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GENERALIDADES



La abeja meltfica se clasifica entre los inseclos y dentro de la
clasificacién cientffica corresponde al tipo de los ARTROPODOS,
ciase INSECTA, subclase PTERYGOTA, orden HIMENOPTERA, sub-
orden APOIDEA, familia APIDEA, género APIS, especie MELIFICA.

Entre ellas podemos distinguir dos tipos de individuos, los ma-
chos o zénganos y las hembras que se encuentran en dos tipos:
las obreras que son estériles y las amadas reinas que son {ecun-
das y llevan en la colmena las funciones de la reproduccidn. Sien-
do el alimento que recibe la larva tanto en calidad como en can-
tidad el que origina esta diferencia entre reina y obreras. De cada
larva las abejas pueden crear una obrera o una reina variondo el
tipo de alimentacién suministrada y desarrollando en cada caso
éraanos diferentes, dando lugar asf a una obrera o una reina. El
desarrollo de los drganes sexuales de una reina se debe a que es
alimentada con la llamada papilla real que es el Gnico alimento
recibido por ésta, a dilerencia de la obrera que recibe como ali-
mento polen ¥ miel, desarrolldndose en su caso, érganos tiles pa-
ra el trabajo que desempena. Estos érganos son: Las gldndulas pro-
ductoras de la cera; los llamados peines del polen, érganos dispues-
tos para la recoleccién del mismo, y las gldndulas mamarias o de
nutricién que segregan la papilla real, que mezclada con peque-
fas cantidades de miel lorman el alimento de la reina y de sus
larvas. La diferencia entre reina y obrera no es sino consecuencia
de la nutricién: no ast el zdngano que se desarrolla de un huevo
sin fecundar, es decir, debido a una PARTENOGENESIS.

En la vida de la abeja obrera se distinguen tres periodos re-
aidos por las gldandulas, En los dos primeros la abeja trabaja en
ol interior de la colmena y en el Gltimo en el exlerior.



En el primer perfodo, comprendido desde ol dia de su naci-
miento hasta el onceavo o doceavo de su vida, se dedica a la lim-
pieza de la colmena y nutricién de las larvas, durnte el cual ge
desarrollan unas gldndulas situadas en la cabeza de la aboja, cer-
ca de la faringe, llamadas glandulas mamarias o de alimentacién,
las que segregon la jalea o papilla real y que se atrolian después
Jdel encevo o doceavo dia.

En el sequndo periode del onceave al veinteave dia se des-
arrollan las gléandulas cereras,

En el tercer pertode, a partir del veinteavoe dia, las gldandulas
cerercs se atrofian v la abeja se dedica al trabaio exterior, hasta
su muerte.

Las gléndulas que producen ia papilla real estdn lormadas
'por dos largas hileras de saquitos muy juntos que forman innume-
rables vueltas y ondulaciones a los lados de la coheza v a los
lados de la boca se abren, separadaments, los conducios cenlrales.

La papilla real. cuando fresee. es una substancia de color
blanco lechoso y consistencia cremonsa, pero cuando se seca se
convierle en una pasta gomosa de ligere coolor amarillento. Su
sabor es acre y caracteristios. En condiciones favorables las abejas
nodrizas dan a las larvos tal contidad de alimento qua éste se en-
cuentra frecuentemente en las «eldas recién obandonadas.

La papilla es un compuasto rico en azticares y ciertas vitami-
nas, ademds de substancins de tipo hormonal que pesiblemente
influyen en el desarrollo del sistema generativo de la abeja.

VITAMINAS

Se conocen como vitaminas algunas substansias que el orgo-
rismo necesita en pequefas cantidades v que junto con lus azi-
cares, grasas, proteinas y sales minerales, son necesarias para el
dgsar{ollo normal del individue. La corencia de alguna de estas
.vnczmmus lleva al desarrollo de fendmencs conacides con al nom-
bre general de avitaminosis.

A\inque existen muchas substancias que son necesarias en
pequenas cantidades, como e} ioda, se ha resorvado ol nombre de
vitamina para substancias srgdnicas de origen comple)r y composi-



p‘:;mu:z. generalmente vegetal, que los animales, en la
d ro son capaces de sintelizar a partir de
nocimiento de lag vitaminas es relati-
831). En 1906 se lograron separar los
e {a leche el lactor A Liposcluble y el
prapuso en 1911 el nombre de vitami-
amina esencial para la vida, Mds tar-

res iniciales, otras substancias lambién
to normal v @ los cuales se les asigna-
ron diversas lotras pcxrc: distin mm!os Ev1 1920 se inicié un perfodo
caracle ;z:f:d
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rxpanmentales rn Lste mismo peri\.do algu-
nes Eslz-amzs:"-ov ‘sgraron el aislamiento e identificacidn de diver-
; H ~aro on sor aislade, el Acido Nicotinico, ne fué

los primerss métodes para la determinacién de las vitami-
nas estuvieron basodes en o W.Aroduccién de deliciencias y poste-
nor comparanén con onimales sanos guardados como testigos;
tenonde esies métedos la de svomc\u de ser sumamente tardados
y costesos, adamds de existir la desventaja de no poder establecer
en los anunales dieizs adscuadas,

Para evitar estas diicultades se han desarrollado los métodos
micsobislénices que con conocidos desde hace bastante tiempo,
“'L".. £ 1 Williams sugirié que el crecimiento de las leva-
a ser usado en la ducrmmacxon de las vitaminas, pero
hasta hace peses afos el conocimiento de las necesidades nutri-
tivas de los mucrc-orgamsmos ha permitido poner en practica mé-
tcdos para el ensayo de las vitaminas, o

Los métodos microbiolégicos en comparacion con los biolégi-
cos que usan en ¢l laboralorio an nimales o seres humancs, poseen
la ventaja de su rapidez, poco rabagjo y material; ademds de ser
especificos b«oloazcameme Muchas veces los métodos microbio-
légicos son preferidos por razcnes de conveniencia y economia a
log métodos quimicos y fisicos aunque éslos sean elicaces.
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Dolorminacién de Humedad.—Método de Desulacxén.

Este métedo se basa en la destilacién de un solvente inmisi-
ble con el agua ¥ ¢! arresire de ésta por el solvente. La muestra pue-
de ser o no soluble on o) scivente. E! aparato usado generalmente
o5 ol de Dean-Starck para la determinacién de humedad y los sol-
ventes usades son muy variador segin la clase de material por
cngayar, qungque los mas comunes son e} toluol y el xilol, siendo
asconsejable. ¢! usa del Teius! cobre ¢! Xiol por ser el punto de

ebullicién de! primers (1117 menoes que el del segundo (140°), y
Apxwentamente debido a su menor punto de ebullicién elimina la
descomposicidn do alguncs moteriales en investigacidn.

Ll proveduniento consiste en poner una suficiente cantidad de
muestra en un matraz, cubrirle con aproximadomente 75 ml. de
wiiel conectands ia trampa v Uenando ésta con xilol por la parte
supenior del condensador, Se culienta e! aparato haciendo circular
ol agua en el condensadoer, destilando con una velocidad de dos
aotas por sejunde 7 continuando ast hasta la destilacién comple-
o del agua, despuds de lo cual se aumenta la velocidad a cua-
tro gotas por seaundo. Se detiene la destilacién y se lava el con-
densador con zilol para atrastrar el agua pegada en las paredes,
cestilando algun tiempo nias. Se lava nuevamente el condensador,
aejando romper ia emulsién se lleva la trampa a temperatura cons-
tante con un bafic de agug, so mide y multiplica por la densidad
para tener ¢l resultado en gramos.

L1 xilol usado debetd estar saturado de agua, para lo cual se
rafluia con unea porcién de agud durante 10 minutos separando des-

pués las dos capas en un cmbudo de separacién.



Determinacién de Axucares Totales.

Los carbohidratos se encuentran enire los constituyentes mds
abundantes de plantas v animales, que los utilizan en muchas de
susg {unciones, principalmente como una luente de energia, teman-
do en muchas plantas parte en la formacién de sus tejidos es-
tructurales de la misma manera que los animales utilizan las pro-
teinas.

