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kesumen de Tesis

Cscar Corneli- 1959

Se ha determinado, por métodos fisicos y/o quimicos, el contenido
de provitaminas A y vitaminas a4, Bl, B2, Bé’ C, Dy rP de cinco especies
de algas del litoral atldntico argentino: lacrocistys pyrifera, lessonia
flavicans, lessonia fassia- pardas- e Iridea laminaroide e Iridea corda-
ta -~ rojas- numeradas respectivamente I, I1, III, IV y V.

Las muestras corresponden a cosechas del periodo Farzo-Abril y nan
sido secadas por exposicidn al aire, a la sombra, en el lugar de su
recoleccidn.

n la Introduccién (parte I) se ha dado una idea general de los con-
ceptos elementales necesarios para la comprensién del trabajo y de las ra-
zones que 1o motivaron; y una relacidn somera de los antecedentes sobre
el tema.

En la Determinacién (parte II) se ha hecho, para cada vitamina, un bre-
ve resumen de las propiedades bioldgicas, fisicas y cuimicas que las
caracterizan; del panorama analitico en general y de los métodos utiliza-
dos.- Estos Ultimos han sido tratados con mayor detenimiento, y se acom-
pafian ademis de una descripcién detallada de la téenica, cdlculos, resul-
tados y comentarios.

los métodcs utilizados son los consagrados por la practica analitica
corriente, excepcidén hecha de la vitamina D sobre la cual no existe aln
un criterio definido en cuanto a su dosaje gquimico.

Se ha determinado el contenido en vitamina A por colorimetria segun
la reaccidn de Carr y Price, y espectrofotometricamente; en ambos méto-
dos la determinacidén sigue a la saponificacidn y extraccidén etérea el
insaponificable.

la conccrdancia obtenida entre los dos métodos fué satisfactoria.

Ios resultados obtenidos fueron:

I 11 oI v v
:étodo colorimétrico 94,3 53,6 52,8 32,6 28,7 U.l./gr. ann.
étodo esvectrofotometrico
In el método colorimétrico se efectud una lectura adicional para eli-

Tl ttens: 1610



minar la influencia del color producido por los carotenos, cuyo valor
fué desvreciable.

En el método espectrofotométrico se descontd el valor de la absorcidn
de las interferencias por destruccién fotoquimica de la vitamina 4 (irra-
diacidn con ldmpara de mercurio).- intes de la irradiacién los resulta-
dos obtenidos segin la férmula de Morton y Stubbs fueron negativos, lo
cual pone en evidencia la eficacia de la técnica de irradiacidén destruc-
tiva de Demarest.- la mayor interferencia se encontrdé a 310 m /u en to-
dos los casos.

Se ha determinado el contenido en provitaminas A colorimetricamwente,
por el método de Guilbert, segln una modificacién de Peterson; los caro-
tenos se extrajeron con Skellysolve, previa hidrdlisis alcalina; la in-
terferencia de las xantofilas se elimind por extraccidén metandlica de
las mismas..- los resultados obtenidos fueron:

I 11 IIiI v \
3,0 1,8 9,3 0,3 1,1 megr./gr. anh. como f-caroteno.

Para las muestras I y I1I sobre todo, los valores obtenidos difieren
de la apreciacién de carotenos hecha por lectura residual en la determi-
nacién colorimétrica de vitamina A.- Cabe la salvedad de ocue la sensibi-
lidad del método agui empleado es mucho mayor que la que ofrece la reac-
cién con cloruro de antimonio, pero gue la especificidad es mucho menor.

Se ha determinado el dontenido en vitamina B, por el método de Jansen,
segin una modificacién de Hennessy y Cerecedo que incluye el dosaje de
la tiamina combinada como cocarboxilasa y el uso de Decalso activado pa-
ra la eliminacién de las interferencias.- El rendimiento de la adsorcidn
en columna fué del 96 %.-

los resultadcs obtenidos fueron:

.1 11 III 1V v
0,68 0,41 0,01 1,46 0,36 megr./gr. ana.

Se ha determinado fluorometricamente el contenido en vitamina 1-12.

la eliminacién de las interferencias se realizé por oxidacién de los
hidrolizados con permanganato de potasio y adsorcidén de la vitamina en
una columna de Florisil: el rendimiento de esta operacién fué del 97,5%.

Tanto en la determinacién de la vitamina }32 como en la de Bl’ los
extractos acuosos fueron hidrolizados via ataoue dcido y enzimdtico; es-



te Ultimo se revela como muy eficaz en la destruccidn Ge los geles que
forman principalmente las muestras IV y V.
Los resultados obtenidos fueron:
I 11 I v v
13,5 448 7,6 38,3 17,9 megr./gr. anh.

Se ha determinado el contenido en vitamina Bé por el método de Scudi,
previa eliminacién de proteinas, grasas e interferencias en general,
resgectivamente por pre¢ipifacidn, extraccidén etérea y oxidacidn.

En lo que respecta a la extraccién e hidrdélisis caben las mismas con-
sideraciones oue para vitaminas B1 v 32.

1os resultados obtenidos fueron:

I 11 III v Vv
17,6 9,9 11,9 1,8 8,1 megr./gr anh.

Se ha determinado vitamina C por colorimetria segin dos métodos: re-
duccidén de 2,6-diclorofenolindofenol y medicidén del color de la osazona
solubilizada en medio sulfirico.- En ambos casos se han utilizado técni-
cas que proveen un sistema adecuado de eliminacidén de interferencias.

los resultados obtenidos fueron:

I o m W Vv

1étodo indofenol 132 175 192 130 242 megr./gr. anh.

1étodo osazona 200 127 116 428 209 " " "

Pese a las diferencias existentes, puede afirmarse que -excepcidén
hecha de la muestra IV- los valores obtenidos en ambos métodos se corres-
ponden satisfactoriamente, dado que valores correctos para una misma
muestra diferiran segin el equilibrio redox en que se encuentre la vita-
mina.

Se ha determinado el contenido en vitamina D colorimetricamente segin
el método de Brockmann y Chen.- Esta determinacién se ha hecho- segin se
desprende de un parrafo anterior- solamente con caracter exploratorio.

Se elimind la interferencia de la vitamina A y esteroles utilizando
anh{drido maleico para destruir la primera y precipitando los esteroles
de la solucidén metandlica, a baja temperatura, segin una técnica de Ni-
las, Heggie y Raynolds.- Se demostrd que la modificacidén realmente elimi-
na la vitamina A.- Se introdujeron blancos de reactivos segin técnica de
Jdilkie, Jones y Kline (adaptada) por inhibicidn del color producido,por



accién de amhidrido acético.

31 uso de ambas técnicas evidencidé la presenciz de interferencias
cue fueron eliminadas vor ellias.

Ios resultados obtenidos fueron:

I i I11 ) v
680 937 690 672 623 U.I./gr. anh., como vit, .'l).%

Si bien las técnicas antedichas eliminaron una interferencia oue hu-
biese dado lugar a resultados mucho mds elevados, los obtenidos indican
resultados de vitamina D mucho mds altos de los que era dable esperar,
mixime si se tiene en cuenta que por tratarse de tejidos vegetales sélo
puede encontrarse en ellos vitamina D proveniente de irradiacidén natural.

Un intento de dosar la vitamina espectrofotométricamente sobre los
mismos extractos indicd la presencia de una gran interferencia, introdu-
cida evidentemente por los métodos de purificacidn.

Se ha . determinado el contenido en vitamina PP colorimetricamente, por
el método de kueller y ¥ox: lectura de la absorcién del bromocianocompues:-
to del 4cido nicotinico y comparacidn.

la nicotinamida se transformd en acido nicotinico por hidrdlisis 4ci-
da y éste se extrajo por adsorcién en reactivo de Lloyd y elucidén alcali-
na: las protefnas se eliminaron del eluido por precipitacidén con sales
de plomo.- Ios resultados obtenidos fueron:

I I 111 v v
51,9 8,6 15,3 18,8 12,5 mcgr./gr. anh. como ac. micotinico

En la expresidén de resultados de cada vitamina se expuso un comenta-
rio sobre los mismos.

En la parte III se ofrecid un cuadro general de resultados y una com-
pilacidén de valores referentes a otras especies de algas y a vegetales
habituales en la alimentacidén humana y animal.

En Conclusiones y Discusidén (parte IV) se discuten los resultados obte-
nidos y se concluyé qué, exceptuando los datos de vitamina D - por otra
parte objetables, las especies tratadas pueden equipararse como conjunto
vitaminico a muchos vegetales actualmente considerados como bdsicos en la
alimentacién humana directa e indirecta, y a otras algas ya utilizadas con
esa finalidad.- En lo que respecta a los valores de la vitamina D, se pro-
puso una confirmacidén bioldgica e investigacidn pdsterior sobre losmismos.
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RESUMEN

Se ha determinado, por métodos fisicos y/o quimicos, ¢l contenido
de provitaminas A y vitaminas A, By Byy Bgy Uy Dy J¥_4e cinco especies
de algas del litoral atlintico argentino: Meerocistys pyrifera, lessonia
flavicans, lsssonia fassia -pardas- e Iridea laminarcide e Iridea coxda-
ta -rojas- mmeradas respectivamente I, II, III, IV y V.

las miestras corresponden a cosechas del periodo Marzo-ibril y han
8140 secadas por exposicién al aire, a la scmbdra, en 6l lugar de su
recoleccidn.

in la introducoién (parte I) se ha dado una idea general de ios con-
ceptos ¢lementales necesarios para la comprensidén del trabajo y de las
ragcnes que lo motivarenj y una somera relasién de los anteocedentes
sobre el tema.

3n la determinacién (parte II) se ha hecho para cada vitamina un bre-
ve resumen de las propiedades bioldgioas, fisicas y quimicas; del pano-
rama anal{tico en gemeral y de los métodos utilizados.- Estos Ultimos
han sido tratados cen mayor detenimiento y se acompafian ademds de uns
descripoién detallada de la tdenioca, cdleulos, resultaios y comentarios,

los métedos utilizados son los consagrados por la prictica anaiftioa
oorriente, excepeién hecha de la determinsoién de vitamina D, sobre la
cual no existe ain un oriterio definido en cusnto a su dosaje quimico,

Se na determinado el contenido en Yitamins A por oolorimetria (segin
Carr ; irice) y espsotrofotometricamente.,

Zn asbes métodos la determinacidn sigue a la saponificacién y extraoe
c1én etérea del insaponificable.

La ochoordanoia obtenida entee los dos métodos fué satisfactoria.

los resultados hallados fueron:

I 11 m v v

uétodo ocolorimétrico 94,3 53,6 92,8 32,6 28,7 U.l/er.aoh.

Método espeotrofotométrico 99,5 56,4 59,7 25,1 28,7 * * °

EZn el método colorimétrico se efectud una leotura aficional pars
eliminar la influencia del color producide por les carotencs, cuye va-
lor fué despreciable,

“n el método espectrofotométrico se descontd el valor de absoroién
de las interferencias por destruccién fotogufmica de la vitamina A (irm



dlacién con lémpara de mercurio dursnte. tree iiciaa).- Antes de la irra-
aiacidn, los resultaios obtenidos segin la correccidn de orton y Stubby
fueron negativos, lo cual pcne en evidencia la eficacia de la técmica
de irradiacién destructiva de Demarest,- la mayor interferencia se eme
contrd a 310 mu, en todos los casos.

Se ha determinado el ocontenido en provitaminas 4 colorimetricamente,
por el método de Guilbort, segin una medificacién de retersan; los caro-
tencs se extrajercn, previa hidrélisis aloalina, oon skellysolve; la in-
terferencia de las xantofilas se elimind por extraccidn metandlica de
las mismas,.- Ios resultados obtenidos fueron:

I I II1I Iv v
3,0 1,8 9,3 0,3 1,1 mogr./gr. avh, como (&-ou’ohno.

.ara las muestras I y III sodbretodo, los valores obtenidos difieren
Ge la apreciacién de carotencs hecha par lsstura residual en la deter-
minacién colorimétrica de vitamina i,- Oabe al respecto la salvedad de
que la sensibilidad del método aqui emplesdo es mucho mayor que la que
ofrece la reaccién con cloruro de antimonio, pero que no debe descartar-
se la posibilidad de que, al ser mucho menos especifico, csté eviden-
ciando algin ocolorante amarillo no eliminable por é1.

Se ha determinado olm-nmlmoln‘w de Jansen,
segdn una modificaoién de Hennessy y Cerecedo que inocluye el dosaje de
la tiamina oesmbinada como co-carboxilasa y el uso de Decalso activado
para la eliminseidn de interferencias.- Xl remdimiento de la adsorcién
en columa fué del 96 %.- los extractos purificados fueron transformados
por oxidacién y determinado fluorimetricamente el tiocromo formado,

los resultados obtenidos fueron:

1 II prss Iv v
0,68 0,41 0,01 1,46 0,36 mogr,./gr. anh.

te ha determinado el contenido de yitamina B, fluorimetricamente.-
ia eliminacién de las interferencias se realizd por oxidacién de les
hidrolizados con permanganato de potasio y adsorcién de la vitamina em
uns columns de Florisil; ¢l rendimientc de esta operacién fué del 97,5%.

Tanto en esta determinaoién oomo en la de vitemina 3,4 los extracios
fueron hidroligados via ataque dcide y ensimético; éste dltimo se revela
oomo miy eficag en la destruccién de lcs geles que forman sobre todo las
mestras IV y V.,



Los resultados obtenidos fueron:
I 1I 111 v v
13,5 4.8 7'6 38.3 17,9 wegr./gr. amh,

Se ha determinado el contenido en yiighina B, per el método de Scudi.
previa eliminacién de protefnas, grasas e interferentes en general,
respectivamente por precipitecién, extraccidn etérea y oxidacidn.

En lo que respecta a la extrasoién e hidrélisis caben las mismas con-
sideraciones que para las vitaminas B, 7 B,

Llos resultados obtenidos fueren:

I 11 111 N v
17,6 9,9 1,9 1,8 8,1 mogr./sr. anh.

Se ha determinalo.witemina 0 por colorimetria segim dos métodos: re-
duecidn de 2,6-diclorofencl-indofencl y mediciénm del color de la ¢swrona
solubilizada en medic sulfirico.- la raséa de la duplicacién es la rela-
tivamente podbre especificidatd 4e las rescsienss utilizsdas, si bien en
ambos Casos se ham wiilimado técnicas que proveen un sistema adecuado
de eliminacidn de interferemtes o de sus efectos.

Los resultados odtenidos fueren:

1 o m Iv v

Mitodo indofemol 132 175 192 130 242 mogr./gr. anh.

kétodo osazona 200 127 116 428 209 " " "

En general los valores obtenidos se corresponden, oon oxsepoidén de
la muestra IV, con algunas limitaciones.

21 prd 4e los né memeienadcs determina reductores en gene-
ral, eliminémdose del sistema los que no son &c1do ascérbico por medio
de una répida extraccién xilémica; el segundo determina sustancias osa-.
zonizables en general (£eido dehidroasoérbieo).- En ocnsecuencia, resul-
tados COTrTeetos para Una misma mmestra diferirén segdn el equilibrio
TedoX en que 86 encuenire la vitamina,

Con respecto a la muestra IV, los resultados sugieran la presencia
de una mayor eantidad de vitamina en forma de 40ido dahidroasoérbico y
en cuanto a las restantes, existir{a un equilibrioc mayor.

Se ha determinado el contenido de vidtamina D espeotrofotometricamen-
te, y coldrimetricamente segin el métodc de Brociomann y Chen.




w

Se elimind la interferencia Ge la vitamina A y otras (esterolies) se-
gin la téonica de Milas, Heggle y Raynolds por destruccién de la prime-~
ra con anh{drido maleioo y precipitacién de los segundos = baja tempe=
ratura.- Se corri un standard de vitamina D adicionado de vitamina A,
en proporcicnes analfticas comunes, y se comprobd por las lecturas que
la eliminacién de la vitamina A es satisfactoriaj um standard Gfgiiiar
oorrido solamente en la colorimetrfa indicd que la vitamina A eleva
las lecturas,

Se introdujeron blancos de reactivos segin técnica de Wilkie, Jones y
KQine, por inhidioién del color producido por la vitamina D por accidn
de anhidrido asétioco.

81 bien en los standards internos se noté el efeoto de la vitamina A
akregada, este se mostrd con mayor intensidad en las lecturas de las
mestras, qué hubiesen sido micho mayores de mo mediar las oorrecciones
introducidas,

3¢ intenté dosar espectrofotometricamente la vitamina L de los extrao
tos por medicidn de la absorcién a 265 m Moy obteniéndose resultados
satisfaotorios sélo para los standards externos,.- Zvidentemente el tra-
tariento de purificacién- que se revela eficas para el método colorimé ::
trico= introduce interferencias a la espeotrofotcmetris. A

los resultados obtenidos por el método colorimétrico fueron:

I 11 g pusg v
680 937 690 672 623 U,1/gr. anmh.

_stos resultados indican oantidades de vitamina D mds altos de los
que era dable esperar, méxime si tenemos en cuenta que por tratarse de
tej1dos vegetales sélo podemos encontrar en ellos vitamina producida
por irrsdiaciém,

Se ha determinado el contenido de ylteming PP oolorimetricamente, por
¢l método de Mueller y Fox= lectura de la sbsorcidén del bromocianocom-
paesto del doido nicotinico y comparacién,

l1a vitemina PP ( 4cido nicot{nico) se extrajo de los hidrolisadcs
4cidos por adsoroién en reactivo de Lloyd y elucidn alcalina,

Las proteinas se eliminaron del elufdo por precipitacién ocon sales
de plomo; el rendimiento de la adsorcidn-eluoidén fué 93,5 Z.

los resultados cbtenidos fueron:



I pot 111 IV v
51,9 8,6 15,3 18,8 12,5 mogr./gr anh,

En la expresién de resultados de cada vitamina se expcne un comentario
de los resultados obtenidos,

En la parte 111 se ofrece un cuadro gensral de resultados y una compi-
lacién de valores referentes a otras especies de algas y a vegetalee ha-
bituales en la alimentacién humana y animal,

En la parte IV (Oonclusiones y discusién) se ofrece una discusidn de
los resultados obtenidos y las conclusiones que de elloe se derivan,
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I INTROWCOLUN

a) 2rloge

Se trata de determinar en este trabajo, por métodos quimicos y/o fisie
cos, la cantidad de vitaminas que concurren en ciertos tipos de algas del
litoral atldntico argentino.

Los métodos de dosaje utilizados, o las adaptaciones que de ellos Geri-
van, son los ocnsagrados por la practica analftica corriente en su aplica-
cién a otros materiales polivitaminicos mas o menos complejos.

Es muy posible que ellos sean miveptibles de una mayor disquisioién y
adaptacién en cuanto a su aplicabilidad a las algas, tarea que el autor
considera fuera del aloance del yresente trabajo, a causa del actual es-
tado de oocnocimientos sobre este material, relativamente muevo en la tec-
nolog{a,

31 auter ha experimentade con anteriorided, y enocontrado satisfacto-
rios, los mftedos de determinaciln usalos para las vitaminas A, Bye By
Bgs O (indofenol)y »i; no asf 1os restantes, que han sido seleccicnados
bibliograficamente.

Con este trabajo el autor entiende contribuir al conocimientc ce un
grupo de vegetales de grandes posidilidades energéticas, en momentos en
que se contempla 1la situacién alimenticia mundial con la precoupacidén de-
rivada de que la poblacién de la tierra mumenta en una proporoién mayor
que sus recursos alimenticios (°).

81 aprovechamiento de los vegetales que orecen en el mar es un enoIwe
recurso ouya magnitud no es actualmente del todo valorada, alin cuando en
michas partes del mundo se estdn realizandoc serios estudios sobre sus
posibilidades.

En lo que se refiere a la utilizacién de las algas marinas en la ali-
nmentacién de animales- alimentacién humana indirecta- se puede mencionar
que en las islas Orkney e leoeland las ovejas se alimentan exclusivauente
de algas marinas durante la mayor parte del afio,

En algunos paises se va d1fundiendo el uso de harina de algas mezola-
das oon harinas de pesoado y cereales, para la alimentacién de animales
domésticos.,

Zn los Egtados.Unidos de Norseamérios se elaboran,con algas perdas,
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productos ooncentrados como "ilgit", "ranamar" y "w~eptuno” que se utilie
san en la alimentacién de aves de oorral y mamfferos douéstiocos.

Las experienciss realiradas oon oerdos, vacas, gatos y ovejas demostra-
ron gue las algas pardas pueden incorporarse a las dietas de estos anima-
les durante meses sin que alteraciones en su salud, produceién de lana,
huevos o leche hayan sido notadas.

Experiencias posteriores parecen confirmar estas observaoionee, sieupre
que se utiliocen algas de bajo contenido en iodo, otxros minerales y fibra
cruda e incorporandolos a la dieta en proporoicmes no mayores del 15 %,

la utilisecién directa de las algas marinas como alimento del hombre
data de muy antiguo, pero mmoa ha alcansalo otra expresién que el conmu-
mo local, en éscala relativaments reduoida.

Sin embargo, en regicnes denssmente pobladas oomo Japdn y otras islas
del Codanc rac{fico las oifras de eonsumo son elevadas.

En las.costa de Ohina, Filipinas ¢ ilndochina, Hawai o islas del Archis-
plélago Malayo mis dé 75 ospecies de algas forman parte de la dieta alimen
ticla, al estado fresco,desecalas, oomo extractos preparados oon diversos
condimentos o como produstos cbtenidos por fermentacién.

i el Japén se consumen como alimentcs diversas especies de Forphyria,
Gloiopeltis, Gracilaria, lsminaria, Undaria, eto,

e algunas especies d¢ leminaria y aAlaria se obtiene un producto dese-
cado, el “kombi" o "oHi", que se consume oomo las legumbres,

Otro alimento fmportante es el “wacame®, obtenido de la Undaria prima-
tirida,

%n REuropa y América el consumo directo de algas en la alimentacidén hu-
mana alcanza sélo expresiones reducidas: en Noruegs, 1a harina de alges
pardas se oonsume mesolada 6on harina de cereales en la fadricaocién del
pan.- 5n la eosta N.0. de Europa (la de Esoocia, Irlanda, rrancia, Islan-
dia, etoc. .se oonsumen diversas especies en ensaladas y sopas, O COmo. le-
gusbres o condimentos.

#n el hemisferio sur el consumo tambien es reducido, teniendo importan-
ola local en la alimentacién de las poblaciones costeras de Australia,
Nueva Zelandia y Ghile.- la Durvillea (alga muy rica en alginatos) se
vende en Chile oon el nombre d¢ "Cochayuye”, y 6e la utiliza ooxo lepxixe.

segin Chapman- *Seaweeds and their uses®- esto revels, mis que la posi-



bilidad de la utilisacién de las algas como alinento, el hecho de gue en
esas regiones hay escasez de otros productos mutritivos.

No puede despreciarse sin embargo esta experiemocia, ya que ain conside
rando que ello es efectivamente as{ demuestra que ante la necesidsd de
obtener alimentos las algas pueden ser una importante contribucidu a la
resolucién del problema,

(*) los oonoeptos que shgwen han sido extractados ds " ias algas en la
alimentacién del hombre " (A, Fortunato, Olemeis e Irivestigacidn, Mo 12,
1958) .



b) Qonceplos sensrales mobre yltamlnas
las vitaminas son compuestos orginicos que intervieucu en la alimenta-
cién en cantidades minimas, y son indispensables para regular el creoci-
nieno, mantenimiento y reproduccién normal de los organismos animales
(se conocen algunas vitaminas vegetales), los cuales- sin excepcidn- son:
noapaces de sintetisarlas mediante procesos anabélicos gue sean indepen~':
dientes del ambiente, con la excepoidn del aire,

No 4 efian papel gétioco o plistico, y deben considerarse como
reguladores de las funciones normales- por meeanmismos todavia desconoci-
dos para algunas de ellas,

Todas las vitaminas conooidas, con la posible excepcidn de las vita-
minas D, son sintetizadas por los vegetales y, hasta donle se sabe, son
utilizadas por elles para los mismos fines que los organismos animales,

For otra parte, los eompuestos producidos anabélica o catabolisamente
por éstos, y que cumplem cem las carasteristicas que definen a las vita-
winas, se clasifiean OOmo hormonas,

la apar independ ia del do para clertos miewbros del comple-
Jo » y para viteminas K, es dedido a la sintesis bacteriana en el rumen,
1o cual no constituye un procese ansb$lico.

Desde tiempos remotos arrancan observacionss de distintas emfermedades
que, vasando los siglos, habrian de reconcoerse ocamo avitaminoeioas.

1as primeras cbeervaciones dignas de ser temnidas en cuenta se deben
a Uasal y datan del afic 1735.

:1 verdadexe concepto de vitamina se dede a Hopkins quien, en 1907,
se refirié al ooncepto oatalitico de la acoién vitaminica,

La iniciaoidn del periodo quimico, o el avance de la quimica en la
vitaminologia, se produce en 1911, en que Punk aisld lo que desoribid
cowo la antiberiberi-vitamina.- Descridid ademis la existenola segura de
tres vitaminas (la nombrada, la antipelagrosa y la antiescorbdiitica) y
uns probable (la antirraquitica).

A partir de 1911, hasta 1925, se produce la diferenciacidén biclégica
de la unayor{a de los factores lipo e hidrosolubles,

sntre los afios 1931 y 1941 con los trabajos de las cscuelas quimicas,
de Kunn (alemana), de Karrer (suisa) y de #Williams (americana)- se lle-
€3 a obtener sinteticamente la mayorfa o las vitaminas que interesan

o
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desde el punto de vista humano y a descubrirse wia gran cantidad de face
tores vitaminicos ain no caracterisados quimicamwente, ce importancia
fundamental en el desarrollo de organismo# de animale: inferiores.

Actualmente, en que la indusgria provee vitaminas orisialinas quimica=~
mente puras, 8 tiende a demostrar que ese no es todo el camino a seguir,
dado que en este ewtddo no tienen la calidad bioldgica que aparece oon
frecuencia en los productos naturales en que se encuentiran,

Hechos de esta {ndole son los siguientes:

Después e haberse localisado el Paotor vitemfnico decl crecimiento en
la vitamina A, mtonidowooomidmothliz, la U y la C son ne=-
cesarias para que dicho desarrcollo se realice.

51 para la visién es fundamental la vitamina A, se sabe también hoy
que os de primer orden en esta funcién visual la presencia de laotoflavi-
na, y que esta se oomperta oomo sustancia fotodindmica solamente en pre-
sencia de vitamina C,

la vitamina K, que figurs como antihemorrgica, se asooia a la O para
una mayor eficacla,

>uchas vitaminas en estado natural poseen actividades mucho mayores,
cuantitativamente; tal es @l caso dé la vitamina D obtenida por irradia-
0ién directa de la leshe, la eual adquiere propiedadss antirraquiticas
superiores a la cantidad de vitamina D que en ella puede demostrarse.

Bibliografin

Onemistry and iiysiology of the Vitemins- Hosenbmrg H. L.~ 1942,
Vitaminas, métodos de dosificacién- Villela G, G.- 1944,
Vitaminas, farmacolegfay terapéutieca- Velasquer L. B.- 1941,
Curso de quimica bioldgica- Delofeu V., y Marenzi A.- 1953,



c) Ocpeeptos €snerales sobre alkas

Las algas son vegetales oriptdgamos, celulares, que viven en aguas
duloes o salobres, o por lo menos en lugares mwuy himedos.

Muchas veoes son pardsitos; con vegetasién terminal o perisférica; de
reproduccién sexuada o no.

56 las ubica em el mundo vegetal segin oriterios diversos.

los antiguos consideraban ocomo algas a todas las plantas que vivian
en el mar,

Linneo reunié bajo el nomdre de algas a las algas verdaderas, hongos
y liquenes.

Su situacién en ¢l 1imte entre los reinos vegetal y animal ha sufrido
desde entonces mumerosas variaciones, y el dudoso oonocimiento que ain se
tiene ca del 4 110 y reproduccila de msshas especies hace muy di-
fioll su olasifiessién en grupos secundarios.

En 1824 Agardh las dividid seg¥n su color em uma forma que ain subsis-
te: hialinas, verdes, rojas y oliviseas.

%n el sistema filogenétioco de Engler las algas se ubican en 5 aivisio-
nes de las 13 que incluyen a %040 ¢l reino vegetal:

Divisién V : Ocnjugadas (Algas unicelulares, verdes, que Grecen en

Pentanss y laginas)
viviaién VI: Olororfoeas(Algas uni y pluricelulares, vexrdes)
Divisidm WX: Osréfitas (Algas pluricelulares, verdes, de agua salada
o dulee)

DivisiéaVIIhi Peoficeas (Algas pluricelulares, pardas)

Tivisién X4 Rofoficeas (Algas pluricelulares, rojas, casi todas

marinas)

1as algas se agrupan en ellas sucesivamente en {rdenss, subolases,
clases, familias, eto..

No presentan estruotura diferenciada; sus organismos sé hallan consti-
tufdos por oélulas con olorofila y otros pigmentos, dencainindose *talo®
al vegetal completo.

51 talo de las algas superiores se divide morfologicamente en: Srganos
de f1jaoién o bulbo (especie de rais adherida a la roca), estipa o vari-
1la (especie de tallo) y limina o fronda, que constituye el érgano de re-
produccién y abeorcién, elaboracién y acumulacién de sustancias nutritivas
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7n algunas especies se encuentran ademis los flotadores, rgancs en
forma de saco, llenos de gas, que se hallan implantados en la base de la
fronda,

Estin distridufdas a 1o largo de las costas de loe continentes; el
desarrollo de las distintas especies estd oondicionado principalmente a
la temperatura minima media de las aguas superfisiales, a las corrientes
marinas, al grado de alcalinidad del agua, a la existencia de materiales
nutrientes especi{ficos de la especie, a la profundided y , en LenOr gra-
do, a las condicionee olimiticas y geogréficas de la sona.

En términos generales, en las sonas proximas a la superficie predomi-
nan las algas verdes y rojas de talla memsa, oom una capacidad de adhe-
s1én muy desarrollada, y resistentes a la evaporacifn y bajas temperatu-
Tas.- En la regiéa interootidal predcminan las algas parcas, acompaliadas
por algunas especies ds algas verdes.- ks la sona de mayor importancia
para la explotacién,

En la sema euliteral (limea de¢ baja marea hasta profundiidad de 15 me-
tros) se encuentran principalmente algas pardas y rojas.

il oresimiento de las algas se efestia ewdineriamente ordinariamente
por una sola célula terminal,

Las dimensiones variam extracrdinariamente: desde ciertas Bacterium
que niden micrones hasta las laminarias, que llegan a tener 400 y 500
metros de longitud.

La ocmposicién quimica de las algas es muy varisble , dependiente fun-
damentalmente del alga, 4e la época del afio, de la profundidad del habi-
tat y de la parte del alga que se considere,

Como ejemplo de la graam variacién a que ostd sometida la composioiém,
véasc la tabla que aporta H, Milner scbre el tema(l). .

Algas marinas Algas agus dulce

Oenizas % s/se00 17,82-46,24 3,45-11,24
Sobre el resto:0 . 42,90-49,97 47,46-70,17
PO . 6,09- 6,82 6,78~ 9,9
N " - 4,87- 8,80 1,43~ 9,92

Protefnas {a 30,4~55,0 753 88,2
Garbohidr, " 43,7 -69,6 Sy7 =5842
Li{pidos . trasas- 9,1 4,5 =85,6



Las algas pardas, que junto oon las verdes son las mas importantes desde
el punto de viata humano, ,poseen cowo pigmento predouwinante la fucoxady-
tina, ademés de clorofila, carotencs y xantofilas,

las sustancias de reserva son la laminarina- polimerc dic glucosa y ma-
nitol que se absorbe perfectamente en los tractos digestivos animal y
humano- y el manitol.

El contenido en laminarina (2 a 25 %) es méximo en los meses de pri-
mavera y minimo en los de otofio ¢ invierno.- 1 manitol varia también
estacionalmente y oon la especie (3 a 25 %), enoomtrdéndose los valores
miximos en los meses ds versmo.- HExisten ademds variacicuss cuantitativas
seglin las distintes partes del talo y de la estipa.

Zatre los componsntes deé la pared celular existen la fucoidina, el
401do alginico, pentosancs y celulosa.- la fucoidina es un polimero de
la fucosa (galactocelulosa), y su eontenido varia entre 4 y 9 %, con los
valores miximos en otoflo.- El £0ido alginiee es un polimero del dcido
D-manurénico.- las variantes del ocontenido son también dc gran amplitud:
2 a 25 4; varfa estacionalmente em ferma imversa a la laminarina y su
wagnitud esté estrechamente vinoulada a la profundidad,

Las algas verdes posesn clorofila a y b, xantofila y carotenos.- la
sustansia principal de reserva es el almiddn.- Infortunadamente son muy
pocos los datos que proves la literatura scdre la eemposiocidén quimica de
este grupo que, por sus caracteristicas, es ¢l més semejante a l0s vege-
tales terrestres, .

Las algas rojas en oambio han sido cbjeto de serios estudios.- Foseen
los wismos pigmentos que las algas verdes y ademds fiooccianina y fico-
eritrina.- Son algas de profundidad. .

a5 sustanoias predominantes en este grupo son los flcocoloides, polie
ueros sulfatalos de la galactosa oemo el agar-agar, la carragenina y la
irideomicina,

<1 contenido en ficocoloides es dsl 60 al 80 %, y ocwo estos no sé
absorben en el crganismo, estas algas son de poco interés alimenticio, si
bien muy interesantes deede ol mmto de vista industrial.

»l agar-agar se encuentra en una proporoiém del 15 a 35 %, siempre co-
mo componente de la pared celular,

Las algas asules son organismos microsoépicos de escaso interés mmano

Ademds de los preductos mencionados, las algas oontlenen sustanoias



proteicas y grasas eu proporciones variablee.

Las proteinas oscilan entre 7 y 5t * sobre la susta.cia seca orsénica,
pero eu general los valores son mAS bajos que ol dato su_iior.- 1o mise
mo ocurre con los 1{pidcs, que varfan en las algas comestibles (enteras)
entre 0,5 y 4% sobre seco.

los aceites extraidos tienen por componsntes princi..les los acidos
palmftico, estearioco, mir{stico y 0léico.- De la composicién total de los
aceites de algunas algas pardas (Fuocus vesiculosis, lamiuaria digitata)
los 4cidos grasos representan el 5C al 72 %,

Una caracter{stica distintiva de la composicidn de las algas es su
alto contenido en materias minerales; entre estas las mis importantes son
las que oomtisnen potasio, sodio, icdo y Wremo,

51 contenido em potasio vwrfia entre 0,5 y 2 %, presentindose cantida-
de= mayores en la estipa quecem la lfmina.- El contenido en iodo llega
en slgunas especies al 0,5 % de la materia seca.

For Gltimo, en las algas marinas se encuentran todos los complejos
vitam{nicos que son de imporpencia en la mutricidém del hombre,

.1 contenifio vitaminice varfa eu gemaral eom la empecie, la estacién
¥ la profundidad del habitat; el oontenido de viteminas b, y O disninuye
oon la profumdided.

ia vitamina C llega a su miximo en los meses de primavera, verano y
otono, y en la mayerfa de las algas comcstibles el eontenido varia entre
1 y 03 mogr./100 gr. de material fresocc,

+a vitamina ’1 se encuentra commmente en las especies verdes y pardas
en cantidad que osoila entre 2 y 6 unidades Sherman/gr. de material fresce

21 &eido nicotinico alcansa em las algas pardas una mayor proporeién
que ¢n otyes organismos marinos: 60 a 85 mOgTr./gre 8€00.

rara dar una idea global del estado actual de los couocimientos sobre
las algas, se transcriben a contimacién las conolusiones ael artfoulo
“las algas en 1a alimenteciém del homdre® (A. Fertunato, Ciencia ¢ Invest:
gacién, N® 12, 1958):

" 12) Algunas especies de algas marinas se utilizan en la alimentaoién

humana en su sona de produccién.

