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PARTE T80 RICA



LAS VITAMINAS D
1. Ueneralidades.

l. 1. #ISUVRIA, Ls enfermedad denomineda raquitisme, fué desori-
ta por prinera vez en 161U por el ml&ieo inglés @lisson (3 82); pe-
ro la enfermedad, oomo eos 18gi00, debe do haber exisJtido desdie la
aparioién de la vida sobre la tierra, como nos 1o diocen, bien clarao~
mentse, los huesos de animales hallados en terrmos de las primeras
edades. X 1388, Trousseau (T 8} recomienda ol empleo del aceite de
higado de bacaleo an la cura del raquitismo,y em la misma épooca
Sniadecki (M 11) habla también de otre suerte de curaciones, las
efectuadas por medio de los rayos solares, Hopkins sugliere en 1908
(d 17) (R 18), que la cause del raquitismo es la ahunoia, en la die-
ta, de cliertos slimentos -medioinas- necesarios;y en 1913 Raczynski
estudia ol benefiocioso influjo ejeroido por la luz solar sodre la
asiiailaocidn del calcio en los perros. (R 1)



Mellamby trabajando con eachorres, em 1919 (M 4 y 5). observa que
alimenténdolos especialmente, se les geners raquitismo, y que, afia-
diendo a su dieta grasas animales, les desaparcce la enfermedad; por
tanto aufirmma que exiuste un "factor ansirraquitico”, y que éste, o es
la vitemina A, o es otra substancia que coexiste con ella, #n el mis-
mo afio prueba Muldschinsky (B 19 y 20) que el raquitiemb puede ocue
rarse por la acelidén de la luz ultravioleta, |

b 1922 Zuoker y otros (Z 1) descudren que gl faotor antlrﬁaqﬁiti-n
60 se encuentra en la fraceidn insaponificeble de los aceites de hi-
gado de peces. Mo, Collnh y sus colaboradores(C 5 y 8) aseguran que
¢l factor antirraquifico no es la vitamina A, puesto que aquel, a &i-
ferencia de ésta, no se destruye cuando ss atravesads por burdbujas
de aire caliente, 4l mismo tiempo, otros investigadores (H 21 y 8 13)
trabajando alsladamente determinan también la diversidad existente

entre lea vitamina 4 y el factor antirraquitico, al comprobar que la

luz no podfa curar los efectes causedos por lie falta de vitamina 4



Hess y Gutman (H 11) expresan la opinién de que el efegso ocurativo
que producflin los aceites de hfigado de peoces, se debia a la misnma
causa gque el producido por la lus. 4n el miswo aiio Hess, Weinstock
y Steendook (H 12 a 14 y & 18 d 20) Aesoudbren que clertos alimentos
sometidos a la accifn de la luz ultraviolete adquieren propiedates
sntirraquiticas, y deducen, por tanto, que existe en la piel una subse
tancia i1déntica a le de los alimentos, que es la que se activa, y la
denominan "provitamina D", Los invesfigadores inmedistamente cita-
dos (H 15 y S 80 y 21) y Hosenheim y Webster (R al en 1925, descu-
bren que la fraceidn esterinioca de los alimentos, {aunque por si mis-
ma 1 tenfa acoidn antirraquitioa), era la que recogfe las radiescio-
nes ultravioleta, y la que se transforiaba en substancia antirraquf-
tica.

kEn 1925-26 diversos grupos de inveatigadores (H 7 y 8, P 6, R 9 a
11l y % 1V) llegan a la oconoclusidn de que aiersas impurezas presentes

en la colesterina y citosterina eran las causantes de la aceién an-



tirraquitica, despuls de ser irradiadas. Las experiencias de Kindaus
y Hess (W 5 a 7), Ponl (2 6),y Rosenheim y Webster (R 11 a 13) mos-
traron fisice, quiaica y bicléglcanmente, que la impureza mencioneds,
que astuade de provitamina, era las ergosterina u otra esterina de
eonstitucidn andlcga (la erzosterina, aungque fué desocudblerta por
oreconnot en 1811, fué llamada asi por Tanret (T 1 a §), y debe su
nombre a haberla extrafdo éste del cornesuelo de oenteno ~ergot de
slegle, en francés- hongo pardsito del senieno, de donde se odbtiene
también la ergotina), Batre 1929 y 21 Reerink y ven 3ijk (R 2 y 3)

y otros (A4 y W B ¥y 10) lograron cristalizar el produoto resultante
as la irradiecidn de la ergesterina, que se llamd visemina Pl; pero
ere ain una vitamina impura.

Varioe investigadores (M 2 y 14) encontraron en 19% que, la vi-
tanina D obtenide de la ergesterina irrediada, no era ten amctiva co-
Mo la extraida del aceite de higado de bacalss. |

En 1951 y 32 Windeus y Linsert (W 11) y Askerow y colaboradores



(A 3} conmsiguen al fin, oristalizar vitamina Y pura.

Windaus y Lenger prevaran en 1933 (W 13) por pvocedimiento sinté-
ti00 una nueva provitamina P, la 22 dihidroersosterina.

4n 1934 vaddell encuentra una vitanina D activando orudos de co-
lesterol (W 1) de 1o que deduce ~ue la provitamina presente en el
colesterol tiene que cer diferente de la ergosterina, &n 1935 Win~
daus, Lettré y Schenck (W 14) sintetizan aquella hipotética provita-
mina D a partir de la colesterina, es la 7 dehidrocolesterina; y en
1936 (B 5) y en 1957 (W 16) es aislada partiendo de la colesterina,

Brookmenn (B 6, 8 y 9) y otros investigadores (K 4 y 8 18) en
1936 consiguen oristalizar, en forma de ester, la vitemina D proee-
dente del acelte de higado de halibut, y establecen gue esta vitami-
na debe ser el producto resultante de la irradi~acién de la 7 dehi-
drocolestcrina, y Schenck, activando esta substancia, llega a vre-

parar en 1337 (S 7) la vitamina Ds eristalizada,

¥n 1038 (B 2) se aisla une nueva vitamina D, de menor activided



bioldgioca que las anteriores, por destilacién molecular del aceite
de higado de daoaleo,

bate sipnosis de la historia de las vitaminas D nos muestra, al
par gue @l proaeso natural de oualquier investigeoidén clentirica, las
anailogfsa entre las distintas vitaminas B desoublertas y posibles;

y ademés, sus constltuclones; y por tanto, sus propladsdes,

le 2. DIVERGIDAD, Vitamina D sin subindice, exvresa hoy dia lo
nismo que vitamines D, puesto que no sa refiere a ninguna férmula
eoncreta, sino a ocuslguier substancia que posea la propledad de vi-
tamina B,

Vitamine Dy es ol nombre con que se denomind le que se aisld pri-
meramente, posterior a esto se ocomprobd que no era una esnecie qui-
mica, #ino un compuesto moleculsr constituido por vitamine D2 y lu-

hiaterinn, y por tanto, 21 cbtenerse la vitemina Mg pu.ra, dejé la
By de existir,
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Vitamina By (W. 12), llamada caleciferol por los ingleses, y vios-
terol por los norteameriocanos, es entre los productos de irradiacién
de la ergosterina (B 3 y W 2) Qi dnieo que cuenta con propiedades
antirraquitisas,

Vitamina s (W. 16) se obtiene como vroducto de irradiacién de la
7 dehidrocolestorina, y nrinainalmente de los aceites de higado de
animeles marinos. %s la visamina que Renera en los mami{feros por la
acoidn solar. ¥u accidn antirraquition es scdejante i 1la produoid&
por la visamina Bp, .

Vitanina B, (W 13 y 17) es la que se obtiene al 1rrﬁdiar la 82 di-
hidroergosterina ( I 1),

Vitamina ¥, (W 27) se produce al irradiar la 7 dehidrositosterine.

Yitamina By (L 3) se ha obtenido irradiando la 7 dehidroestiguss-

terina.

L. 3. PROPISDADRES, Las propiedades conmunes a todas las vitaminas
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Actividad biolégioa de las substancias antirraguftiess eonocoidas

. Proviteaminas D

Vitaminas D’ v.I.x 109 en lgr.

Rrgosterina 8y @

Epliergosterina o desoonoecida

7 dehidrocolesterina By @

Fpi 7 dehidrosolesterina . 4

28 dfnidroergosterina B‘ 20 .50

7 dehidrositosterina Dy 1,8

féehidroestignasterina Be 02

£2-83 oxiergosterina T débilmente activa

Frovitamina D de le almeja — )

5,7 androstandienodiol 3,17 -- 0,1

Acido 3hidroxib,7coladienico — 0,1

7 dehidrogsomposterina = 0,78
semamananem n’.‘ﬁc’" N 0,2

i
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5, son: (3 2) bvlancas, inodoras, oristalizan dien, al contrario de

la ergosterina, no preoipitan eon digitonina; son solubles en las
grasas y en l1os disolventes de las grasas, y eon genersl, en todos los
disolventes orgénicos corrientes, como eter, aloroformo, acetona, al-
cochol, Son insolubles en el agua, Sus espeotros de absorcién mues- |
tran una ourva continua con un méximo en 263 m y (en exano o eter);
por ianto, el que se observen bandas en &1, eé una clara sefial de im-
puregas. ~ebido a su omhidrilo aloobhflico, producen &saseres con los
doidos, los cuales saponificados regeneran la vitamina con toda su
potencia biolégiea, ¥ ausencla de oxf{geno y de la luz, y a tempera-
turas no superiores a la normal, 10 mismo alisladas que disueltas en
aceites, se oconservan inalteradas Adurante muchos meses., Son termo-
14biles, y aunque resisten bdbien la temperatura de 100° @, sin alte-
rarse durante nucho tiempo, a mayores temperaturas pvierden répidamente
su actividad fisiolégica.(En la D2, por ejemplo, a 180° S, (W 9) ge-

nera una mezcla equinoclecular de pirocaleiferol {( B 12) e isoosloi-



18

ferol (A 8) los cueles han regenerado la unién de los carbonos 3 y 9).
8on e;tablea 2 loa 4lcalis, pero los fcidos minerales las dastruyen,
as{ ocomo ol formaldehido, el sgua oxigenuda y los gases nitrosos,

Los dobles enlaces son comprobubles por hidrogenueidn catnlitici. .
Las dehiarogenaciones eon seienio wo producen ndoleos clelopenteno-
fenantréniocos, comd les sucede a las vrovitarines, por no existir en
ellas ese nfcleo, de demuestra la existencia del nuevo dodle enlace
en 10 - 18 por la adioeifn del enhidrido maléloco, estando la vitami-
ne esterifioeda, (¥ 15) que produce (a), &1 ocual tratado con diszo- |
metano, da (b), y dste ditimo dehidrogenudv cou melenio, produee un
derivado naftalénicolo)., Al mimmo tiempo, la enterior oondensacién
de Vlels raetifice,que sigue existiendo en las vitaminesel dodble enh-
lace S5-~8(en conjugecién con el 10-18), Laee reasccionen con &cido. oré-
mico. que produce (4), con K MO, que origina (e) y con ozono que

da (e}, dsmuestran ampliamente le rotura del enlace 9-10 existente

en las provitemienme entre los nicleos By 6 (2 4),(%n 1las vitaﬁinaa\



14




5
® sin 4oble enlacs sn la cadens lateral, son i1dénticos los produe-

tos resultantes de la reacoidn del Kinl4 y del O3; en los cue existe

el Uy los roupe, guaerando un cetedeido).

1. 4, AISLOAMIMNTO/ Le vitarina D debido a rzus propledades, siempre
sa sncuentra eh las gradas, 5egﬁn Vogel (VY 4) si so extrae sin sspo=-
niricar, no se sapara por completo toda la vitamina ¥ existents, y
adendis, queda acompaiiada de esterinas, fosfitidos, y grasas neﬁtras:
por tanto se debe saponificar,

g geparaoidn de eaterines puede cfectuvarse por dos yrrocedinientost

r) Kl de Suorrant.(a 24) fundado en la pequeiia solubilidad de las
esterinas en aloohol mesf{lico en frfo. Se disuelve el inseaponirica-~
ble en alaohol metf{lico saliente, y se enfrefa a continuscién a
- 10° J,, separédndose as{ le mayor parte de les esterines, a conti-
nuacién se ovapore a 1/3 la solueiln, y se¢ la lleva a =W°* C, oon

nieve cearbénica para que se seperen les esterines reténten. Ye re-



6

pite este opersclén las veces necesarias hasta que nc se observe for-
maoidn de precinitedo, y

b) Varios autores (8 6 y 8 y 9. H 4, N3 y # 15) citan el hecho
de que la digitoniue (GyeHy 0,0). al unicse con los esterb-ides que
poseer un oxhidrilo en el carhonc 3 y en la oonﬂguraei.duQ {eomo les
suceds a todas las esterines vegeteles), forma el digiténido, (com-
puesto moleonlar constitufdo por cantidudes equimoleculares de smbos
constituyentes, y ten insoluble en alaohol, que Wmsta un pecuefio ex-
oeso de dizitonina para efectuar uana precivitacidn préoticamente ocumm
titetiva). Conceicndo la centicad de esterinas presentes en el acel-
te, 8= oucde reelizar saticfactoriamente su precipitecidén por este
procedimiento con una sola operasibo,

Sjguiendo los métodos indicados, adn cueda la vitaminea B unida a
1o vitemine A. Loo métodos conocidos para cfectuar ls separacién, se
funden en:

1°, Agitacién en mezcla de dos substancias no solubles entre si.



¢

£2°,. Adsorciones crometogrfificas,

5°. adloiones con enhfdridos de 4cildos dicarboxflicoe.

4°. Jestilaciones nolecularea an altc vacio,

Citas bibliopgrdficas del vrimer método se encuentran en Meracher
(N %) y srookmann (B ¢, 8 y 9) los cumles utilizan penteno o benceno
y metenol acuoso; las de Vogel (V 4) con cter de petrdleoc y &eldo
a0ético, o aloohol de 96 %; o bien, ocon alvohol metfiico y otros hi-
drobarburos, ¢jemplos del segundo métedo refieran &acrer (K & a 5)
y Miller (M 12} con altinina y &wmerle y v. HokeRen con tierra mon=
tana., *ara poner de manifiesto cbuwo estos mitodos son mas preparsti-
voi que anallticos, se expllea detalladanente un ajemplo gue oome
prende conjunvanente el primero y segundo nétodo. Brookmann (B @)
realiza dos tratumientos sucesivos con benwvina y metanol, a los que
siguaa tres adsorclonos oromatogrifioas con Al{0H)g, elininaeidn ael
colorante usado para hacer visibles las cavas oronetogridfices, este-

rificacidén con eloruro de 3,5 dinltrobenceno, disclucién en denceno=



-bencing, y vuelta a traterlo com AL{OH),. Aunque Hosembderg (R 6)
manifiesta que son los megores, sin embargo Hitmert (R 5) Sxplioa
claremente, como era natural, que estos métodos aque no aislan bien
la vitemina D, no pueden ser analfticamente pergectos. Ejemplos del
tercer método son: &1 de Lalmer (D 1) ocon anhfdrido maléico, el de
#indeus (W 1b) son anhfdrido eitraednico, y el de Simons y Zmokers
(8 15) y Bnder (83 y 4) con anhfdrido ftélico; y del cuarto método
el de Heslewood y brummond (H 4)y el de Hickman (H 16), {Heildbron
(H 103, Carr (C 2), Drummond (D 6) y Hume (K 22), Estos dltimos mé-
todos tampoco son cuantitativos, Dalmer también raconoae que con el
suyo se obtiene solamente un 90 % de pureza. Se debe obhmervar que,
overando eon este dltimo método, fué anomo se descubrid la vitamina

Dy

I}'g



8 Determinaoifn.

Los métodos empleados fara la determinacién de la vitamina D, se
olasifican en tres grupos: blolbglicos, fisicos y quimicos,

2. 1, MEPVOOS BIOLOGICUS,~ Se basan sn la produccién de raquitis-
mo en 1los animales en que se experiasenta, y a continuaeién se va su-
ministrando, a algunos de ellos, diferentes cantidades de vitamina
D haata su ocuraocidn, Je emplean ratas o pollos, y se precisa un lo-
te mfaluo de lUV aniuales pare que el error no rebase de un 4 $. Los
métodos que desoribe la bibliograffa son:

a) Anflisis del eslsic y f8sforo de los huesos. Yropuesto por Sher-
naﬁ y Steibeling (S 14); se funds en la menor proporoién de calelo
y réaforo que existe en huesos desengradados de animales raquitiocos,

en comparacién oon la de los animales sanos. Se realiza en fému-

T Ye8e

b) Aumento de peso. Uesarrollado por Coward (G 8). Se basa en la



$0

relacién edsearvada en aninales jévenes, entre su peso y le¢ cantidad
de vitamina ¥ que se les provorciona.

