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El analisis quimico como método previo del control biologico
de vitaminas *

Por los Doctores E. RAMIREZ y M, D. RIVERO.

El analisis para determinar el contenido en vitaminas, tanto
de los productos medicinales como alimenticios, consiste en deter-
minar la cantidad del producto que previene o cura la avitaminosis
de animales sometidos a una dieta desprovista de la vitamina por
investigar, comparando los resultados con los obtenidos anadiendo
a la alimentacién cantidades conocidas de vitaminas patrones.

La Ley mexicana, expedida por el C. Presidente de la Repu-
blica con fecha 29 de enero de 1937, a propuesta del Consejo de Sa-
lubridad General que aprobd el proyecto de Reglamentacién de
Control Biolégico, formulado por uno de nosotros (Dra. Rivero),
establece los siguientes requisitos:

Art. 29.—Los productos que se diga contienen vitaminas, acon-
sejados para su uso terapéutico, deberan sefialar en los marbetes
y hojas de propaganda la vitamina o las vitaminas que contengan
de acuerdo con la denominacién internacional aceptada por la So-
ciedad de Naciones.

Art. 30.—Cuando los productos medicinales a que se refiere
el articulo anterior se diga contienen las vitaminas A, B!, C. o I},
debera indicarse en los marbetes y hojas de propaganda, su titu-
lacién en Unidades Internacionales.

La Unidad Internacicnal de vitamina A, equivale a 0.0006 mgr.
de Carctina B pura. La U, L. de vitamina B! equivale a 10.0 mgr.
del producto de adsorcién tipo suministrado por el Instituto de
Hampstead. La U. I. de vitamina C corresponde a 0.05 mgr. de
acido ascérbico levogiro puro. La U. 1. de vitamina D- corresponde a
0.000025 mgr. de Calciferol.

Art. 31.—FE] control biolégico de las vitaminas A, B1, Cy D
se hard de acuerdo con las especificaciones sefialadas por la Comi-
sién permanente de Standarizacién biolégica de la Sociedad de Na-
ciones, utilizando para comparacién los patrones suministrados por
el Instituto de Hampstead. El control de la vitamina A se fundard

* Leido como trabajo reglamentario de turno, en la sesién extraordinaria del 3 de
agosto de 1938,
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en la accién curativa que ejerce sobre la xeroftalmia provocada en
la rata por un régimen carente de vitamina A. El control de la vi-
tamina B, se hard determinando la dosis del producto necesaria
para mantener normal el crecimiento de ratas jovenes sometidas
a un régimen de avitaminosis B. En casos dudesos se ecomprobarin
los resultados con los que se obtergan en el tratamiento del pichén
atacado de polineuritis consecutiva a dieta de arroz pulido.

El control de la vitaminag C, se hari determinando la dosis
cotidiana necesaria para evitar el desarrollo de lediones escorbati-
cas macroscopicas en cuyes jovenes sometidos a un régimen escor-
butigeno.

El control de la vitamina D, se hard estudiando el poder cura-
tivo sobre diez ratas de 40 a 60 gramos de peso sometidas a dieta
raquitogénica teniendo en cuenta la curva de peso v la prueba de
calcificacién scbre la linea huesosa metafisiaria.

Art. 32.—F] Departamento de Salubridad se reserva el derecho
de exigir la indicacién de presencia y potencia en los productos que
se diga contienen las vitaminas B, vy E, cuando la Comisién de
Standarizacién de la Scciedad de Naciones establezea las normas
de control o cuando sean establecidas por el Departamento de Sa-
lubridad Puablica.

El control biolégico que establece la Comisién de Higiene de
la Scciedad de Naciones, es el tinico método que hasta ahora ofre-
ce las suficientes seguridades para una correcta titulacién de vi-
taminas; pero lo laborioso y tardado de su aplicacién, obliga a bus-
car métodos quimicos que viclenten la obtencidén de resultados.

Los métodos fisico-quimicos descubiertos hasta la fecha, care-
cen de la especificidad necesaria y no son lo suficientemente pre-
cisos para poder hacer una titulacién, sobre todo cuando se trata
de la aplicacién de reglamentos que entrafan sanciones. Sin em-
bargo, el ensayo quimico, el espectro-fotométrico v el de la lumi-
niscencia pueden dar indicaciones muy valiosas.

