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INTRODUCCTION

El empleo de Vitamina "C", en la industria farma-
céutica y de productos alimenticios, confiere una impor-

tancia extraordinaria a su determinacién cuantitativa.

Es muy difficil actualmente seleccionar la técnica
apropiada para un problema particular, a partir de la -
gran cantidad de informacidén bibliogrédfica que existe -

sobre la Vitamina "C",

El principal objetivo de este trabajo es facildi =
tar a los Analistas su elecciédn, respecto al método a =

seguir,



ACTDO ASCORBICO VITAMINA neH

La Vitamina C, o 4cicdo ascérbicce, es la vitamina
hidrosoluble mnecesaria para la prevencién y curacidn de la

enTermacad zor Carencia, llamaca escorbuto,.

Lz vitamina €, se encuentra en tocas las céliulas
intetiza durante la zerminacién de -

las semillas v estd relativamente concentrada en los Srga-—

nos vezetalzs -—e crecimicento rdpido. Se encuentra asf mis
mo er voZos los tejicoc animales, aungque no se almacena en

to exn los 6rrancs y gldndul-s gue tienen funciones endocri

nas, como ¢l nfzn o, cédonsulas suprarrenales, timo e Iip

On
=y
[

sis, &s cconcial para la fermacidén del colédgeno intercelu
lary por lo que guarida gran relacidn con las estructuras -
centvarizg, la sustarcia fundamental de los Iuesos y las pa
rzdes Ze los oajl;ares; en ¢l escorbuto, son estos lps te—~

Jicos defectuccos,

IMuestras mejores fuentes & suminis

rutas fresecns como los cftrico

()]

, frambuesas, =zrocellas ¥y
las vercures cemo la lechuga y la coliflor, Aunque las pa

pas 1o contienen zrandes cantidacdes Jde 4cido ascé8rbico, -

[63]

grances cantidases que se consumen,

las fraciuras 8scas, os un Tactor en la istencia contra

UJ



teniendo también propiedades bactericidas,

El 4cido ascérbico se presenta bajo la forma de
cristales o polvo cristalino ligeramente amarillentc, Es
inodoro y posee sabor 4dcido, 0.05 mg. de 4Zcido ascdédrbico
cristalino corresponden a 1 unidad internacional de Vita-

mina C, (20).

Solubilidad,

En agua a 25C, ......... aprox. 30 gr,/100 cc.

En alcohol etilico 95 % a
259, ..ciieaaeno teteaseess aprox. 3 gr./100 cc.

En alcoheol etilico absolu-~
to & 252C, .eue.evv..0..... aprox. 1 gr,/100 cc.

En eter, cloroformo, bence

no, eter de petréleo, acei
tes v grasas ..... tessaees dinsoluble

&

Estabilidad,

La estabilidad del 4cido ascdérbico no es ilimita

A causa de sus caracteristicas quimicas, la molé
cula de Vitamina €, puede oxidarse y descomponerse, Estas
reacciones son provocadas principalmente por la accidén de
la luz, el calor y el aire, especialmente en presencia de
humedad; por lo que se recomienda guardar el dcido ascérbi
co en recipientes herméticamente cerrados y en lugar fres-

co, seco y al abrigo de la luz, El material se mantendrd



estable durante mucho tiempo en estas condiciones., A veces
puede producirse después de un almacenamiento prolongado, -
usn ligera coloracién amarilla que no afecta la actividad -

bioldgica del producto.

El efecto desfavorable que sobre la estabilidad -
del &cido ascérbico pueden ejercer condiciones adversas, du
rante la preparacién o almacenamiento, se nota particular -
mente en el caso de las soluciones de 4cido ascérbico., Por
ejemplo: a pesar de que los metales practicamente no alte -
ran la estabilidad del 4cido ascérbico cristalino secoj ace
leran en cambio considerablemente la oxidacién en solucidén
acuosa, aun cuando solo se encuentran trazas de los mismos
(especialmente hierro, cobre y manganeso), Ll aumento del

H tambiérn acelera la alteracién de color de las soluciones

e}

de Vitamina C, qu+ es bastante rdpido en soluciones alcali-
nas, For lo tanto, como las soluciones para uso porenteral
han de ser neutralizadas para reducir al minimo el dolor re
sultante de su inyeccidn, debe evitarse cuidadosamente en -

la preparacidn cualguier exceso al alc=2linizar,

Estas indicaciones son también aplicables en gene-~
ral a los comprimidos de Vitamina C, Las dificultades que
presenta la elaboracién de los comprimidos pueden vencerse

se se toman las medidas de precaucidén rccomendadas,

Es muy importante que la Vitamina €, que vaya a -
usarse, sea pura y de buena calidad, FE1l 4Acido ascdérbico -
triturado permite la obtencidn de una mezcla homogénea con

los otroe ingredientes, evitanto ademds que los cristales-



de Vitamina C, lleguen a la superficie de los comprimidos.
Los cristales y esquirlas que lleguen a la superfi

cie constituyen un factor causante de manchas c¢n los mismos.

No se han de usar aparatos de cobre ya que este me
tal, actuando como catalizador, destruye la Vitamina C,

Con el fin dec evitar que los comprimicdos se peguen
a los punzones, durante la compresidn, hay que lubricar -
bien ¢l granulado. El1 talce que se emplea para este fin, -
debe estar libre de hierro porque su reaccidn con el &cido

ascé8rbico darfa lugar a manchas coloreadas sobre los compri

s

Bl equipo para la elaboracidn de comprimidos ha de

4
1

ser de acero inoxidable, de niquel o perfecctamente esmalta-
do. También es necesario emplear matrices y punzones croma
dos, El #Acido ascérbice tiende a producir alteraciones de

color en contacto con glucosa, Esta reaccién es una de las
causas prinecipales de la alteracidn de color de cardcter mno
enzimftico obhservada en muchos productos alimenticios. Los
fcidos aceleran la hidrélisis y por esta causa suelen ocu -
rrir alteraciones de color al cncontrarse el £cido ascérbi-

co en presencia de azutcar,

Ajuste de pl,

Una alcalinizacidén local producida durante el pro-
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ceso de ajuste de pH, aun cuando sea fugaz, puede causar -
una provocada alteracidn del color de la solucién., El1 al-
c2li a cmplear es ¢l bicarbonato de sodio, de pureza para

andlisis libre de metales pesados y de calcio.

El bicarbonato de sodio evita alcalinizaciones -
locales peligrosas durante la adicién por ser una base re-~
lativamente débil, de constante de disociacién baja, por -
otra parte reacciona con el Acido ascdrbico desprendiendo
anhfdrido carbdnico, lo que aumenta la proteccién, La me-
Jjor manere de agregar cl 4dlcali es en forma de una solu =-

cibn acuosa concentrada,

Se agita vigorosamente mediante un agitador me-
cdnico o haciendo pasar una corriente de C 0 2, a través =
de la soluciédn de Vitamina C, El1 pH referido para las so=~
luciones parenterales de dcido ascérbico es de 6.5 a 7.0,
A cste pH, el 4cido ascérbico se encuentra en su mayor par

te en forma de sal sédica,

roteccidn del Oxfgeno,

Hay que hacer todo lo posible para evitar la -
oxidacidén del 4dcido ascérbico, de eliminarse todo cl oxfige
no contenido en ¢l agua destilada libre de pirdgenos emplea
da para la solucién., La mejor manera de llevarloc a cabo -
es hacer pasar durante 10 minutos, por lo menos, una co---
rriente de gas C 0 2 o través del agua antes de agregar el..

Zdcido ascdédrhico., De esta manera se satura el solvente con



el gas ilnerte eliminando el oxigeno disuelto, La superfi -
cie del 1ligquido también debe estar constantemente cubierto
durante 1o composicién, filtracidén y envase de la solucién
terminada por una atmésfera de C 0 2 o de nitrégeno purifi-
cado, Ha de desplazarse cl aire de las ampollas antes dol

cierrc po:r medio del C 0 2,

En las soluciones de Vitamina €, unicamente se usa
rdn ingredientes controlados anaifticamente, libres de meta
les pesaces y cde Co, En las fabricaciones han de usarse =

aparatos de vidrio, esmaltados en vidrio o cromados,

Protcccidn de 1la Lu=z,

En todas las circunstancias ¢s necesario proteger

las soluciones de £cido ascdrbico de l1la luz solar directa ,
o de fuerte luz artificial, Las botellas en las que se al=
macena la solucidén se envolverdn en tela o en papel negro -
opaco, las ampollas llenadas se guardardn en recipientes -

que no deje entrar ila luz,

Tanto ias ampollas de vidrio incoloro como los de
vidrio de¢ color caramelio son utilizables, Los primeros ofre
cen menos pesibiliidades de contaminacidn por lo metales pesa
dos, los de vidrio de color caramelo, por su parte, protegen
1a solueidbdn de la luz diurna. Si se desea puede emplearse -
para las soluciones de Zcido ascédrbico, frascos ampollas con
cierre de goma; sin embargo, su perfodo de estabilidad es 1i

mitado debido a 1la permeabilidad al oxigeno de 1la goma, aln-



de la mejor calidad,

Al llevar y cerrar las ampollas de Vitamina C, se
tropieza a wveces con grandes dificultades. Si en el cuello
de la ampolla queda un resto de la solucidn, &ste se carboe

niza al cerrar la ampolla a la llama.

Por esta causa han de llevarse las ampollas con =
mucho cuicdade impidiendc que puedan adherirse al cuello go-

titas de 1z solucidn.

Las ampollas se esterilizardn al calor por ejem =
plo: 30 minutos a 1002C., o por otro método admitido. Sea
cual fuere el método aplicado es importante que el tiempo -
durante el cual se someta la solucién de Vitamina C, al ca-
lor, sea lo mAs reducido posible, pues la descomposicidn es
causada mfds por la prolongada exposicidén al calor que por -

el calor mismo, (1-16),

Aplicaciones del Anflisis de Vitaminas,

Bl conocimiento ce la distribucidén vy abundancia
de las vitaminas en todo tipo de materiales y origenes ha =
constitufdo uno <de los principaies problemas desde que se -
inicié la investizacién sobre estos compuestos. Por ello =
se ha prestadc siempre una gran atencién a los métodos para
su deteccidn y andlisis, FEl1 mayor interés se centraba en -
las técnicas para detérminar vitaminas en praductos naturae

les, ya que la sintesis de la vitamina, la preparacidén de =



mezclas concentracdas y su anflisis completo se ha realizado

en las Altimas décadas, Pero el interés actual acerca de la
determinacidn de vitaminas en productos n=aturales no ha de -
crecido y puede afirmarse que no disminuird en el futuro, El
andlisis cuantitativo de vitaminas es particularmente #til -

en la determinacidn de los requerimientos nutritivos humanos

3

™

y animales, El desarrollo de procedimientos précticos para
el anflisis de vitaminas cn muestras bioldgicas, por ejemplo
ern sangre y orina o en los Srganos de animales de experimen-
tacién tiene una especial importancia en medicina, TFinalmen
te, el empleo progresivo de vitaminns sintéticas en farmacia
v en las industrials de la alimentacién humana y animal, ha
proporcionnde un cstimulo toravia mayor al perfeccioconamiento
y amplia aplicacidn de los métodos para la determinacidn de

vitaminns en los laboratorics analfticos cde los Centros Uni-

versitarios, industrinsles, comerciales y estatales,
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METODOS FISICO-QUIMICOS

En los ltimos veinte afios las técnicas QUIMICAS
Y FISICO= UiMICAS han ido reemplazando sucesivamente a =
los métodos biolbgicos en la investigacién de rutina, es-
pecialmente en la industria farmacéutica. Son métodos -~
mfs rdpidos y baratos que los biolégicos y en gemeral, =
sus limites de error son mucho mds pequefios., Sin embargo,
debido a la escasa especificidad que poseen normalmente -
los métodos quimicos y fisicos deben emplearse con cier -
tas reservas, Por ejemplo, cuando se analizan materiales
de composicién desconocida es conveniente determinar la -
vitamina que interesa no solo por un método quimico o fi-
gsico-quimice, sino por dos o mds métodos, o bien compro -~
bar los resultados, si es posible, mediante los exdmenes
bioldgicos y microbiolégicos correspondientes. Cuando se
emplean técnicas volumétricas y épticas (fotométricas) ,
es particularmente importante confirmar la exactitud de -~
los resultados obtenidos mediante otros procedimientos an

tes de decidir su empleo en el andlisis sistemdético, (19).

Vitamina "C" - Acido Ascédrbico - Vitamina Antiescorbdtica.

