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Cada díaes mayor la importancia que, des

de el punto de vista alimenticio y terapéutico se asigna al com- 
piejo vitamínico B; gran número de dolencias son, atribuiblec a 

deficiencias de este complejo, y especialmente de los factores 

B1 (Tiamina) y amida del ácido nicotínico, objetos del presente 

trabajo»
Como consecuencia de las distintas manipu

laciones que sufren loa alimentos antes de ser consumidos, la 

proporción de Vitaminas de ios mismos disminuye sensiblemente, lie-
f ) (¿ > --5

gando en algunos cacos a desaparecer completamente. Siendo el pan 
blanco, el alimento fundamental de nuestra* población, en razón de 

su reduoido costo, nos propusimos determinar en él el contenido 
en tiaMúa y ácido ñlootinioo.

Stieblíng y Phippard en 1939 (9M demoetra-
• “i

ron que én Botados tridos las dietas del jornalero y empleado pre
sentan deficiencias de varias vitaminas y sustancian minerales, • 
particularmente dé laó vitaminas hidrosolubles B, y de Ca y Fé.

Do las JOCO calorías necesarias para un
adulto, aproximadamente la cuarta parte deriva de harina blanca 
(casi libré de da y Fe y empobrecida de vitamina B) y en el total 
el $0 # de las calor las con provistas por alimentos qué eolo apor
tan jo U*I. de las ¿00 nedecarias de vit. B1 y prácticamente no 
tienen minerales f do ahí la necesíáád del enriquecimiento de los 

alimentos Sin embargó no debe fortificarse todo alimentó; como 
regla general, el aliuento a fortificar debe Ser dé preferencia, 

vehículo de la vitamina que be enriquece en’ ella.

Bn Xnglátérrá en Mulló de 191¿0 y en Botados 

Unidos en Movietíbre de 19U1 ee éstismlá por los gobiernos la for
tificación del pan, con el fin de conservar su blancura tan apete
cida por el público.

INTRODUCCIÓN



Con el objeto de que la harina contenga las 

cantidades primitivas< de vitaminas y elementos minerales,del grano 

entero de trigo, oe usan varios procedimientos»

En primor lugar se podría hacer una molienda 

especial, incorporando, a la harina el; 85 M del granó total, como 

se dispuso en Inglaterra desde 19U1; esto.tiene el inconveniente 

del color pardo oscuro del pan-que se obtendría con esa harina y 

no sería del agrado de gran numero de personas»
Se podría agregar minerales y vltaminao a la

. • * Vs

harina por el molinero o panadero, con lo cual el pan no cambiarla 

de, aspecto; también so podría combinar ambos procedimientos con lo 

cual el pan sería de oolor ligeramente oscuro y con sabor a trigo»

Otro procedimiento consistiría en usar leva* 

duras enriquecidas en tiomlna»
El gobierno de Estados laidos indica que una

i

harina enriquecida debe contener de 3,0 a 2,5 mg* de vit» Bl, de 

1,2 a 1,5 de vit» B2, de 1J a 16,5 mg» de hierro y de 16 a 20 mg, 
de.niaeina o su amida por libra de harina (Soience pág» 675»Jvmio 

29Á5)*' *
La incorporación de estos factores a la hari* 

na se efectúa en general bajo ia forma de compuestos cristalinos 

para las vitaminas durante la molienda, no alterándose las carao* 

terís ticas de la harina en forma alguna» ‘

1W0S HISTORICOS,.

La primera evidencia de la existencia
' í I , C' ' f ¡ ' , £ • ..

de ciertos factores en la dieta indispensables paradla vida, pro* 

viene de H» Lunin (1881)de la escuela de Bunga (2) quien concluyó 

que proteínas, azúcares, grasas y elementos minerales son incapaces 

de sostener la vida y estableció que alimentos naturales, como la 
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leche» deben tener» por consiguiente» al lado de estos principios 

conocidos» pequeñas cantidades de sustancias aún no conocidas» 

esenciales para la vida»
En 1897 Hopklns efectuó investigaciones 

del berlberl en la India Oriental Holandesa» concluyendo que éste 

resulta de la continua alimentación con arroz decorticado»
En 1901» Wildiers» en Lovaina (95) des» 

cubrió que las levaduras necesitaban para su alimentación lo que 
él denominaba con el nombre de "Bios” y que luego se conoció como 

complejo B»*
En 1906 Hopklns concluyó que la leche 

contiene factores accesorios de alimentación»

En 1911 Bmk» bioquímico^ del Instituto 

Linter de Londres» aisló del salvado de arroz una sustancia que 
era capaz de curar polineuritis en palomas en dosis de 20 mg»

Estudios efectuados en América por Os» 
borne y Mendel» indican la existencia en la manteca de una sus tan» 

cía que ejerce influencia en el crecimiento»

Hb Oollum denominó a esa sustancia eeen* 
clal promotora del crecimiento "soluble en grassíA*»
Al otro factor cuya deficiencia produce detención del crecimiento 

lo llamó “soluble en agua wBn.
El primitivo concepto de la única naturaleza de la vit» B es reem» 

plazado por evidenciarse que esa vitamina no es una sola sustancia 

sino un complejo que contiene un componente promotor del crecí* 
siento lábil al calor» que previene los síntomas polineuríticos en 
ratas y aves y otro» promotor del crecimiento» estable al calor 
que previene dermatitis en ratas»

En 1926» Goldberger (2) demostró que la sustancia que cura la pela* 
gra humana previene o cura dermatitis en ratas y el "Black tongue* 

(lengua negra) de los perros»



Bn 1929 Xa Amerlcan Society of Biológica! 

dhemistry retiene el término vit» B a la parte terinolábil anti* 

neurítica del complejo y designa con el nombre de vit» G (en ho
menaje a Goldberger) a la parte termoestábil o antipelagrosa»

Los británicos denominaron vit» B a todo 

el complejo* Bl a la parte termolábll y B2 a la tersoeotábil» 

Contrastando con la naturaleza simple del componente termolábil, 
el termoestábil es muy complejo» 
WUliams (2) Indica los siguientes factores!

Saborea termol&biles»
Vit» Bl, tlamina o aneurlna 

Vit* BJ * necesaria en adición a la tiamina para mantener el peso 

en las aves»
Vit» Bl¿ - considerada como necesaria para creclraiento de ratas y en 

los pollos y para protegerlos de parálisis específicas ♦ 
Factor W 

y además otro factor quizá idéntico a la vit» BJ»

Factores termoestábiles»

Riboflavina (B2> factor de Crecimiento en ratas y preventivo de 
cataratas»

Acido nicotínlco (factor F»P») preventivo de la pelagra» 
Vit» BJ * factor aumento de peso de aves» 

Vit» B6 • promotor crecimiento en ratas»
/

Indica ademas otros factores de poca importancia»
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PARTE PRIMERA: Tii^dna gn^paP^.harlna dejpajilf le ación 

Cgpltulo prta^go
Hlstoria-Proniedadeo físicas y químioas

&i 1885 Takaki, médico Japonés» director 

general de los Servicios Médicos de la Armada Japonesa fuó el pri

mero en descubrir el hecho que un cambio do dieta puede curar el 
beriberl, enfermedad que se presenta principalmente en loe pueblos 
consumidores de arroz» de Japón, India y. Malaya (1) Takaki, adi» 
donando a la dieta harina» mée carne y vegetales y reemplazando 
el arroz en parte por trigo y cebada,logré reducir notablemente 
el beriberl en las fuerzas navales*

Aunque esta enfermedad prevalece en loó 

palees del éste asiático, también ha sido encontrada en los Esta» 

des unidos, sobre todo en Instituciones penales y asilas insalu» 
breo* ’

Investigaciones científicas intensivas empüezan con el descubrí» 

miento de Eijtean (1897)* de que gallinas y pollos, desarrollan 
una enfermedad (polineuritis de las gallinas) muy similar en sus» * 
síntomas al beriberl humano, cuando ellos se alimentan con arroz 

pulido# Gracias a estas experiencias Eljkman establece que una 

alimentación con arroz pulido desarrolla convulsiones y eplstóto» 
nos» caracterizados en aves por retracción de la cabeza y movimien
tos del abdomen*

El sucesor de Eljkman, Grijno (1901) demos» 

tro que el beriberl es causado por una deficiencia dé un factor 

esencial An la dieta, contenido en la corteza desechada del arroz;
■'0. "

este trabajo de Grijns da la primera clara descripción de una en
fermedad de deficiencia e Inicia la investigación de las propie
dades y distribución de los principios accesorios de la dieta (2), 
En 1906 Eljkman y Grijno demostraron la solubilidad déla vit* anti» 

beriborioa en agua y alcohol diluido, la tqrmolabilidad y su



difusibilidad al través de una mesbrana» fistos hallazgos son con
firmados por Fraser y Stanton (1909) quienes introdujeron el uso 

de reactivos de alcaloides, particularmente cloruro de mercurio 

y observaron aumentó de la labilidad del principio activo en solu
ción alcalina*

En 1912 Suzuki (2) establece que la sus
tancia curativa presente en el arroz pulido puede ser ppda* por 

ócido fosfotúngstico.

En 1912 Funk, bioquímico del Instituto Lister de Londres (5),curó 
ratas con dietas polineuríticos por la administración de extractos 
acuosos de corteza de arroz*

I

Loo investigadores americanos Vedder y 
Williams en 191$ ensayaron concentran el constituyente antineurí
tico de la cascara dé arros* antes que los documentos de Funk lie-

» .■ !

garan a las Filipinas* Ellos han mostrado que el principio activo 

debe pasar al través de una membrana, es adsorbido por el carbón 
y debe ser ppdo* por acido fosfotúngstico.

En 1926 Janeen y Ponath (i|.) obtuvieron por primera vez al estado 

cristalizado la vitamina Bl a partir de la corteza del arroz y lt 
atribuyeron la fórmula C& S20* pero Windaus, Tachesche, Ruhkopf 
Laquer y Schultz en 1952 constataron que este cuerpo tiene además 
del 8, S y que la fórmala bruta es Cjg Hjg OS*
Ohdake en 1952 por un método de aislamiento similar al de Janeen 

y Donath obtiene el. clorhidrato cristalino de una sustancia de 
menor potencia, compuesto sulfurado que funde a 2J0° con la compo
sición Cjg ^16 Gg s.

En 1956 (5) Wüliams e independientemente Grave explicaron la es
tructura química de la vitamina Bl. En ese mismo año la síntesis 
de esta vitamina es efectuada por Williams y Cline y por Andersag 
y Westphal.

Williams y sus colaboradores (6) idearon un método para asegurar 

liberados consistentes de clorhidrato de vitamina antineurítica de

*2*



aproximadamente $ gramos por tonelada de arroz pulido o sea el
25 Jí de la cantidad presente en el arroz pulido#

El primer rendimiento obtenido es muy s 

pequeño, pero trabajos últimos han mejorado latócnica; Ohdake 
obtiene 1,6 g* del clorhidrato de 11,500 Kg« de: cáscara de arroz, 
pero Williams obtiene 0,Ú5 £• de 100 Kg*

■ En 1957 (5) X*ebjnan y Schuster aislaron
r j i;

; A ' ‘f

cocarboxilasa cristalina de la levadura y probaron su conatitu- 

cióncomo ester pirofosfórioo de vitamina Bl*

£r2J>ledadeg. fíoigas x guínicao

La vitamina Bl conocida también con los 
** ''■l. { '

nombres de tiamina, anear ina, orizaminá, torulina (noo&re histó- 

ríe o ,7) os, químicamente el cloruro clorhidrato del U motil 5 beta 
hidroxietil H (2 motil t¿ amlno pirimidil (5) ®etil tlazol*

EX clorhidrato jde vit* Bl es soluble en 
agua Í1 g* en 1 cn^j, en alcohol (1 g* en 100 en?, de alcoholado 

95a o en JI? de alcohol absoluto)^en gliceriua (1 g* en 18 en?) 

y ácido acético*

Es insoluble en éter, cloroformo, benceno' y acetona»
La vit* Bl. es ópticamente inactiva* El 

clorhidrato cristaliza de soluciones acuoso alcohólicas como el 
hesnihidrato, fundiendo a 2l¡B • 250°C» (Cline, Williams y Flnkels* 
tein) (8) (9)<

El bromuro bromhídrato se presenta en 

rosetas de agujas que funden a 229 * 2J1 °C» EX punto de fusión de 

otras sales es como sigue; sulfato 20} y 276 * 78» (10)$

-5-
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nitrato 16^ • 5* picronolato dimosfo 165 y 229$ plcrato 208; sal 

de oro 189; rufinato 291»
Al permanecer en aire húmedo, crie taleo 

de vita B1 absorben, humedad en una cantidad de un mol*
En lo que respecta a su estabilidad 

trente al calor (1) por experiencias animales se demuestra que la 

tiamina no es apreciablemente modificada por úna hora de ábulli» 

Ción en solución acuosa; a una alta temperatura 120 * ?0®C» en un 

autoclave es deteriorada en un corto tiempo y continuando el oa-
•v /•■‘•■r’ví;*>V- .

lentamiento completamente destruida* Bota es la principal dife» 
renda con la vite B2 que es más estable al calor*

Levadura autoclavada no demuestra efecto 
curativo sobre el beriberl* La vitamina es estable a altas concen
traciones de hidrogenlones pero es rápidamente destruida por ál
calis, asi por ej*, ^alentada 1 hora a $6* a pH í|.,5 se destruye 

el 25 /í; calentada 1 hora a 96 o a pH 7 5° & calentada 1 hora
a 96® a pH 10 se destruye el 80 jC y se descompone totalmente por 
calentamiento de i; horas a la temperatura de JO » l|0®0* Sin embar
go la vitamina contenida en los alimentos naturales a su tempera
tura de cocción no sufre pérdidas, pero pasada ésta la destrucción 
es importante»

SI ae callenta 1 hora a 110 °C no sufre ninguna pérdida; calentando 

1 hora a 120 °C se pierde el 50 jt; a ÍJO^C $6 X de pérdida y a ll|OaC 
100 $ de pérdida (111*

