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1. Resumen.

La vitamina E, o tocoferol, es fundamental en el metabolismo celular, pero puede
presentar efectos perjudiciales para la salud de los seres humanos, que pueden ser
provocados tanto por un exceso como por un defecto de la misma. La deficiencia de
vitamina E esta relacionada con distintos problemas de salud, siendo los mas comunes el
sindrome de mala absorcién de grasas o, la fibrosis quistica, los trastornos genéticos del
transporte de las proteinas o de la unién de las mismas, asi como enfermedades que
afectan al correcto funcionamiento del higado, entre otros. Ademas, se ha observado una
relacion entre la deficiencia de esta vitamina y los nacimientos prematuros, de forma que
algunos de los recién nacidos presentan graves problemas de salud como la anemia
hemolitica. Sin embargo, se ha observado que aquellos individuos que presentan una gran
cantidad de vitamina E en el organismo sufren diversas alteraciones celulares y metabdlicas
[1]. Existen en el comercio productos alimentarios que contienen de forma natural o afiadida
esta vitamina. Como ya se ha mencionado, es importante controlar su consumo y por tanto
cuantificar su contenido. En este trabajo se propone un método para la determinacién de

tocoferol en mantequillas basado en medidas de luminiscencia.

2. Introduccion.

2.1 Vitamina E.

La vitamina E es una vitamina liposoluble que abarca diversos compuestos como los
tocoferoles y los tocotrienoles, siendo el mas importante el RRR-a-tocoferol, de ahi que se la
identifigue normalmente como tocoferol. El interés para la determinacion de esta vitamina se
encuentra en la diversidad de funciones que realiza, y que son necesarias para el ser

humano. Entre las funciones mas destacables se encuentran [2]:

» Accién antioxidante: Esta es la funcibn mas importante de la vitamina E, ya que esta
vitamina es un antioxidante soluble en grasas.

Efectos sobre la proliferaciéon celular.

Accion fagocitica en el sistema inmune.

Mensajera del estado oxidativo celular.

YV V V VY

Relacion con la apoptosis.

Debido a sus funciones, especialmente a la accion antioxidante, es comudn la
utilizacion de la vitamina E en estudios contra diferentes enfermedades médicas, debido al

importante papel que tiene este compuesto en la proteccion de las células, evitando que los

4
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radicales libres presentes en contaminantes las dafien. La estructura de la vitamina E esta

compuesta por dos anillos y de una cadena lateral larga, como se muestra en la figura 1.

Figura 1: Representacion realizada en ChemDraw de la estructura quimica de la vitamina E.

2.2 Situacion actual sobre el control de los niveles de vitamina E.

Debido a la relaciébn existente entre la vitamina E con algunos tipos de
enfermedades, como la anemia hemolitica, la fibrosis quistica o alteraciones celulares, entre
otras [1], es importante seguir un control sobre el nivel de esta vitamina en algunos
alimentos. Por ello, se intenta disminuir la probabilidad de padecer alguna de las
enfermedades sefialadas anteriormente, que pueden ser provocadas tanto por una escasez
0 por un exceso en la ingesta de esta vitamina. La vitamina E tiene una alta presencia en
aceites vegetales, en frutos secos como las avellanas o los cacahuetes, en el huevo, en

mantequillas, pescados y otros alimentos que consume el ser humano en su dieta.

Actualmente, se han desarrollado estudios con fines dietéticos, en los cuales se
pretende conocer el nivel nutricional de la vitamina E en el organismo de diferentes
individuos. Para la realizacion de estos estudios se han utilizado marcadores bioquimicos,
destacando la concentraciéon de a-tocoferol en el plasma, la concentracion de vitamina E en
funcién de la concentracién de lipidos o incluso la existencia de tocoferol en los eritrocitos.
Sin embargo, todos estos marcadores se ven afectados en mayor o menor medida por
diversos factores entre ellos por ejemplo la edad. Por esta razén, estos marcadores
bioldgicos no son de gran fiabilidad, y se recurre a utilizar otro marcador biolégico presente
en la orina, el cual es conocido como a-carboxi-etil. Ademas, el estudio de magnitudes que
estén asociadas a productos de peroxidacion lipidica también permite obtener cierta

informacién sobre los niveles nutricionales de la vitamina E [1].

2.3 Mantequillas y margarinas.

Debido a que la vitamina E se caracteriza por ser liposoluble, y por su importante
funcién como antioxidante, es frecuente su uso en el mercado alimentario, ya que de esta
forma se logra atrasar la oxidacién de varios de los compuestos presentes en distintos
alimentos, entre los que se encuentran los Acidos grasos. Los acidos grasos se hayan

involucrados en numerosas reacciones dentro del cuerpo humano, pudiendo provocar
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alteraciones, las cuales en ocasiones conducen al surgimiento de enfermedades de diversos
tipos [3]. Por lo tanto, debido a la presencia de grasas en las mantequillas, este tipo de
alimentos pueden contener de manera natural o afiadida compuestos de la familia del
tocoferol, por lo que es interesante la determinacion de esta vitamina en ese tipo de
productos alimenticios. Ademas, también se consideraran las margarinas como alimentos de
interés para la determinacion del contenido en esta vitamina, debido a que la adicion de

vitamina E en ellas es una practica habitual.

Las margarinas son productos industriales que se elaboran con el objetivo de reducir
el consumo de mantequillas. La principal diferencia entre la margarina y la mantequilla es la
presencia de grasas saturadas en esta Ultima, que puede producir el aumento del colesterol.
La mantequilla tiene un origen natural, y se elabora a partir de la grasa lactea, mientras que
la margarina es un producto procesado de origen vegetal, con alto contenido en grasas
monoinsaturadas y polinsaturadas, ya que se obtiene a partir de la hidrogenacion de aceites
vegetales y marinos. La vitamina E se encuentra en mayor cantidad en las grasas vegetales
gue en las animales, por lo que se espera unos niveles mas altos de esta vitamina en los
diferentes tipos de margarinas [4]. El contenido en vitamina E que tienen las mantequillas y
las margarinas puede variar en funcién del tipo de estas. Entre los diferentes tipos de
mantequillas y margarinas que se comercializan se pueden encontrar los siguientes valores

de esta vitamina por cada 100 gramos [WL1]:

Mantequilla:3,6 mg.
Mantequilla salada:2,32 mg.
Margarina:10 mg.
Margarina salada:12,8 mg.
Margarina de maiz:7,5 mg.

Margarina ligera:6 mg.

YV V V V V VYV VY

Margarina con esteroles:5,7 mg.

A continuacion, se realiza un recopilatorio de los métodos épticos espectroscopicos
Gtiles para el analisis de la vitamina E, y posteriormente, se detallardn otras técnicas

analiticas de interés para el analisis de esta vitamina.

2.4 Métodos Opticos espectroscépicos aplicados al analisis de vitamina E en
mantequillas y margarinas.
Los distintos métodos Opticos espectroscopicos empleados para la deteccion de

vitamina E estdn basados en el andlisis de las interacciones de la radiaciéon
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electromagnética con la materia. En funcion de la longitud de onda se producen diferentes
tipos de transiciones energéticas. A continuacion, se mostrardn los fundamentos

relacionados con los procesos de absorcion, fluorescencia y quimioluminiscencia.

2.4.1 Espectroscopia de absorcion ultravioleta visible (UV-VIS).

La espectroscopia de absorcion ultravioleta visible responde a transiciones entre los
niveles electrénicos de una molécula cuando se produce la absorciéon de un fotén con la
energia adecuada. Este tipo de espectroscopia responde a la Ley de Beer, la cual permite
conocer la concentracién de la especie absorbente en funcién de la absorbancia molecular

gue presenta la misma [5].
La Ley de Beer se expresa como: A=b-¢-C,

donde A es la absorbancia medida, € es la absortividad molar, b representa la
longitud del haz luminoso que atraviesa la muestra y C la concentracion de la especie
absorbente. La absorcion de una especie en el visible es debida a la presencia de grupos
croméforos, que son los responsables de generar el color que se observa [5]. Los grupos
croméforos mas comunes son los dobles o triples enlaces entre atomos de carbono, los
grupos carbonilo (C=0), diazo (N=N), nitro (NO) y los sistemas aromaticos. Los tocoferoles
presentan absorbancia en la regién del ultravioleta visible y de ahi que se utilice la

espectroscopia de absorcion UV-VIS para su caracterizacion y/o cuantificacion.

2.4.2 Fluorescencia molecular.

La fluorescencia molecular se define como el proceso de emisién de luz por parte de
una molécula que ha sido previamente sometida a un proceso de excitacion foténica. Antes
de producirse la excitacion de la molécula, esta se encuentra situada en un estado
fundamental de energia, hasta el momento en el que la luz incide sobre ella excitandola
hasta un nivel de mayor energia. En este momento, la molécula se encuentra en los niveles
vibracionales del correspondiente estado excitado. Por ultimo, la molécula sufre un proceso
de relajacién vibracional y rotacional al nivel de menor energia del estado excitado para
finalmente perder energia en forma de fotones, a niveles vibracionales y electrénicos del

nivel fundamental [6].