" Férmula Molecular: ( 6 Hg0¢

o
T
Q—Q —

0 Peso Molecular: 1 76,13
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Consideraciones Gencrales,

Los métodos cldsicos para el andlisis de Vitamina
"C" se basan en su fuerte poder reductor que permite su de-
terminacidn por volumetria oxidimétrica, E1 método de "J =~
Tillmans", en el cual la vitamina se valora con 2,6~dicloro
fenolindofenonl, es el méds utilizado desde hace muchos afios
para la valoracidén de la Vitamina "C", Este colorante es =
azul al estado sblido v en solucidn neutra o alcalinay la =
solucidn en medio 4cide es de coloracidn rosada y se reduce

al derivado leuco incoloro,

0 0 OH
{1 i
¢~ C
| ] l
C = OH | C =0
i 0 + ! +
’g;-o:r{f C = 0
i |
He-C - c

l |

HO = C = H ‘ HO - C - H
i i
C H,OH C H,OH

El 4cido ascérbico sc oxida Acido dehidroascérbi

co. Gracias a la intensidad de ia coloracién, la valoracién
con 2,6, diclorofencl~indofenol se emplea principalmente pa-
ra el andlisis de vitamina "C" en piensos y alimentos tales

como frutos y zZumos, y en materiales bioldgicos (Orina por -

ejemplo), (16 ~ 20).
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Factores Interferentes,

ElL andlisis de la Vitamina "C" por volumetr{fa oxi-
dimétrica es especifica tnicamente cuando se emplean solucigo
nes de #Acido ascélrbico puro. Si existen en la solucidn otras
sustancias reductoras ademds del Acido ascédrbico se consume
una mayor cantidad de la soluciédn columétrica y el contenido
aparente en Vitamina "C" es mucho mayor del real. Aundue la
interferencia debida a esta causa puede preverse y, en algu=
ncs casos, eliminarse adoptando las precauciones adecuadas,
como en el caso de las preparaciones farmacéuticas, no suce-
de lo mismo cuando se¢ trabaja con productos naturales, Los
compuestos orgdnicos con grupos =SH (Por ejemplo Glutatién),
sustancias reductoras y otros derivados que pueden formarse
durante la calefaccidédn de los alimentos ¢ materiales a ensa-
var (Por ejemplo Zumo, vegetales, mermelada, conservas vege-
tales, vegetales desecados) asi como el bidéxido de azufre =
que sc ailade a los mostos no fermentados, pueden todos ellos
interferir 1la valoracidén de la Vitamina "C", en productos na
turales por el procedimiento mencionado, Ademids, es frecuen
te que una pequefia proporcidn de Vitamina "C" se halle en =
los productos naturales al estado de Acido de écidodehidroag
cédrbico. FEste compuesto estd dotado tambidén de actividad an
tiescorbifitica, pero no reacciona con el 2,6 diclorofenol=in-
dofenol y no puecde valorarse, por tanto, si no se convierte

previamente en Acido ascérbico.

Por todas cestas razones, se han realizado miltiples
intentos para modificar el andlisis del dcido ascdrbico total

mediante 1o valoracidén con 2,6 diclorofenol~indofenol, de tal
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modo se consiguiera determinar exclusivamente el contenido

en Vitamina "C", Se han sugerido un gran ndmero de métodos
para aislar =1 4cido ascérbico de las otras sustancias re--
ductoras interferentes, La mayoria de estos procedimientos
han sido concebidos para la determinacién de la Vitamina "C"
en materiales naturales concretos y no son de aplicacién ge
neral, Cuanto m#fs compleja sea la muestra o menor el conte
nido en 4cido ascérbico, mayor es el peligro de pérdidas du

rante los tratamientos de purificacidn.

Otros Métodos para el Andlisis de Vitamina "C",

El método de STROHECKER HEIMANN Y MATT, ha demos-
trado ser muy adecuado para el andlisis de Vitamina "C" en
alimentos, El dcido ascérbico se identifica y aisla median
te cromatograffa sobre papel antes de proceder a su valora-

cibén oxidimétrica.

Existen otros métodos muy scnsibles que, si bien
no son tan especificos como el de STROHECKER, HEIMANN Y -
MATT, son sin embargo, mfés apropiados que los métodos cléei
cos que emplean diclorofenolindofenol. Consideramos oportu
no destacar el andlisis fotoméirico con 2-nitroanilina-dia-
zoada (MOHR) vy con 2,4 dinitrofenil-hidrazina (RDE Y KUE---
THER), Estos procedimientos son también apropiados para la
determinacién de Vitamina "C", en alimentos especialmente -

en zumos colorados, que son muy difficiles de valorar cuando

s¢c emplea diclorofenol-~indofenol.
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Los siguientcs métodos son de gran aplicacidén préce=

la valoracidén de Vitamina YC",

}=a
Q
L]

20,

40

50,

60,

Valoracidn con cloramina="T" 0,1 N (sélo para =-
preparados farmacéuticos que no contengan otras
sustancias oxidablus).

Valoracidn con solucidén de 2,6~diclorofenol-in-
dofenol preparada a partir de comprimidos de es
te producto (npropiada para determinaciones --
aproximadas en la preparacidén de zumos vegeta -
lesy anlicable al control de producciédn de zu ~
moS . Siempre que no se redquicera una gran exac-
titud).

Valoracidn con solucidn de 2,6 diclorofenol-in-
dofenol previo aislamiento del Acido ascdrbico
por cromatograf{a sobre papel, segin STROHECKER
HOIMANN Y MATT por ejemplo en alimentos),
Valoracidn del Acido ascdérbico en presencia de
Acido sulfuroso, En vinos con solucidn de yodo
(KIELHOFER Y AUMANN),

Determinacidn fotométrica con 2 nitroanilina -
diazoada, secgitin MOHR (en alimentos y muestras -
biolégicas),

Determinacidén fotométrica del &cido ascédrbico -
total (4cido ascdrbico, &cido dehidroascdrbico)
por ei método de 1a dinitrofenilhidrazina (npli
cable a nlimentos y muestras bioldgicas),

Andlisis de 1la Vitamina "C" tot=xl por purifica-~
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cién de la 2,4 dinitrofenil-hidrazona del 4ci-
do dehidroascdrbico por por cromatografia en -
capa fina (en caso de alimentos con alto conte
nido azucarado).

80, Valoracién polarogrdfica del #£cido ascdérbico ,

(15).

Ascorbigeno.

En los materiales vegetales el Acido ascérbico se
halla presente, en determinada proporcién, en formas combi-
nadas (Ascorbigeno). Es probable que esta forma no pueda -
ser empleada directamente por ¢l organismo. No se detecta
nor los métodos habituales de andlisis de Vitamina "C", si
no se hidroliza previamente a dcido ascdrbico (Por ejemplo,
hirviendo con una solucidén de 4dcido ox£lico durante quince

minutos).

Andlisis de 1la Vitamina "C" en Preparaciones Farmacéuticas

por Valoracidn con Cloramina "T" 0.1 N {(Con Yodo 0,1 N).

Reactivos,

Cloramina=-"T" 0.1 N: 14,085 gr. de cloramina-TG.E.

se¢ disuelven hasta 100 ml, en agua,

Yodo 0,1 N

Solucién de yoduro de zinc-almiddén G,.R.
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Acido clorhidrico min-25 por ciento (d= 1,122-1 ,
124) G.R,

Almidén soluble G. R.

En el caso de preparaciones liquidas, tales como
inyectables, gotas y jarabes, se pipetea en un erlenmeyer -
de 200 ml. un volumen exactamente medido que contenga alre=
dedor de 100 a 200 mg. de 4dcido ascérbico y se diluye con -
agua hasta 80 ml. aproximadamente, Se afiade 1 ml. de £cido
clorhidrico (d=1,122-1.124) v 5 ml., de la solucién de yodu-
ro de zinc-=-almidén (indicar), y la mezcla se valora con la

solucidén de cloramina-T 0,1 N hasta aparicidn de color azul.

También pucde valorarse tal como se ha indicado,
pero empleando solucidén de yodo 0,1 N en lugar de cloramina
T y afiadiendo unas =ntas de solucidén de almidén al 1 % como

indicadecr.

Un ml, de cloramina T 0,1 N (o de yodo 0.1 N) --

equivale a 8.806 mg, de &cido ascdédrbico, (6 - 15),

Para soluciones concentradas de Vitamina "GV solu
ciones inyectables de Vitamina "C" o extracto de comprimi -
dos que contengan esta vitamina los reactivos oxidimétricos
empleados son la solucién de Yodo 0,1 N o la solucién de =
cloramina "T" O,1 N. Ambas soluciones oxidan cuantitativa-

mente el 4dcido ascdrbico a dehidroascérbico,

La sclucién de cloramina "T", retiene su t{tulo -

me jor gque la solucidn de Yodo, Otras desventajas de la go-
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lucién de yodo consiste en que la solucidn de almiddén, demo
ra la reaccidn con ¢l Acido ascérbico, de tal modo que la -
volumetr{a se afecta y también el punto final de la valora-
cidén se se cemplea variamine blue, como indicador en lugar -

de 1la solucidn de almiddn se obtienc un punto final de ia -

valoracidn con vode bien definido,

Valcracidfn en Materiales Secos.

En el caso de preparaciones secas (comprimidos v
grageas), debe procederse, en nrimer lugar, a pulverizar fi
namente la muestra en un mortero, El polvo obtenido se mez
cla con un poco de agua, en el mismo mortero y la suspensidn

obtenida se traslada, con los oportunos lavados, a un matrédz

Erlenmeyer, empleando 60-%0 ml, d¢ agua en total., Se acidi
ficn la muestra con 1 ml, de £cido clorhfdrico (d= 1,122 -
i.12Lk) se azita vigorosamente y se valora, (15).

Valoracidn en CéApsulas.

Las cdpsulas que contienen una suspensidn oleosa
del £cido ascérbico juntc con otras vitaminas (cfpsulas po-
livitaminicas) se abren a lo largo de la linez de unidn em-
pleando una cuchilla apropiada (de afeitar) por ejemplo, -
lLas dos mitades obtenidas y su contenido se transfieren cuan
titativamente a un embudo de separacién, lavando cuidadosa-
mente la cuchilla emplenda con ' é

ter de petrdleo y adicionan

do directamente 2l smbudo de separacidén los liquidos de la-
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vado, La mezcla se reparte entre las fases acuosa y etérea.
La capa acuossa se recoge en un matrdz Erlenmeyer y la capa -
de éter de petrdleo se agita otras dos veces con agua, Las

fases acuosas de lavado se combinan con el primer extracto -
acuosc, se acidifica con Acido clorhidrico (1 ml.) y se valo

ra como se ha descrito anteriormente, (15).

Presencia de Otras Sustancias.

En general, no importa que la preparacidn o ex =
tracto contenga otras vitaminas, ademds de 4Acido ascédrbico ,
Los excipientes habituales, tales como almidén lactosa y tal
co no interfieren con la valoraciédn y no es necesario elimi-
narlos por filtraciédn, en el caso de que sean insolubles. Si
la concentraciédn de vitamina "C" es muy baja es mejor valo =

rar con cloramina-T 0,01 N empleando una microbureta,

Valoracidn de la Vitamina "C" con Comprimidos de 2,6=Dicloro

fenol=Indofenol,

Aplicaciones,

Este procodimiento de valoracidén puede emplearse
para determinaciones aproximadas de la concentracién de vita
mina "C", Dada su scncillez operacional, este método es es-
pecialmente apropiado para los andlisis de rutina en la ob -
tencidén de zumos de frutas. Puede emplearse asi mismo para

determinar vitamina "C" en vegetales y en extractos acuosos
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de alimentos sccos, siempre gue no se reguiera una gran preci

sidn.

Reactivos,

Acido 0Ox&lico G. B,

Comprimidos cde 2,6-diclorofenol-indofenol gddico

de 1,65 mzg. (equivalentes a 1 mg. de &cido ascdrbico).

Sclucidn de 2,6 diclorofenol~indofenol: se disuel
ven cinco comprimidos de diclorcfenol-indofenol en 20~30 ml,
de aguna en un matrdz aforado de 50 ml., calentando sobre bafio
de vapor v con frecuente agitacidn rotacional del matrédz, -
Cuando sc¢ observa que han desaparecido las particulas en sus
pensidn, se enfria la solucidn a la temperatura ambiente, se
diluye con agua hasta la sefirl de aforo y se mezcla, 1 ml, -

de esta solucidn equivale a 0,1 mg. de dcido ascdrbico,.

Eter Dietilico G, R,

Acido L (+) - ascérbicc G. R.

o

dtodo,
Un volumen exactamente medido de la solucidédn pro -~
plema de vitamina "C" que contenga de 0,2 a 1.0 mg, de Acido
ascérbico, se pipetea en un Erlenmeyer de 100 ml, de capaci -

dad y se diluye hasta 20-30 ml, con agua destilada reciente -



20=

mente hervida y enfriada rdpidamente, Se aflade un poco de -
dcido nxdlicc y se agita la solucidn. Acto seguido se proce
de a su valoracidén con sclucidn de diclorofenocl~indofenol -~
contenida en un microbureta, hasta que se obtiene coloracidn
débililmente rosada, El cambio de color suele ser de diffcil

o imposible obscrvacidédn debido a la coloraciédn que posece la

solucidn problema (como ocurre precisameniec, en los zumos de
frutas). En este caso, se afiade 10 ml, de &ter cuando se -
prevé que estd a punto de alcanzar el punto final de la valo
racidén, Se agita vigorosamente la muestra, se deja reposar

vy se presta atencidn a 1la coloracidén de la solucidén etérea ,
Si su tonalidad es violetarosada significa que la valoracidn
va se ha completada y que se halla presente un exceso de di-
clorofenol=-indofencl, En cambio, si la sclucidén ticne otro

color o es incolora, se acidifica un volumen igual de la so-
lucidn problema con el Acido ox4Alicc y se trata con un volu-~
men de 12 solucidn de dicloreofenol-indofenol gque excede en 1
ml, al emplecado anteriormente, La mezcla obtenida se agita

de nuevoe con 10 ml, de éter. Si la coloracidn de la capa -
stérea es ahora violeta=-rosdcea, el punto final se halla com
prendido entre las dos cifras de valoracidén (volvimenes em --
pleados en los dos ensayos) y puede determinarse con bastan-~
te exnctitud procediendo =2 la adicidn de voltimencs menores -
de 1la solucidn de diclorofenol-indofenocl empleando en la se-

gunda valoracién 0,5 ml, en lugar de 1 ml.).