«¿ue la actividad antineurítica de los alimentos sea sólo destrui
da en pequeño grado por cocimiento puede ser debido al hecho de 

que la vitamina se presenta en forma combinada en una extensión 

más grande que libre*

La aneurina es adsorbible de solucio
nes acuosas por varios agentes, gelde sílice, alúmina, tierra de 

fuller, carbón animal, acolitas, permutita y eluible según técnica 
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espeoialefi» Por su condición de «nina ppta» cuantitativamente por 
el ácido fosfotúngotico/lo cual permite separarla de los extrae* 

tos que la contienen» No ppta» con acetato básico de plomo# ni 
con el nitrato de plata en solución ácido# ni con sulfato de mor» 

curio# pero sfx con el bicloruro de mercurio mi' sol» acuosa con 

carbonato de sodio»
En solución acuosa ppta* con el ácido picrolSnico y clcroáurico# 

pero no ocurre así en solución alcohólica» Con el ácido pierios 

ppta» de las soluciones impuras no así de las puras*
Se ha señaladola dellouescenoia dé la vit » Blf pero el agua de 
cristalización habido referida a medialuna ©aproximadamente una 
molécula de agua por una de vitamina# problema éste que ha sido 
estudiado por Bastedo# Trenner y Webb» (12)#preparando varios 
hidratos en forma pura# midiendo luego su tensión de disociación 

a temperatura constante de 25o entre 1 y 19 milímetros» Según es* 
tos autores a la tensión de vapor de solución saturada 20 #9 sm« 

el grado de hidratación corresponde aproxinmdamente a una molócu* 

la de agua de cristalización por molécula de vitamina»
Para trabajos experüaentaleo la tia* 

mina es desecada completamente al vacío sobre ácido sulfúrico al 

95 & 

la tiamina es solo conocida en la forma de sus sales» La base 
libre que deba ser cuaternaria no puede ser obtenida pura» 

Considerable conocimiento en la estructura de la molécula es obte» 

nido por Willims y sus colaboradores (1?) quien fundó que la 
vit» Bl en una solución de sulfato ácido de sodio sufre una divi» 
elon de acuerdo a la ecuación:

UcL+Uilíoí e
El producto da divioión (X) ea sintetizado por Clarke y Ourin 

(1U) r muestra aer U motil 5 «ata hidroxietil-tiazol (I). Por 

oxidación da Ij. motil tlazol 5 ácido carboxllico (III); Sote ácido.



aunque se reconocido altiempo ha sido anteriormente obtenido por 

oxidación de la vitamina con ácido nítrico*

WHXiams (I>) estableció que el segundoiH), producto de división 

es una pirialdlna ácido sulfónlco por la similitud de su espectro 

de absorción conelde 6 anda© plrimidina ácido sulfónico y sugi
rió que la vitamina es una sal pirlmldil tlazol* Mas tarde es mos

trado que esta sugestión es errónea (16)> (17) y que el segundo 
producto de división; es Idéntico conelolntetico 2 astil ij. omino 
plriiaidlna $ etll ácido sulfÓnico (U) (18) (19): *

La estwctura del segundó producto de división ha sido establecida 
teniendo en cuenta que la vit» Bl es una sal pirlmidil 5 motil 
tlazol (wiíliams» ioe« eit«)>

Una conclusiénslmllar es determina
da independientemente por Grewe quien mostró que la base sintéti
ca (IV) 2 motil'4 amino 5 anino motil pirlmldlna es idéntica con 
la báse reducida por suave oxidación de la vitamina con perman- 
ganato de bario»
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La tiamina (20) cristaliza en forma de agujasfinas, en agrupación 

de estrellas» Las soluciones puras, de reacción neutra, sé esteri* 

Usan calentando a 100 °C sin que pierdan la actividad» Soluciones 

neutras y en particular las básicas sontermolábiles»

Elespectro de absorción ultravioleta 

de el clorhidrato de tiamina nuestra dos bandas - a pH 7 (^^®rse) 
, a 2J5 milimicronco y267 respecta (21) y una sola banda a pH 5*5 

( o »enos} a 2^5 * 2b7 milimicrones» Entonces©! espectro de ab* 
cordón de la tianina.es una fundón de la oonc» de hidrogenlenes»

* •- ¡ • \ s'. ■*’ í. *
f • • * 'v : j *• 4 ’ ’

(22) Esta conducta puede ser atribuida al componente pirimidfnico 
de la «oléenla de vitamina (2J) y (2ip•
La vitamina B1 es muy sensible a la oxidación y reducción» Por 

suave oxidación es llevada a tiooromo» Por suave reducción se for- 

ma dihidrocowuesto»
Mediante una oxidación«Dinerada (por ej. oonferricianuro de pota» 
alo) la tianina incolora y fluorescente ce transforma (oon perdí-

_ X -». * r 5 j -’jí _

da de dos H) de manera irreversible en un colorante amarillo de 
intensa fluorescenciaazul» Esta sustancia el tiocromo, de crista» 

lizadon fácil, se puede obtener de la levadura y carece de la 

actividad biológica dé la vit» Bl» Tiene la siguiente fórmula:

Por otra parte; la aneurina se reduce por H a una dihidro compuesto 
incoloro (fórm» III) (25)»

O*Brien y Petera (26) han preparado doo 

oulfatos con la composición aproximada 2K (SOL)j y 2X (SObk donde
X representa un mol de la base con puntos de fusión 205 7 2?6 « 78 

respectivamente y un nitrato con descomposición fina a 16U • 165°C

tianina.es


La vit* Bl no es sensible a la oxidación 

atmosférica* De acuerdo a Kinnersloy» O*Brien y Petera» pequeras
. 1

cantidades de tlocromo son formadas cuando soluciones alcohólicas 

de tiamlna permanecen a la temperatura ambiente por varios meces*
•l r \

Biy poco es formado en sol* acuosa a pH 2, pero es producido más 
rápidamente al aproximarse a pH 7*

Reddeelóns Cuando trato con negro de platino o con hidrosulfito 

la vit* £1 es fácilmente reducida» particularmente en fosfato o 

solución de bicarbonato*
Lipsann ha indicado la reducción como tomando lugar al doble lazo 

cerrado al B cuaternario y simultáneo partimiento del ion cloro(27)

Reducciones efectuadas con hidrooulfitu con dallares a las reduc* 

cionos efectuadas por sustratos en la célula viviente* 
La coeñzioa de Warburg quelleva asida niootínlca, y arabos* la 

ensima y la adda sufren una forma especial do reducción conhl* 

drosulfito corso comparando la reducción catalítica en le presencia 
? „ > .j.

de negro de platino*Petere (28) ha mostrado que ¿oído nitroso bajo 

suaves condicione o no afecta a la vit* Blt pero en la presencia 
z ' '

de ácidos Mncraleo calientes la vitamina es atacada por ¿oído 

nitroso con evolucién de nitrógeno y posiblemente con la formación
. i

del correspondiente hldroxl compuesto*
>

La. tiazaina puede cor acetllada sin gran pérdida de actividad* aun* 
que anh* acético a alta temperatura la inactiva*

•• c«

La base libre de la tianina es muy lábil y no se ha podido obtener 
al estado puro» ¿o la formula estructural (20) se deduce que el S* 

se halla combinado en la molécula de la vitamina 81 en una forma 

(anillo de tiasol) que no ¿e ha podido encontrar todavía en la 
naturaleza*

«8«»



El punto isoeléctrico se halla entre pH9 y pH 10*

Xa constante de disociación en auf ormaácida a 0*G en solución

. acuosa es pM 6*8*
Moggridge y Ogsten(2J) señalan la axis- 

teñóla de dos grupos básicos débiles a pX 5*U y U>8 y un grupo 

pseudo ¿oído en laregión del pH 9*

Px»oniedade5 del tiocroTOl
El tiocromo (JO) tiene la fórmula empí-

•f ; : .................................... ’ :

rica Gj* ohs.
El punto de fusión es de 228°C (Clorhidrato 217 *' 221). Presenta 

absorción máxim a 558 - 575 milÍBÍcrones.
’,'r /

fía sido aislado por Kuhn y colaboradores de la levadura; 4*0J0 Efe* 
de levadura dan 2J0 mg* de tiocromo.
Es soluble en agua y alcohol metílico; difícilmente soluble en 

acetona* cloroformo y éter* 

don agentes reductores* hidrosulfito de sodio e hidrogenación cata* jr jk’/.”’..
lítioa dos moles de hidrógeno son tomados con la formación de un

t r.

leuco compuesto que es prontamente oxidado por oxígeno*
El mismo compuesto es obtenido por Barger* Bergel y Todd (Jl) por 

oxidación de una solución alcalina de tiamina con ¡ ferrlcianuro*
Esta relación entre tiocromo y aneurina es mostrada por sus forina-

,-9-

lasí



Cocarboxilasas De acuerdo a Auhagen (193J) (2) la enzima carboxi- 
lasa es activada por una co*enzima> la co^carboxilasa,últimamente 

alelada por Lohman y Schuoter (1957ír en el estado cristalino, del 
górmen de la levadura e identificada comoel ester pirofosfórico 

de la tiamina* la confirmación de esta estructura es suministrada 

por Stern y Hofer (1937) (52^ quienes sintetizaron cocarboxilasa 

por la acción del oxicloruro de fósforo envlt*Bl cristalizada 

en el frío* '
Tauber (JÍ|J (3»1|;). últimamente obtiene 

eocarboxilasa sintéticamente de vit* B1 y ortofosfato por un sis* 
tema enzimatico delev* seca y tambión por un der« enzimatico de 
la mucosa duodenal dellechón* El aislamiento dé la coenzima pura

‘ .H íi‘

no es sin embargo práctica debido a la presencia de proteínas y
■n

productos de autólicis y Tauber (193B) ideó un método de fooforila 

oíón vitamínica Blpor calentamiento con mezcla d© pirofosfato de 

sodio y ácido ortofosfórico a 155aC 15*

•10*



Capítulo segundo

El primer estudio sis temático de la 

distribución de la vitamina antineurítica en materiales alimenti
cios es hecho por el Lieter Instituto de feondres por Cooper en 

1912, quién empleó laprevenclón de la polineuritis en palomas 

como criterio» á éste siguJKen loe trabajos realizados por Chicle y 

Hume en 1919;«21immer y Haymond y ¿aneen yDondth.^
La tiamina ¿e-encuentra muy difundi

da, tanto en el reino animal como en el vegetal. En el reino ve* 
getalson pocas excepciones (levadura, germen de trigo, salvado 
de arros) su concentración es baja y difícilmente sobrepasa (20) 

a 0,5 »&•
Se encuentra particularmente en los gérmenes ; de trigo y en las se
millas de ciertas legumbres (arvejas, chauchas y lentejas), vale 
decir, en todas aquellas partes donde ce acumulan las sustancias 
nutritivas para el germen en desarrollo.
La vitamina Bl se presenta en la naturaleza como compuesto libre 

o en la forma de sus sales, como Vit. Bl- complejo proteína (35h 
como vit« Bl * eoter ácido pirofosfúrico (co-earboxilaaa) y como 
vit, Bl-complejo fosforo proteína.

En el esqueleto y en el músculo del corazón la cantidad de la vita* 
mina libre es mayor que el compuesto fosforilado, mientras que en 

el hígado y cerebro la co-carboxilasa fy su complejo proteína) se 
presenta predominante.

La tiamina se encuentra en cantidades que oscilan entre 0,1 a 2,0 

gamas por grano (aproximadamente 1 parte por millón) en una gran 

variedad de tejidos animales y vegetales. Estas proporciones son 

excedidas solo en semillas de granos y levadura en crecimiento. 
Vegetales, frutos y nuedes contienen pequeñas cantidades; guisantes 
madures y habas son materiales ricos.

•11-



Los principales materiales que contienen tiamina (2) son: aerea» 

les, todos loo gérmenes, legumbres, yema de huevo, carne de cerdo, 

leche, patatas, cartones y diversos vegetales, En lo que respecta 

a los frutos en general, no son materiales que tengan proporción 
apreciable de tiamina»

Bocher y Hartsler. (21 Indican un con» 

cepto general de la distribución de la tiamina en alimentos en la
4 ?. -

siguiente clasificación:

(JO unidades internacionales o mas por onza) .
Habas, guisantes secos, harina de avena, quaker, costillas de cer-

‘ ' ’J ’ "7 •

do, Jamón ahumado, habas secas y frescas» ;

S-BJLJMMU
(JO a $0 unidades internacionales por onza)

Habas poco maduras, harina de cereales blanca, yema de huevo,
‘4 t ft >r .

leche,* polvo^de leche, arvejas poco maduras, centeno integral, 
nueces, trigo total»

OXXAjl&x
(10 a JO unidades internacionales por onza)
Espárragos, bifes, mfisculoo flacos, brócelos, pollueloo, harina de 
granos amarilla, cordero, hígado,'patatas, ciruelas desecadas, 
trigo picado»

Loo métodos usuales de cocimiento de 
alimentos y de descortezamiento de granos, procesos de moler, dese» 
car, etc» alejan la porción rica de BÍ que de otro modo resultará

.'•'..•i? f .1. / '

provechosa en la dieta proporcionada»

En lo que respecta á los cereales constituyen un material excelen» 

te para proveer calorías en la dieta humana, por su baratura, su 
alto contenido de almidón y cu bajo contenido de agua» Sin 

la elevada proporción de almidón hace necesaria una alta provisión 
de tiamina,

Los cereales comunes en la forma del granó entero tienen aproxima»

•12»
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dómente un contenido de 130 * 160 su» internacionales por 100 gra*
' * '**•“*. 4

moscón muy pocas diferencias.

La parte más rica es el embrión del gérmen dado que el perioar* 

pió contiene mucho menos*
SI endosperna* especialmente cuando está privado del pericarpio

•-r

como en la preparación, del arroz pulido o de harina blanca es 

deficiente en ej factor antineurítico.

Pérdidas en el cocimiento son bien Ilustradas por la investiga* 

ción de los valores comparativos de espinaca ,‘y tomates en la
" ■ . ■

dieta del niño* conducida por Tisdall y otbos (1937) Quienes de* 

mostraron que la perdida de tlamina es debida no solo al proceso d 

.de eoocion sino también a la pérdida en el agua de cocimiento*
4 I * •' i

' ' ’ I

Los frutos como los vegetales tienen un alto contenido de agua» 

Ellos son sin embargo menos sujetos a pérdidas del cocimiento* 

porque su gran acidez proteje a la vitamina de su destrucción y 

el cocimiento en agua eo generalmente acompañado con azúcar como 

un jarabe.