La medicion de la fluorescencia molecular se puede llevar a cabo mediante un
espectrofluorimetro, permitiendo realizar tanto un andlisis cualitativo como cuantitativo.
Estos equipos constan de una fuente de excitacion, que suele ser una ldmpara de arco de
xenoén que trabaja a alta presién, dos monocromadores de excitacion y emision, y un

sistema de deteccion, el cual consiste en un fotomultiplicador. El sistema de deteccion esta
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situado con un angulo de 90° respecto a la fuente. Este equipo permite obtener el espectro
de emisidn fijando una longitud de onda de excitacion, Aex, y €l espectro de excitacion fijando
la longitud de onda de emision, Aem [5]. Ademas, se debe de remarcar el hecho de que dado
gue las energias de fluorescencia son menores que las de absorcion y, que como la longitud
de onda es inversamente proporcional a la energia (E=hv, siendo h la constante de Planck y
v la frecuencia de la radiacion, la cual se define en términos de la velocidad de la luz y de la
longitud de onda v=c/A), el espectro de emision se encontrard a longitudes de onda mayores

gue el de excitacion, ya que la excitacion se relaciona con el proceso de absorcion [7].

2.4.3 Quimioluminiscencia.

La quimioluminiscencia es un término que define el fendmeno en el que la emision de
radiacion electromagnética es producida por una reaccién quimica, es decir, a diferencia de
la fluorescencia no existe una excitacion fotonica. La radiacién emitida por uno de los
productos de la reaccion se encuentra en la region del visible o del infrarrojo cercano.
Precisamente, el hecho de no requerir de una fuente de excitacion electromagnética es una
de las ventajas de esta técnica, ya que, al no requerirse esta fuente, la instrumentacion que
se emplea es mas sencilla. Por esta razén, la medicién de la guimioluminiscencia puede
realizarse empleando un detector adecuado o bien puede realizarse con un fluorimetro,

siempre y cuando su fuente de excitacién se encuentre apagada [8].

2.5 Técnicas analiticas para la determinacion y cuantificacion de Vitamina E.

2.5.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

La cromatografia de gases es una de las técnicas analiticas que se puede utilizar
para el andlisis de la vitamina E. Sin embargo, en este caso se deben de saponificar las
muestras, es decir, se requiere un paso previo de derivatizacion para evitar problemas de
volatilidad. En funcion de la columna seleccionada se conseguira una buena separaciéon de
los compuestos de la muestra, para posteriormente ser identificados en el cromatdgrafo de
gases por comparacion con los cromatogramas de patrones de referencia [9]. El uso de un
detector de masas permite una buena selectividad y sensibilidad permitiendo cuantificar
trazas en muestras que sean de una alta complejidad. Ademas, este método también ofrece
unas condiciones de trabajo comprendidas entre pg/L y mg/L para muestras liquidas, y entre

Hg/Kg y Hg/g para muestras sélidas.
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2.5.2 Método FRAP.

Este método se apoya en la capacidad que tienen los antioxidantes de reducir iones
férricos a ferrosos, es decir, evalla la capacidad reductora de estos compuestos mediante la
transferencia de electrones. Posteriormente, una vez que se ha obtenido el ion ferroso se le
hace reaccionar con 2,4,6-Tripiridil-s-Triazina (TPTZ), formando un complejo coloreado de
color azul que puede medirse a una longitud de onda de 593nm [10], como se muestra en la

figura 2. Por dltimo, se realizara la cuantificacion mediante un patron externo llamado trolox.

Q\ Ry +ant10x1dm1te (PO\T \(L/j
“/ I \\5 T e A/ ; 5
\ \ \

Fe(IN)(TPTZ),|** [Fe(II)(TPTZ),]*", 2nax=593 nm

Figura 2: Representacion realizada en ChemDraw de la reacciéon quimica del método FRAP.

Sin embargo, este método esta en desuso ya que se requiere de un patrén cuyo
precio es elevado, y ademas la capacidad reductora medida no es un indicador de la

actividad antioxidante global.

2.5.3 Reaccion de Emmerie-Engel.

Esta reaccién es un método que permite determinar vitamina E mediante dos pasos.
En primer lugar, se requiere realizar una saponificacion de la muestra y en segundo lugar se
requiere usar una cromatografia de extractos purificados. Sin embargo, esta técnica requiere
el pretratamiento extenso de la muestra, lo que se traduce en un amplio tiempo de analisis,

algo que no es deseable. Ademas, los productos de esta reaccidon son complejos inestables

[W2].

2.5.4 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)-Detector espectrofotométrico.

La cromatografia liquida de alta eficacia también es una técnica empleada para la
determinacion de vitamina E. Para determinar este compuesto se utiliza la opcién de
cromatografia en fase reversa. La fase reversa va a permitir que el a-tocoferol interaccione
con una fase estacionaria de caracter hidrofébico y una fase movil que debe de tener un
caracter polar (metanol/fagua). La fase estacionaria utilizada son particulas de silice que
contienen cadenas C-18 unidas a través de enlaces covalentes. Posteriormente, se
determinara la presencia de a-tocoferol mediante el empleo de un detector

espectrofotométrico, mientras que la cuantificacion se realizara mediante el empleo de
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patrones de referencia [11]. Esta técnica permite trabajar en concentraciones del analito
comprendidas entre pug/L y mg/L para muestras en estado liquido, y de pg/Kg y ug/g para
muestras en estado solido. EI empleo de esta técnica ofrece una buena sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad, asi como permite el andlisis simultdneo de varios analitos.
Ademas, la cromatografia liquida de alta resolucién es una técnica que requiere poco

volumen de muestra.

2.5.5 Sistema de inyeccion de flujo (FIA) con deteccidn quimioluminiscente.

Este método requiere la utilizacién de vanadio, ya que cuando este elemento se
encuentra reducido en forma de vanadio IV va a intervenir junto con un reactivo
quimioluminiscente, el luminol, observandose una reaccion de quimioluminiscencia, debido a
la formacion de un compuesto llamado aminoftalato, el cual estara excitado y emitira
radiacion a 425 nm para desactivarse. El luminol es un reactivo quimiolumniscente cuya
estructura puede verse en la figura 3, que requiere la presencia de un oxidante fuerte para
gue se produzca su oxidacion, que en esta reaccion sera el peroxido de hidrogeno (H20).
Ademads, se suele requerir de un catalizador para aumentar la eficacia de la reaccion que
tendra lugar, siendo en este caso el Fe?* el catalizador que se usa. Por ltimo, para que esta
reaccion se produzca es necesario que el pH se mantenga entre 8 y 11 para lo que se usa
un tampdn de borato.

Figura 3: Representacién realizada en ChemDraw de la estructura del luminol.

Para la determinacion y cuantificacion de vitamina E mediante esta técnica, se
requiere de SDS (dodecilsulfato sddico) para preparar las muestras, y también como

portador de estas a través del sistema [12].

2.6 Eleccion de una técnica analitica.

De las cinco técnicas analiticas expuestas anteriormente destacan tres por encima
del resto, que son la cromatografia de gases, la cromatografia liquida de alta eficacia, y el
sistema de inyeccién de flujo con deteccion quimioluminiscente. EIl método FRAP vy la
reaccion de Emmerie-Engel se utilizaban en el pasado, aunque en la actualidad estan en
desuso. Ademas, entre la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta eficacia

se prefiere la Gltima, debido a que la cromatografia de gases requiere de un paso previo de

10
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derivatizacion, que se traduce en unos tiempos de analisis mayores, y no permite el analisis

simultaneo, a diferencia de la cromatografia liquida de alta eficacia donde si es posible.

En este trabajo se llevara a cabo la determinacion de vitamina E en muestras de
mantequilla y margarina realizando la cuantificacién y caracterizacién de a-tocoferol por
fluorescencia. Esta eleccion, se ha basado en las propiedades luminiscentes, observadas
experimentalmente, del tocoferol, el cual es capaz emitir una radiacion estable, y dentro del
rango de medida del equipo del que se disponia, cuando es sometido a una excitacion
previa. Algunas de las ventajas que aporta la fluorescencia con respecto al resto de
metodologias descritas son la posibilidad de analizar el tocoferol sin derivatizacion, el
reducido tiempo de analisis y la sencillez del mismos. No obstante, como plan de
contingencia se baraj6 el sistema de inyeccién de flujo con deteccion quimioluminiscente,

mostrandose en la bibliografia [13] el procedimiento y montaje a llevar a cabo.

2.7 Pretratamientos.

El pretratamiento de la muestra es una etapa critica del proceso, debiendo
seleccionarse adecuadamente en funcion de las propiedades de la muestra. En el caso de
nuestro analito, la extraccion de la matriz empleando un disolvente adecuado permite
separar la vitamina E del resto de sustancias presentes, para lo que se debera de
seleccionar un disolvente organico, atendiendo a las caracteristicas liposolubles de dicha
vitamina. Finalmente, es necesario filtrar la disolucién en la que se encuentra la vitamina E,
para disponer de un medio mucho mas limpio y facilitar la medida correspondiente. En la
metodologia experimental se muestra el pretratamiento llevado a cabo, aunque en el anexo

1 se muestra un posible pretratamiento alternativo.