Frecuentemente, los zumos de frutas contienen pig -
mentos de tonalidad rojiza (por ejemplo: zumo de grosella) O
amarillenta (por ejemplo: zumo de naranja) que son solubles

de é€ter y dificultan la deteccidn del exceso de diclorofenol-
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indofenol en la capa etérea, En estos casos, la valoracién
puede facilitarse extrayendo con éter un volumen considera-
ble de la solucidn problema, en un embudo de decantacidén., A
continuacién, se valoran con diclorofenol-indofenol diver =

sas porciones de la capa acuosa,

Solucién Testigo.

Otra forma de eliminar la interferencia procducida
por la presencia de pigmentos consiste en realizar simultéd-
neamente un experimento en blanco (prueba testigo). Se di=-
luye con agua, de la forma habhitual, la misma cantidad de =
solucién problema que se emplea en la determinacidén princi-
pal se acidifica con 4Acido ox&lico y se afiade un volumen de
la solucidén de diclorofenol-indofenol que equivalga, aproxi

madanmente, a la vitamina C, preseaente, Se adiciona un poco

de 4cido ascérbico, y la mezcla se extrae con 10 ml, de éter,

Se repite la determinacidn principal y el punto final de la
valoracién se compara con la coloracién de la capa etérea -

obtenida en la prueba testigo, hasta igualarla totalmente,

Si es muy baja la concentracidén en Acido ascérbi-
co de la solucién problema es preferible emplear una solu =
cidén mds dilufda de diclorofenol-indofenol (por ejemplo: 1la
soluciédn que resulta al disolver un comprimido en 50 ml, de
agua), En este caso 1 ml, de la solucidén de diclorofenol =
indofenol equivale a 0,02 mg, de 4cido ascédrbico en la solu

cién problema.
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Cuando existen dificultades para detectar la va -
riacidn desde la solucidén incolora (o coloracidn muy débil
de 1o solucidn prubltun) hasta la tonalidad rosada, es méds
fAcil, con frocuencia emplear la valoracidn inversaj se valo

=

aticnd fija de 12 solucidn diclorofenol=indofemnol,

con la solucidn problema o con la dilucidn apropiada dc la

misma, Este procedimiento es vantajoso dGnicamente cuando -

iz solucidn problema es tan débilmente coloreada gue no se
Zz

procgisa extracr con ¢ter el exceso de colorante, Por ejem-

plo: sec disuclve una tableta diclorofenol-indofenol (equiva

ido ascérbico) en 20 ml, de agua que conten
ean alrededor de 0.1 % de 4cido oxflico, en un Erlenmeyer de
100 mi, y se¢ wvalora, La solucidn problema o la dilucidén co-
a sc¢ acidifi-

rrespondicente de 1a misma contenida en la bures

ca asimismo con A4cido oxdlico,

Comprobacidn de los Comprimidos de Diclorofcenol-=Indofenol.

Debe comnrobarse perifddicamente el pocdcr oxidante
de los comprimidos de diclorofenol-indofenol, que se¢ conser-—
va durante algdn tiempo en el laboratorio. Si disuelve un -
comprimido cn veinte mililitros de agua (20 ml,.,) se acidifi=-
ca con Acido oxdlico vy se valora con una solucidn de calibra
cién recientemente preparada que contenga una cantidad exac-
tamente pesada de Lcido ascdrbico (es muy conveniente emple-

ar por cjemplo 1 mg, X 20 ml.).

Los errores analditicos debidos al bajo titulo de -

.

los comprimidos pueden evitarse de la forma siguiente: se -
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ailade a la solucidn problema un exceso dc¢ diclorofenol~indo
fencl (por ejemplos 20 ml, de una solucidn de cimco compri-
midos de diclorofcnol=indofencl en 100 ml, de ngua) y el ex
ceso de diclorofencl-indofenol se valora con una solucién -~

de Acido ascdédrbico <c¢ concentracidn conocida, En un experi

a

mento en blanco o testigo, se determina ¢l volumen e la so

&

lucidén de 4cido ascdrbice gue equivale a 20 ml, de la solu-
cidén de diclorofencleindoienol, Si 1la concentracidn de la
golucién Patrdén de Acido ascdrbico empleada es de 0.05 Mcg.

X ml, la concentracidén en vitamina C de l1a mucsstra proble~
H]

O

Vb = Vs) ¥ 0,05 = mg, de 4cido ascdrbico en el volu

men empleacdo de la solucidn problema,

Donde Vb = volumen de 12 solucidén de #Acido asclr-
bico consumida en la valoracidn testi-
g0y

Va = volumcn de la solucidédn de £Acido ascdrbico me=

utilizado en 1la valoracidn de 1la mues-

tra.

el contonido on dcido ascérbico de 1n muestra

w
.

es bajo, debe smuplenrse una solucidbdn de calibracién de 4ci-
do a2scérbico pmaralelamente dilufida (por ejemplo: una solu -

cidn que continsn 0,01 mg. de 4cido ascdrbico por mi.), (18,)
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METODO MICROBIOLOGICO

Valoracidn Volumétrica de 1la Vitamina "C" después del Aisla-

miento de 1la misma por Cromatograffa sobre Papecl,

El Zcido ascdérbico se separa de otras sustancias =~
reductoras acompafiantes mediante cromatograffa sobre papel.
Se recorta la mancha correspondiente al #£cido ascé8rbico, se
extrae la pieza de papel con solucién de agua~dcido ox4lico
Yy el #Acido ascérbico aislado de esta manera se valora con di
clorofenol=indofenol 0.001 N, Para determinacién del conte=~
nido total en vitamina "C" se reduce con dcido sulfhf{drico ,
antes de la valoracidn, el dcido dehidroascé8rbico que puede
hallarse presente, Este método es e¢specifico para la vitami
na "C" y por tanto es particularmente adecuado para su valo-
racidn en alimentos y otros productos que contienen una can=
tidad desconocida diffcilmente determinable de sustancias re
ductoras interferentes. Pueden detectarse cantidades del or
den de 2-3 Mcg, de &cido ascérbico. La cantidad méds pequeriia
que puede determinarse cuantitativamente mediante este proce

dimiento es de alrededor de quince Mcg.,, (15).

Cromatografia en Capa Fina,

El Acido ascdrbico también puede separarse de sus-
tancias reductoras interferente por cromatograffa sobre pla-
cas de silica-gel, Si se emplea agua como disolvente de de-
sarrollo el valor de Rf del 4cido ascédrbico, es de 0.96, ==
Cuando se emplea metanol como liquido de desarrollo el #Zcido

dehidroascérbico puede separarse perfectamente del Acido as-
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cérbico, ccn unos valores de Rf, aproximados de 0,85 y 0,7

respectivamente, Sin embargo, la experiencia adquirida has
ta la fechn ha demostrado gue ¢l método de cromatografia en
capa fina ne ¢s apronindo para ¢l andlisis cuantitativo de-
bido 2 que s¢ pierde una cantidad muy apreciable de 4cido -

ascdrbico ¢n la cromntoplaca,

Heactivos,

Acido L (+) - Ascdérbico G. R.

Acido oxAlice G. R,

. il .
dlico al %, 10 g. de &cido
oxdlico &, 2, se disuelven en agua hasta 1000 ml,

Acatato sédico anhidro G. =,
Diastaza con una capacidad sacarificante (formado

ra de maltosa) de 1:250, como minimo.

Papel de filtro Schleicher & Schull N? 20473,

1 butanol para cromatografia.

Cinnuro potdsico G, H.

Disolvente para cromatografia sobre papel: se di-

suelven 2 g, de Acido oxdlice en 60 ml, de agua. a sclu -

cidn so agita con curmrenta ml, de butanol,

=1
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Una vez scparada las dos capas la fase inferior -
(acuosa) se elimina. Se afiade en la capa superior (orgénica)
algunos grénulos (1-2 mg.) de cianuro potdsico y el liquido -
obtenido se emplea como disolvente para ¢l desarrollo cromato

r'd L)
grafico,

Heptamolibdato amdénico G. R.

Solucidn de hidrdxido aménico al 1 %, 40 ml., de la
solucidén de amoniaco min. 25 % (d= 0.910) G. R. se diluye con

agua hasta un litro.

Solucidn madre de citrato: 21.014 g. de Acido citri
co se cisuelven en agua en un matrdz aforado de 1000 ml., se =
afiade 200 ml. de hidréxido sédico 1 N y la solucidén se diluye
hasta la sefial de aforo con agua, Tampén dcido clorhidrico-ci
trato sddico pH 3.,8: se mezcla 51.9 ml. de la soluciédn madre -
de citrato con 48,1 ml., de 4cido clorhfdrico 0.1 N, Reactivo
para el revelado (reacciédn coloreada) 150 g. de Heptamolibdato
aménico se disuelven hasta un litro en solucidén dehidréxido =~
aménico al 1 %,

Antes de su empleo, se mezclan 3 ml, de esta solu -
cién con 2 ml, de tampdn 4cido clorhidrico citrato sédico pH -
3.8 y tres gotas de 4cido sulfirico 95-97 % (densidad = 1.,8L4)

G. R.

Solucidn de 2,6 diclorofenol-indofenol 0,001 N,:145
mg, de 2,6 diclorofenol-indofenol G. R. se disuelven en 50 o

100 ml, de agua a 50 grados centigrados.
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La solucidn sc¢ enfrifa y diluye hasta 1000 ml, en

un matrdz aforado, Se determina su factor empleandc una so-

iuciédn recicntemente preparada de Acide ascédrbico,

Papel dindicador especial pH. 0,5- 5.,0~,

{&tcdo de Extraccidn,

ILas muestras secas se extracn con la solucidn de -
Adcido oxflicc al 1 %, Las gque contengan agua se disgregan -

en un homogenizador mecdnico ardicionando solucidén de “cido -

oxdlico 21 1 % o 4cido oxdiico sdlido (en una proporcidn de

3

alrededor del 0.1 %, en peso, de 1la muestra de partida), De

estc modo se consigue la extraccidn simultdnea del material

problema. Segdn la concentracidn de 4cido ascdrbico que se

09

-
I

reven contiene la muestra, se¢ exprime una cantidad mayor o

menor <cl homogenado obtenido (por ejemplo: a través de un -
pafio de l:’.'e_m) o se¢ diluye con agua en un matrdz aforado has—

ta un volumen conocido y, finalmente, se filtra o centrifuga.

Lz solucidn transperente obtenida gue se aplicard al papel -

fico, debe contencr alrededor de 15-40 mg, de 4ci-

do ascdrbico en un volumen :le 20-60 ml,

Para valorar la vitamina "C" en patatas cocidas, -
se aplastan y mezelan unos 300 g, de patatas todavia calien-

tes. La mnsa obtenida se coloca en un mezclador mecdnico, -
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se afiade un poco de Acido oxd&lico y 3 g. de diastasa y la -
mezcla se homogeniza durante un minuto, haciendc pasar una
corriente de nitrégeno. La adicidn de diastasa produce una

fuerte degradacidén del material, que puede exprimirse des -

”
3

pués de dejar reposar la mezcla durante quince mintuos. Los
zumos obtenides se centrifugan y se emplean directamente pa

ra la cromatografia sobre papel, (15),

Cromatografia Sobre Papel,

Se aplica el procedimiento de desarrollo descenden
te. Se sitdan en la 1linea de base 20=60 ml,del extracto -
ox4lico preparado tal como se ha descrito. Puesto que la -
cromatografia sobre papel se emplea normalmente con fines -
cuantitatives, debe emplearse una Jjeringuilla micrométrica
(por ejemplo: Jjeringuilla micrométrica "AGLA" BURROUGHS & -
Co, Londres Inglaterra) para aplicar las soluciones proble-

ma al papel cromatogrdfico.

Si la concentracidn en 4cido ascdrbico es muy baja,
de tal modo que deben emplearse volfimenes mayores de los 60
ml, para que se cromatografien de 15 a 40 mcg. cde dcido as-
c8rbico, es preferible aplicar la solucidn en banda de 3 a 4
cm, cde longitud sobre la linea de partida. Se depositan go-
titas de solucidn a lo largo de la banda, a intervalos regu
lares de unos 2 mm, Cuando de este modo, se¢ ha completado
la longitud tetal indicada, las gotitas se aplican, en una
segunda ronda, comenzande de nuevo por el mismo extrcmo y -

situandélas en los espacios que han quedado vacfos en 1la -
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primera, Cuando sc¢ sigusz este procedimiento no deben emple
arse voltmenes mayores de 0,1 ml, de la solucidn problema.

Como mancha de refercncia sc¢ usan 20 ml, de 4Acido ascdrbico
al 0.1 % ( = 20 meg. de 4cido ascédrbico ), que se aplican -
sobre la linca de »nartida a 3 c¢cm., como minimo, del lugar -
donde se

11 depositado la solucidén problema, bien sea en -

banda o en punto.

Vitamina C" Total,

Cunndo se desee analizar el contenido total en vi
tamina "C", cl “Acido dehidroascérbico presente debe reducir
se previamente o Lcico ascdrbico. e afiade acetato sdédico

ristalizado al extracte oxdlice de 1a muestra, hasta que -

la solucidén tenga un pH de 3.5, A continuacidn, se hace pa
sar una corricnte de Acide sulfhidrice durante quince minu-~

tos vy se dejn reposar la solucidn durante toda 1a noche ( o)
durante doce horas, como minimo ) al resguardo de 1la luz se

aplican a linea de partida, tal como se ha descrito ante --

ricrmente, entre 20 y 100 ml, de la solucidén resultante.