En la cocción culinaria común, más de un 5® £ del contenido de 

B1 en los elementos vegetales, especialmente en las verduras y 

patatas, pasa al agua usada para cocer* Las perdidas son menores 
(10 • 25 si las verduras y patatas se preparan estofándoles* 

Entre loo tejidos musculares de animales* el de cerdo parece con* 

tenerla en gran proporción* las concentraciones mas altas se ha*
- i i

lian en órganos (corazón, cerebro* riñón* hígado, etc»)» La can* 

tidad varía mucho con la especie* músculos de cerdo* por ej. tie* 

nen alrededor de 8 veces más tiamlna que músculos de buey (}$)• 

La aneurina de los órganos procede de la alimentacíónj por un 

aporté deficiente de B1 disminuye el contenido de loo órganos de 

esta sustancia* pero ni en el beriberl desaparece del todoj los 

tejidos retienen enérgicamente los últimos restos imprescindibles 

de la vitamina. La mayoría de los peces la contienen* pero las
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más elevadas cantidades ce hallan en los huevos, siendo miy ríeos 

en este sentido# los deplatija»

Se halla en las trabas frescas (manzanas, banshas,etc*} y en pro-
<>vs..?Y* <'<>.

porción superior en las sosas (ciruela seca, almendra# castaña) 

y de ellas la más rica es la avellana*
En lo que respecta a la levadura los datos varían*
Para la levadura de pan de 15 a 80 gamas por gramo y para la de 

cerveza Ifi. a 16o y aun Jóo gamas por gramo de levadura seca* Para 

el germen de trigo de 20 a $6 gamas | para el de cebada q2 gamas y 

para mondadura da arrea 20 a l$0 gamas por gramo, datos estos su
ministrados por StCpp y obtenidos por «¿todos biológicos* 

En la sangre humana se hallaría entre 8 $ 16 gamas X de ansarina» 

Algunas microorganismos son capaces de sintetizar vit*Bl* La facul

tad de la síntesis yá se comprueba en las plantas en sus grados 

evolutivos mas primitivos*
Ciertas bacterias, como la coli, las de la. panza del bovino y del 
ciego de la rata# bacilos del ácido láctico, smegma y timotes, 
levaduras, esquizomicetas (actümicetas y aspergillus) con capa

ces de sintetizar la tiamina (Guerrabt, Sunderlin,Schieblich). 
Bacterias que producen B1 también viven en el ganado que grufíg, 
carnero, etc* (57)»

Otros microorganismos no poseen la facultad de sintetizarla, para 
su crecimiento y desarrollo es indispensable la presencia de tia

mina en los cultivos (por ej» estafilococo áureo, bacterios del ác* 
propionico, estreptotrix y otros microorganismos más primitivos 

como fie omices, ricopus, mucor)*

Se deduce de ello que la necesidad de tiamina, comprobada hasta 

para los oeres más primitivos, es una propiedad carácter fc tica 
de todas las células vivientes*

La tiamina se encuentra además en todas las partee vivas de las 

plantas de mayor gradé evolutivo, incluso en las plantas parasi
tarias libres de olor áfila*



-15-

<

En lo que respecta a la síntesis se efeotfia silo en las hojas y 
oon irradiación. De las’hojas la tiaalna es transportada a las

: ; -Sl EJ Jj /

partes que la necesitan, en particular a las semillas, retoños 

y raíces* Especialmente el desarrollo, de las raicee es estimula
do por vestigios de, aneurina*

Es sumamente interesante el hecho de que las ratas sometidas aun 

régimen exento de vit» Bl, pero rico en H* de carbonos no suelen 
enfermar de beriberl oí tienen acceso *dn, a sus propios excrementos 
(coprofagia) (20 )♦
I&8 bacterias y levaduras intestinales dé las ratas así alimenta
das son capaces de sintetizar la Bl que entonces pasa a las heces 

y vuelva a la rata por coprofagia* Estas síntesis bacteriana de la 
vit* Bl se efectúa principalmente en el ciego* En el bovino* que 

resiste a la carencia de Bl largo tiempo* las bacterias del conte
nido de la pansa* especialmente el flavobacterium vitarumem son 
capaces de sintetizar la aneurina; está vitamina procedente del 
metabolismo bacteriano ee absorbe directamente por el estomago y 

pasa por ej* a la leche de ia vaca cuyo contenido de Bl depende 

pues de la alimentación de una manera, muy relativa*

En cambio el contenido de Bl de la leche humana varía con la ali
mentación y desciende a cero si la comida carece de Bl*
En el ser humano la síntesis de la Bl se efectúa sólo en el lachan» 

te* predominando en la síntesis él bacilo bífidus (especie de ea- 

treptotrix); esta síntesis se efectúa en el cólon del lactante* 

Xa carne es solo un material débil del factor antineurlticoj sin 
einbargo por estimaciones hechas en carne magra* separada como sea 

posible de grasas* tendones y huesos* de cerdo* se ha encontrado 

1J00 a 1000 u* internacionales por. 100 gramos de nat* seco en con- 
trasto a las JO u»internacionales en carne de vaca y 1|00 u* inter

nacionales en ovejas*
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Mickelsen y colaboradores han establecido que una suave destruc» 
clon de la tiamina tiene lugar al ftréírse, pero ai asar o estofar 

la deotruoclSn de la Vitamina alcanza al JO jí»'.

Él blanco del huevo no tiene Bl, la yema contiene 100 * l£0 unida
des internacionales por loo gramos# El total comestible contiene 

un promedio de 1? unidades internacional»parael huevo casero» 
Xas avea son un material pobre en tiaminaj lo® peces, salmón, 
halibut, trucha', bacalao, sardina y camarones tienen bajo conte
nido en Bl*
Las bebidas, cafó, te, cerveza, contienen una no significativa 

cantidad de Bl, aunque el chocolate tiene un contenido de alrede

dor de una parte por millón»
A continuación transcribimos los valores dados por Cowgill de di
ferentes materiales aíixaenticios: (2)

Contenido de tiamina en unidades Internacionales por 100 gramos 

de porción comestibles
Cebada lOOj Cebada perlada 1?> Éaís 100j Harina de asía 25f 

arros loo> arros pulido 8; cascara de arros trigo 100> hari
na 1J> pan blanco 10f

JL&jus-LjlÍjljlj.
Alcachofo» JO; Mpirragos ?0 ; coliflor 12; lechuga 21; espina» 

tac 12f patatas 20f
*» 7:. • ’ ’l

■*
Hanzana» 11; bananasjlJ; palpa dé naranja» 17; peras 21; cirue
la» 70;

0MHHW -» pescados v productos de aves t
Carne de vaca -orada 2J; carne de vaca seca JO; hígado de vaca cru
do 16o; huevo de gallina 27; yema de huevo Itf; carne de cerdo 18j; 

JasSn 120; 7

y, .«■. y.
Leche total 18; manteca Ip; queso 10;
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Capítulo, tercero
Inportancia terapéutica

Xa necesidad qué presenta el hombre sano
de vitamina Bl no tiene un valor fijo como otras, sino que depende 

de loa alimentos; esa necesidad está relacionada al consumo de 

glúcidos y lípidos; cuanto mayor es la oantidaddo glúcidoo, mayor 

es dicha necesidad jr menor cuanto mayor 1¿ cantidad de lípidoo;

esto significa que los lípidoo actúan como ahorradores de tiamina 

mientras que loe h* de carbono aumentad el consumo» ''*■ 
Bl consumo de proteínas no ejerce una influencia constante sobre 

le necee i dad del organismo animal en Bl* Williams * Spies real!- 

saron análisis de numerosa© modificaciones delaalimentaclon en 

diferentes partes del mundo y determinaronquelanecesidad de Bl 
aumenta con el consumo de las proteínas* Batojes debido a que de 

las albúminas alimenticias se forman carbohidratos, siempre que el 
aporte de fistos no ééá excesivo*

El peligro de hipovltaminosis Bl es grande, sobrétodo en los pue* 
bloc civilizados muy consumidores de pan. bla¿co> azúcar y fideéis 

de origen industrial, los que en relación con'-su'/gran consumo de 

H, de carbono recibgn de ordinario poca aneurina,de ahí tambián 

la frecuencia de hipovitaminoeis Bl entre las clases pudientes 
(a diferencia de las hipovitaninoois ¿ y D) porqué la cantidad de 

Bl no coincide coa la calidad de la alimentación* 

for otra parte al aumentarse el metabolismo general, por la tiro* 

mina, estados hipertiroideos o por trabajo excesivo, se aumenta 

la necesidad de tiamina» En el alcoholismo que intensifica el gas*
■/ '--y

to sustancial, se produce avitaminosis Bl ypolineuritis.
Existe (20) una relación numáriea directa entré la actividad mus* 

cular y el requerimiento de Bl¿ Egan publicó en 1917 datos sobre 

una epidemia de a bordo qué afectó con preferencia a fogoneros y 

mecánicos', mientras que los marineros ó no enfermaron o lo hiele* 

ron en forma leve»
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Xa temperatura ambiente (20) también presenta importancia, al au* 

mental* la rniam, aumenta la necesidad de Bl, lo cual presenta in* 

teres en la patogenia del beriberl tropical y de los niños de pe* 

cho; en las enfermedades febriles también aumenta el requerimiento 

de Bl, de ahí la frecuencia del beriberl en el curso de la malaria 

y otras enfermedades tropicales (particularmente en Brasil) y 

después de lá difteria*
Durante el embarazo y la lactancia y en primavera, .en qué se en* 

cuentra aumentada la actividad hormonal y metabólica, aumenta la 

necesidad de tiamina* Una rata necesita .en lactación J a $ veces 

mas cantidad de tiamlna que en condiciones normales*

Por otra parte la raza parece también influir; así palomas blancas 

carentes de Bl en su alimentación y en igualdad de condiciones con 

palomas grises ú oscuras resisten al beriberl un tiempo mucho mas 
prolongado*
Xa vit* Bl se absorbe por el intestino colgado y se deposita en 

los diferentes órganos; en caco de exceso se elimina por vía renal* 

Forma parte integrante del jugo gástrico, en condiciones normales* 

Cowgill y &$¿lliams luego de estudios realizados indican en ÓOO 

gomas la cantidad mínima de Bl que en condiciones normales protege 

contra el beri beri* Bl óptimo puede «señalara o entre 1000 y l$00 

gamas diarias para el adulto* Sinclair indica que en la sangre la 

vit* Bl se hallaría bajo la forma de co*carboxilasa* Xa oooarbo* 

xilaoa no se elimina cometa! en el organismo animal, sino que 

sufre una previa defosforilación en el riñón (Tauber 38) • Por lo 

tanto la aneurina se elimina al estado libre por la orina, exis* 

tiendo diferencias según el individuo en el tiempo de eliminación»
I

Por las heces también se elimina en forma libre» Según Stepp y 

colaboradores el hombre normal elimina de 100 a $00 gamas de Bl 

por la orina diariamente*

Xa vit* Bl influye sobre la economía hidráulica del cuerpo, su
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falta traedemas de erigen extrarenal, sinaumento de la permeabi
lidad capital y avidez de lea tejidos por sal y aguaj hipoprotei-

-■ : ' p /-«A...

hernia, derrames serosos e inhibición acuática del miocardio* Hay-’ 
lipemia e hipertrofia córtico-suprarenal y su presencia se hace 

indispensable para el mantenimiento del tono de la musculatura
■ i’;-',-./'

gastrointestinal, como también de la reabsorción de las grasas* 

don la vitamina A se halla en relaciones antagónicas puesto que 

la avitaminosis Bl se exagera administrando el factor A, 
Fisiológicamente la Bl desempeña su función principal en el meta
bolismo de los H* decarbono*
La vit*Bl es indispensable para la combustión glúcida normal en 

el cerebro* La necesidad del cerebro y de ios ganglios básales en 

Bl parece ser muy grande» El cociente respiratorio también se en
cuentra disminuido en el cerebro de beriberi*:zLa disminución de 

la respiración cerebral va paralela exactamente con loe síntomas 
cerebrales de la enfermedad, loo que se deben por lo tanto a los 

trastornos del metabolismo glucido en el cerebro*

En lo que respecta al mecanismo de acción de la vit» Bl en el co
razón, también esté dirigido de. manera específica* Rigler pudo 

demostrar que la Bl cristalizada estimóla el latido de las aurí
culas aisladas, siendo así una verdadera "automatina”* La oxida
ción del azúcar en el miocardio beriberioo no se halla paralizada 
sólo en la etapa del Sé* piruvido, sino-en la del So» láctico, 

por lo cual en el estado precoz de la avitaminosis Bl, se produce 

en el miocardio una acumulación del &o* láctico, cuya consecuen
cia directa es la bradicardia (Birch-Harris)*

Las palomas avitamínicás acusan en espasmos, un tenor fuertemente 
elevado de glicógeno en el hígado, lo que se explica no solo por 

la menor necesidad de los tejidos en glucosa (inhibición del des* 

doblamiento de loo carbohidratos) sino también por el aumento de 

la reslntesis a glicógeno del Sc.piróvico que sé acumula en el 
organismo*
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En la bradicardla característica de la avitaminosis Bl, parece 

intervenir ademáa del ác» láctico, el ác» adeníllco, que se acumu
la en el organicmo en el caso de una'Carencia de Bl* Inyecciones efe 

¿o* ádenílico empeoran loa síntomas cardiácea del beriberl míen*

tras que la ingestión de Bl aumenta la excreción del &c»adenllico» 

Los trastornos debidos a la carencia de Bl pueden ser atribuidos 

a dos causas principales: a trastornos del catabolismo glúcido

(de efectos pronunciados sobre el sistema nervioso' central y peri
férico y sobre elcorazón) y a alteraciones del metabolismo hídrloo 

EnlahipovitaminoolsBl se observa" perturbacióndel metabolismo 

; de-loo’B* de carbono? y trastornos de la economíahidráulica* El 
Síndrome de. la polineuritis notable en la gallina y paloma, lo 

mismo que en los mamíferos superiores, produce ataxia» oplstótono 

y espasmo de rotación*? Histológicamente hay hemorragia, atrofia 

de los granulos de Bissi,cromatolisis y degeneración de las vainas 
• medulares y-de los nervios perífórleos*

Se producen oub«temperaturas por restricción de la cosbustión de 

los h* de carbono y atonía gastrointestinal»

La vit* Bl tiene indicaciones a mas del beriberl en ciertas formas 

de hipovitaminoals provocada por regímenes alimenticios»
En debilidad muscular general, dolores y pareatesis de. las extre
midades, hlpoproteinemla y edemas que se han asimilado a hipovl- 

tamlmnsls, el factor Bl da excelentes resultados*
La administración de levadura rica en Bl en la mlolosin funicular 

hace desaparecer la incontinencia, ataxia, parestesia y síntomas 

eopásticos; como esta vitamina es un factor dietético neurótropo 

específico se ha ensayado con buen resultado en los estados neurál
gicos , sobre todo ciática y neuralgia dél trigémino» 

Cabe mencionar también la acción cobre la diabetes mellitus por 

las estrechas relaciones entre el metabolismo de los H* de carbono 

y vit* Bl, por la acción hlperglicémica o hipoglucooúrica de los 
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extractos de levadura* por eso hace que se Indique en las formas 
semlgravesde diabetes reemplazando a lainsulina*

