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Abstract

The analysis of vitamin E in edible vegetable oils has
been proposed as a didactic experience for analytical
chemistry laboratory. The Emmeric-Engel method
which is based in the reduction of ferric ions by
tocopherols, followed by complexing with o-Phenan-
troline to produce a red solution was employed. The
didactic experience has been divided into three steps:
Revision of aspects related with spectrophotometric
analysis, calculation and chemical behavior of vita-
min E. The next step is the laboratory activity which
involves the construction of a calibration curve, oil
sample treatment and vitamin quantification. In the
last step results are calculates including an evaluation
of errors and analytical quality of results. This expe-
rience was carried out in the course of Projects in
Applied Chemistry showing its effectiveness.

Resumen

Se propone el analisis de la vitamina E presente en
aceites vegetales comestibles como una experiencia
didactica para el laboratorio de quimica analitica. Se
emple6 el método de Emmeric-Engel, que se basa
en la reduccion Fe**-Fe?* por accion de los tocofero-
les presentes en la muestra y la formacion de un
complejo rojo Fe?**-o-Fenantrolina. La experiencia
didactica fue dividida en tres etapas: una revision
tedrica inicial sobre los principios del analisis, pre-
sentacion de resultados e informacion general sobre
la vitamina E. Posteriormente se realiza la actividad
de laboratorio que involucra la construccién de la
recta de calibracién, tratamiento de la muestra de
aceite y la cuantificacion. En la dltima etapa se
realizan los calculos para la presentacion de resulta-
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dos finales y se discute la calidad analitica de los
mismos. Esta experiencia fue aplicada en el curso de
Proyecto en Quimica Aplicada, demostrandose su
efectividad.

Introduccion

Los principios y técnicas del analisis espectrofotomé -
trico en la region visible del espectro electromag-
nético constituyen contenidos importantes en la ma-
yoria de los cursos de quimica analitica a nivel
universitario. En ese sentido, las clases teéricas en las
que se describen las transiciones electrénicas respon-
sables de la absorcion de radiacién, deben comple -
mentarse con actividades de laboratorio enlas cuales
el alumno ademas de aplicar dichos conocimientos,
adquiera destrezas en el manejo de equiposy ejecute
los calculos matematicos y estadisticos para la pre-
sentacion de los resultados.

Las disoluciones acuosas de iones complejos
coloridos como dicromatos, cromatos, iones cupricos,
etcétera, son usualmente empleadas para la cons-
truccion de espectros y rectas de calibracion; sin
embargo, también es necesario incorporar trabajos
de laboratorio en los que se realicen analisis de
muestras verdaderas a fin de evidenciar la utilidad
practica del conocimiento que se busca que adquie-
ran los alumnos. Por ejemplo, en este trabajo se
propone el analisis de la vitamina E presente en
aceites vegetales como una actividad novedosa que
puede ser atractiva al alumno, debido al elevado
interés que se tiene en la actualidad con respecto al
uso de antioxidantes naturales para desactivar los
radicales libres que deterioran los alimentos y que,
al ser consumidos, favorecen la degeneracion de
células acelerando el envejecimiento.

Lasactividades de laboratorio deben ser integra-
doras, al complementar el aprendizaje de los princi-
pios especificos de la técnica analitica con informa-
ci6n adicional que permita al alumno construir un
cuerpo completo de conocimientos. Por esta razon,
la experiencia didactica se ha disenado en varias
etapas, que cubren desde la adquisicion de conoci-
mientos iniciales, hasta la presentacion final de los
resultados. Por lo tanto, el proposito de este trabajo
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Figura 1. Tocoferoles (Fruton y Simmonds, 1961).

es describir esta propuesta por medio de un ejemplo
real desarrollado en el Laboratorio de Quimica Apli-
cada de la Universidad Pedagégica Experimental
Libertador.