Si se desesa conocer tanto el contenido en dcido -
ascérbico como en vitaminn "CUV total, pueden aplicarse di -

rectnomente en el mismo parel crematogrdfico las scluciones

£

)

preparadas oara el andlisis de 4eido ascd8rbico (sin reduc -

rn

ién), vitamina "C" 3ct2l (con reduccidn v ia solucién de

O
1

referencia de £cido ascérbico al 0.1 %, Es aconsejable apli
car las itresg soluciones a un segundo papec
los cdos cromatogramas simultdncamente en la misma cdmara -~

cromatogrifice,
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Con el fin de evitar pérdidas por descomposicidn -
cuando las soluciones se conserven durante mucho tiempo, el
extracto para el andlisis de 4cido ascrbico y la solucidén
de referencia no deben prepararse hasta el dia siguiente, -
cuando pueden aplicarse sobre el papel al mismo tiempo que
la muestra preparada para el andlisis del contenido total -
en vitamina "C", (es decir, después del tratamiento con Aci

do sulfhidrico),

Revelados.

Los cromatogramas se desarrollan durante cinco-cin
cc y media horas, aproximadamente, empleando la técnica de
desarrollo descendente y los disolventes descritos en el -
apartado"REACTIVOS", E1 papel se seca en estufa a 1G2°2C du
rante uno=dos minutos. La banda de referencia (que contie-
ne el 4cido ascédrbico puro) se recorta, se pulveriza con el
reactivo de heptamolibdato ¥y se deseca de nuevc a 10020 has
ta que aparece la mancha azul correspondiente al #£cido as =
cdrbico, Se recorta (n) la zona (s) de papel de la frac =-=-
cidn no pulverizada del cromatograma que corresponda (n) a
la marcha de 4dcide ascdrbico detectada en la banda de refe-
rencia revelada, Si exite mds de una linea de desarrollo =
en el papel (por haber aplicado varias muestras simultédnca-
mente) debe prestarse una cspecial atencidn para que el Area

de las zonas recortadas sea exactamente igual.
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Valoracidn.

Cada trozo de papel se recorta en trocitos pequernos
que se situdn en los respectivos matraces Erlenmeyer de poca
capacidad, que contienen de 5 a 10 ml. de una solucidn acuo=-

sa de dcidn oxAlico al 0.1 %, zproximadamente.

Se hace pasar una corriente bastante fuerte de anhi

drido carbdnice y los matraces se agitan durante dos-tres mi

nutos para extraer ¢l 4dcido ascdlrbico del papel. Se lava el
extremo del tubo empleado para el paso de la corriente de =~

gas con un poco de la solucidn acuosa del dcido ox&lico al -

0.1 % v el extracto se valora en el mismo matrdz con 2,6-~di-

/

o

clorciencl=indofienol 0,001 N (dispuusto en una microbureta -
de 1 ml.,) hasta alcanzar el punto final (coloracidén débilmen
te rosaﬂa). Los trccitos de papel permanecen en el matrdz -
empleado para la valoracién. Se recorta un trozo del papel

empleacds en la cromatografdia, de idéntico tamaifio que los an-
tericres, sc¢ extrae tnl como se ha descrito y se valora con

2-6 diclorcfenol-indofenol 0.001 N, con el fin de establecer

un avalor testigo, qu

0]
W

se sustrae de las determinaciones pro
blema y patrén, El papel empleado para la prucba en blanco
no debe contener, desde luego, sustancia algun= de la solu -

cidn problema (Fig. 31)

Figura 31 wvaloracidén del dcido ascdédrbico por croma-

tograffa sobre papel (diagrama).

St. ¢ linea de partida.

Rs. : banda de refercncia (se recorta y se revela),
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Fisura 31

A, R, TA: cromatogramas de Acido ascédrbico.

(o), solucifn de rzferencia (R) y dcido ascdédrbico

total (TA). IL.as zcnas so recoertan, se eluyen y se valoran,

Bl: 4rea de panel que se recorta y valora en cali-

dad de testigo.

1 ml, de 2-6 diclorafenol-indofenol 0.001 N., equi

vale a 0,088 mg, de “Acidn ascérbico.

solucidn de refe -

rencia de Acido ascdrbicoc puede aplicarse en dos puntos, -~

distintos <del papel cromatogrdfico. Una de las bandas se -

nulveriza y reveln, y 1a otra se eluye y valora del mismo -~

modoe que la muestra, empledndese c:omo referencia, (15).
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Valoracidn del Acido Ascérbico en Presencia del Acido Sulfu =

ros0 en Vinos y Mostos.

Consideraciones Generales,

En los dltimos afios el 4cido ascdrbico se viene em
pleando, de forma progresiva, como agente antiocxidante en mosg

tos sin fermentar y vinos espumosos,

Era de interés, por tanto, poder disponer de un m?
todo sencillo para el andlisis del Acido ascérbico en presen-~
cia de dcido sulforoso libre, La principal dificultad estribs
en que la valoracidn oxidimétrica del dcido ascdédrbice propor-
ciona cifras demasiado elevadas en presencia de Acido sulfuro
gso libre, Aunque los métodos fotométricos son considerable -
mente mAs especificos, requieren el empleo de aparatos espe -
ciales (por ejemplo: fotémetro o colorimetro) y poder dispo =
ner de personal técnico capacitado en el andlisis, lo cual ex
cede, normalmente, de las dotaciones que para fines analiti -
cos existen en las bodegas de vino y mosto sin fermentar, Por
esta razén, los productores de vino precisan un método senci-

1lo. tal como la valoracidén oxidimétrica.

Kielhofer v Aumann, valoran el Acido ascdrbico con
yodo 0,02 N,, reactivo que ha sido ampliamcnte utilizado para
1a determinacién volunétrica del didxido de azufre. ELl dcido
sulfureso se bloquea por adicidén de acetaldehido., De este mgc
do el volumen e yodo 0,02 H, consumido corresponde a la can-
tidad de 4dcicdo ascdrbico y a otras sustancias recductoras, --

Aparte del Acideo sulfuroso que se encuentran en el vino o mog
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to. EL "valor resicdual e reduceidn®, calculado como Acido
ascdrbico, 25 _¢ alredelor de 10 mg./litre zara el vino blan
ce y e 15 mg./litro aproximadamente para mosteos de manzana
y uva, valores guc se sustraen de la cifra total obtenida en
las waloraciones con v sin adicidn de acetaldehido.

Bl método ha side mejorado por Schneyder y Xadin, -

]...I

que han reemplazado el empleo del acetaldehido vol&til (p. -
ebullicidn 212-22° C,) por el de aldehido propiénico (p. ebu

1licidn, alrededer de 4992 C,) de manejo mucho mds sencillo,

Reactivos,.

Solucidén de acetaldehido: se mezcla 1 mi. de ace -
taldehido recién destilado con 99 ml,., de agua. Esta solu ~--
cidn debe prepararse cxtempordncamente. Solucidn de propio-
naldehido: se mezclan 10 ml, de aldehido propidnico reciente
mente destilado con 90 ml., de agua,

Acido sulfirice dil
ml, de Acido sulfiirico 95-97 % ( d=1,8%4 ) G. He a BOO ml., de

agua, enfriandoc y agitando.

La solucién se diluye hasta un litre con agua,

Yodo C.,02 Nz 100 ml, de yodo O,1 N se disuelven =~
hasta 500 ml. con agua en un matrdz aforado., Esta solucidn-
de yodo aproximadamente 0,02 N, se comprusba y normaliza, de

la forma habitual, con soluciédn de tiosulfato sbdico, solu -~
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cidn de almidén: 1 g. cde 2almidén soluble =. @, se hierve -
con 200 ml, de agzua. Se aifiaden 2 la solucién, en calidad =

de conservador, unos mg, de yoduro mercdrico,

Se afiaden 5 ml, de 12 solucidn de acetaldehido o 2
ml. de la de aldehido propidnico a 50 ml., de vino o mosto -

dispucstos cn un matrdz Erlenmeyer de 200 ml. de capacidad,

I

Se mezcla imprimiendo al matrdz un ligero movimiento rotato
rio, pero, con el fin de evitar la absorcidn de oxigeno at-
mosfédrico, debe realizarse de forma muy suave, sin agitacidén.
Transcurridos diez minutos, la mezcla se acidifica con 2 ml,

ico diluido, se afinde 1 ml. de la solucidédn de

de #dcido sulf
almidén ¥ se procede o la valoracidn con yodo 0,02 N, hasta

que la coloracidn azul persista durante medio a un minuto -~

(volumen empleado = a ml,),

35,22 = 10 mg, de Acido ascérbico por litro de -

11

vino o mosto,
10 = wvaler residusl e reduccidn en el caso del vi

IO 4

Determinacidn de "S02 Libre®,

Para determinar el anhfdricdo sulfuroso libre, se -
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afiaden 2 ml, de #Acido sulfiérico diluido y 1 ml, de la solu -
cién de almidén a otros 50 ml, de vino o mosto, que se valo-
ran con yodo 0,02 N, tal como se ha descrito anteriormente -

(volumen empleado = b ml.).

Cédlculo.

12, 8 (b = a) - 4 = mg, de S02, libre por litro de

vine o mcsto.,

i = Valor residual de reduccidn en el vino,

Andlisis Fotométrico del Acido Ascérbico con 2-Nitroanijilina-

por el Procedimiento de "MOHR",.

Fundamento,

El 4cidc ascdrbico se convierte en la 2-nitrofenil
hidrazina del Acido ox#Zlico por tratamiento con 2- nitroani-
lina diazoada., En presencia de un exceso de solucidén de hi-
dréxido s&édico este compuesto forma una sal sddica de colora
cidn rojiza-violeta. E1 mdximo de absorcidn a 540 mm. se mi

de fotométricamente, (16).

Sensibilidad.

La sensibilidad y especificidad del método pueden
incrementarse considerablemente extrayendo el producto de =~

reaccidén de la solucidn dcida-con isobutanol y transfiriendo
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la sal sdédica desde 1n fase isobutandlicza a la acuosa comn SO

lucidn

Con csta modificacidn pueden ana

i

limnrse cuantitativamente cantidades muy reducidas (del orden
de 0,5 mg. de Acide ascdrbico por ml.), mientras que si la -
reaccidn se roaliza directamente sin extraccidn se precisa -

una concentracidn de 10 mg. de 4cido ascdérbico por ml. como

minimo,

1

La presencia de otras vitominas, compuestos sulfhi

]

drilicos, Acido sulfureoso y otras sustsoncias que interfieren
1a valoracidn oxidimétrica, nc influyc cuando so practica el

anflisis Totomdétrico con 2« nitroanilina,

Aplicaciones,

E1l método es adeccuado para el andlisis de Acido as-

> fruta, alimentos pretratados su -

£

h
o

cdrbico en frutos, zumos d
plementados con Acido ascdérbico, etc., y en preparaciones far
macéuticas. Aunque el procedimicnto descrito por MOHR (ex -
con isobutanol) es de aplicacidédn gencral, puede em -

plearse ¢l métode simplificado (sin extraccidn) cuando las s¢

ju

luciones o extractos son transparentes, incoliores o, 2 lo su-~

mo, e tonalidad débilmente amarillenta,

Vitamina "C" Total,

Para el andlisis de la vitamina "C" total (4dcido as=
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cérbico + 4cido dehidroascdrbico) el &cido dehidroascédrbico
presente debe reducirse previamente a &cido ascé8rbico con =
Acido sulfhidrico, va que con este método se determina ex =~
clusivamente el derivado reducido, Sin embargo el an#lisis
fotométrico que emplea 2.4 dinitrofenilhidrazina, es mds -

apropiada para la determinacidn de 1la vitamina "C" total.

Reactivos,

Heactivo de 2enitroanilina: O.4 g, de 2-nitroanili
na para la determinacidén fotométrica del 4cido ascédrbico se
disuelven en 20 ml, de 4cido acético glacial aprox, 96 % --
(@ =1,055-1,064) G. R, La solucién obtenida se diluye =
hasta 250 ml. con 4cido clorhidrice al 10 % ( 600 ml, de --
agua + 400 ml. de 4cido clorhfdrico min., 25 % y d = =~ 1,122
1-.124= G. R. ). Esta soluciédn se conserva durante largo -

tiempo.

Nitrito: se disuelven en 25 ml. de agua 0.02 g. de

nitrito sédico G. R. en barritas,

Reactivo para Diazoaciédn,

Se mezclan 5 ml., del reactivo de 2~nitroanilina con

L

5 ml, de la solucién de nitrito v con 10 ml,., de una mezcla -

v

de voldimenes iguales de isobutanol (empleado en el andlisis

de 1la vitamina Bl) y de etanol absoluto G. R.
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|

Hidréxido S4dico 0,5 N.

Solucidn ¢ hidrdxicdo sfdico al 10O %. Una parte, -
en peso, Jde hidréxido sddico puro G. R. (lentejas) se disuel

ve en nueve partes de agua (voldmen). Solucidn de dcido oxd

lico: 5 g. de Acido oxdlico G. R. se disuelven er 1000 ml. -

Soilucidn de 4dcido ascé&rbico. Exactamente 100,00 g.

: Acido L (+)~ ascédrbico G. R. se disuelven en alrededor de

. e 1a sclucidn de 4cido oxAlico 2l 0.5 % en un matrdz
aforado de 250 ml, S¢ diluye hasta la sciial de aforo con la

misma sclucidn,
Etanol absoluto G. R.
Isobutancl (para el andlisis de vitamina Bl).

