos metilo en posiciones 7 y 

8; luego sigue el beta tocoferol que es el menos activo de los tres. 

El alfa tocoferol natural es dextrógiro, y las tres sustancias son de fá-

cil oxidación; por lo que conviene protegerlas del aire y de la luz. 

bIes en medio alcal ¡no, y no se destruyen con la cocción. 

Son esta 

1. Antioxidantes. Estos derivados del cromano se a~aden a las grasas yacel-

tes para conservarlos. En la mayoría de los países son pocos los productos per­

mitidos que se agregan a los alimentos. Para el análisis de los antioxidantes 

se extraen las grasas (1 ipoides), por ejemplo, con alcohol acuoso, y a continua" 

ción hay separación de los extractos por medio de la cromatografía. Esta puede 

se¡- en capa fina o en papel; la primera es la mejor, y se trabaja con si 1 icagel 

G, óxido de aluminio, poliamída o carbonato de zinc/óxid·:) de aluminio, las más 

empleadas son las capas de silicagel. 

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

difieren por el número y la posición de los gr.upos metilo en el aniilo aromático 

Tienen acción biológica diferente, considerándose el alfa como el más activo. 

La acción metAból ica en el hombre aún no es conocida. Ejercen la función 
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de proteger de la oxidación a las otras vitaminas liposolubles y a los áci­

dos grasos no saturados. 

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

tales (ver Cuadro N° 2) 1. Los animales son incapaces de efectuar su sínte­

sis. Su distribución o reparto en la naturaleza es semejante a la de los ca-­

ratenoides. Las grasas i ncoloras y los aceites oxidables como los secantes, 

tienen esta vitamina que se destruye al oxidarse. 

CUADRO N° 2 

PRO D U C T O TOCOFEROL (mg/l00 mI) 

Aceite de semi lla 

Aceite de nueces 

Ace i te de soja 

Frutas 

Maíz 

Ha r i na de avena 

Mantequilla 

Ma rga r i na 

Hígado de buey 

Huevos (un ¡dad) 

de algodón 

TOTAL 

90 

22 

140 

0.24-0.74 

1.7 

2 , i 

2.4 

54 

1.4 

1. O 

ALFA 

56 

11 

10 

0.23-0.]2 

0.84 

1.9 

28 

1.4 

0.6 

Una de las fuentes naturales más importantes de vitamina E es el aceite 

de semilla de trigo; también se encuentra en la semil la de algodón, cacahuete, 

lactucario, trébol, lechuga, alfalfa y otros. 
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l.os tocoferoles se pueden encontrar 1 ibres, esterificados o acompañados 

de otras sustancias de composición desconocida. 

Todavía no se ha podido demostrar que sean elementos esenciales de la 

dieta humana; pero sí, que son indispensables en las ratas y ratones para 

su normal reproducción. 

3. ímicas: La propiedad física de más interés co-
--~----------------~--,~-------

mercial del alfa tocoferol es la solubilidad en las grasas. 

Esta vitamina es un 1 íquido oleoso, muy estable en estado puro, 1 ¡gera-

me n t e ama ri 1 1 o; e 1 í n d ice de re f r a c ció n e s del. 5 04 - 1. 5 O 7 . E sin s o 1 u b 1 e 

en agua, fácilmente soluble en alcohol, solventes orgánicos 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-

ción y muestra un espectro de absorción en solución alconó] ica, característi-

co al ultravioleta, con un máximo de 292 mu y un mínimo de 255 muo 

En ausencia de oxígeno, resisten temperaturas de 200 grados centígrados. 

Los álcal is los destruyen muy despacio. 

Son estables al calor en ausencia de oXigeno, en ácidos fuertes, en la 

luz visible, e inestables frente a los rayos ultravioleta, los álcal is y la 

oxidación. 

Los ésteres son más estables que los 1 ibres, se usan para estabi 1 izar 

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 & Cía, S.A., Basilea (Suiza) 
1972, pp. 69 
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que los síntomas carenciales varían s n la especie, la edad y el sexo del 

animal de experimentaci . la incertidumbre en cuanto a la final idad de es-

te vitamina en el hombre, se hace cada vez mayor porque otros compuestos puc-

den reemplazarla en algunas de sus funciones. 

Según las Tablas Científicas
1 

a la vitamina E se le atribuyen los si-

guientes efectos: neutral izar os e tos icos del tetracloruro de carbono, 

pirídina, sulfito ico, ésteres e 1 icos y algunas sulfamidas. 

Además, tiene acci ladora re el aprovechamiento de los carbohi 

dratos musculares; pro la degeneraci6n de las grasas y la necrosis del 

hígado y páncreas. 

Con relaci6n a sus caracteres terapéuticos, es muy poco lo que r 

decirse porque son contradictorios los resultados obtenidos en los di rentes 

estudios real izados. Se empleado con resultados variables en la angina de 

pecho, anemias rebeldes al tratamiento usual y en animales se han en 

efectos relacionados con la esteril idad de las ratas, distrofia muscular y 

diabetes en presencia de aloxana; in vitro origina características en la san-

gre de ratas y esta reacci rma la base de un método de bioensayo para la 

vitamina, sin embargo, observaciones cl icas recientes han llevado a IIJun-

ta de Al ¡mentos y Nutrici I de los Estados Unidos a la conclusi de que 

vitamina E es esencial en la al imentación del re. J.......... _____ _ 

1. DIEM, Konrad, (redacci ), Tablas Científicas, Documenta Geigy, . edj-
ci . Editorial J. R. Geiqv S. A .. Basi lea (Suiza), 1 . pO< 462-463 
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CAPITULO IV 

MATERIALES Y METODOS 

En esta investigaci se aplicaron métodos químicos cualitativos y cuan-

titativos; pero no se han ho exactamente como lo plantea la bibliografía 

consultada sino que de acuerdo con las condiciones que se han presentado. 

Con relaci al material util izado, éste es de vidrio como probetas, ba-

Iones, pipetas, erlenmeyer, beaker y s material de laboratorio. En cuanto 

al equipo empl se encuentra: Espectrofotómetros, 1 ra de uz ultravio-

leta, estufa y equipo de TLC
1

, además, diferentes reactivos y otros materia-

les. 