Ies primeros áíntomas de una hlpovitasinoeib Bl crónicas consti» 

pación* astenia* anertaia* cansancio* dolores de cabeza* Jaqueca* 

parestesias* y sudores profusos no son específicos y solo se in-
.. .. , ■ * i **

terpretan como síntomas de carencia Bl después .de haber desapare
cido por ingestión de alimentos ricos en Bl 6: inyecciones • 
En .el hombre la vit* Bl carece totalmente de! toxicidad, aún admi
nistrando dosis terapéuticas elevadas* En los experimentos én ani- 

males* las dosis endovenosas mortales seeleváha 125 * 55° mg*/fcg 
según la especie del animal? las dosis mortales subcutáneas son 

6 veces y las perorales 1¡B veces mayores*
La muerte sobreviene con síntomas de una parálisis cerebral (shock* 

.convulsiones* paresias* síncope respiratorio} semejante a loe de 

una intoxicación con curare*
El índice terapéutico (cociente de la relación entre la dosis mí* ! 
nima terapéutica y la tóxica)es de óoo en ratones* JOCO en ratas 

y 67000 en perros y va descendiendo con la talla y la progresión 

filogenetica de laO especies* de modo que en el hombre su empleo 
carece de todo peligro*.
La acción vitamínica de la tiamina (5) parece estar relacionada

c -
con lia estructura específica de la molécula* Las'1 diferentes cales

f, \ >

de vitamina* como el clorhidrato* bronhidrato* sulfato* etc* y 

el Sster ácido pirofosfórlco* cocarboxilada tienen una actividad 

correspondiente*
La vitamina Bl bisulfuro (l)i
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es tan activa ooeso la vitamina Bl»
Sin embargo alteraciones estructurales causan desaparición de la

aeciéh vitamínica#

El tiocromo es inactivo (59)1 la oxiclorotiamlna (4o) y al produc
to obtenido del partimiento de la vit» Bl (41) y (4-2) son también 

inactivos»

La díhidrovitamina B1 es Inactiva, alen traer que la díhidro cocear* 

boxilaca 00 activa»
La polineuritis dé las palomas, puede ser curada sin embargo por 

4 amino 2 metil 5 bromo motil pirimldina y 4 motil 5 beta hidro- 
xi etil tlazol si son dados simultáneamente*
Una gran cantidad de compueatos han sido preparados sintetlcamen~ 

te (45) ton pequeñas diferencias en la estructura vitamínica; 
solo vnotiíIII) ha sido establecido activo y en grandes dSois:

El anillo fpirimidlnico, el anillo tiazolico y el metllenoentre 

ellos, un no sustituido amino grupo en posición 4 del anillo ptri* 

mldínlco (45) el 5 hidroxíalcall grupo (44) y una posloiSn libre 

2 en el núcleo tiazSlioo son necesarios para la aoclSn vitamínica»
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contiene en vez del anillo tiazolicó un anilló pirimidfnico tiene 

una actividad 1/26 de la de la B1 (U?)«
El homólogo (V) tiene un metilo en el anillo pirimidinicó y tiene 

solamente 1/10 aparté de la actividad del anterior

1) Interviene en el metabolismo gluoídico del alaterna nervioso 
central (ver pag» anterior)#

*
2) Influye en ol metabolismo hídrico (ver pag» anterior)

5) Actúa estimulando la secreción de lipasa y tripsina pancreática

U) Aumenta fuertemente la diuresis» etc»etc» 

5) En la fermentación anacrÓbica de los carbohidratos> el ao.pirú* 

vico es deoarboxilado dando acetaldehido y dióxido de carbono

Ha sido demostrado exx^erimcntalisente que en un sistema ajustado
é

propiamente ‘la tasa de C02 depende de la concentración de vit<Bl 
pirofosfato

la pirltiamina (IV) que

La^aneurina posee móltlples acciones fisiológicas> pero solo rese

caremos las qué ofrezcan importancia desde el punto de vista bio

químico: t



La vitamina Bl toma parte en la oxldaciónde tejidos de carbohi
dratos* Buede por eso ser supuesto que la Bl actúa como un com

puesto capas de oxidación y reducción reversible* Bate es aparen
temente el caeo Vit. Bl (X) representa la forma reducida y puede 

ser oxidada a disulfuro (III).

Esta oxidación ocurre bajo condiciones fisiológicas» por ej. a 

pH 7>5 con peróxido de H fi oxígeno del aire, pero puede también 

ser oxidada en sol» alcalina con ioduro.

O de otra manera» el disulfuro puede ser reducido a la forma thiol 
(XX) dé vit* Bl» por H*-hidrógeno sulfurado» glutatión ocistelna 

y la forma .thiol es convertida en tiamina por ácidos (por ej.HCl) 

En fluidos del cuerpo y tejidos» la reducción aparentemente no 

para en la etapa del thiol*
Bl disulfuro muéstra la total actividad biológica de la vitamina 

mioma yes alrededor de 5* veces menos tóxico que lavitamina»,
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ME2á2JSL¿e_Sal2Eaoi5íi

Xa determinación cuantitativa de la 

tiamina en los alimentos, órganosy líquidos orgánicos se hace por
• í ■. ■ >• • •'. f,,-' • ?•;.

diferentes mótodoo» biológicos* bioquímicos y quínteos* 
Métodos biológicos>■ >

Antes de conocerse la composición química de 

la tiamina, se usaban exclusivamente loo métodos biológicos* que 

si bien tienen las ventajas de su elevada especiftoldad* precisión 

y sensibilidad,tienen el inconvenientedel tiempo que requieren 

para efectuarlos, debiendo además el operador poseer gran habilidad 
¿os métodos biológicos están basados j yá sea enel efecto que ejer- 

ce la tiamina favoreciendo el desarrollo de las plantas y de ecti* ' 
mular el desarrollo'y prevenir o curar la polineuritis* 

1) Tes£ de, las plantas (l|.7> (t|B> (b?)
Bóte test se encuentra basado en la activi

dad especificad© la Bl sobre cult ivos de Phycoxnyces Blakes* En 
condiciones bien determinadas el peso de los ndcroorganisnos des
arrollados es proporcional a la cantidad dé la vitamina Bl presen

te* Este test es utilizado para determinar la tiamina en la sangre* 

Sin embargo los resultados no son absolutamente exactos porque se
gún Sínelair la sangre libre de Bl ejerce temblón un estímulo dó- 

bil sobre ese desarrollo*
A pesar de ello, si se realiza cuidados ámente, se obtienen buenos 

resultados para el diagnóstico de una hlpovitaxninosis Bl* 

la coB^probación de la Bl en la sangre se efectúase!:
Sol* nutritiva* 10 £ de glucosa, 0,2 jí de asparragina (para las 

sol* standard 0,1*. jí) 0,5 X sulfato de saagneaiq* 1>5 jí blfosfato 

dé potasio*,

Sol* de ensayos En un recipiente de Erlenmeyer de $0 cñr de capa- ' 

cidad, se mezclan 6cc«de la sol* nutritiva con J ce* de sangre 
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oxalatada (J mg* de oxalato de potasio en 1 en? de sangre)» se 
deja reposar en la heladera durante 12 horas: se aíade O»1J c¿? 

de KaOH n/lo y se completa con agua a 10 en?*

Soluciones standard: En un Erlenmeyer de de capacidad se
mezclan 6 osr de la sol» nutritiva con cent* crecientes (0»5; 1; 
2> Jj 3,5} de Bl> en col» acuosa (1 gana ¿ loca?)*

Se calientan atóbao soluciones a 107*0 10 sdnutooi se Inoculan 

0*2 cm< de una suspensión de esporos de que en un cú-
frico contiene 1 Me o menos 0»l) millón de gérmenes j el recuento 
se efectúa en lacasara de Thoma Zeiss* ¿as/soluciones se dejan 
reposar al oscuro» a la temp* ambiente id d£as*I*a capa de germen® 

se saca con la pinga» se lava» seca a 110* 2 horas y se determina 
el peso* El contenido de la sangre en B1 se calcula por intermedio 

de una curva» confeccionada mediante los resultados Obtenidos con
■ /'-/ .....
las sol» standard*
2) Métodos que utilizan animales:

Loo anísales usados por los a&*
todos biológico» soni 1* paloma ( y otroopéjaroa) y la rata. Con 
palomas oí principal «¿todo ha sido principalmente el preventivo, 

mantenimiento del peso y curativos.
r * t « *.* •'

Métodos preventivos: Este tipo de sStodo* basado en la prevención 

de la polineuritis es empleado por la rapidez en la obtención de
' f

los resultados. Eljlnnann mantiene «veo can una dieta de arros pu» 

lidoj Funk y otros mantienen a palomas en dietas con arros pulido
J-.S *_**’s>* • J r . ■ .

o sintéticas y Janeen y Donath usan el arros de aves.
■■■ 1

Este tipo de método determina una estimación de la ración diaria 

de un material alimenticio particular que es deficiente para pre* 
venir síntomas neuromusculares en aves* cuando se adiciona a la 

dieta vit* Bl libre*

Igualmente un método recientemente elaborado por Jukes y Heitman 

<W) (JO)*
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El test de las palomas es el aai usado pero exige mucho tiempo» 

Bota desventaja se evita haciéndolo en forma curativa en la paloma 

(Kinnersley y Petera) o, en la rata (Smith)z animales enfermos de 
polinetwitla por haber nido «ometidon a una aliaentaelSn son arroe 

pulido u a otros regímenes carentes de Bl durante 5 a 6 semanas, 

reciben una sola dósid dé la sustancia a comprobar» Bl peso de la 

materia inyectada, dividido por el número de loo días transcurridos 

hasta la reaparición de los síntomas polineuríticos, corresponde 

a una dosis diaria de paloma obien a uné dosis? diaria de rata» 

La primera es de 2 gamas, la dosis rata (unidad Smith)es igual a 
6 gamas de vit» Bl» El test curativo en palomas es el método bio- 

lógico más toado en Inglaterra» El test curativo en ratas ha oido 

aceptado como método standard por la comisión americana de vltaal» 

nao •El test,curativo de. las palomas de Klnnersleyy Petera y Rea- 
der uaa la desaparición de espasmos y convulsiones tónicas (jl)* 

También ha sido utilizado un test profiláctico de palomas.

La Farmacopea dé los Estados Unidos recomienda ratas como animales 

tett en métodos curativos* (52)»
*• , ¿ u' i

t 'í.'.r . '•

La deficiencia de la vitamina Bl en ratas produce convulsiones y 

parálisis de las extremidades inferiores que con curadas por la
•* /

administración de la vitamina» El test crecimiento de las ratas 
involucra la determinación de la mínima cantidad de vitamina reque

rida para el crecimiento y mantenimiento* (55)* 

Los llamados métodos de efetimiento tienen una mera importancia 

histórica y servían de base para fijar dos patrones de vit» Bl 
frecuentemente usados en Inglaterra y EE*Uü*t. la unidad Ohase

*' - •
Sherman o la cantidad (Jip diaria de vit* Bl requerida por día 

para producir un aumento de 5 gramos de peso semanal, durante un 

período de 1|. a 8 semanas! y la unidad Chicle Roococ(55) que repre
senta la cantidad diaria de Bl necesaria para producir un aumento
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de peso de 10 a 1U granos semanales durante un período de 5 sema» 

nas«
En lo que respecta a la unidad patrón internacional de vit* Bl ce 

halla-representada por la actividad de 10 mg* de are illa ¿oída 

activada por contacto con extracto de mondadura de arroz, siendo » 

su comportamiento comparable a; la unidad Chick■* Hoscos* de modo 

que la velocidad de crecimiento preferida es fie 10 a 1U gramos
- 4

semanales»

Las ratas deben pesor de 1|£ * ^0 g« y tener de 21 a 28 días de 

edad*. Cougill recurre al perro pero no es aconsejable por razonad 

económicas •
willíame*Douglas Spies (£6) suministran dietas de. carbohidratos 

Con un contenido mínimo de vit* Bl a los animales en experiencia 

hasta llevarlos al borde de la polineuritis, para luego en un mo
mento dado, desarrollar Seta por un breve período de tieinpo (2 *' 

5 días) para facilitar el ensayo do la sustancia*
Petera y colaboradores han usado palomas que presentan como desven* 

taja una tendencia a la cura espontánea de la polineuritis**
Smith prefiere la rata y utiliza animales de unos ¿9 g* de peso*

!

alimentados con dietas especiales que permitan el desarrollo de 
la polineuritis y a continuación ensaya la sustancia por vía oral 

o paronteral* La dosis curativa de aquella debe contener 6 gamas 
de tiamina por animal y por día (Unidad Smith)»
hÓtoflo de la bradiaardlat

Dararjr* Harria y Uandeley (57) han enaa» 

yado sobro ratas el método de la bradicardia, consistente en sowe- 
ter aquellas a dietas deficientes en vit. Bl, con lo cual y a me*

.' i

dida que progresen hacia un estado polineurítico, se produce bradi- 
■cardia y suministran la sustancia en ensayo cuando el número de 

revoluciones cardíacas desciende aproximadamente a J00 « JJO por 

minutólo que ocurre en unos Ip días*
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Se puede recurrir a la vía oral o parenteral 

bajo forma de dosis única» Encontrándose vit» Bl el número de re

voluciones cardíacas acrece hacia lo normal* siendo la duración 

del efecto proporcional al tenor de aquella en la sustancia enea* 

yada» 

Bote método ha oído perfeccionado por Birch y Harria (58)5 estos 
autores cometen a ratas jóvenes a una dieta basalinsuficiente en

: /’ í ■' í

vit» Bl y después de alrededor de 5 semanas * cuando los animales
< •,!. ... , r.* n *. • • ■ •,

comienzan a declinar el peso* son tomados electrocardiogramas* 

Entonces el corazón normal que late de $00 • 55° por minuto tiene 
caída á alrededor de 55$ por minuto» XJha sola dosis de la sustan* 

cia test es dada» El animal es reemplazado en su jaula y se da 
la dieta bacal y agua como anteó» Después de 2U horas se toma un 

nuevo electrocardiograma» Con una suficientemente grande dosis 

de vit» Bl el pulso es aumentado» Entonces la disminución gradual 
del pulso es medida cada 12 horas hasta que alcance el original 
bajo valor» El aumento en el pulso y el período sobre el cual el