Descripcion de la experiencia didactica

A diferencia de las practicas de laboratorio tradicio-
nales, en las cuales el alumno se limita a comprobar
el cumplimiento de un principio o ley, aqui se busca
un aprendizaje integral, que abarque distintos aspec-
tos de la quimica que le permitan integrar armoni-
camente toda la informacion. Por esta razon, la
actividad de laboratorio se ha disefiado como una
experiencia didactica de tres etapas:

Etapa I: Obtencion del conocimiento bdsico
sobre la sustancia a analizar, técnicas
analiticas espectrofotométricas y principio
quimico del analisis

La vitamina E
Esuna vitamina liposoluble cuya férmula molecular

1, 10Fenantrolina

Tocoferol

Figura 2. Reaccion redox para la determinacion de vitamina E

es CyH;,0, (PM =430.69 gmol™') y esta constituida
por ocho compuestos diferentes, cuatro de ellos co -
nocidos como tocoferoles o, B, yy & (figura 1). Una
de las principales funciones de esta vitamina se
asocia a su poder antioxidante, que protege a los
tejidos de los efectos nocivos de las toxinas ambien-
tales y previene el envejecimiento celular. Igualmen-
te, protege a las membranas biologicas, alos nervios,
musculos y sistema cardiovascular, y ayuda al orga-
nismo a alcanzar un uso 6ptimo de la vitamina A
(Fruton y Simmons, 1961).

Las propiedades antioxidantes de esta molécula
se relacionan con la presencia del grupo hidroxilo
enlazado al carbono C-6 del anillo aromatico (Ca-
rrasquero y col., 1998), en el cual la union hidroge -
no-oxigeno puede sufrir una fractura homolitica, con
la produccién de un radical sobre el anillo bencéni-
co, que se estabiliza por medio de la resonancia del
electron no compartido y de esta forma reduce la
velocidad de iniciacién o propagacion de lareaccion
en cadena (Cortez, 1998).

Los aceites provenientes del germen de maiz o
trigo y de las semillas de girasol constituyen fuentes
naturales de vitamina E; no obstante, los procesos de
extraccion y refinacién pueden destruir esta vita-
mina lo que hace a los aceites refinados mas suscep-
tibles al deterioro por rancidez. Por esta razon se
incorporan antioxidantes sintéticos, con el conse-
cuente riesgo para la salud de quienes consuman
estos productos. Por ello, es importante para la in-
dustria aceitera poder cuantificar con precision y
exactitud convenientes los niveles de tocoferoles
presentes en los aceites refinados.

Cuantificacion de la Vitamina por el Método Colorimétrico
de Emmeric-Engel (Tsen, 1967).

Este método se emplea para la determinacion de
tocoferoles totales y se basa en la capacidad reduc-
tora de estos compuestos organicos. Los tocoferoles
presentes en una muestra de aceite son extraidos y

Tocoferdxido Complejo

Rojo
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purificados de otros compuestos reductores y luego
tratados con una solucién estandar de iones férricos
que contiene ademas un exceso de 1,10-Fenantrolina
(figura 2). Los iones ferrosos producidos por la re-
ducciéon del Fe?** se complejan con la fenantrolina
para producir un ié6n complejo soluble de color rojo,
cuya concentracion es directamente proporcional al
contenido inicial de tocoferoles totales en el aceite
analizado. De alli que éste sea un método indirecto
para la cuantificacion de la vitamina E (Quaife y
Harris, 1948).

Aun cuando es un método analitico desarrollado
hace muchos afios, que en la actualidad ha sido
sustituido por métodos cromatograficos mas avanza-
dos, desde un punto de vista didactico es muy ade -
cuado para que el alumno adquiera conocimientos
sobre los procesos redox presentes en la naturaleza
y su utilidad en la cuantificaciéon de sustancias de
interés. Asimismo, los reactivos y equiposrequeridos
son poco sofisticados, de relativo bajo costo y de
amplio uso en los laboratorios de quimica analitica
de muchas universidades.

La presencia de otras sustancias reductoras en el
aceite, tales como carotenoides, colorantes sintéti-
cos, etcétera, pueden afectar el resultado de la deter-
minacion, porlo que deben ser eliminadas; para esto
existen distintos métodos como la destilacion, hidro-
genacion, cromatografia preparativa y lavado con
acidos. Estos métodos deben ser discutidos por los
alumnosa fin de establecer las ventajas y desventajas
de cada uno en cuanto a eficiencia, costo y posibili -
dad de realizacion en funcion a las condiciones de
cada laboratorio. Desde un punto de vista didactico,
esta etapa de purificacion ofrece al alumno la opor-
tunidad de adquirir conocimientos en cuanto al
efecto de las interferencias en una determina
ci6n analitica y de los métodos quimicos y fisicos
disponibles para reducir el efecto negativo de estas
sustancias.

