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Cartruro 1



“En ¢l afio 1910 varios investigadores entre ellos Bolle, Bart-
enstein y mis tarde Holts y Frollich, observaron que los cerdos de
Guinea, podrian adquirir ¢l escorbuto encontrindose en las mis-
mas condiciones que las personas cuando la enfermedad les ata-
caba, ¢s decir, en un estado de avitaminosis. Posteriormente Zilva
hacia o} ano de 1920, hasindose en los trabajos de los anteriores
investigadores, intentd aislar una substancia antiescorbitica, en-
contrada en ¢l limon, sin lograrlo completamente; pero si acla-
rando que dicha substancia tenia semejanza con las hexosas; que
era sumamente inestable en soluciones alealinas, v algunas otras
pmpicd:ulcs quimicas quce posteriormente, al aislarly, se compro-
baron. Demastrd ademis que dicha substancia, al oxidarla, per-
dia totalmente sus propicdades antiescorbuticas, por lo que la de-
nomino “lactor reductor”

En el ano 1928 Szent-Gyorgyi, loard aislar de las glinduias
suprarrenales de una vaca, una substancia que Hama “idcido hexu-
rénico” al que atribuyd gran importancia en los procesos tisula-
res de oxido reduccion.

Mis tarde fue posible establecer una identidad entre la subs-
tancia anticscorbitica encontrada por Zilva y que ]. C. Drum-
mond denomind “vitamina Q7 y ¢l dcido hexurénico de Szent-

iido
ascorbico, cuya isomero levdgiro ¢s idéntico a fa vitamina C y

Gyorgyi al cual, ¢l mismo Tabia puesto el nombre de

Reichstein y HHaworth sintetizaron por primera vez en el afio
de 1934

Se llevaron a cabo gran cantidad de estadios para determinac
la composicion quimica del dcido aseirbico, el primero que le
adjudico una formula fue Szent-Gyirgyi, que propuso co'no
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0=C

férmula bruta C, Hy O,, creyendo que era una lactona del 4cido
glicurénico. Mis tarde Karrer y sus colaboraderes, opinaron que
esa no cra precisamente su forma, sino que estaba constituido
por grupos carboxilo, carbonilo y oxhidrilos.

En la actualidad se sabe que el dcido ascérbico es un deriva-
do del dcido 2-ceto, 1-gulénico, del que se obticne por calenta-
micnto con agua a 100° C y en una atmésfera de CO..

COOH =

220 CO Ho—g '
Ho-g-n 2 > mo-¢ ©
H-C-OH H,0 P —
Ho—g-ﬂ HO-C~H

Hs OH CHiﬂH

dcido 2-ceto, 1-guldnico dcido ascérbico

El acido ascorbico, debido a que el carboxilo no se encuen-

tra libre sino bloqueado por un puente oxidico, presenta dos for-
mas isémeras, la forma endlica y la forma ceténica:

QH OH
R

T N oot 5 on ozl
0 CH
forma cndlica ~ forma cetdnica

Han sido innumerables las formulas que se le han atribuido
al dcido ascorbico, con objeto de explicar tanto ¢l poder dcido,
como ¢l poder fucrtemente reductor que presenti. Despuds de
muchas experiencizs se llegd o conclusion de que ol carieter
dcido de 1o vitamina C se debe a la presencia de dos oxhidrilos

18

OH




endlicos vecinos, en su molécula, y su fuerte poder reductor re-
side en ¢l paso de la forma endlica a la forma ceténicat

- C-—0H —-'?:0
...I ~—QOH ~C=0

El compuesto derivado de esta oxidacion es el dcido d hidro-
ascdrbico, llamado también anhidrido ascorbico, debido a que
su formucion proviene de la pérdida de una molécula de agua
del dcide ascérbico.