El nombre de los carbohidrates se deriva de su {6rmula empt-
rica Cn H;n O, cdlasiflicdndese sistemd&licamente como mono, di,
tri, tetra y polisacdrides. Los monosacdridos estdn lormados por la
unién de 5 6 6 Glomos de carbono y sus homélogos superiores por
la unién de dos o mdas moléculas de monosacdridos que por hi-
drolisis son liberados. Algunas vitaminas estdn relacionadas con
la estructura de los carbeihndrates; las principales son la vitamina
C vy el inositol.

Para la determinacién de los carbohidratos existen reacciones
especilicas en las que modilicando las condiciones de ia reaccidn
sirven para la determinacién de los azlcares totales.

Detorminacién con Acido 2.4 dinitrosalicilico.—Preparacién de la
muestra,

Se ponen en un merters 1-2 g de la muestra, se ahade agua
para tener aproximadamente 100 gramos, Emulsione y filtre. La
solucién se satura con solucién de acetato bdsico de plomo para
clarificar. Filtre y elimine ¢! exceso de plomo anadiendo ligero
exceso de solucién de Fosiato Disédico. Filtre v diluya a 100 ml

Determine la cantidad de dcido acélico. IN necesaria para
neutralizar 50 ml de la muestra usando rojo de metilo como indi-
cador. Anddala a 50 ml. de la muestra clarificada. Adada 2-4 go-
tas de solucién de Invertase de Wallestein al 1% y déjela reposar
a temperatura ambiente durante la noche. Diluya a 100 ml.

Determinacién,

Como reactivo se usa una sciucidn de 255 g. de sal de Roche-
lle, 8.8 g. de Acido 2.4 Dinitrosaticilico, 25 g. de Hidréxido de So



diwo. 7 g. de Feno! v 7 g. de Metabisulfito de Sodio en dos litros
ce agud,

Método.

A 10 ml. de reactivo ofada 0.1 mi. de la muestra, agite y ca-
Liente en un bafio de agua durante tres minutos. Enirfe a tempe-
tatura ambiente ¥ lea a 540 myu contra un blanco de reactivo. Reste
un blance de reactivo. El resultado se obtliene extrapolando en
una curve de calibracién.

Curva de Calibracién.

Se emplea una solucién standard de glucosa para hacer la
curva, Las soluciones so tratan de ia misma manera que la mues-
tra ¥ se gralica transmitancia contra myg. de glucosa,

El resultade se reporta en azicares totales como glucosa,

DETERMINACION DE CENIZAS

Se da ol nombre de cenizas ol residuo que queda de la com-
bustién de una substancia cuande ésta es combustible. Las ceni-
203 estdn constiluidas por materia inorgdnica de muy diversa indole
dependicendo de! productio de donde provienen.

Les precesss usados no varian mucho para les diferentes ca-
108, sin embargo, hay clerlag dilerencias entre los distintos mélodos.

Determinacién por ¢l Método do Calcinacién Sencilla con Aceite
de Oliva.

Se toman 1-2 g. de la muestra y se colocan en un crisol de
niquel o platino, sometiéndolo a un cclemamientq de 100". C. para
eliminar el agua. Se agregan unas gotas de aceite de ‘olx.va puro
v se calienta suavemente hasta que cese e_l desprendimiento de
gases. Se calcina después en la mulla al rojo cereza hasta obte-
ner cenizas completamente blancas. El residuo se trata con solu-
cién de Carbonate de Amonio, se evapora y seca de nuevo, sone-
titndolo a calcinacién hasta peso constante.
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METODOS PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS
Vitamina A.

La vitamina A es unz de las mds complejes ¥ sus métodos de
determinanidn se basan mds en su insaturacién que en la reac-
cién de un grupo especifios, complicdndese este problema por la
existencia de isdmerns ¥ proecurseres,

La existencia de esto vitamino {fué reccnocida por los traba-
05 de Mc Collum v Davis y de Osbome vy Mandel al observar que
un factor exislente en gierlas grosas era necesario para el creci-
miento de lzs ratas.

Se ho demostrado que todos los animales necesitan la vita-
L =u dehciencia se demuesira por ceguera nocturna, atrofia
e los tepdes epitehales ¥ del oo

Lo vitaming A se encuenlra notural Gnicamente en los anima-
s ¥ s¢ puede separar de la frastion insaponilicable de sus gra-
sas. Su constitucién quimica fué establecida por los trabajos de
Yarrer v sus colaboradores siendo conlirmados después.

D S
€ =C—C=C—{=C—C=C—CH,OH
CH, CHy
Nt

VITAMINA A



Entre sus propicdades encontramos las siguientes:

Férmula empirica C,oH,,0.

Peso mclecular 286.

Forma cristalina Adgujas amarillo pdlidas.

Punto ds ebullicién 120-125° C. a 5x10-3 mm.

Punto de {usidn £3-64° C.

Solubilidad Soluble en casi todes los solven-
tes orgdnicos, insoluble en agua.

Actividad éptica Ninguna. )

Fluorescencia “ Verde curacterfstico en el ultra-
violeta.

La vitamina A se destruye f{acilmente con ia luz ultravioleta
y es oxidadu {4cilmente por el aire, pero estable al calentar en
atmésiera inerte. Una caracteristica importante es la facilidad que
tiene para formar una reaccidn transitoria de color azul con el tri-
cloruro de ontimonio que liene su absorcién mdxima a 620 myu.

En 1924 so delinié la unidad internacional de vitamina A co-
mo la actividad biolégica de 0.6 mey. de f-caroteno.

Detorminacién por ¢l Método Colorimétrico Utilizando la Reaccién
de Caxr-Princo.

Este método estd basado en la medicién del color azul forma-
do por la reaccién entre la vitamina A vy el tricloruro de Antimonio
La intensidad se mide a 620 my, siendo la absorbencia una fun-
cién de la concentracién. Para evitar la destruccién de la vitamina

por la luz, todas las operaciones se hacén en material dmbar o
bajo luz tenue.

Reactivos.

Todos deben ser de especilicaciones A. C. S. o tipo reactivo.

1.—-Sf:»luci6n de Hidréxido de Potasio.——Se disuelven 50 g de
hidréxido de potasio en 50 ml. de agua.
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7 --Eter Dietilico.--So recomienda el U. 8. P, o mejor. Deberd
ser de destilacién reclento, SIS

J- Etanol.--U S P o 8. D 3-A.

4.--Bulfato do Sodio granular anhidro,--No debe retener la vi-
tamma A Pora haecer la determinacién de la retencién de
la vitamuno, me agilan uncs gramos del sullato con 50-100
mi de ¢ter que contienen 100 unidades de vitamina A. De-
carde of dtor y lave o! Na, SO, varias veces con éter. Los
lavades no deberdn volverse azules al ser tratados con
2-3 ml de aslucidn reoctive de tricloruro de anlimonio. En
oaso contrario el sullalo debe ser descartado.

5 ~-Fenoiftaleina.--Solucién al 1. en etanol.

& -—Cloroformo.--Dobe cstar libre de humedad y {ésgeno. El
cicroformeo se lava con agua varias veces, se decanta el
agua ¥ ne secs gobre sullato de sodio, se destila y guarda
sobre aullate de scdis o cloruro de calcio anhidros en
boleila dmbaor,

7 —Reactivo do Tricloruro de Antimonio.—El tricloruro de an-
tinonic ne doscompone fécilmente con la humedad, por lo
que parta preparar el reactivo todo el material deberd es-
lar complelamente seco ¥ el peso del tricloruro de anti-
monio se obliene pesando el pomo lleno, vaciando el con-
terudo en un lrasco de boca ancha, pesando nuevamente
ol frases para obtener e} peso del reactivo por diferericia
disolviendo en cloroformo de manera de tener 100 ml. de
solucién por cada 25 g¢. de reactivo. Disuelva calentando
o agitande. Filtre por sullato de sodio anhidro a una bo-
tella dmbar. Se debe guardar en la obscuridad cuando no
se use. El material debe lavarse con cloroformo antes de
hacerlo con agua pues el SbOC! formado es insoluble en
agua,

8.-—Standard de Referencia de Vitaminag A. U. 5. P.—Se usa uno
solucién en aceite de algeddén de cristales de! acetato de

- 2T



la vitamina punhcada Cada gramo contiene 344 mg de
acelato é 3 ma. de Vitamina A,

Procedimionto.-Se peusi una muestra representativa en el ma-
traz de sapenificacién y simultdneomente se lleva una serie stan-
dard usando 0.5 g. de vitmming A standard. La muestra usada no
deberd ser menor de 100 ma ni mayor de un gramo.