2¢) Bl valor mutritivo de las algas marinas varia grandemente segin
la especie, la época ds cosecha y la sona de crecimiento del vegetal.
32) E1 eoncoimiento de la composicidén quimica de las muwerosas espe~
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cies conocidas y su variacién estasiocnal esti en cusarrollo, y se
trabaja activamente en diversos institutos en todc ¢l mundo.

43) la seleecidn de las especies wis aptas para la alimentaoiénm, y
el momento OpOrtunc para su cosecha, debera hacerse en base a los
resultados de estcs estudios,

%9)Sexri necesario, ademis, tener en cuenta las iivestigacioues rea-
lizadas sobre el aprovechamiento por el organisuc uumano ée los
ponentss hidrocarbonados y proteicos de las algas, dado que la na=-
turalesa de las sustanclas de esOs grupos s en gunclul diferente a
las que utilisza el hombre en su alimentacién corriunte.

6°) los conooimientos en este aspecto hasta shora reunidos sobre la
fraccién nitrogenada de las algas son ingufricientes para exti:er
conclusiones.

79) En cuanto a 1a frascién hidratos de carbono, s& sabe que las
tancias que son polimercs de la galaotosa sulfatada (agar- agar, ca-
rrigenina ¢ iridioficina) no son similados, mientras que si lo som,
en Ciferentes grados, la laminarina, memitel y alginatos.

89) Como complemento de dietas, muchas especies de algas tienen v,
POT Su Tiquesa en oiertcs elementos minerales, que sobrepas: en mu-
aho a la d¢ otyos ali idos

9¢) En la alimentasiin de animales domésticos, utilizadas en propor-
cicnes adecuadas, Ofrecen mayores posidilidafies que en la alimenta~
01én mmana,

10¢) Oomo abomos para la tisrra, son utilizadas localmente desde ha~
ce mucho tiempo, pero las posidilidades reales son, a nuestro juiciod
macho mayores que las actuales, y faltan estudios mis completos para
determinar sus pesibilidades de una mayor aplieaeién.

11+) Uno de los factores negabivos para el desarrclio de la industria
de las algas marinas, 1o comstituyen las dificulsades de recoleocidn,
resueldas hasta ¢l momento unicamente para la cosecha de algas par-
das, gigantes. ’

12¢) F1 cultivo de las algas no ha pasado por el momentc de la etapa
experimental y a 10 mmmo de manifestaciones locales como on el Japén,
13%) Deberdn intensificarse los estudios relativos a la forma de vi-
da y evolucién de estos vegetales, para poder realizar su ex.lotaciém
racional y preservarios de su destxuccidn.
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149) las algas desecadas se conservan sin iuconvenientes durante
mucho tiempo y la desecacidén puede nacerse en coniiciones poco
rigurosas,

15¢) En cuanto a las algas microscépicas cultivadas, constituymm un
interesante motivo de estudio, ya gue abren una nueva posibilidad de
obtencién de proteinas en lugares donde las condiciones locales no
permiten obtenerlas de otros alimentos, pewc habri cue resolver los
problemas %éenicos para su utilisacién en gran escala, *

2ibliecracia

la econcmia del mar.- Fopovioi Z. y Angelsseu V.

(Instituto Nacicnal de Investigasién de las Olencias Naturales, 1954,
Tomo 1I,)

las algas en la alimentesiéa del hombwe.- Fortumato A.

(Cieneia e Investigaoilm N0l12, 1958)

Ourse 4e Botdnica General y Aplicada.- Gilg E, y Schiirhoff &, Ne
(Bditorial laber, 1942)
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4) Antecedentes sobre el leBA

la gran diversidad de especies, unida a la también grande individuali-
Gad de estos organismos en cuanto a composicién quimica, impiden ofrecer
este tépico en forma generalisada.

los trabajos realiszados, si bien numorosos, no llegan a configurar
ain un cuadro general completo.

1 autor ha ore{do oonveniente ofrecer en cambio una escueta referen-
oia bibliogrifica de 1o pudblicado por la revista (hemical Abstracts en
los dltimos 20 afios que, oomO Se verd, no es mucho.

1) *Contenido de vitamina B y O en algas marinas*®
Norris R. R., Simeon M. K.y Williams W, B.
J. Nutrition 13, 425-33 (1937).

Se analisab varias especies de algas rojas, marrcnes y verdes, antes y
después de secado y almacenaje.- Ciertas unidades de rorfiria, de la
fanilia ihasophyoeas, tienem 0,30~0,60 mgr, de vit. O por gramo y 5,0-
5,5 unidades Sherman de Vvit. B,.- Gasi todas las especies examinadas te-
ufan 2,0-5,5 U, Sherman de vite By, perc mchas sSlo ten{an trasas de
vit, C.~ Las algas que orecen en el litural o en la superficie tienden
a poseer un ocatenidc de vitamina O mayor que las cosechadas a 5-10 bra-
zas d¢ profundidad.

?) "Vitamina O en algas marinas®
innde G, y Lie J.
u. paysiol, Chem, 254, 227 (1938).

La cantidad de vit., O determinada por actividad diclégica y por titu-
lacién es la misma excepte para hnodymenia palmata (en este caso el valor
biloldgico es 1/10 del quimico).- kl poder reductor total es sin embargo
destrufdo por asoérbico-oxidasa.- Varias especies conticnen entre § y
140 mgr./100 gre. seco.~ las cantidades dependen de la especie y Ge la es-
tacién.- Algunas de ellas son una buena fuente de foido asoérbico.

3) *Utilisasién de las algas como alimento”
lunde G,
Tek, Ukeblad 86, 549-553 (1939).- 0.4 35-2996°,

Se discute la distribuoidén y earacteristicas quimicas de algas marro-
nes de Noruega (0. A. 31-87477).- El contenido en caroteno es generalmen-
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te de 100 mgr./igr.; en Fuous y Ascophyllum mis de 3CU MET./Kgr..- Be en-
contré en laminaria saccharina y Alaria entre 60 y 75 u.l1./100 gr. frebo
¥ 3UCU=400C U I./Kgre 8€00,- Otras algas contienem menos.- in cuanto a
vit, B,, laminaria oontiene 6=10 mgx./:gr. desec; oWras especies,mis.- De
vit, C se encontrd generalmente 2(-60 mgr./l0C gr. en Fucue, pero ocasio=
nalmente mis de 100,~ la cantidad de vitamina D es insignificante.

4) "Oreoimiento y vitamina B, en algas de agua dulce, en distintas
oondiciones” .- Witsch H.V. (Univ. Gottingen).
Naturwissenschaften 33, 221 (1946).

X1 oontenido uutnimllvuiccnm 1y 18 mgr./iksr, seco,

5) “la produoccién de vitamina D em el mar*
Johnson N, G, y levring T.
Svenske Hydrografisk Biol. Komm. Skrifter.- Ser.d,1,No 3, pdg 7
(1947) o~ (en inglés).

Fué determinado el oontenido. de vitemina D en algas superiores.- Ente-
romorpha intestinalis y Laminaria saccharina no produjercs efecto antirra-
quitico alguno; Fuous vesioculosis correspondiente 88lo a 5 U.I.- Algunas
algas que orecen cerca de la superficie, y son n'x'-um. tienen actiwi-
dad moderada.

€) "Vitamina O en plantas®
Takaoka M., Ishihara Y, Matsubara R, y Sumde K, indo Y, y (mo T,
Solemee (Japén) 18, 368 (1948).- 0.4, 42-6949 b,
Se usa asedrbdico-oxidasa oomo blanee.- Kl contenido de vitamina fué
paralelo al de fucosan y de un aseite esencial de olor especial, en algas
marrones.

7) "Estuddo fisiolégioo del contenido de vitemina O en algas marinas”
Tsughiya Y.
Tohoku J. Agr. Research.- 1, 97 (1950).

31 contenido en vit, O de algas marinas es influenciado por el ambien-
te fislco-quimico exterior en la misma forma que las plantas verdes supe-
riores.

8) "Vitamina O aparsnte en algas (y hojas de plantas alpinas)®
Takaoka M., Matsubara R, y Nakamura T.
Science (Japén) 19, 182 (1949).

-
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Se usa el metodo con indofensl y el potemeiométricc com IO.K 0,001 N.-
Ambos métodos coinciden.- Se analizaron 18 espeedes de algas.- Para 12
de ellas, en cambio, los datos potenciométricos som aproxiuadamente la
mitad de los datos obtenidos por indofenol (Diotyopteris divarioata,
Dictyota dichotoma, Sargassum thumbergii, eto.

9) "Oontenido de vitamina C de algas marimas de Hokkaido®
lshikara Y., Umemotos H, y Mateubara Y.
Mem, Fac. Agr. Holkkalde Univ, 1, 83 (1951)

Se utiliza el método del indofencl.- Bs pooo en 2 especies de Chloro-
phyceae y en 15 especies de Rhodophyceas (4-65 mgr.f), y mucho més en 14
especies de Fhascophyceas (Diotyopteris divaricata 846, Sargassum miyabei
422, S, confusum 388 y S. teunbergil 309 mgr¥%.).- El contenido cambia
marcadamente si las algas han estado en agua marima, pero disminuye rapi-
damente cuando son expuestas a la lluvia y al aire, y alcansza un miximo
en el d{a hacia mediodfa y tarde, y un minime en la mafiana y noche.

10) "la composieién de las algas.- 1 51 contenido en vitamina B,*
‘Toujimia M., Tabel K y Vada T,
J. Agr. Chem. Soo, Japan 26, 11-13 (1952).

Se usé ol métedo por fesmaciém de lumiflavina.- Se remueven mecinioca~
mente las sales de la superficie, se seca a 100 20,, 8¢ pulveriza, se ex-
trae con agua caliente (o M%OH 30 £ o 80,y 0425 N) y se diluye hasta
0,1-G,3 mogr./ml., lusgo de lo cual se fotolisa durante 2 horas,

Hijikia fusiformis 100 mgr. % s/asco.

Undaria plmmatifidia 210y 1000 = * * » 8/2 mestras.
Alaria orassifolia. w0 *

laminaria japinica 810 y94 2 = * b -
L. ochotensis 690 = - "

L, fragilis 000 * * *

L. religiosa 360 = "= "

L. ongustata 8o » *
Kjellmaniella orassifolia 450 * . -

rorphyria ternera 2300-2800-3700 * . - "3
Enteromorpha linza 2500 * " -

E, intestinalis 270 * "
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11) “ascérbico total en algas“marinas"
Creac’n P. y Barand J.
Oomp., rend., soc. biol. 148, 105-7 (1954),

Se basa en la combinacién del dcido dicetoguldnico con p-sulfofenil-
nidragina.- Se discute la efectividad del método indofenoi,- Se analizan
17 eepecies de algas verdes, marrones y rojas, en sus partes constituiti-
vas, y se encusentran valores que van de 3 a 135 mgr./ 1luC gr. frescos,

12)  “Oambios de vitamina B, en algas, segin condioiones risiolégicas,
luz, etc.”
Gerdas G,
Arch, Mikrobiol, 16, 53 (1951).- Chem. Z. 1952, pdg 1209.

36 encuentra 0,3~ 10,5 MOgr./Er. seco en 6 especies de agua dulce; 31
especies de los mares del Norte y Bdltico y 1v cultivos puros; un 7¢ j de
todos los valores oscild emtre 1 y 6 mogr./gr. 8eco.- No hay variacidn en-
tre Mayo y Agosto.- Algas jévenss y tejido merimistemitioco son ricas en
vitamina Bl" En Fuous hay un decrecimiento uniforme en el coentenido de
vitamina por 5-9 dfas, seguido de un decreeimiento, oom un L&Ximo corres-
pondicnde eyroximsismente al punto de inflexidén de la curva de crecimiento.

in general la iluminaocidn tiens efectoc megativo, y la oscuridad positi-
vo, en el centemido de ’1'

.—0-=

Un buen cuadro de valores se ofreee en J. Am, Fharm, Ass., Sol. i&d.,
36, 196 (1949}, por kc Outcheon XK., Arrigoni L.y Fisher L,.- los métodos
son uicrobiolégiess excepto jara visamina B, y O, y carotenos.- Estos re-
sultados, para tres especles de algas, han sido tabulados en la parte 11l
de este trabajo oomo valores de ocmparacién,
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11 DETER$INACLON % VITALINAS AN ALGAD AcGalitiiais

las algas tratadas en este travajo han sido seleccionadas entre
la gran variedad de especies que existen naturalmente en el litoral
atlantico argentino, en base a su accesibilidad y profusidn.

Son ellas:

1 Macrooistis pyrifera

I1 lessonia flavioans

I1I lessonia fassia

IV Irides laminaroide

V  Iridea cordata

En 10 sucesivo seran menoionadas segin el mimero rowano aqui
adjudicado.

El producto ha sido cosechado en el bimestre Abril-iayo del afio
1954, en la sona de rPuerto Deseado, por cbra del Imstituto Teanoldégico
Nacional; el tratamiento al ocual fueron sometidas las muestras es: secado
en la mema ée recoleccién por exposiciSu al aire, a la sombra, y enfar-
dadc posterior.

31 bien dicho tratamiento no es ¢l mis adecusdo para una ulterior
determinaqién cuantitativa de vitaminas, el autor entiende que es de
granu valor prictico la obtencién de datos que configuren una iGea del va-
oontenido viteminieo del material, en la forma en que éste puede ser ob-
teniéc en el pafs en cantidad y a bajo costo.

i0os datos se ofrecen sobre muestra "tal cual" y scbre muestra
*anh1dra®, entendiéndose por la segunda exgresién el material secado al
vacfo, a 45 ¢ C,, durante 24 horas.

Por este método, los valores de humedad obtemidos fuercn: I 15,0 %
II 11,0 43 IIX 9,9 %; IV 11,9 %3 V 12,1 %.

Para cada una de las vitaminas se sigue el siguiente desarrollo:

4)  Anteeedentes

a) Oaracteristiocas ®ioldgicas.
b) Caracteristicas quimicas y fisiocas.

B) Desarrollo del método de determinacidn.

a) Determinacién quimica y/o fisica en general y eleccién



del método.
b) Wétodo: fundamento y comentarics.
c) Técnioa.
d) Resultados obtenidos y oomeutarios.
e) Bibliografia.

Bibliografia senexal:

Chemistry and rhysiology of the Vitamins; Rosenberg H. H.- 1942.
Vitaminas, métodos de dosifioacién; Villela G, G.- 1945,
Vitamin metheds: ed, by r. Gyorgy, Tomo 1,-1950.

Vitaminas, Parmesologia y Terapéutica; Velasques L. H.- 1941,
Farmacopea de los Rstados Unidos de América XIV,

Andlisis de Alimentos; Wintan A, L y Winten K. B.- 195,
Oolorimetric methods of snalysis; Smell P, D. y Smell C. T.(I1l)
Oolorimetric Analysis; Allport Ne L. J Ksysexr J, We- 1957.
British Faarmesepea; 199).

Methods of Vitamin Assay: The Ass. of Vit, Chem, Ino.- 1947,
The Vitamins in Medicine; Bigiméll F. y Fresocott F.- 1948.

1953.
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VITAKINA A

la vitamina A se llama también antixeroftdlmica, anti-infecciosa,
axeroftol, epitelio-protectora, bdiostercl, oftalamina, y otros.

A)  Antecedentes

a) Carsoteristicas bioldgicas.

Su accién en el organismo puede ser apreciada cuando se estudian
estados de carencia.

En gensral, se cbservan lesiones y manifestacionee tisulares tipicas.

Los epitelios de origen endodérmico o ectodérmico, como la piel, el
sistema nervioso y la retina, son afectados yrimordialmente.

Esos tejidos son sustitufdos por epitelio queratinizado, estratifi-
cado, sin modifieacicn de las oélulas basales, las cuales— por aiminis-
tracién de la vitamina— proceden a sustituir al epitelio queratinizado.

Tembdién integran ¢l sindrome de privacién algunas alteracicnes en el
aparato digestivo, de tipo répldo, caracterizadas por la ocasi anulacién
de la secrscién clorhidriea y la aparicién — hascia el sexto u octavo
mes de carencia, en ratas—de un cuadro de disirofia general.

la nemeralopia, ceguera nocturna a la cual accmpaiian siempre altera-
ciones em la adaptacién visual, es orcnologicamente el primer sintoma
de carencia.

la vitamina A desempeila ademds un importante papel en la proteccién
contra las infecciones, probablemente a causa de que en avitaminosis,
los transtornos epiteliales disminuyen la resistencia local a los gér-
menes.

Otro tipo de alteracionss se pone de manifiesto en la disminuoién del
crecimiento, del sentido genésieo y de la fecundidad.

1a necesidad diaria de un organismo normal ha sido estimada en 5 mgr.,
expresados como >-carotenc. Ello equivale a 8.330 Unidades Internacio-
nales (U, I.).

Le bhipervitaminosis (10 a 15 mgr. diarios) 44 lugar a un ouadro gene-
ral de adelgazamiento, cafda del pelo, degsnaraocién grasa del tejido
pulmonar y del hepdtico, desmineralizssidn y otros.
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b) Caracteristicas quimicas y fisicas.-
la férmula quimica ha sido establecida por Karrer, Morf y Sehdpp en
1931 (1) (2).~ Poco mas tarde Holmes y Uorbert la obtienen sintética-
mente, en forma eristalizada (3).-
la férmula, que fué posteriormente confirmada (4), corresponde a un
poliene acoholi

CHy Hy
c( cu H CHOH

H,c' Tn“/\‘/\ (v
3\/CH3

Esta constitucién quimica se denomina: € - (z-a-‘-mb‘mlo-
hexenii’,s imetil- A ' ootatetraenesi- carbinol; o 3=7-aimetil-g-(2,6,6-
trimetil-l-ciclohexen=-l-il)=2-4~6-g-nonatetraen=-1-ol,~

El nicleo efclico es una (ionons en la cual la variacién de la ubi-
cacién de la doble ligadura determina la pérdida de las propiedades
vitaminicas,.-

Ia cadena larga lateral, de tipo fitélico, le confiere la liposolu-
bilidad,.~ la gran capacidad de reaccién de esta cadena no saturada de-
termina su labilidad a la oxidacién,.-

Se presenta como un aceite amarillo pdlido y viscoso.- En los con-
centrados el color és rojizo por la presencia de impurezas.-

Es soluble en aceites vegetales y animales, alochol y éter etilicos,
cloroformo, sulfure de earbono, isoprepancl, hexano y en general en los
solventes de las grasas.~ En agua es insoluble.~

Recientemente se han producido formas esterificadas hidrosolubles.-
Oristaliza de metanol en placas color amarillo pdlido, conteniendo sol-
vente de cristalizacidn, que funden a § °0,, ebullen a 120-130 9C, a
0.001 mm Hgee

Tiene una densidad de 0,948 25/4 gr,/ml.-

Posterior eristalizacién de formiatc de etilo o propilenglicol pro-
duce cristales puros de P,F.8 63-64 80 y P.Eb, = 120-125 90 5x10° muilg,-
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3s suy sensible a la lus y a 1os agentes oxidantes, siendo estable
en atadsfera inerte no aotinica y en solucicnes oleosas.~

Los ésteres sen musho mas estadles que la forma aloohSlica.-

la vitanine natural ¢s estable al e¢alor em awmdsfera inerte, no asf
la cristuline, que se destruye,-

No poses astividad éptica.-

Tiens wn nixine ds sbecroifn en la ssna ultravicleta del espeotro,

s 325326 mu, eon wn B £ 48 1,725, A1 trataree a1 dosaje cspectro-
rotcmétrisc se verdn mas dstallss scire este partisular.-

For assiln ds la lus ultravieleta ( Hgi) produse fluorescencia ver-
s (5), que ha 8140 usada eomo método ds dosaje (6).-

muﬁmo&,n-mom. profuse una ooleracidn
asul fugas, que abeocsde eu ¢l espestxe visidle, a 620 mi,- ksta reaocci
o8 labase del mftodo de OarreFrise pars su dsterminasidn eusntitativa,
y sexd tratada mas adelmnte,-

Eeagcicna 6o oWres 6loTwros para dar Una gama variada ds eolores:
chnyol‘-m“m asulj ox,h Fejo flusyessente; 013A1 rojo
m.owm:ohnnmm«mnmo.-

Produse tesbidn esler asul oon £0ido fosfemoliddieo y oon glicerina
1-3 dlcloshidrina (7)e~

la vitaxina A se presenta tasdidn bajo otras furmas.-

la vitamina A,y @ 108 DSOS marinos, ¢6 la mis eonccida; algunos
accites ds pessedc eontiensn hasta 700,000 Usi-umidades/gr. ( 1 unidad
USP 2 ) waidad intesmasienal <Ul.s que equivalen a 0y6 mogr. de (3-cas
ntno).-

la vitenina A, (3), en los peces de agua dules, tieue dos cardonos
mis en la esdena latersl,s 7osee wn néximo de abscreiln entre 345-350 my
ydcolnoaclsnund-ﬁhnﬁlmo

la vitemina Ay (9) ha 8140 encontrada en assites ds pescedos, aexife-
o8 prefwrencialente

Una cuarta forma 4o vitamina A ha sido sislada del aseite ds higado
de tidurén y se denemine sub-vitamina A, 0o W nixime ds ebecroidn a
290 mu,=(10)

Hobescn y Baxter (11) han demostrado que existe wn isémerc natural &«
1a vitamina A -estéreo isémerc-, llamade neo-vitexina A ouys Gnica difes
rencia es s orden fisico (PP, = $9=60 00,).~
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Se supons que 88 trata de la forma eis de la més conooida, y exis-
tir{an juntes en wna relasién mee A/A 48 30/70,~

Se ha aislado sdenis la enhidro-vitamima i;en ferma cristalina,per
tratanients e la vitamina A oon £oido oloshfdrieo © 0l,5b.- Tiems \m
méxine ds avsoreifa & 371 mu eom E}35¢50adents tene wotivided
biolégiea (12)e~

Todas ollas tiensn amshas bendas de adecreidn eom niximes en las
siguimies longitudes ds enda:

Vitanina A 38 a (13)(24) (15)
Vitanina 4y 345-350 = u (26)(a7)
Vitenina 4, 26%-290 =a (26)(27)
Subvitamina A Monn (b)) (19)
Neovitaxina A 38 nn (20)

Tambidn 80 han €eeeripto otras dos formas que S8 ensuentran en el
nisme animal: la hepatovitamina, forua s yeserva establs, ¥ la hemo-
vitaming, forma inestadle ds eireulasifn, que resulta por liberasidn
progresiva 4s la yrimerac.~(21)

la waddad intermasicnal os la actividad Biolégisa ds 0y6 mogr. de
6"'“0’ ()

1 UJl, equivals a 1 unided UsSePe ¥ 2 1y5+2 unidades dherman,-

Un gramo ds vitamina A eorTespyemds a 4,500,000 Usl,

Dies widades Lobivend equivalen a 125 mogr, ds fecarctemc y a 208
unidades internasiocnales,-

Uns Unidad Amu) equivale a 60 Uc,-
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B) Desarrollo del método de deteruinacidn,-

a) Determinseién quinisa y/o0 fisics en genexal y eleccién
as) método.-

Existe uda gran cantidad ds reescicnes colereadas gus han sido
usadas para ls determinacién cuantitasiva, em los ltimos 25 afios,-

3n general 8¢ basan en tres tipes de reaseienes: ecn fenocles, oon
do1dos y oon elorurcs imcrgdnieos.-

las reascisnss ocn femoles e eircunseriden fundsmentalments al 0o~
lor amil mroducide pex los aseites de pessado, @ue contienen vitemina
4, oom piregalel (22),~ la reascifn fendlics ha sido en general usili-
sada en ecnbingsifn com las otres des (23).

En eusats a las reascisnss em {sidcs, ya la Farmacopea ilsmana de
1582, indisaba la eslerasiin asulsda que desarrellan los assites ds
pessale em feido sulniriec, pero 8810 em 1920 el heeho fué relsciana-
4o oom la presensis ds vitamina A ea olles.~

unwnmuo-umuun‘u’ (24), molivdeno-
fosfovingstice (25) y elérieo, em presensia ds fenel y gusyasol (23)¢-

um&bumWnM“.o&u.y
otres slarurcs eitades pressisutenente (26)(27), y ensayada per Carr-
Prise em 1925,

nmuul,n-ﬂodunﬁnﬂomdn‘mﬂ-uu:uu-
do astmalnsute, ¢l eual se alepdd en ¢l presente tradaje, Junte oom
ol nftode espectrofotendiriso ~

Uno de los mayeres incenvenientes del mismo, la fugasidad del oo~
lor, ecniuje a la Misqueda ds otxo médede a Sedel y ¥erdin (7), quie-
nes esmgrcierca que la vitamina A produse wma eslsrasifn asul eom 1-3
diclorhidring estivada, que Jasa & Wi Vielsta estadble entre los 2 y
10 ximutes de preducidos; no chetante ess gran ventaja tisne ¢l incon~
veniente ds ser poeo sensidle y requerir eerrvesciia pars el earotenc,-

ntre les nétodos risices se insluye la medisién do la ebsoroién
ummuumg.m-m-,.mwm
serin ecmsmtedas nis atelants al tratarse ol miswo.~

Esta téeniea slo pusie usarse en solusiomes puras o en extrastos
eonvenientenente purifissdos.-

El método fluorimétrico mide la fluoresesnsia que 8¢ produce eumme




23

do la vitamina A es excitada por lus ultravioleta (zona de emisién del
mercurio) (5)(6), perc cuantitativamente no ha tenido aceptacidn.

la vitamina A, produce, en condiciones similares, una fluorescencia
de color rojizo.

Fn ambos casos la luz emitida se hace posible a expensas de la con=
centracién de las vitaminas, que se destruyen.

El

2009}

o

f
|
|
2

1) Fraceidn rica en Ay
de aceite de higado.
2) A erist. en etanol.
3) Fraccién rica en A,
de aceite de higado.
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b) Métede colorimétrioo seein Oarr ¥ irice.
Fundanento ¥ ecesniaxigs.

£l métod0 86 Dasa en la medida del color asul, fuga®, que 68 produce
por aociéa dsl 01,5d sodre la vitamina i, anbos en weluoién clorofor-
niea, cuya oseila entre 7 y 10 mimutes.

El miximo de intensidad se odiiens a los 4 mimutos.

1a densidad Sptica medids a 620 m u es una funaidn linsal de la
eoncentrasién de vitamina A en ol + pexro 8dlo em Wajas ecncen-
traciones ( hasta 100 unidades intermasionales por ml.).

No existen teorias definidas y/e satisfastarias que aslaren ol
meosnismo de la reacaidn,

Oome ya se &dje, es ol método mfs usaldo actualmente pars ol dosaje;
principalmente para las fuentes impuras existe una dibliografia muy
extensa, y sttre t0dc en relssida a su aplicabilidad a los seeites
de pesoade.~ 50 han hecho estudios exhaustiwes referente a la influen-
eia de inhivideres de la resceidn y de interferemsias, ocn motivo de
lo cual esistem tadblas de los mimmes (29)(30)(31)(32)(33).

Asi, la presemsia de ioidos uf{trico y acétice dimmimiyen poco la
intensided del ocler asul.- El foido sulniriec produge una colorasién
roja que vuelve impercepsiblemente al azul y ol #cido elerhidrioco dis-
minuye el eoler en wn 60 %,

Entre los selventes, mstanol, otamol, isoprovpamsl, ischutanol, al-

coholes smfliec y secundario, acetate de smilo, éter, acetona,
xileno, ete, mod: el oolar,

Assites esmmeiales ( geranicl, serpineel y etros) modifioaa el color,
¢ producem eslor propio,

1o sntecedente no significa una desventaja ¢o la reaccién frente a
otras. sine que ha side estwiiada a fondo en sete aspecto.

la sapamificasién de loa aseites, u oo tipo de muestra, seguida
do una extraccién etérea es la técnica universalments adoptada para la
eliminasifn de interferencias extrafias y de las que asompafian a la
vitamina en el insaponificadle,

Esta pristiea arrcja un dalance satisfasterio afin cuando la forma
alcobdlica produce uma intensidad de coler 408 Veoes Bener que la que
a4 la vitamina esterificada (34).

Oser, Melnick y Pader (35) moponen algunas modificacicnes para
adaptar la técnica & 1la determinaciém en alimentos:
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1) E1 uso de un standard interno para corvegir el efecto debido
a inhibideres, interferemsias y variantes (v temperatura y reactld
Z)DWWMWQMI:.mmeu
que puede oconrTir duramte la del selor amul,
3) mmm—-m..seo-/u.mhumhcou b, pa=~
ra eervegir de colores extralfics yrovemisates el imsayonificable,
la oausa mfs comin de interferemsia la eomstituye la presemoia de
earctensides, que en general acempafiad a la vitamina y ®0dUOER GOlorn=
oién amul con sl reastive; la sapemificacidn y extwreceién etérea no los
separs ¥y se han propuestc pars su sliminscién sécmiess erematogrificas.

Estes téemicas utilizan colmmas de adscroifn de Aidréxido de magne-
sio, gel de aluminic, Sxido de magnesic y messlas de este dltimo con
carbonato, Kyflo-Supsr-Oel y etros.

La adsoreién en QM -Hyflsseupereel ha dads, aparentemente, Buenos
resultades (36)(37) en 1o que respeeta a capesifisifud y splicadilidad,
Tiene sia esbesge ¢l imconveniente de¢ que se tiene que seguir la
maroha de la vitaaina por la cclusmea medianis ol uso de wma limpara de
luz ultraviclstas oon 10 sual s¢ roduse 6B la SenA UNa Namtha flusres-

cente t{pisa~ y ello retunda en pladida de la misme,

Esta tiemise ha sido ensayada per el autcr y la ha smsstatrado en
general difieultesa; slemfs la retencién de vitemias por la eolumma no
ha side tetal y ni siguisre regular, lo ewal Midiera permitido su uso
medisnte waa stendariisacién rigurosa.- Es probable que el fresaso se
deba 3 la ealidad dsl matewial adsexbente,

la determinacidn de }-saretsno por metisidm &e la abscreica a 440
n e antos @8 la eolorimetria es evidentemsmte poeo especifiss, por 1o
eual 5810 puede ser winia en anflisis de rutina,

OWro nétede 6o ssparssiln, pyesenisade per Beyer, Fhillips y Smith
(38), imeluye la preoipitaeiSn del caxotens por alechel etflico abso-
luto a baja temperatura,

Un procedipiento simple para la oorreccifn del eclor predmcido por
108 caretemss ( partioularmente } -ewretens) oo basa en ol heoio, ecmu-
nicado por Oser, Melmtok y Pader (3%), de que ¢l méxims de eolor ocurn
a 1os 4 segundcs esa m deerecimiente postericr ripide para la vitamin
4, Y una éureeiln ds por 10 memes d0s hoTus en 6l casc del (] -carotene,

Esta téenica serd utilisada en el presente tradajo, pues evita el
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procedimiento eromatogrifioo muy elaberadc, ooh miy buenos resultados.

Esta téenica es aplicable a muestras oon bajo centenido en Carotenc.

Un inoonveniente sorio de la yeaocién de Oary y Frice estrida em la
fugacidad de la &uracifn del ocolar asul.

Han side propucstas muchss tsécmicas que tienen come fin la elimina-
oifn de este imscnveniente; em goneral s¢ bBaszn en el agregado de gus~
tansias que proleongsn la duresifn del colow,

Tales oon 61 agrogadc de cateocol (39), guayasol (40), shidrido acé-
tico (41) y owes.~ la nis usada es la reaseifn de Bomthal y Erdelyi
(42) eom pivescatequina, que Jroduss una osloTasif; amul que pasa al vio-
leta rojino inteniso y es estadle; no cbstante, tiens la desventaja de q
no se realisa on fric y sdends mrofuce derivades coloreados esa los
esteroles,

Una selueidn priotica satisfaoctoria ccnsiste em xreducir el eolor
e la misma Cuba de lectura, com 1o cual se aloansa a determinar el
miximo con clerta eemedidad,

El auter usd para ello un fluorfotcoolorimetro lumetren medelo 402EF,
presoindiendo dsl sistema éo conpensacifn inteme; la lectura direeta -
en la eseala 46l galvandmetso de espajo-del miximo de intensidad pueds s
as{ en ol afnimo 4s tiempo requeridoy ser completada sin dificultad.

Para descontar los valores correspondientes a la reaccién de los ca-
rotenos, se hard una lectura de absorcién a la hora de agregado el reac-
tivo (Absorcién residual).
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¢) ZIfcnica
1) Gasatdvoa

Eaxéxide de seteslic slochdliss N/R: disuelva 28,0 gre do perlas de
HOK em 1000 ml, 4o otamol.~ Prepare la solusidn diarimmente,

Eler diat{liso: dede ser 1ikre de paréxidos.s Agregando a 20 ml, de
$tor 5 ml, 4o Wna Bessla yor mitades de uma soluciln acuosa de 1k al
50 ¥ y una alochélica de fenolftaleins al 1 £, Do dsbe produsires oo-
lormi.lo.

Sullate de sefle sBRIAXe, SIAOMIAK: No debe retensr vitemina A,
Agite § g, 0on 50100 ml, ds éter dlstikise eomtemiemio 100 UlI, de
vitamina A.~ Desante ol §ter y lavo tres veses osn porcicnes de 10-15 md
ae éter dietilico.~ Idemtifique la vitamina A en ¢l residws, agregando
23 ml, do yeastivo 4o CaXT-Frisse> Dobe PUSNARESry 188010N0,
ilarixide de potasie N/2: disuelva 26,0 gr. de pexrlas de HOX em 100 ml.
4o agua destilada y diluya a 1 litwe,
Solusidn stentard de viteming A (5%,): Disuslva en eloroformo vitsmina
A de potensia osnocida, en fesma tal de obiemer wna selucifn de 35 a
40 Us Lo/mle® 81 o8 un éster, proceda segén 2).«
Niimissne: lidwe de oxidaates.

Cloroformo: dede estar libre de umedad y foageno.- lave con agua destis
u..muumnmoz,umymuupmnzox
del destilado imieial y final,

Heactive 4o Osxx-Prisg: pese wa frasee cerredo de (1,8b 7y vuslius el
ocntenido en elorefurmo; pese por diferencia la usada y agre-
gue eloroforme hasta ebtener uma solucida al 25 .o 81 se produce tur-
bidex, filtre 1o mfs rapidamente posible.- Agregue 10-15 ml, de anhidrie
40 acétieo por oada litro ds reastivo.- Cemserve la solucién en ofmara
fria, al adrigo de la lus y ds la humedad mbiente.