í 
aumento dura es proporcional a la dosis dada»
El método de la bradicardla da resultados comparables con aquellos 

obtenidos por el método de la cura de las convulsiones en ratas y j 
test del crecimiento de ratas» También da valores similares a aque» 

líos dados por el test de las palomas en la cura dé las retraccio

nes del corazón» La exactitud del método de la bradicardla debe 

considerarse con mucha reserva* sin embargo el método es defendido 

particularmente por autores ingleses» Para¿éT (stepp* Kühnau y 

Schroeder) comprobó que una mera reducción de la alimentación de 

las ratas es suficiente para producir una bradicardla* siendo ñor* 

mal el aporte de tiamina» Esto explicaría en parte el hecho de que 

las cifras del oontenido de vit» Bl en los alimentos* obtenidas
1 r 1

por medio del test de la bradicardla* sto mucho mas elevadas e
f . ■ ’

incluso duplicadas en comparación con las que se obtienen por 
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medio de otros métodos* Be un inconveniente que para un gran nfime- 

ro de alimentos disponemos tan solo de cifras obtenidas con el 

test de la bradivardia» valores que tienen que reducirse término 

medio en un $0
Otro método usando pollos como animales de ensayo determina la 

tasa de crecimiento» producido por la tiamina (59)*
Otro test es elindicado por Church 

(60) quien propone cono medida de la potencia anjineuritica» un 
ensayo dé la función vestibular en ; ratas» que conolote en hacer gi 
MU? Satas enpooleifin borlíontal, «m?íicabes* en el eentro de 

rotación y de esté modo se inducen movimientos de los ojos $ue 

son prolongados en caso de deficiencia de vit» Bly se normaliza 

mediante su administración» 

gétpdoa_biosu!mlco2x

Entro los métodos bioquímicos podemos ci
tar el ensayo catatorulínicoÍTorulina s vit» Bl)»
Este test frecuentemente usado (61, 62 y fij) esta basado en el 

aumento del oxigeno tomado, que se <b serva en solución de lactato 

como resultado de la adición de vitamina Bl»
Al estudiar la potencia de preparados que contenían aneurina» so
bre palomas» se observó que el oxigeno sobretonado por trozos de 

cerebro de aquellas en estado wvitaminóoico, aumentaba al adicio
narle» concentrados de aneurina en solución de lactato» hecho que 

se atribuyó a un factor de naturaleza catalítica» designándosele 

con el nombre de ^£"Catatorulínico% si bien existía la certosa 
que este fuera idéntico a la Bl»
Con este motivo se ideo una técnica que consistía en determinar 

la aneurina presente» teniendo en cuenta dicha sobre toma de oxíge
no por trozos de cerebro de palomas (Petera, Haydln y Thoxpson)
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lo que permitía construir una curva que Indica la relaclSn entre 

la dos lo de aneurina (gasas per al» de solución) y cobretoma de 

oxígeno (miligramos por gramo horario) que no constituye una línea 

recta, sino una curva de suave pronunciación» *' 
Test de lafermentación de levaduras

Bl efecto estimulante de la 

vit» Bl en la fermentación alcohólica haido desarrollado en un 

test cuantitativo (óij.)» 
Schultz* Atkin y FTeyindican que en la presencia do una conve» 
miente mesóla buffer, cristales de vit» Blproducenuna estimula» 

Otón pronunciada en la tasa de fermentación alcohólica» Por su 

método original ellos son capaces de estimar íá presencia de 0>5 
a mg»de ttamlna»
En eote método te mide el volumen gaseoso desprendido en un Ínter» 
valo de tiempo dado-y el valor asi obtenido es proporcional a la * 
Bl presente»
Método del crecimiento de cocost

Knight (ójídemuéetra que bajo 

condiciones convenientes, el crecimiento de Staphyloeocus aurens 

es proporcional a la cantidad de vitamina Bl presente en el medio» 
Se determina la Bl sintetizada por el nodulo bacteriano Hhizobiuxa 
trifolia» 

West y Wllson han adaptado la observación de Khlght a un rápido
t •

ensayo biológico aplicable a pequeñas cantidades de ordinarios cul* 

tivos medios 166)»
Cocarboxilaoa:

La cocarboxilasa puede ser determinada cuantitati» 

vamente por la cantidad de anhídrido carbónico producido por deear» 
boxilación de ácido pirávico por levadura que ha sido liberada de 

cocarboxllaoa en presencia de cantidades máximas de vit»Bl (ó?)»
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MStodoo gulaicoa

Se han propuesto para la determinación 

de la tiamina una cantidad de reacciones coloreadas, ninguna de 

las cuales, sin embargo, es totalmente de sumaconf lansa, ya que 

la vitamina necesita ser concentrada antes due la determinación 

pueda ser hecha.

Desde el afío 1957 algunos métodos quínlcos vienen “empleándose cada 
ves mas, permitiendo efectuar determinaciones bastante rápidas y 

exactas del contenido de la vitamina Bi en la-orina, heces y dife
rentes órganos.

fisto método estábasado en que la vit. Bl 
en solución acuosa es oxidada por medio delferricianuro de pota
sio a t loe romo, cuya fluorescencia es determinada fotoeléctrica
mente. (68) (6?) (70).
La oxidación se efectúa a pH 10. La Intensidad de la fluorescen- 
cia es una función de la alcalinidad de la solución y de la canti
dad de tiocromo presente. La presencia de un exceso de ferrieia- 

nuro de potasio destruye el. tlocromo rápidamente formtfado* La lira* 

diación también destruye al tiocromo.

Los resultados obtenidos por este método son concordantes con 

aquellos obtenidos por el método biológico de la bradicardla. 
fio preciso sin embargo denotar que solamente la vit. 'Bl liberada 

es determinada por este método, ya que7 solamente ella puede ser 

extraída por solventes orgánicos. Esta dificultad puede solucionar
se digeriendo la muestra por pepsina, seguida de digestión con 
tobadlas tasa»

El método original de* Jansen ha sido modificado por Conner y 

Straub (71) por Barrer yKubli y más recientemente por Hennessy y 
Cerecedo quienes introdujeron el uso de una seolita sintética 

(Decalco} para absorber la tiamina y con eso separarla de las 



sustancias que Interfieren con la reacción. Ellos emplean un ins* 

tramonto sencible fotoeléctrico, el fluorómetro de Pfaltz y Bauer 

para la medida do la fluorescencia*
Generalmente de 5 a 5 granos'de nuestra son usados en ladetermi* 

nación. la muestra debe ser finamente pulverizada y representativa 

del material a ser analizado* &n el caso de vegetales fresaos es 

conveniente primero congelar con dióxido do carbono sólido» Con 

¿ateríales de grán cantidad de grasas: puede ser necesario primero 

extraer .tnia cantidad pesada del material con Ster en un extractor 

de Soxlet.
La muestra pesada es colocada en un tubo especialmente designado 
de cerca de 75 capacidad, en donde se adicionan 5^ oa? de

ac* sulfúrico 0,O& U dando un líquido denso en la relación de cor* 

ca de 10 a 1*
El pH 1 o 2 de esta mezcla de extracción es óptimo para la extrae* 

ción de la vitamina y suficientemente Ácido para prevenir su des* 

tracción.
El calor requerido para la extracción puede ser suministrado por 

un plato eléctrico caliente o baño dé agua callente» Antee del'f
calentamiento la mezcla debe ser agitada para prevenir el Oarbo* 

alzado de la muestra.
qon

Se calienta una hora cerca del punto de ebullición/agitaoión coa* 

tinca*
*4

AÍ término de la extracción cada uno de ios, agitadores es cuidado* 

sámente lavado con 5 cn^ de agua destilada y los tubos son refres* 
codos colocándolos en agua corriente*

Luego se aumenta el pH a U o 5 para obtener óptimas condiciones 
para la hidrólisis cnzlmatica.

Aunque Hexmessy y Cerecedo emplean NaOH H 1 para este propósito,

*35+



es demostrado que el uso de este reactivo puede conducir a pérdida 
!

de ¿lamina debido al desarrollo de un ¿rea local de alta Concen
tración alcalina» Por esto la enzima clarasa,usada para la hidró- 

lisises preparada en un buffer acetato de codio- ¿c. acético, 
así que la mezcla dé. extracción, despueodelaadiciÓn de la solu
ción clarasa da el pH deseado»

z
.... ’•> ,»

La solución buffer acetato de sodio-ác» acético (pHes pre-
> parada por adición de 5U,Uo em5 de ácido acético glacial a 66,958 

gramos de acetato de. sodio anhidra con suficiente agua destilada 

para obtener una solución de los reactivos y entonces transferir 

a frasco volumétrico de un litro y llevar a volumen con agua des
tilada»

.Con algunos productos de cereales el pH de la solución durante la
'' *. *' 'r ■ ''

hidrólisis enzimatica puede exceder 5# ce emplea MaOH para 
llevar cerca del pH deseado»
En el presente procedimiento, 10 cm^ de una solución al 5 X de 

clarase oon adicionados a cada tubo de extracción» El contenido 
de cada tubo es entonces agitado con un agitador de vidrio y el 
tubo conteniendo la varilla agitadora es transferido a un horno 

de incubación mantenido a una temperatura do ij.50*
Loo tubos con incubados por dos horas a esta temperatura con fre-

/

cuentfta agitación»

Siguiendo al período de incubación, cada agitador es cuidadosa
mente lavado con 1 cm5 de agua destilada y los tubos de extrae— 

ción son enfriados a la temperatura ambiente» Los tubos son enton
ces centrifugados a alta velocidad hasta qué un líquido claro so
brenadante sea obtenido» TJha. parte alícuota conteniendo aproxima- 

demente 5 mg» de tiamina es enftonces pipeteada fuera del liquido 
sobrenadante en un bócquer conteniendo 5 csr de ac» acético al 
a X*

La solución de Se» acético conteniendo la tiamina es orientada 

justo a ebullición en un plato eléctrico caliente é introducida
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en una columna de J c»5 de alte y 2 de ancho conteniendo Zeolita 

sintética (Decalso) activada (72)<

El tubo de absorción esté unido por medio de un tapón de goma a 
un franco Kitasato de 125 en* de capacidad* Cuando la col* conte* 

niendola Bl alcanza el.fondo de la columna Decalco úna suave suc* 
clin es wsientañeaménte aplicada* para obtener una relación de co* 

rriente de aproximadamente 1 om? por minuto*
Después que la solución dé vitamina ha pasado integramente, el 

bÓcquer y la columna con lavados varias veoes con agua destilada* 

y los lavados son pasados dentro de; i* columna*
Se absorbe así éllÓO j( de la BÍ en la columna Decalco* 

la vitamina es eluídá de la columna porusodeuna sol* caliente 
al 25 jif dé Cloruro de potasio ( 2? os?) (puede usarse una solución 

de SaCl si la columna Decalso ha sido; previamente activada con 

esté reactivo en ves de KC1.)<
Sé separan unos 5 cm? de este elúido, se asida con ferricianuro de 

potasio y se mide en el fluorómetro la fluorescencia del tiocromo* 
Recientemente (75) la Research Corporatlon Comittee en conjunción 
con el Comitte on Vitamin Fórtification of The América» Associai 

tion of Cereal CheMotry, sugieren un procedimiento para la deter
minación de la vit* Bl que no es sino el método simplificado de 

Conner y Straub al que nos hemos referido» 

.Para separar la tiamina de las sustancias que interfieren en el 
proceso se emplean zoolitos sintéticas, tales como el Decalco, 

permutitao la Cristalita que absorben la vit¿ Bl*Esta operación 

se efectúa en loo tubos Eenneoay o "Base exchange1*, en donde queda 
retenida la tiamina, que luego es eluída por el KC1* Se oxida a 

tiocron», se extrae oon isobntanol y la intensidad de la fluores

cencia aml excitada por los rayos ultraviolados de determinada 

onda, se mide por comparación en un fluorómetro con un standard 

primario de tiamina de conocido título; o con uno oecundario de 
sulfato de quinina*
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La reacción del tiocromo ha sido modificada para determinadla tia- 

alna porTanber (20) de «odo que ya na se determina el tlocromo
' \ ¿ r-.

formado por la oxidación de ferriclanuro* sino que su equivalente 

de reducción el ferriclanuro de potasio*se o roete como atul de 

Prusia a la lectura dolorlmStrieá* El método es adecuado pava ma
teriales biológicos* siendo preciso eliminar previamente las sus* 

táñelas reductores»

Ritsert para determinar tiamina en origfcp elimina la adsor
ción previa de aquella con Eranconita por hallarla complicada y 

adopta la observación directa de la fluorescencia con ayuda de la 

lámpara de Hanau.Lasolución ensayada áe observa frente a la 

de comparación de contenido en tiocroao conocida y compensa la 
fluorescencia propia con la edición de isobutanolde fluorescen

cia clara* procedente, de la prueba ciega. Estamótodo ha sido 

aplicado pera determinar la vita Bl en las haces y órganos animales 

Hánnessy y Cereoedo (75) adoptan el" método de ¿raneen para estimar 

la aneurina libre y fooforilada presente en soluciones puras y 

materiales biológicos practicando con tal fin tres procedimientos ♦ 

£1 primero se refiere a soluciones puras de aneurina en cuyo caso 

se aplica la reacción conocida* debiendo observarse que en la 

capa acuosa que resta luego de la extracción butanólioa* no exista 

fluorescencia mayor que la que pueda manifestar él ensayo en blan

co* el cual consiste en adicionar a un volumen* igual del líquido 

en ensayo todos loo reactivos con excepción del ferriclanuro de 

potasio*

Segundos Utilisa la adsorción de la vitamina Bl con seoílta y pos* 

terior elución con el objeto de eliminar las sustancias que inter
fieren* 151 sustrato obtenido se remite al ensayo 1^ y si la capa 

acuosa presenta fluorescencia* después de efectuar la extracción 

loobutanólica (presencia de coearboxilasa) ce somete al ensayo 5^ 

que se aplica a la determinación de la aneurina fooforilada al esta 



do de pirofosfato, que transforma en monofosfato mediante adecúa* 

da hidrólisis per una fosfatase extraída del tejido renal» 

EX líquido obtenido se somete la al ensayo 1& o bien se adsorben 

las sustancias que interfieren cegúh el ensayo 2do» 

Otrosaetodoat

Los métodos de Kinnersley yPetera» de WUlstaed 

y Barany, de Hennessy (76), y de Melniek y Fi eld, el último non* 

brado usando un reactivo propuesto por Prebluday Me Colina» de* 

penden dé la formación de un pigmento, presumiblemente formado por 

la copulación de la vitamina con una amina aromática diazotada» 

La medida por medio de la eolorimetría o fotometría de la canti* 
dad de pigmento producido se hace una medida de la cantidad de 

tiamina» 

...Lasaminas aromáticas empleadas en estos métodos por aquellos in
vestigadores son:4e¿ sulf&nílico, 2-U dicloro anillna y p*amino 
acetofenonarespectivamente»
Recientemente Emmet, Peacock y Brown han simplificado el procedí* 

miento de Melniek y Pield, en la aplicación dé ciertos materiales 

teniendo una mediana alté potencia (77) •
Test Azo formaldehido de kinnersley y Petera :

>•. ^.¿úto método está 

basado en que el £c« sulfanílico en medio clorhídrico y frente a 
una solución de nitrito de sodio produce ác» nitroso que reaccio* 

na sobre aquel formado un derivado diazonio incoloro, el que eopu* 

la con cuerpos de las serie aromática (con función amínloa o fenó- 

lina) originando en medio alcalino azoicos coloreados»
Xa que esta reacción ataca al amino grupo ¡i del núcleo pirimídico

< •’ ■> »* .v-xc-';-'

qs obvio que una vitamina deaminada o el tlooromo no dén esta 
reacción» (78)*

La reacción se efectúa tan solo con'la aneurina libre: para la
•? •.
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determinación de la aneurina total es preciso un previo desdobla* 

miento de la cocarboxilasa a pnhcon takadiaatasa.