Un componente importante de la experiencia
didactica se relaciona con los calculos que se realizan
para presentar los resultados. Es necesario que el
alumno reconozca que toda medicién lleva asociado
un error (Spiridonov y Lopatkin, 1973) que se cuan-
tifica a través de procedimientos matematicos y es-
tadisticos.

En ese sentido, se hace uso de una recta de
calibracion y partir de su ecuacién de regresion se
determina el contenido total de vitamina en una
muestra de aceite, de acuerdo con los siguientes
procedimientos: La pendiente (b) y ordenada en el
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origen (a) de la ecuacion de regresion se obtienen de
las siguientes ecuaciones (Miller y Miller, 1993):

2106 = %)y, - y)]
DX

b

@

Para establecer el error de los valores de b y a,
se en primer lugar el estadistico S ,, aplicando la
ecuacion (3):

Sx/y = (3)

El numerador representa la sumatoria del cua-
drado de los residuales de y, es decir, la diferencia
entre el valor medido (y) y el que se obtiene de aplicar
la ecuacion de la recta (y;). El numero de patrones
empleados para la recta de calibracion esta repre-
sentado por n. Los errores de la pendiente y el
intercepto, Sb y Sa, se obtienen por las siguientes
ecuaciones:

s
Sh=—oo __ (4)

20 %)

La ecuaci6n de regresion toma la siguiente forma:

mgVit.E

Absorbancia=(b+t,Sh)—————
14g aceite

+(axt,Sa) (6)

A partir de estos calculos, el alumno debe deter-
minar la concentracién de vitamina E. El error aso-
ciado a dicha concentracion (S,) se calcula con la
ecuacion (7).

S|l 1 (y-9)?
Sy JR SR ¢ Aud ) M
X blm n bzz(xi _?)2 ()

El valor de m corresponde al nimero de repeti-
ciones realizadas; x e y representan la concentracion
de vitamina E en el aceite y la absorbancia. Cuando
el alumno ejecute todos los calculos, debe repre-
sentar el resultado tomando en cuenta el intervalo
de confianza, el cual se determina de la manera
usual, por medio del estadistico “¢de student” para
n-2 grados de libertad y una probabilidad o.
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| Peszar B0 mg de Vit, E |

Disolver en 100 mL| Solucion madre de
de dietileter 0,5 mg/mL

Tornar una alicucta

o Solucién de trabajo de
de 1mL y diluira 0,01 mg/mL 4

E0mL con distilater

Se tornan las siguientes alicuotas v se

completa cfua 10 ml con dietileter

O0mL 1mL 3mL 5mL 7mL Fatrones
€D, @3 me/ldg
aceite

Figura 3. Pasos para la preparacion de los patrones de la recta de calibracion.

Fesar 200 mg de aceite y
disolwer en 50 mL de dietileter,

Colocar en embude de
separacion v agregar 10 mL

Se elimi 1
de dcido sulfririco 0,5 M € eliminan fos

pigmentos e
interferercias con

Agitar por 20 s, esperar 15

min, y separar fase acuosa

propiedades reductoras

Lavar 2 vaces con 25 mL de
agua destilada

Figura 4. Preparacion y purificacion de la muestra.

Colocar 10 mL de la muestra o
solucidn patrdn en el embudo de
separaciaon v lavar con 0,2 mL de
etanal

Si

¢ Turbidez? Lavar con 0,2

mL de etanol

Aftadir 5 mL FeCly 0,04 % +
mL de Fenantrolina 0,4 %

|
Esperar b minutos en la

oscuridad y afiadir 2mlL de

agua destilada,

Alos 10,5 min, invertir dos veces, extraer la

capa acuosa, filtrar, esperar 15 min. en la

oscuridad v leer a 510 nim,

Figura 5. Desarrollo del color y cuantificacion.

Etapa II: Ejecucion del andlisis de vitamina E

en unamuestra de aceite vegetal comercial

Es recomendable que la muestra que analicen los
alumnos sea un aceite comercial que usen en sus
casas y que senale en su composicion el contenido
de vitamina E. Para la recta de calibracion se puede
emplear una mezcla de tocoferoles grado analitico
comercial pero debido a su elevado costo, puede
sustituirse por una capsula de vitamina E que se
expende en las farmacias locales. Estas capsulas con
un contenido de vitamina E de 400 mg fueron em-
pleadas para este trabajo.