2,6=-cdiclorofenol-indofennl aédico G. 2,

Eter de netrdleo. Bencina de petrbleo G. R. (inter

valo <e p,e = LO=70°C,).

apcl dndicador universal Jde pH 1-=10 con escala co-

loreadsa,.

15.) Proce-limiento simplificado para el andlisis de

o
K

0
o]
)
Q
¥

en scluciones transparentes, incoloras o dé-

bilmente amarillentas.

b

Las mucsiras sédlidas se extraen con la cantidad su-

b4y
O
J

~

‘ente de fcide oxdlico al 0.5 % para proporcionar una con

i



LO=

centracidn de 4dcidoc ascdrbico comprendida entre 0,2 y 2,0 =
mg, en 5 ml, Las muestras liquidas se diluyen hasta la mis
ma concsentracidn de 4cido ascdrbico, adicionando 4cido oxéd-
lico de tal mocdo que la concentracién del mismo en la dilu-

yvacidén final sea, aproximadamente, del 0.5 %.

Solucidén Problema.

Se pipetean, en un matrdz aforado de 200 ml, de ca
pacicdad 2 ml., del reactivo de 2-nitroanilina y 2 ml, del =
reactivo de nitrito. Se mezclan las soluciones y transcu -
rrido un minuto aproximadamente, se afiade 75 ml. de etanol
vy 5% ml, de la solucidn problema de Acido oxdlico dilufdo., -
Se mezclan inmediatamente. Después de cinco minutos se afia
den 25 ml, de la solucidn de hidrdxido sédico al 10 %. La
mezcla se diluye hasta la serfial de aforo con agua, se mez =
cla v se valora en una cubeta de fotémetro de 2 cm, a 540 -
mm, o empleando cl filtre apropiado frente a un blanco que
contiene 5 ml. de 4cico ox&lico al 0.5 % y todos los reacti
vos empleados en la determinacidén problema diluidos, igual-

mente hasta 200 ml. en un matrdz aforado.

Solucidn de Referencia,.

Al mismc tiempo, se prepara una solucidén de refe =
rencia que tenga aproximadamente la concentracidn de 4cido
asc8rbico prevista en la solucidn problema. Se trata de =—-=

forma idéntica a la descrita para la muestra, En lugar de
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5 ml, de solucidn problema, pueden emplearse, por ejemplo: -
0.5 ml. ( = 200 mg. ) 1 mli, ( = 400 mg. ), 2 mi. ( = 800 mg.)

la solucidn de 4cido ascédrbico.

O
g
2
[ ]
~—
]-—I
L ]
o
09
~
[ ]
o
D

E. Muestra ¥ mgs., de Acide ascdrbico en la scolucidn referencia

=

« Referencia mgs, de dcido ascdédrbico en solucidn problema.

Curva de Calibracidn,

Si el métode se aplicna al andlisis rutinario, es -
mis convenicnte construir una curva de calibracidn midiendo
diversas scluciones de dcicdo ascdrbice de concentracidn pro-

. /
gresiva ( pt

i

r ejemplos conteniendo 20C, 500, 1,000 y 2,000 mg.
de #Acido ascdrbice) en lugar de emplear una simple solucidn

ercncia, Las melicns se renlizan frente a la solucidén

testigo o bklanco. Los valores e extincidén ferman una linea

TV 8 P o I e O ek ZlE
DHATAS LONCCNLIACLOICS .

Si ia sclucidn (extracto) problema contiene menos
de L0 meg. (pero 10 mcg, minimo) de 4cide ascdrbicc por ml.

deben afiadirse de 10 & 20 m

=i

. de 1la mismza eh lugar de los 5
ml, empleadcs anteriormente a la mezcla del reactivo de 2-ni
troanilina nitrito y etanol., A continuacidn se procede tal
como sc ha descrito, La concentracidn del dcide oxdlico en

la sclucidn de

cifn nroblema
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dcido oxZlico al 0,5 %, Por ejemplo: si se emplea 30 ml, =
de una solucidn problema que se espera contengan 200 mcg. -
de 4cido ascdrbico, se afiaden a la solucidm de referencia =

0,5 ml, de solucidén de £cidec al 0.0h% Yy 19,5 ml. de la solu

cidén de 4cido oxdlicc al Q.5 %.

Procedimiento General segitin MOHR.

Extraccidn,

Las muestras sélidas se extraen con un volumen tal
de la solucidn de 4cide ox4licc al 0.5 % que proporcionen -
una solucidn cuyo contenido sea, como minimo de 0.05 mg. ce
Adcido ascdédrbico en un voltimen que no excede los 90 ml, de =
solucién. Las muestras liquidas (por ejemplo zumos de fru-
tas) se tratan con la cantidad suficiente de 4cicdo ox4dlice
(sélido o en solucidén concentrada), para proporcionar una =
concentracidn del 0,05 % en la solucidn empleacda para el =
andlicis, Algunas veces es conveniente filtrar las solucio
rnes que pontienen Acido oxdlico antes de realizar la deter-

minacidn,

Valoracidén Aproximada, Determinacidén Principal, Testigos.

La cencentracién aproximada de dcido ascdrbico se
determina por valoracidén con 2,6 diclorofenol-indofenol, =
por ejemplo: se miden con una pipeta 10 ml, de la soclucidén

problema y se valoran con diclorofenol-indofenol 0,001 N o
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con una solucién de un comprimido de diclorofenol-indofenol
en 50 ml, de agua. De acuerdo con los datos proporcionados,
se coloca en un matrdz aforado de 100 ml., un volumen de 1la
solucidén problema que equivalga a una concentracidn compren-
dida entre 50 mg. (como minimo) y 500 mg. (como mAximo) de -
&cido ascérbico. Si por ejemplo, la valoracidén aproximada =
de los 10 ml, de 1la solucidn ha indicado que contienen unos
80 mg, de vitamina C.,, la cantidad de solucidn que debe dis=
ponerse en al matrdz aforado puede ser de 50 ml, ( = 400 mg.
de 4cido ascérbico ). En otros dos matraces aforados de 100
ml. se colcca el mismo volumen de la solucidn problema ( 50
ml., en el ejemplo dado) para la determinacién aditiva (A: pa
trén internc) y para la prueba en blanco (B). La solucién M
se diluye hasta la sefial de aforo, con aguas A la solucidén
A se lc afiade el voldmen de la solucién de 4cido ascdrbico -
gque corresponda a la canticdad determinada en la valoracién -
de tanteo inicial (en nucstro ejemplo 400 mg. = 1 ml, de la
sulucibén de Zcido ascédrbico), La solucidn B se trata con 5
ml. de una solucidén que contenga 0.2 g. de 2,6 diclorofenil-~
indofenol sédico en un litro de agua para oxidar el 4cido as
cérbico presente. A continuacidn, 1lns soluciones A y B se -
diluyen asi mismo, hasta la seifial Jde aforo con agua., A par-
tir de este momento las tres soluciones se tratan del mismo
mocdo, Se agitan y se vierten en los correspondientes embu =
dos de separacién (directamente, sin adicionar lfquidos de -
1avado) ¥ se extraen primeramente con 50 ml, de isobutanol ¥y
luego con 50 ml, de éter de petrdleo., Se eliminan las capas
orgdnicas, 50 ml, de cada una de las fases acuosas se tratan
con 2 ml, del reactivo de diazonio en otra serie de ampollas
de decantacidén y se dejan reposar durante 5 minutos, Se ex-

traen ahora con 30 ml, de isobutancl v 25 ml, de cada una de
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las fases orgénicas se agitan con 5 ml. de hidrdxido sédico
0.5 N,y las extinciones <o 1las capas acuosas Jde coloracidn
rojizo-viocleta procedentes de 1n determinacidn principal -
(M) y de l1la prueba aditiva (A) se mice a 540 nm,, frente al
blanco (B) en un espectrofotémetrc o en un fotdmetro con el

filtro apropiado, (15, 16, 19).

Cdlculo.

= mg. por 100 de 4cido ascdérbico.

a1

donde A = dcido ascdrbicon afadido en mg,

E m= extincidén del andlisis principal (M)

EA extincidn cde la prueba aditiva
¢ = nmfimero dJde gramos Jde la muestra qus co-

rresponden al volumen de la solucidén -

DAY -

rwroblema (extrﬁcto) lel gue se ha

E m. debe hallarse comprensdida, en 1o posible, cen-

tro del intervale de 4/10 a 6/10 de 1la extincidén propia de -

o

1a determinacidén aditiva. 8i este requisitc no se cumple to
talmente, cebe repetirss el andlisis empleande una cantidad
diferente de solucidn de 4cido ascdrbice o un volumen distin

to de la sclucidn problema.
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Al extraer el producto de reaccidn de la fase iso=~
butanélica con hidréxido sddico debe prestarse una especial
atencién, asegurdndose de que el extracto acuosc es cierta -
mente alcalino. 8i fuera dcido, no se lograria la completa
extraccidén de la coloracidén rojizo-violeta, En este caso, -
se aflade una gota de hidréxido sédico al 30 %, se agita la -
mezcla, se comprueba con papel indicador universal el pH re-
sultante y se repite el tratamiento hasta que la fase acuosa

sea alcaline,

Las soluciones finales acuosas y alcalinas (M, Ay
B) se enturbian con frecuencia después de su separacién en =
las ampollas de decantacién, Esta turbidez se debe a minds-
culas gotas de iscbutanol que se separan a partir de las so-

luciones satura

en este disolvente como resultado de pe =
queiios cambios en la temperatura (enfriamiento), y pueden =
evitarse o eliminarse afladiendo 1 ml. de etanol a cada una -

de las tres soluciones M, A v B,

Andlisis Fotométrico de la Vitamina "C" con 2.4 Dinitrofenil

hidrazina.

Fundamento,

E1l Acido dehidroascdrbico reacciona con la 2.4 di-
nitrofenilhidrazina para formar la 2,4-nitrofenilhidrazina -
gque se disuelve en un alto porcentaje de dcido sulfdérico ori

ginando una coloracidn rojiza, 1 médximo de absorcidn se ha

o

1la a 520=525 nm, El Acido ascdédrbico reacciona Unicamente =



después de su oxidacién cuantitativa a 4dcido
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dehidroascdérbi-~

co con un agente oxidante suave, Constituye un procedimien-
to comparativamente sencillo para determinar tanto 2l Acido
dehidroascdrbice como la wvitamina "C" total.

L1l Acido 2.3 dioxo-L-guldnico, producto de oxida =
cidn desprovisto de actividad vitaminica C, de la misma reac
cidén. La presencia de este compuesto puede determinarse ais
ladamente previa reduccidn con Acido sulfhidrico de todo el

Zcido dehidroascdrbico prosente en la muestr

la cantidad resultante del contenido total

La determinacidn del 4cido 2=3 dioxo-L=guldénico es de poca =
importancia prdctica, ya gque su contenido en los productos -
naturales es normalmecnte muy pequeilo en comparacidn con el -
dcido ascédrbico. Por ello, no prestaremos més atencidén a es
te producto en el presente capituic, (15, 16 y 19),
Cxidacidn a Acido Dehidroascdérbico.

ROE y XUETHER tratan la solucidn problema con carm
bdn activo (Norita) para convertir el #£cide ascérbico en Aci
do dehidroascdrbico, También el bromo se emplea frecuente -
mente como agente oxidante, Nosotros hemos comprobado gue -
¢l mejer renctivo que pucde emplearse es ¢l 2.6 diclorofenol-

indofenol, un =zgente oxidance muy suave intro

el método 1a

ol

en vitamina

sustrayéndose

HCH B

ducico inicial-

dinitrofenilhidrazina por Dolin vy
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Tiourea,

Para evitar la descomposicidén del Acido dehidroas-
cérbico durante su condensacidén con la 2,4 dinitrofenilhi =~
drazina, que requiere tres horas, se aflade un poco de tiou-
rea a la solucidén, De este modo se proporciona un medio dé
bilmente reductor que, al mismo tiempo, impide la decolora-
cidén de la solucidn de 2.,U-dinitrofenilhidrazina por cual -

quier producto de oxidacidn que pudiera formarse.

Condensacidn,

La velocidad de condensacidén entre el 4cido dehidro
ascérbico y la 2,4 dinitrofenilhidrazina para dar la osaxo=-
na correspondiente se incrementa con la temperatura. Roe y
Kuether realizan la reaccidn a 37°C. (tiempo: tres horas)
Schaffert y Kingsley y Polk vy colaboradores, la llevan a ca=
bo sobre bafio de agua hirviendo (tiempo: cinco-diez minutos).
Sin embargo Ros, ha precisado que la glucosa, fructosa y 4ci
do glucurdnico reaccionan en proporcidn considerable a tempe
raturas que exceden 10s 379 Cf de tal modo que se obtienen =
resultados anormalmente altos, Este error se produce inclu=
so a 372 C,, si la concentracidén de azdcares solubles es va-
rias veces superior a la de vitamina C,, tal como ocurre en
jarabes, zumos de frutas, etc, Si las dinitrofenilhidrazo -
nas de los azlicarss solubles se separan de la del Acido dehi
‘droascérbico por cromatograffa en capa fina, deja de temer -
influencia la temperatura a la cual tiene lugar el proceso de

condensacidn,



Aplicaciones.

