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magnesio coordinado con ellos, forman el esqueleto de esta come

pleja estructura,

Las férmulas de estructura mfs probables de las clordfilas & y

" C

La compleja estructurs de la molécula de clordfila Aifi-
cultd su estudio & tal punto que avn no se logrd demostrar en
forma definitiva cual es la formuls que le corresponde,
Willstiitter y Stoll, y mde tarde H, Fischer, realizaron due
rante afios investigaciones con e#se objeto, Pn 1510 Willstiltter
demostrd que la clordfila estd constitufda por una meszcle de
dos componentes quinicamente muy semejantes, que llamé clorde
filas & y b, separables por procedimientos busados en que los

sdlidos las adeorben en distinto grado, Tienen por féraula
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En cuanto & sus funciones qufmicss, posée la moléoula dos
funciones dcidas esterificadas, con alcohol melflico CH, OH
una de ellas y con fitol G, R, OH la otra; ademfs wna funcidn
cetona permite & la molécula tomar estructura endlica en medio
alealino, Cuatre nicleos pirrdlicos sustitufdos y un &tomo de

D segin H, Flecher (1935) son las sigulentes:
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1a olordfila aislads y pure es estable, pero obtenida de -
1os vegetales mediante discolventes, que siempre disuelven tem-
bén otros productes, se alters fdcilmente, Asf, su soludaiédn
aloohdlien se alomerias al oAbo de pocos dfas, caadiando su -
lor verde brillante primitivo al pardo, Este fendmeno puede ime
pedirse por agrezado de una muy pequefia cantidad de £oildos ore
génicos a 1la soluctiin, /

Existe en los vegetales una ensyma, llamada clorofilasa,
que separa ol fitol de 1la molécula, ol cual es reemplazado por
8l alochol em que se encuentra en solucidn la clordrila (alooe
hol metf1100 o etflioo), Oontienen csntidades sunaments peque~
fias d¢ esta enzsyna la gramilla, ol piétane y la ortiga, por 1o
ouhl se emplea de preferencisa entos vegetales, y eapecialaente
o1 dltimo, pare la preparecidn de soluciones de clordfilas,

Cuando el grupo fitol de 1a clordfila es reemplassdo por
el aloohol &isolvents, se odtienen &ésteres metflicos o etflioos
que se denominun glorofilidag, Ia clorSfila oristalizada es la
clorofilida etflica; se enplea oomo tipo en varios métodos oo0lo-
rinétricos de dosaje de olordfila,

Los £loalis saponifican 10e grupos metilo y fitol dande
igoglorofilinag. Ia estructure admitida pare la isoclorofilina
proveniente de 1la glordfila g es la sigulente
Cyy Hgg M Mg (0OK)(COOK)

Por acoifn de los £Lcidos la clordfila plerde el £tomo Qe
magnesio, denominéndose {gofiting la molécula resultante,

Se observa fiocilmente que se produce una modifieacién en 1a moe
1écula si se afiade a una #olucidn alcoohdlien o etérea que presene
te el intenso oolor verde caracterfstico, un £cido: inmedlatae
amte se produce un viraje al verde oliva paxiuseo, debido a 1a
pérdida del magnesio y transforuacidn en feofitina,

Tod0s 108 productos de treansformacidn debidos a 1ls aceidn
de los disolventes, los £loalis o los £cidos que hemos nombrado,
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preaentan fluorescencia roja observados & 1a lus ultravioleta,
no diferencidndose en este sentido de la clordfila amilesma, lo
cual hacemos notar aquf por basarse nuestras investigaciones en
1as distintas propiedades fluorescentes de las clordfilas natue
rales y ocomerciales,

2.~ Nétodos _de investimsoldn y dossie Qe glordfils,

Itre los ané-
todos de investigacidn de 1a clordfila y sus derivados dedenmos
menoionar en priner términe 1a espectroscopfa y espectrogrefia,
mediante las cuales se logrd caracterizar los Aistintos productos
de degradacidn obtenidos de la clordrila, por sus diferentes ese
pectros Ge abdsoraidn,

El estudio &e 1a fluorescencia proveocads por 1a lus ultravioce
leta y espoecinlmente la espectrogruffa do 1a lus emitida,han sie
4o de gran utilidad en la determinacidn de eatructuras,

Ia caracterfstica fluorescencia roja es un excelente medic pare
reconocer cualitativamente 1a presencia de cloréfila, ain en can-
tidades muy pequefias,

Los dogajes de olordfila se basan onsl exclusivamente en la
colorinetrfa por comparecidn oon soluciones tipo de etilclorofi-
1345 {clordfila aristalizada), o bien, en 1a determinacidn de Qg
o las ocenimas, pudiéndose caloular la ocsntidad de clordfila te-
niendo en cuenta que deja 4,57 de OMg,

Fl freceionaniento en sus componentea § y R puede logrerse
nediante el andlisls cromatogrifico @ por aceidn selectiva de
disolventes inuniseidles,

Los productos de la degradacidn de 1a clordfila pueden sepae
rarse por extragoidn con soluaciones de £0ido clorhfdrico de Aise
tintas oonoentracionss, lss cuales preaentan propledades seleotli-
vas . villatitter denomina "nimero de £01d0" 1a coneentracidn £ del
HC1 que extrae 2/3 de la cantidad del producto disuelto en éter,
al agitar voldnenes iguales del £cido y solucidn,
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Bl ndaero de £cido e caracter{stioco de cada producto,

Existe finalmente una reaceidn quimiea especffioa pars
1a clordfila nmatural inaltersda, conoclds como "reaceidn de
1a fase pai-da'. Yy Que conelste en qQue una solucidn etérea de
olordrila agitada con OHK al 30X en aloohol metflioo, 4a una
coloracidn parda que al cabo de¢ unos mAnutos vuelve & virar al
verde,

Je= ]op derivadop me
_ b

henos mencionado que la agcidn de los £cidon solwre 1a olordfi-
1a 4a lugar a 1s formaoidn de feofitina, por pérdida del ftomo
de magnesio,
108 derivados de 1la clordfile que han pordide su £tono de mag-
nesio se caracterizan por reaccionar ficilaente con los metales
pesbdos, & tal punto, que cuando se 108 qulere estudisr espeg~
trosodpicaments es Amprescindible utilisar material de cusrso
para evitar reacoidn ocomn los netales,

Willstitter y 8)0berg (2. physiol, Chea, 133,171,1924)
preparayon los oomnplejos de coln'e y cing de la feofitina,
3 Gicho treabajo afirman los autores que la gran estabilided
que preasenta el derivado odprioo & 1a acoidn de £cidos, £loalis
7 1a lus, se aprovecha industrialments en 1a clordfila comere
edal, que es una soludiifn en materias greasas de la codre-
feofitina,
Para 1a preparadién de sus derivados metflicos Willstdtier y
833berg utilizan feofitina purs, que disuelven en cloroformo,
agregando £cido acético glacial y eliminando el cloroformo
por vacfo, A la solueidn action de feofitina asf obtenida,
afladcn s0luciones de acetato s cing @ acotato de oobre ¥
precipitan el complejo metflico formado por dilucidn com
agua, El producto odtenido 1o purifican redisolvifndolo en
€c1d0 aoftion glacial y preoipltando nuevanents con agus,
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Obtienen asf compuestos con un contenido de oime que oacila
amire 3,45 ~ 3,755 que corresponde & un £tomo de cinc por dos
moléoulas de feofitina, cuya composicién serfa

In 2‘(055 H,, Oy ¥, 1, 0) Caloulado Zn 3,6%

Es una sustanoia de oolor asul negrusco, de condtitucidn cérea,
que en soluoidn presenta un intenso color verde y fluoresgencis
rolia,

El derdvado de colre contienes por oada £tono metdlioco una molés
oula de feofitina,

Hallado Cu 6,27 ~ 6,408 Calculado Ou 6,755
Taabidén es de aspecto eéreo, asul negrusco, y 4s soluaiones de
intenso oolor verde azulado gue no presentan flvoresoengis.