Las investigaciones que hemos emprendido han tenido por objeto
aclarar si los métodos colorimétricos pueden emplearse como un
ensaye previo al control biolégico, a fin de descartar aquellos
productos que se alejen seguramente de la titulacién dada por los
fabricantes o de rvestringir la experimentacién biolégica a los
margenes de aproximacién encontrados en el ensaye previo, lo
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que se traduce en un ahorro considerable de tiempo v de ani-
males.

Vitamina A.—La vitamina A es una media moléculz de ca-
rotina beta, isémera de las carotinas alfa v gama, cuya mezela
constituye la carotina. Tiene la siguiente férmula estructural:
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La carotina es una substancia cristalina, rojo-violeta, que da
soluciones concentradas rojas y soluciones débiles amarillas; so-
iuble en lipoides, se encuentra en los vegetales. Calentande jugo
de tomate en atmoésfera de N durante 17 horas a 97 °C, pierde
1790 de su actividad. El beta Caroteno (Vitamina A) es un cuer-
po oleeso, incoloro, soluble en lipoides y en cloroformo. Hirviendo
mantequilla en atmésfera de N durante 17 horas, pierde el 33%
de su actividad vitaminica. No se inactiva por la pasteurizacién
de 1a leche; pero en medic dcido a 80°C, se destruye completa-
mente en 12 horas.

La titulacién de la Vitamina A se hace en Unidades Interna-
cinnales segiin la decisién de la conferencia de Londres en 1934,
La U. I corresponde a 0.6 gama del patrén internacional suminis-
trado por el National Institute for Medical Research de Londres,
igual en actividad a 2 mg. de la solucién patrén en aceite de coco.
La solucién patrén contiene 0.01% de Hidrequinona, para su con-
servacion,

Para su empleo debe hacerse una dilucién al 1x10 del pa-
tron en aceite de coco, calentando a una temperatura superior
a 26°, pero que no exceda de 35°C. El aceite de coco debe some-
terse previamente a la siguiente prueba: El color de una solucién
de Carotina al 0.003% en el aceite por probar, se compara con una
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golueién acuosa de bicromato de potasio al 0.5%. La comparacién
se puede hacer en cualquier colorimetro. Nosotros utilizamos el
fotémetro graduado diferencial de Pulfrich. 1 cc. de la solucidn
de Carotina se guarda durante una semana a la temperatura de
37°C, en la obscuridad, en un frasco con tapbén esmerilado, de
5 ce. de capacidad, para que contenga suficiente cantidad de aire.
Se repite la determinacion colorimétrica. Kl aceite de coco es uti-
lizable, si la decoloracion es inferior al 10%; en caso contrario,
esa muestra de aceite de coco no debe emplearse. Con aceite de
coco comprobado, se hace una dilucién al 1 x 10 de la solucion
patrén y se congerva en un frasco con atmoésfera de N, a la tem-
peratura de 0°C. Como siempre se debe trabajar comparativamen-
te, es conveniente proveerse de una muestra de aceite de higado
de bacalao, que después de ser rigurosamente controlado, sirva
de patrén para examenes subsecuentes, comparandolo de tiempo
en tiempo, eon el patrén internacional.

Los sintomas de avitaminosis A en los animales de Labo-
ratorio se pueden clagificar en cuatro grupos:

lo.—Alteraciones de la piel ¥ Ias mucosas. Queratinizacidn
v cornificacién de los tejidos epiteliales, con disminucién de su
resistencia a las infecciones y supresion de las secreciones. El
sintoma mas apreciable es la xeroftalmia y la cornificacién va-
ginal, que da una imagen semejante al “test” de Allen y Doisy
para la comprobacién de la foliculina.

20.—Degeneracion de los nervios acompaiiada de degenera-
¢ién de los cordones de la médula, que se traduce en el perro
por espasmos, calambres y paresia del tren posterior.

80,—Alteraciones de la coroides que ge traducen en hemera-
lopia. _

40.—Alteraciones del aparato genital. En el macho se pre-
senta degeneracién del epitelio de las vesiculas seminales v de los
canaliculos seminiferos; en la hembra por infecundidad.