El anflisis fotométrico con 2,4 dinitrofenilhi -
drazina, es de aplicacidn general, siempre gque la solucidn

problema contenga como minimo 2 mg. de vitamina C., por ml,

5i 1la medida se¢ realiza en microcubetas pucden determinarse,

incluso, concentraciones menores. Sin embargo, dado que =
los métodos volumétricos, de mds sencilla aplicacidn, pro-
porcionan resultados satisfactorios en ¢l caso de¢ prepara-
ciones farmacedticas, el empleo del método de la dinitrofe
nilhidrazina se reduce, actualmente, el andlisis de la vi-
tamina C,, en muestras bioldgicas. Puesto que el Acido -
ascdrbice debe oxidarse siempre a dehidroascdrbico antes -
de la reaccidén con dinitrofenilhidrazina este método es -
particularmente adecuado para el andlisis de vitamina C.,

total en liquidos bicldgicos (Sangre, orina) productos ve~

getrles v 2limentos piensos.

Reactivos,

Solucidn de dcido ox4licos: 5 gr. de Acido ox&1li-~

co sc¢ disuelven en agua hasta un litro.

Sclucidn de Acido ascérbico: en un matrdz afora
do de 500 ml., se disuciven 50.0 mg. de dcido L (+)= ascédr-
bice G, 2. en 100 ml, aproximadamente, de la soluciédn de =
Acido ox4lico. La solucidn obtenida se diluye hasta 1la s5e
fial de aforo con el mismc disolvente, Una alfcuota se di-

luye de nuevo hasta la concentracidn requerida para el ex-
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perimento de referencia empleando la solucidén de 4cido oxé-

lico,

Solucidén de 4cido tricloroacético: .32 gr. de dci-

do tricloroacético se disuelven en 100 ml, de agua.

Solucién de tiourea: se disuelven 19 gr, de tio=-
urea G, 7, err 100 ml. de una mezcla de voldmenes iguales de

etanol absoluto &G, 2R, ¥ agua.

Solucidn de 2,6 diclorofenol-indofenol: 0.25 gr.

de 2,6~diclorofenol~indofencl sddico G. R. se disceuelven en

0]

120 ml, de agua,

Eter dietilico G. R.

Solucidn de DNPH: se disuelven 2 mg. de 2,L4edini-

trofenilhiidrazina G, 2, en 100 ml, de una mezcla de tres -

0]

partes (v/v) de agua y una parte de 4dcido sulfiirico 95=97 %
(d= 1,84) G, R, La disolucidén se realiza cuando la mezcla

estd todavia caliente,

fLcido sulfiirico al 85 ﬁ: se anaden cuidadosamente
¥y con agitacién, 85 gr. de £cido sulffirico 95=97 % (d= 1,84)
G, R, a 15 ml, de agua, dispuestos en un recipienfte enfria-

do en bario de hielo.

Método de Bxtraccidn.

Las muestras sé8lidas se extraern con solucidén de -
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fcido oxAlico mediante disgregacidn mecdnica (por ejemplo en
un disgregador-batidor eléctrico de cuchillas). En algunos

casos, espoecialmente cunnde se trata de materiales vegetales,
es aconscjmble hervir la solucidn de £cido oxdlico (eliminan
do, de este modo, el aire disuelto) y emplearla cuando toda-
via cstf caiiente, Las Preteinas se eliminan de los extrac-
tos vegetales y de 1la sangre (o suero) por adicidn de 4cido

tricloroncético., La solucidn de Acido oxdlico se afiade tam=-
bidn a las muestras liguidas (por ejemnlo: zumos de frutas)

para estabilizar ¢l Acido ascdrbico, Si se espera que el -
contenido en vitamina C., sea bajo, puede ariadirsc a la muecs
tra liquida 1= cantidad suficiente de Acido oxdlico cristali
zado para ohtener una concentracidn final de Acido oxAlico =
del 0,5 % aproximadamente. Una vez preparada para el andli-
sig, la solucidn {o uxtrnﬁﬁo) se diluye con la solucidn de =
Zcido exAlice hasta que la concentracidén de vitamina C., se

halle comprendida entre 5 yv 50 mg. en homl.

Oxidncidn,

flade un exce de 1a solucidn de 2,6 dicloro-
fenol-indofernol a un voldimen no superior a los 50 ml, del -
problema en una ampolla de separacidn. Transcurridos <dos mi
nutos, el cxcesc o diclorofenol-indofenol se elimina por ex
traceidn con 50 mi, de éter, La capa acuosa se recoge en un
matrdz aforado de la capacidad adecuada (por ejemplo: 50 ml.,)
vy la f=se etérea se lava repetidamente con pequefins porciones
de la solucidn de “ci:lo oxdlice, Los liquidos de lavado se

emplean para ir completando el velumen del matrdz aforado, -



Una vez se ha llegado hasta la sefial de aforo-siempre con la
solucidbn de Acido oxdlico se procede a filtrar si fuera nece

sario,

Condensacidn con Dinitrofenilhidrazina,

En dos matraces aforados de 10 mli. se pipetea un -
volumen comprendido entre 1-4 ml. de la solucidn de £cido de
hidroascdrbico, que contenga una cantidad prevista de 5-50 -
mg, e vitamina C., Si se emplea un volumen inferior a los -
4L mi,, ias soluciones se llevan a este vollmen con la solu -
cién de 4dcido ox£lico. Acto seguido, se afiaden dos gotas de
la soliucidn de tiorea a cada uno de los matraces. Una de =~
las dos soluciones (determinacién principal, marcada con una
S) se trata con 1 ml. de la solucidén DNPH y se agita: se man
tiene en un termostato a 372C., durante tres horas y final -
mente se enfria en hielo durante diez minutos, La otra solu
cidn (determinacién en blanco BI) se enfria también en hielo

vy se trata con 1 ml., de la solucidén de DNPIH, Las dos solu =

ciones sc¢ diluyen hasta la sefial de aforo con &cido sulfiri-

v

2N

¢
C .v5

(@]
o]
o
-

> - adicionado en porciones pequenas Yy con agita --

~

cidn simultdnea v se dejan reposar hasta 1a temperatura am -

biente, (15 v 19),

Solucidn de Referencia,

La selucidn de referencia, conteniendo una canti -~

dad de Acide ascdrbico aproximadamente igual a la que se s0s
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pecha conticne la solucidn problema, se oxida con diclorofe-

noil-indotennl ¥ se condensa con la solucidn <de DNPH de forma

cxactamente igual a 1= descrita en el pArrafo anterior. E1
blanco de referencia sc prepara de forma idéntica al blanc

ién problema, afladiendo la soluci:

iatamoente antes Jde 1la adiecidn de dcido sulfdrico al 85 5,

Las extincionnes <de las soluciocnes problema y de re

ferencin se midon on cubetas de 2 cm. de un fotdmastro adecua

do en ol mAximo de absorcidn de 520-~525 nm, (o se emplea el

fiitro apropindo! frence A lpg soluciones testigs correspon-

}.-I

CAlculos

&)

x R (Mcg) = lMcg. de vitamina C., to =

tal en el volumen de

z

énn problema

ot
el

B

soluc

empleado para 12 con

1

densacidén con DNPH,

Acide Dehidroascdrbico,

-

5i s5élo interecaea detorminar ¢l contenido en Acido-
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dehidroascérbico, se omite la oxidacién inicial con 2,6=di-
clorofenol=indofenol, La diferencia entre &l contenido to-
tal en vitamina "C" y el contenido en Acido dehidroascérbi=-

co da la cantidad de 4dcido ascérbico presente en la muestra

Curva de Calibracidén.

Si este método se aplica al andlisis rutinario de
vitamina "C" es aconsejable construir una curva dec calibra-
cidn, siendo innecesario preparar una solucidn de referen -
cia para cada ensayvo, tal como se ha descrito anteriormente
Se oxfdan con 2,6 diclorcfenol-indofenol 10 ml, de una solu
cidédn quc.conriune 250 Yeg.dc 4cido ascérbico y se extrae -
con éter. La capa acuosa se recoge y se diluye hasta la se
rnal de aforo con los liquidos de lavado, empleando un ma ==
trdz aforado de 25 ml, Se pipetean en matraces aforados de
16 ml, diversas porciones de 1la solucidén obtenida: 0,5 ml,
(= 5 Mcg), 1,0 mi. (= 10 Mcg), 2,0 ml., (= 20 Mcg, 3,0 ml. -
(= 30 Meg) v 4,0 ml., ( = 4O dMcg) de dcido ascédrbico. Las -
soluciones se¢ disuelven hasta 4 ml, con la solucidn de 4ci-
do ox&lico y se tratan a continuacidén, tal como se ha des -
crito anteriormente (condensacidn a 37°C., dilucidn con 4ci
do sulftirico al 85 % ). Se miden las extinciones de estas
soluciones en una cubeta de 2 cm, en el médximo de absorcién
de 520-=525 nm, (o sec emplea el filtro apropiado), frente a
un blanco de reactivos (mezcla de 4 ml., de la solucidédn de =
dcido ox#lico, dos gotas de la solucién de tiorea, 1 ml. de
la soluciédn de DNPH v 5 ml. de 4cido sulfiirico al 85 %), =

Las extinciones se representan frente a los pesos correspon
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de la solucidn final,

Meg, de &cido ascédrbico/10

Alimentos

10 15 20 25 30 135

de alto Contenido Azuca

rado.

FPundamente,

Los aziicares solubles

En efecto, estos compuestos reaccionan co:

grazina iIormandoe osazonas

interfieren con el andlisis,

la dinitrofenilhi-

-]
i

amarillentass:s aunque el médximo de =

absorcidn de estas osazonas se halla desplazado hacia menores

longitudes de onda, absorben sin embargo, con la suficiente -

intensidad en 1a regidn de

valor erroneamnente alto de

520=525 nm. para proporcionar un

la concentracidén en vitamina C.,

minAarse por cromatogra -

ml,



Reactivos,

Placns de silica-gel. Las placas de silica-~gel se
preparan empleando Silica~gel H o silica gel G para cromato
graffa en capa fina, segdin STAHL, Las cromatoplacas no se
activan en cstufa, sino gue se dejan secar simplemente al -

ailre,

Solucidédn de 2,6-=diclorofenol-indofenol al 0.5 %3 -

0.5 go de 2,6=diclorofenol-indofenol G.R,: se¢ disuelven en

y - - e { 3 : Y y o
Cloroformo T. . (gue contiene alrcdedor del 1 % de etanol).

Acetato —eetilo nHars cromatografia.

Acetona G, k.

Mé&todo.

En urr matraz aforado de 100 ml., se pipetean de 50 a
90 ml, de la sclucidn problema, gue contengan de 2 a 20 mg.
de vitamina C., se acidifican, si fuera nccesaric, con la so
lucién de #£cido oxdlicc., Se afiade ahora, agitando, un exce-
so de 1la solucidn de 2,6-diclorofenol-indofenol al 0,5 %, La
mezcla se diluye hasta 1la sefial de aforo con agua, se agita

varins veces ¥y se deja reposar durante unos cinco minutos, -
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Si el exceso de 2,6-diclorofenol-indofenol (4cido libre) se
separa formando un precipitado cristalino, no requiere su =

eliminacidén por filtracidn.

Cuando se manejan soluciones y extractos fuertemen
te coloreados resulta a menudo diffcil saber si se ha afladi-
do o no un exceso de 2,6 diclorofenol indofenol., Dade que 1
ml. de la soluciédn al 0,5 % pucede oxidar alrededor de 3 mg.
de #Acido ascérbico, ¢l voliimen de 2,6 diclorofenol-indofenol
gque se regquiere puede calcularse previamente de forma aproxi
mada, siempre quec se conozca el orden de magnitud de la con-
centracién de vitamina C.,, existente en la muestra. Por ejem
plo 1 zumo de uva (tinto) contiene normalmente de 200 a 250
mg. de vitamina €C,, por litroj; deben emplenrse alrededor de
75 ml. de zumo, acidificarse y oxidar el 4cido ascédrbico por
adicidn de 15 8 20 ml. de la solucidn de diclorcfenol-indofe

o

nol (corresponde a un cxceso del 100 % aproximadamente de -

agente oxidante),

Solucidén de Refercncia,

Una alicuota de la solucidn de 4dcido ascdérbico, con
un contenido similar al de la cantidad de muestra empleada en
el andlisis, se diluye al mismo volumen inicial y se trata a

continuacidn de forma exactamente igual (oxidncidn, etc.).

Condensacidn,

Se¢ coloca en los respectivos tubos de ensayo un vo-
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lumen no inferior a los 2 ml, ni superior a los 10 ml, de la
muestra pretratada y de las soluciones de referencia, que =
contengan cntre 100 y 1000 mcg. de vitamina C,, para precipi
tar las osazonas se afiaden 0,5 ml. de la solucién de tiourea
y un volumen de la solucidén de DNPH que equivalga aproximada
mente a 1/5 del empleado ( 1-2 ml., ). Se mezcla el conteni-
do de cada uno de los tubos, se mantienen en un termostato a
unos 702C,, durante tres horas y finalmente se enfrfan en -
hielo durante diez minutos. Los precipitados rojos o pardo-
rojizos que se forman se recogen en embuditos de placa fil -
trante (1 &3 6 1 G4), se lavan con agua hasta que los filtra
dos son incoloros, y finalmente, se disuélven recuperdndose-~
del filtro con acetato de etilo caliente o acetona. Las so=-
luciones de los precipitados respectivos se recogen en matra
ces de fondo redendo y se evaporan hasta sequedad a presidn

reducida, Los residuos se redisuelven en 5 ml. de acetonz,

exactoamente medidos (empléese, pipeta aforada).