¢) Histoléglco. Ideado por Mo Gollum y aolaboradores (C 7). Consis-
te en la observacidn de la linea que surge en les zonas d¢ caleifi-
casidn que ests constitulda vpor Gag(FO4)p . Se realiza cos ‘t‘ibiau,
odbitos o radios, a los cunles Be hace una seceidn antes ée Sumergir-
los en Agh0z, para que el Vas(F0 ,), se transforme en Mg (B04), Se
laven oon agua destilade, y se les expone a una fuerte lus, hasta que
las 4reas ocaloificadas formen una manche negra; se observs visual o
fotogrificamente la metdfieis, para apreciar la linea de ¢aloifica~
eién,

a) Py de las heces. Sephoott y Bacharach (8 11) obserwveron que el
Py de las hcces es aloalino on el raquitismo y que la ocurva de va-
riacidn hacla la acidez, va paralela a la ouracidéa.

e) Radlogéérico. Youlson y Lovenskield (P 7) estudian son 61 las
dependencias del raquitiemo oon la decaloificacidn, o sea, la irre-
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gnlaridad de la ~ona de osiflocaclén, el espesor de la zona no calel-
fleaja 21aflso-epifisaria, y cuando ha lugar,la inourvaeién de la
A14lsisc de la tibia.

r) Relacldn cenizas/materia orgénica 1e los huesos, Whiock y otros
(C 3) observaron que la relacifn cenizas/mmteria orginica Tluotuaba
de U,4 a 0,8 en las ratas raquiticas v que ea 1,5 en la rata normal,

2. 2, HETODOS FISICUS.- S81l0 existe uno de Reerink y Wijk (M 8,
R4y Ta) nue consiste en la medlioidn de le intenaidad 4del espee~
tro de absoreidn en el ultravinleta, en cl cual, las viteminas ¥
presentan un nfxivo e&n las 265m A . tete método sblo es valedero
cuando le vitaming ¥ se encuentra en ausencia de otros compuestos de
andlnzo espectro de abzoreidn; por tanto, no ee vuede utilizar en
arudos de irradiacidn de 1ls ergosterins, ni en aceites de peseado.
Bn este dltiro ceso ha recomendado Marcussen (M 1) 1le saponiticaol&n

7 separacién de esterinas (S 16} y de vitemine A por edzoreién se-

lectiva con &150z, Fuehe (¥ 1 y M 7) he efectuado tardién determi-
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nuclenes en aceltes e olive y sémao, asf conc Bemav (P 2) en otros
aceltes,

2. Z. BEPCLUS WDILLCUS, =

a) Reaceildn de Proockuann y Uhen (B 7). La vitanina ¥ mas 8u01ly en
soluoldu cloroféimica, produce una ecloracidn anaranjado-amarillen-
ta, con un méximo de absorcién en laz 5Mn } ., ¥s determinadle, vor
tantu, aolorladtrica o eepectroscdricamente. ¥e hen esnalizado median-
te eils, subutaneliss nesurales qua eontenfisn wocas ¥ 4de visemina
(22, Rg y ¥ 85), Una modificacidn de este mitodn se efeotla agre-
gaads gloruro de acatilo (N 4), Tento para la ceserminacién colori-
nétrios, comn para la espactroscdpios, se recomiends la separacidn
de vit=nminz A ocon tierra montana, y 43 ssterinas con 1izitonina, nor
dar estas substancias, en andlogas coadliciones, coloraciones y es~
pectros idénticos, Miles y'sus colaboradores (i 7} han tratado tam-
vién de mzjorarlo.

b) Reaceddn de uruz-Coke (€ 9), Una soluoida slcolidlica de vita-
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mina U, calentada a 80° C, eon 4cido slorhidrico concemtrado, pro-/
duce una colorseién verde colorimetreable, Un pequefio exceso de MC1,
o una disminuocién de la temperatura, produce un precipitado blanoco,
von esta reaccién se pueden determiner aproximadamente unas 500 §
de vitamina P,

¢) Reacoidn de Malden y Tzoni (H1 y 2 y T 9), Una mezola de vita~
mina V mas pirogalol en solueién oloroférmica, (o de eter de petré-
leo o0 bencénica) se concentra en bafio de marie, e le afiade una solu-
oién reciédn preparada de Alcla en alcohol absoluto, y siguiendo en
el baﬁo'dc agua, a los 4uatro minutos origina una coloraeién viole-
ta.obscura que seé puede Retermin.r colorimétricauente, o con el foe
@6metro de Pulfrich, Se necesisa vitamina pura, pues la taquisterina
y suprasterina también producen dicha coloracidn, Mo se puede reali-
zar en aceites,

d) Reaccién de Kigi-Miescher (K 1 y V 3). Se disuelve vitamina

en aoético glacial, se hierve con HeBSO, concentrado, se le afiade ung
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solucidn de Br, en acétieo glacial, y aparece una coloraeién roja
que Pasa a verde. Un exceso de Brp destruye la coloracién. XKl Bryp
puede substituirse por Cl,, Iy, amhidridos de dcldos orgénicos, y
aldehidos. Bl Hy80, puede shbstituirse por otros deidos minerales,
Las eoloraciones que se produsen en estas variantes son, prinecipal~
mente, violesas, verdes y azjles, Kigi describié este reacoidn para
eaterinas, Bok y Thomas (X 1) la aplicaron sobre hormonas,

¢) Reaccisn de Liedermann (L 2), Vitamina P en contacto con HGCly,
nas anhidride aoétieco y 4cido sulfdrico concentrado, produse un ani -
llo amriuo-rejo-violou en la interfase, gquedando verde el eloro-
formo. Esta es una antigua resccién de esterinas gue burehard (B 11)
sistenstizd. Heidusghka (H 6) estudid con ella la ergosterina. Wie-
land y Seibers (W4- manifiestan que la lumisterina, taquisterinay y
suprasterina dan lugar a esta reaecidn de un modo mucho mas Aé&bil
que la vitamina B,

£) Reacoidn de Meesenmaecker (M 3), Aiadiendo una soloeidn eloro-



rérmioa de vitamina D (o ergosterina)a ZnClp y anhfarido aeético,
ge observan ocoloraciones que viran del rosa al verde esmeralda, Xl
chlz puede substituirse nor £205.

€) Reaccion de Nash (N 1 y 2), Vitamina D mas acetato meredrico
en acético glacial y 4cido sulfdirico,concentrado forman un anillo
amarillo verdoso,

h) Reacoidn de Noller.(N 5)., Vitemina D con cloruro estannoso en
sloruro de tionilo genera uma coloracién rojo-anaranjada, ¥#ineus
(C 1) emples Sb013 en vez del SnCl,.

1) Reaccién de Fregl (P 8). Vitamina D econ HpS04 soncemtrado pro-
duee un color rojo intenso, Kl autor ¥ Bane (D 2) estudiaron asf los
dcidos biliares, Dirscherl y Zillinkeﬁ (D 5) hormonas y Woker y An-
tener (W 19 a 25) la vitemlna D,

§)Reaccidn de Pettenkofer (P 4). Se llama as{ Ra reacciém que efec -
tdan diversas substaneias al mezclarlas con sacarosa en solucidn acuo-

sa y Acido sulfdrico. La vitamina D, en estas condieciones, da lugar
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a un anillo intarrésico de vafias tonalidades, que de arridba a absjo
son: verde, violeta y rojiza. Se agrupan a continuacién muchas expe-
riencies vosteriores que, aunque difieren de esta reaeocién, se pue-
den considerar varisciones suyas, Abe y Kawaguti (A 1 y 2) emplean
vainillina y &oido fosférico. Hammarsten (H 3) glucosa y dcido clor-
nfdrieo, Jenke (J 1) fosférico y furfural. Xkaziro y Shimera (K 6 y 7)
benzaldehido y Bp30,, Ohyama (O 1) fructosa y MOl. Sphaltigger (8 ¢)
diversos aldehidos, Mg80, y trazas de HG1O., Scherrer (S 8] benzal-
dehido y Hg80,, Sohmids (8 9) y Eerr (K 8) efdcsdanla en aloohol,
Woker y Antener (¥ 20 a 25) eon HgS0, y furfural, como antiguamense
la realisd Udransky (VU 1),

ks de destacar la experiencia de Villar Palasf (V 2) que, realizan~
4o la reaccién en la forma primitiva, pero en medio aleohélioco, eon- |
siguié un color azul homogéneo, y por tanto, colorimetreeable, |

&) Remooiln de Salkowsky (8 1 y X 6), la vitaminae D en solueiédn
eloroférmica oon HpS0,, colorea de rojigo la eapa sulfdrica,
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1) Reaccién de Shear (S 12), Vitamina D con una mescle de anili-
na y clorhfdrico, a la temperatura de ebulliciém, produce un color
rojo. sta reaceidn la consliguen también substancias diverses, no
activables, como la ergopinacona y el perdxido de ergosterina.

m) Reacoidn de Sobel,(8 17). Vitamina D con cloroformo mas la
1,3 diolorhidrina de la glicerina y ocloruroc de acetilo genera un
golor amarillo que pasa a verde azulado coloriretreable. Firlot y
Rouir (P 5) la consideran mejor que la de Brockmann, aunque no sigue
le Ley de Beer, Trabajando sobre aceites (R 16) la valoran sin preo-
cuparse de las substanocias que la acompefian y que desde luego inter-
fieren la reaccién,

n) Reaecidn de Stoeltzner (3 23), Vitamina L en solucién aceltosa,
mas ¥Clg forma un color rojo pardo que va obscureclendo hasta que-
dar negro. tsta reaceién la dan todas les vitaminas y hormonas (C 4).

o) deacclén Je Tortelll y darfé (1 7). sstos dos italiancs descu-

brieron esta reaccién trebajando sobre grasas, Utros investigadores
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(H5y 9, P3 y W 3) An aplivaron a la vitamina D, Visemina ) em so-
lucién aceitosa mas solucién cloroférmica de Brp origina un anille
azul en la interfass, a diferencia de la ergosterina que lo da verde,
S8antos Rulz y Villar FYalasf (8 3 y 4) Demostraron que el bromo efeg-
tda la acelén fundemental.

p) Reaccién de Wits y Sulliven (¥ 18}, Despuds de separar oroma-
togrificanente la substancias que acompaiian a la vitamina D, usilizan
SuCl, en 1,2 dicloroetano y oloruro de acesilo.
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f 3 Neocesidad de¢ un duen método de valorucifa.

Los métodos de wvaloracidén de la vitamina D gxpuéstoa en el capi-
tulo anterior, segin Velasguez (V 1) g0 son perfeetos. los biolégli-
cos son mas perfecsos, ad'q&u incluyen la ventaja de necesitsar me-
nores cantidades de vitamina que log do' los otros grupos, Ma scambio
encierran grandes inconvenientes: larga ejecucidn, peligros de fre-
caso dedbido a miertes, infeccicnes e%s., ser menos esondmicos; sin
embargo pars que consten de una gran exastitud, se necesita que los
animale# gque sufren la experimentsacidn, sean todos descendientes de
une misma rama, ¥ o8 imposible sontar con tantos eminmales de la mis-
mea oamada; ademéis precisan que los antecesores hayan estado anterior-
mente sometidos a dietas apropieadaes,

Los mésodos fi{sicos o espeotrosodficos no son préeticos (P B) por'

el hecho de que las substencias que normalmente acomfifian a las vita-
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minas B, presenten méximos de absoreidn precisamente en las mismas
longitudes de onda que ellas,

De los numerosos mésodos quimicos expuestos, la mayorfa son sim-
ples reacciones cualitetivas, y les que inecluyen posibilidades ocolo-
rimétricas, ofrecen las desventaja de no ser oapeetriéos, y de que
1as‘aubatancias que se encuentran Jjunto a la vitamina D produzcan eo-
loraciones anflogas, y ocomo ya‘lﬁ ha visto en el cupftnlo 1 1o labo-
rioso que resulta el aislamiento de la vitanina P cuando se trata de
obtenerla, parsee inocongruente el rnpcﬁlr esas experienclaes al ana~-
1izar unas pocas gammas de dicha sudbstaneia. Abarte de ello, los mas
imporsantes el de Balden y Tmoni y el de Sobel, aunque permiten co-
lorimetrias, no sisuen la ley de Besr, Uniosmente queda exceptuado
de este repaso, el de Srockmann ¥ Ghen, pero ya se ha visso por lss
reformas en &1 introducidas, como debido a la inestabilided del reac -
tivo, y a las muchas precauciones que son necesarias para una buene

reproductibilidad,es ya dificil su perfecta ajecucién cuando se
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sncuentra alsleda la vitanina; mas lo difiell se transforma en impo-
sible cuando ella se encuentra unida a la vitemina A,

Se¢ puede deelr, por tanto, con toda justiocla, que el problm de
la veloracidn de la vitamina & no estd resuelto todavia, y como aue
mnenta cada ves mas i1a importancia de las vitaminas, debldo a la mul-
tiplicidad de funciones catalftiocas que realizan en los organismos,
es cade ves mas ingente el volumen de su produccién, y mas inminente
por ende la resolucidén del problema de su valorauoiéa,

Pus{monos pusy, a tradbajer en ello, y despule de repasar la multi-
tud de reacciones que desoribe le bidllografia, se prests at-icién
preferante, al heoho reeién dessudbierto por el YJootor Villar Palasf
(V 2) de que la vitamine Dg, expuestea a la reamosién de Pettenkofer,
modificada en el sentido de emplear medio aleohllieo en vex de acuoso,
y después de agitarla, producfaz una coloracidn azul celeste colori-

metreable,
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1. #studio de una nueva reaseidn ocoloreada

que permite evaluar cusntitativamente les vitaminas B,

1. 1, PRIMERAS EXPERINNCIAS, LEY D& BHER,- Se comensé este tra~
bajo, repitiendo las experienociss descritas por V., Villar Falas!
(V. 2), " 1«2 mgs,. de sacarosa, en unién de 1-2 mgs. de vitamina By,
se disuelven en 1«2 co, de alecohol etflico. e afiaden unas godas de
&cido sulfirioco concentrado. 4l agitar, se obtiene una coloracién
azul oeleste estable”, |

Colocada la doble solucisn en un tuho de ensayo, se dejan ocaer
sobre las paredea de éste, unas gotas de Acido sulfdrieo oconcentra-
do. Kl 4o0ido, debldo a su gran densidad, llege al fondo, formando
une fase diferenciadble de la aleoh8lica; A medida que es mayor el
nimero de gotas 4cldas introducidas, se va acentusndo un color rojo

claro en la capa dcida. &n la interfase, se forma un-.anillo de nas



fuefte soloranidn, que se somnone de varias tonalidades, Al agitar
queda generalmente un tnico oolor, el ocual, no soncuerds siempre oon
el azul celeste previsto; algunas veces resulta violeta, verdoso o
rojiza. En ku parte inferior del anillo tira a rcjo o sastaflo y en
la superior vicleta, verdosn o aZulado; la fase s=ituada encima de 81
siempre guede inocolora.