3. Objetivos.

Debido al valor nutricional de la vitamina E, y a los numerosos problemas de salud
provocados tanto por un exceso como por un defecto de la misma, queda de manifiesto la
importancia que tiene llevar un exhaustivo control de esta vitamina en productos
alimenticios, de modo que, el objetivo final del presente Trabajo Fin de Grado es cuantificar
y evaluar la veracidad de los valores de tocoferol indicados en distintos productos

comerciales. En el presente trabajo se han planteado como objetivos especificos:

e determinar el contenido de vitamina E en mantequillas y margarinas, mediante el

desarrollo de una metodologia de andlisis basada en sus propiedades luminiscentes.
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Se han considerado dos tipos de muestras diferentes, ya que se ha tomado una
mantequilla de cierto prestigio y una margarina de marca blanca.
e realizar un correcto pretratamiento de las muestras y un adecuado uso de los

equipos del ultravioleta visible y fluorescencia molecular.

4. Procedimiento experimental.
A continuacién, se muestran los equipos, la instrumentacion, los reactivos, las

muestras, y los métodos operativos necesarios para desarrollar el trabajo experimental.

4.1 Equipos e instrumentacion necesaria.

En cuanto al material requerido destaca el siguiente:

» Cubetas de cuarzo y de 1 cm de paso 6ptico y una capacidad de 4 mL. Se emplearon
dos tipos de cubetas diferentes, una que dispone de dos caras esmerilizadas y dos
transparentes enfrentadas para la medida de la absorbancia, y otra en la cual las cuatro
caras sean transparentes para realizar las correspondientes medidas de fluorescencia.
Vortex.

Filtro de 0,45 pm.

Bafio de ultrasonidos.

Matraces aforados de 25 mL (+0,04) y 10 mL (+0,040).

Tubos Eppendorf de 1,5 mL y tubos de vidrio de tapén roscado.

Pipetas aforadas de 5 mL (+0,03) y pipetas Pasteur.

Micropipetas de volumen variable de LabMATE de 10-100 uL y Pipet-Life XLS de 100-
1000 pL.

» Vasos de precipitados de 100 mL.

YV V. V V V VYV V

La instrumentacion empleada para realizar las distintas medidas de absorcién y de
fluorescencia correspondientes estd integrada por un espectrofotbmetro y un
espectrofluorimetro, los cuales pertenecen a los laboratorios de docencia del Departamento
de Quimica Fisica Analitica de la Facultad de Quimica perteneciente a la Universidad de

Oviedo y cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

4.1.1 Espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS, de Thermo SCIENTIFIC.

El espectrofotbmetro GENESYS 10S UV-VIS permite obtener datos de la regién
ultravioleta visible (UV-VIS), disponiendo de una lampara de arco de xenén de alta
intensidad, y de una geometria éptica de doble haz. La lampara de xendn es un tipo de

fuente que proporciona luz entre las regiones del ultravioleta y del infrarrojo cercano.

12
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El uso de la lampara de arco de xendn y de una Optica de doble haz permite a este
equipo disponer de una serie de ventajas. Por un lado, el uso de esta l[Ampara permite
obtener medidas con un amplio rango de aplicacion de longitud de onda, comprendido entre
190 y 1100 nm, pudiendo realizar mediciones a una temperatura estable, y sin danar las
muestras, ya que no se exponen a la luz UV de forma prolongada. Ademas, este equipo
permite una facil adquisicion de los datos, pudiendo guardar los mismos en una unidad de

memoria USB [14]. El equipo utilizado se muestra en la figura 4.

Figura 4: Imagen tomada del Espectrofotémetro GENESYS 10S UV-VIS, de Thermo SCIENTIFIC.

4.1.2 Espectrometro de luminiscencia LS45 PerkinElmer.

El espectrofotometro de luminiscencia LS45 PerkinElmer ademas de realizar
medidas de fluorescencia, permite trabajar en otros modos como son: fosforescencia,
bioluminiscencia y quimioluminiscencia. Este equipo utiliza una ldmpara pulsada de Xenon
y presenta ranuras fijas de 10 nm para la excitacion y la emision, ofreciendo distintos modos
de registrar los datos. La lampara pulsada de xendén permite obtener un minimo
fotoblanqueo de las muestras medidas, y una gran estabilidad y precision de los resultados
debido a una larga excitacién. Ademas, entre otras ventajas, esta lampara ofrece un amplio
rango de longitud de onda comprendido entre 200 y 800 nm, y puede ser apagada para
medir quimioluminiscencia o bioluminiscencia. Todas las medidas y condiciones
experimentales se controlan a través de un software propio, el FL WinLab, que ademas

facilita el acceso y la exportacion de datos [W3]. Véase el equipo utilizado en la figura 5.

Figura 5: Imagen tomada del Espectrémetro de luminiscencia LS45 PerkinElmer.
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4.2 Reactivos necesarios.

Para determinar vitamina E se requieren los siguientes reactivos:

» Patrén de a-tocoferol ((1)-«-Tocoferol), Co9Hs002 (liquido amarillo y viscoso, M=430,71
g/mol, y d=0,95g/cm?). La estructura quimica del patrén puede visualizarse en la figura 6.

o
MY\/W . cH
iy I Cr
om
s

Figura 6: Representacion realizada en ChemDraw de la estructura del (+)-x-Tocoferol.

» Hexano, CeH4 (liquido incoloro, M=86,18 g/mol y d=0,66 g/cm?).
» Metanol, CH4O (liquido incoloro, M=32,04 g/mol y d=0,79 g/cm?).
» Agua mili Q, H2O (liquido incoloro, M=18,015 y d=1,00 g/mL).

4.3 Muestras.

Se determinara el contenido en vitamina E de dos tipos de muestras. Por un lado, se
utilizara una mantequilla de una marca consolidada y de prestigio reconocido,
seleccionandose en este caso la Mantequilla Central Lechera Asturiana, y por otro lado, se

seleccionard una margarina de marca blanca, la Margarina Vitaminada con Sal Diasol.

4.4 Método operativo.
A continuacién, se detalla el procedimiento operativo llevado a cabo para realizar las

medidas.

4.4.1 Preparacion de la disolucién de a-tocoferol.

En primer lugar, se prepara una disolucion madre de a-tocoferol en hexano de 1412
ppm. Para ello se disuelve el peso exacto de una gota de a-tocoferol en 25 mL de hexano.
Se pueden observar los célculos detallados en lo que se refiere a la preparacion de la

disolucién madre, véase el anexo 2.

4.4.2 Espectros de absorcion, excitacion y emision del a-tocoferol.
Se procedié a medir la absorbancia y la fluorescencia utilizando una celda de cuarzo

de 1 cm de paso 4ptico:

» Absorbancia en el espectro UV-VIS: Se realiza un barrido entre 250 y 700 nm de 1 en 1

nm, midiendo en primer lugar el blanco (hexano puro) y posteriormente el patrén
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preparado. Sin embargo, se observOd un espectro con absorbancias demasiado altas
debido a que el patron estaba muy concentrado, por lo que se repiti6 la medida
diluyendo el patron de 1412 ppm obteniéndose una concentracion de 23,53 ppm.

» Fluorescencia: Se diluy6 inicialmente el patrén de 1412 ppm hasta una concentraciéon de
3,0-10°M, y posteriormente hasta concentraciones de 3 ppm (6,97-10°M) y de 0,52 ppm
(1,21-10°M). Se realizé el espectro de excitacion y de emision de la disolucion de 0,52
ppm, ya que las otras dos concentraciones mencionadas mostraban una saturacion en el
espectro de emision. Por esta razén, se midié en primer lugar la emisién del blanco de
hexano y de este ultimo patrén de 0,52 ppm, fijando una longitud de onda de excitacion a
297 nm entre 310 y 540 nm. Posteriormente, se realiza el espectro de excitacion del
correspondiente patron, fijando la longitud de onda maxima de emision de 328 nm y en

un rango entre 250 y 310 nm.

4.4.3 Preparacion, medida de fluorescencia y representacion de los patrones.

A partir de la disolucion madre de a-tocoferol de 1412 ppm (3,28:10*M) se elaboran
disoluciones con concentraciones comprendidas entre 4,0-10°M y 4,4-10°M. Estas nuevas
disoluciones fueron utilizadas para la realizacion de un calibrado. Para la preparacion de
estas disoluciones fue necesario disponer de 25 mL de una disolucién intermedia 8,0-10°M,
preparada a partir de la disolucion madre, como se puede observar en el anexo 3. Una vez
cogidos los 0,61 mL de la disolucibn madre, se enrasan a 25 mL con hexano.
Posteriormente, a partir de esta disolucion intermedia se preparan los diferentes patrones de
10 mL, enrasando con hexano. Véase la tabla 1, recogida en el anexo 4 para la preparacion

de los patrones.

v' Finalmente se midié la fluorescencia de los patrones, realizando los espectros de

emision a la longitud de onda de excitacién de 297 nm en el rango entre 310 y 540 nm.

4 .4.4 Caracterizacion analitica del método.