El presente capítulo es dividido en dos partes: 

1. Determinaci de la presencia de alfa tocoferol en las muestras de algas 

2. Cuantificaci de dicha vitamina. 

En la primera se consideran los siguientes aspectos: la extracción, sapo-

n i f i cac j , pu r i f i cac ¡ e identificad de la vitamina E, en ésta última se 

usa el DL-al rol para bioqu ica, que se la sustancia pat ( re 

renc i a) . 

En esta parte Se utilizaron tres métodos: 

a. Con disolventes orgánicos se extrae 

1. TLC, son las siglas en inglés de la croma 
en dicho idioma es Thin-Layer Chroma 

2. PIGRETTI, Marta M., ¡'Influencias de las 
bios tesis del a tocoferol en 

¡cana, Microbio ogía 15, Caracas 

raf 
rap 

en capa fina. Su nombre 

de cultivo sobre la 
Revista Latlnoame­

, pp. 99-106 
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la parte 1 ipoide 1 de la muestra. Este es apropiado para extraer 1 ípidos; 

por eso se seleccionó para esta investigación; además, porque dentro del 

campo de los 1 ipoides se tienen hidrocarburos y derivados 1 iposolubles
2 

y 

dentro de éstos, los derivados del cromano (tocoferoles). 

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

extrajo la fracción lipoide; para ello se agregó etanol hirviente y tres 

veces etanol-éter de petróleo (1:3 v/v). Cada extracción se hizo a reflujo 

durante 24 horas, y los extractos obtenidos se colocaron en un frasco ámbar; 

después se lavaron con éter de petróleo. Se descartó la capa etanól ica, y 

sólo se analiza la etérea porque en ella se encuentran los tocoferoles. 

Las capas etéreas se destilaron al vacío para concentrar el extracto y 

recuperar el solvente. Luego, el residuo obtenido se pasó cuantitativamente 

a un frasco ámbar y antes de taparlo se le pasó una corriente de nitrógeno 

para preservarlo de alguna descomposición. 

b. Método de Saponificación. 3 Los ésteres de tocoferilo con hidróxido potá-

sico etanólico liberan alfa tocoferol y sustancias reductoras como la vita-

mina A, carotenoides, algunos esteroles y otros tocoferoles de escasa activi-

dad vitamínica E. 

1. LIPOIDE, denominación generlca que se le da a un conjunto heterogéneo de 
sustancias que tienen como propiedad común ser solubles en los 1 lama­
dos disolventes de las grasas, como el éter, benceno, acetona, tetra­
cloruro de carbono y otros. 

2. DERIVADOS 1 iposolubles, son sustancias que se encuentran en la fracción in­
saponificable de los 1 ipoides naturales. 

3. STRAHOCKER, R. Henning, Anál isis de vitaminas, Métodos comprobados, Edito­
rial Paz Montalvo, Madrid (España), 1967, pp. 355. 
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Con este proceso se el ¡mina parte de las impurezas interferentes que 

obstaculizan la determinación de la vitamina E. 

i. Procedimiento. El residuo que quedó después de evaporar los extrac-

tos etéreos, se trasladó cuantitativamente a un balón, empleando 20 milili-

tros de etanol; luego se añadieron 3 mililitros de una solución recién pre-

parada, de hidróxido potásico (5 gramos de hidróxido potásico, en lentejas, 

en 10 mililitros de agua destilada), y un poco de hídroquinona. La mezcla se 

cal ienta sobre baño de vapor y a reflujo, durante media hora; en este período 

el alcohol debe hervir. 

Una vez frío se transfirió, en forma cuantitativa, a una ampol la de sepa-

ración y se hicieron extracciones con 3 porciones de 50 mililitros de éter de 

petróleo. Con movimiento suave los extractos etéreos se lavaron con 50 mil il ¡-

tras de agua, luego se agitaron fuertemente con una solución recién preparada 

de 1.5 gramos de hidróxido potásico en 50 mil il itros de etanol al 30 por cien-

too La capa etanól ico-acuosa se i 1 iminó y la etérea se lavó varias veces con 

agua; moviendo suavemente el matraz en los primeros lavados, y más fuerte en 

los últimos hasta que no hubo reacción alcal ina en los 1 íquidos del lavado. 

Posteriormente, se seca la capa etérea sobre sulfato sódico anhidro y con cui-

dado se evaporó al vacío. 

Después se le hizo al residuo, un espectro infrarroj01 y se comparó con 

el patrón; el resultado fue positivo: presencia de vitamina E, contaminada con 

otras sustancias desconocidas. 

1. ESPECTRO infrarrojo, con el espectrofotómetro Perkim-Elmer 710-A, y pas­
til la de cloruro de sodio. 
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c. Para identificar el alfa tocoferol se utili-

ó la Cronatografía en Capa Fina, con el objeto de el ¡minar la vitamina A, ca-

otenoides, y otras sustancias presentes en la fracci insaponificable. 

e te todo es apropiado para efectuar buenas separaciones y purificar sus 

ancias. 

Entre las ventajas de este proceso se tienen: el uso de pocos aparatos, 

.equeñas cantidades de muestra y poco tiempo. 

Se basa en la separación de sustancias apl ¡cables a capas finas de adsor-

'ente, y con ayuda de diversos disolventes (principalmente o nicos)", la 

luestra se aplica en forma de punto o banda. 

Al terminar el proceso se nota la separaci de las sustancias presentes. 

,os tocoferoles se ven con luz ultravioleta de onda corta (2 nm) o con reve-

adores, que se rocían para facilitar la identificación; ésta se por com-

,arac i de sus Rf. tanto del patrón como del problema. 

Este procedimiento permite la separad ,identificación cual itativa y 

1 ¡sis cuantitativo de los tocoferoles. 

i. Constantes R
2

. El movimiento relativo de algunas sustancias respecto al 

lisolvente, en un sistema cromatográfico dado, es constante y característico 

le la sustancia. Factores como: grueso de la capa,saturación de la ra, hu-

¡edad del aire, e ctos de separaci de mezclas, solventes y otros, los cua-

es son dif ¡les de reproducir, pueden ercer una notable influencia en la 

,eparación y purificaci cromatográfica. 