Ea curioso seiialar que a asa solorasién azul que michos ensayos
presentan en la interfase, cuandn se la agita con una varilla (pero
8610 a ella, junto con la fass superior), el solor azul se difunde
vor la zona superior homogéneamente, pero no de modo estadble, puesto
que con el tienpo vuelve a ocaer a la interfase, Vontrariamente, agil-
tando conjuntamente todas las fases, sea azul el color resultante o
sea otro cualguiera, permanece difundido de modo estable y homogé-

neo durante varios cientos de horas,
Se observa también que, cuando en el anillo interfésico re desou-

bre el color azul, entre otros, Sste color es el @nico que persiste

34
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despuds de la agitacién, y cuando squel 6olor no aparece en la inter-
fese, tampocc 1o hace posteriormente a le egitaoiém.

Queriendo descubrir ls causa de las dlatintss colorasiones que sur-
gen en la reacoién, se fueron modificando ristemdticamente las condi -
elones desaeritas por Viller Falas{, para poder fijar las bases de una-
buene repetidilidad, 4Asf en una serie de ensayos en los cuales t0d0
era 1d8ntico menocs la cantided de sacarosa, la cual se ida inéreman-
sando gradualmsnte, e dShserva que, a medida gue va aumentando la can-
tidad de 3icho diholésido, van pasando los colores finales, después
de la agitacidén, de azul celeste a azul grisfoeo, violets y lile.

¥n lo que respecta al #cido sulffirico, se observd lo siguliente:

Con pooes gotes de eido ( 2 & 10), mrélo me obtiene la coloracidén ro-
Jo rosfcea en la gase Scida, pero no se forma ( o en tan pequetia masa
que no em percertidle) eanillo azuledo y, al egitar, tampoco se ve di-
cho color, sino una dilueién del rojo, con tranasformaeidn a tonos ro-

sédesos 0 amarillentos.
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Cuando el 4cido sulffirieo se introduce en la disoluecién con amplios
intervelos entre la adicidn de una gota cuslquiera y la siguiente, no
es tan intensa la ocoloracién del anillo inserfésico, en comparacién
con la obtenide efeotuando rdpidamente el goteo, a mas de tardar de
15 a 30 segundos en producirse. Ouando mo se forma el anillo, después
de agitardo, toma el todo una coloraoién de vino olarese, El minimo
necesario pars producir la reacciém son 16 a 20 gotas de #cido sul-
firico; pero cuando las cantidades de sulfdirico. afiadidas son mayores
que las resefiadas, y el goteo se produce muy lentamente, llega un mo-
mento en que el Gnico efecto visual cbservable, es un simple deore~
oimiento del color rojo de la capa sulfdrica, o sea, una dilucién de
la reaccidn con su consiguiente desolorado. %1 la reacsiln se veri-
fioca con una gran cantided de sulfdrico introducido répidamente, Aos
coloree que se ocbtienen al agiter son ocres.

Respeotc a la funcién del alocohol se observa cue, a medide que va

slendo mayor su concentracidn acuoea, la reaccidn se va efectuando
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con wn zrado menor de intensidad,

81 le mezele del dcido con la soluelén eténollca se efeetda al re -
vés de como se he 2efialpdo hasta ahora, o ses, vertiendo la solueidn
sobre el Acido, la reecoidn ge produce ipuel e instanténcamente,

kgta roloracién ezul gque se produce, est® o no ex~uesta la solueidn
a le luz, con el tiemvo se va obscurecizndo, v as{, um azul que re-
cién obtenido see 1flido, 8 los dos ntres Ala se eonvierte ya en un
azul merino,

Vuando se efectée une dilucién a eran volumen vnor medio de adieoiéd-n
de ogua, ee forme un vrecipitado negruzeo., dc carsoter esponjoso, e
jgualemente se origine este precivitado resruzco ouando la diluciéa
sounsn me efectla sobre una anlueién de los minnos veaativos sin vi -
tanina Dso,

e oheerve paimismo gue, curndo la oana ~zul homogénea formada en
la remnceidn, se diluye con etanol, nasa a verdnge; en cambio, 81 la

diluclén =e afretfia en une onluctfsn 7e enlfivicn an atanol de la mise
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ma ooncentracién que la total que exleste en la solucién productora
del solor azul, dicho azul permanece durente dias.

Voriinude ya la sistemfitica (e una revroaueidilidad de la reaceién ,
produjéronce una seric de ensayos jue solaumente se diferenciaron en
le cantlaad de vitarina Yp prescnte. Llevadios @ un colorimetro ocular,
se desoubrid qus Lo icagcidn essudlads sigue 1e ley ds Sger, heoho
fuadoaental para le reuilzaolidn de una Luena colerimetria, y pera que
reoconocidu su importanciu, tuviera ovbjetlve préctivo el continuar es~
tudiéndola.

1. 8, RECKSIDAD DE UN REDUCTOR.,~ Reemplazando la sacarosa por las

substancias indiecadas en el cuadro I, y mezeléndolas con &oido sulfd-

rieo y vitamina Mz, se obfienen los resultados indicados en aisho
cuadro.
En vista de que tanto con reastivos inorgdnicos como con substan-

cias orgénicas de la mas variada condieidén, se sonsigue el mismo re-
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' CUADRO I
Goloraciones observedas con reductores diversos
Reaccién en | Tn presensia de
Substancia tratada PSrmula blanco vitemina Dg
Acetona CH,; - 00 -CH,, Rojo obseuro| Rejo obseuro
Benzaldehido <& AMnaran jado Azul
‘ 0
Benzofenona - Anaran jedo Anaran jado
o 0
Fenantrenoquinona d:b Amarillo Mparillo
¢, -cQ;
Furfural &= YiolAoeo Azul
Glucosa CcH, 0¢ Violéeeo Azul
Maltosa Gz Hy, 0, Violéceo Azul
2 metll 1,4 chy
naftoquinana Roséceo Roséoeo
tiocol 8 gmetil Zox} P A
1,4 naftoquinona y on Anarayjado /Anaranjado

sic.



CUADRO

I (continuacién)

Coleoracicnes obumau eon redustores diversos

Reaecifén en ﬂlh presencia de
Substancia tratada Férmula blanco vitenina Dy
v
¢\ naftoquinona |,4. @? Parduzoo Yarduzoo
»{ dimetilamino T <y 1
. Nenido HCZ @' Amarillento Azul
p. quinona 0L_=0 Parduszeo Parduzoo
OCH
Vainilline 05c{LS-on | Ama¥illento | Agul
Acido oxélioo G0QR-000H Ineolora Agul
Bisulrito séaieo Na(80gH) Inoolora Amul
o
Pirogalol Y4 Rosa pélido Parda
OH
Hipotusfiso sddico Na(roghyp) Blanco amu-il].i.ﬁaranjn

40'
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sultado, se penad producir esta reacoidn por medios eleoctroguimisos,
Yy para ello se montd la instalacién indicada en la figura X, Un asocu-
mulaedor genera corriente eléotriocs, que se la hace atravesar una re-
xistenocia varisdble; a continuaoifn =e coloca un miorovolsi{metro, eon
objeto de controlaer el voltaje oon que Be eperm, El oirculto se ole-
rra mediante unos eleotrodos de platino introducidos en ume soluoidn
de &cidos sulfdrico en amlooBol e$flico ( 2 oc. de &oido sulfdriec en
5 0o, de evanol) que conticne esimismmo 50 ; de vitamina By, lsta ou-
ba eleotrolfitica se introduce en um Jran dafio de sgus en el cusl se
mentiene la temperatura a 76 O, (mas adelante ame empondrd deteslla-
dandate odmo se ruede obtener la misma coloracién amul, ﬁro@noiondo
la reaccidn con los misnos reactivos, después de hader irrsdisdo ys
éstos su calor de diluocién, siempre que se les suninistre suficien-
te energfa exteriormente). Verificedos los ensayos eon voltajes dle
ferentes (de 0,25 a 1,50 voltios) en todos ellos se observa el mise

mo fendmeno, que en el c/todo me desprenden unes burbujas incolorass
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de hidrégeno, mientras que en el 4nodo, se desprendem wn barro par-
duzeo, que Poco a poeo va cubriendo el fondo de la ocubesa, Essa gran
mesa parda se origina igualmente en ausencla de vitamina dp, al ope-

rar en las mismas condioiones,

1. 3. NECESIDAD DE UN DESHIDRATANTE Y DE UN GENERADOR PROTONIOCO.-
A continuacidn se investigd la naturaleza de la funcién ejercida por
el &cido sulfdrico, la cual podfd provenir de algunas de sus pronie-
dades):4cido, deshidrantante, oxidante o ié6n sulfato, Realizendo las
experienclas expuestas en el cuadro II, queda fijjeda dicha natura-~
lesa., (Ninguna de las reacciones descrites en el ocuedro II producen

soloracidn efectuasdas en ausencia de vitamina uél.



CGUADRO

iI

Boloragiones odservadas oon aubstmchg diversas

Subatancias resccionantes

n contasmto de vn.‘DB

Furfural, Gl y etanol

Azul verdoso aébil a les

Furfural, @@y, HCl y etancl

Violeta == asul

Furfural, nll, y etanol

Ineoloro

Purfural, Pglg, GH,000K (glea)y #sanclj lncelore

Turfural, Pg0p, 0G1000H y etanol Incolaro
Furfural, Fglp, HOL y etanol Violeta == azul
Na{80 8 ), ¥a@l,, HGL y etanol Azul verdose
GOCH~000H, ZnGlp, HC1 y evanol Azul verdoso
8nClg, Znlly,, HOL y etanocl Azul verdoso

8nClp, Al6ly y etanol

Azul verdoso a4ébil

3
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1. 4, NFLURNCIA DEL DISOLVINTE,- Gomprobade ya la neoesided de
la presencia em la reeceidn, de un reductor, de un &cido fuerte y
de un deshidratsnte, se coneiderd la funcién del aloohol etf{iieo;
para ello se substituye sl etanocl por otras substancias anélogas, Je
efectdan enseyos eon los alecholes siguienten: Mesflico, es{lico,
ippropflico, n. butflico, isébusilico, amiliso, isoamflioco, oot{li-
00 ¥y buenoflico, en presencia de furfural y &cido sulfdrico., dodos es~
tos alooholes, en presencia de vitamina idp, producen una fuerte co-
loracidén agul, 7 en su susencia, coloracién violeta; pero en el ben-
cflico,,cdemfc de observaiae estas ecloreciones, se efectda una fuer-
te resocidn exotémieca, eon produeeidén de wn precipitado esponjoso
de evlor blanco y desprendimiento geseoso apimismo de blanea eolora-
eién, FPcsteriormente, & las pocas horas, se wva cuajando el 1l{quido
sobrenadante, siendo este nueve preeipltado ligersmente coloreado,
pero de un color indefinido, y este fenfmeno se origina de isuel mo-

do en presencles que en esusencia de ls vitamina 0, y hasta en ausen-
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ola de furfural. Jn loa emsayos eon furfural, s las 24 horas pasa el
$040 a una masa Regrusca, Y en los ensayos realizados solamente en
presencia de sulfdrieo y aleohol benoflico, en igual ndmero de horas
estd todo en oconjunto precipitado., sete precipitado es amarillento
y de naturaleza mas flufda gue el anterior, recordando su aspesto al
de la glicerina,

Se ensayd tambiln deido soético gleeie) como dirolvente de la vite-
mina Dp y del furfurel, afiadide eido sulfdrieco, y calentado el total
10' en wm termostato a 74° G, se odtienen las mismas soloraciones

de siempre asules y violdceas.

1. 5, BNSAY0S TEM(ICOS,~ a) Temperatura de forme oidn., e mezZcle una
disolucién etanélioca de 4cido sulfdrico oon una gota de dlsolueién

etanélica de furfural y con otra gota de disolucién etandlioca de vi-
tamina Dy (estes dos dltimas scluciones se encuentran saturadas reaQ

pecto a las substancias en ellas disueltas). BEn esta mexcla, al re-
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lueirse o un ninimo el calnr de diluclén que corrientemente produ-

te el 4eido sulrﬁrieo, permite obeerver e£i se produce la reacoién a
la Semperatura de 0® €, (rodeado de hielo el metres en que se efed-
tda la mezcla). B una hore de observaciér, no se advierte en ella

ha mes mfnige colorecién, Se realizen con ls misme mezole una serie
je ensayoe cn un termostato, efestuendn ceds ensayo eéon un inoremen-
to de 410° @, sodre el enterior, nc odrervandose en ninguno de ellos,
produccién de color, ni en el reslizado a 70° C,.Mstando este d1ti-
10 ensayo ye muy préximc a le temperatura de etullicidn del etanol,
se realizan lop siguientes encayos con une varieoién de £ en 2 grados,
Kl efectuado s 78° G. 416 une coloreoién ezul. Verificados osros en-
sayos ein vitemine Do den el mismc resultedo, Resvmiendo, mientras

la temperatura es inferior a 78*¢ 6., el producto resulta inocoloro;

a dicha temperstura, sc colorea de azul en presencia de vitamina Dp

y de vicleta en su avsencie.

b} Veriscidén térmioa.- ¥n un termostato a 78* G, se introduce un
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Subo de anseyo son solucién ctandélloc ds sulffirico, al cado de wnos
minutos se afiede una gota de disolueidn etsndlica satursda de furfu~

ral y vitamine B, eonjuntemente, Ju el ecto, se observa en el termd-
metro introdueido an la nezela readeionsute, la taxperature de 79° 6 ,
Se ohserva tembién que ousndo le remeciln se efectda en el Sermostato,
la eolor=oién obtenids em los primeros minustos no es tan intense eomo
la originsda adicionando normalmente el é&cido sulfdrieo a la solu-
oién etenélioen,

1, 6. INFLURNGIA DX LA LUZ.- e realizen eua tro ensayos en las
sigulientes eondieciones: Un primero, expuesto directamente a los ra-
yos solares, el tubo con la reaesidn. Un segundo, en la penumbra.