Saponilicacién. -- Afada ai matraz de saponificacién 30 ml. de
e:anol v 3 ml de potasa. Calisnte a reflujo durante 30 minutos o
hasta que l¢ zaopeonilicocién sea completa. Para probar la com-
pleta sopenilicacién se afade un poco de agua y se agita, no de-
ber& aparecer enturbiamiento, en caso contrario la saponificacién
no ha sido completa y se debord continuar el retlujo.

Extraccién.- -Lave ¢f condensador con 10 ml. de agua, deje en-
friar la mozcla vy afinda 30 ml. de agua pasondo todo a un embu-
o de separacidn. Lave con agua el matraz y agréguela al embu-
do. Leve ahera con 30 mil de &lor ¥y aiddala al embude de sepa-
racion. Agite la mezcla, deje separar las dos foses. Si la mezcla se
emulsiona se afiaden clguncs centimetros cibicos de alecohol paro
romperla.

Vacle la parte acussa en un sequnde embuds. dejando el
éter on el primero. Lave nuevamente ol matraz con 30.50 ml de
ater, anadiéndolos al segundo embudo. Agile. deje separar ¥
decante a un tercer embudo. Repita la operacién. Ahada lodos los
lavados etérecs al primer embudo y descarte la tase acuosa. Afa-
da 50-100 ml. de Hidréxido de Polasio al extracto otéreo para eli-
minar los jobones dcidos, solubles en éter. Agite v climine la lase
aeuosd. Lave con porciones de 50 ml, de agua hasta que los la-
vados sean neutros a la fenolitaleina. Después del altimo lavado se

deja reposar durante 10 minutos Y se elimina toda el agua se-
parada.

Eliminacién del solvente.--Filtre ¢l exlracto oiéreo en un ma-
Iraz a través de Sullato de Sodio, distribuide un papel tiltro o pla-
ca de vidrio porosa. Lave el embudo con dos porciones de éter de

—08 —



© e afind.ends los lavados al matror donde estd el filtrado, Eva-
peie e axlinsie o una alicuota de éste a sequedad en bafio maria
D MRS

o ey iy et
izds dei vacic y evaporando los ultimos miltlitros a la tempe-

1L amre.ente ¥ bBaio corrente de mitrégeno. Recupere inmedia-
ramente ol residur eon clorelonme diluyendo a 10 ml,

de la absorbencia.—En un tubo del colorimetro pon-
~lerolerme, coléquele en el instrumento y afada con
ang mpe!s de vamado rdpade 10 ml de solucién de Tricloruro de
Fa Cponga ol nstrumento a su méxima deflexién (1009
Usando ef hltro de 520 mp.
Ln oun segundo tubo se ponen ) ml de clorolormo, 1| ml. del
nee osloconds o] tubo en el instrumento, se ahade una gota
de anbldnds avdétics para eliminar toda humedad posible. Se ana-
don mon o papela de vaciode rdpido 18 ml. de solucién de iriclo-
ruro de antunome Se lee inmedictamente en el punio de defle-
xién minena deb geivanémetro vy dentro de los tres primeros se-
rundes, etleniéndose ol porcento de transmitancia.

En un tercer tubo se pone | ml del problema y se agrega 1
=i, del starndard de referencia. Péngalo en el colortmetro y haga
1 lectura de la misma manera que se hizo antes,

Convirrta ‘cdas las transmitancios en absorbencias
(2-log G,.or donde Gy o8 la lecturo del galvanémetro a 620 mp.

Para correair para caroteno lea después de dos horas, calcu-
fs i abcorbencia v réstela de la ebtenida para los vitaminas.

Proparacién de la curva Standard de Calibracién.—Pese exac-
lamente on un matraz de saponilicacién alrededor de 0.5 g. del
standard de referencia ¥y proceda ©omo para la muestra. La solu-
cién de clorolormo contendrd alrededor de 25 unidades U. S. P. de
vitamina por ml.

l Plrr::pai diluciones para tener de 5 a 23 u‘nidcdes u. S P. de
vitamina por ml Ponga el instrumento d su mdxima dellexién con
corolormo vy &l reactivo. o

A una scrie de tubos anada | ml. de cada una de las de\:\cxou
res y | ml de clorolormo y mida ¢l coler exactamente de la misma
rianera que se hizo con el problema.
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Convierta las transmitancias a absorbencias y grafique en pa-
pel rectangular las absorboncias contra unidades de vitamina. Di-
buje una curva lo mds uniforme posible pasando por el origen.

Esta curva deber& checarse cuando se renueven los reactivos,

Cdlculo do log resultades.—Usando la curva de ccdib;cxcién
convierla las abscrbencias en unidades U. S. P. de vitamina.

Repita para el problema mds incremento vy calcule el contenido
de vitamina con la siguiente {érmula: :

UxR

UNIDADES U. S. P. por g. = T Ow

Siendo: T

U = unidades de Vitamina A por mi,

T = unidades de vitamina A mds standord de referencia.

R = unidades de vitamina A en el standard (caleuladas). -~ -

W = peso de la muestra representada en U. . ;
(peso de la muestra dividido ror la dilucién para tener
¢l peso de la muestra por ml.)

. En el caso de no usar el standard de relerencia, los resultados
son calculados directamente on unidades U. S. P. usando la curva
de calibracién,

Vitamina B, (Tiamina)

La vitamina B, ¢ aneurina, es un factor alimenticio hidrosolu-
ble que se logré aislar por cristalizacién en 1926 (Jansen y Donath).
Su composicién fué determinada en 1935 por Williams y Sindaus,
siendo sintetizada en 1936 por Grewe.

La tiamina es una amina y representa la combinacién de un
cinillo pirimidinico con otro tiazélico. Se encuentra en climentos na-
turales y otros productos bioldgicos, ya sea en {orma libre o com-
binada como un complejo protéico, y liene la siguiente férmula
estructural:
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N=C—NH;HCI /L--.c CHg-CH,0H
CH;‘% C—CH;~ N\
N-—CH & YCH—S

VITAMINA B,

Soluble on anua v oicchol al 707 . En su forma pura es pol-

o crstahing r:;:rr: clor a levodura v sclods ol guste. Cristaliza de
zug solucones slcohédlicc.acuosts como agulas monoclinicas inco-
toras, nus orotsles son higroscépioes cbsorbiendo una molécula de
agua Sus propiedades dsicas son

Férmula empirion C.;H.,ON.8Cl,.

Posa molemular 337
Punto de fumndy 245.250° C. {descomponiendo).
Rotacidn dptie Kinguna.

=y

aicalings, 1a tomina se destruye rdpi-
daments Sin ::::::’.ﬁ-rzr-:;c‘ on solusicnes acidas {pH - 3.5) la vitamina
So puede esteriizar o 140 0 durante maodia hora sin descomposi-
cidn czrurwx'n T lorma otitabng os muy estable y no es sensible

$3iets v s cmborgo, en solucidn, la tiamina' es
bastante senmble a la CA.C:“?"EJ{". ¥ reduccién. Su actividad se ex-
proas on trminos de U, L esteblecida arbitrariomenle como la
actividod de 10 mag del ;;.‘:Jr‘” o do la absorcién de un extracto de
cdnemra de arron «alorable mucstra que 3 meg. son
equivalontes o 10 mg del extzacto, De acuerdo con lo anterior la
U 1 5o dehino como ka astividad de 3 meg. de tamina Q. Py por
lo tanto | a eontiene 3330000 U L

a i exd

L Qe e
O lanung

Método dr Doterminacién Cclorimélrico do Melnick-Field-Emmoett.

Este mitods se basa on la absorcién de la tiamina en und so-
acién acuosa de Super-Filirel a un PH:4. En este estado se le tra-
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tu con el reactivo para formar un compueslo rcjo purpura insolu-
ble en agua. El compuesto se disuelve en alcehiol al 95% vy gse com-
para con una serie standard tratada de la :aisma manera.