2) Excageidn v mrifisscide

mnmﬁpw.m--wumomu-
actiniec (en su @efecto déde preservarse la vitamisa de la socién de
1a lus)

Fege 10-15 gr, de meestraj pisels a un erlezmsyer de 125 ml,, oon
Junts esmerilada pars alaptar rvefrigerante, y agregue 25 ml. de potasa
alcondlica N/2, Mapte el refrigerante y oaliente sobre bafio de agua
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a 100 9C, durante 30 minutos ( Netm: 1),
Page ¢l contenido a una ampolla de decamtacién de 125 ml, y lave
ol erleumeyer y el residuo oon dos poroicnes de § ml, de agua destilada,
7 luego cen 2§ ml, de ter.- Pase t0dos los lavades a la ampolla,
Extraiga la fase hidroclochélica y pase el extrasto otéreo » una
smpolla de decantacién de 250 ml,
Repita § veses esta opsrasiém, usendc oada ves 2§ ml, de é%er.
Lave el extracto etizwo oom 25 ml, de NOK N/2 ( ashesa) ( Nesa 2),
mum.n-nrmm-v-unmm.mu
porciones de 25 ml, de agua destilada, hasta que ) lavados ne dem
reaceién slealins oon selueién alcondlica 1 £ &e A M
Am!n.uso‘nlnunyuxum el agua de emml-
sifa} deje acumlar ol 60,2 a un 0ostado 4o 1 | J bese jarte
del extrasts & R vaso ds pwecipitados de 100 ml, 1
mutm-uomum.mooo.numbouuw
geno hasta relusir ¢l velwmem a 10-1§ ml, ¢
m‘uhomhmhwmuma*m.m
volumsm,~ B ningfia mouente deje llegar a Sequedad.( Nots:3).
molmmmqm.wowmuu
Disuslva 1o antes posidble ( Fota 3) olmq“ ml, de clero-
formo, aglitsude -m—umnnlmym o8 nesesario,
mum.muuonwmuam)m-sn.
mmm.“mdhlumulmumm
lomogeiniee mxy dien,
m:hm-wuumm:uum
ds sus emmbinasicpes ¢ interfarwncias, pere no'dede prolongarse
mis alla de 30 minutos Jees un exoeso Jusde Jreddeir pérdida.
#eka 2t Kl lavade alealino tiens ooms fin los doldos
€rases 1iberados por la saponificacidn, soludles pm éter, en sa-
les ssluhles en la fase asuosa.~ Kstes serki sliminaios del sis-
tema per los lavadcs posteri - les fsidos grases interfieren
en la eolorimetria,
Eota 3t Dede hacerse asi para prevenir cualquier posidilidsd de
oxidacién o destrucciém. N

\.
\
\
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3) Peaceién y colorimetris.

Se usa para la medicidén del oolor un colorimetro Iumetrén modelo
402EF ( fluorfotocolorimetro), oen filtro 620,

Se prescinde del uso del oireuito de compensseidn, verificindose la
lectura de abscreifn en base a la escala del galvandmetro.- la fugaoi-
dad del cedor no 4 \iempo pare la lectura completa,

la colerimetria se hage agresanin a 2Wd. 48 soluciém clorefirmica
de standard 7 mugetras, 9 ml, de sedueién #sactivo, en ol mismo wubo
de lectura y ocm las fotocélulas eonsctalas al galvanimetro desde el
ocomienzo del agregado,

Se anota la miwima defiemidn,

Para agregar ¢l reaiififo Usese una bureta autgmitica de esowrrimien-
40 rdpido, oon depisito cesrado; dispéngase ds forma tal que ol mismo
se deslice por las paredes dsl wubo, yare eviter la formaciém de burbu-
jas y terellimes, los cuales influyen en la lectura,

Ajuste la sensibilidad del agesmte en fupma el que el 100 § de
transmisidn esm la reaccidn de 2 ml, de cloreformo ( deseuento del co-
lor propio de los reactives) eswwvespsmia a 10¥ures del standird de
aproximadsmante $0 Ao/l esc/a.

Jura eada misstre y standard se hard una colorimewr{a con 2ml., y
lml, y 1ml, de standaxdsy 9 M1, 45 Clorofoymo mis 2 ml, de muestra
se usari para desccmtar el volor propio de la muestra,

Todas estas DeEWMas 5¢ encusAtran descriptas y remmidas en el
ouadro de la parte experimental ( Rmto 5 e esta téemica).

4) oldewlo

las lestwuras de transmisidn (T) se transforman en su squivalente

en absorcidn mediante la fSrmula:

As 1og. 100 = 1og, T .
La escala del espectrofotémetre Beciman modelo D U permite leer

directamente las equivalencias,
Los resultades se hallan segdn la férmula:

m’ U.I, de Vitamina A/ gr. de muestra,

dondes



30

AR 3 la sbsoreiéu de la muestra,
At es 1a absoroidn del standard,
JER es 1a conoentracidn final de la muestra,
COFat es la eomcentrapién final del standard,

Odloulo 4o las conoentraciones finales:
OFgis se pesarcn 0,0712 gr. 4s soceite ds potemvia ecnooida, gue oon-
tiens 50Q000 U.l./gr.

.Q-.Qﬂ%m. %:M.‘ Velo/ml,

CEat, ¢ oe inwducen en ol pwocesc, desle la saponifissoidm, 10 ml,
del standard smterior para caloular sl Cagiex S8 SKiEacolim.
Este misvo standard tendrd una ooncentrasicn fimel:

15,6 i A0 *glfps U,I./ul,

OF¥Rt en t0dos les 0ascs, ia pesada de mmestra -10,0 gr.-se 4ilwyé

ocmo sigue:
;?aﬂ ._zﬂ_— Uy 50 sr./ml,
B el L
I 10,0028 0,5001
u 10,8006 0,5005
11X 10, 0006 0,5000
v 10,0093 0,5005
v 10,0017 0,5001



- - dae .Y A | A |Resed
_ . Canticades tomadas, en ml Transmisd rotal |7ina1 |tate
tandards Musstras heaotivos i %*ﬂ* R

8% St I I poss v v 0130H oljsb 5 4 T 4 - - 3 - 8
Boo o | ol el el o] e o] 2]y 200, a100,0[100,0/200,0|200,0|100,0{04000] 0, 000{ 0, 000 | 04900
2 [ ol o] el el el ] 175 ‘a5,a{ 45,0(100,0(200,0| 45,0(100,0(0,3450,000|0,345 0342
St 1 . . . . . o 1 9 167,0| 67,0(100,0(100,0| 67,0100,0]0,274]0,000(0,174 0,174
2 . . . . . . 9 . 0{{100, 0| 2000 | 10050 |100,0|100,0 W 05000/0,000| =
. 2 . . . . . . 9 170,5{ 69,5|108y0[100,0| 7050|100,0|0,255|0,000 (05155 (0y155
0"-10 3 1 . . . . . . 9 9O 5600 1“0 100,0 5‘.0 1°°o° W 0,000 %W‘ °0m
. 2 . . . . . 9 « [aqiRlboc,0f - |208y0{100,0(200,0(200,0|0,000|0,000(0,000| =
. . 2 . . . . . 9 140,0] 40,5| 97,0| 97,0| 40,8 | 97,0/0,393|0,013 (0,380(0,340| 77,9
z 1 O I U o | e . . 9 j46,0{ 48,0| 9m0| 98,0 48,0 98,5|0,319(0,007 (0,312 QL8 | 77,0
el el 2] e o] e | o] 9| e 91,0/ - |109,0/100,0] 92,0/200,0|0,040{0,000(0,040] «
. - . | 2 . . . . 9 99,5] $9,0| 98,0| 98,0| 59,5| 96,0|0,225 0,009 0,216 |0, 206 | 47,2
a1 1 . . 1 . . . . 9 190,51 51,0| 9955| 9645 | 5053 | 99,0|0,299 0,005 0,284 0,105 | 48,1
. . 2 . . . 9 . 9%,0] ;- [100,0(100,0| 97,5 |200,0|0,020{0,000{0,020| -
. . . . 2 - . . 9 I".O 52,0 ”.5 “.’ 4,0 ’., 9.“7 0,007 0.“0 0, 204 “.7
iz b3 . . o 1 . . . 9 309.5 49,5(10090 (99,0 | 49,5| 995 |0y305 [0,002|0,303 |0,205 | 48,2
. . . 2 . . 9 . ‘8890] = 1000 {100,0| 88,0 {100,0 09056 /0,000 (0,056 | -
. . . . . 2 . . 9 173,51 73,5| 9990 9950| 7353 | 9990 (05235 |04005|0,130 |0,130 | 29,8
by 4 1 . . . . 1 o . 9 b|158,5| 58,5(20040 [100,0| 58,3 |100,0 (0,234 0,000 (0,234 0,060 | 27,5
. . . . . 2 . 9 . 300,0{ - |10040 {100,0 (10040 10050 |0,000/0400010,000( <«
. . . . . . 2 . 9 7655 | 77,0 9990 98,0| 7645 | 985505217 05007 |05110 (04210 | 25,2
v 1| e o o o e |2 ] )09 56,5 | 60,5 99,0(100,0| 58,0| 99,5 05232 |05002 0,230 0,086 | 257
. . . [ . [ 2 9 . O - 100,0 1“.0 10040 100.0 0.@0 09 000 0.000 -
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Se basa en la absorcién selsctiva de la vitamina A en la xoma ultra-
violeta del espestre; la intensidad de esa absorcidm es proporcional a
1a oconoentracifn de las solwsicnes.

hmuWuMnmno,mlfn.mmm
sfective & 325-328 ma (43)(a4).

la proporeicmalided adscroifm-ecncentrasién es solancinte vdlida pmxa
lus noncercmitica (45)(46).

80 ha éemostrado que ls ccrTelaciln existente emire la determinacién
espectrofotendtrics y ¢l métedo de Cuxr y Price esti estresusmente 1li-
gada a los resultades de los anflisis dioldgises (47).

la abscroidm de lus ultraviolota por parte e la vitamina A se lleva
3 cabe oon destruccifn de la actividad Bioldgicas ée lg misma.

nm—uuma&-saufudm-uwo.yusm
en 2100, yave sslusienss resientes 4o vitemina eristalina (43).

El factor Ge esmwrsiin entre el cosficiemte de extinoifn y las unida-
des internasichales es mmy disoutido, oscilande - segdn les distintos
sateres - entre 1600 ( ingleses ) y 210C ( estedoumidenses ) (48),

Actuslmente o8 aceptedo para usos comerciales el valor 2000,

Este facter depends, entre otxvs, é¢ la ferma en Que se encusntya la
vitamina y del solvemte utilisado,

Baxter y Robessn, utilisendo etansl ecme selvents, encontraron (43):

Po¥s (5C
Alschol -
Acetate 57-58

ralmitato a2 ]
ai-Gussinate 76=77
5 <Naftoato 747§ |
(x) la eolumns ds la ixquierds representa 108 valores a
328-’Mnnvndnnhuhm
lee ealeulados para vitamima A per saponificacién de

sus Seteres.
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£1 valar del factor de conversidn nmo se pueds considerar em forma
absoluta en virtud Cel hocho recientemente desewbiertc vor Hiclkman (49)
de que los tocoferoles scn indispansables para el aprovecnsaiento @OXTeC:
to 06 1a vitexina A; en consecuencia, de¢ ello taadiem v u depender la
relacidn Actividad bioligicae=oceficiente,

Xn lo cue respecta & las variacicnes a causa del solvente, 1os polare:
mroducen valores de E mayores que los producidos em solventes no polares.
a causa de ls desviacifn dsl espeotro hacia la sona de 1xs menores longi:
tudes ¢e omda (50)(51), se reccuienia as{ el alochol eu reemplaso del
cloroformo.

Baxter y Hobescn obtuvieron los siguientes valeres, para distintes
solventes (43):

Solvente aa R meneiio.
Etanol absoluto 326=32 1750121
Xtancl sdsoluto 328 1780

Eter de petréleo (30-6500) 3% 1760
Foruiate 4e etilo 32 ins
0O10lchexano 3 2850
Cloroforme 333 260

A palmitato (UsSePe Reference Standaxd) disuelta en
£l método espectrofosemftriso fué aprobado per el
nal de la ldga 4s las lacicmes, en el afic 1934, eomo
T3 ls determimasifn de vitemims A en los sceites de
Para elimimer la interfereiivia de sustamsiss que a la misme
longitud ée enda, Demarest intrednjo su téemice de
wva (52), que 50 basa en 1a meligidn antes y despuss de la
de pequelia lengitud de cnda,
la valides de esta tienica depsnies de que se oumplan tres proposicion
principales: 1) la irradiseidn destruye la vitemine A y el produsto re-
sultante no adeorde a 325 m A,
2) las interferencias no se por la irrasfiiacién ni
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1a modifican.
3) la Lrradiacidn destruye la vitamina cuantitativawente.

Se demostré gue la irradiacidn destruye completamente la actividaé
bioldégica y que las ires condicicnes se satisfacen si se usa un filtro
bastante selectivo, que asegurs la monocromatieidad (53)(54).

Para eliminar interferencias, en gensral de productos derivados de
la oxidacidm, Morton y Stubbs introdujeron la férumla e corveceidn gue
lleva sus hombres, e incluye las lecturas de absoreidm = 310, 325 y
334 mu (55)(56).

Acorr,.* ‘7“35)’(2.6”3‘310)"(‘037”‘33‘)
La ecuacidn es una interpretacidn matemitica de la resclucidn del
sistema curva observado-curva de la sustancia pura-sbsorcién real,

&

1.0

\ 10}
b /\/‘

| s

®

0% s
e,
r- ’ v D

s . 8
\
0zt .

0.0 L i L L

Gurvas de absorcién (55) de:
1) aceite de higado de bacalao en eielohexano.
2) insaponificable del anterior.
3) diferencia entre ambas.
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o°) Idcniga

Se ha adoptado la téenicu de purifisacidn del método colorimé-
trico , eon sélo algunas modificaciones de ocomsentracidn.

1)  Geegtives
Exonsngle2 ( iscpropancl): Ge grado espectrofotométriscs .cbe Cumplir
las sigulsntes especificasiones:

1a adbsorcidn a 100 mu. no debera ser mayor de 0,050, y entre
320 y 350 m ja, debera ser menor que 0,010.

; disuelva 28,0 gr. e perlas de
HCK en 1000 ml, & etanol.- Prepare esta solucién diariamente.
Biar 43a%{1190: Debe ser livre de peréxides.- Agregando a 20 ml, de éter
5 ml, &¢ una mesgla por mitades de una solucidn asucsa de 1K al 505 y
una alcohélice de femelftaleina al 1 %, no debe yroducirse color rojizc.
$ 0o debe retenar vitamina A.
€1te 5 gr. esm 50=100 ml, de éter diet{lico conteniendo 1 Ue.d. de vie
tamina A.- Decante ol §ter y lave twes veces esm poreicnes de 10-15 al.
de étere= ldentifigus la vitamima A en el resifuo de evaporacién, agre-
gando 2-3 ml, éa reacstivo e Oarr-Frice.- Debe permanecer incoloro.
Haxixido de wetasio N/2¢ disuelva 28,0 gTs 48 Derlas Qs HOK em v ml,
de agua destllada y dilxya a 1 lityo,
Soluaide standard de Vitamine A disuslva en isopropancl vitemina i de
potemsia conocida en ferma tal de obtener una selncidn de 10 U.l./ml.
ditxogengs lidwe de oxidantes.

2) Extracoldn ¥ mrificaailn

Toda la determinacifn se 1levarf a eabo en material de vidrio anti-
actinico ( em su defeeto dsbe [reservarse $ola soluwsifn que contenga
vitanisa, ée la acciim de la lus)e

Fese 10 gr do messtya; pésela a un erissmeyer 4 125 ml, con junta
emmerilada para sdaptar refrigerante, y sgregus 25 ml, de posasa aloohs-
1ica §/2 .~ Mapte el refrigerumte y caliemte sovre dafic de agua a 100
¢rados O, duremte 30 mimutos ( Nota 1 ).

Fase el contenido a una ampolla de dessntesin de 125 ml. y lave el
erlsmmeyer y el residuc ée sapohificacién con dos porcicnes ds § ml, de
agua destilada, y luego ocn 25 ml. de éter. Pase todos 1los lavados a
la ampollae
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Extraiga 1a fase acuczo-alecohélica y pase el extracto etéreo a una
ampolla de decantacidn de 25C ml,,- Repita 8 veces esta operacién, usan=
a0 cada vez 25 ml, de éter.

Lave el extracto etéreo con 25 ml. de HOK N/2 ( asucsa ) ( Nota 2 ),

Dascarte la fase acuosa y lave nuavamente el extracto ewéreo con
porciones de 25 ml, de agua destilada, hasta que los lavados no den reao-
01én zlcalina oon solucién fenolftaleina aloohélica 1 %.

sgregue 5 gr. de SO,Na,anh, y agite para eliminar el aguu (¢ emulsiémy
deje acumular el sflido a un costalo de la ampolla ¥y pase el extracto
etéreo seco a un matras aforado de 250 ml,; lave el residuo de la ampoe
1la con éter y pase los lavaldos a matraz.- Lleve a volumen oon éter.

Evapore ¢n un vaso de ppdo,de 100 ml,, 50 ml. del extracto del matras
hasta obtenser un ooncentrado de 5-10 ml..- la evaporacién se hace sobre
dbafio de agua en ebullicién, oom corriente de nitrégeno, y cuidando mu-
cho ¢e no llegar a sequedal.- ( Nota 3 ).: yer notas en B=cs2.

S1ga evaporando ean frio, dajo abdundante corriente ce nitrdgeno, hasta
eliminar totalmente el dter,

Agregue 20 ml, de isopropancl, lavando las paredes del vaso, y colo-
que sobre la plancha del bafio de agua para entibiar y facilitar la so-
lucién del res=iduc aceitoso.

Deje tomar temperatura ambiente y pase a matras de 25 ml. lavando
ol vaso y enrasando con isepropanol.

Asegure la hamogeneidad del contenido.

Corra un testigo con 2,5 ml, de la solueidn standard, introducidos
en esta téonica desde la saponificacién.

3) Bamsetrofotometria

Mlda la absoroién de cada una de las musstras y de los standards en
solucién iscywependlica a 310, 325 y 328 m Koo

Someta luago las soluciens a una irrsdiscién de3jom u, hasta que
las lecturas se mantengan oconstantes.

El sutor efectudé las mediocionss oon un espeotrofotdmetro Beckman
modelo D U, ussndo oélulas de sflice de 1 om. de paso de lus,

La irradiecita fué heeba 00N 1impara de luz de mercurio, para
fluorescencia, Hanovia, de tipo 16024, con filtro para fluorescencia,
aue emite luz de 3660 A.
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4) cdleulon

Losmsult:uics se calculsn segin ls £Ermila:

""'&"" s U.I, de vitamina i/ gre. de muestra.
4z (7 X Aypg ) = (24625 X Aq3q ) = (4,375 X g3, )
on lam cuales
AR o8 1a absorcién de la muestra, sorregida.
o5 &gy ¥ b3, son pespectivamente las leoturas de
muestra a 325, 31C y 334 Ly
£ o8 la relacién entre el resultado tedrico y el cbtemi-
& practicamcnte con ¢l standasd, a través de la téenica.
Gfn o8 la concentracidn final de las musstras.
0dleule de las concentracicnes fimaless
gFat: se pesaron 0,090 gr. de acdite ocmtemiemfio 500000 U.I, de
vitanina A soetato, sintética, por gramo,

%o 908 Usle/mle
OFst;: so intreducen en ol precesc, deads la sapmificacitn, 2,5 ml.
@e la solneién sntericr, pars calcular el faoter ds sxixaccide £.
Se corre erte standard rn foims paralsla a las maestias, ezcepto en
que el extrasto etéxrec es llevalo a 100 ml, en lugar de 250,

G E 0000 B4 55 o 948 Teol.

Ofg: en todos los casom, la pesafla de muestra, 10,0 gre se diluyé

como sigue:
-}&L-ﬁ' < 0,080 gr./ ml,
Mesixs Zescfin(gr.) Oome. final(grn/all)
1 10,0031 0,0800
11 10,0008 0,0800
11X 10,0029 0,G800
v 10,0042 0, 0800

v 10,0006 0,(BCO



5)  Bxoertrental
Besultodor Apwdd:tcg
;310 ;\325 ,13., o Aotu‘r. “eaultafio  Facvor
U.Io/EY. extrac,
8t CyA73 o531 0,480  GyB09 454400 1,012
Sty 0,45C 0,506 0,479 0,484 483100 1,039
b 0,430 0,405 0,380 0,043 10,5 '
I1 0,265 0,226  C,205 =-0,011 Negasivo
III 0,269 0,230 0,209 =0,010 KNegativo
v 0,130 0,130 0,097 =0,056 . Negativo
v 0,215 0,138 =0,005  Negativo
Eesiliedas 98 &
“ﬂn ‘E"ﬁ Lo Emac
st 10 0,008 0, 0C8
Ayog 0,008 o.oo9 4009 o.oo9
Mag 0,010 0y008 ©5009 0,009
sy, Ay, 0,006 09 005 0,006 Colib
o 0,006 0,006 Up 06 €006
A3 0,009 [N+ 3§ 0,012 [WNH DY
I A0 e,12¢ 0,118 0,118 0,118
A0 0,056 0,055 Uy 054 0,055
A3e 0, 084 0,086 0,088 0, 085
I1 Ao 0,072 0,069 Uy 069 0,069
Ayog 0,010 0,011 G, 010 0,010
Aq34 0,026 0,026 0,022 0,024
I a4, 0,082 05072 0,070 0,071
Ao 0,008 0,008 Gy 008 0,005
Mg 0,019 0,017 0,018 0,015
o My Uy 040 0,050 Coutb 0,048
Ay 0,007 0,007 04007 0,007
53‘ 0,005 0,006 Gy 006 0,006
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v 310 0,125 Gy 16 Uy 126 Ly, 108
A"ags 0,046 0,046 Uy 045 0y L4b
Aag 0,032 0,034 0,033 0,034

Suponiendo que solamente la vitamina A ha sido destrufda por la irra-
adacién, restando a los valores irmediatos las nuevas lecturas se obten-
Adran las absoroiones correspondientes a la vitamina A,

mesyltados Linales

A310 A5 434 Aoy, g:?;}:no ortran.
st 0,464 0,552 0,441 0,507 492,000 1,019
8% 0,446 0,500 0,418 0,500 485,000 1,031
1 0,312 0,350 0,295 0,333 81,6
11 0,196 0,216 0,181 0,205 50,2
111 0,198 0,225 0,191 0,219 53,7
w 0,082 0,090 0,074 0,090 22,1

v 0,107 0,120 0,104 0,104 25,5




4) Besultados ohtenjdos y comentarios
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MUSSTHA » ﬁﬁhm el Lot ‘
1
- U,1/gramo | Ul/g | UI/g| Ul/g | V1/k
- Datos from | from | - | -
sacrocistys pyrifera}l I { 77,9 | 77,0| 77,5 | 94,3 { 81,6 | 99,5
Leesonia flavicans | il | 47,2 [48,1] 47,7 [ 53,6 | 50,2 56,4 |
lessonia fassia 111 46,7 48,2 | 47,5 | 52,8 | 53,7 | 59,7
Iridea laminarcide |IV | 29,8 |27,5] 28,7 (32,6 | 23,1 25,1
Iridea cordata V 125,2|25,7| 255 | 28,7 { 25,5 | 6,7 |

4n ambos métodos la determinacién sigus a la saponificacidén y extrac-

cién etérea del insaponificable.

Ia concordancia obienida entre los dos métedos es excelente.

iun ol miteis cclewdmétrieo se efectud una lectura adioional para elimi-
nar la influencia del color producido per los carotemos, cuyo valor fué
despreciable.- Se imwrednjo un standard interno para determinar el faotor
de extraocoién, destruooidn y/o pérdida; el valor obtenidc -1,11- es un

f » nis elevado que el haditual.

In el método espeotrofotométrico se desoonts el valor de lectura de la
interferencias por destsucoidén fotoquimica de la vitamina i (irradiacién
ultravioleta durante 3 horas).- Antes de la irradiacién las leoturas, uti
lizando la formula de correocién de Morton y Studbbs, arrcjaron resultados

negativos; la mayor interferencia se encon®xd a 310 Ba..
Kl valor del faotor de extraccién fué de 1,04, normal.
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PHOVITAMINAS A

Son pigmentos de origen vegetal, de ia fawmilis de los carotenos.

Se encuentran generalmente ausentes de¢ los organismos animales, en
los cuales se almacenan en furma de vitamina A,

Hay mueve provitaminas A ocnooidas:iol, (1)1 )’ou'otono, criptoxantina,
equinencna, mixoxantina, leproteno, afanina y afanicina(l)

A)  Antecedentes
a) Qaracterfsticas bloldgicas

Se transforman en vitaming A en €1 organismo animal.
=8t hecho se demuestra porque adicionados a una dieta carente de
vitamina A, la ocompletan,

v) Qaraotariaticas wuimigas v Lisicas
Son de color rojo cscuro y producen solucicnes amarillas,
Se caracterizan por oontener el nfeleo @-m indispsnsable para
la actividad bioldgica, y una cadena lateral poliénica.
108 carotencs pertenecen a cuatro grupos principales:
1) los carotencs <,y Yy el licopeno, isémeros de férmula
c .
2) las xantéfilas, oxi e hidroxi-derivadoe de los anteriores.
j) Esteres de las xantéfilas y doidos grasos.
4) Carotenoides Acidos, derivados oarbox{licos de los earotenos
1o ellos solamente s> ¥y ¥ caroteno y criptoxantina tiensn activi-
dad biolégica y fumoicnan como provitaminas A en forma definida.
Se ha oomprobado, aunque no fehacientemente, que uma Q‘rﬂ parte de 1
nombrados en el primer pérrafo son relativamente activos,
los mis commes tienen estructuras ocnocidas, mientras que otros
poseen férmulas quimicas cuestionables.

‘Q CHy o Flad ""; "’“ Rl
cmay
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En general scn solubles en los disolventes de las grasas ( clorofor-
mo, benceno, sulfuro de carbono, etc. ) y en las grasas mismas,

Son insolubles en =wua y en alcohol etf{lico.

Cristalizan en prismas de elevado pumto de fusién ( 160 2C, o mayaris

Produsen coloracién asul eon &cido sulfdrico, y azul que pesa a verde
oon wezola sulfonftrica, en oloroformo,

Sou establee al calor en atmisfera libre de oxfgeno: sxcepto em lo
que respecta a ciertos cambios estereoisoméricos (2).

Por calentamiento y estacionamiento, soluciones ds %-carotenc tiem-
den 1 1somerizarse en Deo-(-caroteno; este Ultimo es el isémerc ois del
f~caroteno natural (3)(4).

Kl neo-}-caroteno tiene una potenoia bioldgiea que os la mitad de
la que posee el isdmero trans ( natural) (5)(6).

Son sensibles a la oxidacién, a la auto-oxidacién y a la lus,

Poseen un espectro de absoreién tipico, cuyos miximos var{an con el
solvente utilizado.- la teorfa al respecto acepta que ello se debe a un
cambio en el equilidrio de la isomeria cis-trans (7).

R el cuadro que sigue se dan los miximos de absorcidn, o mu, en
distintos solventes (3),

Bter 98 yexano 9,0 | Oglig Bt Cloroformo

-0aro . . o« 477 o+ - . . .

(#F 1879¢) 47 ae 59 : Z Z
foacm BT @
_(PF 18490) 484 478 521 - 480 497
¥ -carotenc 462 - 496 477 - 477
_(er 17800) 495 - 533 520 - 510
Criptoxsntina 452 452 483 - 452 463
_(PF 16980) . 485 ATS 519 - 446 497
Neo={=caroteno - 443 - - - -

- 467 - - - -

ParuqmmemtomunuﬂatmsfonnrnﬂtﬂimAmm
tura debe llemar ciertos requisitos:
1) Debe contener el ciclo B-:I.omm.
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2) El ciclo no debe contener ningdn grupo funcional adicional,
pues la presencia de éstos lo inactiva,

3) la cadena lateral unida al ciclo debe contener no menos de
cuatro dobles ligaduras conjugadas,

Ia unidad U, S, P, de vitamina A se ha asignado arbitrariamente a
la actividad blolégica de 0,6 mogr. de (=caroteno.

>

200

100

100

o

380 520 my

Absoreién tipica de carotenos en hexano:
1) ol=caroteno. 3)  Neo-f-carotero.
2)  Criptoxantina. 4)  f-carotenc.
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B) Desarrclio del método de determinaoidm.

a) Determinacifn «uimica v/2 fisica s ceberal v eleccifn
dal método.

los resultados que se obtiench en general por métodos quimicos, fisi-
cos o cambinados 8dlo tienen valor de aproximacién, dado que el dnioco
método exacto oonocido hasta el mapente es el bloldgico.

los métodos fisicos se basan en la lectura de las abscrciones e so-
lucicnes de provitaminas A, en distintcs solventes, a 450~460 m Moo

1110 importa la medicidn directa del color amarillo caracteristieo
de los carotenos en solucidn.

Fueden determinarse gquimicamente por la reacoién de Carr-irice, utili-
sando la misma téonica que para dosar vitamina A.,- El color de reaccidm
o8 ol mimmo, pero hay una diferencia sighnificativa en 1l: duracién: el
producido por las provitaminas A ( carctonos en particular ) tiens una du
racidn media de dos horase

En 1a determinacién de vitamina A se hisleron lecturas del color re-
sidual, con resultudos en general despr.olables para calotenos.

lor esa causa, en el presente trabajo se ha adoptaic ¢l método espeetr
fotamétrico, de mayor sensibilidad,

Kl problems mds serio consiste en 1. separacidn de los carotenoides
qUu tienen actividad de parovitamina A,d¢aquslles que no la poseen,

Entre estos $ltimos figura en form: prepondarante la Xsntéfila.

La separacién oromatografica ¢s en guneral de mayor valor que la purie
ficacidn por solventes, debido a que existen ciertos limites en la sepe-
raciéa fésica,a causa ds 1a similitud de lee coeficientes de particiém
ecn ciertas impureses, particularmente en lo que respecta a >-caroteno,

No cbstante se ha elegido esta Ultima debido a su mayor simplicidad
y teniendo en cuenta que es comparable a la separacién cromatogrifica)
en el caso particular del anflisie en material de origen Vegetal, aungue
es ya un hecho conosido el que los 6xtrachos provenientes des vegetales
seglin la técnica de particidn por solventes Do posesn estrietamente las
propledades espectrofotomstricas del (J-carcteno cristalino (9)(10).

1a medida de absorcil a 450 m ui. es generalmente muy grande oon res-
pecto a la de 470 & u., sienllo la absoni(nad&o-/u. on gensral mencr
que a 470 m /u.

« Un dato rerresentativo se obtiene segin Gilliam (11)
a 460 m .
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b) Determinacidn por el método de Guilbest (12), medificado
»er Petaraem (13).
Dupdspento v comentarios.

Se basa en la sclubilidad diferencial de los pigmentos liposolubles
en solventes inmiscibles y posterior medicidén de la sbsorcién de las so-
luciones a 450-480 ® ., Zona del espectro en la cual la absoreidn es
proporeicnal a la concentracidn, entre G y 50 mogr./ml, de p-carotenc.

For eleocién aproplada de solventes es posible separar 1os carotence
biclégicamente activos de otros pigmentos liposolubles, especialmente
xantérila (luteina) y fitoxantinas.

¥n la praotica esto se realiza mediante una extracciéin con metanol al
90 %, qus elimina las clorofilinas, flavonas, dlcalis y xantSfilas,

En gefieral los carctencides ee extracn con una mezcla de éter de petr
leo y metanol al 85 %.- la fase orginica contiene el caroteno, licopina
¥ los ésteres de xantifila.- For saponificacién y extraccién en la mezcl
de aoimtu. el caroteno y la licopina quedan en ella, pasa a la fase
acucsa la xantéfila,

ias ppoviteminas A se encuentran,en los productos niturales, en for-
mas 11¥fes o combinadas.- las combinacicnes 1o sem oamo Ssteres o COMO
complgjos con protefnas.

Un ejmple calentamiento a 40-60 €0, permite liberarlas.

h&. tej4os animales principalmente, los carotenos hidroxilados
56 enougntren esterificadios y se hace nocesario as{ la saponificacién, a
w ambiente o con aplicaciém de ealor modersdo.

Otya manera de efectuar la separaciém ocnsiste en el igregado, en
frioy/ de bromuro de lauril-dimetil-bencil-amonio.

Th saponificsoién de la muestra es nocesaria para facilitar la extrac
cién de los pigmentos, ain cuando ultimamente se tiends a la eliminacide
de todo proceso térmico a causa de que se le atribuye ¢l inconveniente
de provooar 1la iscmerizacién de los compuestos a dosar,

willatitter y 5tol, en 1913, publicarcn un método bifisico de separa-
cién qgis ha s1do la base de cuantos se han desarrollado a posteriori.

Ocngistia en moler el natﬁu fresco oon arena, en presencia de ace
na gl 40 %, lavar oon acetona/hasta obtener un filtrado inocoloro y lueg:
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oon asetona pura,

Los extractos son entonces tratados con éter y saponificados oan
potasa metandlica.- La solucidn etérea es lavada luegc con agua destila-
da para eliminar la acetona y el metancl,

El éter se evapora y el residuc es tomado con éter de petrdleo.

Este nuevo. sistema es liberado de xantéfilas por extraccionss sucesi-
vas con metanol al 80, 90 y 92 %, hasta que los extraotos parciales
sean incoloros.

Coward (14) usé la misma téenica, pero trabajando en itmésfera de
nitrégeno, para evitar la oxidaciém e isomerisacién.

Peterson (13), modificando la técnica de Guilbert, que ua sido exten=
samente utilizada (12), produce una adaptacién especial pura vegetales,
que sera usada em este trabajo.

Como ya se visto, existe alguna diferencia en el uso de las distin-
tas longitudes de onda de la banda 450-480,

Un dato representativo se obtiene, segin Gilliam,a 460 mu, (1),

Esa seri la longitud de onda utilizada para efectuar las mediciones
de absorcién en la técnica que sigus.

la modificacién introducida por Feterscn a la técnica de Guildert lo
es, fundamentalmente, en 1o que rerpecta u la fase manipulativa; obtenien-
40 como resultado una téomica mds corta y semoilla,
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o) Dicaisa
1) hesotivpa

%: en etancl 95 %.
Eter de petrélec: fraccién que destila entre 65 y 7¢ 20,- Debe ser
1ibre de agua y otros solventes.- Es recomeniable el uso de Skellysolve
tipo B,
Xetanel acuoso al 90 Z: en volumen
Sulfato de goddo anhidro, &rapulaXe
Nitrogeng: debe estar libre de sustancias oxidantes.

2) Extraccidn ¥y rurificacién

rese 10,0 gr. de miestra y transfidralos a un erlemmeyer de 125 ml,,
de vidrio antiaetfnico, con junta esmerilada para adaptar un refrige-
rante a aire,

igregue 50 ml, de potasa alcohdlica 10  y agite hasta humedeoer
toda la muestra.

Caliente en baiio de agua = 5C ¢C, durante 15 mimutos, con frecuen-
tes agitaciones,

Filtre por placa ce vidrio filtraute ( gruesa) y lave el residuo
sobre la plasa ocen porciones de 20 ml, de Skellysolve y etanol absolu-
to, en forma alternada, hasta que los filtrados pasen incoloros.

Transfiera los filtrados y lavados 1 una ampolla de decantacién de
250 ml,, .de vidrio antiactinioco.

xtraiga econ dos porciones de aguax Cestilada de 50 ml. cada una y
pase ¢l extracto aocucso-aloohdlico-alcalino a otra ampolla de deganta~
cién,- Extraiga con tres porcicnes de treinta ml, de Skellysolve,

heuna todos los extractos de Skellysolve y extriigaics oon porciomes
de 3C ml,. de metanol al 90 %, hasta que no haya color amarillo em las
extracciones metandlicas.

flegue los extractos de Skellysolve con 2-3 gr. de sulfato de sedio
anhidro y dscante o filtre para eliminarlo.- Si se filtra, haoerlo por
lana de vidrio ( el papel de filtro puede retener caroteno).