' E8 mdcho mnfs estable que ol compuesto de cino frente & la ageidn
de los £loalis y £cidos,

- 4,- 1ap _clordfiles comercisles.

81 Bien no s¢ demostrd en forma
definitiva en tradajos experimentales que las glordfilus comers
clalea ocontienen oobre-feofitina, eate hecho o8 generilmente ade
mitido en 1a bibliograrfa, 1A presencisa de colre en todas ellas,
1la falta de fluoresoencia de sus soluciones, y las demés propie-
dades que las curacterizan indioan, evidentemente, que el eon-
puesto al que deben su co0lor es el complejo metilico,

8¢ obtienen las clordfilas ocomercisles oxtruyendo el pige
nento verde de vegetales, comunmonte de ortiga desecada y finke
mente pulverizada, en extractores industriales de materisl de
cobre, por agotamiento oon alcohol etf1lc0o de nfs de 759, Gene-
ralmente se afiade al material a extrser una solucion de sulfato
wiprico ooncentrada, en el mismo recipiente extraotor, cuys oapae
cidad es de unos 100 kg., Y en 1a proporoifm de 100 g, de 1 sal
por oada 10 kg, Ael vegetal,
1a clordrila extrafda por el alochol plerde en estas condicliones
ol £tomo de magnesio que contiene en suU moléculs, el cusl es
reeaplazado por uno de ocobre, dando as{ un compuesto mucho mids
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nﬁblo que ol original, la solucidn aloohdlics obtenida es so-
metida & una destilacidn com objeto de eliminar el disolvents,
que se Yeoubera, quedando @ns solucidn acuosa de hidratos de
eArbono y ceres, adends de 1a cloréfils cipriea bruta.

Se purificsa la misma por una extraocidn oon densol; el residuc
que deja por cestilacidn lo constituyen las cerss y el coloréen-
te, denomindndose “clordfila pura”, |

1a "clordfila cemerocial soludble en greqass” es una dieclue
oidn al 30-40€ de la anterior en materias grasas,

1a "glordfila soluble en alochol"es unu soluaidn &l 50X
o ageite de ricino, el cusl tiene lu'proptmd de dlsolverse
on ol alcohol, |
1 oolor 'ao eatas oclordfilas es verde asuludo, sumtnents estae
ble & 1a accidn de 1a lus, y se utilisa para ocolorear aceltes
y jabones, 4sdo que tampoco e alterada por los £lonlis,

8¢ preparan taablén "olordfilas solubles en agua", las
cusles son ;roductos de saponifiocacién de la clorofila tratsds
oon Ofifla, purificindose al estado de olordfila oflciea insolue
ble, 1a que se hace reacclonar con (OsNa; dando asf nusvanente
clordfila sddioa soludle en agua,

La ocantidad de colre presente en las clordfilas comercia-
108 & que nos hemos referidc en primer término, puede llegar
hasta 1% ; 1la ocantidad del oolorante recomendada por sus fabrie
oantes para producir en solucidn un ¢olor verde natural, es Qe
100 g, por onda 100 kg. de ageite, 0 ses Que un kg, de aceite
aoloreado contendrd tan solo 0,01 g, de cohre, Esta pequefia
eantidad del metal hace que su investigackdn en un ageite ocolo-
reado seh engoITOoSs pués exige trabajar sobre oantidades gran-
4des de la muestra; por este motivo se desochd este método,

Como 1a olordfila comeraoial tiene 1a caragterfetios de no
poseer la fluorescencia roja de la olordéfila natural, hemos tre-
tado de aprovechar esta propiedad pare llegar a su diferenciae-
oldén en los aceites verdes,

Bibliograffas Ullmann, Mciclopedia de Quinmies Industrial,
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1a exise
tencla de aceites coloreados com cloréfilas industriales oen ol
comercio y la falta de un método analftico apropiado, fué el
motive que condujo a 1a realizacidn del presente trabdajo,
81 Dien e 108 aseliten ¢ oliva ol color verde puede ser de ori-
gen natural, siearre que ¢l nismo no hubiese side sometido & i-o-
fAnRaion, se emoontraron ageites comestidbles de manf y algoddn
oo loreados intensanente de¢ verde, 4e los cusles algunos presen-
taban un tono azulado, distinto del verde amarillento &e la olo-
réfila naturel y semejante al de 1a llauzada “clordfila osmercial
0 industrial, soluble en gresss® utilisadsa pare coloresar jabones,
velas, resinas, aeras, cosanétiocos, eto,

Bn la btibliograrf{a referente al coloreado artificial de acei-
tes oomestidbles, se encuentra un trebdbajo 4o F.M.8cherts "Apliocs~
clones ocomerciales de la clordfila y \amm”' (Ind, Eng, Chea,
19, 1152, 1927) quién prepard cobtre-feofitina y cino-feofitina
de acuerdo al método orizinal de Willstltter y S)3berg,

En las clordfilas ocomerciales es el primero Ge los compuestos el
que se forma al reemplazarse el magnesio por el cobre, como lo
sfirmin Willstitter y 5jd3berg, y Scherts, en los tradajos antes
mencionados, y Bkogstrom en “"Clordfila en sedo” {Canadian Chem~
letry and Netallurgy 13, 274, 1934,)

Scherts estudis la establlidad do amdos derivados metfllioos
de 1u olordfila frente & 1a acoldn de la lus, enocontrando que el
oomiosto de aobre os superior al de cinc, Acelites goloreados
oon el primere manten{an su color verde brillante deapuds de dos
afios de axposicidn a la lus, No solo presenta e} conpuesto odpri-
09 la ventaja de esa estalhilidad que no posée la clordfila nae
tural, 1a cual se altere dando por tal motivo verdes pardus~
008, B5in0o que su intensidsd tintdrea es muy superior,

Este hecho fud aprovechado para la revelacidn anslftiea de dlo-
réfila en tejidos vegetales pparentsunente exentos de ella, por
8. Hilpert y H,Hofmelster "Investigacidn y determinacion cuantita-
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tiva de clordfila en tejidos vegotales”, (Ber, 66,1443,1933,)
Estos autores oalientan en tubo gerrado 0,1 - 0,3 g, del vege-
ta) finamente dividide, con moluoidn auosa de 80, al 5% y wma
gota de solucidn dilufda de acetato de cobre, & 1002 ¢ durente
1-2 horas, El 80, tiene por objeto decolorar oolorantes amuri-
1los presentes en los vegetales, 8¢ forma en estas oondiciones,
segin dichos autores,la codbre-feofitina; se extrae la misma
del materisl filtrado, oon acetona al 1007, habiendo seliminado
antes por extracoidn con agetona al 40% los restos del codoresn~
te azarillo presentes, realisuando la determninacidéa colorimétrics
oon fotdmetro de Pulfrich,

Recientemente J.A,.8Xogstrom en su trabaje titulade "Clordfila
on sebo” (Can, Chem, and Netall, )3, 274, 1534) utiliza taabidn’
para la investigacidn cualitativa de clorifila en ese material,
ol nayar poder tintdrso del Gerivado mirrico; jrocede affs el se-
bO en que se investiga clordfila se funde, eslengindolo ocen &oe-
tato de colre en solucidén o bdien con una lédaina de colre, duran-
te uma hore & la texpsratura de 110-1158 ¢,

Cuando exinrte pignento verde en el sebo, se¢ produce una intensa
ooloracidn, Anterioraeate la investigacidn de clordfila se hacls
por saponifiongidn y obsorvando el color del jabdn formado,Este
nétodo presenta sodre el métode de saponificaciin 1a ventaja de
ser mis ripido, pués mo exige una saponificacidn y separacida ul.
terior del jabdn, Rl interée de ents determinaciin reside on gue
o8 indispensadle que ol sedo destinado a la elahoracién de jabo
nes blancos no contengs olordfila, que suels provenir de un cone
tacto del sebo oon el oontenido Ael aparato digestive, Al aagarle
del anizal, por oonferirle al jabin wuna coloracidn verde padduses
qQue luego no puede eliminarse,

Ia Anvestigacidn de la clordrila naturel por medios ffsie
008 puede realizarse po¥ métodos espectrosodplcos, reveldndo-
1a sus carsster{sticas bandas de abeorcidn de 64004 y 660OA,

Aunque con menor sensibdilidud que el método anterior, es
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muche mfs sencilla su investigaoidn medlante la lus de Woodi
lus ultravioleta de longitudes de onda menores de 3650 A.