Compuestos sintéticos de la misma estructura dan la misma reacción 

C?9) La presencia de sustancias reductor»» interfieren en el des* 

arrolle dél color, como trasas do Ui, Co> Hg, Cd, Sn, Ce, Zn, 

y Cu por ej»
El uso de acetona en lugar de vitamina Bl da también el mismo eo- 

lor con los reactivos de este método;

La primitiva reacción de Kinnérsley y Petera (ijjtp en la que el
S

color rosado es estabilizado con una gota de forwaldehido, es mo
dificada en 1958 por los mismos quienes usaron una muestra en ali 

cohol de feo *en vez de agua, extracción del color con alcohol bu* 

tilico (sin fonaol) y tratamiento del extracto coh HC1 n/200. 
Utilizan la.observación directa como medio de estimación.

1

Willstaed y Barany proponen la determinación de la vit. Bl median*
i

te el fotómetro de Pulfrich, utilizan (80) filtro S JO y miden el 
color desarrollado por la acción del dlazo reactivo en medio aloa* 

lino, con la 2 <» 1|. di ¿loro anilina»
Deviatnln (i|.) opera de la oiguientamanera: extrae la tiamina con 

agua callente, centrifuga, ppta. la vitamina con acetato de mer

curio y de cloruro de platino, elimina los glneldos y otras impu
rezas por lavajes del ppdo. y por descomposición con HgS» 

Después <n un pequeño tubo de ensayo, mezcla 6 civ* de reactivo 
(agua 100 cm^, soda K 100 ce?, bicarbonato de sodio 5>7^ ío< 

sulfanllico diazotado a 0,5 £ 2 ce?, formol a lj.0 JÍ } gotas con 

1 cu? del ext. vitamínico, agita rápidamente y callenta 10 minutos 

al baño usarla a 90 - 95* y hace en seguida la lectura al coloríme
tro»

Loe detalles del método de Klnnersley y Petera se indican en la 

parte experimental»



^fep¿ojBoi&rj^£trigp--dg. Z^biuda^y^sc Spiiism. £81)**»
La p-asaino acetanilida diazotada, 

p*amino acetofenona o netll p-amlno acetofenona dan con vit* Bl 

un tinte rojo, específico para esta vitamina que puede ler extraí
do con solventes orgánicos tales como xlleno, acetona,isobutanol, 

etc* 

La sensibilidad de esta reacción es aumentada por la presencia de 

fenol o alcohol etílico o preferiblemente ambos (81), (82), (8?) • 

Kelnlck y Field han propuesto, utilizando como sustrato soluciones 

puras de aneurina, arrastrar'con xlleno el ppdo* originado como 
consecuencia dé la reacción producida entre la aneurina y la p-aml* 

no aéetofenona diazotada, apreciando luego pormlcrocolorlmetría 

la intensidad del color extraído*
La reacción se efectúa con solución de vitamina a pH 7 en medio 

alcalino, en presencia o no de fenol* dejando un contacto durante 
2Í$. horas, entes do proceder a la extracción del azo color* 

Loe autores señalan un posible error del 10 M* 
Para los materiales biológicos es necesario previamente concentrar 
la aneurina mediante adsorción con permutitá y posterlor elución 

con col* de KC1 al 25 jí a pH 2*- 

Willstaed y Barany sugieren el uso (19J8) de 2*4 dicloro benceno 

cloruro de diazonio, extracción del tono amarillo rojizo con éter 
y separación por adsorción de hidróxido de calcio* 

Bate método ha sido modificado cursando el análisis con £c* sulfa* 

nllico diazotado, con y sin la presencia de ferriclanuro de pota* 

cío*

Ya que la vit» Bl no da color bajo estas condiciones y otros amino 

compuestos que pueden ..acompañar la tiamina dan color* la dif eren- 

cía entre el valor del color da una medida de la cantidad de vit* 
Bl presente*



Loa resultados de estos métodos ce comparan favorablemente con los 

valoree biológicos*
La vitasdna 0 interfiereen el desarrolle del color (BU)» a menos 
que sea primero oxidada* por ejemp», por titulación con yodo o 

por adición de iones calcio*
Este método es determinado como específico para la vitamina libre, 
pero no para cocarboxilasa o monofosfato de tlamina y es mostrado 

que* por hidrólisis enzimatica* la vit* libre puede ser liberada 

ydeterminada químicamente* 
Marenzi y Vlilalonáai (8j)

Estos autores efectúan la determiné* 
ción fotometrías de la tiamina en preparados comerciales* tenien* 

do en cuenta él aso. color que ésta origina al ser tratada con la 
p-nitro anilina diazotada en medio alcalino con ayuda del calor y 

posterior extracción de aquél con benzol»
Efectúan las lecturas con fotómetro de Pulfrlch, filtro S 53 y 

utilizan cubas de espesor variable*
Los autores expresan que el método cumple la ley de Beer y que su 
presta para determinaciones comprendidas entre JO yóOO gamas» 
Método Eravimétrieo de Raiman t (86)

Este método esta basado en la pro* 

ducoión de un ppdo* anaranjado rojizo de vit* Bl con iodo bismu* 
tato de potasio*

'» .J

Método de Sprortt (87)

La vitamina Bl es separada corno fosfotungs* 
tato y reducida con hidrógeno naciente* El color resultante marrón 

se cree que es proporcional a la cantidad de vitamina presente» 
Reacción de Baybint (88)

- Latiamina en una solución de bórax de pH 9*6
forma con 2*6 di bromo qulnona cloroimida un color anaranjado que 

gradualmente decrece en intensidad» El color forjado puede ser 
extraído oon cloroformo y medido en un fotómetro»



Otro método es elindicado por Stepp* Kfihnau y Sohoroeder que 

consiste en lo siguientes
La tiamina7 ce oxida por hipoioduro absorbiendo 12 ¿tomos de ibdo* 

Esta reacción es la báse dél método analítico deSlotta y Neisser* 

Su empleo se limita la comprobación de cantidades elevadas de Bl 

(mayor 0*7 mg«) en sol* puras* x
Comprobando la aneurina en mediosqué contienen sangre hay Que te*

. * . .*• ,T

nér en cuenta que la hemina y la hematías la destruyen o por lo
* ■<

menos la alteran hasta un grado que ya no sepermite una comprobé» 
clon química (Mulli*Sch£roeder)#
L1 p m á n n (89) ha mostrado que un muy distinto color amari» 

liento marrón aparece cuando soluciones^al 0*5 £ * 1*0 JÍ de tia- 
mina son reducidas con hidrósulfito*
r a u b é r (90) ha demostrado que calentando úna mesóla de tia* 
mina y para dimetil amino benzaldehido con ¿c* acético glacial 

hasta evaporación completa* enfriando y adicionando una gota de 
ac* acético produce un rojo ladrillo* base de Schiff•

©^X^Baciajant^JL^^S^ergnteg, ™i£ades_de tiamina

1 mg« de vit« Bl clorh* 
cristalino equivale?

( 333 unid*J internacionales 
) loo ” curativas Smith
( 666 w Ohase Shorman
)6666 miligramoo equival*

"i

1 unid*internacional equivale?
• * r »

( 0*5 unid* curativa Smith 
) 2*0 ® Chaee.Sherman
( J*0 microgramos vit* Bl

1 unid* Smith equivales ( 6*0 microgramos Bl
) 2*0 unid* internacionales

1 unid* Chace Sherman equivales ( 1*5 microgramas vit* Bl 
) 0*5 unid* internacional



Capítulo quinto

Bl trabajo tuvo por objeto determinar
<< - ..,•

la cantidad de tiamina contenida en el pan del comercio y al «lar 

ato tiempo en la harina de panificación, para observar si se des* 
traía parte de la vitamina en el proceso dee lab oración» 

Previamente efectuamos la identificación y ensayos de pureza de 

la vitamina Bl usada como patrón»
Para ello nos servimos de las siguientes reaccionen i

*
Xa vit, Bl en solución acuosa ppta« oon ác» pícrico, fosfotúngs*

• •i

tico, cloruro de merctaio y oro, reactivo de Mayor y por ioduros» 
En solución alcalina incolora, per ol ferricianurode potasio se 

colorea en amarillo con fluorescencia azul, por formación de tio* 

cromo»
Determinado el punto.de fusión éste es de tíj8 « 25O0C»
Ensayos de pureza* (91}

Xa vitamina 61 humedecida con ÓC» snlf&» 

rico y, calcinada no deja más de 0,10 por mil de residuo»
r • ,< y -r ’’

Añadiendo a 5 <®^ de sol» acuosa de vit» Bl al 2 $,$ te? de solu*
"Y • 1,1 • f *

cién normal de HaOH y calentando suavemente, los vaporeo no colo* 

rean de azul al papel de tornasol rojo, ni producen coloración 

oon sol, alcalina de icduro de mercurio y de potasio (sales amo* 

Bísenles),
Añadiendo a 10 os? de una solución al 1 $ de vit» Bl 1 es? de do» 

clorhídrico diluido y 1 ü» «ol, de BaCl al 10 no aparece 
turbidez dentro del termino de cinco minutos (sulfates)» 
Añadiendo a 10 os? de una sol» al 1 % de vit» Bl, dos gotas de 
HC1 y 10 &g? de solución de HgS no ce produce ennegrecimiento 

(metales pesados). Por desecación sobre ac» sulfúrico en el vacío 

durante 2i|. horas no pierde mas de J jt de su peso (agua).

punto.de
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Uaa vez deterrainada la pureza de la vltanlna procedinoc a deoeoar-
** . <• A ’ * *

la al vacío unlf úrico durante 21$. horas para luego preparar con 

ella nuestra solución tipo*

Para: efectuar nuestras investigaciones aplicamos el proceso de
• i ;

extracción de Conner y Straub (71J y al extractó el, método de* »
Klnnersley y Petera (modificado por gammaJó)
La extracción consta de loa algo!entes capítulos:
a) Preparación de le Permutita*

La Femxtita usada debe pasar por
f ■ r

las mallas del tamiz n* 60 *• 80 y debe ser convertida en salde 

potasio*
Su activación y transformación en sal de potasio se realiza asís 
a 200 gramos de Pensutita ce le añaden 2 litros de £c» acético al

’ ‘ - •< * *L.f

5 Se agita por 15 minutos y se decanta» Sé añade más acido y 
después de 5 minutos se decanta otraM vez»
Entonces se le añade 1000 cm^de solución de KC1 al 2J X y se agi

ta durante 20 minutos con una varilla de vidrio • Se decanta» Sé 

lava con agua destilada varias veces por decantación» Se repiten 

los lavados y decantaciones con ác» acético al 5 Se filtra en
’ * * ' , 4

• L

un embudo de jBuchner y lava con agua destilada; por último áe deja
?; / • • *•'

pasar aire y sé seca»
¿ ’ i •

» * 1 *

b) Preparación de la muestra y extracción de la tiamina:
Se toman

<
100 gr» do pan.o harinea desecados a peso constante en estufa y ae 
pulveriza finamente»

'• J ' 4" --

La muestra pesada es colocada en balón de 2 litros de capacidad en
v

donde se adicionan 1000 cm5 de ácido sulfúrico 0»01|. N»

El pH 1 o 2 de esta mezcla de extracción es óptimo para la extrae* 

clon de la vitamina y suficientemente acido para prevenir su des* 

trucclon» El calor es suministrado por un baño de agua caliente»



Anteo de «alentar la mezcla se agita para prevenir la carboniza
ción de la muestra# Luego se «alienta una hora cerca del punto de 

ebullición con agitación continua» Al terminar la extracción el 
agitador ea cuidadosamente lavado con $ cn^ de agua destilada y

‘ •, -V ‘/j-i'"-'* ,j;

el balón, es refrescado colocándolo en agua corriente»
El pH se eleva a U>5 Pera obtener óptimo condiciones para la 

hidrólisis enzimatica, con una solución, buffer acetato de sodio* 

£s» acético» La solución se prepara por adición de de

acético glacial a 66,938 de acetato de sodio anhidro y suficiente 

« w a.
Se adicionan para obtener el pH 200 &n? de la sol» buffer y J g» 

de takadiastaca para hidrolizar la pooiblecocarboxilasa a tiamlna» 

El contenido del balón es entonces agitado son una varilla agita* 
dora de vidrio y se • incuba por dos horasa ¡1$ «* 550 con frecuente 
agitación» Siguiendo a este período de incubación, el agitador es

•' "* ' ‘ i '• í ■ i. 1; •’ '■ ■

cuidadosamente lavado con 1 cm? de agua destilada y el balón es
■ ^so

enfriado a la temperatura ambientef se deja decantar hasta que 

un líquido claro sobrenadante sea obtenido» Ese líquido se decanta 

con todo cuidado y ce coloca en balón de Engler con §0 en? de as» 
acético al 2 £» Se concentra al vacío a unos 50 c®? y se introdu
cen en una columna de 5 cm? de alto y 2 de ancho conteniendo la 

Permtita activada; (92)»
o) Absorción de la tlamina:

La tiamina en la solución acida es 

selectivamente retenida en la columna de Permutita que se halla en 

el tubo de absorción, mientras que diversas impurezas pasan a tra* 
.veo de ella»

El tubo de absorción está unido por medio de un tapón de goma a un 

frafloo Sitaeato de 125 oapacidad» Cuando, la solución oonte-
siendo la Bl alcanza el fondo de la columna una suave succión es
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momentáneamente aplicada para abtener una relación de teniente 
de aproximadamente. 1 ci»5 por minuto*

Después due la sol* de Bl ha pasada integranente, el becquer y 

la colunna son lavados varias veces con agua destilada y* loe lava
dos son pasados dentro de la colwana»
Se absorbe asi el lOOJíde la Bl en la columna de Peruutita* 