Evapore eon eorriente de nitrégenc y a baja temperatura los extrao-
tos secados, hasta obtensr un concentrado de 30-40 ml,.
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Péselos a un matraz aforado ( antiactimico) de 50 ml., enrase con
Skellysolve y homogeinice.

3)  Colerjwetris
e determina la absorcidén de las soluciones a 460 m oy utilizando
para ello un espectrofotémetro Beciman, modelo D U, en células Oorex &e
1 om, d¢ paso de lus,
Como blanoo de lectura use Skellysolve,

4) Ciloylos
@l resultado final, en mogr. de (h-caroteno/ gramo de muestra, se cal-
cula segin la siguiente rérmula:

_H!Lgm_ » BOgTr, de provitaminas A, como -carotenc / gre
- ¢

donde :
Ip es la absorcidén de la muestra.
lat es la absoroiém de la solucién standard de (;-omtm
gFa es 1a oonoentracién de la muestra en las solucicnes de
lectura.
OFg$ es la concentracién final del standard en las soluciones
de lectura.

giloule de las copcentraqionog finales:
QEat: se '1sa para el ofloulo el valor 0,400 de abscreién, que
corresponde a una solucion de p-caroteno de 1,6 megr./ml.
CEg: en todos los casos, la pesada de muestra - 10,0 gre. = se
1levé a 50 ml,, es decir:

lgeg 3 0y2C 8T .

mﬁm ‘emoda (er.) Qonge final (er/ml.)
1 10,0022 © 052000
Ii 10,0010 0, 2000
poss 10, 0000 0, 2000
v 10,0091 0,2002
v 10,0002 0,2000




5)  ixperimental

Juestra Absoroién a Hesultado
Ne 460 mp. mCET .+ /BT«
1 0,121 2,4
11 0,078 1,6
111 0,420 By4
v 0,012 0,2
v 0,048 1,0

d) Hssultados obtanidos y ogmentarice

m;:tr‘ Alsa Mogr. (como f:-o.:oteuo)
8, e, ora
i Macrooistys pyirifera 2,4 3,0
11 lessonia flavicans 1,6 1,8
1Ii lessonia fassia 8,4 93
v Iridea laminaroide 0y2 Gy3
v Iridea cerdata 1,0 1,1

Se determind provitaminas A per el método de Guilbert, sesin una mo-
dificacién de Petersson.- 1os oarotenos se extrajerom, previa hidrélisis
alcalina, oon Skellyselve; la interferencia de xantofilas se elimind por
extracoidm metandlica de las mismas,

ios datos obtenidos difierem en algunos casos (I 'y III) de la aprecia-
0ién de earotencs hecha por lectura resicual en la determinacién colori-
nétrica de vitamina A.- lLégicamente, la sensibilidad del método aqui em-
pleadc es mucho mayor que la que ofrece la reacoién con clorurc de anti-
wonlo, pero no dede descartarse quée es mucho menos especifico y en conse-
cuencia estar evidenciando otro tipo de colorante amarillc no eliminable

por 81,
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VITALINA )1

la vitamina By ne llama tambien ansurina, antineuritica, antiveri-
bérica, tismina, pelineursmina, ¢%s.- S¢ le¢ esmecié en un tiempo como
ﬂm'(l)o’

A)  sntecedsates
a) garssteriatieas hicldésisas

losprinsipales cuadres por carengia de esta vitamina alsanzan los
tres tipos siguisntes: alterasionss del sistema newviose, exxviasas y
4sl aparate digestivo,-

Experimsntalnents se ha demostrade en las aves -en los maxifercs
con mayor difisultad- que la polinsuritis caremsial se carsoterisa por
fases de rigiden, opistetonus, ataxia y convulsionss,- En fases nis
avansadas hay marcedos sintemas paralitiecs.-

la falta ds tismina alters tedidn el fisielegismo del impulso ner-
viocso y pesiblements la libderasién del petasie y 48 la asetiloolina
no se desemvuelvan Rermalments,-

Olinicaments, 1os Jrimercs suairos ecareasiales que se OGmeeen s0n
los deseripies seme dari-deri, que en ol hemdre se caracterisza a gran-
des rasges Per UR GUAIO (uUe gemeralmente ileme wna 4 las siguimtes
carsoteristicas:

1) Predominio meusitico ecn lesicnes degenerativas
bésicas ds los nexvics perifirices; se slemnsa tesdién la parte mo-
tora y se llegan a producir ataxia y pardlisis, assdanio em 1o que se
ha llamado cusdre ds furms seca y atrifisa.-

2) Beri-beri edsmatose, losalisaio principalmente en
las extremidades infericres y en los pérpados.-

3) Beri-beri eardiaso, ecn yolineuritis, edmmas y al-
‘ersciones eardiacas (disnea, palpitesionss, fatiga &e esfuerso, dolo-
res retrossternales, o¥s,).-

Bs interesante eonsignar que en genaral existe wna especie ds mnte-
gonimmo entre las fermas pelinsur{ticas y eardfasas; ds tal manera las
formas nsur{tieas graves suelen cursar sin manifestacicnes cardiacas
0°gon éstas muy atenuadas, y vioeversa,-
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satre las alteracicnes del aparato digestive se pueden oonsignar
anorexia, estreiilmiente, difisultedes <n la abesxeidn digestiva, ot0.-

il cusdre earemeial se acemtia si hay lesiones samgrauntes em el
aparato digestive, por destruceidn de la vitemina per parte de la he-
nina predweida per la ascidn del oloxhidrice schre la samgre.-

HEn lo que respesta al cusirp ds hiperdosifisasidn, puede afirwarse
que no existe.,~ Deais inyeotedas ds hasta 500 mgre, Noducen apenas li-
geras modifisaciones en la eremarxia ¢ los nervies periférices, pero
sin aparecer las mis ligeras modificacicmes suhjetivas.-

la nesesidad diaria nfnims d¢ tiamina estd estimada en 0,8 mcer. por
6l Food amd Futrition Board ef the Maticnmal Researeh Oeuncil,-

Otras fusntes indisan 1 mgr.; en general la desificacién esté rela-
clonada oon la energis 4s la distal pars evitar toda defisiemsia se
asanseja 03 mgr, per 500 ealerias ingeridas,-

1 mgr, ds clorhidrate/#s tiskina equivale a 3.3)3 unidades interna-
oicnales (2).- ‘

Tundamentalnente, la tishine tiens actiividad & evensime (9oessbo-
xilass) cuando se ensuenira fosforilada (d4fosfotiamina).- Astia en
la fase de dsssardoxilasién, © sea wna do las Gltimas otapes amaerodias
dol motabelimme; esta asciin se refisre al dsile pirdvies.-

Favoreee 6l depdsite do glueigemo en el higado y es indispinsadle
para la exidasidn ds) dside listise en 0l Geredro,.-

Fartisipa tesbién de) metebolismo del agus, en furms intensa; su
acoién es dturétiea,~

S0 supems e imtarviens activemsnte em ls liderscién ds asetileo-
lina en el sistama Dervicso y per tants tentria impertancia fundamen-
tal para la transmisién del imgulse nervicee.s

Rs interesante haser noter el cardeter adsolutamstite especifico s
esta vitemina: no 9o ecncee férmmla semajants capes de promover su
aecién, y eudlquier modificacida «n su ocmstitusién amila eon facili-
dad sus carésteres ¥icligisos.-
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b) Oaracterfsticas auimicas v fisicas,-
Se ha alslado en estado puro de la corteza de arroz y de la leva-
dura,- Su férmula estructural, confirmada es
£ Cy

4

N> 5C—CH,_—N§—;C—C HS

H3C—C2  eC—NNHy HIL 5 C—CHyCH)OH
; H i/
N/ % \S

Bn gemeral los autores utilizan la férmula escribiéndola:

':'cl CHy
N R oH
| /c;-—-,c—— CyHs
WyC—Ce AC—CHI—Ni
: ," cw—
N CH

La nomenclsture inicial es: 4- metil- 5- b= hidroxietil- Ne{[2-
metil- 4- sminopirimidil- (5)] - metil} tiazolio para la base, siendo
la sal un clorhidrato del clorurc de la misma.-

la base se presenta como cristales monoclinicos finos, de color
blanco, que funden a 221 °C, ~

Como tales, son muy inestables.-

Poseen fuerte caracter bdsico debido a los dtomos de nitrégero
cuaternario y amfinico,.-

Como clorhidrato cristaliza en sgujas incoloras que funden a 249-
251 20, y de gran poder higroseépico; absorben como maximo una molé-
cula de agua.

En estado seco son muy estables a la oxidacién atmosférica.-

Tienen el olor earacteristico de la levadura, del cual es causan-
te en virtud del nicleo tiazélico.

Por la gran cantidad de Atomos de nitrégeno no oxidados, y el ani-
1lo tlazélico con oxhidrilos libres, es hidrosoluble ( 100 gr/100 ml,)
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las seluciones acuosas son de caricter ligeramente &cido,

Ks tambidn soluble en etanol 95% ( 1 gra/100 ml.), etanol 100 %
( 043 8r+/200 ml,) y gliserina ( § gr./100 ml,),

BEs insoluble en eter, clerefesms, LeNoensc, aSONGRA y heXano.

Ho cusnte a 108 efectos 48l ealor, es estable en selucicnes doidas;
a pil 3,5 pusde ser ealemtada a 120 90, sin minguna descemposicién,

En selueisnes memos {oidas se desocmpons, y 1o mismo oewrTe a tem~
perature mbients en soluciones asutras © alcalimas, premmiblemente a
causa ds la alterscién de la pereidn tiasdliea.

I solueddn a i 4,0-6,0 ( en yresensia ds sulfites) se separan
los dos mielsos de la moléoula; 1o mismo osurre Cem seluciomes de ni-
trito de bario y acetato de sodie (3).

La estadilidad al caler no sélo depende puss del pi de la solucidn
sino tambien de los elestxolitos Jresentes.c A JH 5,4 y calemtando
una hora a 100 90,, la destruseién es ¢el 100 § en pressncia de borates
del 57 £ en solusién acuosa 1o regulada, 4el 10 £ eon asetaios y del
3 % oon fosfates (4).

Es miyy sensidle & oxidantss y redustores eusndc se halla en soluside

Fer oxidasién leve se trensferma em tiocrcms, y 1o mismo cowTe sim-
Pplemente por repose 3¢ sus solusienss, amque e W lapee do vardos
meses.- Rsta Wransformasién so epers rayidanente por oxidecidm con
farriciummo de potasie, en medio aloalinei esta resseidn se utiliza pe
ra la dstermimacidn cusntitative.- (%),

Los %01dos minerales fusrtes la destruyen oon formeciln de smonface,
El espectro de abscreilm ultravioleta tieme dos mdximos a 235 y
267:/:.)376-!&(6)5:&5.50&““&‘:«»-&-’.

do absorcidm: a M5 y 247 ma, (7) (8)e

Vemos pues que el especiro de adsercidm ds la tismina eo fumcidn del
P de la solusién (9), 1o cual puede atriduivse al misleo pirimfaico
de la moldeula (10) (11),

Rl eaxbda y la tierra de infusorics la adscrden en medie £oido,

la eluciéa el cardén o0 haoe cem icido closhidrico y de la tierrs
infuserics ecn {lcalis y sales de quinina,

Las seclitas sintéticas ( Pexmutita, Desalso) la sdsorben por in
cambio ds bases, MMiénlose eluirls oom olemno de potasioc,
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la tiamina, bajo la forma de pirofosfato, forma parte del sistems
enzimitico de la carborilasa, funcionando como coenzima.

la carboxilasa tiene el espectro de absorcién de la tiamina y se
demostrd que es el ester pirofosférico de ella (12); se hidroliza fa-
cilmente a 100 °C, en medio fcido, ¢ por accidn de una fosfatasa, pro
ciéndose un derivado monofosfatado que no actda como coenzima y es

myy @ifieil de hidrolizar,

Se ha camprobadeo que la tiamina, aungue inactiva por si misma, act
va considersblemente el efecto catalftico de descarboxilaciln de la

levadura lavada en medio alcalinoe

30 1
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Ourvas de absorcidn de solucicnes
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3000 A

acuosas de tiamina (4),

Coeficiente de absoreién especifica vs, lonfitud de onda,



60

B) Desarrello del mflade ds determinasidn.
a) Determinacién euimisa y/2 [{sice sm ssparal ¥ slecolln
del nétedo.
Muchos de los métedos colorimétricos propuestos yara el dosaje de
tiamina se basan en la reaseién con un reastivo diavdtado,
nnmuuqmuummnmum.u\owm
la reacoién de lipman (13) eomn hidrosulfrito, punmd‘etr\-oohn-
ei&nmdo-rtmuo
Tauber (14) descridid la rescciéa de la tismina oén p-limetilamino
mnmmum@mmauym&
de fs1d0 a0ético glaoial, produce un intense OColor rejo.
Ia 2-6 ditremoquincna-clorimida se ocmbina oot la yarte tdasélica
de la vitamina para preducir ua ecler anaran)ade (mt. eloroformel
1os nétodos ya mencicuados en base a resstives diasotados ham sido
y son may uUsedes y han sido propusstes varios:
Kinnersley y Feters desarrellarcn uno (15) (16) basado em la reaceis
de la tlamina- estabilizada con formaldehide- oon deido sulfemflieo
diasotado, en medio alcaline,e la oosbdinacidam so yroduce con el amine-
srupo 4 dol misles pirimidinico, ne obstante 1o sual sustituyentes en
ol grupo tiasdlise medifisan el eolor (17). Tembidn lo interfiere la
hei ia do reduct .
Villsteeds y Bériny aplisarcn la formasién de wna tinturs soluble
en éter per reascién con 2,4 dimitrcanilina em medio alcalino,
Marenst (18) utilisé p-nitresnilina diasotada, en medie aloaline,
para producir wa derivado rejo extrafble por bdemeeme,
la reaceiin ufs extensamente utilisada, entre las de esta olase, es
1a de Prebluda y Mo Oollum (19) que usarom p-aminp-acetofencna diaso-
da, pars produeir una colorasiém raoja inseludle en agua, pero seludble
on xilems.- Neta reaveiln, msjorada en investigasiemes posteriores (20)
(21) 22) (23) (24), fué utilisada para el dosaje en cervales (24),
Otwre tipe 40 determinacién es el nétocdo por la medida da la flueres-
cencia del ticcreme, basado en la cxidasién alcalina de la vitamina,
que permite trabajar con oomosntracionses fimales de 0,5 mogr./ml.
Este pédtale tiepe e los aateriores las ventajas do una mayor
ospecificidad y'sencilles de orerasiln.
For estas causas se 10 ha olegide para ol Imessnte tradajo,
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b)

llotodo orlstnal de Jansen (25), modiﬂeado por Hennessy y
Cerecedo (26).

Fundamento y comentarios.

Se basa en la oxidacién de la tiamina en medio alcalino, con lo cual
se transforma en tiocromo (27).- Oomo ya se ha dicho, esta transformacid
ocurre tambien esponta te do se dejan reposar soluciones alcohd
licas, a temperatura ambiente, durante varios meses.

E1l tiocromo es un compuesto fluorescente extrafble con iscbutanol, lo
cual permite separarlo de interferencias.

la fluorescencia es proporcional a la concentracién original de tiami
na, aunque la relacién tiocromo-B, no es estequiométrica.

El mecanismo de deshidrog ion no se con certeza, pero es

muy probable que se forme un compuesto intermediario:

\/\ cH
\/\_]\ o Mo | S
e H
Cz"sou HC C,H.0H _c C HgOH
g..,

HOA
NH, s i 4

Clorure de Intermediario Tiocromo
Tiamina

5l tiocromo es una sustancia amarilla de intensa fluorescencia azul(2

Funde a 227-228 °C, y tiene su espectro de absorcién dos méximos a
358 ¥ 375 m .

E1 hidrosulfito de sodio lo reduce, en soluciones neutras o alcalinas
a una leucobase que no posee fluorescencia.- la oxidacién por agitacién
en alre lo regenera.

Ia luz lo destruye en forma irreversible.

Pese a la similitud molecular con la tiamina, es bioldégicamente inact
vo.

Puede obtenerse de la tiamina por oxidacidn de sus soluciones con
permanganato de potasio ¢ biéxido dq maggangso a pH 7 (28), con ferri-
cianuro de potasio en medio alealino (29), con agua oxigenada, 6xido

s



€2

de selenio y otros.

El fericianurc de potasio en medioc alcalino - pi 10,0 - es el agen-
te oxidante que mejores resultados ha dado para la determinacién cuan-
titativa (29).

Rl dosajo de ]la tiamina por este método fué propuesto por Jansen (25
quien extrajo el compussto fluorescente con isobutanol y determind su
concentracién fluorimsetricamente.

En adelante, muchos investigadores estudiaron y usaron oste método,
sin aportar mis que ligeras variantes de técnica (30)(31)(32)(33)(34) (¥

En la prictica, a bajas concentracicnes ( 0,2-1,5 mogr./ml. ), se ha
encontrado a memudo que la transformacién de tiamina en tiocoromo no es
total sino un 67 % del valor méximo esteguiométrico.

For esa causa 68 necesario hacer simultaneamente una comparacién
eon una soluoidn de concentracién oonocida, en condicicnes de rigurosa
standardigacién,

La técnica segin Jansen sélo permite determinar tiamina libre, dado
qQue el tioocromo-compuesto que produce la occardboxilasa No se extree en
la fase iscbutanélica (36).

Para la determinacién de tiamina total Hennessy y Cerecedo intyoduje
ron la hidrélisis emsimética, con el fin de liberar la vitemina de sus
oembinaciones orginicas (26).

Tauber hizo uso de la misma téonica (37)(38)(39) oon alguna anterio-
ridad, no obstante 1o cual los trabajos de ilennessy y Cerecedo tuvierca
mayor trascendencia.

Se ha usado para ello Takadiastasa (40)(41)(42), amilasa, olarasa y
polidasa; particularments en productos amiliceos (41)(42).

Hennessy y otros (43) han oomparado varias marcas comerciales de pre
paraciones enzimiticas y encontrarom que presencia de icnes Al, Hg (ieo
7 Pe (100) inhiben la hidrélisis, mientras que iones ferTosos la activa

Kstos autores hallaron interferencias fluorescentses en el extracto
isobutandlico y doterminaron una técnica de adsorcién en Decalso que
416 resultados satisf»ctorios.- El Decalso es una seolita sintética
provista por The Permmtite Oo. (44)(45)(46).- la vitamina pude ser sa-
tisfactoriamente elufda con solucién de nitrato de amonio,

Actualmente el eluyente ha sido reemplazado por una soluoién olore
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hidriea 0,1 N de eloruro de potasio, al 2§ %.

Oomo variante al método comentado, se antepone a la hidrélisis enzi-
mAtica una hidrélisis Acida (47), por calentamiento en medio sulfifrico
a 120 °C, ( 15 Ib, de presidn en autedave ) durante veinte minutos,

la purificacién se hace en la misma columna de adsoreién, por lava-
dos sucesivos con agua caliente ( 80 9C., ) hasta que los liguidos de
lavado sean incoloros, previamente a la elucién dcida,

E1 Decalso debe ser activado segin una técnica que se verd mis adelan-
te, al ser descripto el método.

La recuperacidn se realiza mediante eluciones hasta reaccidén negativa
de tiamina y lavadoe con agua calentada a 80 20, hasta reaccién negati-
va de cloruros con N03u 0,1 N,

La sensibilidad del método fluorimétrico permite el dosaje en materia-
les que contengan 0,2 a 2,5 mogr, de tiamina.- El método colorimétrico
exige cantidades mucho mayores ( de 15 a 100 megr.).

la precisién depende, entre otros factores, del fluorimetro utilizado,

El autor ha determinado, ademds, que existe una gran sensibilidad
al volumen de fase isobutandlica escurrido a la cubeta de lectura, por
lo cual es necesario tener muy en cuenta este factor,

Utilizando una solueién fluorescente proveniente de 1 megr./ml. de
tiamina obtuvo las siguientes variaciones fluorescencia-volumen, utili-
gando un fluorfmetro Lumetrén modelo 402BF:

ﬂ 100% T

|
l

) en cwbets deis e
N

s © s 20 =5
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o) ITécnica
1) Gsagtives
disuelva 15 gr. de HONa ( perlas ) en agua
destilada y diluya hasta 100 ml,
Escrigianuro de potasio 1 §: aisuelva 1,0 gr e Pe(ON)oK, en agua dee-
tilada y diluya @ 100 ml..- Este reactivo os eotable indefimidamsnte
sl se 1o conserva en frasco caramelo y e heladera.
4aido clornfarigo ©,) N: diluya 8,5 ml, de OlH concentrsio a 1000 ml,
con agua destilada,
AsMe sullixdco § Ni diluya 140 ml, de 50,H, Cancentrado a 1000 ml, ocn
agua destilada,
Acetato de $dlo 2,5 N: disuelva 205 gre de O,li;0,Ma annidro & 345 gr.
0.}50,!..3!20 on agua destilada y lleve el volumen a 1000 ml,
lschutanel: de grado fluorimétrico,- Xn su reemplaso puede usarse la
fraccién de iscbutanol técnise que deetila entre 105 y 108 9C..- la
fraccién debe ser secada por agitacién con perlas de HONa, decantada
y redestilada.~ los destilados anteriores a 105 ¢C, contienen aprecia-
ble cantidad de sgua, .
Solucién 49 enEima: se prepara diarismente por agitacidn de 6 gr. de
Takadisstasa ( Parke-Davis & Oo., Detroit, Mich..) oon acetate de sodio
2,5 molar hasta completar 100 Rle..- Fusde usarse también Olarasa, Myls-
#e u otras fosfatasas,
soluaién doida de Claxure de Jotasio al 25 %t disuelva 250 gr de Ol
en agua destilada, agregue 8,5 ml, de Cli conc. y diluya a 1000 ml, oon
el mismo solvente.
Docalso agtivadp: debe usarse una mezcla de lo que queda retenido entre
mallas 30-50 y 60-80 por partes iguales.- Debe activarse oomo sigue:
A 100 gr de Decalso agregus 200-250 ml, de &cido acético al 3 %,
caliente, agite 10-15 mimutcs, deje decanter y,elimine el liquido,
Hepita el tratamiento oon selucién d0ida de cloruro de potasio 25 %,
ocaliente, y luego oon solucion acética caliente,
lave con agua destilada caliente hasta eliminacion de cloruros eon
li03u Opl No- Segue 3 temperatura ambiente o0 a cualquisr temperatura
menor de 100 €0,
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Existen otros métodos de activacién (48).
Selucifp standaxd de ¥Visamina &) : debe contener 5 mogry/ful., en solu-
olda écida 0,1 N de £0ido sulfirico.- 5 wl. de esta solucién se ailu-
yen 3 25 ocn 01K £cido 25 £ y 5 ml, se usarin en la téouica como testi-
80 de la adsorocién cromatogrifica en Decalso,

2)  Extraccifn e hidrélisia

Fese 12,0 gr. de muestra ( alrededor de 12 mogr. totales ), péselos
a un erlemmeyer de 250 ml, y agregus 100 ml, de &cido sulfirico O,1 Ne-
Para preparar esta normalidad mmso‘ﬂzsunmmiﬁau
2 ml, por oada 100 ml, a preparare.

Corra un testigo con 5 ml. de solucién standaxd de tiamina ( 5 mogr/
ya yreparada ).

Agite hasta humedecer dien la muestra 7 coloque durante 20 minutos
en autoclave a 15 1b, de presidn,

Deje sufriar oon agitaeién ocnstante.

Agregus acetato de sodio 2,5 ¥ hasta viraje del verde de bromo cre-
8ol ( pil agwoximado 4,5 )e

agregue 2 ml, de sclucién de enzima e incube toda la noche a 50 90,

Daje enfriar eon agitacién ocnstante y filtre al vaocio por papel
de Iiltro W.NE 3.~ lave el residuc eon pequefias paroicnes de agua des-
t11adis y una los lavados al filtrado.

3)  Aritiesciln

Haga pasar la totalidsd del filtradc por una eolumna de adsorciénm
de Decalso de 6 cm. de largo y O,0 om, de difmetro.

Regule, aplicando vacfo, 1la ommpresiém del adserdente en forma tal
que 6l 1fquido fluya por la columna a rasén de 1 gota por segundo.

Deoseche los adsorbidos.

Lave la colwmma ¢oh agua destilada cailiente, en la uisxa forma, has-
ta que los lavados pasen incoloxos.

Eluya ecn solusiém €8 eloruro de potasio dcida 25 % galiente, reco=
giendo el elnfdo em wa matrar aformdo- de 25 ml,t Dase eluyente por la
columma hasta complier casi ese velumen, o

Deje enfriar el 1iquide oocatendfo en 81 matraz y enrase oon 1o mismo,
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4) Couversién en ticoromp.

Homogeinice bien los eluidos y pase 5 ml, de cada uno & Gada uno de
4 exrlemmeyers de 125 ml, con tapon de vidrio, esmerilado,

A dos de ellos ( activos ) agregue 3 ml. de HONa 1§ % y homogeinice
por rotacién durante 10 segundos.

dgrogus iumediatamente 3 gotas de Fe(ON)gky 1 % y aglte por rotacién
durante 10 segundos,

Agregue immediatamente 25 ml, de isobutanol y agite energicamente
fGurante 2 mimutos.

Trate los otros dos erlenmeyers ( inactivos ) de la misma forma, pe-
10 8in el agregado de Pe(cu)éz& 1%,

rase las emulsiones as{ obtenidas a tubos de centrifuga de 50 ml.
y centrifugus a 500-1000 r.p.m. hasta separar nitidamente las dos capas

Pase 20 ml, de la fase isobutandlica a un erlenmeyer de 50 ml, que

contenga 2 ml, de alcchol etilico anhidro.

5) Fluorimewris

Para medir la fluorescencia de los extractos se usa un fluorfotoco-
lorimetro Lumetron modelo 4U2EF, provisto de los filtros primario y se-
cundarios corresponiientes.- Fl filtro primario selecciona del haw
de luz ultravioleta la radiaeidn de 365 m/Ai, parm emoitar el tiocromo;
loas riltros secundarios para luz fluorescente son: uno amarillo para
retensr la lur ultravioleta y otxo asul verdoso oon el miximo de 47:?!
para a‘elocoionar la luz fluorescente azul que va a impresionar las oédlu
las fotoeldotricas,

Se calibra el aparato con el standard directo ( 5t ) em forma tal
que cbteniendose el O £ oon iscbutanol, el 8% cxidado ( activo ) pro-
dusca una lectura 100 %,

Se hace notar nuevamente la importancia del total escurrimiento del
extracto a la cuba de lectura, para asegurar la uniformidad de ésta.

6) odlculos.
El resultado final, en mogr. e vitamina 11/ gr. de mestra, se
calcula segin la férmula : R
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_ﬂix;q%_:w. de Vitamina By eomo clorhidrato de tiamina / gr.

donde: g es la lectura de la fluorescencia de la muestra.
48t es la correspondients al standard.
Qs e la concentraciln de la muestra hasta la elucidn,
ORt es la correspondiente al standard, en el mismo punto.

Odlculo de las concentraciones finales:

QFa%s se pesarom 100,0 mgr. de elorhidrato de tiamina ( U.S.P., Refe-
rence Standard ) y se diluyeron a 500 ml, con #sido sulfirico C,1 N,

5 ml, de esta dilucién se llevaron a 200 ml, con el mismo medio.

5 ml, de la segunia dilucién se llevayon a 25 ml. con soluciém acida

al 25 % de OlK,
%_!&__;r « 1 mogr./ml,

Qs ¢ 5 ml. de la segunda dilucién del etandand anterior se pasan
por la colinma de adsorcién y el eluido se lleva a 25 ml.- in consecuen~
ola, la concentracidn final es igual a la del g%t 1 mogr./ml.

UR: en %edos los cusos, la pesada de muestra - 12,0 gr. - se pasé
por columa y el eluido se llevs a 25 ml.; es deoir:

_]i,g_ o 048 sr.@l.

Yuestra fomada (er.) Oong, final (sx/ml)
I 12,0011 0,4800
11 12,0002 0,4800
111 12,0097 0, 4804
w 12,0030 0,4801

v 12,0010 0,4800
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leoturas de activos Iecturas de lectura ‘;\og'gl-
1 1 Prom, | 1p | lp [Prom.| L [Kegr/er
st 100,0 | 100,0 | 100,0 | 1,2 | 1,0 | 1,1 | 9,9 -
Sty 96,1 96,4 96,3 | 2,2 | 1,3 | 1,3 | 95, -
I 2,4 28,4 28,4 | 2,7 | 2,6 | 2,7 | 25,7 | (,56
11 17,2 17,9 17,5 | 3,2 | 1,2 | 1,2 | 16,3 Gy36
111 452 3,6 3,9 | 3,4 | 3,4 | 3,4 0,5 | 0,01
iv 66,2 66,0 66,1 | #,0 | 7,2 | 7,1 | 59,0 | 1,29
v 18,0 18,5 1B,3 | 3,7 | 3,4 | 3,6 | 14,7 { C,32
4) Eemiliadop cbienidos y eamentarios
uestra Alga Yogr./gxr. sobre nuestra
il ¥al cual [ anhidve |
1 Maorooistys pyrifera C,56 (,68
11 Lessonia flavicans 0,36 G,41
143 lesscnia fassia 0,01 0,01
v Iridea laminaroide 1,29 1,46
v Iridea coxdata Up32 0,36

Se ha determinado vitamina B, por el método de Jansen, seglin una
wodificacién de Hennessy y Oerecedo qise permite dosar también la tia-
mina combinada ocmo co-oarboxilasa; esta modificacién incluye ademds
1a purifioseién de los extractos por adsoroién en Decalso aotivado.

Se ha corrido un standard interno que permite calcular un rencimien-
to @6 la operacién de 96 %; esta cifra indice una alta recuperacién
ei se tiene en cuenta que incluye una cromatografia por columna.

Al extraer las muestras en medic sulfiirico (extraccién e hidréli-
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sls acida), las niwerc LV y V formaron un coloide resistente a los
tratamientos acidos més intensos, pero no al tratamiento térmiocc pos-
terior cue lo destruyé casi totalmente,- Los @ltimos v::tigios de geli-
ficacién se eliminaron después del ataque diastdsico; ¢s por esa ra-
260 que se reccaienda en todos los casos una endrgica y repetida agita-
0ién, con el fin de assgurar la extraccién de la vitanina, probable-
nente deficiente en las primeras etapas..

Zn cushnto a las muestras restantes, el problema fué similar, pero
menos intenso.

Kespeoto de los resultados obtenidos, son perfectaic.te reproducti-
bles pese a tratarse de¢ valores my pequefios dada la alta sensibilidad
del método empleado.
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VITAMINA 32

la vitamina B, se llama también riboflavina ( nowbre americanc ) y
lactoflavina ( europeo ).

Sherman la designd oomo vitamina G, nombre que sélo se conserva con
valor histérico como los de hepatoflavina y ovoflavina.

A)  Antecedentes

a) Caracteristicas bioléeicas

la forma fisiologicamento activa es la flavofosfoproteina, conecida
oomo fermento o ensima amarilla de Varburg.

Este fermento amarillo toma parte en las reacciocnes de éxido-reduce
cién ocelular, si dien otras flavoproteinas son mucho mis activas a
ese respecto (1).- Se ecnocen en la sotualidad 10 enszimas amarillas
que son flavinas unidas a proteinas especificas.

las flavoproteinas actian en gensral como dehidrogenasas y contiensn
un moncmuoledtido o un dinucledsido.

Para aotuar como vitamina, la riboflavima tiene que estar dajo la
forma fosforilada.- la fosforilacién se hace en el intestino y tal ves
en ol higado,

Los animales superiores no son capaces de sintetisarla; los rumian=-
tes, gracias a la presencia en el rumen do abundante flora bacteriana
Que la produce sintéticamente, no presentan seilales de carencia en
avitaminosis experimental.

Algo semejante ocurre con el hombdre debido a la producoién bacteria-
na en el intestino (2).

Para que el pigmento amarillo se hidrogens, pasandio a leuco~-derivadq,
debe actuar ua cofermsnto, las cohidrasas I y 11, constituidas por
adenina, £01d0 fosférico, pentosa y, respectivamente, nicotinamida y
éo01do nicot{nico.

El cusdro carencial se dencmina arridoflavinosis.- los primeros sin-
tomas aparecen a 1os tres meses de iniciada la avitaminosis, con queilo-
eis y palides de la mucosa ladbial, en las comisuras, que se agravarin
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por formacién de fisuras.

Otras consecuencias son: glositis, queratitis intersticial ( invasién
de la cérnea por parte del plexo vasculocapilar pericorneal ): conges-
tién conjutival, fotofobia con disminucién de la agudeza visual, sebarres
y dermatitis general,

Pueden también aparecer cabaratas, y estas lesicnes del cristalino
son - a diferencia de las demis - irreversibles.

Recientemente se han descriptc también lesiones de degeneraciém grasa
en el higado.

Estoe cuadros, descriptos como avitaminosis 32' aparecen oon relativa
frecuencia en los enfermos PRlagrosos.

Es fundamental para la funcién visual, y no solamente de la retina,
sino en g 1 de los dif érg oculares, preferentemente el
cristalino,- For 10 menos la funcién retiniana no pueds realisarse sin
la participacién directa de las viteminas A y B,, ocon seguridad, y de
la 0 con muchas probabilidades.

La necesidad del organismo humano no estf alin bien establecida, aunque
puede aproximarse como oifra valedera una dosis diaria de 1 a 3 mgr,

La hiperdosificacidn, aun siendo alta y sostenida, no determina en
ol hombre cuadros tSxicos.

la riboflavina es la \inica sustancia natural eonocida que posee acti-
vidad de vitamina Bge

La efiociencia de la vitamina se mide directamente en mgr, de ribofla-
vina, em lo que respecta al uso terapéutico comin.- Otra unidad de efi-
cacia es la de Bourquin-therman: 1 mgr. de riboflavina equivale a 400 U,
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b) Caracterfsticas cufmicac v fisfeas
la obtencién sintética de la vitamina B, por kuhn y colaboradores
en 1935, y Karrer y los suyos en 1935 (3) y 1936 (4), demostré la exac-
titud de la siguiente férmula:

CHOH
HOCH 1 Grupo ortexilol
HOGH 1I Grupo 9-metil isoaloxacinico
I HocH 11I Grupo d-ribésico

TR

N

]
|
! 3N H

N NN\

Riboflavina 6 6-7-dimetil-9-(d-1-ridbitil) iscaloxazina.

la fosforilacién se produce por la esterificacidn del OH alcohélico
con una molécula de POyH,.

la sustitucién de los -H de los carbonos 6 y 7 es indispensable pa-
ra la actividad vitamfnica; la ausencia de sustituyentes es acompafiada
de alta toxicidad (3) y dismimucidn de dos tereios de la actividad pa-
ra uno de ellos, y del total para ambos.