Dos son las manifestaciones mas importantes de la avitami-
nosis A en la rata: la detencién del desarrollo y la xeroftalmia.
Sometidas a régimen carente de vitamina A, las ratag jévenes
sOlo crecen hasta agotar su reserva vitaminica; después dejan
de crecer, pierden peso, desaparece ¢l apetito y mueren en colap-
sus nutritive. La xeroftalmia aparece a las 3 6 4 semanas de
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que se empieza la dieta carente de vitamina A. Los parpados
se decoloran e hinchan, La fotofobia es marcadisima. Entre Ia
5a. y 6a. semanas la cérnea pierde su transparencia y se seca,
cubriéndose el ojo de una secrecién sanguinolenta. Generalmen-
te el animal muere antes de que se produzea la atrofia completa
del ojo. Antes de que aparezca la xeroftalmia, los animales tie-
nen el pelo hirsuto, dejan de aumentar de peso. La xeroftalmia
tipica no siempre se produece; pero si el edema y decoloracién de
los pdrpados. En ratas de 4 semanas, la xeroftalmia aparece
aproximadamente en el 75% de los animales; en ratas de méas
de dos meses, s6lo en el 25%.

La disminucién de la resistencia a las infecciones origina
alta mortalidad durante la investigacién, especialmente por pa-
decimientos de los aparatos respiratorio y digestivo.

En el cuy, la avitaminosis A se traduce principalmente por
detencién en el desarrollo. Se emplean animales de 110 a 140
gramos de peso. En los pollos avitaminé6sicos se detiene el des-
arrollo, pierden el apetito, la cresta se pone flicida, el pico se
decolora, no pueden sostenerse en pie. Se utilizan pollitos al dia
siguiente de nacidos; crecen normalmente las 3 primeras semanas,
y entre la 3a. y la 4a., bruscamente dejan de crecer y se des-
arrollan los sintomas sefialados.

Como los pollitos se conservan en incubadora, a temperatura
constante, hay que tener la precaucién de que el foco piloto del
termdstato sea de luz roja. Con luz blaneca, los pollitos mas in-
tensamente iluminados, son picoteados por los demés.

A grandes dosis, la vitamina A, es téxica para la rata y el
ratén; se les cae el pelo, los parpados se hinchan y se enrojecen;
aparece exoftalmia, los drganos parenquimatosos sufren degene-
racién grasienta, especialmente el higado. Los animales mueren
con un cuadro parecido al raguitismo, por descalecificacion de los
huesos. Por esta dltima propiedad, las vitaminas A y D son en
cierto modo antagénicas. La dosis letal parg las ratas es de
4,000 U. R. diarias ministradas durante diez dias. Hay que hacer
notar que la Carotina carece de accidén toxica.

Como lo sefiala la legislacién mexicana, el control de los
productos que contengan vitamina A, se hace en la rata blanea,



158 GACFTA MEDICA DI MEXICO

escogiéndose animales de 21 a 28 dias de edad, con un peso que
varia entre 35 y 55 gras.

Se dividen los animales en cuatro lotes: al primero ze le aa
una alimentacién normal; la sefialada por Coward, Cambden v
Lee, parece la mas completa:

Maiz molido. . . .............. 65 Gras.
Trigomolido, .. ................ 20
Lecheenpolvo. .. ............ L.o29
Caseina. . . . ... .. 9

Levadura de cerveza de 5 a 10 Grs. (segiin la edad del ani-
mal, mientras mas joven mas levadura).

Cl Na. . . .. i 0.5 Grs.
CO3 Ca. . . oot 0.5 ,,

Dos veces por semana se le afiade a la dieta 2 gramos de hi-
gado y 2 gramos de berros. A animales de 3 semanas de edad, no
se les ministra higado, para evitar que se devoren entre si.

Los tres lotes restantes se someten a una dieta desprovista
de vitamina A. Al segundo lote se le ministra la vitamina A
Standard, o una solucién vitaminica comercial previamente com-
probada con la Standard,

Al tercer lote se le ministran cantidades variables del pro-
ducto por controlar, dentro de la titulacidn que sefialen los fabri-
cantes, dando un margen de 10%. El cuarto lote sirve de compa-
racién por la aparicion de los sintomas de avitaminosis.