Después de ello áe corre aire a través del tubo durante un minuto» 

fi) Liberpolfo ¿fl
Para extraer la\ tiamina de la perw- 

tita se deja pasar 15 sol* laida de KClcaliente en dos
porciones» Se recoge el líquido en un frasco de25 y se com*

** ' * ’4 * --i !.

plata a la marca añadiendo más sol* leída^aiiíui>i>' de absorción» 

La tiamina pasa totalmente en el eluídoqueeoalfiltrado de la 

sol* áclda de KCl»
Con el catracho obtenido se aplica el jaétodode Kinnersley y Petera 
Los 25 0^5 de sol* acida de KC1 que contienen íá vit* Bl se con

centran al vacío a 5
-En el método de Klnnersley y Petera cuyos fundamentos ya los hemos 
Indicado en el capítulo anterior ut11izamosloociguientea reac
tivos: ■

a) Solución de ácido sulfanílico: se obtiene disolviendo 
1|>5 gramos de ácido sulfanílico en 45 »1* de ¿01 al 57 jí» luego 

se lleva a 500 mi» (95)»
b) Solución de_ Nitrito, de sodio: Se obtiene disolviendo

25 gramos de Nitrito de sodio puro en agua destilada* llevando a 
500 mi»

«) Solución de Acido ¿-diazo bencenooulfónlco» En un ba

lón aforado de $0 «1* semiden 1 ni» de Acldosulfanllloo en sol» 

(a) y lal»de sol* de nitrito de sodio» Se inmerge en un baño de 
hielo 5 atentos» Se agrega 6 ml.de la soluolóndenitrito de so
dio; se Besóla bien por rotación y se deja en el* baño de hielo

ml.de


otros 5 minutos. Se completa con agua destilada a 50 y ®o 

de ja én el baño de hielo* donde se conserva»

Jtank y Koeseler (loc»cit») aconsejan no usar este reactivo por lo 

menos .hasta 15 minutos después de su preparación» Sote reactivo 

debe prepararse diariamente»

d) Beaotivo aac^ino_de_Binnersl.ey¿y^
Se prepara coas 100 mí» de MaOH N

5*76 g« de Bicarbonato de sodio
100 ral» de agua destilada

’ ®) Solución de formáldehldo»
f) Solución tipo de tiaminat Se preñara desecando tiamina 

2U horas sobre vacío sulfúrico* desecación -qué se efectúa al ábri- 
ge de la luz* para evitar su posible alteración» 5;
Se pesan 10mg», se disuelven en agua destilada* llevándose a 100 

ml»,de modo que cada sil* » loo gamas de tiamina» ;

En un principio Kinneroley y Petera uoaban la oiguiente técnica 

experimental: _ . r
0*5 cm* de ácido sulfanílico diazotado se adicio

nan a 1*25 ®1< reactivo alcalino y después dé un minuto* una 

gota (0*05 mi») de formol al Ifi jí y en seguida 0*1 a 0*5 »1« de 

la sol» de tiamina a pH mayor que U»
Los autores estiman el color rosado que aparece lentamente* después 

de los 30 minutos* en que ya permanece constante* a simple vista 

o por colorímetro»

En 1938 modifican la técnica en la siguiente forma: A 0*1 *• 0*5 ni» 

de una .solución que contenga 10 a 20 gamas de tiamina y etanol al 
30 fl (reemplazan el formol por etanol ai 50 Jí)* sé agrega después 

de un minuto* una mezcla de 1*25 *&» del reactivó alcalino y 0*5' 
de ácido oulfetníIleo diazotado, dejando en reposo durante 2 horas» 

Luego extraen el aso color dos veces con 2 wl» de butanol* combinan 

los extractos butanolicos y extraen con 2 mi» de HC1 n/^00 y luego 

con 1 mi»



La £ase ácido clorhídrico se separa» se le agrega igual volumen 

de etanol, y la solución obtenida se compara con patrones deaneu- 

riña igualmente tratados»
Nosotros adoptamos para nuestras expe

riencias la técnica propuesta por CammajÓ en su tesis presentada 

en 19^2 para optar al grado de Doctor en Bioquímica’ y Farmacia» 

obteniendo como veremos óptimos resultados»

> .^Del extracto obtenido anteriormente (5 ®1») i.:;-/ -•■ >
tomamos 1 al» Aeoelsil» de vit» a pH 6»5» se le adicionan IX 

, gotas (aproximadamenteO»55 al») de etanol a 95~» Después de 
30 segundos de contacto se le agregan O»75 al» ¿el diaso reacti

vo»Se. de ja en contacto 1J segundos y finalmente se adiciona* 
1 ni» del reactivo alcalino de Kinneroley ytetero»

Aparece un color naran ja que vira rápidamente a un rosa violado 

y luego do 10 a 15 minutos permanece constante»
Las lecturas se realizan con fotómetro de Fulfrich, con cubas 

de 0»5 em 7 filtro S 5° Cu* El color permanece estable por 
lo menos durante 2l|. horas»
En la cuba testigo colocamos el producto de la reacción en blan
co» que no origina aso color»

Cumplimiento de la ley de Lambert y Beer»

Realizamos lecturas con 

escala de tiamina desde 10 hasta 100 gamas» ce efectuaron de cada 

tubo 10 lecturas ( J a la derecha y § a la izquierda) obteniéndo
se al final una representación gráfica satisfactoria que mostraba 

el buen comportamiento general de la reacción»

•47“
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Tubo gil: A 0,10 cm5 solución detiamina (10 gamas), se 

agregan XX gotas deetanol a prosiguiendo según técnica» 
T ub o n»2i Con 0,20 c®í de solución tiamina y prosiguiendo 

igual»
Tubos suboiffuientegi Con 0>50$ O*Í}C> 0>$0; 0,ó0; 0,?0j 0,80$ 0,9^1 

y 1 cm^> prosiguiendo según técnica indicada»

Después de 10 •* 15 minutos se realisan las lecturas con fotómetro 
dePulfrich usando cubas de 0,5 o»? 7 filtro 3 5o (»£?)♦ Én la 

cuba testigo se coloca agua destilada»
Lecturas efectuadas t

Tubo n~ 1 * 10 gamas w T « 77
a w 2 * 20 * T • 61,5
u a 5 * JO » i' í|9»4
t» a U * 40 w - «¡? • 59.4
ii a 5 * 50 u «• T ® 51.5
a a 6 • 6o a w T » 24,7
i» a •' Y «*■ 70 n 4» T Si 19,6
a a 8 • 8o s - T - 15,9
a 9 * 90 » «•- T m 12
tt a 10 *» 100 á * T » 9 »4

Siendo K * B/l, tenemos los siguientes promedios de coeficientes 
de extinción:

Tubo n¿ 1 * 10, gamas • 0,228
9 9 2 w 20 « »» K« 0Uj2J
a 9 j « 50 a «M t * 0,608
a a l¡> •* - 1^0 a .«* K * 0,810
* w 5 • 50 * K • 1,010



Tubo „ O n* 6 •. 6o gamas - K ■ 1,215
a H 7 - 70 u - K =■ 1,416
<> ir ’ 8 - ,8o a. - K s 1,020
a ti. 9 ?o u - X » l,8i}.0

a 10 - 100 a -» K « 2,054

Teniendo en cuenta que* E « of,

Siendo E ® extinción

<**■ coeficiente específico do. extinción
1 * espesor de capa
erW concentración

deducimos que • E/c«l«. y como E/l es el coeficiente de extin* 
ción K tenemos que ad «• K/e

De esto resulta que para:

10 gamo

20 gamas

JO gaaaa

o¿»

oC X

0,228
10

0j>25
20

0.608
50

« 0,0228

» 0,0211

• 0,0202

Uo

5o

gamas 

gasas

O¿ x 0.810 . « 0,0202

. = 0.0202«i»
Uo

1.010'
50

6o ganas cZ» .» 0,0202
6o

70 ganas ¿Zx iJaé
70

.S 0.0202

8o ganas <Z« i. 620 » 0,0202
8o

90 ganas cZs _1.8kQ
90

S 0,02(4

loo gamas oía -&0&.
100 • 0,0205k
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Hallamos el promedio de alfa, sumando y dividiendo por 10 y obte

nemos el valor promedio de O«O2O6 , este valor nos permitirá cons

truir nuestra curva teórica, dada uno de cuyos puntos se halla 

multiplicando a este factor por la concentración respectiva»

10 gamas s 0,0206 X 10 = 0.206
20 gamas, s 0,0206 X 20 » 0,ijl2

JO gamas 0.0206 X 50 « p,618
I4.0 gasas s 0,0206 x Uo. »¿O,821p
50 gamas ¿ «e 0,0206• X 50 8 1,030
60 gamas W 0,0206 X 60 “ 1.256
70 gamas • 0,0206 X 70 sl>
80 gamas 0,0206 X 80 — 1.62^8
90 gamas ■* 0,0206 x 90 9 1,8&

100 ganas a. 0,0206 x 100 • 2,06

Representamos estos valores en un sistema de coordenadas, fijando 

los valores de las concentraciones sobre eleje de las abscisas y 

los valores leídos sobre las ordenadas»

La curva obtenida es una recta que pasa por el origen* 

Marcando en el gráfico con crucecitae los valores obtenidos, ota-• • 
servamos que ellos ce alejan poco de la curva o bien coinciden con 
ella» Para efectuar la determinación de la concentración en vita» 

nina de una determinada solución, el cálculo puede efectuarse He

díante el traeado de la eurva de titulación; para ello ae deter
mina un punto de cualquiera concentración (igual al producto de la

» • •

concentración por alfa), se determina dicho punto, y se traca la 
curva que pasa por el origen»
Efectuada la reacción, se determina el K, se busca su valor en
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las ordenadas y una vez hallado, se traza una paralela al eje de 

las ah neis as hasta cortar a la curva. Se bajala ordenada y el 

punto donde corta el eje de las abscisas nos da directamente la 

cantidad de vitamina en gamas para la muestra tomada» 

Puede evitarse la construcción de la curvan teniendo en cuenta 

que:
E • alfa.c.l de donde despejando £ tenemos t

c » z. E x -J—
< l l

Vale decir que realizando la operación tenemos
l

ó sea: JLlJZaSL,

Basta pues determinar la extinción y multiplicarla por el factor 

97s°8 para hallar la concentración de la solución ensayada.





Observado que el método de Kinnersley y
l

Petera cumple la ley de Lambert y Beer procedimos a efectuar en
sayos de recuperación, agregando a una harina de la cual se cono* 

ce la Cantidad de tiamina, una alerta cantidad de Sata» 

Para ello procedimos de la siguiente manera:
Tomamos una harina, 

determinamos por el método antes indicado la cantidad de tiamina 

y encontramos el valor de 1|.6 gamas
Bel extracto de 5 cm? obtenido (i¿6 gamas) tomamos 1 (tín) cm^ 

(9,20 gamas)^a ese 1 cm? le agregamos 0*1 em? de sol» tipo de tía- 

mina.(10 gamas) de modo que ahora tenemos 19*20 gamas»
Practicamos la reacción de acuerdo a técnica::y llegamos a obtener 
el valor promedio de transparencia de 6? (lecturas: ó?,Ó2,6U*6?) 
Para esa transparencia la corresponde una extinción de 0*201 de 

modo que multiplicando la extinción por el valor97*°8
0,201 x 97*08 * 19*51

19*51 son las gamas determinadas, si a ese valor le restamos las, 
gamas primitivas del líquido (9*20) obtenemos el valor de 10,>1 

que son las gamas recuperadas»
$ recuperado < 10J &

luego a 1 va? le agregamos 0,2 cm? de sol» tipo de tiamina (20 ga

mas), de modo que ahora tengo en total 29*20 gamas»

Practicando la reacción de acuerdo a técnica obtenemos las siguien*
T

tes lecturas de.transparenciass 50 ♦ 50 « JO •» JOj fromedloi^O

M.M °>50i
0,501 x 97*88 B 29* 22 gamas
29,22 — 9*20 B 20,02 gamas recuperadas

y X recuperado • 100,1jl
luego a 1 cm? le, agregamos 0,5 de sol» tipo de vit» Bl (50 ga

mas) de modo que tengo ahora en total 59*20 gamas»

*52*



*53-

Promedio de transparencias :

ExtinclSnt 0,616
0,616 x 97,^8 * 59,8o gamas

59,80 • 9,20 s 5O»6o ¿amas recuperadas
X recuperado: 101, 2 X

Agrego luego a 1 cm? , 0,7 de sol# tipo de tiamiaa (70 gamas), 

teniendo entonces 79*20 gastas#

Promedio de transparencias: 15

Extinción: 0,82Í|.

’0,82U x 97*08 « 79,99
79,99 ** 9,20 • 70,79 gamas recuperadas

^recuperado: 101,12 X <?

»*

Agregado Determinado Recuperado X recuperado

10 gamas 19*51 10,51 105 X

20 gamas 29,22 20,02 100,1 X

50 gamas 59,80 50,60 io>,2 X

70 gastas 79*99 70,79 101,12 X



Capítulo sexto
Valoreo obtenidos

Muestra n¿ 1;
Mari n&; Se trabajó con loo gramos de harina * Del extracto fi
nal de 5 ®@ tomaron 1 Se siguió la técnica indicada en el
capítulo anterior y se leyeron las siguientes transparenciasi

80,5 - 81,5 -81-81
Promedio# Transparencla? 81

Extinción : 0 #092

0,092 x 97*08 « 8,95
0 sea que se han obtenido 8,9? gomas en 1 &s?9 luego ^00 5 ex?

> coi'respondienteo a loe 100 gramos de harina tenemos IduóG gamao de 

tiamina#
Pfe ns Se trabajo al mismo tiempo con panppreparado con esa 

harina; se siguió. Igual técnica y se leyeron las siguientes trans- ?
• .*■

parenclas: 82 *» 82 * 81 • 81,5
Promedio: Transparenciasi 81,6

Extinción: 0,088

0,088 x 97*08 - 8,54 g*®as

8,54 x } • 42,7° gamo de tiamina

M u o o t r a x- 2?
H a r i n a ; Se trabajo con 100 gramos de harina y se procedió 

en idénticas condiciones que la muestra anterior# Se leyeron las 

siguientes transparencias: 7? ~ 77*® “ 77*8 * 7®»4
Promedio# Tr qneparen cla; 78

Extinción* O,ío8
0,108 x 97,08 » 10,48

10,48 x 5 * ,?2>4o go©ac de tíanina.