El imino grupo no sustituido em la posicidn 3 es también necesario;
sustituido el hidrdgeno por alguilacién desaparece la accién sobre el
crecimiento,

Se presenta como agujas finas ( cristalinas ), de color amarillo
anaranjado, gque funden a 282 9C. con descomposicién ( oscurecen a 240 9C)
Es poco soluble en agua ( 0,012 gr,./100 ml, ) como compuesto puro;

las preparaciones impuras son mis solubles.

la solucién acuosa es amarillc verdosa, y fluorescente.

Sustituidos los CH del grupo ribosa pierde totalmente la solubilidad,.

Es aun menos soluble en etanol ( 0,0045 gr./100 ml,) absoluto, e in-

Hsc

3C--C6
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soluble en éter eti{lico, acetona, bemceno, hexanc y cloroformo.

Es mis soluble en soluciones dcidas, perc deja de ser flucrescente.

En solueidn alcalina es muy soluble, y también en este caso pierde
la flucrescencia que le es caracterfstica.- Ello ocurre por cambio de
posicidn de un hidrdgeno, que pasa del grupo imino al vecino oxo, con
formacién de un enol.

51 miximo de intensidad de la fluorescencia se obtiene entre pi 3 y
9; entre 7,0 y 10,2 ésta disminuye en un 50 % (6).

Lla fluorescencia, gue se usa para la determinaecidn cuantitativa, tie-
ne un maximo de radiacién de 565 B, Y es Sptima entre pH 6,7 y 6,6,

Tiene caracter anfétero, con el punto isceléctrico a pi 6.

la irradiacién con luz ultravioleta (7) (8) de soluciones alealinas
produce lumiflavina, y la de soluciones Acidas lumieromo, caracterizdn-
dose este Ultimo por una intensa fluorescencia azul.

El espectro de fluorescencia de la lumiflavina es casi el mismo que
ol de la riboflavina.

CHy
H
e \f\ro he 0
" ’A{ a .2 H
(o]
dupiflaving lumieromo
69759-trimetil 6y 7-dimetil
iscaloxazina, xazina.

En estado eristaline, y protegida de la accién de la luz, es esta-
ble a temperatura ambiente.- la luz destruye lentamente su actividad en
ocualquier condicidn,

Es esencialmente inestable en soluciénj la descomposicién es grande-
mente influenciada por la luz, la temperatura y el pH de la solucidn.

Rl efecto de estos factores ha sido estudiado por Conner y Straub, a
quienes pertenecen los valores gue se dan a contimuacién (9):
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Natural a de Pérdida de vitamina B,
1a iluminasidn prtd diferentes intervalos.
I8a 2dJas S3las 7 ddas

Ius difusa 2,2 0% 96 3% X % -
4,0 B4 % 96 % 96 % -
6,0 823 9434 N3 -
8,0 72% 96 % 96 % -

Ins artificial 2,2 122 16 % -~ % 29 %
4,0 15% 37 % 60 % MR
6,0 6% 3BL SwLE 79%
8,0 3% 37% 5% 5%

Oscuridad 2,2 - - - O %
4,0 - - - 0%
6,0 - - - (% 1
8,0 - - - 0%

La concentracién inicial es de aproximadamente 50 mogr./ml. (9).

Fosee un grado relativamente alto de termoestabilidad; emn soluciones
dcidas se produce sélo ligera destyuccién luego de calentar 6 horas a
120 90, y 15 b, de presién,

n solucioneg alcalinas, pH mayor de 8, se destruye relativamente
pronto, ain a temperatura asbiente.

Es estable a los iocidos fuertes y a la mayoria de 10s agentes oxidane
tes ( agua oxigenada, agua de bromo, acido nitrieo eto.) a excepcién
del icido crémico - por supuesto, entre los commes,

El permanganato de potasic la destruye segin el medio: en medio acé-
tico 0,1 N la oxida a temperatura ambiente en 10 mimitos, pero a pH 4,5
1a pérdida en ese lapso es menor del 10 %,

81 bien es estable al agua oxigenada, es descompuesta par ella en
presencia de iones ferrosos.

El hidrégeno naciente, hidrosulfito de sodio, cloruro titanoso, clo-
ruro estafioso y sulfuros alcalinos la reducen reversiblemente a leuco-
base:
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la oxidacidén se produce facilmente s Dbor wgitacidn la soluecidy
reducida en atmésfera comin,
Tiene un espectro de absorcién que se extiende desde el ultraviole=
ta a la zona visible, con miximos a 225, 269, 372 y 445 W,
Exi0
e

T

ia extinclén molecular a 267 mu. es 7,6 X 104,

la ridoflavina fosforilada puede separarse de la vitamina lidbre se-
gin tecnica de Kumerie, basada en que el aloohol benc{lico sélo extras
la flavina libre (10).

Combinada con proteinas no se extras de sus fusntes naturales por so-
lubilidad en agua, haciéndose necesaria la hidrdlisis acida.

las tierras de infusorios ( Supersord, Florisil ) la adsorben em medi
4cido, de donde se la eluye, y la frankomita en medio alcalino, oon Aifi-
cil elucién.

El Decalso, las permutitas y seolitas sintéticas en general no la
adsorben,
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B) Desarrolle del métedo de determineeiéo

a) Determinacidp quimica y/ Lisica en general y slegcidn
de] pétodo,

No se utilisan, y practicamente no existen, métodos quimicos para
la determinacién cuantitativa de vitamina Bye

Entre los métodos fisicos, la espectrofotometrfa visible o ultravio-
1sta 88lo es aplicable a compuestos puros o oonocidos, a causa de su
baj)a especificidad,

Samerie, modificando una técnica de Xoschara, obtuvo buenos resulta-
dos purificando previamente por adsorcién en sulfurc de plomo, en medio
neutro, y elucién con una mezcla de agua-piridina-acetona.

El sulfuro de plomo adsorbe la ribdboflavina selectivamente,.

los métodos polarogrificos no han dado buenos resultados mas que
con soluciones de vitamina pura (11),

Ctro metodo preconisado fué el dasado en la conversiln en lumiflavi-
na, por irradiacién de soluciocnes alcalinas, seguido de extraccidén clo-
roférmica de la solucién acidificada y posterior determinacién de la
intensidad de la fluorescencia (12).

la seguridad que ofrece este métodc es limitada, dado que la conver-
8ién en lumiflavina no es cuantitativa y deben, en consecuencia, hacerse
otras determinacicnes adisionales ( medida de la velocidad de transfore
macién de una solucidn de potencia oonccida y aproximada a la de la
sustancia problema, y agregado a ésta (e una cantidad conocida de vi-
tulna'Bz.

Kubn y colaboradores usarcn la primera parte de esta téonica ( trans-
£0; en lumiflavina y extraccién ), midiendo luego la intensidad
de la ‘absorcién a 470 B, longitud de onda en 1a cual tiene un coeri-
oiente de extincién - 1 %, 1 om.- de 430,

Las soluciones de lumiflavina en cloroformo son muy estables; la in-
tensidad del color no varia en 8 semanas.

El1 método universalmente utilizado es el fluorimétrico directo, que
86 basa en la medicién de la fluorescencia de soluciones a pH 6-7 (13)(18
cuyas caracteristicas se darin mds adclante.
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b) Mtodo fiuorimétrico (13)(14)
Fupdauente y gomentarics.

36 basa en la medicién de la fluoresoencia verde que producen las
soluciones de vitaaina B,, ocuando ésta es exoitain por luz de 430-440
mA.i la lus fluorescente producida es de color veris, oon el méiximo
de intensidad de radissién a 565 m Yol

la intensidad de la fluorescencia es prgaoionai a la couceuttasién
de vitamina B, emtre 0,013 y 0,130 moer./el.(9).

Segn distintas téonicas, pusden usarse como patron.. de comparacién
soluciones conocidas de riboflavina (15), de fluoresceina (16), o vi-
arios de uranio standardizados (17).

Gon respecto a 1los limites de concentracidn indicaios, es couvenient
trabajar en la menor cemcentracién permitida por el agarato de medicidn
para evitar la interferencia de impureras que absorban radiaciém.

El autor ha obtenido excelentes resultados oon este método, para
concentraciones entre 0,08 y 0,16 mogr./ml..

Leben evitarse, de cualquier forma, las ochoentracionss superiores,
pues empieza entonces a inrluir el "quenching effect” ( disminucién
de la proporoicnalidad entre la fluorescenscia y la conoentracién, oon
anenguamienso de la primera).

Tawbien influye en la fluorescencia la presencia de ciertos aniones,
tales haluros, cismuros, tiocoianatos, sulfitos y nitritos (18).

Sales ferrosas y férricas tienen un efecto similar al de la oconoen-
tracién elevada (18).

Una técnica que ha producido excelente ooncordaneia con los datos
de los ensayos biclégiocos consiste en hidrolisar ensiuaticamente, ex-
traer con agua y determinar la fluorescencia del extracto en base a
las caracteristicas mencionadas (19).

Hodson y Nerris (15) extraen la riboflavina ocon 2oido sulfirico
0,75 N; el Oollaborative Ocmmittee ( Res. Corp. Ooll. Comm.) sugiere un
autoclavado con acido sulfirico O,1 N, mientras que Comner y Straud
(9) usan &oido sulfiirico 0,04 N en bafio de agua ecbullente,

Otros &cidos han sido usados; por ejemplo el doido fosférico diluf-
@o (20) y el &cido clarhidrico 0,1 N (21).
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Boyd, Terry y Andrews utilizan el autoclavado en agua destllada y

posterior digestidn con takadiastasa (22).

rara tejidos animales, me ha encontrado que arroja mejores resulta-
dos de extraccién el uso de enzimas proteol{ticas que el autoclavado
4cido,

El autor ha obtenido Luenos resultados en polivitamfnicos, autocla-
vando en medio £0ido, de SOH, 0,1 N, J digiriendo luego oon dlastasa.

La eliminacién de interferencias, fundamentalmente pigmentos fluo-
rescentes, ha sido objeto de estudios exhaustivos,

Ferrebee adsorbe sus extraotos en Floridina activada termicamente
(23); otro medio adsorbente efectivo es el Supersord (14).- kn ambos
casos la elucién se hace con solucién aocética de piridina,

Koschara (24) elimina luego las Ultimas trasas de interferentes por
oxidacién con permanganato de potasio; el de perm 0 se
elimina oon agua oxigenada,

Hodson y Norris (15) reducen los pigmentos con hidrosulfito de so-
d1o y cloruro estafioso.- El hidrosulfito reduce la riboflavina a leu-
oobase no fluoreseente, y el cloruro estafioso hace lo mismo con los
pigmentos fluorescentes no-riboflavina, pero en forma irreversible y
sin alterar la vitamina B,.- la leuocbase de ésta se reoxida luego fa-
cilmente, por agitacidn,

En productos pobres en vitamina, se recomienda la oxidacién con per
manganato y eliminacién de éste oom agua oxigenada, seguido de reduc-
cién con hidrosulfito y oloruro estafioso(is).

Algunos autores obtienen sus blancos basandose en que a PpH10 la
riboflavina pierde su fluorescencia.

Las ocaracteristicas de las muestras en anilisis han inducido al aut
a adoptar todas las medidas posibles que tiendan a aumentar la especi-
ficidad del método, por lo cual ha adoptado la téonica dada en los
"Methods of Vitamin issay*, oon algunas modificaciones de adaptacidm,
que incluye la oxidacién con ¥n0,K-H,0,, adsoroién en Florisil oen
posterior elucién con piridina acética y reduocién con S, 04Na,-C1,5n,

Se incluye ademas el doble hidrolizade, &cido y diutisioo.

En 10 que respecta al uso de standards de ocmparacidn, el autor
prefiere el uso de una solucién de concentracién oocnocida, reducida
con 8,0,Na, solamente para el blanco de standard,
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Existen tablas de correlacién entre soluciones de riboflavina v
fluorescefna sédica.

Vitamina B, Fluorescefna . Solucidén G,001 %

sddica de fluoresceina,

llevada a 50 ml,
(EroM") (er-ﬁlll.) (ul,)
0,1 0,17 0,85
0,2 0,34 1,70
0,3 O, 54 2u55
0,4 0,68 3,40
0,5 0,86 4,30
0,6 1,03 5915
0,7 1,20 6,00
0,8 1,37 6,85
0y9 1,54 7970
1,0 1,72 8,60

Otros sistemas de comparacién incluyen el uso de standards de
vidrio fluorescente.
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o) Iéemics
1) Heactivos
Anlfo sulnirico 0,1 N3 Diluya 2,8 ml, de SU,H, concentrado a 1000 ml,
con agua destilada,
Acetato de 90410 2,9 k: Ddeuelva 205 gr. de COH300CMa 6 340 gr de
01-1300(‘1(-.3120 en agua destilada y diluya a 1000 ml,

: Disuelva 3 gr, de takadiastasa en 5C ml, de aceta-
to de e0dio 2,5 M.- Prepare esta solucién diarismente.- rueden usarse
otras marcas de enzima: Polidase, Olarusa ¢ Mylase.
W:mﬂhn4u.um‘kenmmm
¥y lleve a 1 litro,

ARua oxigenada al 3 %: se prepara dlariamente por dilucién 1:10 de la
oocncantrada (30 %£).
Flaridajl: Se usa lo que queda entre mallas 60 y 80,
Acido apétdgo 2 F: Ddluya 2 ml, de OliyCOGH glacial cou agua destilada
y lleve a 100 mil,
PARAGADS 20 ¥ en ipido acétigo ? §: Diluya 200 ml, de piridina y 20 ml,
de &cido acético glacial a 1000 ml. con agua destilada.
Solupdéy stantaxd de hdboflayina: Pese 25 mgr. de droga de potensia
conocida, previamente secada 24 horas al vao{o sobre §04higs ¥ trenafier
un erlemmeyer, de vidrio antisotinico, de 250 ml.j agregue 200 ml, de
agua destilada y 2,5 ml, de 0100 acético glacial y agite hasta disol-
ver la vitamina (la disoluciém es dificultosa; se pusde ayudar oon calo
moderado). Pase la s0lucién a un matraz aforado, antiactinico, de 250 m
¥ lleve a volumen ecn agua destilada,- Diluya 10,0 ml, de esta soluoién
a 1000 ml, con agua destilada: la concentracidn seri asi de 1 mogr. de
vitamina B, por ml..- Iiluya 4,0 ml, dc esta segunda soluciém a 25 ml,
con piridina acética y la concentraciin final serd de 0,16 mogr./ml..
2) Hiarélisis v extraceitn

Pese 4,0 gr. de muestra y piselos a un erlarmeyer de 125 ml,, antiac
nicc, y corra un testigo desde este pmto con 5,0 ml, de la primera sol
oion de standard,

Agregue 50 ml, de SO,H, 0,1 N y autoclave 20 minutos a 15 Ib,

‘Zregue acetato de sodio 2,5 ¥ hast: viraje del verde de bromocresol

Agite durante 30 minutos.
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Agregue 2 ml, de solucién de ensima ¢ imeube toda una noehe a 50 20,
En lo posidble, efeotaie la incubacién bajo awmosfera de nitrdégenc,
Agite musvamente, duranto 15 mimutes.

3)  Rurificaciép

Daje enfriar los extractos hasta temperatura mmpiente y filtre por
buchner, en forma tal de obtensr un filtrado claro, y lage el reaiduo s
bre el filtro ocon so‘nz 0,1 N,

i’ase el filtrado y los lavados a un wmatrag aforado, amsiactinico, de
1C0 wl, para las musstras y 500 ml, para el standard interme.

Enrase los matraces de las muestras oon agua destilaia y pase 25,0
ml, do esta s0lucidn a matraz antiactinico aforado de 50 ml..

A estos y al del standaxd intermo éc 500 ml,, agregue 1 ml. de par-
manganato de potasio 4 £, o la cantidad necesaria hasts que haya un li-
gero exceso, y elimine el exceso con 1 ml, de agua oxigenada 3 %, 0 la
cantidad necesaria para decolorar,

1leve todos los matraces a volumen con agua destilada.

Page 5 gr de Florisil a tubo de ceutrifuga de 50 ml, y agregus las
sigulentes cantidades de las solucicnes anteriores:

Standard interno: 8 ml.
Muestras I y II :20 ml,
Muestras III,IV,V : 12 ml,

(istas cantidades han sido determinadas por la fluorescencia de los
extractos purificados, em determinacicues anteriores.)

Agite Aurante 5 mimutos, energicamente, y centrifugue hasta obtensr
un 1{guido sobrenadante olaro.

51limine el 1{quido sobrenadante y agregue 25 ml, de piridina acética

Aglte nuevamente 5 minutos, en forma endrgica.

Centrifugue hasta obtener nuevamente un sobrenadante claro y decante
a un matras aforado, antiactinico, de 50 ml.- Si es necesario, filtre,

Lave el residuo con piridina acética y pase los lavados al matras,
hasta enrasar,

4) Fuorimewr{s
Para medir la fluorescencia de los extractos se usé un fluor{metro
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Lumetron, modelo 402fF, provisto de los filwres primaric y secundarios
oorrespondientes.- El filtro primario selecoioms del hag de lus ultra-
violeta, proveniente de la fusnte luminesa, la radiasién de 435 =,
que va a excitar la riboflavina, y lcs secundarios absorben, emntre la
cubeta y las fotocélulas, toda radiaciln que no sea de 565 mu.

Z1 aparato se llev a 100 con la solucién de standard de 0,16 mOgTe
por ml, (8t) y a O oon la misma solucidn, reducida con hidrosulfito
de sodiosUna pmta Ce espatula de droga em polvo es sufioiemte,

la fluorescencia de las muestras se determind sobre las solucicnes
tal cual y reducidas,

5) gllcuion
%1 resultado final se calcula segin la siguiente frmula:

'ﬂi‘% » DCET. @& Riboflavina por gramo de musstra.
x

donde:
iz es la fluorescencia de la muesWra.

lat.es la flucresoencia del s$; para el ofloulo se usard
el st intermo.
CEm es la ooncentracién final de la muestra.
CFat es la concentracién final del standard,
Cdloulo de las ccncentracicmes finales:
CFat : se pesarcn 25,0 xge 4e riboflavina (UeS8.P. Lsference Stamdard),
y se diluyercn a 250 ml, en medio acético.=10 ml, de esta solucién se
1levaron 1,000 alee> 4 ml, de esta s0lucién so llevarcn a 25 ml,

%‘T&T'“}F' 0,16 mogTr./ ml,

m:;n.unmmﬁnul-m-nmum
7 26 llevam a 500 ml,.~ 8 ml, de esta solusién so adsorben y el elufdo
se lleva a 50 ml,

%o—;&—c—k‘ o.unm,‘/tl.
los valores de este standard eerdn los usados en el céloulo; el sten-

darc anterior sirve ccmo punto de referencia del rendiniento de la téond
cae
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CHN: en todos los casos, lu perada 66 uuestra -4,u gr.~ se llevé a
100 mle3 25 ml, de esta soluoidn se oxidaron y se¢ llevaron a 50 ml.;
20 ml, de las muestras I y I1 y 12 ml, de las muestras :11, IV y V se
llevaron a 50 ml,, luego de la adsoroidén y elueién.

Iyl 'ﬁ"‘%’-ﬁ%—-o'“ﬁ"“'/“l-

I, VyV :;%O-ﬁ—o-&--o,oolﬂn./ml.
luestra Pesada (gx.) Oonc, final (gr./ml.)
I 4,0013 0,0080
II 4,0003 0,0080
111 4,0009 0,0048
v 4,0000 0,0048
v 4,0015 0,0048
6) sxparimental
Valores de fluoresoencia Lactura
_Final sul tado
leoturas de.activos Leot.ds Xuotivos
L L. Frem, L l, Prom. L mOgY/8Y
st 100,0 |100,0 |200,0 | 0,0 [L,0 [0,0 [ 100,0 -
sty 97,6 | 97,9 | 97,7 | 0,2 [c,2 [ 0,2 | 97,5 -
1 ”o9 ’Bvs 907 0-5 006 006 5801 11,9
11 22,2 | 22,2 | 22,2 | 1,3 3,2 (1,3 | 20,9 | 4,3
111 33,4 33,8 33,6 0,0 [0,0 | 0,0 33,6 6,9
v 98,9 | 98,9 | 98,9 | 0,4 [0,2 | C,3 98,6 | 33,8
v 775 | 7747 | 77,6 | 0,6 [0,6 | 0,6 | 77,0 | 15,6
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d) Resultacos obtenidos y comentarios

ma:m Alga Mogr/gr. sobre muestra
N . T tal ousl _ anhldra
I Macrocistys pyrifera 1,9 13,5
11 lsssonia flavicans 4,3 4,8
111 Lessonia fassia 6,9 746
v Iridea laminaroide 33,8 38,3
v / Iridea cordata . 15,8 179

Se ha determinado el ocntenido en vitamina B, por wmedicién de la
flucrescencia- y ocmparacién- de los extrastes purificados.

Los problemas que presenta la extraccién doida d¢ las muestras son
en un todo similares a los eamentados en este mismo f{tcu para vitami-
na i;.

la purificacién de las mestras se realisd por oxidacién oon perman-
ganato de potasio y posterior adsorcién en Florisil.- ia elucién se
hizo con soluoién acésisa de piridina,

Se oorrié un standard interno que permitié calcular un rendimiento
de la operssiém del 97,5 %, oifra que aboga por la bondad del método.

lcs valores obtenidos comparan satisfactoriamente ocon los que han
si4o obtenidos en otras muestras por distintos autores.
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VITAMINA B¢

la vitamina Bg o piridoxina (nombre estadounidense) se denomina tem-
b1én adermina (nambre europeo).- Se la ha conocido también como factor
cowplemsntario, vitemina H de Richardson y Hogan (1), factor antiacro-
dinia de la rata, factor antidermat{tico de la rata, factor Y de Uhiok
(3), factor 1 de lepkowsky (4), factor elufdo de la levadura (2), y
otros.

4)  Antecefentes

a) Oaracter{sticas bloldricas

Se habfa considerado hasta hace poco tiempo que no era un factor ne-
oesario para el hombre, perc actualmente parece fuera de toda duda que
la carencia de ella determina un ciarto complsjo nervicso.

Por lo general la carencia esti asociada, en los casos olfnicos, a
otras ocarencias del grupo B. '

Spies y oolaboradores (§) demostamron que habfan cuaires de enferme-
dad de Oasal, que ain tratados con las vitaminas By, B, y PP, no oura-
ban totalmente, quedando algunos sintomas residuales, principaimente
de tipo nervioso (insomnio, irritacién, dolores abdowminales, astenia y
marcha atixica) y que al administrar sdermina, en cantidad suficiente,
1a desaparicién de toda la sintomatologia era rapiaisima,

En general puede decirse que a medida que ascandemos en la ¢scala de
los versebrados, las lesicnes pasan del predominio cutineo -pelagra de
1a rata- al nervioso y hematopoyético, em el hombre.- Pacientes con
pseudchipertrofia muscular distréfica, por ejemplo, responden al trata-
miento con piridoxina,

No se oonoeen de esta vitamina, sindromes por hiperdosifiocacidén, por
cuanto administrando altas dosis (50100 mgr.) no se observan manifes-
taciocnes de toxicidad,

Dosis e 3 gr./Kgr., letal en ratas, tienen en el hombre efecto se-
dante,

En ouanto a la oonstitucién quimica, llama la atencién su similitud
con el &cido nicot{nico, y se ha escrito gque de ello puede deducirse



que intervenga activemente en el metabolismo, cowo enzima, una ver unids
a una molécula proteica; esta accién enzimitioa parece desaryollarse pre-
ferentemente en 1los Srganos de origen ectodérmioo: piel y estrates cuta-
neos en la rata, y sistema nervioso en el hombre,

El resultado de un intento de resolver este problema fué negativo: el
metil-iodo compuesto de la vitamina By no es reducido a dehidroforma co-
mo ocurre oon el ds la niocotinamida,

la piridoxina interviens en la produccién de la hemoglobina, no sélo
en la avitaminosis ‘56 sino también en otros tivos de anemia, perc el me-
canismo {ntimo de 1a accién no es conooido.

Una anemia hipocrémica microo{tica aparece también asooimda a los otrc
sintomas de carencia.- Esta anemia es insensible al hierro, oobre y al
factor antiandmico del higado,

Rl piridozal, compuesto quimicamente relacionado, actia como coensima
en la desocarboxilacién de los doidos aminados, y tiens un papel importen-
te en la transaminaciéms- En los hidpolisadoc acidos de productos natura-
les, uwpu'kd-hutimmnsudoboulrkldmlyuhpm-
doxamina,

Bl piridoxal, la piridoxamina y la piridoxina en inyeccién endovenosa
tienen la misma actividad para el arecimiento y regeneracién sanguinas,
en perros oon defioiensia de piridoxina.

Parece que los acidos grasos soh indispensables pera la utilizacién
de 1a piridoxina por el organismo,.- la dermatitis (acrodinia) depends de -
1a mayor o menor proporcidn de grasa en la dieta,

795 mogr, del clorhidrato equivalen a una unidad rata.
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b) Caracteristicas fisicas y guimicas
Fué reconocida por GySrgy y colaboradores como miembro individual del

oomplejo de las vitaminas B en el ano 1936 (6)(7)(8)(9)(10)(11) y luego
aislada del wismo por investigadores de las escuelas de Keremtesy (12)(13
(14) (15) (16) y kKughn (17)(18)(19)(20) dos y tres afios, respectivamente,
mis tarde.- ™ué cristalizada por lepkowsky y casi simultaneamente por
Keresgtesy y Stevens,

Su estructura quimica es simple; 1o mismo que su ocupuestos relaciona-

Gos: Eupu CH:O CHyNH,
: C
/N
HOC ch/ \c-ou HOC "IC/ \c-ou HO.CHsC c-oH
HC C-CH HC :=CH HC, =-CH
N\ ’ N N\
N Piridonina N P idoxal N’ Picidosaming

Quimicamente es la 3-hidroxi-4,5-di(hidroximetil)-2-metilpiridina,

1a base 1libre es un compuesto cristalino, innoloro, de sabor ligera-
mente picante, que funde a 159-160 ¢C,

Ee muy soluble en agua, y menos en alechol etilico y acetona; es po-
co soluble en éter y cloroformo,

Cristaliza en varias formas salificadas, de las cuales las mas conoci-
das son el clorhidrate (£.F, 204-206 ©C., con descomposicidn) y el picra-
to; el primero es la forma usada comercialmente,

El clorhidrato es muy soluble en agua ( 22,2 gr./ 100 ml,) y menos en
alcohol etflico (1,1 gr./ 100 ml,) y acetcna.- la =olucién acucsa tiene
P aproximsdamente igual a 3,2,

Tanto la vitamina como su clornidrato subliman,

Bl olorhin.lrato es estable al calor, &0ido clorhidrico concentrado y
dloalis; es'cambio destrufdo por la luz, especialmente la de pequefia lon=
gitud de onda,- En solucién d1lufda, a pi 6,8, la pérdida por irradiacién
es del 50-60 % en dooe horas, pero a pH 1,0 la pérdida es minima luego
de nueve horas de exposicién a la luz artifioial (21).

Zs Spticamente inactiva.-
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También el espectro ultravicleta depende marcadamente del pH de la
soluoidn, surque el méximo de absorcién a 325 mu. se mantiens oonstan-
te por lo mernos cualitativamente,

[}
€

—_— Pursoarns
———a—s Pricrpal

Lo amam g

!

Produce un color amarillo anaranjado oon oloruro férrico, y asul ocon
el reactivo fendlico de Folin y Denis (23), a causa del hidroxilo fend-
11c0.- Oon aoido sulfanflico diazotado (24) o p-aminoacetofencna diaso-
tada (25) produce color anarsnjado.

Estas reacciones han sido usadas para su determinacién quimica.

La méds importante, analiticamente, es la que produce con 2-6-dicloro-
quincna-cloroimida, con formacién de un ocomplejo @ lor asul, Cuyas Carac
teristicas serdn tratadas mis adelante.
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B) lesaolle del método de detenuinacién

a) Determipacidn guimica y/o Lisics en seperal y elscoim
del método

los métcdos se basan en las reacclones coloreadas peculiares de los
fenoles aromaticos.- Ya se han mencionado algunas, al hablar de sus pro-
pledades quimicas y fisicas; todas ellas han sido usadas, con mis O meucs
éxito, en la determinacién cuantitativa.

El dosaje con clorurv férrico se basa en el color anaranjado-rojiso
que se produce cuando 1 ml, de solucidn de piridoxina (10-100 mogr./ml,)
es tratado con una gota de solucién de cloruro férrico al 10%; este méto-
4o es 3610 utilizable en muestras puras o de constitucién conooida,(13) @6

La reaccidn con el reactivo de Folin y Denis (22)(23), ha sido mendio-
nada por algunos investigadores, pero no fué aceptala por su poca especi-
ficidad; esta técnica se basa en el color asul producidc por el hidroxilo
fendlico y una mezola de tungstato de sodio, acido fosfotingstico, Acido
fosférico e hidréxido de litio, y permite determinar entre 20 y 80 mogr,
de piridoxina,

Kmn y co-autores (27) han descripto una técnica segin 1la cual trans-
forman la vitamina en su éter metilico, con diazametano, y luego en su
derivado iodado, el lodcmetilato del éter met{lioc de piridoxina.- Zste
oompuesto, por calentaniento en medio alcalino, en presencia de alcohol y
cloroformo, produce una coloracién W oleta -violeta de adermina- cuyo
péxiuo de absorcién se encuentra entre 555 y 599 m L e

Es un método miy especifico, dado que no se conocen otros derivados de
la alfa pioolina en tajidos vegetales o animales.

1a reaccién se produce con un rendimiento de 35-40% y s0lo permite de-
terninar cantidades mayores de 500 mogry €D razén de ello, su aplicabili-
dad es relativa,

Swaminathan (28)(29) ha aplioado la reaocidn con el &cido sulfan{lioco
¥y la p-nitroanilina diazotados para el dosaje en tejidcs animales y ali-
mentos; la reacoién es sensible, y 10 mogr. producen color apreciable,

Bina y cosutores (24)(25) usarom,en lugar de p-nitroanilina diasotada,
p-amino-scetofenona diarotada, con resultados similares.

En ambos casos las teonicas estan limitadas por el largo y trabajoso



tratamiento de purificacién: hidrélisis écida y enzimética, separacién
de 1las protefnas con tungstato de sodio, adsorcidn de la vitamina oon
superfiltrol a pH 3,0 y olucién con alochol alcalino.

la reaccién mis utilizada actualmente es la que se produce een 2-6-
dicloroquincna~-cloroimida, desarrollada por Gibbs en el aio 1927.

Stiller, Keresstesy y Sterens (14) observaron que la piridoxina daba
resultados positivos, y Soudi (31) la utilizd en forma cuantitativa em
el afio 19413 a este trabajo original sucedieron muchas investigaciones,
que serdn descriptas en el mmto siguiente.
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b) iétedo golorimftrico de Scudl.
Aniamento y comensarios.

Se basa en la medida de la intensidad del color azul ¢ue produce la
piridoxina cuando en medio buffer, de vercnal, es trataca con solucién
butandlica de 2-6 dicloroquinona-cloroimida,.

El méximo de absorcidn del color prcducido tiene lugar a 62¢ LYS R
o8 proporcicnal a la cantidad de vitamina presente entre 2 y 40 mogr.

La técnica original de Scudi (31) fué posteriormente sstudiada por
el mismo y comutores en cuanto a su aplicabilidad (31)(32)(33)(34).

»ado que la tintura se acopla a otras sustanoias, Scudi propuso un
sistema de reaccién bifdsico (butanol-agua) y un blanco de reactivos e
interferencias que se basa en que agregando un buffer de borato antes
de 1la colorimetria, con lo cual se previens la reaccién de la vitamina,

Bird, Vandenbelt y immett (35), aplicando la técnica de socudi a pro-
ductos farmacéutiocs y material biolégico, separan la piridoxina de las
interferencias por adsoroién en Superfiltrol, a pH 3,0 producido por
buffer de Me llvain.- Ofreceyademis la variante de producir en forma si-
multinea la copulacién y elucién, con desarrollo del color oon buffer ve-
ronal a posteriori, 1o cual implica una inversiém en el orden de reaccién
con respecto a la téonica original, la cual copula em ¢l medio veronal,

£l autor ha ensayado estas modificaciones en el dosaje de ’6 en pro-
ductos polivitaminicos y, sesdn su experiencia, no se cbtiene ningin
desarrollo de color, ain cuando éste se produce al devolver el orden de
los reactivos a su secuencia original,

o obstante ello, la intensidad del color no alcanza los vaiores pre=
vistos, ni1 es satisfactoria la reproductibilidad,

Hochberg, Melnick y Oser (37)(38)(36) desarrollaron una técnica basa-
da en la copulacién de la tintura con la piridoxina en una sola fase.

El uso de un buffer de HONH,-OlNH,, de alta basioidad, reduce la inter
ferencia debida a las diferentes clases y cantidades de bases y sales
presentes.- En estas condiciones, el dlanco de borato provee una OCOITEO:
o16n cuantitativa para la mayoria de las sustancias que puedan copular
con la tintura y la colorimetria es mis espeeifica para piridoxina,

La hidrélisis se haoe necesaria porgue se enoontrd en el salvado de
arroz (39) y en otros materiales biolégicos (40), una forma conjugada de
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1a piridoxina, junto con la vitamina 1libre.

la hidrélisis puece ser acida o enzimitica; el autor ha orefdo oonve-
niente la adopcién de ambas formas,

Segin se dijo, el piridoxal y la piridoxamina estin presentes en canti-
dades variables en muchos productos naturales, y comnstituyen un considera=-
ble porcentaje del oontenido de la actividad biolégioa (41)(42).

Yelnick y coautores han hecho notar que por su método colorimétrico
ya comentado, la piridoxamina y el piridoxal son respectivamente reacti-
vos en un 31 y 16 £ oon respecto a la piridoxina en mezclas equimolecu-
lares (43).

En gensral, un método especifico para piridoxina no serfa satisfaoto-
rio dado que frecuentemente la potencis de By estd constitufda por los
tres compuestos.

No obstante esta circunstancia, Ormsky, Fisher y Sohlenk (44) encuen-
tran posidble distinguirlos en forma individual, por la diferencia de color
que se produce en la reaccién oon Acido sulfanflico diazotado.

En el presente trabajo se adoptard la colorimetria segin ¢l método
original de Scudi, se eliminarin las protefnas y las grasas por medio de
acetona y éter etflico, respeotivamente, e interferencias en general por
oxidacién, por medio de nitrito de sodio (algunas técnicas usan para el
mismo fin biéxido de manganeso, pero el primero tiené la ventaja de ser
facilmente eliminable por calentamiento an medio &cido).



26
c) Téonjca
1) Heaotivom

aeido oloxhiarigo: ée grado analftico.

Eter etf{li00: de grado analftico,

Acetona: de grado analftieo,

d34réxido de podio al 20 $3 Aisuelva 244 gr. de HONa (perlas) en 1 1itro

de agua deatilada,

Agido sulnirioe 60 £: diluya 490 ml, de 80,H, conoentrsdc a 1000 ml. usan-

do agua destilada,

Solucidn de enzima: disuelva 3 gre de Takadiastasa en 50 ml, de acetato de
s0dio 5 X, Prepare esta s0lucidn diariamente.- Pueden usarse Otras marcas

de enziwa: Polidase, Clarasa o Xylase,

Acstato de sodio 5 ): disuelva 205 gr. de m3oom. é 34C gr, de m300w..
3&21. en agua destilada y diluya a 500 ml,

Hisrito 0o podlo 25%: disuelsa 5 gr. de NONa en 20 ml. de agus destilada.