CROMATOGRAFIA en capa fina, llamada también Cromatografía en Capa Delgada 
o en Columna Abierta. 

ABBOTT, David y Andrews, R. S., Introducci a la Cromatografía, 2a. Edi-
ci en Español, Editorial Alhambra, S.A., Madrid (Es ), 1 ,pp. 
8, 37-38, 
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Uno de los m~s importantes aspectos de la cromatografía es que, en un 

sistema cromatográfico dado, el movimiento relativo de un compuesto con res-

pecto al frente del disolvente es una propiedad característica y reproduci-

ble. En el caso de las cromatografías de papel y capa fina se expresa el mo-

vimiento de un compuesto como un valor de Rf , R x y 

= 
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 

m~s conveniente expresar el movimiento de alguna sustancia por comparación 

con el movimiento de otra (que es similar químicamente). En este caso es me-

jor expresar los valores de Rx que los de Rf 

R = 
x 

distancia recorrida por la sustancia 

distancia recorrida por la sustancia standar x 

En los cuadros N° 18 Y 19 se dan los Rf ' Rx hR f . Los datos se tomaron con 

diferentes disolventes. 

Para encontrar el hR f sólo se multipl ica el valor de Rf x 100: 

= 

Los diferentes datos tanto de Rf como Rx y hR f fueron tomados con el 

comparador de áreas o multi-purpose template (ver Fig. N° 3). 

Por medio de los Rf se identifica también el alfa-tocoferol. 

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

tan enérgicamente antes de su uso. 

Los valores de Rf fueron comparados con la tabla N° 46 del 1 ibro de 



Thin- r Chroma 

i i. Reactivos. Para esta etapa se util izaron los siguientes: 

Reactivo de ácido fas fama 1 ibdico (2.5 gramos 1 i bd j ca se d i -

suelvtlÍ en etanol hasta 25 mil 11 ¡tras). 

Reactivo de cloruro férrico (0.1 gramo de cloruro rrico cristal izado se 

disuelven en etanol hasta 100 mil 11 ¡tras). 

Reactivo de 2-2 1 bipiridilo (O. gramos 2 1 bipiridil0 se disuelven en 

100 mi 1 i 1 i tras de etanol). 

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

sustancias in'terferentes en el insaponificable, se usan placas de vidrio 

(5 x 20 cm) y diferentes espesores (0.5 y O. mm) de sil icage1
2 

GF254 tipo 

60 luego se apl ica varias veces en forma de punto; después de cada apl icación 

se seca para concentrar la sustancia en el punto origen, esto es importan-

te para una mejor separación. Las apl icaciones se con micropípetas, je-

ringas o apl ¡cador automático, a una distancia' 1.5 centímetros del borde 

inferior de la plaquita. 

Se hace lo mismo con la sustancia pat ; las placas, se colocan dentro 

de una cámara cromatográfica saturada de ciclohexano cloroformo (1:1). 

Cuando el frente 1 disolvente alcanza la altura conveniente (2 cms. 

antes de llegar al solvente del superi • se sacan la$ placas de la 

1. STHAL, • Thin- r Chroma 
lemania), 

, 2a. Edición, Editorial Springer 

2. SI LI 

¡(lO 
. 6 . VJ I . 54 tipO O, adsorbente empleado que contiene yeso ag utl 

, pp. Ver 1 og, Serl 

nante, una sustancia luminosa inorgánica'no eluible que exci con 
la luz ultravioleta de corta (254 nm) presenta fluorescencia in-
tensa y tipo 60 porque es de poro mediano cuyo diámetro es de 
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cámara, luego, se procede a señalar la altura del disolvente y se real iza 

inmediatamente, la primera prueba de identificación al detectar el alfa to­

coferol con la I~mpara de luz ultravioleta de onda corta. Se seRalan las 

msnch~5 con una lesna (punzón) y se comparan los Rf. tanto del patrón como 

del problema. 

Otra identificación es con cloruro f~rrico y 2-2' bipiridi lo; primero 

se rocía la placa con la solución de bipiridil0 y a continuación con cloru­

ro férrico. Una mancha de color rosado aparece inmediatamente junto con la 

del patrón; luego aparecen las de otras sustancias o de otros tocoferole5. 

También se identifican con ácido fosfomol ibdico, primero aparecen las 

manchas azules del alfa tocoferol y luego, las restantes. Si la cromatoplaca 

se expone a los vapores de amoníaco durante 3 minutos despu~s de pulverizar, 

el fondo verde desaparece y las manchas azules se destacan con mayor nitidez; 

pero si se cal ientan las cromatoplacas, una vez rociadas, se hacen visibles 

también, como manchas azules, otras sustancias reductoras presentes (esterol 

des, carotenoides, constituyentes de grasas), así se establece el grado de pu­

reza que tiene la fracción insaponificable. 

La identificación más segura es la que consiste en hacer un espectro in­

frarrojo y compararlo con la sustancia patrón. 

Para purificar el alfa tocoferol se usa TLC en bandas. En esta investi­

gaci6n se usaron cromatoplacas 20 x 20 centrmetros y al final izar el desarro-

110 cromatográfico se examinó la placa a la luz ultravioleta cuando todavía 

estaba húmeda. Después se señalaron las manchas con la punta de un punzón y 

se recogió el polvo de las áreas enmarcadas, con una microespátula. Luego se 

colocó en un balón pequeño que contenía 5 mil il ¡tras de etanol, se lavó bien 
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la sil ¡ca (para extraerle todo el tocoferol) y se filtró, después se evapo­

ró con vacío para concentrar la sustancia. 

A ésta se le hizo un espectro infrarrojo para compararlo con el espec­

tro patrón, con el fin de identificar el alfa tocoferol. La prueba fue posi­

tiva pero con impurezas; para quitárselas se util izó tres veces más el TLC. 

Posterio~ente se hicieron nuevos espectros infrarrojos para obtener mejores 

resultados. 

De esta forma se aisló y purificó el alfa tocoferol y se procedió a la 

cuantificación del mismo. 