Un tereero, en la cdmara obscura, expuesto a la luz de una lémpara
eléatriea, y un cuarto ensayo sin la menor cantided de lux. A los
sesenta minutos de haberse efectuado 1os cuatro ensayos el oontac-

to de las soluciones de furfural y vitanmina Mg eon el #deido sulfiricog
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s8 introducen los ocuatyo tudbor en un aelofotémesro, y se observa que
no existe la menor variacidn en la aorriente elédctsrioa generada por

eada uno 48 8llo,
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2 Rgagtivos y aparatos empleados,

Efectuado el anterior estudio sodre la marcha de la resceidén, se}
fijan unas condiociones determinades con objeto de poder realizar un
estudio ocuantitativo,

2. 1. MATURALK4A DB LUS REKACTIVOS,- Kl aleohol esflico que se uti-
liza en todos los trabajos, se destila previamente para su purificas- -
oifn; luego se le transforma en alechol absoluto, siguiendo la téo-
nica de Milss (B 4 y K 2), que conalste en tratar el aleohol con 6xi-
do 0dloico a reflujo durante 14 horas, y a continuacién, wna simple
destilacidn. Al reflujo se efeckda en bufio de marfa y a la presida
ordinaria, tratando 5 Egs, de &V por cada Kg, de agua presente en
el aleohol; esta cantidad es un 50 % mayor que la precisada tefri-
oamente. para que la Ley de aceién de masas realice la reaccidn en
su totalidad., Una vex efectuada la obtencilm del alcohol abeoluto,

8¢ le guarda cerrado hermétleamente hasta el momento de su utilima-
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olén, para que fucru del contacco atnwférico no sufra posteriores
hldrestaeciones, y con ello alteracioncs en los recubados.

£1 furfural, al llugar al laborgtcrio se enecairaba de color ro-
Jo debido a cu polinmerizacién; parc purificarlo =e le trata durante
Pt a :erlujo con carbén cn polvo, y a continuaeiln se le destila
on hafic de aceite. Dosde la primere e la € time, tcdas las goSas del
destilado resultan completomente ircolores. Reolér efectuada le des-
tilacidén, se pese la cantidad obtenida y sc dinuelve en aloohol., Sge
ta s0lucidn, después dc transcurridco muchos meses cigue incolora,
oono e de esperer, estando el furfural purificmdo cegdn descriden
Udrmansky y Buell (U 1) (B 20),

La vitemina 8 utilizmads, se reorirteligs en mcetona eonsiguién-
dose crictales blencos de punto de fusién 128,.188,5° 6, Realizada
su disolucidn alcorAlica, £e preserve tanbién de la aoccién de la luz
y del oxIgenc encerrdndcle er freasco topacicyer eitio fresco; de

estc nocdo, durente dodo el tiempo que dura la 1nvcstig§c16n, per-



mansee incelera,
K fctde swiréxries smpleads, é&¢ densidad 1,839 7y sempletamente
incelere.

2. 2, SOLUCIONES PREPARADAS.~ Ia solueién etanfliss de vitawimm
D, 86 prepara efectusndo primersmente una selueiln madre de 0,01
grs. de vitamina en 100 ae, de etanel; parte de eata solueién sir-
ve d¢ base pars formar otras dos nusvas solusiones, de consentra«
siones 0,1 y 0,01 respeste &e la primera.

Ia conem traeién de 1z solucifn Surfurfliea con gue se spers es
de 1 gr, do furfural en 100 c.c. &o aloohel etflice.

Is selucifn sulfdriea es la resultante de disolver (een lenta
agitacifn, para no producir sbulliciones alwhélicas) 100 ec. de
fcldo sulfdrice en 250 ec. de¢ alcohel,

2.3, MATRACES, PIPETAS ¥ SOPORTE,~ Para reslissr la reseccién,
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se utilizan siexpre unos matracitos de fondo planc de 50 ee. de ee~
pacidad y 4 sus. de P ;y cuello, dc 8 om. de longitud y 1,5 om, de

o , 1o cuml pamig‘e efeotuar la agitacién en mejores oondielones
que en las que se hm;',bx.en operado utilizendo tudos de ensayog R
cuello de logs nmetrsces es surieientemente larzo para evitar proyeo-
oio’:rxu.

Las pipetas utilizadas, dedbidanente ocontrastadas, son siempre las
mismas; una de 0,8 ce, para neglh- la solucién vitaminiea, otra de
0,8 ce, para sisdir la solnelén furfurdliea, otra de £ ce, nara agre -
gar -aleohol, otra ds 1 asc, para el dcido sulfirice y otra de 8 eo,
para le disolueién sulrdriea,

von obJjeto de que al afiadir las dos dltimas soluciones, el goteo
se efeoti@ del mode mas isderono posidle, se utiliza el soporte re-
presentado en la figura 8, de uso no miy corriente hasta ahora, von-
siste en un depfeito ouyo volumen ce gradda a volunted por medio de

una manilla giretoria guarnecida interiomente de merourio, vera vro -
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duoir oclerre hermésico; por el otro extremo, se une a la pipeta por.

medio de una goma, Al aumentar su ocapacidad y disminuir la presidn
del aire en 41 encerrado, se efectfia la asnirmeién de la solueidn.

2. 4, CEKLOFUTOMETRO, CUBETAS Y FILTROS.- ¥1 celofotémetro utili-
zado en este frabajo, representado en la figura 3, es de la marca
Kles® Summerson, wonsta de dos lémparas rogoeléctricas perfedtamen~
te camp%cgsudas. y su eircuito eléotrico estf dasado en el princi-
rio potcnézonltrlco que 6linina la provisidn de baterfas o de regu-
lallor de corriente constante, puesto que no le influyen las flueotua-
ciones de intenaidad de¢ la lus, Se aonecsa con la red, {nterscalando
un voltfmetro y i; elewndor-reduotor que deje paso a una eorriente
de 110-120 voltios. Lolocade el riltro conveniente en la ranura r,
oon el mando A se lleva a eero la escala 3, se centra el el disvosi-
tivo U una flechita que se desplaza por 81 mediante el mando B, Se

conescta con la red,por medic de la llave H se enciende la bombilla
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que se enouentra en ¥ (esta llave esté situada de tal forma que mo
puede enocenderse la dbombilla, si previamente no se ha coloecado el .
riltro en su lugar; eato tiene por objeto el que nunoa pueds estro-
pearse el swarato por introduairze en £l excesiva lus). 4 continua-
016n se clerra el eirouito de las lémnaras ror medio de la llave ¥,
#n le ranura I, se colosa una cubeta que contenga el lfquido que se
vaya a somar como patrdn de oomparacién, con trensmisidén eonooide,
ia flecha sita en U, ocon la menor cantidad de luz que reocibe shore,
se deaplaga hacia la derescha del ohservador, de ressistuye al sentro
eon el mando X, Ahora, canbiendo la cubeta matrém por la que eonten-
ga la solusidn que se vaya a medir, &sta, mas coloreada que la mnte-
rior, hard que vuelwa a girar hacia la derecha la flecha indicadora
del eircuito ¢. 8e resgituye al centro econ el mando A, y cuando en
é1 se halie, se lee el ndmero queveaté indicado en la ranura 8,Como
la esouls que se lee en B, estd espaciada logaritmicemente, el nd-

mero lefdn reresenta la denaidad Aptica. La Rectura de la escala es
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directuiente preporecional a la concentraclién Qe la substancia que se
guiere determinar; por tanto, halladla la corgante oue entra en dicha
ley (1g 1'./ T = 2encidad 6ptice z c¢onstante ) concentraoiédn), con s6-
lo efectuar dos medldds de concentreoicnes conceld~s, lac operacio=~
nes futuras se reducen 2 una divisldn sl se hace uso de la constan-
te o factor de multiplicaeidn, o en su defecto, e la siguiente regla
de tres: concentraclén conoclde es a lectura conocida, como concen-
tracldn desconoclda ecs & lectura“deaconocid;: Egte d1tino método es
sliler al usado en el coloriietro visual, excentc que la leotura es
directanente proporeional a la concentracidrn en vez de serlo inver-
semente, La escala que gira ypor B estd graduada de 0 g 1000,

Las cubetas del aparato, tcdas perfeoianente homogdneas en cumnto
a la luz due absorGen, estén aforadas a los 5 y 10 co. la pri-era de
estas cantidador es la minina gue nuste nanejarse, pero para mayor
seguridad, sc esplean slem:re 8-7 ¢c., ¢on lo cual se rebasa el mare-

gen creclso, y no .e gasta r2activo fanecesariniente, (Nc debe asus-
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asustar esta indeterninecidn en ocuanto el volumen de solueién exis~
tente en la cubeta, ha rescoidn se realiza en matraces con 7¢c, en to-
tal de liquidos en presenclia, de donde se le trasvesa a les esubetas
de mealuaj .- como esta op:-racilén se reailza rdniaemente y le viseo-
sided del liquido ee medlana, es natural ~ue unas veces ealgs mayor
volumen que otras; nero oomo un exceso de volumen sobre el de Sec. ie
indiferente a la corriente generada, de ahf que sea Poeo importense
la cantidad de lfquido encerrado en dichas cubetasl,

£l f11tro que menos ebsor¥e las radimciones necesariss para el ob-
Jetivo perseguido, es el rojo, y eon 81 ce realisan todas las medides,

2, 5, BOLUCIUNEDG {HIfVS,- Las soluciones que presentan una densidad
éptica mayor de 400 frente al patrdin que se utiliza, son inartas pare
determinaclones cuantitativas, porque en esas zonas estdn muy préxi-
mas las divislones de la escala del colorfretro., Bn vez de efestuar

diluelones, que dan lugar a errores, y habida ouenta que los reaoti-
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vos en hlenco, en las mismas oondieciones, fSambién originean color,va-
riadle con el tiemmo, no se nueden utilizar las téonieans solorimétri-
6B nnrnales, 3@ obvian estos ineonvenientes realizandn las determi-
neoclones de la siguiente format: Se tienen preparséas, ¥y a la iiata,
cuatro solusiones acuosas de azul de mietileno ( H3C>N : ~<‘“3)
gue ee denominan patrones £, 3, 4 y 5, que cnntigg;n raavectivagﬁ

te 0,1, 1, 10, 100 mgs., de 4iches substancia, Ne fijan precisamen~
te estas consentraciones porque sus densidades 6ptisee relativas,

asi como la del 2 frente al agua bidestilada, son menores qued 1f-
mite de 400 qﬁe irpone el ecloriretro. Rl vrocedimiento a seguir es
el sigulente: Una vez efectusdoc un ensayo con la reaccidén, se odserve
visualmente ocual de los patrones es el inmediato inferior en intensi-
dad, ¥ este patrén se toma de cero en ¢l colorimetro, e halla la
densidad 4nptica de la reaeoion‘trente a‘eate pat™dn y a continuacién
se determina la densidad Sptioca de dicho patrén frente al agua bides-

tilada (vuesto qua las intensidedes de substanoias coloreedas %ean es-



tables como el sulfato olprico acuoso y el azul de metileno cambian
con ¢i1 tieupo). La suma do ostas cantidades representa la densidad
8ptleca absoluta G@ la reaccidn, a cuya densided se refieren todos los

ndscros indloados en el presente trabajo.



8 %Péonicn Qe la reacoelén

La téonioa que se utiliza siempre en la obtencién de la reaseién,
es la siguiente:

1% #a introduce on el matraz la solueifin etanélica de vitemina B,

g%~ de afiade 0,5 cc., de la solueién etandlica de furfurai.

3%~ Se adioionea aleohol e$flieco hasta completar un volumen de B,50c,

¢~ 3¢ vierte durante un minuto un ec. de dcido sulrdrico, proou-
rando que el tiempo transcurrido entre la introducoidén de dos gotas
cualesquiera sea el miamo {(se utiliza el soporte ya descritol), n el
momento de aocsbar de eechar el Acido, se agita con ocuidado hastea la ho-
mogenaeizacidén del 1{quido (entonces se observa la sucesidn de volores
rojo =» violeta -4 azul), 4 ocontinuacién se coloca en el soporte una
pipeta de 5 6o, dlendndola eon la disoluocidn de doido sulfirico en

etanol.

%« Transcurridos dos minutos exactos de haber terminado de verter



e’ deido sulflricc, ¥y durante un minuto junto, se introduce en el ma-
traz la discluoidn sulfirica, procurando como anteriormente, que oai-
gan las gotas de la forma mas isdorona posible. Al terminar el minu-
to,sc agita. Se trasvasa el 1Lquido coloreado que se haya obtenido,
a la cubeta del colorimetro; se soloca é&sta en su sitio y se ajusta
la flecha C en el centro por medio del mando A,

6%~ A loe d9s minutos justos de haber conclufdo Ae verter sobre el
matraz ls disolucién sulfdrioca, se realiza la lectura, (Hasta el mo~
mento de la lectura, se debe tener ooulta la escala B, vare no vro-
ducir un error personal motivado nor sugestién, al tener ya previsto

aproximadenente el nfimero que se va a obtener).

(1]
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4. Reeayos con vitamine B, aislada

y estudio de los errores que se pueden ocometer en su anédlisis

4. 1, OBTANCION DE LA CURVA DE CALIBRADO,- ¥pn las oondiociones ya
expuestas, se determinan las densidades épticas surgidas a través de
ensayos,que solamente se diferencian en las cantidades de vitamina
D que encierren. Uurante 1a obtenciln de estas medidas, la demsidad
dptica de yma de las molucliones natrén frente a la sigulente, 4de me-
nor concentracién, es de 315; y 50 la del patrén 2, frente al agua
bidestilsda,

Uon objeto de BAdsminuir el error personal en cada dsterminacién,
se realizan ocuatro leeturas en oada ensayo. La primera, al minuto
Justo de Thnalizar la adieién de la solucién sulfdirioa, y las tres
siguientes, con 60" de retraso una de otra. As! queda mas seguro el

ndner obtenido a los dna minutos que, eomo va se ha manifesgsado, es



el que se¢ reglctra. ¢ cople del cusdernd d¢ 1lmhoratorio ls forme en

quz se recogen los Jatos de cada deterninacidn:

Usnsldedes
Gentidad empleada Comienze de Minutos de Sptiecas
de vit, Dy en la reaceifn obaffvaoién observedas
L | {
v y v
L 20° 21' Aiaa
% ez! 88
-—138,rag“a -3
£3' 88,5
vivieta 8 24 a9
2 2
I !
Coloracién Yatrén
final tomado
obsereada de ocero

62

dezlizadec varizs determlnaociones con dlfarentcs cantiftades de vi-

tarina ¥;, se cbticnen 1los resulialns expuesios en el ocuadro IXI, Re-

prescatados estos valores grdfieamuents, »rotucen le eurve axpuesta



SUADRO XXX

Medidas verifisades para la oMiencidén de la ouwrva de ealidbrado
ie .J vensidsdes | vensidades | vyy, 0, | “ensidades| semsidad
=¥ nin, | e, | ' | uie | ipeises

0 | 181,05 158,90 o0 1 201,85 858

1 139 137,28 ® 338 80

8 142 148,4 » 4 398

3 149 147,8 o 448, - 444

4 188,, 152,8 ” w3 496

5 109 1880 a0 8358 548

8 pU1 168,82 90 618 600

v 168,08 168,4 100 640, ese

8 172 - 173,6 1E8 7785 782

) 7 178,8 150 900 912

10 1684,8 184,V 178 1083 1048

0 832 236 ,0 209 1040 117¢

¢S
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en la figure 4 (en ordenadas, ndmero de ¥ de vitamina ¥p; y en ghei-
sas, némerc de densidades Sptieas frente a la del agua bidestilada),
Los valores calculados a parsir de ella, mas verdaderos que los obe
servados, essdn tamdién indieados en el ocuadro III, Hestado ¢l valor
del "cero", se observa: que a un incremento de 190 y d4e vitamina B,
ie corresponde un ineremenso de 580 de densidad 4psica frente al aguam;
por santo, & un inoremento de 1 de densidad éptiea equivele 2 wm
inoremento de 0,192 y de vitamina By; luego éste serd ol faator Js
oslibragidn, y bastard mulsiplicarlo por las densidad Optica obtenida,
restada prevismente de 132, pera obtener el nfmero de X de vitamina
Up presente.