Danckwort y Prfau (Apoth, Ztg. 45,207,17°30) utilizan el
siguiente procedinionto pare revelar su presencia en tinturas
aloohdlions de uso famacfuticos extraem 1a clurdfila por agi-
tacldn con éter himedo, ofectuando luego un andlisis oapilar
y observacién al ultravioleta,

Zickgraf (Apoth, Ztg. 45,961,1970) taabién recurre & la
lug witravioleta filtrada pare diferenciar en productos medi-
cinales 1a clordfila mediocinal de lus cloréfilas comerciales
ais baratus usudas en Jaboner{a, aprovechands que 1la primera
posée fluorescencia roja, en tanto que ls dltica carsoce de
ella,

Muy abundante es la Mbliograrfia del conmportaziente de los
ageites, principalmente de oliva, & 14 lus ultiraviolets,

Como una oonclusidn sacada de todos 1os treabajos puede afire
BErse que todo aceite de oliva refinado presenta una fuerte

fluorescencia asul o eeleste, en tanto que 1las aceites virge-
nes y 4s¢ primerc presiln ocarecen de olla y 4an en chabio flude
resomaias anarillo-~verdosa ¢ azarillo-anaranjada, (Danckworts
Luainessenzanalyso, 1928; Radley y Granti Fluorescence Analym-
is in ultre-violet light, 1333,) —

P.Croner (Z. angew, Chen, 121, 1032, 1926) encontrd que
edAlentando aceites vegetales diversos a temporaturas superioce
res & 1502 0,, se produc{s en ellos unz Tluoresocencia arul &)
exponerlos a 1a lus de Wod,

A.0,Fassinl y P, De Cori (Ann, Chim. Applie, 19,46, 1529) |
observaron que aceites virgenes de oliva daban fluorescencias |
anarillas o anaranjadas y que por agregado 4o 107 de ageite de
senilla de sédsumo o manf{, la fluorescencia resultabva azul, Coe |
me on aceites virgenes ersa a veces rrojiss, peasaron que aceitos
refinados podrian ser coloreados oon clordfila natural para
provooar asf las onrecterfstioas de aceites virgenes,
1os pigmentos vegetales dan las sigulentes fluorescencias: olo-
rdfila, roja; earotens, verde tendiente a amarille; la zanté-
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£1la no posée fluorescencia,

comprobaron que ageites refinados o decolorados gon earbdn
animal, observados al espectroscopie, no 4aban 1a banda Qe abe
soraién reja caracterfstioa de 1a glordfila, y su fluorescencia
al ultravioleta ere asul, Uns pequefia oantidad de olordfila

y carotinoides agregada al aceite en solucidn de sulfuro a4e
earbono, que ere luego evaporado, haofa reaparecer las oarag-
terfsticas del mceite virgen, Ensayaron tanbién oclordfilus oo-
aerciales encontrando que no eren fluoresomtes, y qus por 1o
tanto no podfan utilisarse pars hacer pasar por virgen un adeie
te refinado,

A, Le Roy Glants ‘(Ind, Eng, Chem,, Anal, B4, 2,256,1930)
estudid espoctroscdpicanente aceites de oliva encontreands que
1a banda 10 ja era causada por la cloréfila y que ere indepen~
diente do 1a fluorescencia azul del aceite, For afiadido de ro-
oou ¢ carotens, puede provogarse en ol aceite la fluoreseencia
de los virgenes, siemdo confundidos oon ellos,

P, Provvedi (0111 minerali,olii grassi,ocolori,vernici 14,
121,1934) comprobd obeervando una serie de aceites de oliva
prensados en su presencia, que en todos ollos, sin exoepaidn,
faltabds 1a fluorescencia asul y oon 80lo decolorerlos con oare
bén animal aparecfs, Cita un trabsjo de R, Teue (L'Igiene Noe
derna 2,166,1934) que afirma quo ls fluorescencis asul pro-
viens de las vitaninas del aceite, y que en los Ae presién la
alorsrila enmascara. 1a fluorescencia mencionada oon 1a propia,
confirma Provvedi con sus ensayos esta hipdtesis,

Los d1tinos trebajos aparecidos sobre esta cuestidn sen
los de J, Guillet y colaboradores, quisnes llegan & oonglusiones
Que, oonsidero, oconfirman definitivanente todas las ohservagloe
nes anteriores,

Estudiaron la fluoresgencia de aceites de oliva (Ann, Fraudes
ot Faleif, 28, 75, 1935) y determinaron sus eapeoctres de absore
oddn, comprobands que 1a fluorescencia emitida por una ospa
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delg ada As aceits virgen posée bandas de absoroidn con las ai-
‘guientes caracterfetiocast

fuerte banda asul-violeta 3800 £ - 4600 A
aébil banda amarillo-verde 5100 £ - 5900 4
intensa banda roja 6400 &£ - 6600 £

Ea oaph mfs espesa se debilitan las bandas asul y amarillo-
verdoss, permaneciendo intensa la rojs,

Decolorado con adsorbentes ¢l aceite, desapareds la danda rojs,
80 debilita 1a anarilleeverdosa, y se intensifiocs notablensn~
%0 la asul-violeta,

Deduoen 46 las experiencias expucstas que en los aceites de oli-
va virgenes existen agrupacionos ohpaces de emitiy fluorescen-
ola asul, pero taabvién hay nigﬁutoo Que preexisten en ol asel-
te virgen @ que pueden haber sido agregados a seeites refinados
¥ reocoloreados, presentando Al espeoctroscopio bandas anaranja-
4a® y rojas que se superpousn & las Aol aceite! Adends estable-
esa que los pigmentos (alordfila, xantéfila, esrotene, eta,)

* Absorden netanente la fluorescencia azul del &sceits miamo, Al
modifiearse 10s pigrentos oon la edad del ageite, varfa su fluo-
resceola, 10 que explioa lus Adiferencias que se observan en
ouAnto Al color menacionads por los diversos axperimentadores y
que fizuran en la bMbliogrerfa,

Ia lus de Wod tiene utilidad en 1a clasifioscidn de aoceites de
oliva cono virgenes @ de presidn y refinados, unicasmente en el
0280 de observarse wna fluorescencia asul neta,(refinados)

Como se¢ hated observado, las fluorescencias citadas son
anarillo.verdosas & anarille~parde, y raras veoes anaranjadas o
rojisas, no permitiendo reconcocer 1a roja de la elordfrila, st
RO o8 nediante el espectrosoppie,