Reactivos.---1.—Superfiltrol (Filtrol Corp. Los Angeles, Cal.).
2.--Feno! solucién al 0.5, en etano! de 95°-.
3.-—Azul de Timol (indicador).
4.—Hidréxido de Sodio. Solucién 0.1 N
$.—~Reactivo de Prebenda . Mc Collum.

Solucién A -—-3.18 a. de p-amincacetolenona se disuelven en
S ml. de 4cido clorhidrico cone, (37 .) diluyendo a 500 ml. Esta so-
lucién debe quardarse en el relrigerador cuande no se use. Su du-
racién es de 6 meses,

Solucién B.—Solucién de nitrito de sodic al 4.5°..

Solucién C.--Se disuelven 20 ¢. de hidréxido de sodio y 28.8
de bicarbeoneto de sedio en agua ¥y se diluve a un litro,

Diazotacién - -La diazotacién se hace sobre un bano de hielo
usando 5 ml. de las soluciones A v B. Se mezclan las dos solucio-
nes y se agita 10 minutos con un agitador cléctrico para que la
reaccién sea completa. Al final de ese liempe se agregan 20 ml
de la solucién B a la mezcla. La sclucidn se agita manteniendo la
temparatura antre 5° ¥ 1Y C. durante 20 min Esta solucidn durn
en estado satisfactorio 12 horas.

Preparacién del reactive.--Se prepara anadiendo 4 ml de la
para-aminoacelolencna diazotada a un matraz zon 55 ml. de la so-
lucién C. Al mezclar estos reactivos aparece un color roje plrpura
que desaparece al agitar. La solucién de vitamina se deberd ajus-
tar a pH 5.0 a 6.0 inmediatamente antes de anadir el reactivo.

6.—Solucidén standard de tiamina.--Solucidn que contiene 50

mcg. de vitamina por ml,

7. —Takadiaziaza.

8.. -Papaina.

Procedimientoc.——Tome 2-3 4. de la muestra en un Erlenmeyer
de 250 ml. y afddale 100 ml. de una suspensién que contiene 0.1 g.
de Takadiaztaza y 0.1 g. de Papaina e incube i 37° C. durante 2
horas con agitacién {recuente. Ajuste el pH a 4.5.50 v filtre. Tome
alfcuotas de 1.0, 2.5 y 5 ml. del filtrado y absorba en el superfiltrol.
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Aﬁlorcién.'---'rmnsﬁcrcx en tubos para centrifuga alicuotas de
10,25 v & ml del filtrado del problema y alicuotas de 0.5 a 5 rl.
de la solucién standard de tiamina. Diluya el problema y serie de
smndqrd: st b ml con agua destilada ajustando el pH a 4.0-5.0 con
HCl si o5 necosano. Anada 0. g. de superliltiol a cada uno de los
tubes ¥ mescle perfeciamente. Después de dejar reposar una hera

con agitamon recuente, centriftgue y decante el Hquido sobre-
noadonte

Dssarrollo del color.— A cada tubo agregue 3 ml. de agua y
3 ml de fenol y una gola de timol. Ajuste el pH a 7-8 con NaOH
dil. Anada 6 ml de resctivo linal, mezcle vy deje reposar 2 horas
a temperatura ambiente, Filtre por un filtro Hirch. Lave con 5 ml. de
agua. Pase o popel hiltro con el superiiltrol @ un tubo de centri-
fuaa de 15 mi, afada 4 ml de etanol al 95°., agite para disolver
ol pigmento y separe per centrifugacidon y compare los colores de
las soluciones usundo e} problema de col:r mds cercane a la serie
standard v calculande de saierde que la intensidad de coler c¢s
dusctomente proporciona! a la concentracién de tiamina.

Niacina,

La mamna o doido micotinico es una de los vitaminos mds im-
portanies del complejo B. Sus propiedades lisicas y quimicas se
sonocen desde 1887, aungue como vitamina su conocimiento es
relativamente rociente, Constituye parte de dos coenzimos: la cc-
dehidraza | ¥ la codehidraza Il que son esenciales para el metabo-
licmo de los carbohidrates, por lo que se cree que tedos los teji-
dos necesitan macina para su metabolismo normal. La amida de!
dcido nicotinico (nicotinamida) es también biolégicamente acliva y
es la lorma principal en que se encuentra en los tejidos animales.

Su deficiencia determina la lengua negra de los animales y la
pelagra on los humanos; muchos animales, tales ccmo las ratas Y
pollos son capaces de sintetizarla por lo que parecen no necesi-
tarlet, - o

Quimicamente la niacina corresponde al dcido 3-Piridincarbo-
rilico y tiene la sigquionte {érmula estructural:
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i s
He? C—COOH Hc/ %—-CONH

NIACINA NIACINAMIDA

Entre sus propiedades [fsicas y quimicas encontramos respec-
tivamenle para sus dos lcrmas principales:

N.acinc Niacinamida
Formuia emplirica C.H,O:N C,H,ON;,
Feso molecular 13311 122.12
Punto ac fusién 2.35.5-236.5 *C. 128-131° C.
Punlo da ebulicién Sublima 150-160" C. a 5x10-4
mimn.
Absorcién mdxinc 385 mu. 212 mp.
Forma crisialina Agujas incoloras Agujas incoloras.

Es soluble en agua y alcohol tanto &} dcido como su amida,
ambas formas son estables ¢n forme seca y en selucién acuosa no
cs alectada por la luz o e} pH; es relativamente estable a los agen-
tes oxidantes fueries, reacciona con el bromurs de ciandgeno para
dor un compuesto pirimidinico () que reacciona con las aminas
aromdlicas para dar compuestos coloreados (1), los métodos qui-
micos para su delerminacién estdn basados en esta propiedad v
segun las siguieitles reacciones:
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H N
He= N AN
| %"COOH HC',Z (I;-—COUH
| _
HC “NI-
1 it

Determinacién por el método del bromuro de ciandgeno.

B métlodo mds usudo para la determinacién del dcido nicoti-
nteo 50 hana en la reaccién de éste y el bromuro de cianégeno pa-
ra dor un compuesto pirimidinico que unido a aminas aromdticas
dor rompuestos eoloreados. Las aminas usadas son muy variadas vy
g encuontran enlre las siguientes: Anilina, g-Naftilamina, p-Amino-
tanol, Amonlace, p Aminclenilsulionamida, ete. El color producido,
controlande las condiciones de reaccién, es proporcional a la can-
tidad de nicoing presente vy gse puede medir con un fotocolorimetro.
Lo detenminandn so verilica on condiciones tales que la niceina esté
cempletamonte hidrolizada, de aht que la delerminacién incluya
tedas las formas de acido nicolinico.

REACTIVOS.—1.—Bromuwo de dandgeno.——Se satura agua con

bromo a 5-10° C. y a la solucién se agrega so-
Wmén de cianuro de potasio al 10% hasta
decoloracién completa. Esta solucién debe guar-
darso en el refrigerador.

2.—Etanol Absoluto.

3.-—Solucién de Anilina.--Se disuelven 4 g. de Ani-
lina redestilada en 100 ml de etanol.

4 - Solucién Standard de Acido Nicctinico.—Solu-
cidén con 100 meg. por ml en etanol.
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5.—Carbén vegetal (Darco).
6.-—Hidréxido de Sodio, - Solucién 18 N,
7.~~Hidréxido de Sodio. - Solucién 1 N,
8.~-Buffor de Fosfato (Alcohdlico).~-Disuelva 10 ml.
de dcido losiérico al 85°%% en 1960 mi. de aguag,
anada 30 ml. de NaOH al 15% y 333 ml de ela-
ncl abkseluto. -
Procedimiento.-—En un tuko se pone 1 g. de la muestra, se afa-
den 5 ml de &cido clorhidrice cone. (1.18) y agua parca tener un
volumen de 15 ml, Se pene a bafio maria durante 30-40 min. con
agifacién frecuente. Se eniria a temperatura ambionte v se diluye
nuevamente a 15 ml. Anada 10 ml. de otanel y transfiera la mezcla
2 un Erlenmeyer de 150 mi. Anada exactamente 200 mg. de carbén
vegetal, agite y filtre por papel {iltro a temperatura ambiente.
Transfiera 8.33 ml. d¢l Gltrade a un matraz volumétrico de 10
ml., anada una gota de fenciftaleina y neutralice con NaOH, 18N
primero, y finalmente con NaOH, IN., diluva a 10 ml. con agua.