L If) 

o (!) 
"O ~ 
ro e 
\... ro 
ro -' ... ...! 
CL <f) 

E e 
O O 
u u 



27 

Cuantificación del Alfa-Tocoferol. 

En esta parte se determina la cantidad de alfa tocoferol presente en 

muestra, por medio de m~todos cuantitativos. 

Estos análisis se basan en la facilidad de oxidacíón del alfa tocofe-

,1 1 ibre, dado que éste es sensible a la luz y al oxígeno atmosférico; rá 

da y cuidadosamente debe procederse a la hidról isis de los ésteres de to-

,ferilo como en todas las operaciones anal íticas necesarias para su deter-

nación. 

Para la cuantificación se pesa una muestra de 500 gramos, y se apl ican 

)s métodos de extracción, saponificación y TLC (cuatro veces), descritos 

Iteriormente. Luego, el extracto puro obtenido se 1 leva a volumen de 10 mi-

1 itros con etanol; siendo esta dilución la solución madre. Se comienza de 

lmediato con los siguientes métodos cuantitativos: 

1 Método de Emmerie y Engel 

Se basa en la reducción de los iones férrico a ferroso, que forman un 

)mplejo color rojo con el bipiridilo. Se emplea para determinar pequeñas 

lntidades de tocoferol, tanto en preparaciones farmacéuticas como en al j-

~ntos, frutas, líquidos biológicos, cereales y otros. 

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

los procesos de aislamiento y purificación adec~ados. 

El alfa tocoferol que se 1 ibera por saponificación se convierte por 

;idac~ón con cloruro férrico, en un derivado p-quinónico (p-tocoferil qui-

Jna) . 

STROEHECKER, R. Henning, H. M., Anál isis de vitaminas, métodos comproba-
dos, Edición, Editorial Paz Montalvo, Madrid (España), 1967, pp.350-35P 
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CH 3 

HO 
O 

Fe3+ 
po ~ 

C16H33 H3C 

CH3 

alfa-tocoferol p~tocofer¡lquinona 

l. Procedimiento. Primero se hizo la curva de cal ibración y, para preparar 

las diferentes soluciones, se usó la sustancia patrón. Se pesaron 100 mili-

gramos de DL-alfa tocoferol, se dJsolvieron en una cantidad de 10 mil il itros 

de etanol; luego se trasladaron cuantitativamente a un balón ámbar de 100 mi 

1 jI itros y Se aforaron con el mismo disolvente. Después se tomaron de esta 

solución 5 mil il ¡tras y se diluyeron en otro balón similar con etanol, hasta 

la señal de aforo. 

Luego de esta dilución Se tomaron en matraces aforados de 10 mi 1 il itros 

los siguientes volúmenes: 

0.5 mI. (25 ug. ) 

1.0 mI. (50 ug. ) 

1.5 mI. (75 ug. ) 

2.0 mI. (100 ug. ) 

2.5 mI. (125 ug.) 

3.0 mI. (150 ug.) 

Posteriormente se añadieron a cada frasco 0.25 mil il ¡tras de la solución 

de bipiridilo y 0.25 mil ¡ 1 itros de la solución de cloruro férrico para diluir 

10 hasta la señal de aforo, con etanol. 

Dos minutos desDués de la adición de la solución de cloruro férrico. se 
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midi6 la extinción de cada solución en una cubeta de 1 centímetro y a una 

longitud de onda de 520 nm., I levando un blanco de reactivo. 

Los valores obtenidos se representan frente al número de microgramos 

de alfa tocoferol en 10 mI. de la solución final. 

Para el problema de esta investigación se tomó, de la solución madre, 

una alícuota de 1 mil il itro que se transfirió cuantitativamente a un balón 

de 25 mil il itros y se aforó con el mismo disolvente (Solución N° 2). 

De esta última se tomaron alicuotas de 0.5, 1.0, Y 1.5 mI.; se les hizo 

igual procedimiento y la absorbancia obtenida se graficó en la curva de cal i 

bración para conocer cuántos microgramos hay en dichos volúmenes 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 dilución. 

Este método se hizo con dos tipos de espectrofotómetros (Coleman 295 y 

Perkin Elmer 124). 

b. Anál ¡sis fotométrico de la vitamina E por el método de M. Furter y R.E. 

1 
Meyer 

Consiste en la oxidación, por medio del ácido nítrico, del tocoferol 1 i 

bre y purificado, originándose un producto de reacción coloreada (rojo de to 

coferol) . 

Ha 

CH 3 
alfa-tocoferol 

CH3 
rojo de tocoferol 

1. STROEHECKER, R. Henning, H. M., Anál ¡sis de vitaminas, métodos comprobados, 
Edición, Editorial Paz Montalvo, Madrid (Es.paña), 1967. pp. ' 
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í. Procedimiento. De \a solución madre se tomaron 2 mil i 1 ¡tras y se trans-

firieron cuantitativamente a un ba1 de 25 mil 11 ¡tras y se aforaron con 

etanol; luego se tomaron los siguientes vol : 5.0, 6.0 y 7.0 milili-

tras, se colocaron en diferentes erlenmeyer y se les añadió etano para te-

ner vol de 10 mil 11 ¡tros en cada uno, simultáneamente, se les añadió 

un mil i 1 i t ro de ido nftrico, y por rotación se agitaron de Inmediato, se 

calentaron hasta ebullición y luego, 10 minutos más, sobre baño de vapor. 

Después se enfriaron con agua corriente y se transfirieron cuantitativamente 

a balones vol tricos de 25 mililitros, para diluirlos con etanol hasta la 

señal de aforo. 

Se hizo la curva de cal ¡braci ,para ello se pesaron exactamente en un 

beaker pequeño (50 ml.) 100 mil ¡gramos de alfa ro 1 (pa t ) y se disol 

vieron con un poco de etanol, des s se traslada cuantitativamente a un bal 

volumétrico r y se aforó a 100 mil 11 itros con el mismo disolvente. De aquí 

se tomó una al uota de mil 11 itros y se 11 a otro bal volumétrico 

100 mil il itros aforándose con el mismo disolvente (concentración de 2 

De esta solución se tomaron los siguientes vol s: 

1.0 ml. (250 ug.) 