El procedimiento se divide en tres partes. En la
primera (figura 3) se preparan los patrones para
la curva de calibracion. Posteriormente (figura 4) la
muestra de aceite es disuelta en éter y tratada con
acido sulfurico para extraer los pigmentos hidroso-
lubles y otras sustancias interferentes. En la ultima
etapa (figura 5), tanto los patrones como la muestra
tratada se hacen reaccionar con lamezcla de cloruro
férricoy 1,10-Fenantrolina para producir el complejo
rojo, cuya absorbancia se mide a A = 510 nm en un
epectrofotometro Spectronic 20 u otro adecuado. E
necesario senalar que el 100% de transmitancia debe
ajustarse con la solucién que no contiene vitamina E,
ya que es posible que elionFe ** se reduzca fotoquimi-
camente a i6n Fe?*; por esta razon, el desarrollo del
color debe realizarse en la oscuridad y se puede
emplear acido fosférico a fin de complejar al F 3*.

Etapa I11: Presentacion de resultados

Una vez que los alumnos han ejecutado las determi-
naciones, se procede a la presentaci6n de resultados,
para lo cual se deben realizar los calculos senalados
en la primera etapa de esta experiencia didactica.

Ejecucion de la experiencia diddctica

A fin de ejemplificar la aplicacion de esta experien-
cia didactica, se presentan los resultados del analisis
de vitamina E realizados por un equipo de dos
estudiantes del curso Proyecto en Quimica Aplicada.
El analisis se realiz6 sobre una muestra de aceite
comestible de girasol con un contenido indicado de
vitamina E de 12 mg/14 g de aceite.

Recta de calibracion

La recta de calibracion presenta un coeficiente de
correlacion significativo (0.=0.05) con una ordenada
en el origen igual a cero, porlo que se puede afirmar
que se cumple con la Ley de Beer-Lambert en el
intervalo de concentraciones evaluado. Para calcular
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la pendiente (4) y la ordenada en el origen ( a) se
utilizaron los datos del cuadro 1, y se obtuvieron los
resultados mostrados en la figura 6.

Al aplicar las ecuaciones (1) y (2) se obtienen los
siguientes valores b = 0,026 y a=0,005. Para deter-
minar los errores asociados se hace uso de los datos
mostrados en el cuadro 2. La columna identificada
como, corresponde a los valores de absorbancia que
se obtienen sustituyendo las concentraciones de vi-
tamina E en la ecuacion y; = 0,026 [Vit. E] 4+ 0,005.

Al calcular el estadistico S, se tiene:

-~
S - 8,4.10

=0,017,
3 5-2)

con este resultado se pueden calcular los errores de
a (Sa) y b (Sb) de la siguiente forma:

0.017 ) [ 11029
D = =8x10* $=0.017 |——"_=0.012
A/401.8 5(401.8)

Por lo tanto, la ecuacién de la recta de calibra -
cion es:

mg Vit.E

Absorbancia = (0.026 + 0.003) -
14 g aceite

+(0.005+ 0.038)

Los limites de confianza fueron calculados utili-
zando un valor de t= 3.18 para tres grados de libertad
(a=0.05).

Cdiculo de la concentracion de vitamina E

en la muestra de aceite

Los resultados del analisis de vitamina E se presentan
en el cuadro 3; los valores de transmitancia son
convertidos en absorbancias utilizando la ecuacién:

A = —Log(I)

Primer caso: Una sola determinacion. Aqui se con-
sidera que se ha realizado una sola medicién, por
lo que m = 1. La absorbancia obtenida fue de 0.357.
Se obtiene un contenido de vitamina E igual a
mg Vit E _0354 13.6
14 gaceite 0.026 ’

El errorasociado a esta concentracion se obtiene
por medio de la ecuacion (7):

2
o 0017 \/{1 1, (0357) }: 08

T 0.0261|1 5 (0.0026)°(401.8)
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0,700 -
R%?=0,997
0,600 A
0,500 -

0,400 4

0,300 4

Absorbancia

0,200 4

0,100 4

0,000 & \ \ \
0,0 10,0 20,0 30,0

mg Vit E/ 14 g aceite

Figura 6. Recta de calibracion para la determinacion colorimétrica de vitamina E.