103 aceites Gerdes (aceites de oliva y aceites comestibles) es-
thdliados por nosotros, dsban ea algunosd oasos una fluoresoencia
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rosado-violécen en su superfiocie y amarillo-verdosa en ol 1f-
qQuido, en tanto Que otras veces superficie y 1{quido eran asu~
les, 1a observacién directa a la lus ultraviolets ne permitfs
1legar & la diferenciacidn do clordfila natural y elordfila ooe
meroial, agregada pare provoocar en el aceito el aspecto exte-
rior del aceite virgen o mejorar el color en aceites mal yefi-
2Ados, debido & que la fluorescencia Asul propia del ageite
ocubrfa 1a posidble fluorescenaia reja de 1la clordfila natural,
Ensayos sfectusdes oom aceites do oliva refinados (oon fluorese
cencia azul) a los que se afiadfa golucién etérea de olordfila
extrafda recientenente de ortigs pulverisada, dejando evaporar
ol disolvente, nos demostraron la impositilidad de peder descu-
brir medisnte este procediaiento la clordfila natural, pues solo
1a presencis de grandes cantidades se revelaba por una fluorese
sncia anaranjada o rojisa,

™ conoocimiento 4o que o1 nitrodbencends ors enpleado pare
eliainar fluoresoemaoias al efectunr determinacionses de efecto
Raman, se nos oourrid ensayar ol efesto producido al afiadir a
wm ageite con intensa fluoresoencia asul este ommpuesto ergénioo,
eomprobande que una pequefia oantidad ers suficiente para suprie-
air totalaente la fluwrescendia, E1 agregads de nitrobmoeno a
una solucidn etérea de olordfila, que presenta fusrte fluworese
senaia rojo-sangre, en oanbio, altera muy poco la misna, obscue
regéiendo algo el tono rojo,
gomprobanos entonoces que por afiadido de nitredbencens a un acele
te 00loreado por nosotros oon olordfils en 1a forma em que se
indiof anteriormente, el color de 1la fluorescenola original pre=
sente en 1a superfioie, vicifoeo-rosado, pasaba netazente a 1o 3o,
por pérdida de la fluoresoencia asul quo la acompafiada, -
Realisado ¢l mismo ensayoe oon aceite ocolore:do esta ves oon 0lo-
réfi1a comercinl, 1a fluorescencis original azul fuerte, se eli-
Bminaba presentando una débil fluoresoencia asul-verdoso obscura,
1a diferencia entre anbos ensayos era nets, 10 ocual nos 416 1la
seguridad de que un nétodo eladorado aotre estas bases debia per-
aitirnos 1a resolucidn del fin propuesto,
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El reconcoiniento de 1a clordfila por reacciones qufmieas se
vid aificultado por la carencia 40 reacciones carscter{sticas,
1A reagaidn de 1la fase parda, eitada ocomo tal, que consiste en
"agitar 1a solucidn etéres en la cuhl se inveatiga la presencia
de clordfila con una soluciéu 8¢ OHK ea alcohol metflico,

se produce oon extracto etéreo de ortiga, y en caabio, no la
da 1a solucidn etérea de clordfila comorcial, En efecte, 1a
primera da por agitaocién una coloredidn parda que al oaho de
unos minutos se ha transformado nuevaaents en verde Irillante;
1a clordifila comercial al ser agitada oon 1a salucién alonli-
BA RO sufre alteracidén, faltando el virejse,

108 ensayos que S0 efectusron oon Aceites oloreados, oon extrege
10 etéreo de oclordfila natural daban netaments la reaccidn, ¥
108 coloreades con ocomeroial reproducfan la resaceidn negativa,
En cambio al ensayar oon aceites de oliva verdes, no se obte-
ufa ys 1a rencoidn do 1la f£ise parda, indiocsndo posiblemente ale
teoraciones sufridas eon o1 tiempo en el pigaents; lo mismo su-
0edié al ensayar un aceite de pepita de uva verde, de dos afios,
En 1a parte experimental pondremos en evidencia que esta reac-
oidn no puede servimos pars 1a diferenciacién busocada,

Tanbién ensayamos alslar la olordfila naturel de aceites
verdes, para 1o cusl recurrimes primero a la adsorcidn solre
ocaolin activade, el cual decolora bhiem el aceito,
1a cloréfila adsorbida sobre este material no presenta & 1a
1us de Wood su fluwrescmaia roja, Se tratd entonces de elinin
RAr 01 aceite qQue recudria al adsorbdente, comprobéndose que toe
dos los disolventes del miano llevadban nuevanente & solucidn
1a cloréfila adsordida, siendo imposible por este eaming la pue
rifioacién,

8o ensay$ extraer 1a clordrila del aceite por agitacidn
oon soluciones de £cide clorhfdrico de distintas concentracioe-
nes, dasfndonos en el fracecionamiento £cido seginm Willsthttex
¥ Mleg Qe soluciones etéreas de dlordsfila (Xlein: Rendbuch der
Pflansenanalyse,1932; véase también pig. 3) y en 1a separsocién
de protoclordfila del aceite de sapalle, segin Noack y Kies-

/
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1ing (Lisonhr, £, physiol, Chea, 193, 97,1930),
No se 1legé & resultados satisfactorios, ya que la eapa folda
resultd incolore en todos los oasos,

Taabidn se #studid ol compertaaiento de la olordfila fren~
te a 1a saponifiocscidn, bus-dndose posidles diferencias oon la
clordrila oonercial, pere e sucedc asf, s imposidle separar
por saponifioncidn la olordfila del jJaddn formado; puestos luew
8® los £0idos gresos en libertad, mantienen disuslta la ¢lord-
fila, 1a diferenciacién & 1a lus ultravioleta de estas solugloe
nes taapooo se logrd,
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En todos 1os ensayos que 8¢ realizaron utilisando aceites
solorezdos con clordfils maturel, éstos se wopcurém ingorporan-
4o o1 omlorante en solucifn etdrea y eliminando el disolvente
por evaporacidn al aire, La clordfila se sxtrajo de hejas de o~
tiga finanmente pulverisadas, salaxando oon éter em un mortero

y filtrands 1a solucién as{ obtenida,

1a elo;*‘éru. conercial taabién se incorpord al aceite em
forma de soluciin etésea, Presenta Sata un oolor verde més asu-
1840 que el de 18 clordfils natusal,

Observadas 1as soluciones etéreas a 1a lus de Wod, 1a de alo-
réfila natural presentsa una intensa fluorescencia o jo-sangre,
avn en soluciones muy débilmente coloreadas; la clordfila ocomere
clal en canlio, #0190 posée una muy 4ébil fluorescencia azul
obacure,

Realisando ocon 1as soluciones etéreas 1la "reacaidn de la
fase parda®, agitando un volumen 4¢ las mlsans oon otre isual
de una solucidn de OHEK (30%) en aloohol metflico, la cloréfila
vire a4l pardo, volviendo & dar 4l oado de unos alnutos sna co-
loracién v&‘do intensa en 1a oapa inferior de OHX metflico,
1a clordfila comercial no se modifion al efectusr esta reacoidn
on 10 Que a su oolor se refiere, pero tanblén pass & colorear
1a copa metflics, dejando en o) $ter una 46811 ooloracién asul
verdosa,

Aceite de oliva ocoloreads oon las soluciones anteriores,
o una intensidsd d¢ colsracifn semejante & la de los que se
encuentren en ¢l comercio, presentan las caracterfsticas que so
indican en e} Cuadro I, donde la ooluans titulada -Color- se re-
fiere al del aceite visto & 1a lus del 4fa; las fluorescencias
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son 1as obdservadas en 1a lémpare Hanau de lus ultravioleta,
significando - € « la fluorescendcia observada en la superfi.
cle del 1{quide contenide en un cristalisador, = M - 1a del
menisco observando el 1fquido lateralnente, y = L = 1a fluo~
rescendcia (f) o ‘6:1:»:- (s) del lfqmdo en su parte inferior,