0%
0=¢” CH-CH-CH,, OH

dcido  hidroeascarbico

El deido ascarbico a la temperatura ordinaria reduce el re-
activo de Fehling, ¢l nitrato de plata amoniacal, y el permanga-
nato de potasio.  Actda también sobre substancias tales como
iodo, azul de metileno y diclorofenol indofenal, todos ellos usa-
dos en la determinacion de la vitamina C.

Este ultimo producto es ¢l mis exacto de todos porque cs el
mds especifico, ya que tiene la propiedad de ser reducido en frio,
inmediata y cuantitativamente por la vitamina C.

La existencia de la vitamina C en la miel de abeja, puede
ser debida a dos factores:

L—que el dcido ascorbico se encuentre en el néetar de las
flores de las que liban las abejas, v que posteriormente depositan

en el panal; o bien,
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2.~que sean cllas capaces de transformur en vitamina C al-
unos de los alimentos que ingieren, cosa adin no comprobada
q 8 P
r lo que las opiniones se inclinan a aceptar e} primer factor.
q b P I
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Los métodos para la dosificacion de la vitamina C, estdn to-
dos basadus en su poder reductor, sobre substancias tales como
iodo, azul de metileno v diclorofenol indofenol, sin embargo,
tanto ¢} inklo como el azul de metileno tienen el inconveniente
de ser poco espeeificos, por lo que para ol caso particular de la
dosificacion de L viteming en las micles de abeja, son prictica-
mente inservibles, debido a que en éstas existen un gran nime-
o de substancias que reducirian dichos reactivos dando valores
erroncos.

En b estudios hechos por Zilva sobre la vitamina C, obser-
v que o} fenol indofenol, os reducido ripidamente en el aire,
mediante o] juge de limon descitrado, @ su base incolora con des-
truccion del poder anticscorbatico del jugo.

Poco ticwpo despuds Tillnans encontrd que ol 2,6, dicloro-
fenol indofenol 72,6, diclorobencenona indofenol) posefa una
accion similar. Titulando con una solucion valorada de coloran-
te, dicho autor hallo valores muay proximos a los obtenidos ope-
rando sobre vitamina O mediante ensayos animales,

La formula det 2.6, diclorolenol indofenol corresponde a:

Cl

En la prictica se usa preferentemente la sal de sodio del 2,6,
diclorofenal indofenol.



La reaccién que se cfectiia entre la vitamina C y ¢l coloran-
te de Tillmans, cs la siguiente:

2 OH .
0 Cl C1 Cl Cl
Qi {
0
~0i n |
\gﬁc O + N > O\é;.I =0
éﬁﬂOH YP ¢H~OH
2-0H ! CH2-OH
S
ONa ONa ’

Al método original sugerido por Tillmans se han hecho gran
ntmero de variaciones, las cuales difieren:

L—-en ol tipo y la fuerza del solvente dcido usado para la
disolucion:

2.en ¢l reactivo utilizado para & climinacion de las protei-
nas, la cisteing, la glutationa, el dcido ghicico, los taninos y los
pigmentos.

3=y en el ratamicnto empleado para Ta reduceion del dei-
do d hidroascorbico, o para prevenir su formacion.

Por o que respecta alos 5()]\‘('”[(‘5, Tillmans uso indistinta-
mente, acetom, acido acctico al 20y 549 Seido sulfarico al 2
y 3% v adn agua pura. Mayor pm(luum fue observada por
Emmeric y sus ml ihoradores, (luwn( s adoptaron ¢l dcido tricloro-
acético; v opor lnfnm ¢ hwatake Gaenes .ulupl.unn ¢l acido meta-
fosforico al 2 %, va sea solo o conjuntamente con deido sulltrico,
s cunles actaan como solvente ¢ inhibidor de ta accion dehi-

. A
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drogenante de la ascorbinasa que se halla presente en cierta clase
de productos.