La caracterizacion analitica se realiza en base al calibrado externo obtenido:

» Linealidad del método: Para hallar la linealidad del método se toma como referencia la
concentracion mas baja de a-tocoferol para la cual se genero el espectro de emision y la
concentracién mas alta para la cual el fluorimetro fue capaz de generar el espectro de
emisién sin ningun inconveniente de saturacion.

» Limite de deteccion: El limite de deteccién hace referencia a la concentracion minima de
un determinado analito que proporciona una sefial diferente a la del ruido, y que puede

ser detectada por el método analitico. Este limite se define como 3 veces la desviacion
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estandar de la pendiente del calibrado de los patrones en hexano entre la pendiente. A
continuacion, haciendo uso de la ecuacion 1 [15] se halla el limite de deteccion en
molaridad.

LOD=—22 (Eq 1)

_pendiente

» Limite de cuantificacion: el limite de cuantificacion hace referencia a la concentracion
més pequefia que se puede determinar de una forma fiable con el método analitico. Este
limite se define como 10 veces la desviacion estandar de la pendiente del calibrado de
los patrones en hexano entre la pendiente. El limite de cuantificacion se puede hallar a
través de la ecuacion 2 [15] en términos de molaridad.

LOQ= 10-Sb

_pendiente

(Eq 2)

4.4.5 Pretratamiento de las muestras de margarina y mantequilla.

Como el compuesto de mayor importancia en la vitamina E es el a-tocoferol, se debe
de realizar un correcto pretratamiento de la muestra para poder cuantificar inicamente este
compuesto, ya que los diferentes tocoferoles y tocotrienoles que componen esta vitamina
tendran diferentes propiedades. Para realizar el pretratamiento de las muestras, estas seran
disueltas en hexano para posteriormente ser extraidas con metanol. Inicialmente, se
transfieren las correspondientes cantidades pesadas de muestra a un tubo Eppendorf y se
afiade 1 mL de hexano, para posteriormente agitar y homogeneizar la disolucién en vortex
durante 1 minuto. A continuacién, se transfiere el contenido del tubo Eppendorf a un tubo de
vidrio con tapon roscado, se afiaden 4 mL de hexano y se realizan 10 extracciones con 2 mL
de metanol cada una. La densidad del hexano es de 0,66g/cm? y la del metanol es de 0,79
g/cm®, por lo que nos debemos de quedar con la fase superior, aunque también es
facilmente reconocible por la relaciéon de volumen. Por dltimo, se filtra la disolucién obtenida
a través de un filtro de 0,45 um, y finalmente se realiza una dilucién 1:10 de la misma, es
decir, se coge 1 mL de esta disolucién y se lleva a 10 mL con hexano. En la figura 7, la cual
estd contenida en el anexo 1 se detalla un esquema del proceso. Ademas, en dicho anexo,
se proporciona la alternativa para el pretratamiento de la muestra, la cual consiste en una

extraccién con acetona [16].

4.4.6 Medida de fluorescencia de las muestras.
Se realizd el pretratamiento de las muestras seleccionadas, pesando en ambos

casos 0,25 g de muestra en tubos Eppendorf.
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» Finalmente se mide la fluorescencia de las muestras preparadas, realizando los
espectros de emision de las mismas fijando la longitud de onda de 297 nm en el rango
entre 310 y 540 nm.

4.4.7 Medida de fluorescencia de las muestras con adiciones y representacion de las
muestras.

Inicialmente, se realiz6 el pretratamiento de las muestras y se prepararon unas
disoluciones de concentraciones conocidas del patrén, es decir, unos estandares, a partir de
los cuales se realizaron las correspondientes adiciones sobre un volumen constante de las
muestras. Estas disoluciones se preparan a partir de la disolucién intermedia de 8,05-10°M,
como puede observarse en la tabla 2 contenida en el anexo 5. Las concentraciones de a-
tocoferol en las disoluciones correspondientes después de realizar las adiciones no son

iguales en ambos tipos de muestras, ya que las diluciones realizadas son distintas.
» Muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana.
En la figura 8 se detalla un esquema del procedimiento para realizar las adiciones:

10 mL estandar

l + 1 mL disolucién mantequilla

2 mL estandar —_— 3 mL disolucion

Figura 8: Esqguema realizado en ChemDraw de las adiciones a la muestra de mantequilla.

Los valores de las concentraciones del estandar en las disoluciones conteniendo un

25% de muestra, se relacionan en la tabla 3 del anexo 6.

v Se midi6 la fluorescencia de las distintas disoluciones fortificadas de la muestra de
mantequilla, realizando los espectros de emision de las mismas fijando una longitud de

onda de excitacion de 297 nm en el rango entre 310 y 540 nm.

» Muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol.
En la figura 9 se detalla un esquema del procedimiento para realizar las adiciones.

10 mL estandar

1 mL disolucién margarina
| :
1 mLdisolucién hexano
2 mL estandar e 4 mL disolucion

Figura 9: Esguema realizado en ChemDraw de las adiciones a la muestra de margarina.

17



Determinacién de vitamina E (tocoferol) en mantequillas y margarina Dario Sanchez Gonzélez

Los valores de las concentraciones de los estandares empleados para la calibracion
por adiciones estandar se detallan en la tabla 4 del anexo 7.

» Se midieron los espectros de fluorescencia de las distintas adiciones para la muestra de
margarina, realizando los espectros de emision de las mismas en el rango entre 310 y

540 nm fijando una longitud de onda de 297 nm de excitacion.

4.4.8 Célculo del error aleatorio en la concentraciéon de a-tocoferol hallada en las
muestras por extrapolacion.

Los calculos realizados se han basado en las expresiones recopiladas del libro Miller
and Miller, Estadistica y Quimiometria para Quimica Analitica [17]. El error para ambos tipos

de muestra se halla a través del mismo procedimiento.

En primer lugar, se deben de calcular los errores aleatorios en la direccion de y, es

decir Syy, a través de la expresion de la ecuacion 3 [17].

. i—1)2
Syn= /—Mf;_zy” (Eq 3)

A continuacion, se calcula la desviacion estandar del valor extrapolado de Xx(xg), es

decir Sxe haciendo uso de la ecuacion 4 [17].

_syx (o 7
Sxe = b n + b2 Y (xi—%)? (Eq 4)

A partir de estos valores y, teniendo en cuenta las diluciones a las que fueron
sometidas las muestras se hallaron los errores aleatorios en la concentracién de a-tocoferol

en las muestras.

5. Resultados y discusién.

5.1 Preparacion de la disolucién patrén de a-tocoferol.

Basandonos en la bibliografia y en los procedimientos operatorios descritos [13] se
intent6 inicialmente disolver el a-tocoferol en metanol, pero resultd no ser totalmente soluble
en este alcohol. Posteriormente, se probé a disolver el a-tocoferol en un volumen pequefio
(unas pocas gotas) de acetona inicialmente, y luego enrasar con metanol a 25 mL, pero al
afadir el metanol vuelve a precipitar el a-tocoferol. Por lo tanto, se prob6 a diluir el a-
tocoferol en etanol y en hexano, y no se observo problemas de solubilidad en ninguno de los

dos casos, no persiste ningun residuo soélido, eligiéndose estos dos disolventes para su

18



Determinacién de vitamina E (tocoferol) en mantequillas y margarina Dario Sanchez Gonzélez

empleo en trabajos posteriores. Dado que en la etapa de pretratamiento la disolucion final
del analito es en hexano, se decidid utilizar hexano como disolvente del patrén de a-
tocoferol. La concentracion de la disolucion patron obtenida de disolver 1 gota de a-tocoferol
en 25 mL de hexano fue de 1412 ppm, o lo que es lo mismo, 3,28-103M.

5.2 Espectros de absorcion, excitacion y emisién del a-tocoferol.

» Absorbancia en el espectro UV-VIS: El patron de 1412 ppm estaba muy concentrado
para medir la absorbancia, ya que se observd una saturacion en el espectro. Por lo
tanto, fue necesario realizar una dilucibn de este patrén, obteniéndose una
concentracion de 23,53 ppm (5,46-10°M) como se comentd en el apartado 4.4.2 y cuyos
calculos pueden verse en el anexo 8. En la figura 10, se muestra el espectro de
absorcién obtenido para la disolucién de 23,53 ppm.

Ama= 1,838 ¥ Amax 297 nm.

Absorbancia VIS-UV patrén 23,53 ppm

297 nm

1,9 +

14 +

Absorbancia (u.a)

04 T

01 T S D————— e
200,0 250,0 300,0 350,0 400,0

Longitud de onda (nm)

Figura 10: Espectro de absorcion para la disolucién de 23,53 ppm.