2.0 ml. ug.) 

3.0 ml. ug.) 

4. O mI. (1000 ug.) 

5 . O m l. ( 1 O ug.) 

6. O mI. (1500 ug.) 

y se les hizo, al mismo tiempo, el proceso anterior. 

La extinción se midió frente a un blanco a), en cubetas de un centí-

) . 
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metro, y a una longitud de onda de 470 nm. El contenido de alfa tocoferol se 

calcula a partir de 1<1 curva de cal ibración. 

c. Determinición colo'im~tr¡ca con ~c¡do sulfGrico! 

E! alfJ tocoferol da un color amar! 110 en ácido sulfQrlco al 90% v/v. La 

reacción coloreada ob,~dece a la Ley de Beer, y e5 la base para determinar rá-

pidamente el contenid) de vitamina E en extractos, preparaciones farmacéuti-

cas y otros. 

Es probable que Jna sal de 020nio se forme durante la reacción. Este mé-

todo es tan sensible :omo el de E~nerie y Engel. 

i. Procedimiento. Se preparó una curva de cal ibración en la que se usó 

DL-alfa tocoferol. Se pesaron en un beaker de SO mil 11 Itros, 100 mil ¡gramos 

de sustancia patr6n, se disolvieron en una peque"a cantidad de ¡cldo sulf~ri-

ca al 9% v/v y se trasladaron cuantitativamente a un balón ámbar de 100 mi 1 ¡-

1 ¡tras con el mismo disolvente. De ista altrma dIlución se tomaron en balonct-

tos de 10m i 1 i lit ros, los siguientes volúmenes: 

0.5 mI. (25 ug.) 

1.0 mI. (50 ug.) 

1.5 mI. (75 ug.) 

2.0 mi. (100 ug.) 

2.5 mI. ( 125 ug. ) 

3.0 ml. (150 ug.) 

y se aforaron con ácido sulfúrIco al 90% v/v. Se llevó un blanco que 

es una solución de ácido sulfúrico al 75% v/v. y se mldfó la extinción en 

1. HASHMI, Manzur-Ul Haque, Assay of Vitamlns In pharmaceutlcal preparat!ons, 
John Wiley y Sons, Londres, 1973, pp. 362. 
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cubetas de un cent tro y una longitud de onda de nm. 

Para la sustancia problema se siguió el mismo tratamiento. Se tomaron 

de la Soluci r pág ¡na '2 q ), los vo 1 si gu i en tes: 0.5, 1. O Y 

1 .5 mil ¡ 1 i t ros. 

Las extinciones obtenidas se graficaron en la curva de cal ibrací y 

así se supo c ntos microgramos de al toco rol hay en las alícuotas toma-

das de la solud N° 2. La concentraci total se encuentra al tener en cuen-

ta el tor de diluci 

1 
d. Método de Meenen. 

y el peso de la muestra inicial. 

Consiste en la titulación de la cantidad de iodo 1 ¡berado en medio ido 

y se usa una solución de almidón como indicador. La presencia de todo da un 

color azul característico. 

La sensibilidad del indicador es aumentada por el ácido, y disminuye en 

presencia de sustancias orgánicas y calor. 

El ion rrico oxida al ioduro y se libera iodo que ~e titula directamen-

te con hiposul to de sodio O.OlN. 

j. Procedimi Se tomó una muestra de 5 mil il ¡tros de la soluci madre 

para evaporarlos al vacío y el residuo se disolvió en 50 mil 11 ¡tros de éter de 

petróleo. Se añadieron 10 mil il ¡tros de una solución de 0.4% de cloruro rri .... 

co en alcohol etíl ico. 

Des s de ser agitada durante unos 10 minutos, se tra con un exceso de 

hid ido de sodio al 10% en soluci al 1 ¡ca; se un precipitado de 

1. SAN IN, Casamada, Ramón, Farmacognosia con Farmacodinamia, Editorial 
Científico-Médico, Madrid (España), 1968, pp. 991. 
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hidróxido de hierro, se filtró y Se lavó con éter de petróleo yagua hasta 

el iminación de los jabones; luego se disolvió en ácido sulfúrico cal ¡ente 

al 20% Y se le adicionó solución de yoduro potásico. 

Después de 3 minutos, el yodo 1 iberado se tituló con hiposulfato de 

sodio 0.01 N en presencia de una solución de almidón, como indicador, ésta 

se prepara así: se hace una pasta con 2 gramos de almidón y 10 miligramos de 

¡oduro mercúrico, se tritura con 30 mililitros de agua; lista la pasta, se 

añade poco a poco a un 1 itro de agua hirviente y se deja de hervir hasta que 

se obtiene una solución clara. Luego se enfría y se envasa. 

M ~ d d C b'~ 1 e. eto o e ompro aCJon. 

Es una valoración casi cuantitativa que se obtiene al apl icar cantidades 

conocidas (patrón) y desconocidas (muestra) en placas cromatográficas. 

Se comparan las manchas y de acuerdo con el área, espesor y volumen apl i-

cado se hal la la concentración. Se tiene muy en cuenta el factor de dilución 

y el peso inicial de la muestra. 

Este es un método de TLC, en el que se hacen apl icaciones en forma de 

punto; 1 ¡sto el cromatograma se señalan inmediatamente las manchas y para po-

derlas identificar se usa la lámpara de luz ultravioleta de onda corta. 

El proceso se 1 leva a cabo por medio de una curva de cal ibración usando 

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

1. RANDERATH, Kurt, Cromatografía de Capa Fina, Enciclopedia de la Química 
Industrial, .t, 8, Ediciones URMO S.A., Reimpresión Febrero 1970, 
España, pp. 184 
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i. Procedimiento. Se pesaron 100 mil ¡gramos de sustancia pat y se disol-

vieron en una pequeña cantidad de etanol para luego trans rirlo cuantitativa-

mente él un balón 

Des se tomaron 

0.5 mI. (25 ug.) 

1.0 mI. (50 ug.) 

1.5 mI. (75 ug.) 

1.6 mI. (80 ug. ) 

1 .7 mI. ug. ) 

1.9 mI. (95 ug.) 