De © a 30 y , el ocolor del 12quido obtenido es violeta; de 40 a
100 ¥ wva azuleando cada vez mas; y con mas de 100 ¥ es francamente
azul, SYomo la centided de furfural presente en todos los enn\;ayol
(origen de la coloracidn violeta) es de 5000 y , se observa cuénto

mas enérgloa es la colorasidn dedide a la vitamina ¥p (unas 50 veces).
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4, 2, VARIACION DRL FURFURAL,« Con objeto de ampliar los conoele
mientos eodre la reaseién, y con el de rijar el exrror posible que pue- |
de surgir a cwesa de una inexsaoctitud en la cantldad de furfural sfia-
dida, se exanina la '-,,J.ntluench que origina ea el resultaedo colorimé-
trico el uso de ma distinta cantided de furfural en cada emsaye.

R el cuadro 1Y se resefian estos enseyos, en ellos a excepoién de las
cantidades usilizadas de furfural, las de los demiés componentes son
lagyya fijades, Llevados estos resultados experimensales a la figu-

ra 9 (éu ordenadas mgs. de furfural y en eboises densidades nticas
frente al agua), y colccados en ella los puntos ya eomprodados en la
ourva de la figura 4, o sea el afmero reasultaate de afectuar la reac-
cién con @, 10, 20, % , de vitamina B, con 5 mgs, de furfural

en condigiones normales, se obtienen las curvas corresvondienses,

4. ?¢ YARIACION DEL ACIDU SULFURIGU,- HMsse estudio 1o motiven las

.mismas causas que impulsaron a realisar el anterior del furfural., Los



CUADRO

Iv

B=tudio de la variacién del furfursl

Vit, D,| Furfursl] Densidades Opti-} Jensidades éptii@olorscicnes
en ¥ en mgs., | oas obgservadas cas caloculadas | odSenldas
Q 2,5 82,5 84,75 violeta
0 7,5 183 179,25 violeta
10 0 37 37,59 incolora
10 2,0 96 96,10 asul
10 3,5 139 140,05 ezul
10 4,0 167, 169,35 violeta
20 5,5 200 198,65 violeta
10 6,5 229,5 227,95 violeta

8o,

66



CGUADRO

IV (consinuaeién)
Batudio de la wvariassidn del furfurel

Vis.Dy | Furfursl| densidades dptie | Densidades dpti-l Golorasiones
- Y en ngs, | ses observadas | cas eslouladas | obtenidas
10 e 274 271,90 ‘ﬂk? viocleta
-+ T o |
10 9,8 s1e 515,688 violeks
; T 1
20 2,8 139 186,75 esul
i - ,
20 7,0 348 £35,88 violeta
0 2,5 160,8 L 162,78 esul
30 2,5 392 575,78 violesa
100 0 37,8 37,8 inenlora
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resultados obtenidos son los expuestos en el cuadro V (todos estos
en&yos se efectdan con 5 mgs. de furfural. Las cantidades de 4cido
sulfdirico que en &1 se citan, no son las totales existentes en ca-

da determinacién, sino las introducidas primeramente, o sea, las cau-
santes de la reacocién, y no las que se agregan disueltas en alcohol).
Estos resultados estédn representados gréficamente en las figuras 7
(en ordenadas, cc, de &cido sulfdrico y en aboisas densidades 6pti-
cas frente al agua) y 8 (en ordenadas Y de vitamina By y en aboisas
densidades 6pticas framte al agua).

4. 4. VARIACION DEL AGUA.- Se estudia la influencia que eferce el
agua en la reacolidén. Yara ello se realizan las experienclas descri-
tas en el ouadro VI, todas ellas estén efeotuadas ocon 5 mgs, de fur-
fural y 1 oc. de fcido sulfdrico. Los diversos alocoholes se preparan
a partir de etanol phmoluto y de agua bidestilada, por el método del

euadrilétero. Los ensayos se verifican de tal manera que la solucién



CUADRO

v

fgtudio de la variaoién del &cido suifdrioo.

Vis, by

B30, | Uensidades 6pti-| Jensidades Spti- | Yoloramciones

on ¥ en oc.| 0as observadas | cas calouladas obtenidas

w 0 16,5 16 incolora

10 0,85 21 21 incolora

10 0,50 34 34 incolora

1 v,80 45,5 | 45 verde

10 0,N 64 62 verde

10 0,80 W Y verde

10 0,9 123,5 1g3 violeta

10 1,1 267 t violeta

10 1,20 386 400 violeta

e 0,50 40 ® verde

T :

sic,




CGUADRO ¥V

(consinuacidéa)

Hatudio de la variacilm del &dcido sulfirioco.

Nensidades Spti- H:'n'oli.c:\racicn«

Vis. 0o B0, | Densidades &psi-

en ¥ en oc.| oas observadas cas calouladas obtenidas
0 0,7 56 86 T verde
0 0,8 78, s verde
] 0,9 1901_: 100 violeta
o 1,1 178 172 violese
0 0,7 2,5 72 verde
20 0,8 104,83 105 azul verdose
20 0,9 148 146 violeta
30 0,7 81,8 & verde
%0 0,8 122 190 azul

sic.,
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{ continuncién)

dggudio de la varieocidn del dcido sulfdrico

M

Vis, Dp | HgRO4 | Densidades Spti~ | Uensidedes épti-| Soloraciones

en ¥ en oc, | eas observadas eas calouladas obtenidas
= 0,9 174y, 169 esul violado
@ 0,7 9,5 a9 verde
40 0,8 133 185 azul
@ 0,9 200 103 asul violado
50 o 16,5 16 ingolora
50 0,5 45,5 47 verdosa
B0 0,7 98,7 98 verés

T w 0,8 152 150 asul

50 0,9 280 216 asul
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CUADRO VI
Estudio de la variacién del agua
Vit.D] % acuoso| Densidedes 8pti-| Densidades épti-| Uoloraciones
en ¥ @ol etencl | ess observadss | cas oaloulades obtenidas
0 5 a7 87 violeta
10 8 i21 120 violeta
20 5 144,5 153 vicleta
30 5 188 i8¢ . vioidoea
40 5 251, 229 azulada
50 5 256 253 azulada
¢ 1C 65 88 violeta
10 10 80,, 80 viocleta
20 10 104,5 108 violeta
30 10 125 126 violeta

sic.



CGUADRO VI (continuscién)

dgtudio de la variacidén del agua.

Vit.D]| % acuoso | Mensidades &pti-| Vensidedes Spti-| Coloraelones

en ¥ | del etencl| ocas observadas czs calouladas obtenideas
40 10 144,, 146 violéeea
50 10 164 166 azul”
Y 20 42 41 violesa
10 20 Slyq. 51 violesa
20 20 88,0 61 violeta
30 20 Y 71 violeta
40 20 78,5 8l azulada
50 20 78,86 81 azuleda
0 0 30 - 30 violeta

sic.
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GUADRU VI (eontinuseidn)
issudic de 1z wariacifn del agua,

Vis. My % asuoso J Sansidedes Gvu:t dansidedes epnj Ool.omio::
o ¥ del etano} sas obssrvadas | eas ealculades obtenidas
10 L 2 38,5 33 vioiess |
7] & | 36,8 86 vicletsa Jd
L 20 0 K. » i violdowa
4 L 30 48, - 43 violdess ]
20 ] . 47,9 46 B asuleda
0 ® a8 a2 violdesa
%*® i 4¥© . . 29 vioidoen
0 % 80,0 21 inoslore
80 J 80 l azg 4 incolora




e
alcoh6lica sulfdrica que se afiade con objeto de dilukk el color ya

formado, tenga la misma concentracidén acuosa que la del aleohol pre-
sente en la formacién del color. Los resultados estén representados
en la figura 9 (en ordenadas % acuoso del etanol en volumen y en gb~
clsas densidades &pticas frente al agua), y de esta figura se deduce
la rigura 10 (en ordenadas § de vitamina Dy y en aboidas densidades

Spticas frente al agua).

4. 5. VARIAQION EN KL TINMPO,- Se considera la variacién que se
efectda en el tiempo, los ensayos se reallzan en condiociones norma-
les, ¥y sus resultados wienen expresados en el cuadro VII, ¥ se repre-
sentan en la figura 11 (en ordenadas, nfdmero de minutos transcurridos
desde el momento de tener lugar la reaccién y en aboisas densidades
épticas frente al agua). Llevados, estos resultados, a la figura 12
(en ordenades ¥ de vitamina Up y en abecisas densidades Spticas frente

al agua) se observa cémo varia con el tiemno la curva de calibrado,
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CUADRO Vil

igtudio de la variacién en el tiempo.

Vit Dp e ) Minutos bensidades épticas | Vensidades dptim-?
transourridos observadas duteninles
0 ] 152 1%4,4
0 10 143 1%9,2
0 18 144,85 144,0
Y Y 150 148,8
0 25 181 153,06
0 30 187,p 158,5
10 5 189,5 187,2
10 10 193 194,6
10 18 204 01,9
20 » 07 209,35

sic.
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VII(continumoidn)

Xstudio de la urho_ién en el tiemno.

Minutos

Vensidades dpticas

V1.0, ¥ Jansidades épsicas d
fSransourridos observadas chlentadas
10 25 £18,5 216,6
W o 885 224,0
20 ] 242 241,0
2 10 49,0 200 8
20 13 aes 260,86
20 & 273 269,7
20 25 277 290 ,2
0 ) 287 290 ,0
0 5 296 203,7
30 10 303 06,0

sie,

K



CUADRO VII (eontinuacién)
Xetudio de la variacién en el tiempo

17

Vit.Dp en) Minutos Uansidades Sptiocas | Vensidades Spticas

transsurridos| o¢bservadas calculadas
%0 15 315,9 . 18,2
=0 20 333,56 330,5
0 25 347 342,8
0 0 352 855,0
4 5 343 348, 5
40 10 356,5 361,5
40 16 372 376,3
40 20 394 390,8
40 25 399,5 405,5
40 20 419 420




*n el sentido de ir teniendo menoy mozmam mu -u ng
- sea menwr ¢l giro efectuado. .. . N _
Lse experiencies descritas en este cap:ttm doanu‘brm m ndio"
| . Tioeclonew que sufre la onm de oslidbrado el vsr.!.nr lce f:ﬂtm
g la influencisn. Con ello se hen axpliedo ha aomd.dwﬁc Qo- |
tre la resocilin, se ha expuesto une infinidad de curves de odibm.
do y se he visto como influyen, y de que modo tm diaﬁnto, los &~
versos resctivos que intervienen en la remcciséng por tanto o) ne
yodem condensar en una féymule matemfitios ‘l&nﬁgmbln :l.ndo-
pendientea, y querer expresar la exactitud del nétodo pmmm,
se deben considerar ecss ceusss de error Junto . Jas msmm Il-
bidas a los aparatos y al obserwador. Se o'bnem en lss «tuﬁaﬂ- ,‘
ciones ye citadas en los diversoc cuadros, ofmo el error absolute
va en sumento en razén dirccte con ls densidad $ptics que nln

en el colorfmetro, pero que no varfe por esta ceuss el eITOTr Tee
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8., Aplicecilm de la reacoidén
e la determinacidn cuantitasiva de la vitanina B en asceites,

5. 1. VITAMINAS Dy Y Dy AISLADAS,~ Se ha estudiado hesta ahora la
forma de verifiocar la reaccidn aniftica de la vitamina ¥p euando ésta
se encuantra en solucidn etandlica., Je considera ahora el caso de que
se halle en una solucién aceitosa de un preparado med{cinal., Fn estas
sondiociones la scompaiian esterines y otras substancias que sambién
producen color con los reactivos empleados (N 3); pow sllo ew necesa-
ria la saponificacién y librar de esterinas el insaponifiosdle.,

8¢ efeotta la saponificacién (eon la téonieca de Sentos Ruis y Co-
rreia Ralha«8-5«) a una solucidn oleosa de vitamina M e independien-
temente & otra soluoiln oleosa de vitamina Dy y se separan las esteri-
nas por el método de la‘digitonina (después de ensayar los dor méto-
dos desoritos en la parte tedrlea ss emplea mk del digisénido, por



¢

su mayor rapidez puesto que, conociendo la scantidnd de estserinas pre-
sentes en el aceite (B 6), se puede realisar su extracoién sasisfac-
toriamente en una sola operaoién), Se disuelve el resfduo en aloohol
absolutd y se verifica la reaecién de modo normal eomprobéndose que

1°.~ Una cantidad determinada de.vitanina Ug 4isuelta en alcohol
produce la misme densidad Spvica que otra cantided igual de vitamina
Bg disuslta en acelte y tratada en la forma deserita,

2%, Oantidades equimoleculares de vitamina Ug y vitamina Dy ori-
ginan igual ndmero en el colorimetro.

5. Bs GUN VITAMINA A KN ACEBITES ANIMALES,. A) estudiar los resulta-
dos eolorimésricos obtenidos oon mezolas de vitamina A y vitamina B3
en unos preparados que contienen distintas cantidades Relativas de
estas dos substanoclas (euyo material de origen ha sido previamente sa«
ponirieado y exclufdo de esterinas) se observa que, a medida gue 1la
relecldn vitamina A / B3 ge va haciendo mayor, para ma clerta oanti-
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dad rija ds vitamina B; presente, las densidades 6ptiocas van experi-
mentando un cierto aumentoc, datonces se pensé que, si en mﬁlquier
soncantracién relativa, distinsas canudadu presentes soguien le bey
de Beer, sus curvas de calibrado podrfan resolver el problema de la
determinacién de la vitamina ¥ sin necesidad de separarla de la vita-
mina A, Parsa ratificar este supussto, prepédrsnse una serie de solu-
ciones an las cuales varian las cantidades relativas de vitamina A y
Dg gradualmmnte. las conocentraciones relativas de estas soluciones son
de 20, 15, 10, 7,5, 5, 2,5, 1,25, 1, 0,75, 0,50 y 0,85 U.I,
de vitamine 4 por 1 U, I, de vitamina ¥ en todas ellaes. ¥n cada una
de estas soluciones se realizan una serie de ensayos con objeto de
determinar sus curvas de callbrajle, y se comprueba que efecfjivamente
todas cumplen la Ley de Beer, y que la variaclén de 1&3 inelinaciones
de estas curvas va siendo menor a medida que la rekdeién vitamina
A/D se hace mayor. Los resultados obteanldos ¢stén representados en

el cuadro VIII y en la figura 13 ( en drdenadas U, I. de vitamina ¥



CUADRO VI
Ensayos realizados en memelas de vitamina &; eon vitamine 4

4y

U.I. de A Un A de 100 densidedes Spticas Unde 75 U.I,
ante 1 U, I, e corresponde oon n de AL D2 las
de % de D] U.I, de B] U.I, de A ¥ de A | dens, Opv. sig.
W o 0vez| 3,00 69,4 23,1 108
18 0,0943 5,73 85,9 18,8 154
10 | 0,108 4,20 42,0 14,0 178,5
‘v,s 0,117 4,09 38,2 11,7 213
5 0,147 5,90 £9,5 9,84 254
B78 _.0,349 9,98 24,9 8,31 800,85

sic.