Modicién del Color.--De la solucién anterior mida una alicuo-
ta de 3 ml, afiada 7 ml. del buller y determine el valor del blanco
poniendo el aparato a 1007 de transmitancia con una mezcla de
2 ml. de agua, | ml. de etanol ¥ 6 ml de CNBr vy 1| ml. de anilina.
A 3 ml de la muestra arada § ml. de CNBr, 1 ml. de anlina. Trate
ioualmente una mucstra de 3 ml del standard Agite bien dospués
cde cada ad.cidén Lea s intensidades 5 a 10 min., despuds de mez-
clar en el colorimetro uzando ¢! hltro de 420 ma. Haga lo mismo con
las pruebas en blanco v caleule los microgramos en 100 gr.

Cdélcu'o de Resultados.---Haaa les calculos utilizando la si-
Juiente [drmula:
densidad de color co-

25 rregida en la muestra
Mcg. de niacina por g. S T e
~ dens. de color peso de la muestra

del standard
X tactor de dilucién.
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lactor de dilucion = - -—E-ill.—ﬁnﬁ—.. X dit. altcuota
alicuota tomada alicuota tomada

para la determinacién,

Colina.

Lo evlina o hidréxido de trimetil-hidroxictil amonio, es un -
quide incoloro, higroscépico, viscoso y fuertemente alealino. Se
encuentra distribuldo en la naturaleza, tanto en forma libre como
combinada en plantas y onimales. La tiamina, colina y vitaminas
B, v B.; estdn relacionadag basicamente con las necesidades v fun-

cienes de los amm

mincdcidos. La coling y sus compuestos ejercen ac-
cién hipentenscra de la presién sanguinea, ademds de provocar
contracricnes en la musculatura lisa. principalmente en la del in-
testing, por lo que csld considerada como la hormona del peris-
ahisme intestinal. Tione la siguiente {6rmula estructural v sus cons-
tantes fisicas con

CHCHOH
(CH!)S~ \
OH
COLINA
Férmula emplrica C.H. O N
Peso molecular 12113
Forma liquide viscoso.

Soluble en agua y alcohol e insoluble en éter. Inalterable a la
ebullicién en soluciones acuosas diluldas, descompone con los &l-
aalis calientes formando trimetil amina. Sus sales son cristales blan-
cos higroscépicos solubles en alcchel v agua, sus solucio‘nes acuo-
sas son précticamente neutras siendo el cloruro de colina la sal
mds comunmente usada prira la preparacion de standards, con un
poso molecular de 139.57 (C.H,.ONCh.
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Determinacién por el método colorimétrico Usando la Sal de Reinec-
ko (Modificacién dal Método Engel),

Para la determinacién de Yo colina en preductos alimenticios y
de origen bioldgico, sc requicre extra: ién preliminar de los li-
quidos que la conticenen; ol motansl es et solvente mds comunmente
usado. Para la doterminaaién de la colina total, es indispensable
la hidrélisis del residuo del extracto metundlico. Esta se efectia con
hidréxido de bario,

Entre los métedos de detensinacién los mas usados y satis-
factorios son ¢l método quimico basado en la precipitacién de la
colina con sal de Beinecke y su disolucién en acclona para medir
la. nsidad de! color rosa formado v ol método microbiolégico que
utiliza la Neumospora Crassa,

El método quimico que utiliza la sal de Reinecke no ey espe-
citico por lormarge preaipitados con olros compuestos, sin embargo,
si la preapitccién se efectia en medio alcalino, los compuestos
con grupcs carboxilices quedan on solucién, si la hidrélisis se efec-
tda con hidréxido de borie los compuestos que ferman reineckatos
precipitan como sales de baric vy se eliminan en la filtracidn ante-
rior a la adicién del reactive,

REACTIVOS: 1.—Moetanel Puro,

2 —~Solucién Saturada de Hidréxido de Bario.

3.~ Solucién de Sal de Reinecke Amoniacal al 2%.
Disuelva el teiratiocianodiamino-cromito amohia-
cal {Sal de Reinecke) e metanol,

4, ---Propanol.

5 --Acetona,

6.-~Solucidn standard de Colina.—Disuelva 100 mg.
de cloruro de oolina pura en 100 ml de agua. 1
ml, de solucidn contiene 0.001 g. de cloruro de co-
lina 6 0.00087 g. de colina pura.

7.--Solucién do Acido Acético al 20%.

Procedimiento.——Tome una muestra de 2 g. v pdéngalos en un
extractor Soxhlet usando un dedal de porosidad media, extraiaa 4
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Foras con 60 ) de metanol Separe o] extracto y extraiga nueva-
mente oon 30 ml de metanol durante 4 heras Junte los extractos y
evaphmios o seauedad en bof

10 de aqua, conectando el vacio, Al
ml de solusén de bidroxido de bario v caliente
a ofluin durante 2 home o 1007 © Se enfria, neulraliza con dcide
acdlion anmmds onsibaleing como indicader, se filtra con vacio por
we boveces con porcicnes de 5 ml de agua des-
L, empunnands o) matrtaz anles de agreaar las porciones al

Y OITN nxtinctos alrededor de 35 ml en bafo de agua
At mencia Irta se ofiaden 6 ml de solucién de

s yb et sy e 1 ot ;
sab do Beinecke poniondo g mezcla on el refrigerador durante

cumira horis prern prespitacion complola.

residua afnndg

Medicién del Color.-- Filtre el remneckato de colina precipitado
par cabedlo enoun ool de Gooch, lavando 3 veces con prrciones
de 2.5 mi de propans! o tomperaturn ambiente. (%)

Loa on o lntooolatimetro usands o filtro de 520 milimicrones y
contra un blonos de aoetona.

Curva de calibracién.- Pracipile de la misma manera la colina
de la solucodn stiundard conteniendo de 6.2 a § my. de cloruro de
coling wn ol miamo velumen linal usado para la precipitacién del
probioma Translorme los valores oblenides para la serie de stan-
dards lormada, conteniendo de 02, 8.5, 1.0, 1.5 hasta 5 myg. de co-
hna por ml de aoetens Estos posos del clorhidrato de colina se to-
man o vohumen {4 mil contiene | mg. de colina). La transmitem-
Y se tronglorme en absorcién v se gralican contra mg. de colina
pares tener una curva standard.

1 valer de o esling en la muesira se obhene por interpolacién
de e surve standord.

Vitamina C (Acido Ascérbico).

Entre las luentes mdas importantes de la vitamina C encontra-
mos a la papa, las frutas clricos, el tomate, ele, Su actividad esta
relacionada con el contenido de dcido l-ascérbico.

(*) El raineckato de colino os purc_iclmemo soluble en propanol, por lc
que huy que controlar los lavadas en tiempo y volumen.

—~— 39 —



Entre sus propicdaudes encontramos.

Formula empirica C, H, O..

Pesn molecular 176.0.

Punlo de fusibn 1947 C

Solubilidad Soluble en agua vy aleoholes me-

tilico vy etilico.
Insoluble on solveniles orgdnicos
4tar, xilol, clorolormo.

Absorcién mdxima en agua 265 mpy.

Potencial de oxidacién.

reduccion 0166V o pH4e y 35" C,

Forma cristaling Polvo blanco cnstaline.

El dcido ascdrbico cristalino cuando estd seco es estable por
lcrgos poeriodos de tiempo a lo oxidacidn atmosiérica v a la luz. a
temperatura ambiente. En soluciones acuosas con pH inferior a
7.6 no es oxidado por ¢l aire a menos de haber cobre presente o
aigun otro material que catalice la reaceidn. En presencia de aire
vy un catalizador se oxida a deido dehidreascédrbico, el cual es es-
table en pH inforior a pH4, pero sobre éste da rapidamente un com-
ruesto irreversible biolégicamente inactivo.

El dcido ascédrbico liene dos grupos endlicos, de ahi que cuando
es oxidade medionte un oxidante apropmado pierde 2 dtomos de
hidrégeno dando dcido dehidroascdrbico, siendo esta reaccidén re-
versible.