2. O mI. (100 ug.) 

r de 100 mil il ¡tras y se aforó con el mismo disolvente. 

los siguientes valores: 

y se apl ¡caron en forma de punto en las cromatoplacas 

De la soluci N° 2 se tomaron vol de 1 mil ¡litro para apl icarIos 

entre las soluciones patrones. 

• 



CAPITULO V 

CALCULOS y RESULTADOS 
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En este capítulo se plantean los cálculos y resultados obtenidos al 

util izar como muestra 300 gramos en la identificación y 500, en el anál i­

sis cuantitativo. Para los resultados se toma en cuenta el factor de dilu­

ción y el peso de la muestra. Se expresan en mil igramos (mg.) y en porcen­

taje (%). 

Además se agregan cuadros que contienen los datos de las curvas de ca­

l ibración y los del alfa tocoferol; así como los cálculos respectivos y un 

cuadro final donde se comparan los diferentes resultados. 

Con relación a los métodos fotométricos, se grafica la concentración 

(microgramos) en el eje de las abcisas contra absorbancia en el eje de las 

ordenadas; mientras que en el de comprobación, el gráfico varía en el eje 

de las "Y" porque Se usan áreas en milímetros cuadrados. 

Para encontrar la concentración del problema se interpolan las extincio­

nes obtenidas en la curva de cal ibración. 

Los Rf. se toman en diferentes disolventes y la muestra se apl ica di­

sue 1 ta en etano 1 . 

También se reporta un método volumétrico, como información; aun cuando 

el resultado está incluido dentro del rango de los otros métodos no se le dio 

importancia debido a que sólo se hizo una valoración. 

En el cuadro N° 3 están las medidas real izadas en el espectrofotómetro 

Coleman 295, al util izar como sustancia patrón DL-alfa tocoferol: 
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CU ADRO N° 3 

METODO DE EMMERIE Y ENGEL 

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA 

0.5 ml. 25 ug. 0.090 

1. O ml. 50 lIg· O. 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° 4,10s datos de la sustancia problema al em­

plear la curva de cal ibración correspondiente (ver gráfico N° 1) Y util izar 

el mismo espectrofotómetro: 

CUADRO N° 4 

METODO DE EMMERIE Y ENGEL 

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA 

t 

I 

0.5 ml. 43.4 ug . 0.165 

83.3 1.0 ml. ug. 0.315 

1.5 ml . 137.3 ug. 0.520 



METODO DE EMMERIE Y ENGEL 

e o N e E N T R A e I o N 

VOLUMEN 
So 1 ud N° 2 Solución Madre M u e s t r a 

Al í cuota (25 mI.) (10m!.) Miligramos Porcent IJe 

0.5 mI. 43.4 ug. 2170 ug. 21700 ug. 21. 7 0.00l¡3 

1.0 mI. 83.3 ug. 2082.5 ug. 2 5 ug. 20.825 0.0041 

1.5m1. 137.3 ug. 2288.3 ug. 2 ug. 22.883 0.0045 

Cuadro N 5 Resultados obtenidos con el método de Emmerie y 1; se partió de una muestra 
de gramos de algas Chara lanica. 
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1. 1 culos: 

Tomando en cuenta el factor de dilucí y el peso de la muestra, los 

cálculos son similares en todos los todos. 

Por emplo, para obtener los datos del Cuadro N° 5 se partió de una 

muestra de gramos, y el extracto obtenido se 1 levó a volumen de 10 mi-

I il itros, así se forma la So ución Madre, de la cual se tomó un mil il itro 

y se a ró a mil il ¡tros, ésta Se la Solud N° 2, de aquí se partió 

para tomar di rentes alícuotas, que ron las soluciones problemas. 

Luego, las extinciones obtenidas se interpolaron en la curva de cal j-

bración para encontrar la concentración de dic 

Solución Madre 

V 
se toma al de 1 mI. 

al ícuotas. 

25 mI. 

I 
I , , 

i 
~ 

tomar un volumen de 

O • 5 mI. ( P ro b 1 ema ) 

1 leer en curva 

43.4 ug. 



Entonces: 

Luego: 

0.5 ml. 

25 ml. 

ml. 

10m 1 • 

------

------

------

43.4 ug. 

X 

2170 ug. 

X 

X:::: 2170 ug./25 ml. 

2170 ug./1 mI. 

X:: 21700 ug./l0 ml. 

= 21700 ug./500 g. 

21.7 mg./500 g. 

0.00217 g./500 g. 

40 

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

muestra: 

500 g. 0.0217 g. 

100 g. x 

X = 0.00434 % 

La muestra de 500 gramos de algas tiene el 0.00434 % de alfa tocoferol. 
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Al apl icar el método de Emmerie y Engel se obtuvieron los datos que e~ 

t~n en el cuadro N° 6, uti 1 izados para hacer la curva de calibración (ver 

gr&fico N° 2). Se usó el espectrofotómetro Perkin-E1mer 124: 

VOLUMEN 

0.5 ml. 

1.0 mI. 

1.5 mI. 

2.0 ml. 

2.5 ml. 

3.0 ml. 

CUADRO N° 6 

METO DO DE EHMERIE Y ENGEL 

CONCENTRACION 

25 ug. 

50 ug. 

75 ug. 

100 ug. 

125 ug. 

150 ug . 

ABSORBANCIA 

0.095 

0.195 

0.285 
0.373 

0.473 

0.570 

'---. _---...._------------_._--"-~_. 

En el cuadro N° 7 se presentan los datos de la solución problema al i~ 

terpolar las extinciones en la curva de cal ibración, se usó el mismo espec-

trofotómetro: 

CUADRO N° 7 
~================~~.~~-~==~.~====================~ 1-
I 

¡ VOL.UMEN r-
\ 

0.5 mI. 

1.0 mI . 

1.5 mI. 

METODO DE EMMERIE Y ENGEL 

CONCENTRACION 

42 ug. 

83.5 ug. 

127.4 ug. 