CUADRO

ViiX

(eontinuaeidn)

dnsayos realizados en mezelas de vitamina iy oon vitamina A

UnA de 100 densidedes éptieas

U.l. de A UnA 4e 70 UL,
ante 1 U, I, se gorresponde oon B de A() a las
® » * d““c 6 " 1
4 ¥ de B|U.I. ae B|U.I, de Ay ae 4 Ph. B38
s -
1,28 0,401 18,04 22,8 7,61 338,56
1 0,547 21,9 21,9 7,30 341
0,78 0,713 | W8, 7,8 7,13 s850,5
0,00 1,01 40,7 0,3 6,79 se8
#‘
0,36 1,75 7% ,0 17,5 5,84 428
0 10,2 768 (¥ 0
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y en aboisas densidades 4pticas frente al ;.. agual,¥e ella se ha ob-
tenido la curva de la figura 14 {en ordenadas némerc de U, I, de vita-
mina A por 1 U, I, de vitanina B, y en sbcidas ndmero de U, I, de vi-
tamina B que comprende una variasién de 100 ndmeros del oolorimetrol,
La curva de la figura 15 (en ordenades nfémero de U, I, de vitamina A
por 1 U, I, de vitamina ¥, y en ebcidas inoremento eon que responde
el colorimetro, en una solueidn cualquiera, a un i{neremento absoluto
de 75 U, 1, de vitamina A) deducida de las rfiguras 13 y 14 resuelve
el problema de la dsterminacién de la vitamina ¥ cuando ésta se en-
cuentra junto a la vitamina A, &1 proocedimiento seguido para dicha
determinacidn ea el sigulente:

1°.~ Una vez saponificade y separadas las estérinas del aceite de
que se parta, se forma con la mezola de vitamine A y B, una soluecién
aloohdlica de volumen V; am una cierte rraccién de V se analiza ocuan-
titativamente la vitamina A presente en ella por medio de la reameién
de Carr y Price, utilizando el frotémetro de Fulfrieh, y expresando
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el resultado en U, I. segin las equivalencias enecontradas por Rissert
y Daits (D7, RB y V 8),

£2°,- In una olerta fraccién V/n se practioca la reaseisén estudiada
en este tradajo, Y se lee en el celofotémetro ol resultado, ¥¢ reali-
sa la misma operaeién eon 2¥/n, 3V/n, 4¥/n,... hasta obtener la our-
va de ealibrado {(normalmente son suficientes ¢ ensayos para teaer la
seguridaed de habder conseguido, ocon sus resultados, la recta de cali-
brado).

3%.« Obtenida la curva de calibrado, se determina en ella el in-
orementoc de densidades Spticas que corresponde a un ineremento de
75 U, X, 4e vitanina A, 36 lleva este valor a la curva de la figura
156, ¥ la ordenada de ese punto expresa la relasién 4/D, obteniéndose
inmediatanente, puesto que ya se ha determinado previamente la santi-
dad ebeoluta Ade vitamina A presente en ¥, la cantidad absoluta de vi-

sanina P en v.
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$. 3. G G. GAROTEIO N ACKITES VEGRTALES,- e trate wia solucién
alochélica de  earoteno de punto de fusidn 184,0° G/ eon furfural
y éeido sulfdrico en condiciones nomales, y se comprueba que, al igual
que la vitamina D y la vitamina A, el (3 caropteno produce las mismas
coloraciones, violada en pequefia cantlidad y azulada en mayor. Al mis-
mo tiempo se fija su curva de calibrado que sigue la Ley de Beer, M
vista de ello se \i;oalizan de modo andlogo al efectuado en las mesclas
de vitaminas A y I, une serie de soluchomes alcohéliocas en las que
varfan las concentraciones relativas de 3 oarotenc y viteanina ¥p,
para tratsr de hallar alguna relacién entre ellas, como suaede en el
cano de las dos visaminas, ¥e eonsideran las curvas de calidbrado de
las siguientes solucionest! 1 U, I, de vitamina Bp por 12, 8, 3, 1,5,
0,75, 0,60, 0,45, 0,30,,8,12, 0,048,y 0,018Yde (3 oaroteno., Zstas
solueiones, seniendo en ocuenta la accidén diolégiea del 5. earotens, se
sorresponde con los siguientes valores de vitamina 4 m&, I. 20,
¥, 65, 8,5 1,25, 1,00, 0,75, ©,%0,.0,20, 0,075 y 0,00, BEgtos



]

dltimos valores son 1los que se mencionsn ez lo sucesivo, Todas las
solusiones expresadss se comportan de acuerde oon la Ley de Beer, las
tangentes de sus ourves de ealidrado, van sufriendo menor vesisoidn
a medida que va aumentando la relecidm e caroveno/B,, Xstes tangem-
tes vienen dibujadas en la figura 16 (en ordenadas ¥ de vitemina &,
y en aboisas densidades épticas frente al agua), Zsta variacién pue-
de estudiarse mas olaramente en la figura 17 (en ordenadas cantided
relative de Q earcteno~-expresada en su equivalmmte deo U, I, de vita-
mina A~ en funcién de 1 U, I, de vitamina B, presemte, y en abelsas
densidades Spticas frente 2l sgual. 3e comprueba claranante que estas
ourves zon del mismo tipo que les ohtenldas en lo® mezolas de vitanin
na Ay vitemina Dy, Le curva de la figura 18, anfilega a la de la figura
15, resuelve el problema de la determinacidn de la vitanina By euan-
do se halle mezalada con % ocaroteno, los recultados de los distin-
tos calibrajes, vienen {nclufdos en el ouadro IX, 8a observe que, lo

niano se oxpresan los resultados dce\ saroteno y vitamina A em R



CUADRO IX

insayos rulhuu en meaelas de vitamina Bz eon @ umm. A

Un A de 190 densidades Sptices | ]
- oaraseno Un A de (3. ear.
sfﬁng.x. __ se eorresponde oon B 3"u“%°g;§
e A)snte ]‘ %y .
1UJZ, de P ]‘d. D1U.I, de {&?}:’ fd. (spm. dens, p'.‘c.
[ T
o9 ° ¢ L a8 9,38
+ i
" 0,70 0,0 00 360 18,4
#_ .
» 1,39 58,5 B35 ss) 14,9
o +- { + 1] | 1
5 2,14 88,7 4 259 17,5
B g T
2,5 jL 3,31 , iz8 331 199 23,6
1 4
3 5,59 223 05 154 53,5
.- 1 i |

sie,

L[
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CUADRO IX (eontinusecidn)
insayos realizados en mesolas de vitamine B, oon (. earotene,

4

Un h de 100 densidades dpticas

) ML LY T Y
1 Ui, e B Sde DI U.X, Qe dﬁ'f:’ag" ¥ de (. O8R | aena dpt. sig}
0,76 o,naT 260 187 112 ;o,o
L % -+ + —d
0,80 7,00 0 100 % ,0 ,0

A
0, 10,9 ™o wv ! e 93,7
0,098 15,9 636 57,7 £8,6 187
0,020 17,8 082 1 2,0 12,8 586
) 19,2 768 o 'u




2

que en U, I, no eoinciden smbas curvas. £l1lo es dedbido a que ambos
acormafiantes de la vitamina 8 mo producen la reaceién con le misma
intensidad,

Ue este trabdajo se obtiene la resolucién del provlema de la deter-
minacidn de la vitemina ¥ eusndo se halle mesclads con @ caroteno, y
el proeedinmiento a  seguir es el siguiente?

1°.,~ B¢ saponifica y se separen esterinas., Se forma oon el resfiduo
una soluaién aleohSlicm de columen ¥V, sesvalde en uma fraceidén de V
la cantidad de e earotenc pressnte (@ 1 y X 13),

3°.~ 3¢ determinan colorimétrieamente, mediante la téonica dada en
el capitulo 3, diversas fraceiones de '1, hasta conseguir le recta de
calibredo,

3°,~ Se observa en diche recta el incremento de aensidad optieca que
sorresnonde a uma cantidad Ade (% earoteno equivelente a 78 U l, de vi-

tamina A (en actividad biol8gzioca). Se lleva este walor a le figura 18
Y la ordenada de ese punto proporeiona la relaeién Q' eeroteno/dp, ob-
‘\,



teniéndose inminentemente, puesto nue ya se ha averiguado snterior-
nente la centidad sbsolute de : caroteno presente, la cantidad abso-

\
luta de vitanine B quoe existe en la solucién.
“

4
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6. Gomportamiento de la reaceida
eon substancias esterofdicas anflogas.

Se preparan soluciones alcohblicas de las siguientes substancias:
dpgosterina (b) de punso de rusida 16&* G,, e sisosterina (¢) de
punto de rfusidn 1°C,, colesserine (d) de punto se fusién 149,8° C,,
daido odlico (e) de punto de fusién 193" O, y deldo desoxixdlieo (fr)
de punto de fusidn 174,5° G, Yonsidérese que %odas estas substancias
poseen un mismo ndoleo clolopentanoperhidrofenantrémico, aunque con
distintas cadenas; y ademés, que gontienen un grupo oxhidrilo en 3
comtin, (Hublese sido de desear tratar asimismo sudstemeias que tuvie-
sen blogueado el grupo O, pero estos ésteres son insolubles en alco-
hol, y por tantc mo se pueden menejar en las condiciones fijadas).

Se realizan unos cusntos ensayos con cada subssancia, { seis por

lo general), y se obtienen sus ocurvas de calibrade, comprobéndose
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GUADRO X

Xetudio realizado ocon substancias esterofdicas anélogas a la vis. Uy

sanetanctd Fogauta] seso| 48,5 [ o 408 o demntantes oy

tratada | empfriea| mol, ::'133'“‘“ g;:tﬁ:‘" ;f::"mgﬁ,m
Vv, By |9, 0 | 306 650 19,2 9,50
Ergost, | VoK 0 | 308 201 82,2 n,a
bostons, | OpHg0 | a6 | 207, 5,0 8,17 1
Colemt., |Ug,B 0 | 388 218 45,8 8,80
Sotdo | 9xaHgo0s| we 221 45,8 9,01
oxiod1ico :5‘243‘004 492 63,7 187 3,49

3
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oue las soloraciones obfenides siguen ls Ley de Beer. Loes resultades
estfin exprasados en el cuadro XK. Los emsayos efectundos en todas entass
substansins cuyas Aensidaden épticas frente al agua son menores, apro-
ximadamente, de 300, salen violédeeos y con densidades mayores se van
azulando, Los resultados del ocuadro X vienen exnresados gréficamente

en la rigtxi-a 19 { en ordenadas nfimern de veses aque eatéd contenide una
cantidesd de ¥ igual al neso noleocular/100 de eada especie quimiecea con -
siderada, y en aboisas densidades Spticas frente al agua),
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1., OONSIDERAQYONES SO0BRE LO8 RISULTADOE,

in la parte experimental se ha comprobado la importancia de la
téonica propuesta, que permite -ya que se ajusta a la Ley de Beer- re-
solver el probdlema de la valorsoifn de la vitamina B, bien estd als-
lada, 0 se halle mezclada 6on vitemita A o earotens, Yreyendo ha-
ber estudiado experimensalmente la reaceidn desde los mas interesantes
puntos de viste, se exponen a oontinuacién las deduseiones gque surgen
al considerar en detalle el protosolo de laboratorie.

4 primer dato obtenido sobre la substancia producto de la reaceidn
investigada, se deriva de que al agitar conjuntamente la inserfase azul
eon la fase alcohdlica, s6lo quedan unidas un corto tiempo, al cabo de
el ocual vuelven a diferenciarse; ello manifiesta que el vproducto de
la reeacoidén es insoluble en aloohol etflico, vor lo.que se puede pre-

suponer que gu meléoula 1o nosse alngdn grupo oxhidrilo.

ElL hecho de que oon tanta facilided varie el color del producto fi-
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nal narace indiear que, o bien las substancilas originadas en la reac-
ci&nlaon tan 1é4niles oue una penuefia moditiocasién de un amente exter-
no ems sufiniente para haecerias camhiar, o hien existen en estas con-
dieiones varios proeesos posihieo, y segin sean las cantidades o ae-
tividaden de las substanciam en nresencia, asf se originen unos u dios
Vomo el segundo suvussto es mas fdcil de nbservar direstamente, se
efestdan ensnyos en loa que se varfa dnicamente la cantidad presente
de sascarosa, la graduacién de la tonalidad del eolor resultante, jun-
to al color lila obtenido en el ensayo sin visamina, indica clarsmen-
te que la coloracién obtenida ~como se suponfa~ es una mezela del co-
lor producido por la sacarosa oon el &cido, y del color originado nor
la vitamina con dichas dos substancias; parsee, vuss, evidente que la
segunda teorfia es la verdadera, 0 sea, qus el eolor tosal es una agre-
gaocién de otiros colores, y como tal, suma variable segfin la magnitud
de sus commnnentes,

Kl heoho de que existe una correspondencia biunivoca e $dentidad
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eatre la colcracidn rinal de la solueién total y la ocoloraeidn predo-
minante en la zona interfésica, manifieata que la sudbstancia causante
de dichas coloraciones es 1la misma, y ademéds, la mas intensamente ocolo-
reada de todas las restantes, puesto que su color es el que predomina
al fin,

Consesuencia de que no se soloree el anilio interfésico cuando la
adioddn de una gota de sulfiries se realiza mucho tiempo desnués que
la anterior -a diferencia dsl modo normal en el que el goteo se verifi-
oa rédpldamente-. 4l parecer, la Unica difercneis consiste en que el el
primer c2so nc ll2za a poseer,el tubo de enssyo,tants temoeratura omen
en el scpundof{ypor existir en el primer método mas tierpo para eteetuni-
se la irralicaeisn del calor producido en la dilueisn sulfdriea) y por
tant? ce miede suvoner:

1°,~- “ue 1a reaccidn neceritn una cierta tewrneraturs nars 8N génesnils,

(energlr dc activacién ten eorriente en les vremcelones orgfAnioas)

8°,. (ue )a recceldn ee endotémica ¥ por tanto, que leo mayor tempera-~
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tura consegulda en sl segundo método aumentn el desplazamiento del
equilidrio de la reaccldn; pero 3l eate suvuesto es clerto, como el
ndmero total de ealorfaz obtenido en ambos métodos 3.10‘ lakgo Gal tiemm
po es idéntico, atn con velocidsd extremadonmente lanta en comﬁaroién
oo el ?bgundo’métndo, tamb18n en el vri'iero se poduclirs vneona pooo

la remccidn; como esto dAltimo no se advierte en muchos Ai~s de obser=

vecién, ello indica que Js reamcoidn tdmmicanente gonsidarada, 2 48 AQy~
Lra o sxotizmica.