0 0=¢m  0=C—
HO~C & g 0=C § oo HO—C-OH]
HO—C | = 0=C | b 0 ¢~OH

H—C R
HO—C-H  HO-C—H  HO—C—H

CHOH EHOH CHOH

ACIDO ASCORBICO ACIDO DEHIDROASCORBICO
: FORMA CETONICA FORMA HIDRATADA
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Tanto el acdo anctrbico come el dehidreascérbico po..een pro-
medades caracteriaticas a los azucmres como la forinacién de osa-
mnas y converndn en lurfural

Detorminacién por ol método fotométrico con 2-6 Diclorofenol-in-
dolonol.

Los métodes iz i defenminacién del dcido ascédrbico se di-
viden en don Lres ol ensayo bwlégice v los métodos quimicos,
mendo peefondos log Glhimos por 3u mayor exactitud ¥ rapidez.

Lo exsdandn del aods aecérinico con ¢l 2-6 diclorofenol-indo-
lono! e usada oome bone de Monions para o determinacién de
Aoide aredrbics Ul méleds ostd basado en la medicidn de la de-
colorambn del T8 diciseslonolandolenel. La reduccién del colorante
(<t el Goide

it anderforonto

REACTIVOS:  Todor debon ser de especihicaciones A, C. S, o reac-
tve ¢ ol ajua usada deberd estar libre de cobre.
1 Solucidn do Acide Metalosférico al 6% .--Disuel-
vrr oanm codentar £0 ¢. de Gado metalesiérico en
srdmules o barras, en 930 ml de cgua destilada
e widrio Diluya a un litto v guarde la solu-
~én on ol relrigerador cuomdo no se use.

2 Solucién do Acido Metafostérico al 3% .—-Diluya

a0 ml de la solucién anterior a | ltrg

Bulfer do Citrato do Sodio.- Disuciva 294 g. de

Geids citrien en 140 mil de solucién 2N. de hi-

drexido de Sodio Uibre de carbonato) ¥ diluyaa

%60 ml. con agua destilada.

4.- .Solucién Siendard de Acido Ascérbico.—Disuel-
va 100 mqg. de ¢ado ascdrbico en acido metafos-
{érico al 3% vy diluya a 100 ml. con el mismo sol-
vente., Esta solucién conliene | mg. de 4cido

A

+ 1
ipe Uey . ~evrs g [P
ERSSLIaae soduren lentamente.

Cad

ascérbico por ml
5.—Solucién de 2-6 Diclorofonol-indofenol. Solucién
atock. - -Disuelva 200 my. de la sal sédica en 150

15
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ml. de agua caliente que contiene 42 g, de bi-
carbenato de sodio, enirfe vy diluya a 200 ml.
Guarde esta solucién estable por S semanas, en
el relngerador.

Solucién colorante. - Pipctee 4 ml de la solu-
cibn stock en un matrar volumétrioo v diluya
con agua bidestilada hasta o] aloro. Esla solu-
cién es eslahle cinco dias a 37 C

Siandarizaeidn del Acido Azcérbico por Titulacién Icdomét iza,

El acido czscé'b"co tiene por lo general una pureza de 85 a
957 v los sclucicnes quedon débiles dundo resultados errdneos,
ror lo que cuando se requ ere un trabale exacto el dcido ascér-
bico deberd standarizarse

REACTIVOS:—Solucidn do Ieduro de Potario al 10%. --Disuelva 10
a, de ioduro do potasie en 90 11 de anua destilada.
2.—Acido Clorhidrico IN.
3.-—Solucidén do Alm'ddén al 0.7%.

4.—3Solucién IN do Biniodato de Polasio.--La sal se
pucde choener Kcilmente en lorma pura y seca

a 100-135° € win do:»zmnm‘*'c,rc'm sus soluciones
se guardan inaicrables indelimidamente. Seque
1cx sal durante ung hora o 100-10%° C, enfrie en
el desecador. Pose exactamente 3 2495 . disuel-
va en agua bidestilada, pase o un matraz volu-
métnico de un litro y diluya a la marea,

Standarizacién.—Mida exactamente | ml del birnodato stan-
dard en un Erlenimeyer de 125 ml Afada 10 ml de agua, 2 ml. de
wwduro de potasio al 10°: y 2 m!. de HCI IN. Titule con la solucién
de dcido ascérbics por standarizar hasta ligero tono amarille de
iodo. Afada 1 ml. de almidén. Continte hasta la desaparicién del
color azul. Calcule la pureza de acuerdo con que ¢l dcido ascérbi-

co 0.1% es 1,176 = 0.00568 molar y tedricamente se deben usar
8.8 ml. en la titulacién.
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Procedimiento.—Tome 1-2 g. de la muesira y mézclelos en un
morteno o con un agtador eléctrico, con 25 ml. de HPO, al 3%.
Transliera la mezcla a un tubo para centrifuga de 50-100‘ ml y cen-
taidugue, Pase ef liqguido sobrenadante a un matraz volumétrico de
S0 mi Lave o mortere con 10 mi de HPO, al 3°., mézclelo en ol
:-.x.xbo de von ¥ separe como antes, mezcle los extractes y di-

thitre de 520 mp usordo agua destilada. Mida
5 ml del extrocio bullerizado on el tubo del colorimetro y midiendo
tempe afada 5 ml de o selucidn colorante de 2-6 diclorofenol-
indofono! con una pipeta de vaciado rapide, colocando la pipeta
baio kat superhicie del llquido y contando el tiempo cuande las 3/4
partes del Hauids hoyon salide Anote las lecturas a los 5 segun-
doa [J v 12 senr (G} () ARada un cristal de deido ascérbico
v anote o lectura (G}

Propare un tuba contemendo & mi. de blanco del reactive pre-
parade mezclande 25 ml de HPO, y la misma cantidad de bulfer
usade en o extracto. Aqgregue 5 ml del colerante y un cristcl de
deido ancdtbios Con esia mercla ponaa el colorimetro en la lec-
tura obtenide para G, Ponaa oiro tubs con la misma mezcla pero

B0 greaar ao

shrers Ancie la lectura G

Standarizacién con Acido Ascérbico Puro.—A 25 ml. de la so-
lucién standard de @cido ascérbico (10 mey. por ml. de HPO; al
3¢.). anada 70 ml del buller de citrate. De esta solucién bulferi-
sada mida 8, 4, 3, 2, 1 ml en tubos para colorimetro y ahada res-
pectivamente 0. 1. 2, 3. 4 ml de la mezcla de fostato-buffer citrato
para hacer cantidades de 5 ml. exactamente. Usando estas solu-
cones, determine Gn, G, ¥ G como se explicd para la musstra.
Les microgramos en cada tubo son respectivamente: 39.1, 31.2, 234,
156 y 7.8

(*) La tectura se puede hacer yambién a los 15 y 30 seg., pero !ns substan-
cias intorferentes podrdn - actuar en un grade mayoer que en al tiempo reco-
mendado de 5 y 10 zeg.
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Delorminacién de la Constante del Instrumento.~—(K).—Deter-
niine las constantes del instrumento para los valores obtenidos pa-
ra la serie standard con la siguiente férmula.

Ca = K (log{G.. -~ (Gu — Ga)) - Leg G

Ca = mcq. de dcido ascérbico por ml. de solucidn butferizada.

K == constante del instrumento

G. == lectura a S seg

G, = lectura a 10 seqg.

G, = leclura para el bianco.

Solamente se usa aque! range de constante en el que K no
varfe mds de 5%, '

Célculo dol Acido Asc&rbico on la Muestra.-El cdleulo del
dcido ascérbico en la muestra se hace con la siguiente [érmula:
K(IOKJ (G. R (G:a R Gs) ~~10g Gb) >< d. i
' g. de la muestra en la dil final.

K == cte. del instrumente

G, = lectura para la muestra a los § seq.
Gio = lectura zara la muestra a los 10 seg.
Gy, = lectura para ¢! blancs

d. {. == dilucién tinal

Vitamina E (Alfa-Tocolerol).