ABSORBANC I A 

0.160 

0.317 

0.484 



METO DO DE EMMERIE Y ENGEL 
-~ 

e o N e E N T R A e I o N 
VOLUMEN Solución N° 2 Solución Madre Alícuota M u e s t r a 

(25 mI.) (10 mI.) Mil igramos Porcentaje 

0.5 mI. 42 ug. 2100 ug. 21000 ug. 21.0 0.0042 % 

1.0 mI. 83.5 ug. 2087.5 ug. 20875 ug. 20.875 0.0041 % 

1.5 mI. 127.4 ug. 2123.3 ug. 21233 ug. 21.233 0.0042 % 

Cuadro N° 8 Resultados obtenidos con el método de Emmerie y Engel. Se partió de una muestra 
de algas de 500 gramos. 
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Los resultados obtenidos con el de M. Furter y R. E. r I ap~ 

(ver gráf.L recen en el c ro N° 9; utilizados para la curva de cal ibraci 

co N° 3). Se u el espect tro Perkin-Elmer 124: 

VOLUMEN 

1.0 mI. 

2.0 mI. 

3.0 mI. 

4.0 mI. 

5.0 mI. 

6.0 mI. 

En 

mo espect 

sorbancias 

5.0 mI. 

6.0 ml. 

7. O mI. 

CUADRO N° 9 

METODO DE M. FURTER y R.E.MEYER 

CONCE ION ABSORBANCIA 

ug. 0.102 

500 ug. o. 
ug. 0.300 

1000 ug. 0.405 

12 ug. 0.514 

1 ug. 0.613 

ro N° 10 es n los datos de la sustancia p lema, con el mis 

tro. Para encontrar la concentraci 

tenidas: 

CUADRO N° 10 

METO DO DE M. FURTER y R.E. MEYER 

CONCENTRACION 

830 ug. 

ug. 

11 ug. 

se inte aron las ab 

ABSORBANCIA 

0.338 

0.400 

0.470 



METODO DE M. FURTER y R. E. MEYER 

C O N C E N T R A C I O N E S 

VOLUMEN Solución N° 2 Soluci Madre 
I 

M u e s t r a Al í cuota (25 mI.) (10m I .) 11 i 1 ¡ gramos Porcentaje 

5.0 mI. 830 ug. 4150 ug. 2 ug. 20.75 0.0040 % 

6.0 mI. 980 ug. 4083.3 ug. 20416.6 ug. 20.41 0.0040 % 

7.0 mI. 11 ug. 4107. 1 ug. 5.7 ug. 20.53 0.0041 % 

! 

Cuadro N° 11 Resu 1 de la solución problema. Se u el espectrofotómetro Perkin Elmer 1 
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En el cuadro N° 12 aparecen los datos correspondientes a la curva 

cal ibraci (ver 9 fico N° 4). Se util izó el espectrofotómetro Coleman 5 : 

CUADRO N° 12 

0.5 mI < 25 ug. O. 

1.0 mI. 50 ug. 0.1 

1.5 mI. 75 ug. O. 1 

2.0 mI. 100 ug. 0.2 

2.5 mI. 125 ug. 0.338 

3.0 mi. 150 O. 

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

leídos con el mismo espectrofotómetro: 

CUADRO N° 13 

VOLUMEN CONCENTRACION ABSORBANCIA 

0.5 mI. 41 ug. 0.108 

1.0 m!. 85 ug. 0.2 

1.5ml. 139 ug. 0.367 



METODO DEL ACIDO SULFURICO 

C O N C E N T R A C ION E S 
VOLUMEN M u e s t r a 

(10 mI.) Mil ¡gramos Porcent e 

0.5 mI. 41 ug. 2050 ug. 20500 ug. 20.5 O. % 

100m!. ug. 2125 ug. 21 ug. 21 .25 0.0042 % 

105m1. ug. 2316.6 ug. 23166 ug. 23.166 0.0046 % 

ro N° 14 Resultados obtenidos con el 
metro Coleman 295. 

del ácido sulfúrico. Se u el espectrofotó 



6 

4 

2 

IV!!:: TODO DE COMPROBA.el I~ 

/ 
./ 
/ 

/ 
1+ 

/ 
I 

/ 

~----~------i ,------,------,-------.--------

25 50 75 100 125 150 
micrügromos de al f o-toco fl?rol 

GRAFICO No. 5 curva de colibrocion del 
el comparador de oreas 

con 



i 
I 
I 
I 

I , 
I 
I 

51 

El método de Com probación dio los resultados del cuadro N° 15. Se uti 

I izó un espesor de 0.5 mm: 

CUADRO N° 15 

METO DO DE COi'1PROBAC ION 

VOLUMEN CONCENTRACION AREA 

2 
0.5 mI. 25 ug. 50 mm 

1. O mI. 50 ug. 105 mm2 

2 
I .5 mi. 75 ug. 150 mm 

1.6 mI . 80 160 2 ug. mm 
2 

1 · 7 ml. 85 165 ug. mm 

l.9 mI. 95 192 2 ug. mm 

2 . 0 mI. 100 200 2 
ug. mm 

En el s iguiente cuadro aparecen los datos de las concentraciones y 

á rea s ob tenidas po r el método de comparación, se usaron placas 20 x 20 cm. 

y con espesor de 0.5 mm. 

CUADRO N° 16 



.' .---- -~---- .-- _. 

M E T O O O O E C O M P R O B A C I O N 

._--------------------. 

C O N C E N T R A C I O N 
VOLUHEN .. 

Solución N° 2 Solución t1dd re ! ti t Al ícuota u e s r a 
(25 m 1 . ) (10ml.) Mil i gramos Porcentaje 

1.0 mI. 81.5 mI. 2037.5 ug. 20375 ug. 20.375 0.001,0 ~ 

1.0 mI. 80.0 mI. 2000 ug. 20000 ug. 20.0 0.004 % 

1 .0 mI. 85.0 mI. 2125 ug. 21250 ug. 21.250 0.0042 % 

Cuadro N° 17 Resultados obtenidos por el método de comprobación, se usó el comparador de áreas 
(multi-purpose template), que es parte del equipo de TLC. También se usaron pla­
cas 20 x 20 cm. 