» Fluorescencia: Se realiz6 una dilucion del patrén de 1412 ppm, midiendo en primer lugar
una disolucién de concentracién 3,0-10°M como ya se explicé en el apartado 4.4.2.
Véase el célculo en el anexo 9.

v' Para ello, se cogen 250 pL de la disolucion madre y se enrasan con hexano. Se
mide la emisién del blanco de hexano y del patron de 3,0-10°M, fijando la longitud
de onda de excitacién a 297nm entre 310 y 540 nm. Ademas, se realiza una
disolucién mas, de forma que medimos otro patron de 3 ppm aproximadamente.
Los espectros realizados se muestran en la figura 11 del anexo 10. En ambos
casos el espectro estaba saturado, sin posibilidad de modificacién instrumental ya

que el fluorimetro tiene ranuras fijas.
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Por Ultimo, se realizé otra diluciéon cogiendo 1 mL de la disoluciéon de 3,0-10°M vy
enrasando a 25 mL. Por lo tanto, se recalculé la concentracion de esta disolucion como se

muestra en el anexo 11, obteniéndose una concentracion de 0,52 ppm.

v Posteriormente se realizé el espectro de emision de esta Ultima disolucion fijando
la longitud de onda de excitacion a 297 nm y entre 310 y 540nm. El maximo de
emision se situé a 328 nm, mostrandose una intensidad de 414,77 u.a (unidades
arbitrarias de fluorescencia).

v Se realiza el espectro de excitacion del patron de 0,52 ppm, fijando la longitud de
onda maxima de emisién de 328 nm y en un rango entre 250 y 310 nm. El m&ximo
de excitacion se obtuvo a una longitud de onda de 293 nm, y se muestra una
intensidad de 445,47 u.a (unidades arbitrarias de fluorescencia).

Ambos espectros de emision y de excitacion se recogen en la figura 12.

5323

| (283 nm-303 nm)ﬂ\297 nrnl
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Figura 12: Espectros de excitacién seleccionando Amax emisién a 328 nm entre 250 y 310 nm (curva roja) y

espectro de emisién seleccionando Amax excitacion a 297 nm entre 310 y 540 nm (curva azul), para el patrén de

0,52 ppm en hexano.

El maximo de excitacion se obtuvo a 293 nm, aunque el equipo utilizado en este caso
presentaba un ancho de banda de 10 nm, por lo que se puede estimar una variacion de +
10 nm en la medida. Por esta razdn, se puede deducir que el maximo de excitacion se
obtiene en el rango entre 283 nm y 303 nm, por lo que se decidio utilizar la longitud de onda

de maxima absorcién, 297 nm, ya que queda dentro del rango mencionado.

5.3 Medida de fluorescencia y calibracion.

v" Fluorescencia de los patrones: Se midid la emisién de los patrones preparados
obteniéndose los espectros que se muestran en la figura 13:
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Espectros de emision de patrones

2
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Figura 13: Espectros de emisién de los patrones en hexano seleccionando una Amax excitacion a
297 nm entre 310 y 540 nm.

Los resultados de los espectros de emision de los patrones, y del blanco de

hexano que se obtuvieron se pueden observar en el anexo 12.

A continuacion, en la figura 14 se muestra el calibrado de los patrones comprendidos
entre 4,0-10'M y 4,4-10°M, en el cual no se considerd el punto correspondiente al patrén de
4,4-10°M, debido a que se desviaba significativamente del resto de datos. Esto es debido a
gue a esta concentracion mas elevada de a-tocoferol se empiezan a observar fendmenos de
autoamortiguacion y de autoabsorcion, debiéndose el primero a colisiones entre las propias
moléculas excitadas, mientras que el segundo sucede en aqguellas situaciones en las que las
bandas de absorcion/excitacion y de emision aparecen solapadas (ver figura 12). Ambos
fendmenos se traducen en una desviacion de la intensidad fluorescente significativa, bien
sea por la transferencia de energia que se produce en los choques entre moléculas
excitadas o por la absorcibn de la energia de las moléculas excitadas por moléculas

presentes en la disolucién a medir [18].

Calibrado a-tocoferol en hexano

2 y=2,0-10% +1,4.102 ®
6,0-10 R=0,991 e
2

ta (u.a)

Intensidad de

emision ne
N
o
=
ON
®

7 6 6 6 6

0,0-10 5,0-10 1,0-10 1,5-10 2,0-10 2,5-10

Concentracién patron (M)

Figura 14: Calibrado del blanco y de los patrones en hexano seleccionando Amax €xcitacién a 297

nm entre 310 y 540 nm.
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Los parametros estadisticos correspondientes al calibrado de a-tocoferol en hexano se
recogen en la tabla 5, contenida en el anexo 13.

5.4 Caracterizaciéon analitica del método.

» Linealidad del método: Observando la concentracién mas baja de a-tocoferol para la cual
se genero el espectro de emision, que fue de 4,0.107M, y la mas alta para la cual se
observa un espectro de emision sin saturacion, que fue de 4,4-10°M, se puede concluir
que la linealidad del método propuesto abarca el intervalo 4,0-10°M - 4,4-10°M, es
decir, tiene una amplitud de un orden de magnitud.

» Limite de deteccion: El valor del limite de deteccion, calculado segun la ecuacion 1, es
de 0,3-:10°M, que expresado en términos de partes por millén (ppm) es de 0,129. Los
calculos correspondientes se detallan en el anexo 14.

» Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacion de este método, calculado a través de
la ecuacion 2, es de 1,0-10°M, pudiendo expresarse de nuevo como 0,431 ppm. Los

calculos correspondientes a la obtencion de este parametro se muestran en el anexo 15.

5.5 Medida de fluorescencia de las muestras.

Una vez realizado el pretratamiento de las muestras se midi6 la emisién de cada una,
obteniéndose los correspondientes espectros en la figura 15, en la cual se representa en
azul el espectro de la muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana (M.CL.A1) y en

naranja el de la muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol (MM.V1).

Espectro de emision de las muestras
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Figura 15: Espectros de emision de las muestras en hexano seleccionando Amax excitaciéon a 297 nm

(M.CL.A1: Mantequilla Central Lechera Asturiana MM.V1: Margarina Vitaminada con Sal Diasol).

v Las intensidades obtenidas para cada una de las muestras, en la banda correspondiente

a la vitamina E son las siguientes.
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e Muestra de mantequilla Central Lechera Asturiana (MC.L.A1): Ama= 333 nm
1=286,97 (u.a).
e Muestra de margarina Vitaminada con Sal (MM.V1): Anax=330nm 1=736,30 (u.a).

En ambos casos se obtienen dos bandas parcialmente superpuestas, una con
maximo de emisién a 333 nm, que se corresponde con la del a-tocoferol, y una segunda a
mayores longitudes de onda, con maximo de emisién a 425 nm, debida a sustancias de la
muestra que se co-extraen junto a la vitamina y que absorben radiacion a la longitud de
onda de excitacion del a-tocoferol. La superposicion de las bandas hace que la intensidad
medida a la longitud de onda de trabajo para el a-tocoferol (333 nm) sea debida a la
contribucién de ambas bandas. Por otra parte, también hay que considerar la posible
presencia de efectos de matriz, lo que hace necesario la cuantificacion del a-tocoferol
empleando un calibrado por adiciones estandar, y no a partir del calibrado externo, para asi

poder evitar ambos efectos sobre la sefal propia del a-tocoferol.

5.6 Cuantificacion del a-tocoferol en las muestras por adiciones estandar.

» Muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana.

Una vez preparados los estandares, y después de fortificar las muestras con ellos, se

midio la emisidn, obteniéndose los siguientes espectros representados en la figura 16.

Adiciones estandar muestra de mantequilla
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.102 R
— 7010 M2-1 (8,0-10" M)
; 6,0-102 :
23 M2-2 (1,6-10 °M)
- 8 5010 ©
g 2 M2-3 (3,4-10° M)
T C 40102 7z ¥
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c o 3,010 6
2 M2-5 (8,8-10 M
2.2 2010 ( )
= &
D 1,0-10
0,0-1000
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Figura 16: Espectro de emisién de las adiciones estandar a la muestra de mantequilla en hexano

seleccionando Amax excitaciéon a 297 nm entre 310 y 540 nm.

v Los resultados de los espectros de emision de las adiciones y del blanco, es decir, de la

adicion de hexano, se muestran en el anexo 16.

La muestra de 8,8-10°® M presenta una concentracion demasiado elevada,
observandose la saturacion del detector en el espectro de emision, debido al uso de ranuras

fijas en el fluorimetro, siendo imposible adecuar el sistema para realizar una medida que
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pueda emplearse analiticamente, por lo que no se consideré para realizar la recta de

regresion representada en la figura 17.

Mantequilla C.L.A- Adiciones estandar

2 y=6,7-107x + 1,6-10?
R=0,982

ta (u.a)

s

Intensidad de
emisioén ne
N
o
=
o

0,0-10% 2,0-106 4,0-10° 6,0-10 8,0-10
Concentracion patron (M)

Figura 17 Adiciones estandar de los patrones en la muestra de mantequilla en hexano

seleccionando Amax excitacién a 297 nm entre 310 y 540 nm.

Los parametros estadisticos correspondientes a las adiciones de los estandares
de a-tocoferol sobre la muestra de mantequilla se recogen en la tabla 6 del anexo 17. Se

puede conocer el contenido en a-tocoferol de la muestra extrapolando a y igual a O:

_-1,6-10?
6,7-107

y

y=0— 0=6,7-10"x + 1,6-10%*— x =2,39-10°M

Considerando las diluciones realizadas a la muestra, se obtiene un valor de a-

tocoferol de 60,79 mg por 100 g de mantequilla, como se aprecia en el anexo 18.

» Muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol.

Para la muestra de margarina, se obtuvieron los espectros de emision de la figura 18.

Adiciones estandar muestra de margarina
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Figura 18: Espectro de emisién de las adiciones estandar a la muestra de margarina en hexano

seleccionando Amax excitaciéon a 297 nm entre 310 y 540 nm.
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v Los resultados de los espectros de emision de las adiciones y del blanco, es decir, de la

adiciéon de hexano, se observan en el anexo 19.

La muestra de 5,2:10°® M presenta una concentracion demasiado elevada,
observandose una saturacion al realizar el espectro de emision, por lo que no se considerd

para realizar la recta de regresion, la cual se muestra en la figura 19.
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Figura 19: Adiciones estandar de los patrones en la muestra de margarina en hexano seleccionando Amax

excitacién a 297 nm entre 310 y 540 nm.

Los parametros estadisticos correspondientes a las adiciones de los estandares de
a-tocoferol sobre la muestra de margarina se recogen en la tabla 7 del anexo 20. Se puede
conocer el contenido en a-tocoferol de la muestra extrapolando a y igual a O:

_—2,8-10?
3,3:107

y=0— 0= 3,3-10'x + 2,8-10%*— x =8,4-10°M

Posteriormente se calcula la concentracién de vitamina en la muestra, teniendo en
cuenta de nuevo todo el proceso al que fue sometida la misma. Se obtiene un valor de a-
tocoferol de 284,43 mg por 100 g de muestra. Los calculos para obtener estos resultados se

muestran en el anexo 21.

5.7 Calculo del error aleatorio en la concentracion de a-tocoferol hallada en
las muestras por extrapolacion.

» Muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana.

En primer lugar, segun lo descrito en la seccién 4.4.8, se hallaron los errores
aleatorios en la direccion de y, es decir Syx, obteniéndose un valor de 45,96. Los célculos

gue se han realizado para obtener este valor se recogen en el anexo 22. Por ultimo, se
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calculd la desviacion estandar del valor extrapolado de Xx(xe), es decir Sxe, siendo este valor
de 6,95-10'M. Se pueden observar los célculos realizados en el anexo 23. A partir de estos
valores y, teniendo en cuenta las diluciones a las que fue sometida la muestra se concluye
finalmente que el contenido en a- tocoferol por cada 100 g de la Mantequilla Central Lechera
Asturiana es de 61+18 mg, pudiendo observarse los célculos realizados en este paso final

en el anexo 24.
» Muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol.

Los calculos correspondientes para hallar el error cometido en el céalculo de la
concentracion de vitamina E en la muestra de margarina son exactamente iguales a los
realizados para la muestra de mantequilla. En primer lugar, se deben de calcular de nuevo
los errores aleatorios en la direccion de y, es decir Syy, hallandose un valor de 36,68. Los
calculos realizados se muestran en el anexo 25. A continuacion, se calcula la desviacion
estandar del valor extrapolado de x(xe), es decir Sxe. El valor obtenido fue de 1,72-10°M.
Los calculos correspondientes se muestran en el anexo 26. De nuevo, teniendo en cuenta
las diluciones a las que fue sometida la muestra se concluye finalmente que el contenido en
a-tocoferol por cada 100 g de la Margarina Vitaminada con Sal Diasol es de 284+58 mg,

pudiendo observarse los célculos realizados en este paso final en el anexo 27.

5.8 Interferencias de matriz.
A continuacion, se muestran las rectas obtenidas en las representaciones del

calibrado externo y de las adiciones.

v’ Calibrado externo: y = 2,0-10%x + 1,4-10?
v" Adiciones estandar para la muestra de mantequilla: y = 6,7-10'x + 1,6-10

v Adiciones estandar para la muestra de margarina: y = 3,3-10"x + 2,8-10?

Se observa claramente que la relacion de pendientes no es 1, por lo que queda de
manifiesto la presencia de interferencias de matriz, tal como se describié en el apartado 5.6.
Los valores obtenidos experimentalmente han sido sometidos a calculos estadisticos,
permitiendo obtener los valores de a-tocoferol (vitamina E) en las muestras de Mantequilla
Central Lechera Asturiana y de Margarina Vitaminada con Sal Diasol. Sin embargo, se
observan unos valores muy altos de esta vitamina en ambas muestras, ya que en el caso de
la Mantequilla Central Lechera Asturiana se obtuvieron 61+18 mg de a-tocoferol por cada
100 gramos de mantequilla, mientras que en el caso de la Margarina Vitaminada con Sal
Diasol se obtuvieron 284+58 mg a-tocoferol por cada 100 g de margarina. No se han

encontrado valores tabulados sobre el contenido en vitamina E para la Mantequilla Central
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Lechera Asturiana, aungque si que se conoce este valor en la margarina empleada, siendo
este de 22 mg por cada 100 g. Esta comparacion permite asegurar la presencia de

interferencias de matriz.

Ademas, a la vista de los resultados, se observa que los valores obtenidos son
demasiado elevados como para suponer que la sefial analitica empleada para la
cuantificacion depende exclusivamente de la presencia de vitamina E. Es posible que, a la
misma, puedan estar contribuyendo otras sustancias liposolubles como el retinol (vitamina
A) u otras vitaminas como la D, ya que al ser liposolubles pueden co-extraerse en el proceso
de preconcentracion. Esta afirmacion se refuerza en el espectro de emisiéon de las muestras
de la figura 15, en la que se observa la presencia de dos bandas solapadas en ambas
muestras, como ya se menciond, una de ellas correspondiente al a-tocoferol y otra a la
presencia de estas sustancias liposolubles. Los valores de estas vitaminas para la
Mantequilla Central Lechera Asturiana no estan especificados, pero si para la Margarina

Vitaminada con Sal Diasol, cuyos valores son los siguientes:

» Vitamina A: 800ug por cada 100 g.
» Vitamina D: 7,5ug por cada 100 g.

No obstante, para trabajos futuros podria ser de interés comprobar experimentalmente la
presencia de estas vitaminas liposolubles y evaluar en que grado pueden interferir en la
medida, de forma que, si la longitud de onda de 297 nm seleccionada como longitud de
onda de excitacién para la vitamina E se encuentra dentro del espectro de excitacion de
estas vitaminas, en el proceso de excitacion también se excitarian las vitaminas liposolubles.
De otra forma, si el valor de la longitud de onda de emisién de 328 nm se encuentra dentro
del correspondiente espectro de emisidbn de estas vitaminas liposolubles, queda de
manifiesto que la sefal del a-tocoferol seria una suma de la sefial correspondiente a la

vitamina liposoluble y la del propio a-tocoferol.

6. Conclusiones.

En el presente trabajo se ha comprobado que se puede desarrollar una metodologia
por fluorescencia para determinar la concentracion de vitamina E en muestras de
mantequilla y margarina. Ademas, se ha comprobado experimentalmente que no se puede
hacer uso de un calibrado externo, sino que se requiere una metodologia de adiciones
estandar debido a la presencia de efectos de matriz para este tipo de muestras, es decir, se
comprob6 que el analisis directo de a-tocoferol no es posible, necesitandose el método de

adiciones estandar ya comentado.

27



Determinacién de vitamina E (tocoferol) en mantequillas y margarina Dario Sanchez Gonzélez

A pesar de la necesidad de seguir estudiando los efectos de matriz, se puede asumir
la validez de la metodologia luminiscente desarrollada, que se ha caracterizado
analiticamente, obteniéndose unos valores de linealidad, limite de deteccién y limite de
cuantificacién acordes a los niveles esperados de a-tocoferol en las muestras estudiadas.
Estos analisis se han podido llevar a cabo en gran parte debido a la seleccion de un
pretratamiento adecuado de la muestra. Por otra parte, se han adquirido los conocimientos y
la experiencia adecuada para un correcto empleo de la instrumentacion necesaria en dicha
metodologia, equipos de ultravioleta visible y de fluorescencia, que ha contribuido a una

eficaz realizacion y a poder profundizar en la discusion de los resultados.
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8. Anexos.
Anexo 1: Esquema del pretratamiento de la muestra.
1 mL hexano
+ . .
. . Extraccion 10 veces
1 min vértex
+ X
2 mL metanol
4 mL hexano )
025¢g » SmL N S mL Filtrado
muestra hexano hexano 5 mL
10 mL
1 mL disolucic
filtrado —» disolucion

muestra

Figura 7: Esquema realizado en ChemDraw del pretratamiento de la muestra.

Existe la posibilidad de realizar otro pretratamiento de muestra para extraer la

vitamina E del resto de la matriz de las muestras. Por lo tanto, otra alternativa posible seria:

> Extraccion con acetona.