SUADRO X
Acelte Coleor Fluoresoenaia
1 | -

A.~ acelite refi- amarilie asul azul onleate

nado de o0li- lechosa

va, ain oo0-

loreayr
B.» Aceite refi- vyeorde violeta violeta verde

Rado de olle anmarillentd lechosa lechosa ‘aparillients
va, con oloe
rofile nitu-

. Tal agragads
C.» 8ceite refi~ verde azul oelente verde
nado de 0lie agulade violdeca lecghoss

"’ aon 010.
réfila oomere
clal agrecada

Efectusds 1a resceién de 1a fase pards con 108 hceites B y €
dilufdes previanente oon igusal volumen de $ter, la muestra B
da reaccidn positiva, en tanto que 31 ocolor de @ no se altera,
Como 8¢ Observa, en este oAso o8 posible &iferenciar mediante
osta reaccilén la clordfila naturel agregada, @e la cloréfila
comercial, Sin eadargn, oon Aceites del comercio verdes, en los
suales se somprodd por el método que indicamos nfs adelante la
presencia de clordfila matural, 1a reaceldn falla por cuanto nod
se produce el oaracter{stico virajo al pardo, sino que direce
tanente se colores la oaps netflica en verde,

El nismo reeuliado se obtuvé tamdifén oon un aceite de pepita
de uva verde, en ¢l ocusl se sabfa con toda certesa que existfa
olordfila naturel, La falla de la reacoidn se dede & qQue fata
solanente se obtiene oon la clordfila inalterada, y probables
mente por el envejecimiente han 4e producirse alteraciones en
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o1 pigaento,que impiden 1a reacoidn,
11, Preparacidn de complejos de clordfila con codbre ¥y olng.

con el objeto de emplear en nuesiras experiencias ooloran-
tes de ocomposioidn eonocida, se prepararon ¢omplejos de colwe
y oino, utilisando un nétodo semejante 8l o Wllstltter y 8358~
berg (2, physiol, Chea, 138, 171, 1924),
Estos autores disuelven feofitina en cloroformo B afiaden £cido
acético concentrado & esta solugidn, evaporando ol disoclvente
al misno tiempo por vacfo, luege forman el complejo agregande
una solucidn acuoss del acetato metflioco correspondients y le
precipitan directanemnte por dilucidn en unos omsos, @ Mem, 6a-
1ientan 12 s0lucidn acética de feofitina con el acetato, dilue
yondos y precipitande luege,

Nosotros hemos utilisado una solucién etérea de clordfila,
obtenida por extraccidn en Soxhlet do 60 g. de hojas de ortiga
secas, finamente pulverisadas, que vertinos enm 100 e’ de £cido
agético, E1 color verde intenso de 1a solucién etérea vire al
pardo oliva por perder la meléculs de cloxéfila en medio £cide
su £tomo de magnesio, pasando a feofitina, 8s evapord el éter a
bafio-marfa, afiadifndose entonces 20 > de 1s solucidn del ace-
tato al 45 y oalentando a continuacién durante 15 minutos & bLa-
flo-narfa, Al afiadir las sales Qe colre y clne se ohserva inmedise
tazente que se producen intensss w1518 ciones verdes, por formae
cidn del compleje metflioco cobre-feofitina @ eine-feofitina rese
pectivanente,

80 precipitd el conpuests metflioco forande por dllucdén oon 15 oa3
40 agua, filtrendo después 4e 24 horas de reposo,

8e purifiocsron 1os compuestos metdliocos redisolviéndolos en éter,
paséndolos nuevamente & 50 e’ do £cido acftiso glacial, evapo-
rendo el Ster y afisdiendo 5 om’ de la solucidn del acetato metd-
11co, calentande 15 minutos & bDafio-marfsa y precipitande por ai-
lucidén oon 20 am’ de agus, filtrando después de 24 hores de re-
poso, ‘

108 precipitados una ves secod, adquieren consistenocia pastosa;
tienen 0010r verde obscuro negrusce, oon reflejos azulados,
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En solucidn stérea ol de colre tiene un hermoso golor verde
szulado, ocoincidiendo todas sus caracter{stiocas oon las de¢ las
oloréfilas comerciales, E1 compuesto de cinc presenta en éter
oolor verde, Observadas las soluciones & 1a lus ultravioleta,
1a colre-feofitina emite una muy Aédil fluoresoencie azul, en
sambio 1a cinocefeofitina una fuerte fluoresoendala roja,
Dosanos en las cenisas de ostos compuestos el metal: ol cokre,
por colorimetrfa del color asul formade oon NH, ¥ el cine por
ol método gravinétrdoce de Spacu-DAck, precipitindolo al estade
-de sulfocianure de oine ¥y piridina, Que se sech y pesa,
Obtuvinos les siguientes resultados;

sobye-feofiting Sine-feofitine
eenisas £ 1,13 eceizas % 1,19
cotre £ 0,66 adng £ 0,29
0Cu £ en las cenisas 67,8 oEn £ en las semiszas 30,3

Bstos ocompuestos son los que hemos unlfzm | todas nuestras
expsriencias, oonsiderdndo .‘qm contienen colere ¥ aine feofitina,
sungue no oolnocidan sus anflisls oon 108 de los produoctos puros
obtenidos por Willstitter y 8i8berg partiendo de foolfitina,
Hemos Dreparado taabifm complejos de cobre y clordfila, ¥
de oino y oloxdrila, utilisando procedimientos conpletamente and-
10go8 & los que 80 enplean industrialmente em la fadriocacién de
clordfilas ocomerciales, Procedimos asfy
%0 g. 4e hojas de ortiga pulverizadas se colocaron eu el Goxhlet
afladiendo una solucidén concentrada de 0,5 g, de 80,0u,%H0, exe
treyendo luege ocon aloohol etf1ico de 808 hasta agotar el proe
ducto, 8¢ obtiene asf una solucidn intensaaente coloreads verds,
que observada & la lus de Wood presenta una 4ébil fluoresoemcis
r0 jo=vinosa, muy distinta de la que presentan las soluciones pu-
ras de clordfila en aloohol, Se afiadieron A la misma 50 o’ de
aeun. y se detild 8l alochol al vacfo, Entonges se extiajo oon
bensol el precipltade pastoso que se fornd, separando en esta



19 «

forma 1a "clorsfila comercial” de otres productos extrafdos
por el aloohol,
1a solucidn en bensel, de un hermaoso color verde asulade, pree
senta una aébil fluorescencla arul, observeda en 1a ldapara,
Su oomportamiento respecto a la reaccidn de ia fase parda es
fdéntico al de 1a clordéfila oomercial,
Evaporado ¢l densel, se odtuvierom 1,33 g, 4o un producte de
econsistencia cérea,

Del mismo modo se Frocedis afnadiende 0,5 g, 80,Zn,7H,0
obteniéndose 1,48 g,
Ias carsctorfsticas de oolor y comportamientd & 1a lus ultra=
violeta de los ocompuestos metdlicos obtenidos por ol segunde
procediniento, coineiden totalmente ocon 108 anteriores,

Se analisaron clordfilas dol comercie, encontrando que
todas ollas son alprieas y su contenido en metal muy bajo, o0e
ne puede apreciarse eu ol siguiente cuadrog

eenizas % cotere £
elordfila comerclal Merck 0,64 0,11
cloririla comercial Schering 0,22 0,16

elordérile comerdial - 0,63 0,20




vado que ol afiadido de unas gotas de nitrodbenceno s aceites ree
finados sin coloroar, tenfa por consecuencia supriniyr totalmen~
te 1a fuerte fluworescencia asul que los caracterisa, "

En todos 108 ensayos que desaridiremos s ocontinuacisn se
procedid de la sigulente manerat la solucidn cuya fluoresdencia
ora estudiada, se colocabas en aristalisadores de vidsio ne fluo-
rescente, en 1a cimara de la limpara de lus ultravioleta Hanau
oon filtre, que permite uniocanente el pasaje do radisciones de
longi tudes de enda menores de 3650 £, (lus de Wood)