La titulacién dirccta es recomendable solamente para los ju-
gos citricos, o tambicén para compuestos exentos de colores natu-
rales interferentes, y que reducirian el colorante. Investigadores
como Emmerie, utilizaron para aclarar las soluciones, acetato mer-
carico; Dewjatnin v Doroshenco aclaran con acetato de plomo,
climindndose lucgn el exceso de cunlquicr:l de cllos con una co-
rriente de sulfuro de hidrogeno. Dicho sulfuro de hidrégeno, que
segan Fujita v Ebihara actda mejor a un pHl superior a 6.0, no
solo sirve para precipiar ¢l exceso de mercurio o pl()m() existens-
tes en el problema, sino que también se emplea para reducir a
dcido ascirbico, algo de deido d hidroascdrbico, que pudiera ha-
llarse presente.

Como va dijimos anteriorinente, ;xlgunos autores utilizan dci-
do meta fosforico al 2 %, solo o bien, acompaiiedo de dcido sul-
farico al 5 %, teniendo esta mezcla la ventaja de que por si solo
reduce a dcido ascorbico, ¢l dcido d hidroascdrbico existente, sin
necesidad de que se trate la solucién con ningan reductor es-
pecial.
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El método de valoracién elegido fue ¢l de Emmerie y van
Eckelen con la medificacion de Otto, que consiste en emplear
como solvente dcido, el dcido meta {osforico, en vez del tricloro-
acético, que es el que se usa en el método original para obtener
el extracto.

El método consiste en titular la vitamina C con una solucién
valorada de 2,6, diclorofenol-indofenol, realizando una precipita-
£ion prciimin;xr con acetato merctirico con objeto de supriniit
substancias, en su IMAVOrkl profeicas, que reducen el colorante
de igual forma que ¢l acido ascorbico.

El reactivo original fue preparado a partir de la 2,6, dicloro-
quim‘m:yclm‘«)imidn, v puﬁtcri()mwnlb Tillmans lo prcparé disol-
viendo 2.6, diclorolenol-indofenol comercial en una solucion buf-
fer de fosfatos Cuna parte de fosfate monopotisico, por dos partes
de fosfato dipotisico s de pt 7, diluyendo la solucion hasta al-
canzar una normalidad de 0.0001,

Aunque las instrucciones para el métedo empleado, especiti-
can comtnmente ¢l uso del 2,6, diclorofenol-indofenol, tanto
Merk como Pastman, incluyen en sus listas solamente la sal sé-
dica. Ll peso molecular de ésta dhiima es aproximadamente una
doceava parte mayor que ¢ del compuesto precedente, dato que
debe tomarse en cuenta para la preparacion de la solucion va-
forada.

Para ol métado empleado se requivren las siguientes solu-
ciones;

L—Solucion del colorante: solucion N/1000 de 2,6, dicloro-
fenol-indolenol sadico.



fure de hidrdgeno se comprueba utilizando un papel impregnado
de acctato de plomo, procediendo posteriormente a la titulacién
del dcido ascorbico, agregando gota a gota el reactivo, hasta que
la solucion tome un ligero tinte rosado.

CALCLILOS

La formula usada para la determinacién de la cantidad de
deido ascorbico en las micles, es la siguiente:
Vo< N X Meqg X 1000
A

1 -
S e

vV Volumen utilizado de 2,6, diclorofenol-indofenol sédico.
N Normalidad de 1a solucion del colorante.

Meq Peso mitimoleculae del dcido ascorbico.

M Muestra de micl,
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2.—Solucién de acetato mercdrico: disolver 125 gr. de la sal
en un litro de agua destilada.
3.—Solucion de dcido meta fosforico al 2%

PREPARACION Y VALORACION DEL REACTIVO

Para preparar ¢l reactivo se disuclven 0.0163¢. de 2.6, diclo
rofenol-indofencl sodico, en una pequena cantidad de solucién
buffer de fosfatos de pIT 7, v se dilaye hasta 1000 c.e. con dicha
solucion.