Como la xeroftalmia no aparece en el 100% de los animales, se
comprende que el nimero de los constitutives de cada lote debe ser
muy grande, para suprimir todo defecto en la experimentacién y
todo error en la interpretacién de los resultados.

Un problema interesante es el establecimiento de las distag
carentes de vitamina A. Para dar una idea del nimero de inves-
tigaciones efectuadas, transcribimos un cuadro que resume lag del
emplec mas frecuente.
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Leva- Mezcin Cloru-

No. Autor Caseina Almidon Pextrina 7 0 “ 200 o Na., Carne Grasa Agar
3.—Sherman., . . ..... 18 67 10 4 1
4.—Sure. ... 20 66 10 4
5.—Cady. .. .......... 18 70-72 6-8 4
“G.--Nelsom. . . ....... 18 67 8 1
7. —Steenbock. ., ...... 18 G9 6,9 4 2
8.—Ahmad. .. .... ... 20 75 5 4
4.-—Sherman, ., . ..... 82 4 4 10
10. —Pittenger. ., . ...... 78 G 4 18
11.—Coward, ., . ..... 15 73 ] 4
12 —Drummond. . ... .. 20 54 5 53 15
13.—V. Euler, , . ...... 20 50 140 5 2
14.—Drummend. . . ... 15 70 5 [
15.—-Oshorne, . co.. 18 138 53 4 23
16.—Heb, . . . ... ..., 21 b I 17
17.—Funk, Scheumert, . 20 55 5 ) 15
18.—Oleott. . . ... .. 18 16 S 4 24
19.-—Randoin. e 17 63,5 2.5 4 12
2a—Hauge, . . ...... 1% 63 3 4 10 2
20h— 15 20 52 3 3 h P
e 18 25 3% 3 4 19 2
21.—Xergan. . . .. ... 1% 71 4 5 2
22 —-Culhane, . . ..... 20 [HE A 5 9.9
23 . —Bucharach. . .. ... 20 50 5 11)
24 .—-Mocre. . . . ... 20 60 7.6 53 15

La caseina v el almiddén deben ser extraidas con alcohol me-
tilico caliente v después calentados durante 24 horas a 120° C.
La grasa (se puede usar el aceite de cacahuate) debe calentarse
durante 3 horas a 150° C.

Las mezclas de sales son también numerosas; muy empleada
es la de Osborne y Mendel. Se obtienen, sin embargo, resultados

muy unifermes con la No, 40 de Steembock.

NCI o 23.36
MgSO,TH,O .......... ... ... o v, 24.6
NaHPO,1Z2H, 0 ... ... ... ... ... ... .. 35.8
K,HPO, ©.oiiiiii i 69.6
Ca,H, (PO),4H,O. . . ... ... ... ... 68.8
Lactato caleico; BII'O . ................... 15.4
Citrato de fierro GH‘;O .................... 5.98
Kl ........... e 0.16

La sclucidn de Vitamina A se suministra directamente con go-
tero. :
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Cuando se estudia el efecto de la ministracién de la Vitami-
na A sobre el desarrollo de los animales, interpretado por la curva
de peso, ey conveniente trazar una prifica. Cuando se utilizan co-
ordenadas cartesianas, marcandose en las ordenadas el peso se-
manario, y en las abscisas los logaritmos de las dosis (en miligra-
mos) ministradas, Coward, Key, Dyer y Morgan demostraron que
se obtiene una curva lineal, correspondiente a la linea recta:

+ Y ==ax * b. ' -
Los valores encontrados para a y para b son:

En la rata macho a-— 296 b — 6.0
En la rata hembra a— 179 b = 8.0

Conociendo el valor de ¥ (crecimiento), se caleula el valor de
X; se encuentra el niimero correspondiente a ese logaritmo y se
comrara ese valor cor: el obtenido por la ministracién de dos uni-
dades del Standard. Cemo se emplean indistintamente machos y
hembras, hay que tomar los valores medios para los calculos v
hacer la correccién segin el nimero de animales empleados. Si
m es el nimero de los machos y h el de las hembras, R el valor
obtenido por los primeros y r el obtenido para los segundos, el
valor corregide que debe compararse con el Standard se obtienc
por la siguiente ecuacién:

mR -+ hr

R +r

Nuestro objeto no es sefalar la técrica del Control bioldgico
de la Vitamina A, sino poner de manifiesto que dicho control re-
quiere un gran nimero de animales, un cuidado extremo en su
ejecucion y un considerable gasto de tiempo. Aunque el volumen
comercial en Estados Unidos es mucho mas grande que el de Mé.
xieo, el nimero de marcas comerciales y, por tanto, el de muestras
por examinar es el mismo, v mientras gue en aquel pais existe
un laboratorio para el control de cada Vitamina, un personal nu-
merose ¥y un depédsito enorme de animales, en México, uno de
nosotros (Dra. Rivero) con sdlo dos ayudantes, tiene que efectuar
no sélo el control biclégico de las vitaminas, sino el de las hormo-
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nas y productos opoteripicos, el de los arsenicales v de drogas
como la digital, el estrofanto y el cuernezuelo de centeno, inclui-
dos en la legislacién mexicana sobre control biolégico.

Por otra parte un buen niémere de productos que se dicen
contener Vitaminas, o no las contienen, o es tan baja su titula-
cidén con relacién a la expresada por los fabricantes, que dos me-
ses de trabajo se traducen en rendir un dictamen de inconfor-
midad, originando un fuerte gasto a la Nacién ¥ una gran pér-
dida de tiempo.

Por todo ello, hemos estudiado varios métodos rapidos de
aproximacién, con el objeto de establecer en el Laboratorio de Con-
trol Biolégico, a cargo de uno de nosotros (Dra. Rivero), una téc-
nica rutinaria que permita descartar aquellos productos inactivos
o de muy baja titulacién,

Tres son los métodos no biolégicos sefialados para la titula-
cién de la Vitamina A, lo. el colorimetro; 2o. el espectrofotomé-
trico y 3o0. el de luminiscencia. El método colorimétrico compren-
de tres reacciones principales: la reaccién de Fearon, la de Bez-
ssanoff y la de Carr-Price. La reaccién de Fearon se funda en la
coloracién azul que toman los aceites que contienen vitamina A,
bajo la accién del Pirogalol. La reaccién de Bezssanoff se funda
en la coloracién azul que toman los aceites que contienren Vitami-
na A, bajo la accién del acido fosfomolibdico. Ambas reacciones
carecen de especificidad. La reaccién que ofrece mayores seguri-
dades es la de Carr-Price, que se funda en la coloracién azul que
toman los aceites que contienen Vitamina A, bajo la accién de
una solucién cloroférmies de tricloruro de antimonio.

La investigaci6bn espectroscdpica se funda en que la Vitami-
na A, presenta una banda de absorcién selectiva en el ultravioleta
correspondiente a 3200-3300 Angstroms. Tratada con el tricloruro
de antimonio, aparece una banda caracteristica de absorcidén en
el espectro visible correspondiente a 6080-6120 Angstroms, que
desaparece rapidamente. La absorcién ultravioleta requiere el em-
pleo_de un espectrografo de cuarzo con radiacién monocromatica.
Chevallier aconseja el uso de la célula fotoeléctrica fluorescente
de potasio efectuando la medicién con lecturas en galvanémetro.
El procedimiento exige un equipo costoso, del que carecemos; ade-
més el tricloruro de antimonio no se presta para investigaciones
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que excedan de algunos segundos. La Conferencia Internacional de
Londres, de 1934, acordé como método de la determinacién de la
actividad de la Vitamina A, la medida de la absorcién en la zona
ultravioleta 328 m. Nosotros hemos trabajado con el fotdme-
tro graduado diferencial de Pulfrich y tenemos el espectrografo
de Zeiss; pero para un control de aproximacién es mucho mas cé-
modo el ensaye directo por el método de Carr-Price.

La fluorescercia de la Vitamina A ha sido estudiada por di-
versos investigadords (Morgan y Mac Lennan,”Le Roy Glantz,
Woodrow y Schmidt}. Peacock ha estudiado preferentemente la
luminiscencia con la luz de Wood: sin embargo, no se ha estable-
cido una técnica de cuantificacién.