Cromatografia en Capa Fina.

Alfcuotas iguales de la solucidn problema y de re-
ferencia cada una en voliimenes de 0,1 a 1,0 ml., y contenien~
do osazonas que correspondan a 20-5C mg. aproximadamente, de
4ecido ascdrbico se colocan "en banda" sobre la placa de sili
ca=gel, empleando pipetas graduadas (con banda de Schellbach)
de 0,1, 0.2, 0.5 4§ 1,0 ml, de capacidad. Tal como se mucstra
en ldmina 6, las bandas de las soluciones de referencia y pro
blema scn de igual longitud., La placa se coloca en una céma-

ra cromatogrifica que contenga el disolvente de desarrollo -



cloroformo/ acetato de tilo/&cido acético, 60:35:5), EL tiem
po de desarrollo es dec alrededor de una hora, Una vez retira
da la cromatoplaca de la c&mara cromatogrdfica, se recogen iu
mediamente con una espdtula las zonas, perfectamente defini -
das, de coloracidén rojo=ladrillo correspondiente a la muestra
vy referencia, ELl polvo obtenido se coloca en los respectivos
tubos de centrifuga, tratdndose a continuacidén con 5 § 10 ml.
(exactnmente medidos con pipeta aforada) de 4cido sulférico -
hasta que se obtienen susnensiones hemogéneas de coloracidén -

roja.

Las suspensiones se centrifugan y las scluciones ==

transparentes que se obtienen se miden frente a agua en un fo

témetre, empleande una longitud de onda de 520=~525 nm, o &l =~
filtro de color apropiado, (15).
Cdlculo.
Es . . 2

X R = mg, de vitamina C., total en el voldmen de 1la
Er .

solucién problema empleado,

donde Es = extincidn de 1la solucidn problema,

Exr = extincidén de 1z solucidn de referencia.

= cantidad (en mg,) de 4cido ascérbico presente
en el volumen de la solucidén de referencia -

utilizado,

Observaciones,

|
o |

i la solucidn problema (o el extracto) contiene -
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una concentracidn muy alta de sustancias disueltas (por ejem
plo, azécarcs, aminoécidos, sales, etc.), ocurre con frecuen
cia que las dinitrofenilhidrazina no se separan en forma su-
ficientemente cristalina, tal como lo hace la dinitrofenilhi
drazina del épido dehidroascdéribico contenido en la solucién

de referencia, El preeipitade formado puede ser tan fino =
que pase a través del filtro o bloques sus poros. En estos

casos, el producto de condensacidén debe dejarse reposar du -
rante toda la noche a la temperatura ambiente, después de ha
ber calentado a 45~50°C,, durante dos horas. De este modo -
el precipitads adquiere el tamano de cristal adecuado y su -
filtracidn es mucho més fAcil., También es aconsejable em---
plear un patrdén interno, en el cual las condiciones de preci
pitecidn son idénticas a las de 1la solucidn problema, En es
te experimento paralelo se arfiade a la solucidén problema un -
volumen igual de Acido ascérbico al estado de la solucidn de
Acido ascé8rbico, gue conternga la cantidad prevista en el vo=-
ldmen de solucidédn problema empleado. Esta adicidn se reali-
za antes de la oxidacidn con diclorofenol-indofenol, La mez
cla se¢ trata de formar exactamente igual a 1a sQlucidn pro =~
blcma a la que no se ha afiadido &cido ascdrbico., El conteni

dc en vitamina C,, se calcula como sigues

Es
X cantidad afiadida (mg.) = mg. de vitamina
Eigt = Es
C., total en el
volumen de solu
donde Es = extincidn de la sclucidn cidén problema -
problema empleado,
Eist= extincidn del patrdn in-

cernoc,
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Las dificultades que se¢ presentan en la filtracién
del precipitado pueden eliminarse extrayendo las dinitrofe--
nilhidrazina con 30 ml. de acetato de etilo., La extraccién
se repite con otros 20 ml, de acetato de tilo y los extrac -
tos combinzados se evaporan hasta alcanzar un pequefio volumen
de tal modo que pueda aplicarse a la placa de silica~gel 1 -
ml, de la solucidén final correspondiente a unos 20=50 mcg., -

de 4cido ascd8rbico.

La solucidén de referencia se trata de idéntica for

ma,

La separaciédn cromatogridfica de las dinitrofenilhi
drazinas pucde mejorarse a menudo, practicando un segundo de
sarrollo, En este caso, después de una hora, aproximadamen-~
te de desarrollo, cromatoplaca se retira de la cdmara croma-
togrédfica, se deja evaporar el disolvente y la placa se colo
ca de nuevc en la cdmara cromatogrdfica., Después de este se
gundo desarrollo, la banda rojiza de la vitamina C.,, c¢s sufi

cientemente nftida y pura, en general, para proceder a su va

loracidn cuantitativa,
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ANALISIS POLAROGRAFICO DEL ACIDO ASCORBICO

Intervalo dc¢ pH.

El mejor intervaloc de pH para el andlisis polaro =
gréfico del Acido ascédrbico es el comprendido entre 3 y 6. -
A mayores valores de pH el 4cido ascédrbico se oxida muy rdpi
damente., Por otra parte, en soluciones de mayor acidez la -
onda andédica presenta una curva poco aguda y, por tanto no =
puede determinnrse con exactitud, La adicidén de oxalato sb-

dico protege la oxidacidn.

Espccifidad.

El 4cido dehidroascérbico no se determina por pola-
rografia, Interfieren otras "reductoras", pero las ondns co-
rrespondientes pueden ser climinadas normalmente por adicidn

de formale=dehido, Los h

aiuros afectan notablemente la medida,
especialmente cuando se trabaja a valores bajos de pH. Sin =
duda, ¢l andlisis polaragrdfico es menos exacto que la valora
cién oxidimétrica, Sin embargo, para el andlisis de Acido as
cérbice en férmulas farmacedticsas complejas y en productos na
turales.la menor exactitud se contraresta por su mayor especi

ficidad. Ademfs 1la polarograffa tiene la ventaja de una ma -

vor secncillez de realizaecidn que los métodos fotométricos.

Concentracidn,

La mayor exactitud se consigue a concentraciones -
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comprendidas entre 25 y 250 mg. de 4cido ascdrbico por ml, -
Debe prestarse una especial atencidn al estado del electrodo
de colomelanos ya que, si es deficiente, pueden producirse -

alteracicnes tanto en el orden de las ondas como c¢n los po -

tenciales de semi onda.

Para la valoracidn cuantitaztiva puede cmplearse -
bien seca una curva de calibracidn, censtruida para intcervalo
indicado (25-250) mcg./ml.) o bien puede realizarse una de -

terminacidén aditiva (patrdn interno).

Reactivos,

Acido acético 2 N: 125 g, de 4cido acético glacial

aprox. 96 % (d=1,055-1,064) G., se diluyen hasta un litro -

con agua,

Acetato sé8dico 2 N: Se disuelven hasta un litro -

con agua 272,2 g. de acetato sddico G. R. que no presente -

DO . — . . _ _ ’{ - ’ o . - e
reaccidn con permanganato potdsico, segin Reinitzer,

Solucidn de formaldehido al 35 % peso G.R.

Oxalato disddice G. R.

Eter de petréleo: Bencina de petrdleoc G, R. con -

punto de cbullicidn de 4O? C., aproximadamente, (15).
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(Altura de onda)

o d
b’

N~
N
N

%4
i
+

Mcg. 4cido ascérbico/ml.

L’ .
i s , ' 1 1 i

+

50 100
Curva de calibracidn para la determinacidn

polarogridfica del Acido ascdrbico,

Electrolito de Soporte.

Potencial de Semionda,

S¢ mezclan 75 mi. de 4cido acético 2 N con 375 ml, de
acetato sédico 2 N. e¢n un matraz aferado de 500 ml, Se afia-
den 5 ml, de la solucidn de formaldehido yv la mezcla resul -

tante se diluye hasta la senal de aforo con agua.

La solucidn obtenida se satura con oxalato s&dice vy -
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se filtra, El1 filtrado se emplea como elcctrolito de soporte
v tiene un pH. de alrcdedor de 5.5. En esta solucidén de fon-
do ¢l potencinl de semionda del 4cidoc asc8rbico e&s de + 0,07

voltios aproximadamente, (15).

M&todo.

A continuacidn se dan algunos ejemplos para ilus -~

trar el procedimiento experimental del andlisis pclarogrédfico,

Grageas.
a) Comprimidos polivitaminicos (contenido en vita-
mina C., 1CO mg.). Se pulveriza en un mortero una gragea y el

polvo se disgrega con una gota de d4cido acético glacial y al-
gunos ml, de agua. La suspensidn resultante se diluye hasta
100 ml, en un matraz aforade y se filtra 10 ml, del filtrado
s2 colocan en otro matraz aforado de 100 ml, y se diluyen hasg
ta la sefial de aforo con el electrolite de soporte. Se pasa
corriente de nitrdfgeno a través de la solucidn, que se deter-
mina polarogrdficamente; (énodo) desde 06,3 voltios, La altu-
ra de la onda se convierte en la cantidad de 4cido ascérbico
por ml, de la solucidn analizada mediante la oportuna curva -
de calibracidén, Multiplicando por 1,000 se obtiene el peso -

de Acido ascérbico por gragea.

Cédpsulas.

b) Cépsulas polivitamfnicas que contienen una pre-
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paracién oléosa (contenido indicado en vitamina C: 50 mg.). -
Se abre una cdpsula ccn una cuchilla de afeitar y su contenido
se traslada cuantitativamente en un embudo de separacidn emple
ando 40-50 ml, de &ter. Los restos de la cédpsula se lavan con
20 ml, de agua a los cuales se ha afiadido una gota de dcido -
acético glacial y los liquidos de lavado se adiciona a la ampo
1la de separacidén.

Se cierra el embudo con un tapédn esmeriladce y se -
agita vigorosamente durante un minuto. Cuando las fasecs se =~
han separado completamente, la capa acuosa s recoge en un ma-
traz aforado de 50 ml, y la capa etérea se lava con dos porcio
nes c< 10 mi, de agua. Los extractos acuosos combinados se di
luyen hasta la scfial de aforo (50 ml.) con agua 10 ml, de la -
solucifdr resultante se diluyen hasta 100 ml. con el electroli-
to de soyorte en un matraz a2foradce de 100 ml, La solucidn ob-
tenida se dotcermina polarcgrdficamente tal como se ha descrito

en gragons.

Zumo de uva (Tinto).

c) 10 ml, del mosto se diluyen con 10 ml, del -
electrolito de soporte, Si el pH de la mezcla es inferior a -
5.5, se ajusta a este valor (emplear electrodo de vidrio) me -
diante la adicidén gota a gota, de una solucidn de hidréxido sé
dico. Se pasa una corriente de nitrdgeno a través de la solu~
cidn la cual se determina polarogrédficamente (anddicamente) a
partir de 9,3 voltios. La medida exacta de 1la onda se consi -
gue Unicamente cunndo existen altas concentraciocnes de &cido =

ascdrbico,
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bas
€1

o Quimicos, Pisico-quimicos y Micrcbioldgicos se han ido

na, Asf, on la valoracidn de la Vitamina "D" solo se obt

66-=

Si ¢l contenido e¢n 4cido asc8rbice del zumo vegetal

25 mg/ml, es posible determinarlo cuantitativamen

=1 electrolito de so
te una cantidac exactomente pesada de 4cido ascdrbicce. De

st concentracidn en 1a solucidn a va-

~r, chtenilnrose ondas wnolarogrAficas que pueden servir pa

nes cuAantitativas. Para celcular la cantidad

en la muestra basta con -

straocer e lcs resultoscs obtenidos el valor correspondiente

¢

las vita g zh animaloes de cexperimentacidén sirvieron de
s para la (Valoracidn) cuantiitativa de las mismas, Los m

arroll-ando gradualmoente. - Todavia hoy, los métodos biolégi

son a vecces indispensables para la determinacidn de vita-

1

e

£

ia cificidad empleande el ensayo bioclégico, -
[ Y 5 = 4 - 1 . Eali a e
stc dos quimicos no son suficientemente espect

os ni sensibles para las concentraciones de vitaminas DY
leadas habitualmente en estos productos de nutricidn ani -

« & pesar de 1la indiscutible ventaja que les proporcion

<, ¢l empleo de los métodos bioldgicos se
— .o . I

venideo limitanzo sucesivamente, va gue requieren mayor tiem

nars st ejecvcidn, son normalmente caros vy sus limites de -
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crror son con frecuencia muy amplios, La experimentacibén -
con animzles ha quedado restringida por ello, 2 los casos en
108 cue no pucden aplicesrsc los métodos quimicos o fisico-qui
micos a causa de gue la concentracidén vitaminica es demasia-
do baja o pnorque lo impogsibilitan algunos factores interfe -
rentes., También sce recurre a los métodos bioldzicos cuando
se quicre determinar la facilidad de absorcidn o liberacidn

de 1lag vitaminas prescntes en preparaciones farmacetiticas,

Los métodos bhioldgicos e¢stédn basados en el examen
directo del alimento, 6rgano o producto medicamentoso, como
fusnte de vitamina "C" para la cobaya en carencia., Las prue
bas Bioldgicas pusden ser empleadas en dos formas diferentes:

. T I e Tyt g e 3 - -y [ - k| -
lo,} Como prueba preventiva y 2o0,) como curativa,. El preven
tivo consists an administrar a las cobayas sometida a una -
dieta sin vitamina "C" na cantidad conocidn de ella v detexr

1 v .

minar la cantidad minima quien permite el crecimiento y con-

siguiente aumento de Deso. La Prueba Curativa, por el con =

traric consistz en la cantidad necesaria para gque el aumento

de peso de caving on carencis de vitamina "C" vuelva a mani-
fecatarse, Otros autores en vez de estudiar la evclucidén pon

deral en los animales, utilizan como testigo el estado de los

dientes. Estas prucbas bicldégicas deben 1«

(]

alizarse comparan

do 1o nctividad antizscorbiitica del preparade gque sc investi

ga con la de un producto natrédn de composicidn fija y activi

Estas comparaciones deben hacerse con ¢l producto

cido en 1943 que estd Tormado por

3
o+
p
Cn
i
b
=
cr
p
[}
';_1
5}
@]
-
Q
£
i.\
[
'
-
s
.