Hidrdéxido de potasio 5 N: disuelva 66 gre de HOK (perlas) en 200 ml. de
agua destilada.

Agido clorn{drice Q.2 N: disuelva 4,2 ml, de OlH ooncentraio en agua dest:
lada y lleve a 250 ml,.

20lucibn de 2-6 digclerequingna-cloroimida: disuelva 0,1 gre de 2-6 diclore
quinona-cloroimida (Gastman) en butanol normal y lleve a 100 ml.- Trans-
fiera a reocipiente de vidrio oolor caramelo y conserve en heladers.

Buffor Barbital: disuelva 15 gr. de barbital sédico (dietilbarbiturato so-
dioo- Lerck) en 700 ml, de agua destilada.- Agregue 3 ml, de ClH y lleve a
i 7,6 con O1H 0,5 N (aproximadsmente 26 ml,).- ASYRue 30 ml. de otenol

¥ houcgeinice.- Filtre si es necesario.

seducidn Stapdard de 2iridoxing: pase 5C mgr. de olorhidrato de piridoxina.

de pctemncia conoccida a un matraz aforado de 500 ml, usanio agua destilada,
Agregue 100 ml, de etanol y diluya hasta aproximadamente 490 ml, 0ol agua

destilada.- Lleve a pi 6,8 oon HONa 0,1 N, lleve a volumen ool agua desti-
lada y homogeinice,.- Iiluya 10 ml, de esta solucién a 1CO ml,, Oon agua

destilada,- la segunda dilucién oontiene 10 mogr. de vitamina B./ml, y

dura por lo menos una semana si se la conserva protegida de la lus y en

heladcra,
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2) Hidrélisis v cxtraceiém.

Toda la determinacién se llevari : cabo en material de vidrio anti-
actinico,

rese 10,0 gr. de muestra y transfiera a un erlenmeyer de 25¢ ml,.

Agrogue 20 m1, de 80452 N y mmedezca bien la muestra,

Autoclave durante 20 mimitos a 15 lbs, de presidn, agite mecdnicumen-
te durante 30 mimutos y lleve a pH 4,8 con aocla § M,

Agregue 2 ml, de la solucién de enzima @ incube toda la moche a 50 80,

Agite hasta que la muestra haya tomado temperatura arbiente, filtre
utilizando vacfo, hasta obtener un filtrado oclaro, lave con 2 poroicnes
de 20 ml, de agua destilada y lleve a PH 6,5-7,0 con HONa al 20

3)  Burdficacién B

Heuna los filtrados y lavados en un erlenmeyer de 500 ml, y agregue
100 ml, de acetona, lentamente, agitando constantemente durante la adi-
oién; caliente sobre bafio Maria hasta que el contenido eantre en ebulli-
cién y mantenga ésta durante 3-4 minutos.

¥nfrie a temperatura ambiente y decante a través de papel de filtro
Whatman N® 4, recibiendo el filtrado en un vaso de ppdo. de 400 ml,

lave dos Vveeces el residuo qus quedd en el erlemmeyer con poroiones ds
50 ml, de acetona,y una 1los lavados al filtrado anterior.

Evapore la acetona, sobre el bafic Marfa, con cerriente de aire; colo=
que unas perlas de vidrio para evitar la ebullicién sibita.

Agregue 1 ml, de Oli oconc, y 0,5 ml, de soluoidn de NO,wa,

Hierva la solucién bhasta eliminar totalmente el &6ido nitroso, usando
como indicador papel de almidén-ioduro, y enfrie a temperatura ambiente.

Transfiera 1a solucifn a una ampolla de decantacién de 125 ml, y lave
oon tres joroiones de 25 ml. de - fter et{l100, juntando los lavados en
otra ampdlla similar, :

Transfiera la solucién lavada a un vaso de ppdo. de 250 ml,,

Extraiga los lavados etéreos de la sogunda ampolla con 20 ml, de Ol
0,2 N y pase la fase acuosa al vaso de ppdo.~ Descarte el éter.

Caliente sobre bafic Mar{a hasta eliminar el éter emulsionado, enfrie
a temperatura ambients y lleve a pH 7,5 usando para cllo HONa S N,

Transfiera a un matras aforado de 1CC ml,, agregue 2C ml, de buffer
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barbital y llsve a volumen oon agua destilada.
4) Bescolén
Para oala muesira y para blanco y standards, disponga dos tubos de
centrifuga de 50 ml, y agregu’ en ellos las cantidades de reactivos que
se indican a oontinuacién, e ese orden:

Blanoco Staniaxds (ml) Muestra

(m1) 8%, 8%, sty (m2)

Solucién de standard - 1 2 3 1
solucién de muestra - - - - ‘25
Solucién de O1K 10 % 2 - ’ - -
Agua destilada 25 26 25 24 1
Buffer barbital 3 3 3 3 3
Butanol 15 15 15 15 15

Solucién de oloroimida 0,5 0,5 0,5 05 0,5

Tape los tubos con tapén de polietilemo o goma, agite vigorossmente
¥y coloque en lugar oscuro durante 5 mimrtos.- Vuelva a agitar y deje
nuevamente en lugar oscuro durante 15 ainutos.

Centrifugue hasta obtener dos fases limpidas y deje en reposo, en lu-
gar oscuro, &durante 40 mimutos.

ripetee 10 ml. de la capa butandlica (superior) y pase a tubos que
contengan 4 ml, de alcohol absoluto.

5)  Colorimetria

¥ida la absoreién de las solucicnes butandlicas, a 620 = u., llevan-
do a cero de absorcién con el blanco preparado.

Se usé un espectrofotémeire Beckman, modelo IU, y celulas de-l em.
de paszo de lux, Oorox.

Lisponga la reaccién y la colorimetr{a en forma tal gue todos los
tubos sean lefdos con el mimmo intervalo de tiempo, desde el agregado
de 1la cloroimida,

6) ofigulos
Con los valores e absorcién obtemidos de la oolorimetria de los stan-

aards en orxdenadas, y la corwespondiente ewmbentraciém: de piridoxina de
los extractos butanéliocos, represente la ourva absorcile-csomoentrasién
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de piridoxina, en mcgr./ml,

Con la lectura de absorcién de la muestra obtenga, del grafico, la
ocorrospondiente ooncentracién de vitamina Bg en el extracto butandlico.

A oste valor restc la concentracién que aporta 1 ml, de solucién de
standard, agregado en la colorimetrfa, y caloule el resultado segén la
siguiente férmula:

Ofm - Cfmt . megr. de vitamina B¢ / gr. de muestra, expre-
sados como clorhidrato de piridoxina.

donde:

Cfm: es la concentracién de piridoxina en el oxtracto butandli-
co, en mcgr./ml,, enoontrada en el grafico, a partir de
la lectura de absorcidn de la muestra,

Ofst: es la concentraciémn de piridoxina en el extracto corres-

pondlente a la muestra, aportada por 1 ml, de standard,

OF: es la concentracidn de la muestra en el extracto, engr/l,

uilculo de las concentracicnes finales:

Uimt: se pesaron 50,0 mgr. de p/riclonina, @y  U.8,P, Reference Sten-
dard, previamente secado a 105 90, durante una hora.- is pesada se llevd
a 100 ml,, previo ajuste de pH, y 10 ml, de eata dilucién se llevaran a
1w ml, con agua destlilada.- De esta segunda d1lucién 1,2 y 3 ml.entra-
ron aen colorimetrfas

CFaty %.ﬁ_hﬂ..%n mogre Vite "6/'1
Ty g g s T
e e SR

Cilg: en todos 1los casos, la pesada de muestra-10,0 gr- se llewd a
10¢ mle, ¥ 25 ml, entraron en colorimetr{a y fueron extraidos con 15 ml,

_l%g_._ﬁ_ s 0,166 gr. de muestra/ml,

Testra Ne Pesada (gr) Conce final (gr/ml)
1 10,0008 0y 1666
11 10,0018 0,1666
III 10,0000 C, 1666
v 10,0004 ©,1666
v 10, 0007 0,1666
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7) BEperimental
" kuestra Adsorcién a 620 m u. ofm obte- Cru-3,33 Hesultado!
0 Stamd, T = :.%;.1‘;:1 moes. /ml, o/8T.
st 0,175 0,175 0,175
st, 0,351 0,353 0,352
3‘3 0,530 0,527 0,529
1 0,300 0,343 0,302 5,73 2,40 14,4
11 0,253 0,257 0,255 4,80 1,47 8,8
111 0,263 0,266 0,265 5,01 1,78 10,7
v 0,269 0,187 0,188 3,60 Cy27 1,6
w’ 0,009 0,010 0,01C 0,20 - 1,2
4V 0,238 0,234 0,236 4,50 L,17 70

la muestra IV fué hecha per duplicado (IV’), para correr as{ un tes-
tigo sin el agregado de solucidn standard,

fiesultadop obtenidos y comentaries

d)

Muestra
N&

Alga

logr/gr sobre muestra
tal ocual anhidra

Macrocistys pyrifera
lessonia flavicans

Lessonia fassia

Iridea laminaroide

Iridea cordata

14,4
8,8
16,7
1,6
750

17,6
9'9
11,9
1,8
8,1

e ha determinadc vitamina 36 por el método de Scudi, previa elimi-
1, respecti

nacién de proteinas, srasas e interferenclas en g

por preeipitacidér. extraccién etérea y oxidacién,

A0 lo que respecta a la extraceién e hidrélisis isida, caben las mis-
mas consideraciones que se formularon en este mismo {tem para las vita-
minas B,y Bz.
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VITAXINA C

El nombre de vitemina C fué propuesto en 1920 por ~rummond (1-),

Se llama 4cido ascérbico y también vitamina antiescorbitica y dside
cevitimico (2).- Otros nombres, histéricos, san: escorbutauina (3) y dei-
dc nexurdnice (4),

1) Antecedmnies

a) Carmoteristisas bioldricas

La carencia contimuada de vitamina C en la dieta, determina una serie
de trastornos, en los organismos suscepiibles, que se Conooen en Su 6on-
Junto con el nombre de escorbuto,

las primeras manifestacicnes suelen Dresentarse en ol sistema ésec,
particularmente ccomo dolores en las zonas epifisiarias de los huesos lar-
gos (extremidades),

Se presentan tumefaccionss en las encias que pueden adcuirir cardoter
neczitico, y hemorragias outineas, particularmente en las extremidades
inferiores,

En general las hemorragias se dedben a un aumento de la fragilidsd oa-
pilar, a causa de dificultades en la formacién de la substansia interce-
lular, la cual requiere &cido ascérbico,

Kl estadc general se altera muy marcadamente: anoraxia, anemis, adsl-
gazamiento, palidez de los tegumentos y mucosas, infecciones cuténsas y
de 1as muocosas (a causa de una insuficiencia irmunitaria) y otros.

%1 mecanismo de 1a accidn biclégica de la vitamina G no se oonode
exsctamente, pero se sabe positivamente que interviens en los procesos
oxidativos del organismo,

Se supone que actia por medio del grupo di-emdlico, que funociona oomo
aceptor de b:oxfigenc en el sistema redox de los tejidos,

Las propiedades anti-escorbiticas se deben a la estructura espeeial
del ciclo lacténico.~ Ctros productos sintétioccs, vecinos del éoido as-
cérbico ( deidos 3-cetohexénico y heptolasténico) estin dotados e aoti-
vidad biolégica, si bien menor,

los 4cidos de la serie "1° del ascirbico, arabo y galacto-ascdrbdioo
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son aotivos, misntras que los de la série *a* no lo son.
Se ha postulado que existe un sletem: enzimftieo especial que regula

1a oxidacién y reduocién de la vitamina C (5)(6)e



b) OYaracteristicas auimicss v fisicas 1
Su constituoién quimica fué aclarada em el afic 1933 por los trabajos

de Harris (7), Hirst y Hawort (8), idng (9) y kiocheel y Kraft (1C).-
Fué confirmada por sintesis por la escusla suisga de lwichstein (11),

¥y la ingksa de Haworth (4),casi simultuucamente,

tu fgmila os: o=¢ RO oM on
Ho-¢ o=C _‘ Ho-c|-o Hi Cl o
. = . & |
0Q | 09, Hoton®@ Wl © Lo
HO-C T Pe 0=C Ao | CHO o
i |
H_C! H- (l- H C‘ - %@Mikag;rbim
| . Dehid ocbio
HO c' " HO-CH HO CH fi Debidmasce
. L.dm ocbio
CH, OH CH,OH CH,OH @("Ej: i

ufinicamente se denomina: lactona del Acido 1l-treo-3-oeto-hexurdénico,
8 del Acido 1-treo=-2-2-4-F-h-pentoxi-hexen-2-carbexilico; también como del
acido 3-ceto-l-gulo-furdnieo,

Se enouentra oomo tal en las plantas, y en equilibrio con la forma
oxidada y su hidrato,en los tgjidos aninales,

Leliciones oristalogrificas y con rayos X demuestran, en la substancia
oristalina, que la molécula es completamente plana (12)(13)(14).

Cristaliza en agujas microscépicas, Ge color blanco, que funden a 192,

‘s miy soluble en agua ( 1 gr. en 3 ul,), en metanocl, en etanocl (1 gr,
en 5. ml,) y en glicerina ( 1 gr. en 10C ml,),

38 insoluble en éter, éter de petréleo, benceno, cloroformo, xileno,
€rasas, etC.=

s dextrigiro, cor un poder rotatorio /clnzoﬂo‘g <+ 24 en agua y+46
en metanol,

=1 dcido eristalino ee estable al ox{geno del aire y a 1a temperaturaj
en cmbio en sclucidn, es enormemente 1ibil en medic neutro o alealino,
¥ sclc relativamente estable en soluciones acidas -pH 5,6-,

fn solucién se oxida par accién del cxigenc del aire, y trasas de me-
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tales como hierro y cobre (iémicos), y ascidn de 1la lus (14), que cata-
1isan la oxidacién.- in soluciones libres de escs metales, el aire no lo
oxida ain a pd 7,6,

¥chler y lohr han examinado el efecto del cobre en le estabilidad de
las solucicnes de vitamina, y encontraron que puede ser ¢liminado el
efecto por adicidén de pequefias cantidades de QNK (16),

%1 Acido dehidroescérbico es essable a pi menor de 4,U; solucicnes més
alcalinas motivan un reordenamiento molecular irxreversible que origina
un compuesto similar, pero bioldgicamente inactivo; si bien la actividad
vitaminica original es igual a la de la forma oxidada.

Sus soluciones tienen reaccién dcida y caracteristicas reductoras
enérgicas (potencial de oxdreduccién (,166 Volt a pd 4,0 y 35 20,),

hefuce el 2-6-diclorofenol-indofencl, iodo, ferricianuro, asul de me-
tileno, licor de Fehling, sales de plata, etc.- )

lgtas caracteristicas han sido utilizadas para ms determinacién quimi-
ca, asi como sus propiedades de formar osasonas y ser transformabls en
furfural,

Con {cido fosfomoli{vdico, en solucién &cida, produce una coloracién
azul; oon acido monomolfnvdico-fosfotinsatico produce una colorasiém vio-
leta que sirvid de bass a 3essscnoff para establecer un método cuanti-
tativo,

Cuanfo se oalienta oon 40ido clorhidrico, a ebullicién, se produce
furfural, el cual puede ser evidenciado por el test del rescroinel,

Con solucién saturada de o-dinitrcbenceno y alcalinizanio luego, pro-
duce una coloracién vicleta estable (16),

Heacoiona adeudfs con la nicotinamida, &cido nicotinico, y otxos deri-
vadcs piridinicos; 1o hace también con lmspiperidinas, quinolinas e iso-
quinolinas (17).~ Se produce un ocolor amarillo,

rresenta un espectro oaracteristico de absorcién en la zona del ultre
violeta, oon un miximo a 265 nu. (13) y una pequefia handa entre 350 y
40 mu.(19).

%1 médximo varia en realidad entre 245 y 265 m Moy segin el solvente
utilizado (2C) y segin el pi de la solucién; con el decrecimiento del
pH el mAximo se corre hacia el lado de las menores lonzitudes ds onda,
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B)  DESAKKGLAQ DEL METODO Dii DETER:INAGION

a) Determingoidn gquimige ¥/o fisica ep geperal ¥ slecoién
del método.

Se utilizan métodos bloldgicos, colorimétricos, de Sxido-reduccidn,
electrométrico, egpectrofotométrico y polarografico.
los métodos quimicos, y un poco los risicos, van desplazando a la mis
preciss pero costosa, determinacidn biloldgica en cobayc.
3¢ ha ensayado con resultados muy exactos el método electrométrico -
dosaje potenciométrico - en presencia de iodato de potasio oomo oxidante
y diclorofenol-indofenol (21)(22), en material bioldégico.
También el método polarogrifricc ha sido cbjeto de estudios (23).
Lgpectrofotometricamente, la wejor manera de determinarlo es en solu-
cién acuosa, con una cantidad equiicizcular de clanuro de potasio camo
estabilizante (16),.~ la exposicién i 1a luz ultravioleta debe ser dreve
para evitar la destruccidn, propiedad que se usa luego para hacer un
blanco de reactivos por irradiacién,
Los métodos quimicos (colorimdtricos y de éxido-reduccién) son los
mis estudiados y mmerosos, y mayor aplicabilidad,
De todos ellos, sobre los Cu-..:c es muy accesible una abundante bi-
bliografia, cuatro reacciones son las mis importantes:
1) Titulacién con solucidn valorada (e 1odo, para material puro.
2) Reaccién con azul de metileno, especialmente para uso clfnico(24)
3) keaseién con 2-6-diclorofenol-indofencl, actualmente la mis utild~
zada en forma colorimétrica o titrimétrica.- Deriva directamente
de las investigaciones de Tillmans, en el aiic 1928,
4) Reaoccidén con 2-4-dinitrofenilhidrazina, y colorimetria de la solue
cién sulfiirica de la osazona.

Oxidacién del acido ascérbiloo con diclorofenol-indofenol es la técnio:
mis extendida,- Otra técnica de uso comin és la basada en la reacoién
con dinitrofenilhidrazina,.

La relativa inespecifisddad de lcc zétodos quimicos frente a la deter
minacién biolégica, ha‘dmiucido al sutor a hacer uso Ge :stas dos téonic:

Ureac 2 y Barand reportan un método para algas que creen aar especifi
co, cuyas caracteristicas han sido comentadas en I-d .[?%),
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El 40140 asclrbico se oxida a dehidroascérbicc con iodo, y éste se
hidrolisa a &cido 2-3-dicetagulénico con earbén activado,

Rl 40100 obtenidc se combina luego con p-sulfofenilhidrasina, en me-
dic acético regulado a pH 4,7 , por calentamiento a ebullicidn,

Se dijo ya que la oxidacién del deido ascérbioe oon diclorofencl-
indofencl es la tdonica mis extendida; adaptacién de los métodos visua-
les han sido deseriptas por Bessey y £ing (3v)e.

Estas técnicas Do son aplicables a productos conteniendo pigmentos
acuo y/o éesidosoludles, productos reductores y otros cozpuestos que
rescoionen con la tintura a una velocidad suficientemente ripida oomo
para influenociar el mmto final de la titulacidén,

los métodos fotométrioos (29)(31) evitan clertas lizitasiones de la
titulacién visual (turdides y pigmentacién).- in muestras muy pismenta-
das no son,noO Obstante, entersmente satisfactorios; se usa entonses la
técnica de extraccién xilénica (32),.

En algunos productos naturales el valor del diclorofencl-indofencl
es limitaco por la presencia de substancias del tipo de las “reductonas®
y éo1do readctioo (occmpuestos muiy redustores formados durante el prolon-
€ado estacionamiento del material biolégieo en ciertas ocondicibnes, o
por calentamiento de carbohidratos en medio alocalino), hiexro eto,

Varios procedimientos han sido ideados para disminuir su influenciaj
entre ellos, la diferencia de velocidad con la oual se oxida la tintura
por efecto del ascdrvico y de las interferencias.(33)(34).

Acido rediotico y "reductonas® forman Osazdnas oon 2-4-dinitrofenil
hidrasina a una velocidad mucho mencr que el £oido dehidroascérbico.

Ha s1d0 propuesto también el uso de ascérdico-oxidasa para producir
la destruocién selectiva y especifiea (35), pexo la capecidad de la en-
sima para la oxidacién en presencia de otros reductores, ha sido cues-
ticnada,

Fara evitar la interferencia de ciertos tipcs de material reductor,
se ha propuesto la reacoién de derivados con 2-4-dinitrofenilhidragina
(36), pero este método no previens la interferencia de las "reductcnas®,

Rxisten modificecicnes para obviar este inconveniente (34) tales como
la medicién del color producido después de 15 mimutos de iniciada la
reacciln se ha desoripto un esquema para la corveocién de estas inter-
ferencias, basado en per{odos de incubacién de 15 mimutos a 258C, y 3 ho-
ras a 37 °C,
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)  détodo eolormuétricn ror cxidaeils
Andosengl (27)(26)(29).

n 2=b=diclorofencl-

Dndansiio ¥ sammtarjo:.
Se basa en la reduscién - y decolorscidn = de la tintura, en medic
dcide, por el #oido asolrbico.- ve determina el exeeso | activo por
medicidn espectrofotométrica a 5C0 m u del extracto xilénico de la mis-

ma; el xlleno 8010 extrae la forka oxilalas

La extraccién xilénioca ofrece ventijas reales para ¢l estudic de ex~
tractos vegetales pigmentados, porqué permite eliminar colores pardsi-
tos y fundsmentalmente, separar rapidamente la tintura nc reducida del
oontacto de interferencias que aotdan mis lentamente que el dsido ascére
bioo, ouya reaccidn es instantdnea,

la reaccién que tiene lugar es:

o (j of

[ .
u-c "¢
| HO-CH
HO CH )
| CH,0H
oH CHIOH OH
Tookuos Ac.Ascorbic Tiatves(leve) Ac.cat e

la tintura, arul en soluciém acuosa neutra, es rosada en soluoidén
401da, y la leucobase incolora,

5610 se determina seglin este métodotodo el Acido ascérbieo reduoido,
no ¢eterminindcse en cambio la parte que pueda estar presente como doi-
do dehidroasadérbico.

Iniclalmente ee usé para la extrasocién de la vitamina O de los teji-
dos animales y vegetales el &oido tricloroasético (30), pero se oompro-
bé a posteriorl que este £01do reduce al diclorofenol-indofsnol y oxida
la vitamina,
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51 oido metafosfdrico al 2-3 %, ademfs de ser desproteinisante, the-
De la propiedad de estabilizar la solucién de dcido ascérdico y no redu-
oir la tintura.- El décido sulfiirico al 5% taxbién previene la oxidacidn
de la vitamina, y lo mismd el foido oxdlico.

e reccmendd también el emplec del doido sulfosalic{lico, que es mis
estable que el metafosférico, no reduce la tintura y produce un filtrado
nés 40140 que el tricloromsético (37).

De una oomparacién entre 13 d&cidos desproteinisantes para la determie
nacidn del £oido ascérbico en tejidos animales y alimentos, 1os que die-
ron mejor resultado para extrser la vitamina sin pérdida por oxidaoién,
fueron los &cidos oxiliso y metafosférioco(3d).

la me20la de Aoido sulfirico al 5% y metafosférico al 3%, no parece
ofrecer ventajas scbre el £o1dc metafosféricc al 3%.~ Ll £o0ido metafos-
férico emplesdo generslmente es el glacial, en dastones (39).

De la variedad de téanicas pars la utilisasién de este método, el au-
tor ha escogido la de Fubin, Jehns y Bauerfeind (40), que usa £cido meta-
foarérico al 20%, resmplasindolo por el mismo al 10%,

La asoién reductora ée sulfitos y estafic o hierro reducidos, se elimi-
na por adicién de agua oxigenada al 3% antes del agregado de la tintura,

rara eliminar en el mayor gralo posidls, la aseién de reductores mis
lentos que el &cido asodrvico, se recomienda hacer rapidamente la extrao-
oién xilénica,

o) Téonigca
1) Gssgtives
2=$=tilalorofenol-ndofencl : disuelva 40 mgr, de la sal sédica en 100 &1,

de agua destilada caliente.- Enfrie y diluya a 500 ml.~ Filtre antes de
usar,- Se conserva en heladera hasta 15 dfas.

Acido metafoafirige al 10f: disuelva 5C,0 gre de :'0{. e dastones, en
agua destilada y diluya a 500 ml.- Filtre ripidementie.- Se oonserva en
heladera hasta 30 dfas,

Buffer do cityatg: disuelva 5,76 gr. de &o01do cftrico en 100 ml, de agua
destilada.~ Disuelva 6,4 gre de fosfato disédico en 60 ml, de agua des-
tilada y mescle con la solucién anteriore~ El pH resultante dsbe ser 4,0,
51 adf{ no fuera, dede ser llevada al valor imdicado.-
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Asua _oxigenada al 3% : diluye diez veoces el i,(, concentrafio, ocn agua
destilada.
Xileno: no debe reducir el colormte.- 5i asf no fuera, puede purificar-
se por alcalinisacién y redestilacién,
Apide asolrbigo, solugldp atandard: disuelva 50 mer, de écido asodrbdico
de potencia conooida, en fcido metafosrérisc al 10% y lleve a 100 ml,
Ddluya 10 ml, de esta solucién a 100 ml, con el mismo diluyente,
La concentracién fimal es 50 mogr,/ml,

2) Extracoidn I reagcldn.

Pese 5,0 gr. de misstra en un erlemmsyer con tapa esmerilada, agregue
50 ml, de #0140 metafosrérico al 10% y agite mecanicamente durante 15 mi-
mtos.

Pase el oontenido a tubos de centrifuga y centrifugue hasta cbtener
un sobrenadante limpido.- Si no 1o obtieng filtre,

En tubos de centrifuga oon nno’n esmeriladc, distribuya los filtrados
¥ las solucicnes de reactivos segin se indica en el cuadro siguiente:

Denominacién
R ”I’""”! BY BY, Bty 8t Btg St 5%, Sy N .‘:1““ 3

Muestra (ml,). = - - - - - - - - 5 5
Standard " = 0y10 0,25 0,50 14,00 1,50 2,00 2,50 3,0C = -
“20 dest, " - -

- e e e e . 5
3 gte ﬁ. ao ao mo “o “o “o “.“. “0

€038 °

POJH 10% " 5,00 4490 4,75 4,50 4,00 3,50 3,00 2,5C 2,00 - -
Buffer . 5 5 s 5 5 5 5 5 5 5 5
Indofenol * H 5 5 5 5 5 5 5 5 5 -
Xileno  * 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,C 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0

Tape y agite enérgicamente durante 1C mimutos.= Oentrifugue hasta
separar nitidamert e las fases,

Pipetee la eapa xilénica a #ubos de ensayo de 8 x 1° y si hubiese
turbides coloque previamente en estos 1 ml, de abchol etilico absoluto.

3)  Colorimetria
Se midieron las absorcicmes a 500 mu, utilizando para ello un espec-



fxofotémstro Becknan, modelo IU, y oélulas Gorex de 1 om, de pasoc.
Standards y muestras fusron lefdas contra sue respectivos blancos.

<) ghloules

Con los valores de abdsoroién obtenidos de la colorimetria de los
standards en ordenadas, y la correspondiente cantidad de acido ascér-
bico del extrado xilénico en abcisas, represente la eurva abscrcién-
ocantidad de dcido ascérbico,

Con las lecturas de absoreidn de las muestras, obtemga del grérico
1a cantidad de #cido asocdrdico de cada muestra, contenida en el exirac-
%0 correspondiente.

Calcule los resultados mediante la siguiente férmula:

Dim s mogr. de Z0ido ascdrbico / gr. de muestra.

donde:

D os la cantidad de 40ido ascorbico contenida en @l extrac-
to xilénico de la muestra, obtenida del grifico, en mogr,
OTm e¢ la oantidad d¢ muestra en el extracto xilénioco, en gr.

Céloulo de las oonoentraciones y cantidades:

CER%: se pesaron 0,0500 gr. de &cido asedrdico(U, 8, P., Hefersnce
Standard), previaments secado al vaofo sobre 80,H, durante 3 horas, y se
diluyercn a 100 ml, con feido metafosférico 10 £.- 10 ml, de esa solucién
80 llsvaron a 100 ml, ocon el mismo diluyente,

Le concentraeidn de la segunda solusién es 50 mogr./ ml,

las cantidades totales correspondientes a cada St, ds trabajo es:

Standard nl, tomados Oantidad total
8y 0,10 5 morg. &c. asedrbioco.
st, 0,25 12,5 ¢ .
8 0,50 25,0 = .
st, 1,00 50,0 = = .
stg 1,50 75,0 % .
St 2,00 100,0 * - .
8‘7 2,50 125,0 * . -

sty 3,00 50,0 * ¢ .
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OIm: enttodos los casos la pesada de muestra, 5,C gr., se extrajo
con 50 ml, de &cido metafosférico al 1v %, y 1a oolorimetrfa se hiso
sobre 5,0 ml, de extracto 4cido, que es la cantidad de muestra que pa-
85 al extracto xilénico,

Kuestra resada (gr.) Conc. final (gr/ml) CTu (gr.)

I 5,1019 0,1000 10,5002

11 54 0006 0, 1000 ¢,5001

111 5,002 0,1000 G,5000

v 5,0011 0,100 0,5000

v 5, 0006 0,1000 055000

5)  Bxperimental
A
(mogr) . (mogr) (mogr/en

Blanco 0,0 0,316 0,316 €y316

8%, 5,0 (315 0,314 (315 0,001

Sty 12,5 0,368 (,304 0y306 V01U

5ty 25,0 0,269 0,261 0,265 0,051

St, $0,0 0,220 0,219 0,220 C,096

Stg 75,0 G162 ¢,158 0,160 0,156

Stg 100,0 (31067 0,108 0,108 0,208

st, 125,0 0,050  U,046 0,048 0,268

8ty 150,0 0,000 =0,001 Q,000 0,316

(8r)

1 (5002 0,206 0,209 Q208 0,108 54,0 108
1I 05001 0,156  G,152 Q0,154 0,162 78,0 186
m 0,5000 0,134 0,133 0134 0,282 86,5 17
by 0,5001 0,202 0,199 G201 0,115 57,0 114
v 0,5000 0,067 0,064 0,066 0,250 16,5 213

la deterninscifn & la cantidad &o éido ascdxdieo per el gririce
80 hizo sobre la eurva abecreién-centidad, pero pusle utilizarse pare
ol misme fin la ourva (sdecreién Dlamso < abscreidn standard)-cantided,






4) Remlitados skisRidos

kuestra  Alga Losr./er, sobre miestra:
NG
I Maorocistys pyrifera 108 132
11 lessonia flavicans 156 175
111 lessonia fassia 173 192
v Iridea lsminarcide 114 13¢

v Iridea oordata 213 242
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%) Determinacin seloripétirica por formealdn de la oasicia/
Amndanento v comentarios.
Se basa en la formaoién de la osazona correspondiente al Acido dehi-
aroascérdico, el oual se obtieme por oxidacidn moderada del ascérbico,

Ocmo agente de copulacién se usa la 2-4-dinitrofenil hidrasina.

Cuando la osazona se solubilisa en fcido sulfirico-agua, produce una
solueién de oolor rojo, ocuyo mAximo de absorcién se enocuentra a 540 m a1,

El procedimiento es una adaptacién del método deseripto por Hoe, Oss-
terling y kuether (36)(41) para la determinacién de £cido ascérbico en
te)idos vejetales,

La reaccién que se lleva a cabo es:

o=¢ ox-ci\)\uoA oc
]
o=C , /’L”§€ !
O'é o M NNy ,C'
] _J ““’“ i
H-C HC
| o No, |
HO~$H HOCH
CH,OH CHOH

la transformacién de £cido asodrbico a dehidreaseérvicoamde hacerse
por medio de Norita (carbén activado), asoérbico-oxidasa, iodo, brome,
2-6 Aielorofencl-indofenol y michos otros reactivos oxidantes,

Bolomey y Kemmerer (42), modificarcn el método de Foe, Oesterling y
Kuether sustituyendo el &cido acético glacial por sulfiirico al 35 %,

Nés adelante, los mismos autores (43), demostraron mediante un estudio
comparativo que, en ausencia de tiourea, la oxidacién con norita causa
menos distorsién de las ourvas de absorcién que ouando se oxida oon broma

Sor su parte, Roe y ¥11ls (44), publioaron datos espectrofotométricos
que prueban que estas modificaciones pueden disminuir la especificidad
del método original.- Afirman ademds que la aparente superioridad del
dc1do sulfirico sodre el acético, disminuye por el hacho de ser el pri-
mero, a la ves, reactivo y solvente.
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La importancia de la tiourea en la reaccidn, s acentuada OGomo un
medio de impedir la accién de oxidantes y controlar la velocidad de oo=
pulacién en el desarrollo del color,

Su accién reductora impide a la transformacidn ascéruico-dehidroas-
cérbico ir mds alld de éste.

Es de hacer notar que este método no estd 1ibre de cbjeciones..

El 40140 fenil-pirdvico y otros co-oetodoidos reacoionan ocon la
dindtrofenilnidrasina; el 2-3 diceto-l-gulénico, un CoTPUEsto que pue~
de formarse a partir del £0i180 dehidrocacérdico por mutarrotasidn y pre
pérdida de la estructura lascténioca, y otros tales oomo 6l gluscsasodrbie
o y araboasolrbico, no pueden ser distinguidos por este método.

in consecuensia, el valor quimico diferird del valor biolégico si
ha habido pérdida de la estructura lacténica (45) del dshidroasedrdiqo
en su estado natural,
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o) Iécnica

Como ya se ha dicho, se usarf una adaptacién del método desoripto

por Roe, Oesterling y Kuether (36)(41).

1) Beactivos
Acldo sulfirico 9 N: agrugue cuidadosamente 250 ml, de SO,H, (p.e.1,84)
a 700 ml, de agua destilala; enfrie y diluya a 1,000 ml,
2-4-dipitrofenil-nidrazing al 2%: disuelva 2 gr, de 2-4~dinitrofenilhi-
drazina en 100 ml, de 80,H, 9 N, y filtre,- Guirdeseen heladera y renué-
vese cala 2 semanas,
Agldo metafoafdérico al 10 £: disuedva, sin calentar, 200 gr, de 2038 en

1,800 ml, de agua destilada de bajo contenido en cobre,

Ocnsérvese a menos de 3 90, y renuévese cada semana,
Acddo metafoafdrico al 5 §: diluya el anterior al medio,
Ticuroa al 1% an metafosférico al § £: disuelva 5 gr. de ticurea en
500 ml, de &cido metafosférico al § %.
Agido sulfirico gl 85%: agregue ciddadosamente 900 ml, de SOH, (pe.e.
1,84) a 100 m1, de agua destilada y homogeinies,
Agua saturada can bromo: comprulidela presencia de bromo libre sedimentade
Nitrdgeno.
Solucidn atandaxd de dcido aacérbico: pese 100 mgr, de foido asoérdbioo
de potencia conooida, disuelva en PO,H al 5%, ¥ ¢iluya a 1,000 ml,

2) Extrascidn y oxidaciln

Pese 5,0 gr. de muestra y agregue 25 ml, aePoanulOtnmuln-
meyer de 125 ml, con tapa esmerilada.

Agite enérgiocamente durante 10 minutos y pase el contenido a tubos
de centrifuga de 50 ml,- Oentrifugue hasta obtener un sobrenadante claro.