Por todo lo expuesto, nuestras investigacicnes se dirigieron
especialmente al empleo de la reaccién de Carr-Price. Rosenheim
v Shuster emplean el tintémetro de Lovilond; Kuhn-Brockmann,
el microcclorimetro de Hellige; Bleyer el colorimetro de Authen-
rieth. No siendo diferenciales los dos tltimos colorimetros, la
comparacion del color la han efectuado, respectivamente, con ura
mezcla de sulfato de cobre-nitrato de cobalto, ¥ con una solucién
de azul victoria. Desde este punto de vista la ventaja del foté-
metro graduado diferencial es evidente, Dado que la absorcidn
con el cricloruro de antimonio es en la zona 5500 v 6000 A, resulta
extraordinariamente cémodo trabajar con el filtre 861, recomen-
dado por Emmerie, Juling y Wolff, transparente para esta region
del espectro.

Como los valores obtenidos por la lectura en los tambores gra-
duados del fotémetro de Pulfrich, expresan los logaritmos de la
absorcién, y como la absorcién es generalmente proporcional al lo-
garitmo de la concentracién, las curvas obtenidas con el aparato,
corresponden a una funcién lineal recta, lo que permite la extra-
polacién entre determinados limites, y facilita considerablemente
el trabajo.

Drentro de la reaccién de Carr-Price, existen varios métodos:

Método de Norris-Church.—Para hacer la solucién clorofér-
mica de tricloruro de antimonio emplea cloroformo enfriado en
hielo, con lo que se obtiene una solucién al 18% aproximadamente.
Hacen la lectura en el Lovibond, con soluciones heladas, entre los
15 y 30 segundos, Segiln este método, una Unidad Sherman co-



CONTROL BIOLOGICO DE VITAMINAS 163

rresponde a 2.18 Unidades Lovibond. La Unidad Sherman es ia
mas pequeiia cantidad de vitamina A, capaz de curar animales de
25 gramos en el test de 8 semanas.

Método de Morgan.-——Congsiste en hacer la lectura en el Lo-
vibond no del valor azul, sino del azu) virando al amarillo. Tiene
varios motivos de error,

Método de Rosenthal.—Este autor aumenta la sensibilidad de
la reaccién colorida de Carr-Price, afiadiendo Brenzcatequina. La
coloracién obtenida es roja en vez de azul. Como la Carotina con-
tinta dando coloracién azul, la reaccién de Rosenthal es aplicable
a mezclas de Carotina y Vitamina A. Se emplea como comparacién
una solucién de permanganato de potasio. Existen, ademéas, otras
reacciones para cuantificar la Vitamina A en los organismos y en
sus tejidos; las de Menken, Euler y Virgin, de Gottlieb-Roese y
su modificacién por Lundborg, para su investigacién en la sangre;
la de Laqueur y la de Wilson, aplicables al higado.

Para nuestras investigaciones seguimos la técnica de Ritsert,
especialmente adaptada para el empleo del fotémetro graduado de
Pulfrich. Preparamos por destilacién cloroformo purisimo a par-
tir de cloroformo para andlisis de Merck. D. A. B, 6, deshidratan-
dolo rigurosamente, El tricloruro de antimonio quimicamente pu-
ro fué reeristalizado en cloroformo escrupulosamente secado. La
solucién de tricloruro de antimonio de un peso especifico de 22
Vol. por ciento y tratada con tartrato sédico-potisico y biearbo-
nato de sodio, fué titulada con una solucién N-10 de vodo, utili-
zando almidén como indicador.

Se preparan varias soluciones cloroférmicas del patrén, que
contengan de 100 a 200 Unidades Internacionales de Vitamina A
(100, 125, 150, 175 y 200 U. 1) por c. ¢, ¥ con cada una se hace
una determinacién fotométrica anotando los resultados de Ia lec-
tura del valor de extincién E, en papel milimétrieo; eomo dichos
valores son logaritmicos, se debe obtener una curva de Ia forma
Yy =—ax + b,