Hay cuatro formas da tocoleroles designadas como alfa, beta,
samma y delta tocoferoles usualmente no diferenciados. El alia-
tocoferol corresponae al (2. 5, 7. 8 tetrametil-2) -trimetiitridecil-6-
cromanol. Los tocoferoles son aceites viscoscs y éstos y algunos de
sus ésteres se han oblenido en forma cristalina. Ei dl-d-tocoferol
sintético es el standard de relerencia para la unidad internacio-
nal que representa la potensua de la vitamuna E v equivale a 1 mg.
de dl-a-toccieril-acetato

El nlcleo de toco! puede representarse en la siguiente forma:
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H, Lt
(CH,);CH-(CH,)-CH-(CH,)-C3

H
AN
CH H CH

3 3 3
VITAMINA £

Lntre surn propiedodes ilsicos encontramos:
oeiles viscosos amarille claro.

Fatablio o arlor v aleohs on ausencio de aire.

Se cwida rapdamente con el aite en presencia de dleali.

Lstable o los andes Estable a la luz visible pero descompone
répidanen e a o altraviglela Por su lacil oxidacién son antioxi-
dantes electives por el hidrduile ferolice, forma ésteres y éteres cn
ol hidréxio fendlice Se oxida con ol clerure férrico o cloruro duri-
o a o pguinens v el drido nlinice v onitrato de plata la oxidaen
a la e-quinena

Sus constantes fisicas so

Férmuia Peso Abscrcién

Empirica Moleculor Mdx.
a-tocolerel C.v Hye O 430 292
B-tocoferc: Cie Ho © 400 297
‘,'"OCQ?C;'O‘I C“ I‘Iu. O: 410 298
a-lacofercl C:y He, O 402 298

La funeién fisioléaica de a vitamina E no est& bier delinida
v ha side reportada como el tactor antiestéril. La vitamina E no es
toxioa v ce desconoe: la hizervilaminosis E.
Determinacién con 2,2° Bipinidina,

Generalmente todos los métodes para la determinacidn de la

vitamina E la reportan como tocoferoles totales. El mayor problema
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presentado en la determinacién es la eliminacién de los interfe-
rentes y se ha tralado de electuar en muchas formas, siendo la mds
electiva la saponilicacién, aunque con el inconveniente de tenerae
que electuar en una atméslera inerte por oxidarse los tocoferoles
en proecencia de aire.

Los métodos de determindcién estdn basados en reacciones de
oxidacibit-reduccién y la intensidad y contidad de color desarrolla-
dos varian con el solvente usado.

REACTIVOS:—1.-—Mctanol.

2.--Etanol Absoluto.

3.—8olucién de Hidréxido de Potasio al 11.2%. -

4 -—Eter Dietilico.

5.—Solucién de Hidréx‘do de Potasio al 1%.

6.—Biéxido de Carbono.

7.--Solucién de Cloruro Férrico al 0.1%.—Disuelva
.1 g. de cloruro {érrico hexahidratado en 100 ml.
de etanol absoluto. »

8.—Solucién de 2, 2° Bipiridina al 0.25 % .—Disuelva
0.25 g. de 2,2'-bipiridinad en 100 ml de etanol
absoluto redestilado sobre permanganate de po-
tasio.

9.-—Hoexano Redestilade.

10.-~Solucién Standard de Tocoferol--Disuelva 100
ma. de dl-z-‘ccolerol en elonol absoluto. 1 ml
contiene | mg. de o-locolerol.

Procedimionto - Saponificacién.—Relluje una muestra de 5 g.
bajo atmésiera de nitrégeno durante 10 min. usando 10 ml. de KOH
al 11.2% en metanol, enlrie, afiada 15 ml. de metanol y 40 ml. de
aguga, Extraiga con porciones de éter de 50 ml., libre de perdxide.
Lave sucesivamente los extraclos etéreos combinados, con 50 ml
de agua, 50 ml. de KOH al 1. y dos veces con 50 ml de agua,
seque sobre cloruro de calcio y evapore a sequedad con vacio ¥
aiméslera de bidxido de carbono. Disuelva con etanol absoluto re-
destilado v diluya a 10 ml.
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Determinacién.-- Tome 1 ml. de la dilucién anterior. Afiada i
ml. del reactivo de 2, 2'-bipiridina y 1 ml. de cloruro férrico. Afada
22 ml. de etanol absoluto, sin mezclar. Tome el tiempo y mezcle v
lea exactamenta 25 min después, usando un filtro de 520 my, contra
un blance de reactiva,

Curva de Calibracién.—-Se prepara la curva usando la solu-
cién stamdard de locolerol. Se toman alicuotas de 0,5, 1.0, 2, 3,4, 5
ml., se evaporom y se desarrolla el color. Se determina un blanco
en el doruro fémico v 2. 2 -bipiridina al mismo tiempo que se hace
la doterminacién, Se grafican miligramos de tocolerol contra den-
sidad Splica.

Cdlculo dol Resuliado.—El resultado se obtiene por interpcla-
cibn con lo curva standard.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS



Aspocto de las muestras.—La jalea real es una pasta de olor
v sabor acres carasteristicos, de coler blance amarillento opales-
cente. Dxpuesta ol aire 2o translorma rdpidamente en una pasta
e dr- ooty amonilo o consecuencia de la pérdida de hume-
dexd par -:vc:y.mf'-":;fm Gumrdeda en la obscuridad vy en envases
wesrzddog se connervea inobterable durants !::rmos periodos de tiempo.
r, ¢l cleohel la disuel-
o al contenido en vro-

oy poroaimente 'r:’.az::?ﬂ e

v peroiaimante ¥y oooxiula otra

+ 4.5, Descompone al

1

Detorminacién de Humedad.--En i determinacién de hume-

5 métodos oomunes de ci terminacidn por pér-
o v pxiraendn con ¥ilo, En el primer método se encon-
L papsita dessorpenta quedande un residuo de color café
debids o 1n carbonizacsién parcial del preducte. En el método de
axtracoior +r prusbaos efeciuadas por cucdruplicado se

sncontraren Jos s ,::tr" resultados

\i-v{i«.-“a.. S
GUG B GnsaSAaron

chdn de g

€,
[RR I

o

Muestra Nom. 1,

Pesc de la muestra 0.8317 ¢.
Extracto a 2257 C 0.50 em?.
Densidad del agua a 22.5°C .997684.
Peso del agua 0.498842 g.

.
Porciente do humedad 58.97 %



Muestra Nam. 2.

Peso de la muestia 1.2493 g.
Extracto a 22.0° C. 0.78 cm?,
Densidad del agua a 22° C. 0.99779.
Peso del agua 0.779813 g.
Porciento de humedad 62.42%,.
Muesira NGm. 3.

Peso de la muestra 09742 g.
Extracte 221 23° C. 060 em?.
Densidad del agua a 23° C. 0.99756.
Peso del agua 061569 g.
Porciente de humedad 63.20%.

Muestra MNam. 4,

Feso de la muestia 1.1837 ¢.
Extracte ~ 23" C 0.76 em’.
Densidad del agua a 23° C. 0.97756.
Peso del agua 0.745849 q.
Porcienio de humedar 53.01 70,

Determinacién de azidcares totales. - En esta determinacidn se
utilizé el método descrite para los azicares totales usande inver-
tasa de Wallestein para investis los ozucares: desarrollando ¢l co-
os con Geido 2-4 dinvigranciios, hocer la comparacién contra una
solucidn standard do glucesz Los resultados obtemdos por inter-
polacién en prucbas elesiuadas por cuadruplicado lueron los si-
Juientes:

Muestra Nam. 1.

Peso de ia muesira 0.9512 q.
Azicares totales en 0.1 m! deo
la muestra

16 meg.
Azlcares totales en o muestra A0 g
Porclento de nziicares totales 12.25%.
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Muestra Nam, 2. . ' '

Peso de la muestra "1.3259 g.
Aztcares tolales en 0.1 ml. de

la muestra 158 meg.
AzGcares totdies en la muestra 158 g.
Porcienlo de aricares totales 11.98%.

Muestra Mam. 3.

Peso de la mucstira 1.1216 q.
Azicares totales en 0.1 ml de

la muestra 133 mcy.
AzQicares totales en la muestra 133 4.
Porciento de aziicares totales 11.86%.

Muestra i"\l‘m_ 4.

Peso de In muestra 0.9886 g.
Azscaores 1wtales on 0.1 ml de

la muestra 158 meg.
AzGooies Wwizles on la muestra 0.158 g.
Porcionto de oeticares totales 12.04%.