S1 es necesario filtre,

Pase 10 ml, de este extracto dcido y 30 ml, de la solucién standard a
sendos vasos de ppdo, de 50 ml, y agregue agua de bromo, gota a gota,
hasta que haya un exceso,

Elimine el exceso de bromo haciendo pasar a través de las soluciomes
una corriente suave de nitrégeno,

Agregue a la muestra 310 ml, de tiourea 1% (volumetricamente),

Diluya 2,5 - 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0 - 25,0 ml, de la solucién oxi~
dada de standard a 100 ml,, con tiourea 1%.
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3) Copulacion-

rase 4 ml, de cada una de las soluciomes obtenidas, a seriee de 3 tu-
bos de ensayos, cada una,

A dos de ellos agregue 1 ml, de 2-4-dinitrofenil-hidrazina al 2% y oco-
1équelos en bafio de agua a 37 # (,5 8C,,durante 3 horas exactamente,

Pase los tubos a un bafio de hielo, Jjunto con los terceros de cala seri
que seran usados como blanco,

Agregue, a todos, 5,0 ml, de SO,H, al 85% , lentamente,

igregue a 108 blancos 1 ml, de 2-4-dinitrofenil-hidrazina al 2.

Sin quitar del bafio de hielq homogeinice el eontenido de los tubos,.

Deje tomar temperatura amblente durante 30-40 minutos,

4)  Golorimetria
ida la absorcién de standards y muestras, usanio comwo cero los blan-
cos hechos seglin el punto tres (anterior), a 500-540 = u,- Roe recomiends
1a lectura a 540 mA, para eliminar Jas interferencias debidas a osasonas
Que puedan formar los azicares.- En base a €llq en el presente trabajo s
utilizd Aicha longitud de onda, 1
Para efectuar las mediciones se utilizd un eepeotrofotémetro Beekman,
modelo W, y células Corex de 1 cm, de paso de jus,
5) Cdloulos '
Gon los valores de absorcién obtenidos de la colorimetria de los stan-
dards en ordenadas, y la correspondiente concentracidn en abolsas, Te]
sente la ourva absoroidn-concentracién,
Oon las lecturas de absorcidén de lac muestras, obtenga del grifioco
concentracién de dcido ascdérbico de cada una de ellas.
Oaloule los resultados mediante la siguiente férmula:

ﬁ o MOET, de &0ido ascérbico/ gr. de muestra.

Donde:
D e8 la concentracidn en acido asodérbico ( mcgr./ml.) de cada
mestra, obtenida del grafico.
OFp e8 la concentracién final de la muestra,

Cdlculo de las ooncentraciones finalest
CFstt se pesaron 100,0 mgr, de acido asedrbico(U.3.P, Heference §
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dard), previamente sec do al vac{o sobre 80, durante 3 horas, y se di-
luyeron a 1,000 ml, oon £cido metafosférico al 5%.
295 = 550 = 10,0 = 15,0 = 20,0 = 25,C ml, se diluyeron a 10 ml, oen

ticurea al 1f,

CFet % s 100 mogr./ml.,de dcido asodrbico.
orst, %'ﬁ%‘ o295 MOET./ml,, de &01do asodrbico.

Ox'st, % i!g 540 mogr./ml,
uraty %‘L&%‘ 210,0 mogr/ml,
Cret, %.;{ag «15,0 mogr/ml,
Ciwty %_ 2&8 20,0 mogr/ml,
CFetg %% 2590 mogr/ml,

Cimt en t0dos 108 casos se pesarcn 5,0 gr. de muestra,ss extrajercn
ocon 25 ml, de fcido metafosférico al 1C % , y 10 ml del extracto se lle-

varon a 40 con tiocurea al 1 %,

'.;;9. —*— 2 0,05 gr, de muestra/ ml,

“uestra Pesada
Ne (gr)
1 5,002
11 50053
111 50005
w ’. 0012
v 550021

Oono, final
(a‘ o/ml,)
040500
050501
0,0500
0,8500
0,0500
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6)  Experimental
Conoentr. 4 0 |Oone. Asc, MY
|poer /1 Psr/nl T/8T /8
st 2,5 | 0,099 | 0,200 | 0,100
8t, 5,0 | 0,189 | o,92 | ¢,191
8 10,0 | 0,355 | 0,357 | 0,356
sty 15,0 | 0,528 | Oy | 0,528
8 20,0 | 0,708 | 0,700 | 0,704
sty 25,0 | 0,847 | 6,852 | 0,850
er/al
1 0,0500 | G,300 - 8,3 166 164
- 0,292 - 8,1 161
11 0,0501 | 6,201 - - 5,4 108 3
). c,217 - 599 118
111 0,0800 | 0,200 - - 5s4 18
- 0,181 - 5,1 102 105
v 0,0500 | 6,670 e - 20,5 | 410 377
- 0,611 - 17,2 344
v 0,0500 | 6,336 - - 88 176 184
- 0,360 - 9,6 192

g aa

a’) Resultados gbtenidos

I
1I
I1I
v
v

164 200

Macrooistys pyrifera

lessonia flavicans 113 127
Lessonia Yassia 105 116
Iridsa laminaroide 377 428

Iridea cordata 184 209
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¢ el Ay

Se ha determinado vitamina C por dos métodos colorimétricos,

La rasén de la duplicecién se debe a la relativamente pobre espe-
cificided de las reacciones utilizadas, si bien en ambos casos «c han
usato técnicas que proveen un sistema adecuado de eliminacién de in-
terferencias posibles o de sus efectos,

En gensral, los valores obtenidos se eorresponden con peidn de
los ds la muestra IV.- Al hablar de correspondencia de¢ valores debe
tenerse ef cuenta diversos faotores; entre ellos debe dcstacarse la
complejidad de las muestras, el relativo desconooimiento de sus nedios
internos y las pequeiias ocantidades de ioildo ascérbioo presente.

idemés, los resultados de dos Bétodos distintos no pueden ser total-
mente oancordantes, mixime teniendo en cuenta que el primero de lus
nétodos determina reductores en general (dcido ascérbico) y el segundo
sustancias osazonizables (écido dehfdroascérbice), y la vitamina O se
halla en los tejides naturales en un equilidbrio variable de ambas sus-
tancias,

Con todo, los resultados edsenidos muestran una coincidencia acep-
table para cuatro de las miestras; oon respeotc a la mimero IV, los
resultados sugieren la presencia de una mayor cantidad de vitamina en
forma de #c1d0 dehidroaseérbico.- En cuanto a las restantes, ésta se
encontraria presente como £0ido ascérbico,.

Ios valores estin, ademis, en eorcordancia cen los obtenidos por
distintos auteres en otros tipos deo algas y demtre de cifras expectablet.

la gelifiocacién de las muestras representan un inconveniente para
la oxtraceién, lo cual se subsana en parte extrayendo con cantidsdes
¢e 1fquido mayores que las habituales y en parte mediante condiciones
rigurosas de agitacién.- Ocmo b casos anteriores, el comportamiento
de las muestras IV y V fué- an este aspecto- diferente a las restantes.
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VITARINA ©

La vitemina D se llama también antirraquitica, raquisterol y
raquitamina,

4)  Antecedentes

a) Qaracter{sticas Diolésicas

la falta de vitamina D en la alimentacién causa la aparicidén de una
enfermedad conoeoida elinicamsnte con el nombre de raquitismo.

1a ostecmalasia en el adulto, y tal ves otras condiciones relaciona-
das oon la descaleificacién (osteoporosis senil), también se deben a
defieiencias de vitamina D.

Todas estas manifestacienes se hallan vinculadas con la facilitacidn
de la absorcidén intestinal del caleio y del fésforve.

Al incrementarse la dosis de vitamina la absoreién de ambos elementos
auments, ,pere llega un momento— dosificacicnes fusrtes— en que la hiper-
caleemia y la hiperfosfatemia aloanzan valeres elevadios a expeusas no
8510 del crecimientc del ecefieiente de abscreién sino de la moviliza-
cién de los depdsitos $seos de ambos olementos.- la fosfatasa de Lobin-
son, a pesar de estar aumentada en los puntes de osificacién y en la
sangre, no actia disgregando los compuestos orgénicos de caloio y fésfo-
ro para depositarlos en los huesos a ocausa d¢ que la vitamina D actda
comc agente catal{sico de este proceso (1).

Gtros cuadres earenciales, que podriamos llamar sub-clinicos, son la
sredisposiciéa a padecer caries dentales, hiperexcitabilidad neuromuscu-
lar e inflamaciones latentes de algunas EICOSas.

ia nipervitaminosis prod caloificani en 6 y tejidos (tu
bos renales, vasos sanguineos eorazén y pulmcnes),

la efisciencia eon la que el hombre utilisa las varias formas de la v
tamina D es dificil de establecer; la experimentacién a este respecto
indica que, por via oral, la vitamina Dy es mfa activa que 1a D,; aprox
madamente 1,5 veces (2),

la dosis normal para un afulto es de 400 U,I, diarias (0,Cl mgr.), y
de 400 a 800 para el nific y la mujer grivida.- la dosis terapéutica
méxima utilisable, considerada incoua,es 5000 Uel./<gr. de pesc-dfa.
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b)  Qaragverfeticas quimlcas v “lsicas

Se conocen einco sustancias, i.tilio onte relacionadas on cuanto a s
estructura quimica, que responder =l ncibre gendrico de vitaminas D,
1a rérmila gensral es:

(“3

CH, R

HO

y el grupo R las diferencia entre =i,

Vitaming D,: es una mezcla equimolecular de vitamina D, ¥y lumistere
el nombre corresponde historicamente a los primeros preparados, todavi
impuros, de la que luego fué llamada vitamina D, por la escuela de
Vindaus, en 1930,

: o viosterol, caleiferocl, ergosterol activado.- Bl grup
distintivo R es CH Ol

i 3
-cn-cdwu-&l-(:‘d (01(3 ) 2
M: © 7-dehidro~colesterol activado.- El grupo R es

e
-OH—C’;IZ—(Kt 2—0&(0:13)?
M‘ o 22-dehidro-ergostercl aectivado.- Bl grupo R es
(|m3 1
~UH~Ci ,~CH ,=~0H ,~0H ( Sxi3 )2
MS‘ © 7-dehidro-sitostercl activado.- 2l grupo R es

b fofs
H—CET'UH!—OK?-CA(LA%)Q

Las vitaminas D sélo existen en los organismos aniumales, cuyas fuen
tes naturales estén constituidas por las provitaminas homélogas que se
encuentran, casi sin excepeién, en los tejidos de origen vegetal.

las propiedades antirragufticas de algunos productos vegetales se
deben a la irradiacién de los mismos por la luz solar,

las sustaneias que pueden aetivarse por irradiacién con luz de 250«
300 & . se llamarcon provitaminas D.~ En general es efectiva toda luz
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de longitud de onda igual a aguella que o8 absorbida por cada una de
las provitaminas.- Estas pueden irradiarse en estado sélido, en solueio=
nes y en estado de vapor..

Se ha establecido que la luz de 275-300 l/.l. produee el mejor rendi~
mientc con la menor cantidad de productos secundarios (3), gue son mueho
més sensibles a la oxidacién por el ox{geno molecular que las vitaminas
y 1as"Vitaninas De~ los mejores rendimjentos se obtienen cuande sélc el
40-60 % del total de las provitaminas han sido convertidas,

5l mecanismo de transformaeidn ha sido estudiado extensamente para el
cielo ergosterol —e caleiferol.- Se supone ademds gque es el mismo en
todos los easos.

El resultado de estas investigaciones puede esquematizarse (4):

Ergosterol
P,Fes 166 4C.
Idli"x-nz ® en Gl,CH
Ho ¥Aximos de absorcidn s 260, 262 y
293,5 m | fe

Lumis
) P.F,: 118 eC,

141724292 8 en ace
HO 2 s de Abloxvizgn:'%s y

1 0mpu.

' mtaquilmlz
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| 'l‘aquiam'ol

|°(|, 1«70 9 en benceno.
kéximo de absoreién a 26u, 280 y
294 m/u

Vitamina D2
| PJFe: 116 9C,

|°”.x#106 % en e X
HO Méximo de absorel .265-/u.

N "

Toxlsterol, S\wruurolzx SMI

Mix, de abs, PoFe: 104 00, P,F,: 110 20,

R |ly 576 (02300)  [orf{Ti4630 (0150i0)
uix, de abs, en ¥éx, de absorcién

i el ultravicleta en el ultravioleta
lejano. lejanc.

Oomo no hay seguridad que se hayan reconocldo todos los productos
intermediarios, no hay evidencia de que no existan otros.,- Todos los pro-
ductos de reaccién de este esquema son isémeros de la provitamina,

la constitucién quinmica de: lumisterol, taguistercl y vitamina D, es-
4 bien estableoida; sélo la del protaguisterol es hipotética,

4l cuadro general del proceso de irradiacién serfa (5):

Rrgosterol lumisterol, — Taquisterol, —= Oalciferol(n,
7-denidrocolesterel — .n-ilwml3 — T‘“““m"a e 74 tamina D}
22=cenidroergosterol—>= Imil“rol‘ ——. Taquuuml‘ ——= Titamina D4




108 estados gquimicos iniciale les de cad e 8¢
Vitamina D2

Ho

Exgostervl Vitamina D,

vitamina 113

PN

‘ionadag existen otras provitaminas con caracteres

¢ s conooid
ylergosterol: ¢ a esconocidas,
5 * B 20 s
,_A‘-t’;emiﬁrocou sterol: PeFe: 1 A:-’ "‘3}0(‘13 1=70,5 en Cl,CHe
3=-0xidoergostercl: constante icas desconoci .
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Provitamina de Mussel: oonstitucién desconocida; ».r.: 150-151 €C,

|a|::-11£1 ¥ en bencenoy

Provitamina de Periwinkle: constitucién quimica desconocida.

PuF.: 137-137,5 9043 Kly :-124 ¢ en Ggiig.
7-den1drositosterol: P.F,; 144-145 9C.3 4|5 :-116 ¢ en C1,0H.
7-ehidrostigmasterol: P.F,: 154 90, § |« |:':-uB % en benceno.

Todas estas provitaminas tienem earacteristicas de solubilidad simila-
res: son insolubles en agua y solubles en solventes orginicos tipicos co-
mo éter, hidrocarburos, hid rburos clorados, alcocholes, etc.

Ticnen también el mismo espectro de absoroién, que se caracteriza por
udximos a 260, 270, 281 y 293,5 B Ao ; el cosficiente de oxtincidn a
21 mu, (1%-1 em,) oscila alrededor de 30 x 103.

Ya 86 ha visto como las yrovitaminas se transforman por irradiacién
seglin un cambio que podria esquematizarse como la apertura del snillo II
oonfbnnthdo\msrupoumhb-olom, e reemplazo del yrimiti-
VO grupo metilo.- Este doble enlase e¢ tan fundammental que ocuando No exise
te, las propiedades antirragquitieas llegan casi a desaparvcer (taquisterul)
sin cuando la apertura del anillo II produce wn efecto hipercaloemiante
cuya o ia o5 una int participasién en el metabolismo del caldic,

Todas las vitaminas D, en estado puro, se presentan como cristales
inodoros de color blanoo.

Lon solubles en las grasas y en los solvemtos orgénicos usuales; de
ellc es responsable su estruetura colénica (mfcleo colestinioo); son in-
solubles en agua (6),

roseen un espectro de absorcién caracteristico, con un miximo a 265
ma. ( en éter y ciclohexano),- Rl eosficiente de extinciém molecular
as 1,32 X 104.

.xisten ligeras variaciones en los 3265 s 460, %500 y 470 respeotiva-
meute para vitaminas Dy, Dy ¥ D,.



133

B)  Desarvollo del método de determinaecién

a) Determinaoifn quimics y/o fisics sn gsparal y eleccifn
dal método

Rl dosaje espectrofotométrico es aplicable, como de costumbre, a mies:
tras que contengan vitamina I}zpurn. o a agquellas de constitucién conocide

Todas las vitaminas D tienen practicamente ¢l mismo espectro de absor
0ién, por lo cual no es posidle wiilisarlo para determinar cantidades
individuales en una mexcla,

(tro inconveniente lo constituye el que la vitamina A acoupaiia casi
sieupre a 1la.D y su absorciém a 325 B, puede interferir segin la con-
centraciéa.

Fuchs trasé de determinar el tenor de solucionses de aceite saponifi-
cando previamente y disolviemdo ¢l insaponificable em etanol-bencenc,=

Tépelman y Schuhimeant (7) informan no haber logrado valorss signifi-
cativos con aceites y grasas pobres en vitemina,

Shear comprodd que el aclite de higadc de bacalao y el colesterol irra
diado producizn un eoler rqjo cssure en presencia de clorhidrato de ani-
lina disueltc en gran camtidad de anilina (1315) (8); posteriormente la
especificidad de esta reaccidn fué negala (9).

Tzoni estadlecié em 1936 (10) una téanica celorimétrioa dasada en la
reaccién que se produce oon oloxurc de aluminie amhidro y pirogalol; el
color produoido- rojo violado- séle es proporeicnal a la concentracién
dentro de limites muy estrechos.

=l reactivo 1-3 -diclorhidrina, introducide por Sobel para la determi-
nacién de vitamina 4, produce con la vitamina D una coloracién smarilla
inestable, que pasa al verde.,~ Kl miximo de ad 1én se tra a
628 n/u.. se produce a 108 45 minutos y dura varias horas oonstante,(11)

Esta ee la Vnica reaceién ocemoeida que permite diferenciar el ergos-
terol del 7-dehidrocolestercl.« Oampbedl (12) amentd la sensibilidad de
reaccién por seleecién de la longitud de onda em la medicién del color.

21 método mis utilisado para la determinaciém no biolégioa de vitamin
D es el de Brookmann y Chen (13), basado en la produccién de un color
anaranjedo rojise con uma solucidn ocloroférmioca, libre de alcohol, de
cloruro ds antimonio.- Este método seri usado en este trabajo, y sus ca-
racter{sticas seran objetc e ocomentario posterior.
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El mayor problema de la determinaciéa quimica de 12 vitamina I lo
produce la separacién de las interferencias que casl siempre la acompa~
fian; por ejemplo, el taquisterol y algunos otros esteroles producen el
mismo oolor oon el oloruro de antimonio, aunque oon intensidad mucho me-
Dor o oon maximo algo diferente.- Practicamente no existe una reaccién
espeoifica de vitamina D en presencia de vitamina a.

Se han ensayado muchas téonicas de elimimacién de la vitamina A, en
general de tipo cromatogrifico.

Wolff (14) 1la separa por adsoroién en tisrra de ontana; los esteroles
pueden ser separados por precipitacién con digitonina.

Ritsert (15) ha usado el hidrdxido de aluminioc, que no retiene el cal-
ciferol pexro si la vitamina A,

También el Superfiltxrol adsorbe la vitamina A, de sus soluciones en
hexzanc-éter-etancl.- la téenica consiste en determinar el coeficiente de
extincién de las muestiras oon oloruro de antimonio antes y después de la
separacién de la vitamina A y los esteroles.

REwing y coautores (16), utilizanio una eolumna dual en el dosaje de
aceite de pescados, cbservarom que por crematografia en superfiltrol-ald-
mina se obtenfan dos elases de interferensialis una propia de los aceites
y otra eonsistente en los productos de desradacién de la vitamina A fore
wados en la colusna de superriltrol.- Estos ocmpuestos tienen caracteris-
ticas cromatogrificas y espectrales semcjantes a las de las vitaminas D,

Tschapke y Pessing (17) adsorbes la visemina A-alookol, luego de sapo-
nificar, en osolfn purificado, usando cloroformo ocemo solvente.- los mis-
wos autores informaron a posteriori que existen dificultades motivadas
por 1la calidad variable del caolin, razén por la oual lo reemplagaron por
talco(ld).

schuall y cosutores (19) emsuentran inconveniente oon esta Ultima téo-
nica a causa d4e la gran cantidad de vitamina A que es elufda e interfiere,

Nakamiya y Koimml (20) destruyen la vitamina A en un tratamiento pre-
liminar que consiste en irradiar con lur de merourio.- 3Zste procedimiento
destruye tembiém algo de vitamina D, perc como esta reacocidn es muy lenta
¢l método puede considerarse exacto si se limita el tiempo de accidn.

X¥1las, Heggle y Raynolds (21) afiaden anh{drido maleico para destruir
la vitamina A y otros interferentes cuando se emplea la reacoién del olo-
ruro e antimonio: este método sera también comentado mids adelante, al
tratar el método a utilizarse.
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b) Método colorimétrico de Brecikasun v Gaen (13), rrevis
elininacidn de interferencias ogi amafdrido maleige (21).
Radsasnto 7 Semsntarios

las vitaminas D en solucién cloroférmica producen una coloracién
anaranjado-rojisa en presencia de una solusién saturada de cloruro de
antimonio.- El méximo de abscrcién del color preducido se encuentra a
500 ey ¥ se produce entre los 3 y 1C minmutos de agregado el reastivo,
segin el tipo de éste que se use.

Segin la bibliografia original la vitamina A y los esteroles no inter-
fieren (emsepto el taquistercl).- Sin embarso, Kllas y coautores desou-
brieron que en presemsia de vitamina A loe resultados requieren una
correocibn,

Aiteert encuentra al método no apropiado pars productos que contengan
ergosterol, 7-dehidrocolestercl y otras provitaminas, as{ como tampooo
para los aceites de¢ higado de pescade que ecntangan vitamina A o solucio-
nes biolégicas cuya comcentracién en vitamina D sea baja.- Bn estos ca-
sos sugieren una eliminaciln de interferenglias por orcaatograria.

Racul y Meunier (22) empleau una combinascién @e los reactivos és
Brockmam y Ohed y 4e lisbermer, oom 10 cual eliminan la interferehocia
de los estercles de oonfigurasién trans, pudidémiose as{ diferenciar en-
tre si los esteroles que poseen astividad biolégiea de los otros y de
la vitamina A.~ El reactivo consiste en una soluoién saturada de oloru-
ro d¢ antimemio sdiolchada de anhidrido aoético y acido sulfdrico.

ias viteminas Dzyh’. que posesn tres dobles enlaces, producen una
coloracién amul que se desvanecs rapidamants, pero muy intensa; el lu-
misterol y el 7-dehidrocolestercl, que posesn 4os enlaces dobles conju-
gados, originam una coloraeién que permanece oonstante y el cclestercl,
que posee un solo doblie emnlace, reacoions en forma muchisimo mis lemta.

lield, Russell y Zimmerli (23) sustituyemn el cloruro de nidrégeno y
el anh{drido aocétioo por oloruro de acesilo, con lo Gual cdbtiemen un
reastivo que permanece estable durants varias semanas (nueve) y es tres
veces uds sensible que el de Brockmann y Ghen; el miximo de 0Ulor s6
obtiene a los tyss mimtes de agregado sl reactivo.

Las consentraciones de oloruro de acetilo y de clorurc de antimonio
pueden tener varissiones de 1 a 5 £ y 20 a 30 % respectivamente sin que
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se alteren los resultados.- 51 limite de semnsibilidad es 0,2 megr de vi-
tamins D,

¥ilas, Heggle y Haynolds (21), siguiendo una wodificacién del método
de Brockmann y Chen obtuvieron resultados concordantes con el método
biolésioo, slempre gue se introdujeran las eorrecciones correspondientes
a vitamina A, carotenos y provitaminas U.- Como la modificacién es engo-
rrosa y requiere el uso de material costoso, propusiercn la destruccidn
de los interferentss con anhfdrido maleico ( vitamina ., carotenos y po-
siblewente el colestercl),.

La técnica consiste en tratar el insaponificable con anhfdrido maleico
en dioxane y eliminar log estercles por enfriamiento a -10 a ~15 %C y
filtracién a la misma temperatura; las muestras asitratadas son saponifi-
cadas y extrafdas nuevamente con éter, y los residuos etéreos tomados
con cloroformo y sometidos a reaccidén con eloruro de antimonioc.

Ista eliminacién de interferencias ofrece el inconveniente de someter
las muestras a un wanipuleo excesivo (doble saponificacién y extraccidn
etérea) con fases muy reducidas en voluzen, S5i bien ellc redunda en per-
Jhilicio de la exactitud, la otra variante, que es el método cromatogri-
fico, lo hace muy aceptable.

Se transcribe a continuacidn un grafico sobre la eliminacién de la vi-
tamina A een anhfdrido maleico, obtenido por los autores (21):

1) 8in tratamiento

m 11) Des; de 15 winutos de calen-
to oon anh, maleico.

./\/// 111) Después de 60 mimutos de ..:ee
T /
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tra modificacién introducica al reactivo de Brocimann y Chen, que
ofrece excelentes perspectivas, es la Gu e Witt (24), cuien encontrd que
6l reemplaso del cloroforma por diclorurc de etileno tisns efecio estabi-
lizante sobre el reactivo y produce una reaccién de mayor sensibilidad.

Recientemente, Wilile, Jomes y rlins (25) han introduoido el us- de
biincos oon anhidridc acétiso, a csusa de la cbemrvacién de que éste in
hibe 1a reaccién de la vitamina D con clorurc de sntimonio, perc mo lo
hace con la mayorfia de las sustancias iuterferentes, eutre las cuales se
encuentra, y yincipalnente, la fase degradativa de la vitamina Ae.- Bl
reactivo utilizado para imhibir la reaccién es una mescla de anhfdrido
acético-dioloruro de etilemo (1:1), para el reactivo de De Witt; el autor
usaréd en la téomica que sigus, una mercla similar eloroférmioa.

hemmiendo, ea ¢l presente trabajo se usard:
1) sxtraceifn y purificacién segin la téonics de Milas, rAeggie y Haynolds.
2) Golerimetria segin técniea de MNield, Russell y Zimmerli.
3) lnclusién de dlancos segin téonica de wilkie, Jones ! Kline.
4) inclusién de un blamso del inhididor.
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o) Ifspica
1) Beaotivos

H4dréxido Qe potasio alooh$lloo .5 h: dlsuelva 28,0 gr. de HCK, perlas,
en etancl 95 £ y lleve ol volumen a Un litro.- Prepare diariamente.
Eter dlet{ligo: lévelo oon SG,Fe 1 % para elininar los peréxidos y luego
10 veces oot agua destilada para eliminar el aloohol.- Séquelo sobre
P05, fllire y ocuserve sctre sodio met{1100.- Destile antes de usar.
dlaxéxide de potasio 0,5 Ni disuelva 2,0 gre. de HOK, perlas, en agua
destilada y lleve ¢l volumen a un litro,
Sulfate de sodlie anbidre: sranular.
Hit¥asme: 1ibre de oxidantes.
Etanol absoluto: quimicamsnte poo; no dede oontener perdxidos u otxos
oxidantes.
DBsageno: mo andlisis,
Hoxola etangl-bemoeng: a im volumen de etanol absoluto agregue cuatro de
benceno.
Letanol aphlOYe: destile sedre P,0y y recofn el destilado sobre s{lica-
gol, despreoiando el primerc y dl 2C %, Oshparve sobre sf{lica-gel
Nieve carviuios
acetona: grado téenioco.
lidoxang : recientements destilado; libre de peréxidos.
Aohidride Beleige: quimicemente Jo; puede obtenerse destilando una mes-
ola 111,5 de doldo maleleo y £,04.
aphidride malsdsc 20 % en GAQEKARR' Pese, por diferencia, una cantidad de
anh{drido malsico aproximada a 10 gr. (para no humedecer el reactivo) y
vuélquela sobre 50 ml, de dioxame.~ sjuste la 4iluoién en forma tal de
obtener la ecmoentracién del tftulo.
Olaruro de acatile: recientemante destilado.
aohdrido softige: mro andlisis,
Inaibidor dal Golor: mesole 25 ml, de anhidrido soético con 25 ml. de
cloroformo (reectivo siguiente).
Cloreforme: lave 3 litros de clorofurmo pro anflisis con agua destilada,
geque acbre 220 [ 0120s anhidro y destile descartando el primer 1C £.-
Cierre la dm{nldn de agua del refrigerants en forma tal de que sal-
gau vapores por el miemo (para drenar ol agua condensala); abra Duevamen-
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té 1a ciroulacidn de agua de refrigeracion y recoja el condensado hasta
que la temperatura llegue a 61 90,- Conserve en frasec cCaramelio ecitenisn-
do 00312 anhidro y Darco,
mxm-mmhohnmmﬂuﬂywomumcw
tidad aproximada & 54 gr. sobre 1l0C ml, de cloroformo.- Caloule la pesada
por diferencis y agregue gloroformo hasta tener una conceutracién del 187,
Agite hasta disolver y filtre por papel de poro gruesc lo més rapidamente
posible.~ AgTegue ) ml, de clozuro de acetilo por cada 1.U ml, de resetivq.
Oonserve en frasoo color caramelo y en heladera,

Solueidn swndard de vitamlna D: pese 25 mgr. de vitamina .. y disuelva en
étur dlet{lico.~ Lleve a 100 ml. ooh el mismo solvente.- ldluya 5 ul. de
esta solucién a 50 ml, con éter dietflico.- la eamcentracién final serd

de 25 megr./ml., equivalente a 1000 U, I./ml,

Seluoiin stendard Qo YiaMimes D ¥ 4: Dese & Un matrar aforado de 50 wl.

5 mle de la primera dilucidn de standard de vitamina D y 5 ml, d¢ una solu
c1én ctérea de vitamina A que ocntemga 250 U, I./ml..- iZnrase eon éter,
Cada ml, de esta selueiin contieme 25 mogr. d4e vitamina i. y 25 U, 1, de A,

2) sacuifioscidn y sxirageddn

Pese 10,0 gr. de muiestra y péselos a un erlemmeyer de 125 oc. al cual
se pueda adaptar un refrigeramte a aire (M),

ase a un erlenmeyer similar 5 ml, de standard de vitamina D (8t;,).

Fase a un erlemmeyer similar 5 ml. do stemdard de vitaminas D y a(sy),,).

Agregue a todos 50 ml, de HOK aloohdlico 0,5 N y ealiente a reflujo, so-
bre bafic marfa ebullente, dursnte 45 minutos, agitando a meaudo.

eje enfriar y decanter y pase ¢l lizuido sedrenadante a ampollas de de-
cantacién de 125 ml.- lave el residuo ocon 2 poroicnes de 10 ml, @8 agua des
tilada, luego eemn 25 ml. de éter dlet{lico y pase $0do a la ampolla.

Axtralga la fase hidroalochélica y pase el sxiracto etéreo s una ampolla
de decantacién de 250 ml,, previc yesajo 1¢ la fase acucsa a otra ampolla
de 125 ml,..~ Bepita esta operscién 8 veces,

lave el extraocto etéreo oom 2§ ml, de HOK 0,5 N y luegc con agua destila
da nasta eliminar la alcalinidad a la fenclftaleina.

seque ol extracto etéreo oom 2-3 gr. de SOliay anhidro y péselo (por 1la
boca ¢« la ampolla) a un vaso de precipitados de 250 ml,
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Ivapore sobre la plancha del baiic marfa hasta obtener un concentrado
de 10-20 ml,.~ FPase éste a un vaso de ppdo. de 50 ml, y contimie evapo-
rando bajo corriente de nitrdgeno, justamente hasta sequedad.

3) Dxifisssiin

Agregue al residuo 2 ml. de la mezcla etancl-bencenc y lleve a seco 8o~
bre la plancha del daiic maria, bajo corrieate de nitrégeno.

Al muevo residuc agregue 4 ml, de metansl anhidro.

Enfrie entre 10 y 15 20, dajo cero usando un bafic de nieve oarbénica
y acetona.

Filtre en frio, por placa filtrante media- previamente enfriada- usando
una moderada sueeién.- Igve ocon 1-2 ml, de metanol anhidro frio,

Pase los filtrafos a un vaso de ppdo. d¢ 50 ml, y evapors sobre la plam
cna del bafic maria, bajo corriente de nitrégenc, hasta obtener un nuevo
residuo.-

agregue a éste 10 ml. d¢ anhidrido maleico 10 § en dioxano y caliente
una hora sobre el bafio maria.- Reponga el dioxano a medida que se evapora.

4)  Jeve saaemitisesién y_sxirsccide

Deje enfriar a temperatura ambiente y agregue 10 ml, de HOK alochdélico
0,5 N y deje en repeso 15 mimstos.

rase el ocontenido del Vaso a una ampolla de decantacién de 125 ml. y
extraiga 9 veoes con porciones de 25 ml, de éter diet{lioco, juntindolos
en una axpella de deeantaoién de 250 ml.

Lave el extrastw etéreo oom 1§ ml. de HOk 0,5 N y luego con agua desti-
lada hasta eliminar la aloalinidad, a la femolftaleina,

rase el extracto etéreo, previamente secado ocon 80,Xa, sphidro, a un
vaso de ppdo, de 250 ml, ¥ evapore scbre la plancha del bafio maria hasta
obtener un oconcentrado de 10-20 ml.- Fase éste a un vaso de ppdo. de 50 m:
y siga evaporando, ahora bajo corriente de nitrégeno, hasta llegar justa-
mente a seoo,

Disuelva el residuc oon 10 ml, de cloroformo (volumetricamente).

5)  Lreparsolén de los stapdards

En sendos vasos de ppdo. de 50 ml, evapore, sobre la plancha del dailo
marfa y bajo corriente de nitrégenoc, 5 ml. de la soluoién standard de vi-
tamina D (St;) y 5 ml. de la soluoiln standard de vitaminas A y D (sty,).



Agregue a ambos lu ml, de cloroformo (volumetricamente) y disuelva
los residuos,

6) Eapectrofotomstria
kida las absoroicnes de standards y muestras a 265 m u,., usando olo-
roformo como blanco,- %1 autor usé un espectrofotdpetro Beciman, modelo
D U y células de silice de un om, de paso de luz,
7)  Qolorimetria

Disponga para cada muestrn o standard de una serie de tubos de ensa-
yo de 4" x 1*, numerados de 1 a 5.

Pase 1 ml, de oada muestra o standard a oada uno de los cinco tubos
de su sefie,

A los tubos N® 1 agregue 5,5 ml, de cloroformo.

A los tubos N¢ 2 y 3 agregue 0,5 ml. de oloroformo.