Para Ja valoracion de ¢stasolucion, debe pesarse con exactitud
una muestra de dcido ascorbico puro, se disuelve en agua desti-
lada v s alora o un volumen detenninado. Se toman partes
alicuotas, v se colocan en matraces, agregando unos c.e. de solu-
cion de daido meta fosforico al 20 o cada una de las muestras.
Se deja cacr desde una bureta, gota 2 gota, el reactivo, hasta que
cese de decolorarse v aparezca en la solucion un ligero tinte rosado.

PROCLEDINHENTO

Se pesa una cantidad de Ta muestra v se trata con deido meta
fosfarico al 274 Se anade solucion de acetato merctirico hasta
precipitacion L‘nmplvl‘.l, pmcur;n*.tlo que no lmyn exceso de re-
activo.  Fsta precipitacion se hace con objeto de eliminar subs-
tancias reductoras que podrian titularse como deido asedrbico. Se
filtra v se afora. A L solucion resulante se le pasa una corriente
de sulluro de hidrogeno, con objeto de reductr el deido d hidro-
.lsunlnun existente, @ Ju('m Jtsuul)lu), v Lllmln.lr C[ CXCCSO (10
IMETCUrio, que se precipita, Se (Ic'j.l reposar 24 horas, al cabo

(](' ].lS Cll.’l!

es se procede a filar fasolucion.
En ol filrado se elimina of exeeso de sulfuro de hidrdgeno,

con una corviente de anhidrido carbonico. La ausencia de sul-
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furo de hidrageno se wmpruc}m utilizando un papel impregnado
de acctato de plomo, procediendo posteriormente a la titulacién
del dcido ascirbico, agregando gota a gota el reactivo, hasta que
la solucién tome un ligero tinte rosado.

CALCULOS

La formula usada para la determinacién de la cantidad de
deido ascorbico en las micles, es la siguiente:

Vo Now Meq > 1000
M

Vo Volumen utilizado de 2.6, diclorofenol-indofenol sédico.
N Normalidad de La solucion del colorante.

Meq Peso milimolecular del deido ascérbico.

M Nuestra de micel.
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Los cdlculos de las experimentaciones que se llevaron a cabo,
estin basadas en muestras de 10g.

De 100g. de micl levados a un volumen de 1000 c.c. con
agua destilada, se tomaron partes alicuotas de 100 c.c. cada una.

MUESTRA N© 1.

diclorofenal

NO Gramos de micl gtiado o ressltado

1 10 0.0015 0.01320 g/1000
2 10 0.001505 0.013244
3 i0 0.0015 003120
4 10 0.0015 001320
5 10 0.001505 0.013244
6 10 0.001495 0.013156
7 10 0.0015 0.01320
8 10 0.001505 0013244
9 i 0.0015 001320
10 10 0.0015 0.01320
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MUESTRA N9 2,

diclorofenol
indofenol normal

Ne Gramoy de miel qustady e, resultado

] 10 0.0017 35 0.015268 ¢/1000
2 10 0.00173 0.015224 "
3 10 0.00173 0.015224

4 10 - 0.001735 0.015268 "
5 10 0.00173 0.01522+4 ”»
6 10 0.00173 0.015224 -
7 10 0.001735 0.015268

8 10 0.001735 0.015268
9 10 0.001735 0.015268 »
10 10 0.001735 0.015268 »
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MUESTRA N° 3.

diclorofenol

inddofenol sormal

iNe Gramas de priel gastudo c.c. resultado
} 10 0.001813 0.0159546 g/1000
2 10 0.001813 0.0159346  ,,
3 10 0.0018081 0.0159113 »
+ 10 0.001813 0.0159546
5 10 0.0016081 0.0159113 »
6 10 0.0018081 0.0159113 »
7 10 0.0018081 0.01591i3 "
8 10 0.001813 0.0159546 "
9 10 0.0018081 0.0159113 »
10 10 0.001813 0.0159546
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MUESTRA N? 4.