En la extraccibn con acetona las muestras se pondran en contacto con dicho
disolvente, agitando en vortex para facilitar la disolucion de las mismas. Los extractos de
acetona obtenidos son transferidos a un volumen determinado para ser posteriormente
filtrados a través de un filtro de 0,5 um. Por ultimo, se recoge el filtrado para evaporarlo en el
rotavapor a 35 °C. Finalmente, se utiliza una mezcla de disolventes de etanol, hexano y

diclorometano en proporciones 50:25:25 para disolver de nuevo el sélido obtenido [16].

Anexo 2: Preparacion de la disolucion madre de a-tocoferol en hexano.

35,3mga—tocoferol
ga-tocoferol _ 1412 ppm
0,025L disoluciéon

1412 ppm= 1412 mg _ 1g a—tocoferol 1mol a—tocoferol — 3,278-10’3M= 3,28-10’3M

L 1000mg a—tocoferol 430,71g a—tocoferol

Anexo 3: Calculo del volumen necesario de la disolucion madre de a-tocoferol

para preparar una disolucion intermedia de 8,0-10-°M.
C1-V1=C3»Vo,— 3,28.10°M-V1=8,0-10°M- 25 mL— V;=0,61 mL=610 puL




Determinacién de vitamina E (tocoferol) en mantequillas y margarina Dario Sanchez Gonzélez

Anexo 4: Preparacion de los patrones del calibrado externo.

A continuacion, en la tabla 1 se detallan los célculos para preparar todos los patrones
a partir de una disolucion intermedia de a-tocoferol. Por ejemplo, para preparar el patron de
4,4-10°M:

v 4,4.10°M C1Vi=C,V; — 8,0-10°M-V; = 4,4.10°M-10 mL — V3= 0,55 mL=550 pL

Tabla 1: Preparacion de los patrones del calibrado externo entre 4,0-107M vy 4,4-10-5M.

C.patron | V. Disolucion
(M) intermedia (uL)
4,0-107 550
8,0-107 325
1,7-10° 212,5
2,6-10C 100
4,4.10° 50

Anexo 5: Preparacion de los estandares entre 8,0-10’M y 8,8-10°°M.

Esta nueva serie de estandares se prepara realizando los mismos calculos que

en la anterior, como se mostré en la tabla 1 del anexo 4.

Tabla 2: Preparacion de los estandares entre 8,0-10’M y 8,8:10-5M.

C.estandar | V. disolucion
(M) intermedia (uL)
8,0-10” 100
1,6-10° 200
3,4-10C 420
5,2-10° 650
8,8-10° 1100
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Anexo 6: Calculo de las concentraciones de los estandares para las adiciones

estandar sobre la muestra de mantequilla.

La concentracion de todos los estandares en la celda de cuarzo se refleja en la tabla
3, y se calcula de la misma forma. Por ejemplo, para el patrén de 8,0-107'M:

8,0-10'7M 3mL disolucién — 1,2-10'6|V|

2mL disoluciénpatron

Tabla 3: Concentraciones de los estandares para las adiciones estandar sobre la muestra de mantequilla.

Concentracion estandar utilizada (M) Concentracion estandar en la celda de
cuarzo (M)
8,0-107 1,2-10°
1,6-10° 2,4-10°
3,4-10° 5,2-10°
5,2-10°° 7,8-10°
8,8-:10° 1,32:10°

Anexo 7: Calculo de las concentraciones de los estandares para las adiciones

estandar sobre la muestra de margarina.

La concentracion de vitamina E en las distintas adiciones se calcula a partir del
volumen final empleado en la celda de cuarzo. Los valores se recogen en la tabla 4, y se

calculan todos de la misma forma. Por ejemplo, para el patrén de 8,0-10'M:

4mlL disolucién

8,0:10'M =1,6-10°M

2mL disolucion patrén

Tabla 4: Concentraciones de los estandares para las adiciones estandar sobre la muestra de margarina.

Concentracién estandar utilizada (M) Concentracién estandar en la celda de
cuarzo (M)
8,0-10° 1,6-10°
1,6-10° 3,2:10°®
3,4-10° 6,9-10°
5,2-10° 1,0-10°
8,8-10° 1,8-10°
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Anexo 8: Calculo de la concentraciéon de la disolucion de a-tocoferol para medir la

absorbancia en el VIS-UV.

Se prepar6 una disolucion de medida en la celda de cuarzo, diluyendo 500 pL del
patron de a-tocoferol de 1412 ppm en 2,5 mL de hexano.

500 pL = 0,5 mL — 5,0-10 | X212mg a-tocorerol _ o 706 mg a-tocoferol

1L disolucion

=23,53 ppm

0,706mg a—tocoferol
0,003L

Anexo 9: Célculo del volumen necesario de la disolucion madre de a-tocoferol

para preparar una disolucion de 3,0-10°M.
1412 ppm=3,28-10° M

C1-V1=Cz-V>— 3,0-10°*M-V;= 3,0-10° M-25 mL— V;=0,25 mL = 250 pL

Anexo 10: Espectros de emision de un blanco de hexano vy de los patrones de
3,0:10°M vy de 3 ppm.

8487 _

200 |

750 |

Foo |

400 |

260 |

300 |

250 |

200 |

150 |

100 |

50 )

a0 4 4 4 4 4 G T T T T T d
2100 320 240 260 280 400 420 440 450 420 500 520 5245
nm

Figura 11: Espectros de emision para un blanco de hexano (curva azul) y de un patrén de 3,0-10-°M (curva roja),

y de 3 ppm (curva verde) en las condiciones 6ptimas.
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Anexo 11: Célculo de la concentracion en ppm de la disolucion de a-tocoferol

que se caracterizd por fluorescencia.

1L disolucién 3,0-10"°M 3,0-10~5 moles a—tocoferol
1000mL disolucién3-10~5M 1L disolucién 3,0E—05M

1 mL disolucién 3,0-10°M

430,71g a—tocoferol 1000mg a—tocoferol

1mol a—tocoferol 1g a—tocoferol _0’013 mg a-tocoferol

0,013mg a—tocoferol
0,025L disolucion

=0,52 ppm.

Anexo 12: Resultados de los espectros de emision de los patrones vy del

blanco en el calibrado externo.
4,0:107 M: Aem= 329 nm  1=225,23 (u.a)
e 8,0:107 M: Aem=328 nm  1=331,68 (u.a)

o 1,710°M: Aem=328 nm  1=510,41 (u.a)
o 2,6:10°M: Aem=328 nm  1=633,51 (u.a)
o 4,410°M: Aem=328 nm  1=777,80 (u.a)

e Hexano: Aem=328nm 1=112,77 (u.a)
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Anexo 13: Pardmetros estadisticos del calibrado en hexano.

En la tabla 5 se recogen los parametros estadisticos obtenidos a través del calibrado

en hexano.
Tabla 5: Pardmetros estadisticos del calibrado en hexano.
Valor de la (2,040,2)-10° Valor de la o. (1,440,2)-10°
pendiente origen
R 0,991 Error tipico 3,2-10!
F (coeficiente de 1,7-10? Grados de libertad 3
varianzas)
Suma de Suma de
.105 103
cuadrados de 1,710 cuadrados 3,110
regresion residuales

Anexo 14: Calculo del LOD vy su conversion a ppm.

Para hallar el limite de deteccidén se deben de utilizar los datos de la pendiente de la
recta de calibrado de los patrones en hexano, y de su desviacion estandar, los cuales se
recogen en la tabla 5 del anexo 13. Finalmente, estos datos seran aplicados a la ecuacion 1
[15].

LOD=—25P _3-(0,2:108)

_pendiente 2,0-108

= 0,3-10°M~0,129 ppm

Anexo 15: Célculo del LOQ vy su conversion a ppm.

Para hallar el limite de cuantificacion se requiere de los mismos datos que en el caso
del limite de deteccion, es decir, se requiere conocer la pendiente y la desviacién estandar
asociada a la misma para el calibrado en hexano, cuyos valores se recogen en la tabla 5 del

anexo 13. Sin embargo, en este caso se hara uso de la ecuacion 2 [15].

10-Sb  _10-(0,2-10%) =1,0-10° M~0,431 ppm

LOQ=

_pendiente_ 2,0-108

Vi
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Anexo 16: Resultados de los espectros de emision de las adiciones estandar

a la muestra de mantequilla.
e 1 mL Mantequilla + 2 mL Hexano: Aem=330 nm  [=220,30 (u.a)
e 1 mL Mantequilla+2 mL 8,0-107"M: Aem=330 nm  1=386,92 (u.a)
e 1 mL Mantequilla+ 2mL 1,6:10°M: Aem=330 nm  1=476,70 (u.a)
e 1 mL Mantequilla+ 2 mL 3,4-10°M: Aen=330 nm 1=629,80 (u.a)
e 1 mL Mantequilla+ 2 mL 5,2:10°M: Aem=330 nm 1=722,68 (u.a)
e 1 mL Mantequilla+ 2 mL 8,8-10°M: Aem=330 nm 1=828,71 (u.a) (satura)

Anexo 17: Parametros estadisticos de las adiciones estandar y de la muestra

de mantequilla.

En la tabla 6 se recogen los parametros estadisticos obtenidos a través de las

adiciones estandar a la muestra de mantequilla.

Tabla 6: Pardmetros estadisticos obtenidos de las adiciones estandar a la muestra de mantequilla.