Determinacién de conizas.

Utihzands e! mélodo descrito de caicinacién sencilla vy en prue-
bas por cuadruphicndo, calcinando a 700° C. durante 2 horas se

obtuvieron los sigutentes resultados.

Muestra Nam. 1.

Paso de la muostra
Residuos por calcinacién
Porciento dao cenizas

Muestra Num. 2.

Peso de la muestra
Residuo por calcinacién
Porciento de cenizas
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0.0274 g,
0.0007 g.
2.55%

0.7527 g.
0.0188 g.
2.53%.



Muestra Nim, 3.

Peso de la muestra
Residuo por calcinacién
Porciento de cenizas

Muestra Nuam. 4.
Peso de la muestra
Residuo por calcinacién
Porciento de ~enizas

Detorminacién de Vitamina A.

1.0048 q.
0.0224 g.
2.53%.

0:9337 q.
0.0237 q.
2.58%.

Segin o} métcdo descrito de Carr-Prince, empleando el tricios
ruro de anlimonio para desarrollar el color azul transitorio vy en de-
terminaciones efectuadas por triplicado v sin usar e! slandard de
referencia, se cbluvieren los siguientes resultados:

Muestra Nam. 1.

Peso de la muestra
Valor corregide para la
absorbencia

Porciento de vitamina A en

la muestra
Muestra Num. 2.

Peso de la muestra
Valor correqgido para la
absorbencia

Porciento de vitamina A en

la muestra
Muestra Nam. 3.

Peso de la muestra
Valor corregido para la
absorbencia

Porciento de vitamina A en

la muestra
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0.9342 g.
0.0000.

0.00%.

0.8726 g.
0.0000.

0.00%.

1.2683 g.
0 "000.

00%.



Determinacién de la Vitamina B,.

Se delerminé la vitamina B, segin el método coloriméinico de
Meln'ck-Field-Emmett de titulacién visual en pruebas por cuadru-
rhioado, encontrdndese: '

Muestra Nam. 1.

Pezo de la muestra 2.5923 ¢.
‘Mcg. de Vitamina B, en la .
muestra 8.29 mcq.
Mcg. de Vitamina B, en ' :
1 g. de muestra 3.2 meg.

Muestra Nam. 2.

Peso do la muestra 3.8424 o.
Mcg. de Vitamina B, en la

muestra 21.51 mca.
Mog. de Vitamina B, en

1 g. de mucstra 56 mcg.

Muestrag Nim. 3.

Peso de la muestra 1.4712 q.
Mcg. de Vitamina B, en la

muesirg 5.88 meg.
Mcg. de Vitamina B, en

1 g. de muestra 4.0 mcg.

Muestra Nam. 4.

Peso de la muestra 1.3845 g.
Mcg. de Vitamina B, en la

muestra 5.5 mcg.
Mcg. de Vitamina B, en

| g. de muestra 39 mcg.



Delerminacién de Niacina.

Utilizando el método del bromuro de cianégenc descrito en el
presenie trabojo se enconird en pruebas por triplicado:

Muestra Nam. 1.

Peso de la muestra 1.1873 g.

L& muestra se diluyd a 25 ml. después de la hidrélisis, se lo-
~ md una aglicucta de 8.33 ml. y se diluyd a 10 ml. utilizdndose una
 clicuota de 3 ml. para la determinacién, el lactor de dilucién es
por Iz tanto: o

25 10 250
. fdil = )4 = = 10.00
i 8.33 3 24,99
1 densidad del color del standard ~ 0.7823
densidad del color corregido 0.3163
25 0.3163 .
meg. de niacing == X - X 10 =
0.7823 1.11873

Mcg. de niacina en un gramo de la muestra == 8% meg.

Musstra Nam. 2.

Peso de la muestra 1.3793 g
Factor de dilucidn 10.00.
Densidad del color del
standard - 0.7823.
Densidad del color corregide (0.4044.
25 . 0.4044
Mcg. de niacina por g. = X . Gt
0.7823 1.3793

Mcg. de niacina por g. de ‘muestra 93.5.
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Muostra No 3

Peso de o muestro : 1.7815 g.
Facter de dilucién 10.00.
Deonsidad de! color de!
standord 0.7823.
Lensidad del color corregido 0.5282..
25 0.5282
‘Meg de maring = % % 10.00
0.7823 1.7915 '

Meg de niamns o un gramo de la muestra = 85 mcg.

Determinacién de Colina.

Se determind par o método colorimétrico de la sal de Reine-

cke on pruebas por ruadruplicado obleniéndose:

—

Muestra Mo

- Pesn do la muestra 1.8227 ¢.
Meg. de caling en la muestra 9.11 meg.
Meg. de coling en 1 g. de

la muestra 5.1 mcg.
Muestra Num. 2
Peso de ot muestra 1.7443 g.
Mcg. de colina en la muestra 21.80 mcg.
Mcg. de colinaen | g de
la muestra 12.5 1acqg.
Muaestra No. 3
Peso de la muestro 0.9831 g.
Mcg. de colina en la muestra 10.51 mcg.
Mcg. de colina en | . de
10.69 mcg.

la muestra
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Muestra Nam. 4.

Peso de la muestra ‘ 23115 g.
Mecg. de colina en la muestra 21.17 meg.’
Mcg. de colinaen | g. de

la muestra 9.16 meq.

Determinacién de Acido Ascérbico.

En la determinacién del dcido ascérbico se usé el mélodo de
determinacion con 2-6 diclorofencl-indofencel, encontrdndose una
zonstanie K para el instrumenlo de:

Ca == K{log(G., — Ga.;)) — Log G.).
Se usé pora la determinacién un standard que contenia 7.82
meg. por ml,

Ca == 7.82 mcg/ml.

G, =723

G“u: = 73.4.

Gy == 41.5.

7.82 = K{log(72.3 ---{73.4-72.3))~~ log 41.5).
K = 31.809 .mcg. por ml,

En las pruebas hechas por duplicade se obtuvieron resultados
negalivos para las dos muestras analizadas.

Muestra Nom. 1.

Peso de la muestra 2.30i6 g.
Constanie del insirumento 31.809 mcq. por ml.
Dilucién final 50 ml.
g. de muestra en la dilucién 0.230 q.
G, = 43.2.
0 == 41.5,
G, = 41.5.

0.0318 (log(43.2-(43.2 — 41.5))—log4l.5) X 50
Meg. por | g. de muesira =

0.230
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Moeg de doide ascérbico por | o de muestra == 0.0 mg.

Muestra Nam 7

Peso de o muestra : 2.1903 g.
Censtante del instrumento 0.0318 mg. por ml.
Dilucidn final 50 ml.
3. de muestra en la dilucién - 0219 g.

G, == 442

Gie = 41.5

G == 415

00318(loa(44 2-{44.2 — 41.9))- locx 41.5) % S0 .
Meg. por | g de muesirg = - eeeen

0.219

Meg de acdo ascérbico por 1 2 de tmuestra = 0.0 mg,

Determinacién de Vitamina E.

Se ofzctus [a determinacién segin el método descrilo’ desarro-
flando el enlor con cloruro férrico ¥ 2.2'bipiriding, obteniéndose pa-
ra las determinamones eieciuadaos por sextuplicado resultados ne-
aatives

Muaestra Num 1.

Pesc de la muestra ' 49235 g.
Mcg. de tecolercles en la _
muestra 0.00 mcg..

Muestra Nam. 2

Peso de la muestra 3.8318 q.
Mca. de ‘ocoleroles en la
muesira 0.00 mca.

— 59—



Mucstro Nam. 3.

Peso de la muestia
Mcg. de tocoleroles en la
muestra

Muestra N(xm. 4.

Peso de la muestra
Mcg. de tocoferoles en la
muesira

Muestra Nam. S,

Peso de la muestis
Meog. de tocofercles en lu
muestra

Muestra Nam. 6.

Peso de la muestis

Mcg. de tocoleroies on la
muestra

Mcg. de tocolercies on 1 g.
de la muesira ‘

— B0 ——

49592 g.

0.00 incg.

21297 4.

0.00 mey,

1.8736 g.

0.00 mcg.
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