Para efectuar la medicién se coloca en la cubeta de 10 m. m.
+ 0.01 m.m., ya puesta en el colorimetro, 0.25 c.c. de la soly-
cién vitaminica y se afiade 2.5 c.c. de la solucién titulada de tri-
cloruro de antimonio. Se mezcla rdpidamente con un agitador de
vidrio y se hace la lectura a los cinco y a los diez segundos, Hay
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que proceder ripidamente, debiendo estar todo el material de tra-
bajo escrupulosamente limpio y seco, para lo cual debe conser-
varse en desecador con cloruro de caleio, Después de algunos mi-
nutos de contacto de los utiles (cubeta, agitador, pipetas, etc.),
con la atmésfera del laboratorio se humedecen superficialmente y
las soluciones de cloruro de antimonio se enturbian inutilizindose
para la experimentacion. En la cubeta de comparacién se coloca
2.5 c.c. de agua destilada. La rapidez de las operaciones es tan
importante, que a los’ pocos segundos de quedar tna gota del re-
active de antimonio pendiente del extremo de la pipeta, se entur-
bia por el vapor de agua del aire. La mag ligera turbidez inutiliza
la reaccion. Durante la lectura, la cubeta debe mantenerse cu-
bierta.

Obtenida la grafica con el patrén, sirve para todo el traba-
jo subsecuente; pero es indispensable en cada tfitulacion del pro-
ducto por investigar, hacer cuando menos una determinacién con
la soluciéon patrén, o con un preparado de Vitamina A, previa-
mente titulado, como lo sefialamos mas antes.

Creemos indispensable obtener experimentalmente la grafi-
ca de titulacion y no atenerse simplemente a la grafica que la
casa Zeiss da con el fotdmetro, obtenida con una solucién al
1 x 1000 de Vogan. En tedo caso, la grafica personal sirve para
la comprobacién de la correccién de la técniea.

En el ensaye del producto desconocido no es valido hacer ex-
trapolaciones, por lo enal debe trabajarse con soluciones que con-
tengan una concentracién vitaminica, segiin el dato suministrado
por los fabricantes, del mismo orden que la concentracién de la
solucién patrén utilizada para la construcecién de la curva. Cuan-
do se desconoce el contenido vitaminico, se procede por tanteos,
hasta obtener una solucién cuyo valor azul quede entre los limites
de los colores azules de las soluciones del patrén.

Para una solucién aproximada, cuando se da la titulacién en
funcién del valor azul de Lovibond, es util tener presente la co-
rrespondencia entre el valor azul y la absorcién en el fotémetro
de Pulfrich, con filtro § 61, dada en el siguiente cuadrs:
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Valor azul
Lovikond. % Absorcién con filtro S 61.
11. 11%
10. 16%
9. 20.59%
8. 259
7. 29.4%
6.5 31.5%

Para el examen del Aceite de Higado de Bacalao v de otros
aceites, debe tenerse presente que las soluciones cloroférmicas sé-
lo se conservan algunos minutos. Media hora después de prepa-
radas ya no deben usarse, Como la conservacién de la Vitamina A,
es diferente en la porcién saponificable y en la insaponificable, es
indispensable hacer dos titulaciones, una en el aceite original v
otra en su fraccién insaponificable aislada. Es necesario, por lo
tanto, proceder g la saponificacién del aceite ¥ separar las dos
fracciones. Nosotros hemos seguido la técnica aceptada por la Con-
ferencia Internacional para la standardizacién de las Vitaminas,
celebrada en Londres el afio de 1934.

Aplicando sistematicamente la técnica descrita en el presente
trabajo, hemos pedido comprobar, por comparacién con los resul-
tados del ensaye biolégico, que el método colorimétrico es de gran
utilidad como ensaye previo de la Vitamina A, permitiendo res-
tringir Ja titulacién biolégica a los limites de aproximacion ob-
tenidos por colorimetria.

Resultados negativos con el método colorimétrico han sido co-
rroborados en el ensaye biolégico, el cual ha dado valores de titu-
lacién, en productos activos, comprendidos dentro de log limites
de titulacién obtenidos con el método de Carr-Price,

El establecimiento rutinario del método fotométrico permite
un ahorro considerable de tiempo y de animales.

En trabajos subsecuentes daremos a conocer nuestras inves-
tigaciones para las otras vitaminas, el resumen de nuestros pro-
tocolos y las conclusiones a que hemos llegado.