Gramos de micel

indofenol normal

resultada

10
10
10
10
10
10
10
10
10

10

0.0015778

13 ]

2

”

0.013894 g/1000

13

"




MUESTRA N¢ 5.

Gramos de micl

diclorofesol

indofenol normal
gastado c.c.

resultado

[ L8]

10
10
10
10
10
10
10
10
10

10

0.001512
0.001518
0.001512
0.001512
0.001512
0.001512
0.001518
0.001518
0.001512

0.001512

39

0.0133056 ¢/1000

0.0133584
0.0133056
0.0133056
0.0133056
0.0133056
0.0133584
0.0133584
0.0133056

0.0133056

»
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MUESTRA N¢ 6.

i R e =S
diclorofenol
iudofenol normal
N¢ Gramos de micl gatudo c.e. resultado

1 10 0.001740 0.013312 ¢/1000

a
e

2 i0

3 10 ., , ,
4 10 , ., .,
! 5 10 . y y
6 10 , ., :
7 10 , ,
8 10 ., , ,
9 10 , . .,
il 10 0 y . .,
i
40
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MUESTRA N¢ 7.

diclorofenol
idofenol normal
Ne Gramos de micl gastado c.c. resultado
o 10 0.0012 0.01056  ¢/1000
2 10,  0.0012 0.01056
3 10 0.001205 0.010604
4 10 0.001205 0.010604
5 10 0.0012 0.01056 .
6 10 0.0012 0.01036
7 10 0.0012 0.01056
8 10 0.001205 0.01060+
9 10 0.0012 0.01056 Y
10 10 0.0012 0.01056
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MUESTRA N¢ 8.

diclorofenol
indofenol norma
N¢ Gramos de miel gastado c.c. resultado

1 10 0.00104 0.009152 g/1000

2 10

3 10 . y ,
4 10 ” . ,
5 10 " | , .
6 10 . ” .,
7 10 " ” .
8 10 , ” ”

9 10 "

10 10
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MUESTRA Nv 9.

diclorofenol

indofenoi normal

Ne Gramos de micl gastado c.c. resltado

1 10 0.0014288 0.0125634 g/1000
2 10 0.0014288 0.0125634
3 10 0.0014335 00126148
4 10 0.0014288 0.0125634
5 10 0.0014288 ().0125634 .
6 10 0.0014288 0.0125634
7 10 0.0014335 0.0126148
8 10 0.0014335 0.0126148
9 10 0.0014288 0.0125634
10 10 0.0014288 0.0125634
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MUESTRA N°¢ 10

diclorofenol

indofene! normal

Ne Cramos de micl pastado c.c. resultado

1 10 0.0012455 0.0109234 ¢/1000
2 10 0.0012:455 0.0109234
3 10 0.0012408 0.0109190
4 10 0.0012455 0.0109234
5 10 0.0012:455 0.0109234
6 10 0.0012:408 0.0109190
7 10 0.0012+408 0.0109190
8 16 0.0012408 0.0109190
9 10 0.0012408 0.0109190
10 10 0.0012455 0.010923+




CaritTturo V



La exactitud del métedo depende de que se obtenga una de-
coloracién completa de la micl, va que la presencia de colores,

interfierc la reaccién v da resultados erréncos.

La cantidad de acido ascorbico existente en las mieles varia
directamente con ¢l color, es decir, que a mayor color mayor can-

tidad de vitaming 7.

Tambicn encontramaos que ¢l porcentaje de deido ascorbico
en las.mieles, no depende de la procedencia de éstas, yl sean en-
vasadas para ¢l comercio, o tomadas diréctamcntc del panal.

La proporcion de icido ascdrbico en miel de abeja, varia en-
tre 0.010g. y 0.015g. por Kg. de micl.

Hicimos tambi¢n determinaciones en mieles de maple, ob-

teniendo resultados negativos.
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