E1 hecho de que e veya difuminrando la resccidn a medids que el
atanol emplendo sea de mayor riqueza acuosa, demuentra una vez des-
cartada la posibilidad de queel aleohol etflico tome parte en la reac-
cién con la totalided de su mesa -~dads la centidad de moléoulas de 61

existentes cn comparacidn la de las dends substancias prescntes en la

reaceidn-, que Jog pmoléeulaos 4 asua setorban © Jimiden la xeaealdn.
#11o conduce a sospechar que gl agun 66 M8 nrodugto 4s 1o reseaidn,
¥y su presenclia la implde por cfoeto de la ley de acolén de masas;
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en consacusncias una de las funciones que realiza el 4cido sulfrdrico es
la de prororeoionar al medio de reaccién un enédrgico deshidratante,
in ocuanto a la cuestidén térmioca poco puede modificarse por'ecto cam~
bio, ruesto que el calor de disclucidn del de¢ldo sulfdrico en alcohol
et{1ico es andlogo al originado al disolverse en el agua,

R fenfmeno de odscurecimiento de la coloracidn obtenida al compds
con el tiempo transcurrido -como sucede enn la generalidad de las reac~
ciones coloreadas~ puede aser fruto de une nueve formacién de dicha sude~
tancia, puesto que la modificacidén del matiz ez infinitesimal (lo ousl
no se encuentra en contradiceiém ocon la enterior considerseién sobre
sl gradiante de la velooidad de la reacoién, ni eon la marcha general
de las reacciones orgénicas), Bl supuesto de que se efectde una volie-
merizacién de la sudstanoia formada, no es probable, puesto gue vor
mucho tiempo que se prolongue la observacién no se observa ninguns mo-
dirficecidn en la homogeneided del todo.

La formacién de un precipitedo al afiadir agua a la solueida final,
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demuestra la insolubilided en agua del producto de la reacoién, ¥llo
impelia a obtener la composicién del producto rinal de la reacoién
operando oon grandes cantidades, pero se desistil de ta) empresa al
gonsiderar que la reaccidn en blanco -0 sea, en iguales condiciones
pero sin vitamina D= produce id&nticos precipitados negruzeos (U 1),

Bn el medio tan fuertemente 8cido de la reaceidén, la sacarosa ha
de sufrir un desdodlamiento en sus exosas ocorresnondientes, para lo
oual necesita una moléoula de agua}

Chilpehy; - B9 duido, 200K, 0,

las dos exosas dbrmedas, 4 glucosa y 4 fréoctosa, enscontréndose ean me-

dlo sulfdrioco sufren posteriormente una deshidratacidn, produciendo

metilfurfurel:
CHOH - CHDH

GH — @i
|
mzon..hn %}Mmzo_,m,on-d\g/g ...<
)

debido 2 que tanto las monosas como el derivado furfurdlico tlienen
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eomin ol grupo Rje= 0\4;2 se eatudia el ocomportamientc de diversas
substancias que poseen esta caracterfstioca, para 1lo que se opera en
las mismas condiociones en que se tratd la sacarosa, O sea, se prepa-
ran soluciones etanéliocas 0,005 M y se les afiade la solucién de vita-
mina ¥y y el doido sulfirico. e ensayan de este modo las sigulentes
substancias: Acetona, bensaldehido, benzofenona, fenantrenoguinona,
furfural, glucosa, maltosa e-aunque no contiene grupo 00, debe genera®-
lo en las ocondiciones expuestas igual que la sacarosa- 2metilnafto®
quinone 1-4, Bmetilabxlnertoqninona 1-4, ,, naftoquinona, paradimetil-
aninobenzaldehido, paraguinona y vainillinas, o sea,’- les mas diespares
substanciss con grupo Ry = W:Z , aldehidos gra;oa y arométieos,
cetonas grasas y aroméAticas y quinonas; pues blen, los resultados ex-
puestos en el cuadro I no pueden ser mas concluyentes, las seis subs-
tanelas aldehidicas den reaccidn rositive, y las siete que no lo son,
no. Beeceiones en blenco ~con los mismos reactivos menos la vitamina

Bp- originan color violaceo las de los azficeres y furfurael, y anaran-
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Jedo las de los demés aldehidos tratedos. Ante estos resultados posi-
tivos de le funcién aldehfdica, y dado que esta funcidn es esencial-
mente reductors, se ensayan otros reductoresy tales como &cido oxélieco,
pirogalol, y sulfito s6dico e hipofosfito sédioo -preparando, eomo pa-
ra las anteriores substancias, disoluciones etsanélicas 0,008 M., K B
CUOH -~ COOH, al igual que el un(sosn) produce en la ocapa éoida, el
tipioco color rojo, y al agivar va efectuando las transformaciones a0~
nocidas, rojo -» violeta <& lila =) azul. (B ambos la reaccién en
blapco resulta incolora). 4nte este resulsado 4e que reaccionen de
iguel modo un 4o0ldo orgénico que una sal inorgéniece, y para mayor oon-
vencimiento, se realizan em ellos diluciones, y al igual que lo que

se ha observado en los azdcares, la diluciéa producida vertiendo eta-
nol solamente sodbre el azul ya obtenide, es ds ocolor verdo-o. ¥ la ori-
ginada por una disoluoifn etandlice de &cido sulfdrico, en la que la
concentrasidn del &0ido es la miesmam que la de la soluoidn que se va

& diluir, no cambia el matiz del color, heeiéndolo solemente la inten-
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sidad, wetec fenémeno lo producen idénticamente la reaceildn efectuada
oon é4cido oxdlico vy la realizada con bisul™ito sédieo. M el otro par
de reductores ensayados, aunque se obtlenex una fuerte coloraeidn,
ésta no resﬁlta azul, se Justifica esta desviacidn vor el hecho de
que existan otros factores que influencien la coloracién, Ea resumen,
da funcidn gue reallza 3m sacarqen a0 la reacoidén, ae hags dnlsamense
& 8u actlvidad reductora.

En los intentos de produceidn de la reaccidén elestroquimicamente,
el hecho de originsrse barrcs varduzcos s mmy distintas difersncias 4_e
potenclal, y el de que la formaoidn de color surge en el electrodo
opuesto al que ®e ®E espera encontrarla -y no tiene objeto pemimar en
une "reduccidn anédica«, obligaron a abandonar la idea 4e realizar
mas finamente la reduccién , o see, verificarla en un cemielemento,
-para imvedir rosibles interferencias entre los nroductos nacidos en
los dos electrodos-, pars ello ya re tenfa commrobado frente a otro

genielenento de calomelano que diche solucién conduce la corriente,
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¥ basta medido el posecnocial de la pilla formada) mediente un potencis-

metro (muestra 0,17_ voltios aa%ando el calomelanc de polo negativo

5
o sea, ¢l voltaje toval da (#0,54) ¢ (40,175 = +0,4l5 voltion.

5; ha observadc anteriormente que la sacarosa se transforma en fur-
fural, por 1o que en lo suocesivo se empleard esta ﬁltimA'nubstagoia
en luger de la primera,en todas las reasciones, con ello se eliminan
aquellos procesos ya mencionados que pueden ir ligados a reacciones
necun&érias y andemés se excluye de la solucidén, el incramento de dos
moléculus de agua que produce cada molécula Ze sacarosa en su conver-
eifn & furfursl, eviténéoso as{ la reversiblilizacién.

Las experlencias desoritus en el cuadro 1I demuestran que:

1°.~ ig necesarla la rresencia de¢ un deshidratonte anérgicg.

2°,~ Para que lae reaccidn sea positiva, g¢ preshkss la aatuacidn
de un dcido gon una 2ran gonstante de discelaclén.

3*.~ La presencie gleluda de un dcildo o de un deshidratante - por

lo nenos ¢n la intensldad accstumbrada-~ no es condicién sufioclente
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para la realizacién de la reacecién.

4°,.~ lLa naturaleza oxidante del 4cido sulfdrieo no influye en la
reaccién -como debe suponerse hadiéndose comprobado ya que en @l seno
de la mesa reaccionante tiene lugar una reduceién-.

5°/= &l 16n sulfato no es necesario aen la reesccidén, puesto que sin
8l se origina la misma coloracidn.

Los anéayoa verifiecados con distintos alcoholes demuestran que la
naturaleza del alcohol presente en la remccién que se estudia no in-
fluye sobre la naturaleza del produsto coloreado obtenido, (aparte
del gran ntumero de proecesos quimlicos que pueden verificar las molé-
culas de 4cido sulffirico en contasto con las de alechol etfliee, ori-
ginar etileno, 4cido etilsulfdrico, eter dletilico, sulfato de dieti-
lo), por tanto, el dnico papel que representa es el de Aisolvente.

Se empleard en lo sucesivo como disolvents el aleohol etflico, dado
que es el mas econénico.

Las rruzhbes descritas sobre 6l proceso térmico de la reaceidn de-
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dejan cluramente seniado que g¢ peqesite ung Yemperatura no inferdor
Aal°® G, pars gue ss —~rodumca la reaceidn au emtudlo, y también la na-
Jurnleza amotérnics de la reaceidn.

Al efeotuar la reaceidn en el termostato no toma, de momento, la
solucidn un color tan intenso scomo cuando se realiza normalmentevcn
el matraz, lo cual demuestra que en el sequndc procaedinianto se ocon-
sigue en algtnos puntos mavor emperstura de 78° S. gus Anfluve sm
la gonstante de yslocoidad de la xeacaldn.

Las experiencias desoritas en el capituln nrimero sobre la influen-
ela de Jg luyz demuestran blaramenie que su presencia po op Negesaris
¥y que g} M una mayor o menor cantidad de fotones no influeneisr
2y reallzaeidn.

De las curves de la figura 5 se deduce que:

Kl error producido al afiadir una cantidadAdo furfural distinta de
la normal origina una variaocién colorimésrica que sigue la ley de
Bewmr, y puede determinarse mniendo el punto 37,5 de densidad éptica
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frente al agua,con @l punto que ococupa en la ocurva normal de calibra-
do una cantidad de vitanina D fgusl a la que existe en el ensayo cone
elderado; por santo el error es variable y estd en funcién de la can-
tigkd-de vitamine presente y en razdn direota y en progresidn aritmé-
tica con ella. Por ejemplo: Una variacién del 5 % on exoesoc, del fur-
fural afisdido origine con 0 f de vitemina D yn incremento de 10 néme-
ros del colorfmetro, con 10¥ 185 nimeros, mon 205 20 ndneros eto,

S en lugar de los 5 mgs. de furfursl que se han fijado pera efectuar
la reaceidn se emplea otra cantidad cualoulera, lu cupva de oelibrado
sigue sjusténdose a la Ley de Beer aunque cambie su inclinanoién, dedi-
#0 a estar en presencie mdtue dos reacoiones e¢olorimétricas, r sumar-
se su efecto. in la figura 6 {en ordenadas ¥ de vitamina D2, y en ad-
cisas densidedes Spticas frente al agua) estén didbujadas algunas de
estas inclinaciones o tengentes. Estes inclinacidhas x otras cuales-
quiera pueden oaloularse fécilmente a partir de la figura 5, detas fi-
guras enscfan tembién cuéndo resulterd la reecoidn azul o violeta,
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aunque olaro estf, eon une olerta indeterminacién en los l{mites de
ambas zonas, puesto que siempre ze nroducen las dos colorasiones y,
por %anto, la ocoloracidn rcsultante es mezela de las dos allf exia-
tentos, variando infinitesinelmente su matiz, resultando imposidble
preciser visualmente el limite de arbas (fenémeno visual anélogox al
de loé puntos de fusién de las substancias amorfas).

De los figuras 7 y 8 se deduce olaramente:?

1°,~ 5§ sec emplea uga centidad cualquiera, pero fije, de 4o0ido sul-
tdrico, la variacidn producida en la reaccidn nor haber rresente Als-
tinta cantidad de vitamina By, se ajussa a lo dispuesto en la Ley de
Bewsr, Los tangentes a esta sorie de rectas de g9alidrado ven wvariando
segdn una curve parabSlice. Verias de ellas estédn representadas en la
figura 8.

2%.,~ 5% la cantidod de vitariina ﬂz’existente el una cerie de reac-
clones en que se vaya variando la cantidad de dcido sulfdrico, Per-

mancce fija, los resultedos se ajustan = una narébola que, en la dis-
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posicibn de la figura 7, cs de oje vertical.

3°.~ Seglin sca la cantidad de vitamina By que se considere; asi se-
ré la curvatura de la pardbola, que se 1rd emtrechando e medida qpc
sea mayor la cantided de vitamina B, empleada; por tanto a mayor oan-
tided presente de vitemina D2, el error producido por la adieién de
un pequefio exeeso de Aeido sulfirico, va tomando ¢ada vez maysr enver-
gadura,

Respeoto al color obtenido en la resceidn, tamdién se deducen da-
tos interesantes:

1°,~ Para gue %a reaoeidn se eolorec 8s necesaria une gran eantided
de 4cido sulfirico, en comparacién con las restantes centidades de
otros reactivos. dsto ratificz la necesidad de gran ocantided de (K %)
-de 1los dos papeles de &cido sulfirioo, como 4Ashidrasante =erédn pre-
eisos pocos moles, en ocanmbio como pEdnctor de (H’), 4ado que mm las
condiolones f1jadas estd el #oido muy pooo ionizado, aa distintoe,

3°,~ 31 se amnlean cantidades de fcido sulféwieo menores que las
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de la curva de ealidrado, la reacoiém resulta de color verde, 1o que
aiplica aguel ocembio a color verde, observado al efcotuar la dilucidn
en medio etandlioco,

3%+~ Al observer la zona media de la figura 7 se scomprueda que el
eolor szul que aparece en la reacoién™4 ene cxiatenqia fisica sino
gque resulta de la eonjuncién de los dos colores proionto-, verde y vio-
leta puesto que la zZona observeda de color azul ss encuentra entre
les de los otros dos acolores,

Las figurse 9 y 10 comprueban:

1°.~ Una variacién de la riquesa acuosa obliga a que los puntos de
la curve de celibrado se trasleden siguiendo ourvas parsabéliocas, y por
tento también se modificen asf{ la: correspondiente: ourve de oalibra-
do0,

£2%,« La Ley de Beer sigue cumplidndose sea cuslquiera la rigquesa
acunes de)l etanol empleade,

3%~ Bl agua em el mes importante de todos log factores estudiedos,
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puesto nue un 1 % de agua rapresenta ya una pérdids del M % de la
ecoloracidn.

4°,« La correspondencia biumivoca observada entre el color de la
reaccidn y el Fy de la ailucidén, ocuando la reacoisn se ofectda en al-
eohol absoluto, se origina 1dénticamenta ousndo ol aleohol contie-
ne una risgueza acuosa cualquiera; lo que demuestra nue ol agusa immi.
de las dos reacoiones, pero no modifrieca el equilidrio entre ellas,
Se deduce de estas considerasiones que gl sonfrel 4al sontenido asuo-

20 de lap distintas sgluciones amnleadas. o8 48 la maver imnartaanala.
Las figuras 1l y 12 ratificen que:! ’

. 1J.= Los puntos de la ourva de walidrado se desplazan a 10 largo
del tiemmo siguiendo un mismo punto del infinito.
2%.« La Ley de Beer se sigue cumpliendo siempre, sea ocualquiera el
tiempo transeurrido.
3°,= Cuanto mas fuerte sea la intenridad del color, mes profunda es

la veriacién que cufre eon el $iempo.
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Debido 2 las caracteristiess del celofotémesro, suanto mas fuerte
e8 la intensided del color ocbservado, mayores errores sénproduoea an
su doterninacidn, por desplazarse entonees la aguje del indleador
aon menos intensidad y mayor lentitud. Ademés, los errores producidos,
lo mismo en la adieién del furfural que en la del £eifdo sulfdrico son
meyoree cusnto meyor ser la centidead de vitamine P presente; por tan-
to, rara cvitar estos errores, es oonveniente operar con la mencr can -
tidad posible de vitanina,

De 1as figuras 13 y 14 se Germrende ague!