Observada asf 1a fluworescencia directsa, el nitrobencemo ere
afiadido por gotas, agitando con wna varilla para disolverlo,
‘108 resultados obtenidos oon sceites coloreados fueron
los sigulentest al eliminar el nitrodbencens la fluworesoencia
azul-gelenste propia del Sceite, se ponen en evidendla las fluoe
rescencias rojas de 1la olordfila natural y &el ocoamplejo cinee
feorifina (olordfila ofncica), desapareciends t0ds fluoresom~
oia 0 qQuedando tan 8010 una muy débil Azul-obscure en presencis
de oolre-feofitina (clordfila aipries),

" Estudianos primersaente ¢l ocomportaaniente do soluciones
en éter de los diversos colorsntes que emplesnocs luege ea 1os
hceites,
Oonprobamos asf{ que, si bien el nitrobencends tanMén dedilita
1as flwrescencias rojas, en oandtie elinmina rdpidamente las’
asules, Xl nitrobenoeno desempefia @l papel 40 un filtro para
las rediaciones excitadoras, oomo »se pudo comprobar interponidéne
d40lo en capa delgada entre la ldapare y un cristalisador oon
un aceite de oliva refinade, cuya fluoressencia azul-geleste ine
tensa es eliminada, Esta técniea que hublera podido adoptarse
en t0dos los casos, N 1la encontramos sin eabarge conveniente,
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pués el afiadir el nitrobenceno por gotas tiene. la ventaja de
poder graduar 1a adeorcidn, variando 1a eantidad del nmismo,
Transcridimos & continuacidn en el Cuadro II les variaciones
observadas en soluciones etéress de los colorantes

\

SUARRO _1X.
8ol,etérea N, B, Fluorescenala
2 o ] M L

Clordrila O % Yo Ja-anaren jada anaranjads
natural p { roja de 14, i4.

b | 14, 14, i4.

s 14, i4, e, verde

10 rojo obscure roja id.

15 14, 14, 14,

20 14, i4, ia.

25  las fluorescencias ys no sufren modificacién
Clordfila 0 fm]i;mQ asul-verdosa asul-verdom
comeroial 1 4, debilitada 14, 14,
Schering 3 14, muy 4aéml 14, ¢,verde asul,

S id, ia, 4,

10 prédctiocamente sin fluoresoenacis
Godbre-~ s l-verdosa azul-verdasa asul -verdom
feofitina 1 . BAS Obscura i4, id.

3 14, muy aénil azul -0 bacure e.verde asul,

b 14, 14, 14,

10 pdotieanente sin fluorescenaia
cine- o reio ladrillg rojo ladrille rojo ladrille
feofitina p § ‘ id, 14, 14,

Y roia 14, ¢. verde

. 14, mis obsgurs roja . ia,

10 r0JO obscure 14, id,

15 id. id, 14,

20 14, ia. 14,

25  las fluorescencias ya no sufren modificacién

Ias oifres de¢ 1a columa N, B, indiean las gotas de nitrobenoceno

afindidas & 20 om’ Ae 1a selucién en examen,

En 1a dltima oolunna 18 « ¢ = indies color de la oapa lfquida

inferior al menisco, sin fluorescencis,

En todos los cuadres se han indicado los tonos &e los ¢olores &e

fluorescencia que prevalecen, noxbréndolos primere, por ejenplo

asul-verdose (tono mnfs asulado), verde-asulads (tono nfs verde),
cono se observa es perfectancnte posidle eliminar fluorese

eoncias azules, en tanto que las rojas persistem,

/



e 20 -

Realisamos anflogas experiencias utilizando sceite 4o oliva
refinado, pare cét.m&m 1a cantidad de nitrodencend neoesa~
ria pare 20 3 ,

108 resultados estén repressntados ea el Cuadro III,

CUADRQ 11X.
Aoeity N. B. Fluorescenacia
(20 cmd) _(motap) | N L -
refinado 0  asul-violdcea csleste ledhosa oceleste le-
anarille S azul debil i4, chosa
4 L 14, 14,
5 14, 14, id.
7 violfcea azul geloste— @, verde
9 14, aém} 14, 4aév1l 14,
12 14, n\q adm Blanoo verdoso 14,
15 4. 14, 14,
20 14, eeleste muy 4éd, i4d,
25 priéocticamente sin fluorescencia
oon 0 violeta lechaosa violeta verde
clordfila 3 violeta pirpure 4d.lechosa 4éb, 14,
natural 4 violeta rojisa violeta rosada i4.
agregada 5 . i4d, 14,
7 rosado-violéeea rosada s, verde
10 rojisa mrmiuu 14,
12 roja 4. i1a.
15 i4, 14, i4,
20 0 jo obscurs 14, 14,
con o asule-violdocea celeste lechosa geleste
olordfila 3 asul-violdoea 14, verdosa 14,
comercial § 14, dedilitada 14, 9, vorde
agregada 7 azul gsleste verdoss i4,
10 ia 14, 14,
13 azul muy aémn 14, 14,
20 14,0hscuro vorde-axulado ia,
aén,
oon 0 aeleste celeste verdosa oeleste verd,
gsobre~ 3 azul seleste lechosa ¢, verde
feofitina § 14, 14, id,
agregada 7 14, nfs odecuro gceleste verdosa 14,
10 14, . 14,
12 agul obs, A8N1] 14, 14,
15 13, muy aéml 14, 14,
20 14, 14, id,
2§, rPrdcticanente sin fluorescencia
oon (+] ﬂﬂ:}a lechosa verde lechose verde lechoss
cinoe 3 14, aéb,rojisa lechoso violdces @, verde
feofitina o] i4d, 14, 14,
agregada § 14, nfs odscure 14, 14,
p 1 violeta r«jiza obs, 14, i4,
12 rojo violhoes violeta rojisa 14,
15 14, id, id,
20 id, 14, 14,
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Se observa en el ocuadre que por afladido de 20 gotas d4e nitro-
bencens & 20 en’ del acelite on exanen, se logre elinminar price
tiesaente en forma completu 1la fluoreseencia azul propis, poe
niendo en evidencia la roja 40 la clordrila, sn ouse de existir
on ol acgeite, como asf también del complelo 4o aclno~feofitina,

4 olondfila efnglam,

Dalo qu-~ anbes oolorantes rosfen fluorescencia roja, aungque
de distinto tono, por aser el ée 1a cino=leofitina alge mis violde
000, nsayamos transformar 1a oclordfila natural presente en el
aceite en su Qerivado olprico, buscando realisar esta tronsfore
nacln medionte un tratsniento suficlienteunente suave pare no ale
terar la cing-feofitina, de nodo que en presencia de una fluores-
omola roja en ¢l aceite en examen, si é#sta se perdfa despuls
del trataniento con cobre, el acelte contendrfa olordflils; si en
canbio 1a fluorescencia reja subeist{a, sec tretarfa de cino~feo-
fitina,

Estudiamos 1lea ocondlici-nes pars formar el derivade oiprioce
utiliszando acgelite de oliva coloreado con el extrasto de ortigs,
Por calentamiento de¢ 5 o’ de dicho aceite ¢on uneos mil{grenos
de acetato de cobre sdlide hasta una teapersture préxima a 1a
de ebullicidn del aceite, mantenida dursnte 5 minutos, se inten~
sifion notablemente ol oolor verde indioando que hay reacsidn,