4cido 2osebdrbico levdégiro cristalizado; para su empleo se di



suelve en agua destilada recientemente hervida v fria, Le -
7

Unidad Internncional de esta vitamina es la actividad anties-

Valoracidén de la Vitamina "C" por el Método del Crecimiento -

Curativo,

: Se utilizan cobayos de un peso aproximado de 250 gr.
a los que se administra una dieta carente de vitamina C,, has
ta quc¢ empiezan a perder peso, Cuando han disminuido entre -

10 v 20 gr., Se les administra la vitamina, para la valoracién,
se @stablecen grupos de unos 6 cobayos, uno de los cuales que
da como control, sin recibir 1la vitamina C., los demfs grupos
recibirdn dosis difercntes de 4cido ascdrbico standard y del

preparade cuya actividad queremos determinar, La comparacidén

=1

del sumcente de peso de las anim-ales gue han recibido el stan-

dard y el producto problema permite la detzrminacién cuantita

Antes de administrar la dieta libre de wvitamina C.,
es necesario tener a los animnles que van a ser empleados, en
las jaulas donde se realizard la experiencia, durante un tiem
po suficiente para que se habitden a las condiciones de ella,
pues es muy frecuente qus al Culucaf a2 los cobayos en las jau
las, empiezan a perder pesoj por e@llo es recomendable hacerlc
de 1la siguicente forma: grupos de 6 cobayos se colocan en jau=-
las, c¢n el dnterior del Laboratorio y se empieza a administrar
la dicta misma carente de vitamina que va a ser utilizada para

1

la experiencia, perc =2-iciondndole 15 a 20 gr. de verdura dia
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ria por animal, Cuando €l aumento de peso se manifiesta uni-
forme v regular se suprime la adicidn de verdura o de 4dcido -

ascédrbico y se comienza el verdadero periodo de experimenta -

cidn, Y a los 15 8§ 20 dias de tratamiento, empieza a apare--

coer loo primeros sintomos de escorbuto y el peso comienza a -

]

descaender, Cunndo el peso ha disminufido 10 6 15 gr, se admi-

nistra a los diferc lotes dbsis distintos del standard y

del problcma, anotdndose cuidadosamente, los resultados de pe

N

crAfica., A los 10 difas de administracidn de los
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intcrrumpe la experiencia reintegrandoe los co-

)
e
f
A=
m
H
M
‘\
-
3]
-
i
)

bayos al criadero y se dard dieta abundante de wverdura, Los

pesos de cada cobaya por lote, reunen en una grifica comin y

se comparan los resultados de los diferentes lotes, (2, 16).

Determinacidn de 1a Vitamina "C" por el Método del Crecimien-

to Profilédctico,

Se seleccionan tres lotes de 6 cobayos, de un peso
aproximalo de 250 gr., yv se les somete a dieta comercial duran
te seis semanas, Desde el primer dfa de experiencia se admi
nistra a uno de los lotes, diariamente y por caheza, 5 unida-
des internacionales dol Standard; a otro lote 10 unidades in-
ernacionnles del mismo producto a s lote N CF i -
t 1l lel T iuct 1 tercer lote, una canti
dad del procducto problema que sospechamos se encuentra com =—-

_ I I
prendido entre 5 y 10 unidades intermacionales. Al cabo de 6
semanas se calcula la diferencia de peso de cada lote, en re=
iacidn o su pesc inicial y se construye la correspondiente --
gridfica, en 1la quc se dispone en la ordenada, los aumentos de

peso, vy en la abscisa, los logaritmos de dosis.
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Se traza una linea recta cntre los dos puntos corres
pondie A las cdosis del standard v se calcula mediante -

ella ’

el

valor a gue corresponden el

do por el problema,

aumento de peso produci

el Método de los Dien

Algunocs autores -

: an

propuecsto

£

tativamente =1 grade de curacidén de

emplear

criterio &l

los animales,

para determinar cuanti

en vez de

lear como aumcnto de peso, el estudio de las
modificnaciones histoldgicos de los dientes. Esta técnica ha
sido da por diferentes autores y su exactitud es ma-~
vor guc 1a de los métodos anteriormente descritos y el error
7
no sucl> sobrepasar al 10 %,
Mé&tode ey y Elphick.
Istos autores adoptaron una escala,con la que pueden

=]

comparar las variaciones histoldgica

T -~

aprcciacdas lo que faci

iita 1a valorzcidn, Para esta prueba se seleccionan varios
grupos dc 4 a 6 cobayos a2 los que se someten a una de las -
dietas escorbutigenas, A uno de los lotes se administra por

dfa y animal 20 unidades

internacionales

de producte patrdén

Yy o otros grupecs, dosis diferentes del producto problema en
unn proporcidn aproximada de 20 unidades a los 14 4 21 dias
se sacrifica a los 2animanlcs y se preparan los dientes para -
su examen histoldgico. Esta preparacidn de los dientes re =
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guiere varias manipulaciones como: fijacién, descalcificacién,

inclusidén en parafina o gelatina, (2, 19).

Preparacidn de los Dientes,

Una vez sacrificado el animal se procede a la ex -
traccidén de los dicntes, 1o que hard con mucho cuidado para -
que no se rompan, Por lo gecneral se disecan y limpian bien -
s6lo los mé&xilares inferiores de los distintos animales aun -
que hay autores que recomiendan emplear también los inferiores.
El maxilar debe extracerse completo sin partir en las 2 mita -
des. Bl hueso limpio asi extraido se deja en lfquido de Bouin
que sc acabard de preparar., En este 1fguido se dejan los maxi
lares durante 2 § 3 dfas, transcurrido este tiempo, se lavan
bien, poniéndolos dentro de un cestillo de alambre que se in-

troduce ¢

[

n un cristalizador y se deja correr agua abundante -
durante 15 minutos. Una vez lavados, se introducen en: lo.)

aleohol da 952, 24 h., Zo.) agua; 3o0.) £cido nitrico al 4 % -
(parn decalcificar) 24 h,; b4o,) lavado abundante con agua du-
rante 30 minutos; 50.) sulfato de Na al 5 % 24 h.; 6o.,) lava-
do con HZ20 durante 2 h, poniéndose después las piezas en alco

hol 352, durante 30 minutos, Otros 30' en alcohol de 70?2 pa-

sdndolos durante igual tiempo en alcohol de 95?2 y dejéndoles

@i

alcohol absoluto durante 24 h,.,, mds. Una vez descalcificados
v deshidratados, se¢ pasan al xilol benzol o cloroformo, donde
permancceran las piezas hasta que su transparencia confirma -
la completa penetracidn del reactivoj se escurren en 1 papel
filtro y se ponen en parafina fundida durante cierto tiempoj

que puede oscilar entre 1 y 24 h, Luego se escurre la pieza



y se vuelve a introducir en parafina de 1 punto de fusiédn =
mds clevado, Al cabo de 1 h, se forma el bloque orientando

bien la pie

b3
8]
)]
(n]
L
[
)
3
5
H
'.l
2
H
el
i

l2 /2 h, se quita la para-
fina sobrmante procurando dejar la pieza en 2l centro y for -
mar 1 cubo de caras planas que se colocard en el microtomo.
Los cortes s& hnrdn muy finos de unos 5 u. préximos a la -
rafz y en dircccidn transversal al diente se coloca en placas
praparados con agua cnlicnte a 3992 - 402 C, para -
que no se funda 12 parafina, Una vez extendidos los cortes
se colocrn én ¢l portaocbjetos y se dejan en sstufa a tempera

t=48 h, Se quita 1la parafina con xi
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lol; el =ilol con alcoliol abhsoluto v se empieza A hidratar -
lentaments, primero cen ¢l alcohol rectificado vy afiadiéndo -

después poco a poco ~zua.

Se tifie por &l procedimicnto que se deseej general

mente hematoxilins ceosina.

Las modificanciones histolégicas producidas por la

dieta se clasifica en 5 grados, ordenacdos del O al 4,

El grupo o ropresenta el grado mfximo del escorbu-

to v el # 4 del animal no

H

mal.

71 cAlculo de los resultados puede verificarse ha-

llando 1a dosis que produce el mismo grado de prevencién en

o

ambos PrceciuctTos que se compararn,

Tombién pucde construirse unza curva caracter{stica

G

con ¢l standard y cdetéerminar en ella la concentracién corres



pondiente a2l grado de prevencién hallado para cada animal del
lote qgue recibid las 20 unidades del standard y se determina
el valor medio para lecs animales de este grupo, Se repite lo
mismo para los animales del otro grupe que han recibido el -~
producto problema. Los 2 valores asl obtenidos se llevan a -

la gréfica donde se puedec apreciar la dosis diaria relativa a

Fa

que corrcsponden, Estos nucvos valores se relacionan entre

si dividiendo el correspondiecnte al producto problema por el
del standard v multiplicando el cocisnte asi obtenido por 20,
Este dltimo producto representa el ntunero de unidades interna
cion=les que posesc el producto preblema por cada dosis diaria

administrada,

Métodos Microbioldsicos,

Los métodos microbioldgicos han sido ampliamente -
utilizados en la determinacidn de las vitaminas del grupo 3B,
Debidao principalmente a su gran sensibilidaa y alta especifi=
cidad, estos mé&todos son los preferidos en muchos laboratorios,
especialmente para la investigacidn de vitaminas en materia =
les de origen natural, La especificidad y exactitud de los -~
métodos MICOBIOLOGICOS pueden incrementarse, con frecuencia,
mediante la aplicacién de métodos modernos de separacidén (CRQO
MATOGRATTA DE TNTERCAMBIO-~ONICO CROMATOGRAFIA EN CAPA PINA, -

ecta)e

Los métodos microbiolégicos para determinacidédn de
vitamina se basa en la observacidén de que algunos microorga -

nismos de caracter{sticns bien definidns, pueden multiplicar-
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se y profucir ciertos procuctos metabdlicos tvinicamente en pre
sencia ¢ 1los vitaminos, Istos microorgzgnnismos se cultivan -
en un medio nutritive 4ptimo, 531 entonces s¢ inoculan en un
medie nutritive que carecen ze un compuesto vitaminico detexr-
minade, ¢l crecimicnto se inhibe teotalmente. Cuando el subs-
trato quz contiene la vitamina en estudio se afiade al medio -

inicialmente transparcnte por ausencia de crecimiento, la mul

tiplicacidn del microorganismo causa una turbidez que puede -

cnte, Ademfds de la medidn turbidimé -
trica, los praductos metabdlicos formarios poxr ¢l microorganisg
mo pueden detocrmiintrse cuantitastivamente; por ejemplo, puede

valorarse volumétricamente la mezcla de Acido producido por -
~lgunos microorgarismos a partir de 1la glucosa suplementada -
21 medio. La valoracidn fotométrica de 1la reaccidn de crzci-
micnte es mAs sencilla y puece llevarse a cabo con mayor répi
dez, Si s¢ aiade cantidades crecicntes de 1la muestra proble-
ma, la turcidez Zel medio, que refleja ¢l mayor crecimiento,

s¢ incromenta gradualmente, y deutro de un cierto intervalo -
de concentracidn es dircctamente proporcional a la cantidad -
de vitnmina presente. Dentro de este intervalo llamado de -
"requerimicnto para un deésarrollo equivalente a l1a mitad del

mAximo", puccdcen compararse con gran precisién los efectos cau
sados por la acdicidn de 12 muestra problema y ce uns solucidn

de referen

Q

ia gue comticensz la vitamina pura, (20}.
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20, M&todos Quimicos,

Estos métodos se¢ basan en =1 gran poder reduc -
tor del Acido ascérbico, Entre los mfs emplca-
dos se encuentran: Soluciones de Yode; de 2,6 -

diclorofenolindofenol; siendo este 1Mltimo el -

m€s extendido hoy dia.

=, ME&tosdos Bioguafomico s
D15 MEOLOodoSsS Dl1oguUlirl1cOs.,
L1 mfs usado es el de RANDOIN Y LEBLOND, basado

=1 hecho de guc cuando gse administra a Coba-~

O
)
i
¥

3

o, raciones aportando cantidades diferentes -

o
o

?A

e

fcido ascédrbico, se encuentra en los drganos
iz los anim=les, d6sis de vitamina C,, que es =
tdn en relzcién con la ingerida en la alimenta-

cidédn,.

LY

Bioldgicos,

(L=
o
ct
O
0
Q
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o, 1

Estaos métodos son usados enn las plantas de fa -
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bricacién de lz vitamina C., y se emplean con igual

intensidad, los preventivos y curativos.
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