1°.~ La vitamine A produce tambiém colorseidn eon los reactivos y
condicicnes f£1)adas, |

g%.~ La reaceiénr producidas por le vitanmina A sigue la Ley de Beer
sunque no con ls misma intensided que la de la vitamine B.

3°.~ Mezolas de vitamina 4 y vitamina D, de cuzlquier concentra-
eidn reletiva, se comportan de acuerde aon la Ley de Beer,

4°.- La tengente de lo curva de Baer obtanidn con mezelns de vita-
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mine A vy vitamine D estd en funcidn de la cantided relativa de vita-
mina A respecto a la cantidad de vitamine B pres-nte en la soluciéa,

5°.~ La variacién de dicha tengente, o sea del efecto total eolo-
rimétrico, paralela a la modificacién de la relaciédn vit. /D, sigue
una curva continua.

De las figuras 168 y 17 se odbtiecnen 1dénticas oconeideraeiones que
las Aednecidas 46 las 12 ¥y 14 ya exprecedas, 0 gsea, aque el @ earoteno
también reaceionz en las ccndiciones f£ijadas produciendo una resccién .
soloresda; que dicha reaccidén sigue la Ley de Baer, 1n §ue permite
su valorasidén cuantitative; que las mezelas de (> earotenc oon vite~
mina P de cualquier concentracién relctiva también se ajuntan 2 la
Ley de Beer; que la variacién de lasconcentraciones relatives de es~
tas dos substancias origina una variaseidn en la inclinacidn de la;
racta que refleja ol resultado, Yy que Adichs varizecién ricus une 18-
nees coni!nua.

Los resultados experimentales desoritos en el cualro X, una veg
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fijudes Bas curves de celibredo,: sirven, en prirer luger, para analie
z8r colorimétricamente todes las substenciss ellf Gescrites,puesto
que todes siguen la Ley de Beer; y en zegunde lugar part empleerlos
¢c bese en el estudic tebfrico que £e expone mas adelante,

Bn la figure 19 se leterxine ¢8m0 & medida que ve riendo menor el
nfmero de dobles enlaces conjugndos que existcn (2 gn le vitamine B,
2 en la ergocterina y O er las demﬂs'sub:tanclas) la resccién se va
producienio con mucha menor intensided, ello ze correspcnde léglos-
mente con los conocimientos generesles existentes sobre el color y la

constitueidn molecular.
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2. INTENTO DE EXgLICAOION TEORICA DFE LOS FFNOMIMNOS OBGCERVADOS,

Mn la parte experimental se ha demostrado la necesidad de un me-
dio fuertemente &cido, de un deshidratante y de un reductor, mas la
adicién de una olerta energia, para que la vitamina P produzca la re-
accidn estudisda. e trata ahora de explicar que transformaciones
pueden tener lugar en el seno de la masa reaccionante,

Se ha comprobado que diversas substancias esterofdiocas, con muy dis-
tinta cadena alifética en su moléoula, originan le misma coloraeién.
3¢ debe suponer, por tanto, que el fendémeno de coloracién se debe a
transformaciones verificadas en el nficleo eiclopentanoperhidrofenan-
trénico. En las vitaminas D ya no existe tal nfisleo, sino el de (a)
que tiene dnicamente de comfin con las demds substancias esterofdicas
estudiadas, el grupo sxhidrilo del carbdbono 3; por tanto vamos a fijar =

nos prineipal:mente en 41. Se puede suponer que debido a la gran cen-
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$1dad de anergia presente y al madio §an fusrtemente Acido que es
necasario para la nroduccién de la reaceién, uno de los muchos pro-
}tones que se encuentran en 81, es atrafdo por uno de los pares cléo-
trénlcos solitarios del dtomo de oxfgeno y ecordinado a 81 (b), Hete
compuesto colocado en wA medio fuertemente deshidratante y agtivado
al mismo tiempo por la gran cantidad de ocalorfas que se estén despen-
diendo en el seno de la solucidén, originard la esoisidén de una molé-
cula da agua, quedando el cardanc S fonizedo positivamente (e), lo
que veriricard que los cardbonos adyacentes se carguen negativamense
por induceidn alternante. £llo hard que nusvos protones se acerquen
al oarbono 4 (d) y que alguno de ellos, de los mas activados, pueda
unirse a uno de los Atomos de hidrégeno, formando una moldoula de Hp
y el compuesto (el. (Una eantidad de ¥ tan pequefia de vitemina P pre-
sente en la rescsidén, me es de extrafiar que impide observar la infi-

nitesimal ocantidad de Hp desprendide «39,8 ¥ de vitamina Bp despren-

3
derdn 0,22 mme e Hz a presién normal- mas, cuando el desprendimiento
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se realiza & 10 largo de una gran cantidad de tiempol. B ocompuesto

(e) tendrd nne existencis précticamente instanténea, puesto que el
medio fuertcmente reductor proporcionaré los dos electrones necesa-
rios para su neutralizacién eléctrieca, por 1o que en 8l producto de

la reeccién (§) se hadréd formade un nuevo doble enlace en conjugaoién
con los otros tres del antiguo ndoleo B, Bn resumen, se conssituye

un nu?vo cuerpo oon una agrupacién Hg0 menos y un doble enlace mas,

lo que hace auentar a cuatro ol nfimero de dobles enlaces conjugados
existentes, La presencia de un dodble enlgce en un cerbono terniario
que se encuentra triplemente conjugado con otros dob;es enlaces, 6x-
rlica que, segfin se genere una vibrecidn eléosrioce ente &1 y uno, des
o tres de los dobles enlaces que tiene conjugedos, as! raespectiva-
mente ird oreciendo el nimero de formas l{mites isémeras, 1o cual quie-
re dedir, expresado de otra forme, que el empectro de adbsoroién del
todo, se ird desplazando hacia zZonas de mayor longitud de onda, o sea,

8@ 1ré obscureciendo e ird recorriendo la gama de colores observados,
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1o mismo en el anillo interfésioco partiendo de la fase sulfdrica a la
alcohdlica, que en la marcha normal de la reaccidén a 10 largo del tiemm
po. ML compuesto (£) seréd por tanto el causante de la soloracidn ver-
de observada al fin de la reacoidn (ya se ha visto como, aunque apa-
reoce agul a la apreciacidn visual, la coloracidn del producto final
obtenido, no deja de ser un error d8ptico, el cual el ccesionado por
encontrarse presente junto al compuesto de volor verde derivado de

la vitamina O, el de color violeta osasiocnado en la resceién indepen-
diente del furfural con el dcido sulfdrioco). En 61 se efectfian vidra-
clones electrénicas entre ftomos situados en tres de loes antiguos nd-
cleos esterinioos (a semejanza de los derivados trifenilmetlliocos, en
los que se desplazs su eavectro de absoroldén haoia mayores longitu-
des de onda a medlda que un auevo oiclo bensénieco entra en la mesome-
ria del oonjunto sumentanao con ello el ndmero de férmulas lf{nites
posibles) y por tanto, es comprensible y natural que llague a oonse-

ghirse en 81 la coloracidn verde observada. Con estas ocontideracio-
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nes queda estudisdo tedrlcamente el proceso exlstente én la reaccién
estudiada,

Al revicar conjuntemente las reacciones de la vitamina D,descri-
tas en la perte tedrica, a la luz de loa oconoeinientos quece acadban
de adouirir, ce observe que los reactivoc determimmntes de cade proce-
sc, son substancias oue poseen funciones quimicas anélogas a las nue
se ha demostredo son nesesariss para que le reaceidn estudiada tenga
lugar. 4sf respecto al rsductor, en la reacoidn de Broekmann y Chen
(B 7) se encuentra 8P#icloruroc de antimonio en nresencin de olorofor-
mo, ¥ éste en contaoto ocon el oxfgeno del aire, reacciona producien-
do fosgeno y Acido olorhfdrico; por tanto y= sce aprecis aue el sbcl3
puode'actuar de redueto™ en econtacto aon el HOl, & la reaccién de-
Oruz Coke (C 9) tembién existe HCYL, Bn ls de Halden y Tzonit (H 2) se
encuentra asinismo HCl y pirogalol (el tan conocldo reduetor fotomri-
fico). Zn la de Kegil-Miescher (K 1), en su forma mas tiplea existe

bromo, cue on eontacto con £cldo ecético puede formar £eidos bromoa-
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ebticos vy A01dn bromhidrico, fa las verientes de Pettenkofer se halda
en todas nldehidos (Kawaguti y Woeker (Al y W25) emplean vainilline
y turfurel; Ohyame (O 1) fructoss; Scherrer (8 7) benzaldehfdo. #n
las de Licbermann~Burcherd (B 11), »n k= #e Meesenmaecker (M 3), 8al)-
kowsky (S 1), v Sobel (8 17) también se oricinard #cido elorhidrieco
& pertir de cloroformo. fn la de Shear (8 1£) también existird olor-
hidrico. #n 1p de Noller (N £5) se halla oloruro estannsso, Bn le 4de
Tortelll y darré (T 7) edemfs de bromo y Acido acésico, eomo en la de
Kagt-Miesecher, clorofcrmo. Por tanto todas las veacoiones coloreadas
de le vitemina D dedas hasta hoy, cuentan con un reductor. de puede
ohservar igzualmente y de modo muchn mes fAcll sue todas ellas se nro-
Guecen en nresenoia de fcldos fuertes, y que al mismo tiempo que no
tienen lugnr en medic acuocsn, se efeatlan en contaeto con substanclas
fuerternente deshidratantes, ya sean anhidridcs, 4cldoe coneantrados o
pales higrospdplans. Por otro lado, a excencifn de las de Noller, Shoar.

Pregl y Selkowsky que producen un golor rojo, y le de Brockmann, en



126

las festantes, por lo general, muestran al pronto une coloracién roje
que se ve transformando en violets, vy finalmente en azul y verde; por
tanto, creoniréndoce la vitanina D en contacto con susdtancies de fun=-
clones quimicas enfllogas, y sigulendo las ooloraciones unas transfore
maelones perelelas, es de sospechar que eatss coloraciones sean los

diverscs estadios de une misma transformaclén, esto es, que gxiste

&2 ledag eatgs xeagcloner X Su 1as numercsas yarlantes halladas al xea-
di3sr gakc trabaldo, un zagus ¥ dndco nrocesg da dlaehs yliaunina.
In le bibliograria ya citeda, como en cste trabajo, se ha compro-

bado eomo la resccifn eatudisda, (aunque oon ella se obtiene la deter -
aineoida cuantitativa de la vitamina D), no es especificea de la vita-
mina D, sino que es comin 2 otras muchas substancius esteroldicas. ror
conslguiente sugiers que cn %0das8 e¢stas substancias se produsce la mis-
me reecclén, aungque claro estd, para que sc realice, deben transfor-
mar.e previcuente en vitamina P, 1o que explica el hecho observado de

cue cumnto mas dlferente de la f4rmula de la vitemina D sea la de la
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caterina estudisda, nenos intonanmente tenga luzar 1n reaccién; puese
£o e a mayores Aiferencins, maysr ndmoro 4e Hasos nececlitarf recoe-

rrer hasta consegulr la férmla de la vitamina. Estas fransformacio-

nes requerirdn su tlamo y por tanto, en ol tiemno fijado, serd nanore

el ndmero Ae nolédeculas portadoras de coloracidn, y menor tanmbién el
afimerc obtenldo en el celofotémetro., Asf la ergosterina onrn dos dodles
enlaces conjuzrdos, -para un nismo ndmero de molésulars- nroduece (oua-
iro X) la resccién un 42 % menos intenssmeonte; l= esolesterina y la
@;aitosterina, con un solo dohle enlace, llegan a Aisminuir 1a inten
sidad en un 60 %, Finalmente,el dcldo’~ desmoxfodlico, sin ningfn do-
ble enlace ni grupo oxkidrilo en el ndclec B, la rebaja en un 88 %,
¥stc que ce scaba de exnhoner parecen confirmarlo diversos trabajos de
puteres norternericancs (1 y Y 1) en 1os que se demucstra que la
arcifn del reactivo Liebermann sodbre numeroses esterines, originé la
aperieidn dc actividzdes antirraquiticas. Ello ho s1do comprobads en

sub:tenclas cue ~o-ecen un Aodle enlece en 4 o 5, e¢cn ¢ sin srupos ox-
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hidrilos, con o0 sin otros dobles enlaces, con o sin grupos ceténicos
en tres o siete; esto es, en tinos oomo los descritos a continuaeidn

de A hasta X (s6lo se dibujan los ndoleos A y B y de modo esquenddi-

60).
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l.- be estudis una variante de las experiencias del ¥r, Villar ra=-

lasf (V 2), oon la que se obtiene una reaceién coloreada estadle de

la vitanina ¥,

2.~ de comprueba que la reaccidén verificade en la vitamina V¥ al
afiadirle furfural en soluoién etandlieca y &cido sulfdrico, sigue la
Ley de Beer, y por tanto, permite evaluar la vitamina ¥ por mésodo
colorimétrico.

3.~ Se establesen las condiaeiones en que tiene lugar la reaecidén

del modo mas satisfaatorio.

4.~ de determina que la reaccidén estudiada, y sus muchas variantes

consideradas, es un caso particularizado de una reaccidén general de
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la visanina 0, que se produce en presancia de un reductor, un deshi-

dratante y un medio fuertemente #foido, al suministrar energfa,

g,~ 8¢ emite una opinién sodre el mecanismo de la rescoién essudia -

da,

6.~ 3¢ exponen unas ideas sobre la identidad del proceco existen-

te en la mayorfa de las reacciones coloreadas de la vitemina D,

7.~ Se enunsie un método gue permite valorar la vitemina ® cusndo

ésta se encuentra en soluocién aceitosa,

8.~ 8¢ f£1ja una téenica, mediante la que e consigue valorar la

vitemina D en contacto con vitamins A, sin necesidad de separarla,

9.~ Se muestra un procedimiento que efeotfda la valoracidn de la
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vitanina D junto a Q‘urotm. sin necesidad de aislarla.

10,- 8¢ aplios la resccidén estudiada s la wvaloracidén colorimétri-
oa de @mouno. eolesteprina, Sotdos eblico y desoxiedlico, ergoste-
rine y { sivosserins, '

1l.~ e oonsidera tedrieanente ¢l paralelismo que existe en las
transformaciones verificadas en la vitamine » y en otras substanecias
esterofdices, al tretarlas oon los reastivos indisados,

forificada, da Lochirn Lo Lo proesente Memerin on ol

LA L LT
e el e £

Madnd, 1 de febren e W |
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