I 1a aisan forma se tretd o) aceite amarillo sin colorear pare
onfimmar que ol oobre reaceiona oon 18 ¢lodfila y no oon los
£cidon gresos, X1 aceite amarillo pasa & tomsr una ooloracidn
parda, las caracterfatieas que presentan & la lus de Wood, obe
servando el aceite contenido en tubos de ensayo, son las siguien-

tons

‘aool ! ::ior formado por N, 8.1 Fluorescenala

Af temiento gon Cu  (rotap

) 0 celeste

olordrila parde 4 azul verdosa

oon verde 43ulade 0 azul violdcea
clordfila brillante 4 ylolets roiiza obsours
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Bs evidente que en este forma 1a reacocidn no llega & ser somplee
ta, pués subsiste en parte la fluorescencia rt;ja, por lo que
onsayamos calentando 5 e del aceite verdo con S on’ de £cido
ao‘uco glacial y unos milfgrancs de acetato de cobre a reflujo
dwto 10 minutos,

Kl aceite que contiene clorsSfila toma en estas condiciones una
intensa coloraciin verde; el aceite no coloreado pasa & un oo«
lor amarillo sucio, demostrendo definitivaments Qque el cobre no
actia como han supuesto Algunos autores para forsar sales de
£oldos grasos dedido & los cusles @e intensifiosrfa ol color
del ageite, (D, Ponti - Boll, chim, farm, 72, 953, 1933)

8o procedid a decantar 10s aceites y lavarlos con agua hasta
eliminar su acides, observando entonces s la ifapare;

aceit K.B. Fluorescencia
(4 om’) {gotap)

oon clordfila 0 rosada violdcea lechoss
no tratado oon

cobre 4 reja

con olordfila 0 eeleste verdoss
tratads oon

ootre 4 agsul verdosa obsoure

En este forma se consigué pués la transformacién totsal de la
slordfila en su derivado afprioeo,

Efectuando en iguales condiciones la reaceidn entre un
aceite coloreado con clordfila y wnes milfgramos de acetate de
cine, se forma el derivado de dicho metal con las sigulentes
saracetristionss

aceite oon clordfrila cfncloa

S2lor formado HN.B, fluorepqencle
verde drillante 0O violeta leahosa ,
amadrillento

4 payrdo ligeranents rojise

Estudiamos entonoces las ocondicionss necesarias pare la transe
fomacién del derivade de oine en el de ocolre,
Para ¢llo formamos en un aceite el derivado de cino, calentande
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10 on¥ de aceite oon clordfila, & reflujo ocom 10 on’ de £aldo
acético y acetato de colne, Se forma de innediato wn gompuesto

de 00lor verde intenso, Decantado y lavedo el acelte, lo divie
4inos en dos porcioness 1s primers (A) no se sometis a otro tre-
taniento y constituye aceite coloreado oon dno-foériuma 1a
segunda (B) fué eanlentads & edullicidén oon dolde aoétios glacial
Y &cetato de colre, decantada luezo y lavada, IA coloracidn no
8¢ alterd notadlemente,

0001§0 N.B. Fluorescencia
) (g0 1 —L —_
A 0 vieldoea verde oliva
4 rojs verde olivae
» (4] asul vorde obscure
4 azul afmil verde obscura

Se ebserva netazente que en estas condiciones el derivado de
¢ing se hi transformado en ol de colre y por consiguiente no aume
plen nuestros propdsitos,

8¢ tratd entonces de encontrar un tretamiento suffciente-
mente suAve que transforuase en derivado aiprice la olordfila
natursl pero que al mismo tienpo no nos &lterese 1a slordfila
cfaciea, con 1o cual dispondrfamos de un ensayo analftioco para
diferenciar ests \ltima de la clordfrila maturel,
A tal efecto reslizamos primeramente ensayos oon una soluciém
etérea de cino-feofitina, cuya preparacién hemos descrito ane
teriornente, (Pig, 17) y paralelamente ocon solucidn etérea de
cloréfila, adicionando £cido acético y S gotas de una solucién
de aocetato de oolre al 4%, abandonando la mescla en frio duran-
te media horas

R

fluoresomolias

1 o> sol,etéresn +1 m’ ac,a0étioo i¢3 sol,etérea +1 o’ ae,
AL AETORE40 4 QORTe S.goLas sol.iories

cloréfile natural

10 jo sangre intenss vordo asulada
elordfila cinclies

rojo ladrillo intensa roje ladrille
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Basfndonos en estod resultados satisfactorios, ensayanos este
método con Aceipens 1 on> del aceite de oliva coloreado se agie
té oon 5 am’ de dcido aocétioo glacial y 3 gotas de molucidn Ae
aocetate ao~ cobre a1 4%, dejando decantar y oheervando luego &
ls lmpare ¢ lus ultravioleta, directamente y después de afiadir
4 gotas de nitrodbmomme

aceite fluorescendcia
goloreado ocon OADA superior eapa inferior N, B.

olordfila naturel
sin afladir gohre violeta lechosa rojisa aédil roja obhe,

tratado por ocohre violeta lechosa verde verde
slordfila ofnciea .

sin afiadir oobre celeste gris violdoea
tratado por colse gelente gris violdgea

Venos Que o8 en o) £cido donde se producen modificaciones (ocapa
inferior), variando notablemente las earacterfstieas de fluorese
cmacia de 1a clordfila naturel, peroc permaneciendo inalteradas
1as 4e su derivado de oing,

0on el objeto de evitar la formacidn de dos oapas 1fquidas
se enoontrd mucho mis conveniente modificar el método reduciens
40 & 8010 unas gotas 1a cantidad de £cido aocftios, y someter la
mescla a un Weve calentamientot
& tres am 4ol aceite verde en examen afiadimos tres gotas de
una solucidn al 0,1% de acetato de cobre en £oido acétioo gla-
clal (Reactivo afprioco), agitando y ealentando 10 minutos & 1003¢
on bafic-narfa; paralelsaente se efectud un ensayo con £cido
aeétioco pure, odteniéndose las sigulentes fluorescencias obeer-
vadas en presencia de nitrobenceno afladido en la proporeidn

de una gota por c-’ de aceite

aceite ocoloreado treatado con fluoreseencia ohtenida
oon { N.B. )

olorérila natural £cldo aocético rojo odbscura

reactivo qiprioco asul verdosa odscura
clordfila cfncioa &ocido acético rojo obscura

reactive adprico rojo obscura (algo més ded,)
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gonfirmamos que en estas condiciones en ningun easo podrfa lle-
@ar & producirse una variacidn en la fluorescencia del compuesto
de oing, pués se calentd durante media hora & 10050 oon el ress
tivo ciprico el aceite adicionado de uinc=feofitina y oompard
oold en t0dos los oasos anteriores oon uUn GNSAyO testigo efeoe
tuado oon &cido aoético pure

aceite coloreado con clordrila cfacica tretade oon

reactive alprico (N,B.) f£1, violeta rojiza ehscure
dcldo acétioo (¥,B.,) 1, vicleta rojisa obsours

Repetidos en serie los ensayos que anteceden oon aceites oolo-
reados y comprobados los resultados, proponeaos el sigulente
nétodo definitivo pare el examen de los pignentos verdes de loe
aceites de oliva y ocomentibles

METODO DEFINITIVO.