Cuadro 1. Datos para el calculodeay b.

mg Vit. E/ | Absorbancia| x-X | yi-V | [(-XWi-Y]| Xi-X)?
14 g aceite
0.0 0.000 -11.2 | -0.296 3.315 125.44
35 0.090 - 7.7 | -0.206 1.586 59.29
10.5 0.290 - 0.7 | -0.006 0.004 0.49
17.5 0.440 6.3 0.144 0.907 39.69
245 0.658 133 0.362 4815 176.89
2 10.627 401.80
Cuadro 2. Datos para el cdlculo de los errores asociados a by a.
mg Vit. E/ 7 y~ Absorbancia Vi— ¥, Vi - P2
14 g aceite
0.0 0.000 0.000 0.000 0,000
35 0.096 0.090 0.006 3.6.10°
10.5 0.278 0.290 0.012 1.4.107*
17.5 0.460 0.440 0.020 4.0.10%
245 0.642 0.658 0.016 2.6.10%
2 0.054 8.4.10*

Cuadro 3. Resultados experimentales.

Muestra Transmitancia Absorbancia
1 0.44 0.357
2 0.46 0.337
3 043 0.367
Media 0.354
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Finalmente, la concentracion de vitamina E en
el aceite es:13.7 = 0.8 mg/14 g aceite.

Segundo caso: Miiltiples determinaciones. El analisis se
realizé por triplicado y se obtuvo una absorbancia
promedio de 0,354 Se deduce que el contenido de
la vitamina es:

mg Vit E  0.354
l4g aceite” 0.0026

=13.6.

Para el calculo el error (Sx) se debe tener en
cuenta que m= 3. Por lo tanto:

2
50017 1 1 (0,3254) o7
0,026\|3 5 (0,026)2(40L8)

En este caso se debe informar un contenido de
vitamina E igual a 13.6 + 0.7 mg/14 g de aceite. Si
se comparan ambos resultados, el alumno puede
observar que al hacer multiples repeticiones de la
determinacion, se obtiene un error menor que en el
caso de hace una tinica determinaci()él. Esto se refleja
en el coeficiente de variacién (CV === * 100), que en
el primer caso es del 5.8 %, mientras que en el analisis
multiple disminuye hasta 5.1%, con lo que se logra
una mayor precision.

En ambos casos se obtienen valores muy cerca-
nos al sefialado por el fabricante (12 + 1 mg/14 g).
Todo esto permite iniciar en el aula una discusion
sobre los conceptos de precision, exactitud y el
efecto que sobre ellas tiene la ejecucion correcta o
incorrecta de la técnica. Es decir, los estudiantes
deben hacer una lista de las posibles fuentes de
errores determinados e indeterminados en este tipo
de analisis.

La practica de laboratorio debe concluirse con
un informe donde los estudiantes expongan sus re-
sultados y analicen de manera critica las cualidades
y defectos del método analitico y propongan otros
que pudieran emplearse para el mismo propésito.
En nuestro caso, los alumnos presentaron, ante el
resto de sus comparieros, un seminario donde expu-
sieron su trabajo y respondieron las preguntas for-
muladas por el docente y los alumnos. Esta dltima

fase es muy importante para lograr la integracion del
grupo ya que permite que todos reciban la informa-
cion de los trabajos realizados por distintos grupos.

Conclusiones

Con la realizacion de esta experiencia didactica, los
alumnos adquieren un conocimiento mas profundo
sobre las propiedades antioxidantes de la vitamina
E, los principios y técnicas del analisis espectrofoto-
métrico, asi como las operaciones basicas del labo-
ratorio de quimica analitica. Ademas, el uso de pro-
cedimientos matematicos para la presentacion de
resultados contribuye a promover la necesidad
de indicar en cada resultado la magnitud del error
cometido y el efecto de este error en la calidad del
resultado.

Asimismo se busca ofrecer a los estudiantes y
profesores de quimica analitica basica e instrumental
una actividad de laboratorio que consume poco
tiempo y recursos, pero que da la oportunidad de
enfrentarse al analisis de una muestra real en la que
es necesario ejecutar tratamientos previos de purifi-
cacion y aislamiento de la sustancia de interés. ¥
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