Valor de la
Valor de la o.
i 6,74+0,7)-107 ) 1,6+0,3)-10°
pendiente ( ) origen ( )
R 0,982 Error tipico 4,6-10*
F (Cvoai];:r:igs de 8,3-10! Grados de libertad 3
Suma de
Suma de
1,8-:10° 6,4-10°
cuadrad9§ de cuadrados
regresion residuales

Anexo 18: Célculo de la concentracidon de vitamina E por cada 100 g de
mantequilla.
y=0— 0= 6,7-10"x + 1,6-10%— x=—21% =
6,7-10

2,39-10°M

3mLdisolucién 10mLhexano 5mLhexano

2,39:10°M =3,59:10* M en 1 mL hexano

1mLdisoluciéon 1mLhexano 1mLhexano

Vil
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3,59-10 *moles a —tocoferol 430,71g a—tocoferol 1000mg a—tocoferol _ 0.1546 m
1000mL hexano 1mol a—tocoferol 1g a—tocoferol ! g

1 mL hexano
a —tocoferol
Por lo tanto:
0,2543 g mantequilla— 0,1546 mg a — tocoferol

100 g mantequilla— x

_100g mantequilla-0,1546mg a—tocoferol _60,79 mg a—tocoferol
0,2543g mantequilla 100g mantequilla

X

Anexo 19: Resultados de los espectros de emision de las adiciones estandar

a la muestra de margarina.

1 mL Margarina + 3 mL Hexano: Aem=328 nm  |= 346,37 (u.a)
e 1 mL Margarina + 1 mL Hexano + 2 mL 8,0-:107M: Aem=328 nm  1=477,02 (u.a)
e 1 mL Margarina + 1 mL Hexano + 2 mL 1,6:10°M: Aem= 328 nm  1=525,23 (u.a)
e 1 mL Margarina + 1 mL Hexano + 2 mL 3,4:10°M: Aem= 328 nm  1=621,42 (u.a)
e 1 mL Margarina + 1 mL Hexano + 2 mL 5,2:10°M: Aem= 327 nm  1=736,77 (u.a)
e 1 mL Margarina + 1 mL Hexano + 2 mL 8,8:10°M: Aem= 328 nm  1=829,05 (u.a)

viii
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Anexo 20: Parametros estadisticos de las adiciones estandar v de la muestra

de margarina.

En la tabla 7 se recogen los parametros estadisticos obtenidos a través de las

adiciones estandar a la muestra de margarina.

Tabla 7: Parametros estadisticos obtenidos de las adiciones estandar a la muestra de margarina.

Valodr.de la (3,310,4)-107 Valor dela o. (2,8+0,3)-102
pendiente origen
R 0,976 Error tipico 3,7-10*
F (coeficiente de 6,1-101 Grados de libertad 3
varianzas)
Suma de
Suma de
8,3-10* 4,1-10°
cuadrad9§ de cuadrados
regresion residuales

Anexo 21: Céalculo de la concentracion de vitamina E por cada 100 g de
margarina.
y=0— 0=3,3-10'x + 2,8-10°— x

_—2,8-10?
3,3:107

=8,4-10°M

8,4-10'6 M 4mL hexano 10mL hexano 5mL hexano= 1,68-10'3M en 1 mL de hexano

1mL disolucion 1mL hexano 1mL hexano

1,68~10_3moles a—tocoferol 430,71g a—tocoferol 1000mg a—tocoferol
1 mL hexano ! g ! g !

=0,7236 mg

1000mL hexano 1mol a—tocoferol 1g a—tocoferol

a —tocoferol
Por lo tanto:
0,2544g margarina — 0,7236 mg a — tocoferol

100 g margarina — x

X_lOOgmargarina~0,7236 mg a—tocoferol _ 284,43 mg a—tocoferol
0,2544gmargarina 100g margarina
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Anexo 22: Célculo del error aleatorio en la direccién y para la muestra de

mantequilla.
Para hallar el error aleatorio en la direccion y se haré uso de la ecuacion 3 [17]:

(Vi—v1)2
Syx= Li(yi-yv)

n-2

e jyi1— puntos sobre la recta de regresion correspondientes a los valores individuales
de x.
e y=6,7-10"x+1,6-10%

A continuacion, en la tabla 8 se recogen los datos necesarios para hallar Sy.

Tabla 8: Célculos para hallar Sy/x en la muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana a partir de

Xi Vi y (yi-y1)

0 1,08-10? 1,60-10? -52
1,20-10°® 2,74-10? 2,404-10? 33,6
2,40-10° 3,64:10° 3,208-102 43,2
5,16-10° 5,17-107 5,0572-107 11,28
7,80-10° 6,60-102 6,826-102 -22.,6

e Syx=45,96084711~45,96.

Anexo 23: Célculo de la desviacion estandar del valor extrapolado de X(xg)

para la muestra de mantequilla.

Para hallar la desviacion estandar del valor extrapolado de x(xg) se aplica la ecuacién

4 [17]:
_Sy/x |1 y?
Sxe == \/n t e ¥ (xi—%)2

e Pendiente(b)=6,7-10".
e j=3,85102
e x=3,31-10°.

En la tabla 9 se recogen los datos necesarios para hallar Sxe.
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Tabla 9: Célculos para hallar Sxe en la muestra de Mantequilla Central Lechera Asturiana a partir de

la_ecuacion 4.

Xi-X

-3,31-10°®

-2,11-10°®

-9,1.107

-1,85-10°°

-4,49-10°

e Sy=6,9537-10'M = 6,95-10"M.

Anexo 24: Calculo del error cometido en la determinacion del contenido de

vitamina E en la muestra de mantequilla.

Se parte de la desviacion estandar del valor extrapolado, y se deshacen las

diluciones a las que fue sometida la muestra, del mismo modo realizado en el anexo 18.

6,95:10'M — 1,04-10*M en 1 mL hexano — 0,0448 mg a-tocoferol en 0,2543 g

mantequilla.

A continuacién, realizando una regla de 3 se conoce el error cometido por cada 100

gramos de mantequilla.
0,2543 g mantequilla — 0,0448 mg a-tocoferol

100 g mantequilla — x

X = 100 g mantequilla-0,0448 mg a—tocoferol _17,62 mg a—tocoferol

0,2543 g mantequilla 100 g mantequilla

Por lo tanto, se concluye que el contenido en vitamina E de la muestra de

Mantequilla Central Lechera Asturiana es de 61+18 mg por cada 100 g de mantequilla.

Anexo 25: Célculo del error aleatorio en la direccién v para la muestra de

margarina.
De nuevo, el error aleatorio en la direccion y se hallara con la ecuacion 3 [17]:

Xi
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_ |Ziyi-yv?
Syn= n-2

e y1— puntos sobre la recta de regresion correspondientes a los valores individuales
de x.
e y=23,3-10"x+2,8-10%

A continuacion, en la tabla 10 se recogen los datos necesarios para hallar Sy

Tabla 10: Célculos para hallar Syx en la muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol a partir de la

Xi yi y (yi-yv)

0 2,34-107 2,80-107? -46
1,60-10° 3,64-102 3,328:107 31,2
3,20-10° 4,12-102 3,856-10? 26,4
6,88-10° 5,09-10° 5,0704-102 1,96
1,09-10° 6,24-102 6,397-107 -15,7

e S,x=36,68211008= 36,68.

Anexo 26: Calculo de la desviacion estandar del valor extrapolado de x(xg)

para la muestra de margarina.

Para hallar la desviacion estandar del valor extrapolado de x(xg) se aplica la ecuacion 4 [17]:

_Sy/x |1 y?
Sxe ==, \’n+ b2 ¥ (xi—%)2

e Pendiente(b)=3,3-10".
o j=4,29-102
e Xx=451-10°

En la tabla 11 se recogen los datos necesarios para hallar Sye.

Xli
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Tabla 11: Célculos para hallar Sxe en la muestra de Margarina Vitaminada con Sal Diasol a partir de la

ecuacion 4.

Xi-X

-4,51-10°®

-2,91-10°®

-1,31-107

-2,37-10°®

6,39-10°

e Sxe=1,721-10°M = 1,72-10°M.

Anexo 27: Calculo del error cometido en la determinacion del contenido de

vitamina E en la muestra de margarina.

Una vez hallado el valor de la desviacidén estandar del valor extrapolado se procede a
deshacer las diluciones a las que fue sometida la muestra, siguiendo el mismo

procedimiento que en el anexo 21.

1,72:10°M — 3,44-10*M en 1 mL hexano — 0,148 mg a-tocoferol en 0,2544 ¢

margarina.
Realizando una regla de 3 se halla el error cometido por cada 100 g de margarina.
0,2544 g margarina — 0,148 mg a-tocoferol

100 g margarina — x

_ 100 g margrina-0,148 mg a—tocoferol _58,18 mg a—tocoferol

0,2544 g margarina 100 g mantequilla

Finalmente, se concluye que el contenido en vitamina E de la muestra de Margarina

Vitaminada con Sal Diasol es de 284+58 mg por cada 100 g de margarina.

Xiii