Se ocolooan en un aristalizador de vidrio no
fluorencente 20 aa’ 40l aceite verde en exanen, se afladen 20 go-
tas 4o nitrodenceno y se mescle oon unA varilla, ebservando en
12 olmara d¢ la LUimpara do lus ultravioleta las fluorescemcias
enitidas por 1a superficio y el menisoco del 1fquido,

Una fluorescencia asul-verdosa dédil indioca la presencia de
Qlopdfile comercisl wipries,

81 la fluorescencia es 1oja 0 anaranjada, se procederd al si-
gulente ensayo para diferenaiar alorsrila natural de clordrila
ofnclost se 00100an en 408 tubos de ensayo Ay B, 3 e’ del aocele
te} al tubo A se afiaden 3 gotas del reactivo afprioce (selucidn

de acetato de codre al 0,1% en £cido acétioo glacial) y al B

3 gotas de £cldo acético glacial, calentdndolos 10 min.tos & 1002C
o baflo-narfa, Se agregan dos gotas de nitrobenceno sm oada uno, -
se mezola 7 se edserva & la 1fmparat fluorescencia verde-asulada

on A ysrojs en B indica glordrila natural; fluorescencias 1o jas e
violdoens iguales en A 7 B indioan glordfils cfncios,



o 28 -

Aplicando este procsdiniento han sido estudiados todos
108 aceites que figuran mds adelante,
Damos & continuacidn 1os resultados del examen de¢ 408 aceites
vi{rgenes de¢ oliva, sometidos dnicamento después de prensados a
un lavade oon agus,
La muestrs N1 proviene de ageitunas maduras fresocas, prensadas
innediatanente después de cortadas § molidas; la muestra M<2
de aceitunas maduras secadas sl aire, molidas y prensadas,

CUADRQ _IV.
Ageite de oliva ylrmen,
Procedencias Alnogasta,~ Catanarea,
Acelite Oolor K, D, Pluoresoendcia
i )
nuestra sasrille O violeta rojisa amarillo claro lechosa
10 14, obecuro anuranjado rojisa
) L3 | 20 14, obscuro anaranjado rojiss

muestre anarillo 0 violeta rosada anmarillo verdosa lechosa
verdoso 10 rojo obscura anaran jado ro jiza
N2 20 rojo odscure anaruan jado rojize

Ensayo con ol reactivo ofprige,
Acelte Oolor formado Fluorescencia directa JFi, oon nitrobencene

auestra N2 1

tubo A verde azul-verdosa lechosa verde azulada ods,
tubo B amarille violeta rojiza lech, violeta rojisa ods,
avestra N2 3

tubo A verde intenso asul-verdoss lechosa verde asulada obe,
tubo B amarilloeverd, rojo-violdceo lechosa rojo chocolate

8¢ obsorva que el método propuesto es muy sensidle, revelando la
presencii de pequefias ocantidades de clordfila, tal como sucede
e 18 muestra NS 1 de oolor amarille,



SUADRO X
Exanen 4o sceltes de ollya ameriliog
obtenidos en el cowmercio,
Fluorescencia -
Acelite color airecta oon nitrobonoeno
8 a_ ) &
nuestra N2 1 amarille asul violdcea geleste
fuerte
mueatra K 2 saaarillo celeste violdaea geleste
1ig, verdoao
muestre K2 3 anarille eelerte violdcea eeleste
avestye N2 4 amarille asul violdoea celeste
guestra N2 8  amerille asul virldoon verdoss
muestra B ¢ amarillo asul violdagea violdoea
. lig,verdoso ralire aeb.rossds
auestre X-= 7 amarillo asul violdcea gelente
rolize
Ensavyo oon el reactiyo aimmeo,
Acelde Color formado FMudrescencia direata Fl, con N, B,
nuestreas N3 1.5 ne contienen alordrils natural
tudbos A amarille geleste lechosa asul obsoura
subos B anarille 9elente lechosa asul obacura
avestra W2 € sontiene oloréfile natural
tudo A verde clare asul-verdosa asuleverdona
- brillante lechosa oODS cCUre
tubo B azarille vidlfcea roiada )
lgchosa obeoure
nuestra N2 7 contiens vestigios de oclorsdfila natural
tubo A snarille 06leste Asulade azul-verdosa
verdoso obs cura
tubo B anarille celeste muy pardo violdceo
dedb,vicidszeo Lollse

Las muestras BT 6 y 7 de acoites de oliva anarilleos contienen
pequefias cantidades de clordfrila,



CUADRO V],

Ixamen de ageites verdes de oliva y otrog,

— Fluorescencia

Aceite Colox directa oon nitiobenceno

g g M

) L3 § verde rosada roje roja

oliva anarillento violdcea

N2 2 verde rosada roja roja

oliva fuerte violdcea

N2 3 verde geleste roja roja

oliva amarillento obscure

RS 4 verdo rojisa roja rojs

oliva pardus o

N2 § verde rosada roja rejs

oliva oliva violdces obscura

li16 verde rosada roja roja

oliva obscure

NS 7 verde gelesto violéoea verde

oliva amarillenta

N- 8 verde agul violdces asul
oomestidle claro

X2 9 verde celeste asul azul

oliva fuerte verdosa
21® verde ocelesto asul verde
comestidble muy claro obs ,deblil asulada

N211 verde agul asul verde
comestible asulade violdcea obg.debi)l azulada

N212 verde asul azul verde
comestidle azulads violdgea obs.debil azulada



Insavo oon el reagtivo qivrieo

: Fluorescencis
0olor formado directa oon nitrobenceno §loydfila
ubo A verde purvo vordo asulada asul verdosa
patural
tubo B verdo oliva anaranjado o Jo sangre
rojiza obs cura
tube A verde pure coleste vord, azul verdosa
patural
tabe B verde onvz rojo chooolate
violdoea obscure
tube A verde pure verdo celeste asul verdosa
tudbo B verde oliva rojo violéeea
ampariliento violdoea obs oura
2ubo A verde puro veorde asulada azul verdosa
obs cura patural
tubo B verde oliva anuranjado rojo sangre
rojisa
tudo A verde pure verdoe asulada asul verdosa
obscura patural
tubo B verde oliva anaranjada rMjo sangre
rojisa
tubo A verde puro verdo azulada asul verdosa
obe cursa natural
tubo B verde olive 1 Jo chocolate
violdgea 9bacure
Wbo A verde celesnte asul odecura
brillante lechosa Sories
tubo B verde celeste asul ebsoure
drillante lechosa

:
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Anslisada una serie de ageites verdes, enocontramos que ocontienen
elordfila natural ¢ clordfila ommercial alprioa agregada, no
utilizéndose en canbio olordéfils cfncios, 1a cusl no se oonsie
gue em ¢l omerocio,

IA fuerte intensidad de ooloracidn de 1los aceites verdes
de olive indion que se Srata de ageites oDtenidos por extrece
oidn oen Aisolventes de tortas de aceitunas prensadas, pués s
muy superior dicha intensidad & 1a de 10s aceites de presidn, que
son amarillos ¢ ligeraaente verdosos,
En muchos de 108 aceites estudiados se pudo oomprobar 1a pre-
sencia de restes del 4disclvente, efectuando 1la reaceidn do lauro
pare revelar vestizgios de 8 procedentes 4o 8.0 (JamiesoniVeget-
able fats and oils, pég.99), onlentando S om> del aceite a 15020
durante 10 minutos oon 0,02 g. de bensoato de plata, produciéne
dose un ennegrecimiento,

BESIMEN

1, 8o estudid un método que pPermito efsctuar 1a diferenciacion
do cloréfila natural, clordfila aipriea y clordfila efnoi-
oa en soluacidn de¢ aoceite,

2,- 8¢ propone un método basado en 1s eliminacién de una flue-
rescencia mediante 1s incorporscién de uas sustancla orgéni-
oa, fendmeno conooido pero no utilizado analfticamente hase
A 0]l presente,

3.~ 80 comprobd quo 1a reagoidn de la fase parda, caracterfstica
do 1a olopdfila natural inalterada, no puede ser. utilisada
pare su investigaocidn en sceites,

4.~ 8¢ estudiuron las oaracterfsticas & 1a lus ¢¢ %Waod 4o ajeites
anarillos y verdes del conerdio,

S.~ 1a presencia de¢ grandes cantidades do olordfila naturel en
aceites de oliva puede indicar su obtencidn mediante extrece
elén con disolventes de tortas de aceitunas prensadas,
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