4 los tubos N9 4 y 5 agregue 0,5 ml. de inhibidor,

A los tubos N¢ 2, 3, 4 y 5 agregue oconsecutivamento 5 al. de reactivo
de antimonio, en forma tal de que pueda medirse su absorciéa a 50C Ly
exaotapgnte & los 3 minutos de haderse agregado.- Bs de mma importancia
que el lapso sea exactamente el mismo para todos los tubos més que el
valor de su duracién.- Use eomo blanco el respestivo tubo Mo 1,

El autor usé el mismo aparato que en la espectrofotcmetria y células
Corex de un om, de pasc de lus,

8) giloulos

11: - OFs x T o M0gr, ¢ vitamina D/gr, de muestira, expresado co-
pe =0 vitamira D;.
donde L@ es la absorcién de la muestra.
OEaty, o8 la ocnoentrecitn del St
1a%; o8 la absoroidn del St
CFR es la ooncentracién de las muestras.
£ o8 la relacién entre la absoroién del standard externo al stan-
dard intermo, fe Lety/ Lety,.
Cdloulo de las oonoentraciones finales:
CRg: en toles los casos la pesada de muestra fué de 10,0 gr, y el inte
grante activo se diluyé sm 10 ml, de oloroformo,
Queda pues una OFme 1,0 gr/ml.
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uestra N resada (gr.) Ootie, Final (gr./ml.)
1 10,0012 1,000
11 16, 0UU8 1,0001
111 10,0013 1,0001
v 10, 0002 1, 0006
v 10,0041 1,0004

Qaty: umo.oesouuuumna oristalina de la Pebook
Fine Uhemiocal Co., de potemcia 40,000,000 Us 1,/8Te, proviamente secada
al vacioc sebre P,0g durante 24 horas.- Se diluyeron a lui ml. con Ster
diet{lico y 5 ml, de esta musva dilucién o llevarcn 5C ml. oon el mis-
mo solvente.- § ml, de ella se evaporaron y el residuc fué tomado con
1¢ ml, de eloroformo,

_Q.%Q_n_ . _550_ . ‘fﬁ' & 090000125 gr./ml., squivalente a
12,5 mogr. de vitaming 13/!1.. eguivale
%0 a 50C U Jd./mle

CHilkpg : 5 mle de la segunta @ilucién del primer standard (5t;) se
trataron exactamemte igual que las Mussiras.- la oonceutracién final ee
igual a la del anterior,

OFaty, oon ol ohjeto &e eonirolar 1la eliminasién de la vitamina A
como interferencia, se inoluy$ em axbos standaxds anteriores la presenc
de una comoentrasifn final de vitamina A de 12,5 U.l/ml,

\y
50 12,5 mogre de vit, D - 12,5
2mwogdmss ¥ ¥ 7t PP L S,
all se corrié un standard intermo, en forma similar al anterior
con § ml, de la primera 4ilucién mixta.,~ la concentracién final de este
standard es igual que la 4el extermo.-
En ambos standards oombinados se oligid uma concentracidn final de

vitamina A semejante a la que normalmente se usa en las determinacicnes
coriientes.
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9) Experimeutal

St Btn‘ Bﬁn Sty I 11 i1 1v v

' i Mayor kayor I Yayor i
ibe. 265 mu. 0,428 0,425 ::"g 05 aop a2 % d:’g d‘:’% é:",‘(z

U’mbo' Ne 1 0,000 0,000 G,000 0,CUO 0,000 0,000 ,CLU Uy 000 Uy UOL
Tubos No 2 Cy478 0,555 0,452 0,475 0,522 0,775 ¢,562 U, 780 0,511
Tubos N& 3 0y476 0,558 0,458 0,465 0,520 0,769 C,561 0,772 G,505
Tubos N2 &4 04123 0,195 0,146 0,151 0,179 0,21C L,17Y 0,468 U, 168
Tubos }¢ § 0,109 0,107 0,111 0,108 0,126 0,138 0,137 0,189 0,120

“Tremedioc Ue
Tubos 2 7 3 0,477 ©,557 0.45! 0,470 0,521 0,772 0,562 03776 0,508
Ly-Lg 0,018 0,088 0,035 0,043 0,053 0,072 C,U42 0,279 0,048

Laly 3 -(Ly~Ly) 0y463 0,469 0,420 0,427 0,468 0,700 0,522 0,497 0,460

fal,463/0,48001,102

“esultados 5% 83 622 592 548
(Ued/BXa)

hesultados
(mogr/er) ‘ 13,9 20,9 15,5 14,8 13,7
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4) Hesultados obtenldos y comentariog

MUEST A U, 1./8r. gobre muestra:
Ne Alga tal cual anhidra
1 Maorocistys pyrifera 550 680
11 lessonia flaviocans b34 937
111 lsssonia fassia 622 690
v Iridea laminaroide 592 672
¥ Iridea cordata 548 623

Se ha determinado el contenido de vitamina D mediante la reacciém
colorimétrica de Brookmann y Chen.

Se eliminéd la interferemcia de la vitamina A y esteroles segin la
técnica de Milas, Neggie y Raynolds por destruccién de la primera con
anafdrido maleico y pwecipitecidén de los segundos a baja temperatura.

Se sdisicaé un standard de vitamina D con vitamina i, en proporoio-
nes analiticas, y se ccuprodd por las leoturas que la eliminacién es-
en esas oomdiecicnes- satisfactoria; un etandard similar ocorrido solamen-
te en la colorimetr{a indioé que esa mismma oomceniracién la presencia
de vitamina A eleva las lestures.

Se introdujeren blanoos de reactives segin técnica de Wilide, Jones
y Kline, por inhidicidn del eolor con abhidrido acético.- 54 bien en los
standars interncs 36 moté el efecto Ce la vitamina A agregada, éste se
observé ecn mayor intensidad en las leotwuras de las muestras, gue hubie-
sen sido musho mayores de no mediar la oorreccién por inhibicidn.

Se intentd dosar espectrofotometricamente la vitamina D de los extrac
tos- por medicién de la absoreidm a 265 m Yol enoontrandose resultados
satisfaotorios sélo para los standards externos.- Evidentemente el tra-
tamianto introduce interferencias a este método.

los resultafos obtenidos odlenidos indiean eantidades de vitamina D
muciao mis altes de 1los que era dable esperar, mixime si se tiens en ouen
ta que por tratarse de tejidos vegetales sdlo podemos cncontrar en ellos
vitamina D obtemnida por irradiseiém, y que alimentos naturales rioes
en ella la poseen en cantidades mucho mencres.
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VITAXINA PP

La vitamina PP o antipelagrosa, o preventivo-pelagra, esta constitui-
da por dos compuestos intimsmente relacionados: el &cido nicotinico (nia:
oina) y su amida, la nicotinamida (niacinsmida, niamida).

El factor denominado vitamina B, (elufdo de tierras Fuller) parece
ser idéntico al d&cido nicotinico (1),

4)  Antecedentes
s a) Oaraocter{sticas biolégicas

Existen en los tejidos animales en estado libre, y en combinacién con
nucleétidos y fosfatos formando la coenzima I (mucledtido de aifosfopiri-
dina) y 1a coenzima II (nuocleétido de trifosfopiridina).

las coensimas I y 11 toman parte en el transporte de hidrdgeno indis-
pensable para las reaccicnes ds éxido reducoién celular,

la avitaminosis ha sido estudiada fundamsntalmente en el homdre y en
el perTo; se la concoe propiamente en el primero como Enfermedad de Casal
dado que no siempre se presentan,en el hombre, ledionss cutéineas.

Una serie de sintomas son la irritabilidad del ocardcter, pérdida de
la memoria, astenia, insomnic y, en fases mis avanzadas, las formas de-
lirantes y de inconciencia, con movimientos retrdgrados del tipo de suce
oién y preensién,

Son frecuentes también lesiomes de tipo polineur{tico; el adelgazamien-
to es uno ce los sintomas mis precoces, al igual que la simtcmatologia
de cardoter hemftico (anemia macrooitaria, de tipo perniciosiforme).

Las lesiones outéneas con que se la distingue, no siempre se presen-
tan; en caso afirmativo, se producen en el dorso de las manos, de los
pies, y en el cuello, y acaban en un estado atréfico de la pilel.

También aparecen alteraciocnes digestivas: hipooclorhidria y estrenii-
miento.- En fases mis avanzadas se [roducen lesicnes del intestino mis
intensas, como enteritis y colitis que jueden llegar a ulcerosas.

1a hiperdosificacién no produce cuadros téxicos, aunque pueden presen-
tarse alteraciones agudas de intolerancia,

La necesidad diaris en el hombre es de 15 a 23 mgr., segin la aotivi-
dad y el sexo,

la amida parece ser una forma de reserva hepitioca.




b) Qaracteristicas guimicas y fisicas

En el afio 1937 Elvehjem (2)(3) consigue identificar el deido nicotf-
nico como la vitamina antipelagrosa; también la amida fué identificada
con tal caracterfstica, en extractos hepaticos.

Junto con ellos, se identificaron otros compuestos de la misma serie,
pero de actividad mucho menor (4cido picolinico, isonicotinico, corami-
na, trigonelina, etc.)(4).

c—COOH C—CONH,

HC CH HC CH

iy N )
N \N

Bl Acido nicotinico es el 3=piridin =earboxflico,

Oristaliza en agujas de color blanco que funden a 235,5-236,6 90, y
subliman sin descomposicién,

Es soluble en agua (1,67 gr./100 ml.), en alcohol etilico (0,73 gr./
100 ml.) y en piridina (10,03 gr./100 ml.).

Es poco soluble en éter sulfirico, acetona, isobutanol, benceno y
diozano, en insolible en éter de petréleo y tolueno,

Bs anfétero a ¢ausa de la presencia del grupo carboxilo y de la basie
cidad del nitrégeno piridinico;gntré las sales, son bien conocilas el
clorhidrato, el nitrabo y el piorato; y entre los derivados bisicos,
la mde conocida es la nicotinamida,

Es muy estable a la accidn de los dcidos y alcalis, del oxigeno del
aire, y en general a la accién de reactivos oxidantes.

No es higrosedpico.

Absorbe en la zona ultravioleta del espectro, con un miximo a los
385 m Y (5)e

la nicotinamida es también un sélido cristalino blanco; funde a 12920

Es soluble en agua (100 gr./100 ml,) y en disolventes orgdnicos ta~
les como el éter etilico, alecohol etilico ( 66,6 gr./100 ml,), clorofor-
mo, glicerina (10 gr./100 ml,), butanol y benceno.~ la extraceién con
agua y solventes orginicos hace que el icifo permanezca en la fase acuo-
sa.
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Tiens un espectro de absorcién en la zona ultravicleta que posee dos
miximos: 210 y 365 m L pe respectivamente.

las propiedades antipeligricas parecen estar ligadas al anillo piri-
‘afnico, sflleva un grupo carboxilo en posioidn 3.

El anillo nitrogenado es aparentemente insustituible, dado que ia
trigonelina (metil detaina del doido nicotinico) es inactiva (7), lo
cual es comprensible deade que el étomo de nitrdgenc es el mmto de
unién en la moléoula ensimitica.

Aunque no sea precisamente amidado, cualquier esterificacién con-
serva las propiedades sieupre que en el organismo pueda quedar libre
el grupo -00CGH

Como ya se dijo, otros compuestos relacionados tienen actividad anti-
pelagrosa, aunque en grado mucho menor, y se aocepta que estos produce
tos son oonvertidos en nicotinamida en el organismo; tal es el caso de
la N-metilnicotinamida, nicotinato de etilo, iodurc de glucdsido-nico-
tinamida, #0ido nicotimirico, eto. (6).

For ejemplo, acidos quinolinico, pirasin-carboxflico y pirazin-2-3-
dicarboxilico, tienen actividad 50-60 veces mencr, y ofrecen la parti-
cularidad de no producir el efecto vasodilatador del &oido nicotinico
(6)(8),
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B) Desarrolle del método de determinacién
a) Determinacidn auimigs y/o fimics ‘su gsuexal v slsocilp
del nétodo.

la determinacién espectrofotométrica solo se utiliza en solucicnes
Juras o en zuestras de oomposicidn conocida,

Para la determinacién en tabletas y ampollas el método del A.0.A.Ce
(Association of Official Agricultural Chemists), consiste en la subli-
macién del #0140 nicotinico y pesada o titulad én del sublimado,

La reaccién de Vongerichten oon 2-4-dinitro-cloro-bencenc fué pro-
puesta por su autor en el afio 1899 para la determinacién de piridinaj
por accién del reactivo em solucién alochélica y en caliente, e hidréxi-
do de sodio en frig se produce una coloracién violeta.- El 40ido nicotd-
nico la d4, pero mis,dedbilmente. Karrer y Keller (9), y ocon anteriori-
dad otros investigadores (10), desarrollaron técnicas cuantitativas da-
sadas en ella,

Daroga propuso la precipitacién oon 4cido fosfomolibdico, disolucién
en dlcali y desarrollo del color arul de moliddeno con cloruro estafioso,
(11) .- Este método es sensible pero poco especifico,

Teeri y Shimer desarrollaron un color con m-fenilendiamina en medio
dcido, y lo utilisaron cuantitativaments (12).

1a reaccién mis utilisada es la de Koenig, que se produce oon bromu-
ro de ciandgeno; puede leerss directamente la absorcién del compuesto
de adicién fermado entre el reactivo y el écido nicotfnico, o bien del
oomuesto coloreado que se forma por acoplamiento posterior con aminas
aromiticas (13)(14).- Esta §ltima es la proplssmnte conocida ocmo reace
cién de Koenig,

los compuestos piridinicos sustituidos en las posiciones~ y ¥ no
reaccionan,

El mecanismo importa la apertura del oiclo piridinico; el complejo
smarillo obtenido con una amina arcmitica es probablemente un derivado
del aldenido glutacénico (15).

56 han propuesto varias aminas pars la produccién del color, sin que
ello produsca variantes de importancia en el resultado.-(15°)(15”).

Entre ellas, la mis usada es la anilina (16)(17)(18)(19)(20)(21), ¥



150

le sigue en la sefie p-aminoacetofencna (22)(23)(24)(25) y paremetdl-
aminofenocl (13).

En todos los oasos el complejo formado es de color amarillo,

Segfn Baudier y Hala (13) el metol al §§ produce una intensidad de
color mayor que la de la anilina y también mucho més estable: llega a
su miximo despuds de una hora y permansce inalterada hasta 72 horas,
siempre que se encuentre al abrigo de la lus.- El calentamiento a 75-
80 90, favorece la reaccién.

Las téenicas con anilina tienela ventaja de ser més ripidas (méxi-
mo en 3 mimutos) y no necesitar calentamiento; ademds el ocolor puede
extraerse con aloahol anflico - segin recomienda Swaminathan - lo cual
representa una ventaja en la eliminacién de oolores interferentes.

Algunos autores prefieren el butanol, pues el aloohol amilico puede
contener derivados piridinicos.

También son mejores en cuanto a que la concentracién de amina no in-
fluye en los resultados (puede variar entre 0,5 y 5 £), mientras que la
cancentracién del metol es muy importante, 1o mismo que la influenocia de
h m.

El autor ha utilisado la téonica con anilina oon muy buencs resulta-
dos y en un todo comparadle a la determinacién por medic de la lectura
de absoreién del compuesto &cido nicotinico-bromurc de ciandgeno, os de-
cir sin el uso de las aminas aromiticas,

Este ilvimo método tiene sobre el primero la ventaja de inoluir un
reactivo menos, por 1o cual el autor la prefiere para el caso de una
muestra muy compleja, como de la que se trata.
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) eterminacidn colorimétrica por el bromo-cianocompuesto.

undamente y comentarios.

;1 método se basa en la medicidn del color amarillo producido por
el compuesto de adicidn que se forma entre el Acide nicotinico y el
bromurc de ciandgeno, en medio amoniacal.

11 miximo de absorcién se encuentra a 41C WMo, y 8 intensidad es
proporeional a la concentracién de Acido nicotinico.

n psrte, la reaccidn que se produce es:

/\ COOH ,l////\‘—COOH

:] B-C BCN %
Npi” /£
B{ \C N

Probablemente el i6n amonio también intervenga en el compuesto de
adicién, ain euando no hay mucha informaocién al respecto.

Para derivedos sustitufdos en la posiciénfP , la intensidad de la
reaccién varfa como sigue: dcido nicotinice 1(0, nicotinamida 142, &0i-
do nicotinlirico 42, amino-piridina 15, coramina 6.

1a p-pioonm casi no reacciona, y la trigonelina lo hace sélo luego
de hidrdlisis alealina.

51 color producido por el acido nicotinico tiens un céeficiente de
absoreidn (1 %. 1 om,) de 43C0-4600,

El tiempo en que se produce el miximo de intensidad depende de la
concentracién del reastivo: BrON al 10 ¥ produce el miximo a los 2-2¢
minutos, mientras que conocentraciones de 5 ¢ 7 % lo producen em 3-5; la
concentracién no influye en cambio, en lo que respecta a la vitamina.

la nicotinamida también produce la reacoiénm, min cuando con distin-
tas caracter{sticas: miximo de absoreidén a 398 = ., con el miximo de
intensidad a los 6 mimutos,.

La presencia de la vitamina en forma de coengima hace necesaria la
nidrélisis de las muiestras,

Bandier, Jones y otros autores (23)(24) proponen la hidrélisis alca-
lina, dado que se enoontrd que las coenzimas y la nicotinamida son hi-
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drolizadas por 20140 o &lcall 1 N, pero el Aoido mieotimirico no 1o ha-
ce en una hidrélikis tan moderada.

Bl 0140 nicotinfrico se oonvierte en nicotinico en medio alcalino
y ademis, cantidades variables ds trigonslina se transforman en produc~
tos que reaccicnan ocmo la nisoina (25); para evitar este tipo de errar,
se ha propuesto la hidrélisis icida, oon £cidos clornfdrioco y nfwrico,
que transforma la nicotinamida, las cosnsimas y el £0ido nieotimirico,
pero no la trigonelina,

A posteriori, Friedemman y Fraszier (29) introducen la hidrélisis al-
calina con una suspensién de hidréxido de caloio, pues segin ellos las
d0s anteriores producen la descomposicién de amicares y proteinas em
sustancias aminicas reactivas y ooloraciones extrafias, respectivamente.

Muestran que de esta manera producen el mismo grado de conversién,
pero sin producir sustancias interferentes del tipo mencionado.

E1 autor ha usado oan buenos resultados la hidrélisis £oida moderada,
en medio clorhfdrioco 3 N ( las antes donadas eran en acidos olorhf-
drico y nitrico concentrados), y a baja temperatura (7C ¢C.), para evi-
tar la caramelisaoién de los amicares, completada con una hidrélisis
ensimitica posterior a pi 4,6 y a la misma temperatura que en otros oa-
s0s similares (50 20,).

in cuanto a la elininacidn de pigmentos interferentes, se han sugeri-
4o varios caminos,

Jones (?3) propone el uso de acetona para precipitarlos.

dale y costitores (24) redsmiendan, con el mismo fin, alcohol etilico,

Arnold y ocauteres (22) desarrollan una extracoidn con asetato de
etilo, lo ocual deja las & ias interf en la fase aocuosa.

Dann y Handler (3C) usaron reactivo de Lloyd como adsorbente, tratan-
do luego el elufde con Nitrato de Plomo para eliminar las proteinas, pa-
ra la determinacién en tejidos animales. iiemarcarcn ademis la importan-
cia de la decoloracidén del extracto final,

Friedeman y Frasier proponen para la hidrdlisis y decoloracién, la
precipitacién con hidréxido de zinc seguido de digestiln con hidréxido
de calcio,- 58tos autores constatan ademis que, luego de la hidrdlisis
doida, la decoloracién ocon reactivo de Licyd y nitratc de plomo es
satisfaotoria,
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Swaminathan (31)(32) también utilizé hidréxido de zinc, pero James
y coautores (25) indican que no es mejor que el usc de reactivo de Lloyd
y nitrato de plomo, para la determinacién en cerales y alimentos.

Con respecto a sustancias interferentes de tipo pirimidinico, Bandier
encontro que la adicién de fosfato moncpotdsico antes de la colorimetria
disminuye al mfnimo su reaceidén coloreada (33).- Nota,

Resumiendo: se hidrolizari en medio clorhfdrico 3 N y enzimdticamente;
se purificari el hidrolizado con reactivo de Lloyd y el elufdo con nitra=
to de plomo,

la técnica de purificacién es una modificacién de la de James, Norris
y vokes (25), quienes usan la determinacidén con anilina,

Bl dosaje se hard segin el método de Mueller y Fox (26)(27)e con la
variante de leer la absorcién a 410 m M. en lugar de 408 m u como indi-
can los autores del método, y documentan con la curva que se indica a
continuacién,

Abs.

0,600
0,400

0,200

380 4o e o Ly ol

Nota: se refiere a la reaceién ineluyendo la copulacién con anilina,
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o) Iécnigca
1) Reattives

Agido oloxifdrico 3 N: diluya 160 ml, de Cli concentrado con 300 ml, de
agua destilada,
Soiucidn de enxima: se prepara diariamente, por agitaoién de 6 gr. Taka-
diastasa (Parke Davis & 0o., Detroit, iich,) oon acetato de sodic 2,5 X
hasta completar 100 ml,,- Fusden usarse tambiem Clarasa, kKylase u otras
fosfatasas,
A0etato de 80410 2.5 N: disuslva 205 gr. de 0Hy0,¥a anhidro, é 345 gr.
de 023302}(..33?0 en agua destilada y lleve el volumen a 1000 ml,
beactive de Llovd

3

Agido sulfiirico 0,2 }i: diluya 5,6 ml, de 80,H, concentrado a 1000 ml,
oon agua destilada,
Agldo eloxhi{drigo 0,1 K: diluya 8,5 ml. de OlH concentrado a 1G(C ml, oot
agua destilada,
H1ar6xido G 20010 0,5 N: 4isuplva 20,0 gr de liCla, perlas, en agua des-
tilada, y oomplete el volumemn a 1000 ml,.,.
Nitrato de plomg: pro anilisis,
Teafato de potesio, iridiaigo: pro andlisis,
Solucidn amonlsoal TNCTeX: disuelve 87,0 gre FOH,K en 500 ml, de agua
destilada, agregue 107,0 gr. de OLNH, y efectie la disolusidn; agresue
6,7 ml, ds HONH, oonoentrado, diluya con agua destilada al volumen de
1 litro y homogeinice,- Si fuese necesario, filtre antes de usar,
Glapuro de potasio al 10 %: disuelva 20 gr de ONK en agua destilada y lle-
ve a 200 ml,
AU Ge Dromo: dede ser saturala.
selucidn de bresuxo ds olanfgenc: pase a un erlemmeyer de 250 COo 0GR
tapén esmerilado, 190 ml, de la solucién d¢ Bp, y enfrie en bdafio de hie-
10; agregue la solucién de ONi, gota a gota, hasta Cecoloracién del agus
de Br, y un exceso destinado a la observacién de la méxima decoloracién
obtenible.~ Agregue 10 ml, de agua de Br y titule exactamente hasta este
punto final.- la solucién de BrON tendr{ una concentracién aproximada 4S5,

Kanténgase helada hasta el mamento de usar,
Solucién standaxd de foido nicotinige: Pese 100 mgr, de acido nicotinico
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de potencia conocida y diluya a 500 ml. con agua destilada.- Diluya
5 ml, de esta solucidn a 200 ml,, taubién con agua destilada,
Cada ml, de la segunia diluoién oontendr{ 5 mogr. do niacina,
s ddluys 23,5 ml, de 30‘!3 85 £ a 100 mle 0OR
agua destilada,
dcido fostérico al ¢ Z: dlluya 20 ml, del anterior a 1L mle Con agua
destilada,

2) Extracoilp e hidréliaia

rese 5,0 gr. ds misstra y piselos a un erlemmeyer de 125 ml,, con ta-
pén esmerilado,

Haga 10 mismo ook 10 ml, 46 la primera dilucidn de staniard,

Agrogue 40 ml, de C1H 3 N y agite hasta que toda la masa de musstra
se haya puesto en ocautacto con el £oido,

liantenga durante 1,5 hora a 70 9C, en bailo de agua, agitando periodi-
camente.

Lleve a tempsratura amdbiente y agregue al._,cow. 245 & hasta viraje
del verde de bromocresol, o hasta pi 4,6 en pimetxo,

Agregus 2 ml, de la selucidén de enzima ¢ inoube unas 12 horas a 60 ¢C,

Deje tomar temperatura amdiente, agitando constantemente mientras ello
se realiza, en forma rotativa,

Agite energicamente durante 10 mimutos.

Filtre, utilizando vaofo, hasta obtener un filtradc claxoj lave el re-
siduo oon 3 poroionses de 10 ml, eada una de Ol Oyl N y lleve el filtra-
Qo y los lavados hasta pH 0,5-1,0 oon dcido elortfdrico.

51 se produjese turbides, filtre nuevamente,

3)  uxficacifn

rase el filtrado a un erlemmeyer de 125 oc. con tapén esmerilado, y
agregue 4 gr, de reactivo de Lloyd,

Agite energiosmente durante 5 mimtcs, pasc el contenido a tubo de
cantrifuga y centrifugue a 500 IeDele hasta cbtensr un scbremsdante cla-
ro; decante, desmarte el el 1iquidc y lave el residuc ocn 25 ml, de
804, 0y2 N por agitacién suave,

Centrifugue 5 mimitos y descarte nuevamente el sobrcuadante,
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Agregue al residuo, en el mismo tubo de oemtrifuga, 15 ml, de HONa
0,5 N ¥y agite vigorosamente durante 3 minutos.

Oentrifugue 5 mimitos y pase el sobrenadante a otro tubo de centrifu-
ga; lave el residuo por agitacién ocon 5 ml. de HONa G,5 N, centrifugue
y una el sobrenadante con el anterior; repita la operacidn.

Agregue al 1{quido as{ obtenido (el residuo de la operacién anterior
se desecha) 1-2 gotas de fenolftalefna 1% y luego cristales de (llo3 o
hasta color ligeramente rosalo (aproximadamente 1 gr.).- Si es neeesa-
rio centrifugus, y prosiga oon la fase liquida. ’

Agregue cristales de PO,K; hasta nuevo viraje de la fenolftaleina, y
8i es necesario, ceatrifugue y prosiga con el sobrenadante,

AgTegUS 1'2(01”“1’0433 20%y 11m.ﬂ4.5°on204d3 4%,

Fase a matrar aforado de 50 ml, y enrase oon agua destilada,

4) Deacoln y solorimetris
Para cada una de las muestras, incluyendo el standard interno, dis-

ponga la siguiente tanda de 4 erlenmeyers de 50 ml,, con las cantidades
indicadas:

Jlepmever N6 1: Blanoco de reactivos.

A 4 ml, de agua destilada, agregue 5 ml, de buffer amoniacal.
Krlegmgyer N° 2: Standard de comparacidén,

A 4 ml, de la solncién standard, agregue 5 nml, de buffer smoniscal.
aclepmeyer N® 1: Muestra y Standard intezmo.

A 4 ml, de soluoién final, agregus 5 ml. de buffer amoniscal.
Exlenmeyer N® 4: Blanoo de muestra y standard interno,

A 4 ml, de solucién final, agregue 5 ml, de buffer amoniacal.y

5 ml, de agua destilada.

A los erlenmeyers N¢& 1, 2, 3, agregue rapidamente y cn~ése orden,
5 ml, de solucién de BroN,

Mida las absorciones de los erlemmeyers N9¢ 2, 3 y 4, conservando
el oxden, a 410 I/l.. usando ocmo dlanco el blanco de reactivos,.

Repita la lectura de las absorciones de las tres soluciones a ra-
%00 de una tanda oada minuto, hasta que la diferencia entre las leotu-
ras de 2y 3 umamiﬂm,ymuomiumdolnm
descendentes para asegurarlo,
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las mediciones se efectuaron en un espeotrofotdmetro Beckman, modelo
DU, usando células Corex de 1 om, de paso de lus,

5) giloulos
El resultado final se caloula segin la siguiente férmula:

P T S —§pab- « mer. de o100 nicotinico/er. de muestra.

donde: £ o8 la refifeddn entre las concentracicnes inicial y final de Sty
es la absorcién de la muestra.
Lq ®8 la absorcién del blanco de ‘la muestra,
-Lp s la absoroién del standard,
Se refiere a las maximas absorciones.
CFat es la concentracién final del standard,
Ciy es la ooncentracidn final de la muestra,

Cdlculo de las concentraciones finales:

OFat: se pesaron 100,0 mgr. de 40ido nicotfnico U.S.P, Reference
Standard, y se diluyeron a 500 ml, con agua destilada,- 5 ml, de esta
dilucién se llevaron a 2CC ml, con el mamo medio,

%‘T&‘ = 5 mogr./ml,

CFatds se introducen em el proceso 1,0 ml, de la primera dilusién
del standard, y se lleva a 50 ml,

%—k s 4 mogr./ml.

OEg: se pesaron 5,0 gr de oada muestra, que luego del proceso se
diluyeron a 50 ml,

_kg_ s 0.1 ﬂ'oMc

Mueatra No Pespdy (gr.) Ocpoentrgoidn fingl (sr/wl)
1 5,0032 0,1001
11 5,0013 0,1000
111 54,0007 0,1000
v Sy 0006 0, 1000

v 550019 0,1C00
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6) Experimental

Standard interno Muestra Ne ‘I

N S R R
0,240 0,196 =0,00¢ 0,200 0,185 0,253 0,067 0,186
0,272 0,205 =0,005 0,210 0,230 0,277 0,069 0,208
0,293 0,220 -0,006 0,226 0,275 0,302 C,068  Q,234
0,315 0,226 =-0,007 0,233 0,304 0,322 C,067 0,25%
0,320 0,234 <+0,007 0,241 (3325 0,335 C,066 0,269
0,332 0,241 =03007 0,248 0,340 0,339 0,067 0,268
0,338 0,246 -0,007 0,253 0,346 0,342 0,068 0,274
Cy342 0,249 ~0,007 0,256 0,]48 0,346 0,069 0,277
0y342 0,251 =0,006 0,257 0s350 0,347 (,068 0,279
0,340 0,250 -0,006 0,256 0,349 0,344 C,067 0,277
04337 0,248 -0,006 0,254 0,340 0,340 0,067 0,273
04332 0,245 =0,006 0,251 09325 0,338 0,067 0,271
0p325 05232 40,006 0,238 0,309 0,339 Cy067 0,272
Kaximo de St: 0,342 0,281 0,336 0,067 0,269
udximo de Sty: 0,257 i § de standard: 0,350
Resultado St,: 3,75 mogr./ml, Méximo de muestra : 0,279

Factor . 4,00/3,75; L2 1,066

Juestra nNe I -
L L . L

0p181 0,098 0,070 0,028 0,346 0,115 0,072 0,043
0,232 0,404 0,068 0,036 0,342 0,113 0,072 0,041
0,270 0,108 0,070 0,088 . 0,339 0,110 0,072 0,038
0,297 0,112 0,070 0,042 03837 0,110 0,073 0,037
0B3¥5 0,134 0,069 0,045  Mf¥imo de standards 0,348
0,329 0,117 0,069 0,048 yéximo de wuestra : 0,050
0,342 0,122 0,072 0,050

0,342 03117 0,068 0,049

0,348 0)119 0,072 0,047

0,348 0,119 0,072 0,047
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Muestra N® 1II Muestra M 1v

L Lk gk L on Ly,
0,282 0,137 0,106 0,031 0,228 0,413 0,342 0,071
0,298 0,146 0,107 C,039 0,292 0,433 0,340  (,093
0,321 0,158 0,108 0,050 0,320 0,437 C,340 0,097
0,334 0,165 0,108 0,057 0,345 0,445 C,338 0,107
0,338 0,172 0,107 0,065 0,350 0,446 0,337 0,109
0y344 0,186, 0,108 0,07 0,346 0,442 C,334 Q,2€8
0,348 0,192 0,18  U,004 Gy342 0,440 (,335 0,105
0,349 0,197 0,107 0,090 0,336 0,432 0,337 0,095
0,346 0,199 0,108 0,091 0,335 0,430 G,336 0,094
0,341 0,195 0,108 0,087 C,333 0,429 0,332 0,087
0,337 0,191 0,108 0,083 Udximo de standard: G,350
0,337 0,186 0,108 0,07 Miximo de muestra : 0,109

0,335 0,180 0,108 0,072
lidximo de standard: 0,349
MAximo de muestra : 0,091

Muestra N¢ V
e T
0,169 0,601 0,571 0,030 0,335 0,615 0,562 0,053
0,226 0,610 0,570 0,040 Miximo de standard: 0,349
0,265 0,614 0,568 0,046 Kiximo de musstra : 0,072

0,293 0,616 (,564 0,052
0,337 0,628 0,564 0,064
0,341 0,631 0,563 0,068
0,343 0,633 0,562 0,071
0,346 0,634 0,562 0,072
0,349 0,634 0,562 0,072
0,348 0,631 0,562 0,069
0,346 0,630 0,562 0,068
0,342 0,626 0,562 0,064
0,338 0,621 0,562 0,059
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¢) pasultados sbienidos ¥ comentarios

l!uggtra s “t’:{'(ﬁi sobre most.:a.
1 Magrocistys pyrifera 42,5 51,9
11 Lessonia flavicans 747 Yy6
111 lessonia fassia 13,8 15,3
v Iridea laminaroide 16,6 1,8
v Iridea cordata n,¢ 12,5

Se ha determinado vitamina PP, oamo acido nicotinico, por el método
colorimétrico de Musller y Fox.

las muestras se extrajeron previa hidrélisis acida y euzimitica, can
las mismas caracteristicas que ya han sido descriptas en este mismo
{tem para vitaming B, y otras.

la vitamina se extrajo &s los hidrolisados por adsorcién en reacti-
vo de Lloyd, y elucién alealina.

Se eliminarca del elufdo las proteinas, por precipitacidn con nitrato
de plomo.

Se ocorrid un standard intermo que introdujo~un factor de correccién
f= 1,066, que corresponde a un rendimiento de la operacidn de 93,8 %3
oon respecto a otros rendimientos odbtenidos en casos anteriores, esta
cifra podria imdiear la ventaja de la adsoroién en columna sobre la ad-
sorcién por agisasidn.

ios resultados obtemidos estin dentro de lo expectable, si se tienen
en cuenta otros valores eitados por la bibliografia de ptros autores
sobre el mismo tema.
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v CONCLUSICGNES Y DISOUSION

Se na determinado, por métodos quimiccs y/c fisicos, el ocontenido
de provitaminas A y vitaminas A, 81, B.‘,. 3¢ Cy Dy ¥ de cinco especies
de algas del litoral atlantioco argentino: kacrooissys pyrifera, Lessonia
flavicans, lessonia fassia- pardes- s Iridea laminaroide ¢ Iriuea cordata-
rojas- numeradas respectivamente 1, II, 111, IVy V.

las muestras oor den a has del perfodo karzo-iAbril y han si-
d0 secadas por exposicién al aire, a la sombra, en el lusar de recoleccién.

in la Introduccidn (parte 1) se ha dado una idea general de los concep-
tos elementales para la oomprensidn del trabajo y de las razones que lo
motivaron, y una scmera relasién de los antecedentes sobre ¢l tema,

Kn la parte II- Determinaoién- se ha hecino, pars cada vitamina, un bre-
ve resumen de las propiedades biélogicas, risicas y quimicas, del panora-
ma analitico general y de los métodos utilizados; estos ltimos han sido
tratados con mayor detenimiento y se aockpaiian ademis Ge una desoripeidn
detallada de la téoniea, cilsulos y resultados.

108 métodos usados son los consagrados por la préctica anali{tica carisn-
te, excepoién hecha de la determinacién de vitamina D, sobre la cual ain
no existe wn eoriseric defimido.

e ha determinsdo vitamina A por oolorimetria ( Caxr-rrice) y espectro-
fotometricamente.- Los resultados obtenidos ofrecen una eéxcelente concor-
dancia entre ambos métodos.- Se pone en evidencia la eficacia de la técni-
0a de irradiacién destructiva de Demarest en el espectrofotowmétrico y la
interferencia despreciadble de los carotenos en el colorimétrico.

36 ha determinado colorimetricamente provitaminas A.- los valores cote-
nidos difieren de la inferencia que proporeiona la lectura residual de
cloruro de antimonio para vitamina A.- Cade destacar que la sensibilidad
de ecte método es menor y que la especifiocidad del aqui utilizado también,

ve ha determinado vitemina B, por transformacién en tiocrowo y fluori-
netria, previa orcamatograria en Decalso.

ve na determinado el oontenido en vitamina By fluorimetricanente, previa
adsorcién y elucién de Florisil, .

Se ha determinado vitamina 136 por el método de Scudl, previa elimina-
cién de interferencias.

Se ha determinadc vitamina C por oolorimetrfa, segin dos métodos: re-

L CmewnIT e o A
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