\.n 
N 



METODO DE MEENEN 

lculos: 

Este es un método vol rico, en él 1 mil i lit ro 

posulfito de sodio 0.01 N es igual a 2.15 mili 

Datos: 

Mil 11 itros gastados de hiposulfito de sodio 

al tomada de la solución madre 

volumen de la soluci madre 

Entonces: 

== 5.2 ml. 

= 5.0 ml. 

::::: 10 mI. 

1 mI. de hiposulfito 2.15 mg. de al ------
5.2 mI. de hiposulfito X 

X ::::: 11. 1 8 mg . de al 

Luego: 

5 mI. 

10 ml . 

x :: 22. 

O. 

mg. /10 mI . 

6 g. g. 

= 0.0044 g./100 g. 

0.0044 % 

rol en la al ícuota de 5 mI. 

11.18 mg. de alfa tocoferol 

X 

53 

la solución de hi-

de alfa ro l. 

rol 



D 1 S O L V E N T E 

C i c 1 oi1exa flo- C 1 oro f ornlu 

(1 : 1 v/v) 

C 1 orofo r mo 

Benceno 

Valore s de R 
f 

de 0.25 mm. 

CUADRO N° 18 

a 

13 . 6 cm. 

13.8 cm. 

13 .4 cm. 

11 .2 cm . 

11 . O cm. 

11 . O cm. 

10.5 cm. 

10.5 cm. 

10.6 cm. 

_b _-~ ... '~Rf · ~ 
1 6. 7 crJi. O . 81 J~ , j 1 .4 

17.0 cm. 

16.5 cm. 

p romed i o 

16. 5 cm. 

16 . 2 cm. 

16.5 cm. 

promedio 

18.0 cm. 

18.0 cm. 

18.5 cm. 

promedio 

0.81 '1 

0.812 

0.8123 

0.678 

0.679 

0.666 

0.674 

0.583 

0.577 

0.572 

0.577 

il l . 1 

81. 2 

81 .23 

67. 8 

67. 9 

66.6 

67.4 

58.3 

57.7 

57.2 

57.7 

con diferente s disolventes y placas de 5 x 20 cm.) con e: pesor 

tri 
.{':" 



e u A D R o N° 19 

DISOLVENTE a 

Cíelohexano: el 13.4 
(1 : 1 v/v) 

13.3 

13.4 

Cloroformo 11 .0 

11.5 

11.2 

Benceno 10.5 

10 4 

10.5 

Valores de R con di rentes disolventes y placas x 

b 

13.6 

13 .5 

13.5 

io == 

11.5 

11.5 

11.5 

promedio == 

10.6 

10.5 

10.6 

promedio == 

R x 

0.985 

0.985 

0.992 

0.987 

0.956 

1.0 

0.973 

0.976 

0.990 

0.990 

0.990 

0.990 

5 x 20 cm., espesor de 0.25 mm. 
V1 
V1 



C U A D R O 

============================================= .. :-:.. .-

Emmerie y Engel (Fotométrico) 
E. Coleman 295 

Emmer i e y Engel (Fotométrico) 
E. Perkin-Elmer 124. 

• .. .. .. .. lO ~ • .. .. lO .. .. .. .. .. .. .. 

M. Furter y R. E. Meyer (Fotométrico) .................. lO 

E. Perkln-Elmer 124 

Acido Su 1 fa rI ca (Fotométrico) '11 .. lO .............................. 

E. Coleman 295 

Comprobación ...... " ...... lO lO .......... " .... . 
Meenen .......... lO .................. " .. 

ALFA TOCOFEROL (%) 

promedio 0.0043 % 

promedio 0.0041 % 

promedio 0.0040 % 

promedio 0.0043 % 

promedio 0.0040 % 

.. .............. 0.0044 % 

Cuadro final de comparacIón de resultados obtenidos con los métodos apl icados. 
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e o N e L u S ION E S 

En el presente trabajo se obtuvo una pequeAa cantidad de alfa-tocofe-

rol en una muestra de 500 gramos de alga Chara 

Aún cuando se tomaron las precausiones necesarias, durante todo el pro­

ceso de la investigación, se dieron pérdidas por oxidación, debido a la sen­

sibíl idad del alfa tocoferol al oxígeno atmosférico. Esto ocasiona una Qismi­

nución del contenido real de dicha vitamina en las men'CÍonadas 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 cromatográficos. 

Sin embargo, los resultados obtenidos son valederos porque el grado de 

pérdida o error es mínimo y, naturalmente, no influye en la determinación de 

la presencia del alfa tocoferol en el alga mencionada. 

Es necesario agregar que entre los métodos de cuantificación utilizados, 

el mejor es el método fotométrico de Emmerie y Engel con el espectrofotóme-

tro de doble haz Perkin-Elmer 124; pero antes deberá realizarse una buena pu­

rificación y separación por cromatografía en capa fina. Con respecto a los mé­

todos cualitativos para la identificación de dicha vitamina el mejor es hacien­

do un esoectro infrarroio v comDarándolo con el espectro patrón. 
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En vista del escaso rendimiento de alfa tocoferol en dichas algas, 

no vale ló pena considerarla como fuente potencial de vItamina E. Sin em­

bargo) se recomienda la investigación de otro tipo de vitaminas, proteínas, 

carbohidratos y otras sustancias importantes, a fin de determinar su uti li­

dad como fuente de al imentación humana. 
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R E S U M E N 

Este estudio es una investigación tanto cualitativa como cuantitativa 

del alfa-tocoferol en algas macroscópicas de la Flora Salvadoreña 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 más recomendado 

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

124. 

Las muestras fueron recolectadas en el Lago de Coatepeque, se secaron a 

temperatura ambiente y luego se procedió con la investigación química, que com­

prende los siguientes pasos: 

1. extracción de la fracción lipide 

2. saponificación de la fracción 1 ipoide 

3. aplicación del método TLC a la fracción ¡nsaponificable 

4. cuantificación del alfa tocoferol 

Con disolventes orgánicos se extrajo la fracción 1 ipoide de dichas algas, 

luego se apl icó cromatograffa en capa fina (TLC) , llevando una sustancia pa­

trón 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 qufmica­

mente puros, el material de vidrio usado estaba limpio y 1 ibre de impurezas y 

el agua que se usó fue agrua destilada. 
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