P a n: Se trabajó al mismo tiempo con pan preparado de esa ha*•n
vinal te siguió igualtÓcnioay se obtuvo los siguientes valores:

Promedio» Transparencia: 80,2

0,096
0,096 x 97*08 « 9*51

9,51 x 5 5 M,55 gamas de tiamina»

MjüLo
Harina: Promedio» Transparencia: 80,5

Extinción: 0,09U
¿>09U x 97*08 « 9,12

9,12 x 5 s U5*6 gamas de tiamina»

B a n: Promedio» Transparencia: 82,1$.
Extinción: 0>081|_

o,o8U x 97,08 * 8,15

8,15 x 5 * Uo»75 gamas de tiamina

Muestra n£ h. :
Harina: Promedio» Transparencia: 75,8

Extinción: 0,120
0,120 x 97,08 ¿ U,¿k

lí,6t|> « 5 8 58,20 gamas de tiamina»

P a n : ProsEdiOaTr ansnar ene la: 77,8

Extinción: 0,107
0,107 x 97,08 » 10,3875^ -

10,38 x 5 8 52->90 gamas de tiamina»

“55“



M u e s t y a n$ 5
Harina: Promedio» Transparencia: 80,5

Extino ion: 0,09U ;'

0,0& x 97*08 » 9*12
9,12 x 5 * M»¿o gama» j(

P a n : Promedio» Transparencia: 82,6
Extinción: 0,08$

0,085 x 97,08 « 8,05

8,05 x 5 • i|O*25 gamas $

If a es t y a n^ 6

Harina: Promedio» Transparencia: 77

Extinción: 0,lli|.
oau4 x 97»o8 s 11,06

11,06 x 5 ? 55*30 gamas jí

Pan: Promedio» Transparencia: 78*8
Extinción: 0,105

0,105 x 97*08 s 9*999
9,999 x 5 S 49*995 gamas por ciento

Muestra 7

Harina: Promedio» Twuwnarenclax 76 

Extinción: 0.119 

0,119 * 97,08 • 11,55 

11,» x 5 ■ VM5 &«aaa H

£-A.n .*. Promedic^Traus perene la: 78*5

Extinción: 0,105
0*105 x 97.08 = 10,19

310,19 x 5 • 5O»95 sanas X
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TI u o o t r a n° 8
Harina: Promedio. Tranaparene la: 8j*2

Extinci&n: 0,0 80

0*080 x 97*08 * 7*56
7*56 W 5 , 57>8O gamas jT

P a n 1 Promedio» Transparencia: 84»4

Extinción: 0*074
0*074 X 97*08 • 7*18

♦ •. , ♦’ *

7,18 x 5 * 55*90 gasas X

Maestra n* 9
Harina» Promedio» Transparencia» 75,7

Extinción; 0,121
0,121 x 97,08 X 11,74 

11,74 X 5-58,70 gamas %
P a. ni Prémedlo» Transparencia» 77,5

Extinción» 0,111
0,111 x 97»°8S 10,77 
10,77 x 5 *155*85 ganas JÍ

Mu e g t ya 10

Harina» Promedio» Transparencia: 75,6 
mineiSn? 0*122 

0*122 x 97*08 r 11*84 

11*84 x 5 56 59*80 gamas j(

Pan * Promedio» Transparencia: 76*9
Extinción» 0,115

0,115 X 97,08 - 11,16

ll,16 x 5 * 55*80 gamas j(



M n e 8 -ti a nS 11
Harina? Promedio» Transparencia: 74

Extinción: 0*131 

0,131 x 97*08 * 12,71 

32*?1 x 5 * 63,55 í >
LfiJH. temedlo* ££Sngpa^ncia: 75,9

Extinción: 0,120 

0,120 x 97»O8 - 11,64 

11,64 x 5 s 58,20 gastas X

*** Ja
Harina: Promedio» Transparencia: 76,2

Extinción: 0,118 

0,118 x 97*08 » 11,45

>11,45 x 5 JS 57,25 gamas M

P a n : Promedio» Transparencia: 78
Extinción: 0,108

0,108 x 97,08 X 10,48

10,!|8 x 5 * 52»40 gamas JÍ

Se efectuaron temblón ensayos con pan de tipo Integral, siguiendo 

exactamente la; misma técnica que para pan blanco»v

H q e a t y a n* 1
Pan *Vitajtgaa** Tranoparenoiat ,3gJi

Bxtindfa; 0^90
O^í.90 i 97>08-s lt7>56

ll7»5&. x 5 9 237*80 ganas da «lamina en 100 g*de pan*
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M u Q g t y a _ 2 _
Trono parcnc la: i|D>5
Extinción; 0,395

o,595 x 97,08. s 58,15 
38,15 x 5 • X96,75 samas de tiamina en 100 g»de pan

Mués t r a n& 5
1■■' Transparencia: 51,2

Extinción: 0,506

0,506 x 97,08 * 49,12
49,12 x 5 « 245,6o ¿asmé- jl

M u e q t r a n& 4

Trancpar enola l 55,8
Extinción: 0,471

0,471 x 97,08 * 45,72 
45972 x 5 * 228,6o gamo de tiamina por ciento

Bmtaypg con pan wDietio<>

También ce efectuaron distin

tos ensayos con pan MDietia,,> siguiendo la miaría técnica de ex* 

toaccion y determinación, no pudiéndose encontrar en ninguno de 

es03 ensayos vitamina Bl»

Con.respecto a la nitotamida
(factor PF) solamente se encontraron vestigios#

De esto se deduce la necesidad Jjpi 
impe2?iosa que tienen los -diabéticos de que a su pan se le adicto* 

non esos factores tan irapreccindiblcB para su vida»
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fiClS.eacia_delJ>£.csafco_áe Eo£agio utille^da en_la &aai£ica£i&_ 

fiSPre_l& tiamina. £v£tx Bllcontenl^en gljPSPx-

Jorgensen en un trabajo reciente
H;' * i * -?:/u

(comentarlo en Chemical and Biglneering News, Í278,X,1946), ha 

probado que el efecto brómate es debido a la acción inhibidora 

que loo bromatos ejercen sobre las protelnasasde la harina que
•..£ ‘ ’ ”i.

han* sido activadas por' las levaduras»
Nosotros con el objetó de determinar lá influencia del agregado Je 

brómate de potasio m la elaboración del pan sobre el Contenido 

de tiamina, agregamos a una harina de la cual previamente deter- 

minamos su riqueza en dicha vitamina, una cantidad de brornato de 

potasio de U gramos en 7^ &e harina*
Pera ello tomamos una harina.de panificación adquirida en la 

prov» de Buenos Aires > determinados por el proceso antes Indicado 

la cantidad de tiamina, repetirnos varías veces la determinación y 
obtuvimos un valor promedio de 52,Ho gamas
A 7 Kg. de esa harina le agregamos Otlj.o gramos de bromato de po
tasio, se mezcló bien y solicitamos a úna panadería preparase pan 

con esa harina* Con el pan obtenido procedimos a determinar el 
contenido de tiamina? se efectuó la extracción eegfin técnica, y 
del extracto final de 5 «e tomé 1 en? con el cual se trabajó. 

Transparenciass 82,7 * * ®5>5 * 82,8-
Prcaedlo» Transparencia: 85

Extinción: 0,081
0,081 x 97,08 s 7,86

7>®6 ¿ 5 • 39,25 gamas de tiamina en 100 g*de parí 
Xa pérdida en tiamina de esa harina al efectuar la panificación 
eoya de por si la siguiente: 52,4o - 46>S5 > 5*85 samas o sea una 

pérdida del 11,16 jf» Xa pérdida total es de 13»15 gamas o sea un 

25,09 X, de modo que la pérdida en tiamina por el agregado de bró
mate es en esta muestra de un 13,93 %•

harina.de
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Determinación n^ 2:

Harina dé contenido entiamina: 1$5,6 ganas jí

A 7 Xg» de esa harina le agregamos 0^0 g. de bromato de potasio, 
se mezcló bien y se hizo preparar pan»

En el pan se efectuó extracción de tiamina y en el extracto final 
se hizo la determinación según técnica obteniéndose loo siguientes 

resultados:
Promedio» Transparenciat 85

Extinción: 0,071
0,071 x 97,08 « 6,89

6,89 x 5 * 5H»U6 gamas de tiamina jí
La pérdida total es en esta determinación de 11,11$. gamas o sea de 

un SktáLX.

Detersinación n* 3»
Harina de contenido en-tiamina: 58,20 gamas jí

Siguiendo la misma técnica anterior se obtuvieron los siguientes 

valores:
Promedio» Transparencia: 81,5

Extinción: 0*089
0,089 x 97*08 * 8,6fc.
8,61$. x 5 * 10,20 gamas de Bl jí

La perdida total es en esta muestra de 15 gamas o sea de un 25»7
"X

Determinación n& lit

Harina da contenido en tianúna: Waó? ganas %

Siguiendo igual técnica se obtuvieron loo siguientes valorea»
Eronedio» Transparencia» 85,5

0,069
0,069 x 97,08 z 6,69

6,6? » 5-® 55.U5 ganas *
La. pérdida total es de 11,20 ganas o sea de un 25.08 <



Determinación n~ 5:

Harina de conten ido en tiamina de 6?,55 ga»ao 9¡*

Se obtuvieron los siguientes valorees
,f * * X»

Promedio♦ Trarenar enela: 79>8

Extinción? 0,098

0,098 x 97,08 • 9>51 r.
9*51 x 5 - U7*55 gaitas X

La pérdida total es dé 16 gamas o sea de un 25,1

Determinación n» 6¿

Harina de contenido en tiamina U7,5 gamas }l
So obtuvieron los siguientes valores:

' • *

Promedio». Treno par ene la? 8^¿8

. 0,072
0,072* ?7*o® * 6,98
6,98 x 5 3 W*90 gamas jí

La pérdida total es dé 12,6 gamas o cea de un 26,5 %

Determinación n& 7:

Harina de contenido en tiamina de 5^,60 gamas ¿
Se obtuvieron los siguientes valores**

Promedio» Transparencias> 8%
Extinción: 0,081

0,081 x 97,08 S 7,86
7*86 x 5 i 59*50 gamas JÉ

La perdida total es 15*58 gamas o sea de un 25,2 %
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Determinación n& 8:

Harina de contenido en tiamina.de 51^6 gamas jí»

Se obtuvieron ios siguientes valores:
Promedió* Transparencia: 82,2

Extinción: 0,085v;

0,085 x 97,08 « 8,25
8,25 x 5 «1)1,25

la pérdida total es de 15,4 gamas o sea de24,5 S?

Determlnaciénn^ 9t
Harina de contenido en tiamina de 5° ,25 gasas Jí*

Se obtuvieron íó¿ siguientes valores i-
Promedió* Transparencia: 84

Extinción: 0,076

0,076 x 97,o8 « 7,57
7,57 x 5 * 56,85 gamas Jí

La perdida total es de 15,4o gasas o sea de un 26,66 jí

Determinación n& 10:

Harina de contenido en tiamina de 55,25 gamas jí

Se obtuvieron los siguientes valoreo:
Promedio* Transparencia: 85,2 

Extinción: 0,080
0,080 x 97,08 » 7*76

7,76 x 5.» 58,8o gamas JÍ
La pérdida total es de 14,55 gamas , o sea de un 26,9 $
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Capitulo séptimo

Concilio ion es

le- La cantidad do tiamina en la harina 

de panificación oocila entre I4.0 y 5$ garaaa/í» habiéndose obtenido 

como valores exti’émoc 57*3° gamas $ en una muestra y 63 >55 gamas 

jí en otra*
2<- La cantidad de tiamina en el pan 

blanco oscila aproximadamente entro los mismos valores» notándose 

una disminución en cada isuestra de un 6 a un 11*7 $ > lo cual 
indica una leve perdida de tiamina on el proceso de panificación*

5*- En el pan denominado integral obtu
vimos valores que oscilan entre 21|.5,6o ganas % a 196*75 gaaaB 

lo cual corrobora que dicha vitamina se encuentra preferentemente 

en el salvado del’ trigo•

Ij.*-* En el pan denominado Dietis no he
mos encontrado absolutamente nada de tiamina» y solamente vesti
gios de ácido nicotínico*

5»- De las experiencias efectuadas con 

el objeto de determinar la influencia del agregado de bromato de 

potado en la elaboración del pan sobre el contenido de tiamina 

hemos encontrado una pérdida total que oscila entre 3U % y 

2ó>9 í* de modo que» si deducimos la pérdida que ya de por el 

tenemos en la panificación (6 a H resulta para el agregado 
de brornato una pérdida del 13 al 20 A*
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PARTE SEGUNDA; ”E1 ácidonic otínico en pan vharina de oanif icacj&i*

Capítulo primero

El ácido nicotínico o vitamina antipe-* 

íagrpga'(factor PP) fuá preparada por Iluber oxidando a la nitotl»
• X

na en ol año 1874*'
.r. . -.«r'w

En; 2-912, Suzuki, Shimaraura y Osaka (2) lo aislaron del salvado 

.del arroz* En 1913.(5) Funk lo aisló de levaduras activas contra 
el? beriberi»’Suzuki en Japón hizo igual aislamiento»

En 191U CU) ?unk estableció que la pelagra es una enfermedad por 

deficiencia en la que el maíz desempeñaba el mismo papel en le 

dieta de los. enfermos que el arroz decorticado en la dieta de los
f , f

polineuríticos•
*• • • T A

En 1916 (4), spenaor señaló la semejanza entre la pelagra humana y 

la lengua negra de los per roo»

En 1917 Chlttenden y Underhill comparan la pelagra humana y el 

"Black tongue" (lenguk negra)»

En 1926 Goldberger y Eillíe obtienen una condición semejante a
• * .* * 1 ?

la pelagra eñ ratas albinas sometidas a dietas deficientes en una 

sustancia denominada factor PP»~
< ■* , .. •

En 1926 Aykroyd y Roscos indican que el factor FP y el °antiblack 

tongas” siempre ae encuentran juntos en las mismas regiones (6)» 

En 1930 Norrio y Ringrose (5) producen una condición semejante a
? '■

la pelagra en pellos»

Elvehjem y colaboradores en 1937*8 (7 y 8) efectuaron estudios con 

extractos de hígado, aislando la nicotinamida a la cual se podía 

atribuir la acción antipelágrica de los extractos» Wia sola dosis 

de 50 ®6* de acido nicotínico Eastman Kodak produce respuesta 

significativa en perros padeciendo el °black tongue% el apetito,
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roñase* el crecimiento se restablece* la diarrea desaparecerte» 

Ehight (?) y Mueller (10) establecen que la nltotinamida es asen» 

cial al crecimiento de ciertos organismo unicelulares» 

Schourie y Swaminathan en 19tO demostraron que la rata no roquie- 

re ácido nicotinioo para su alimentación porque es capas de sin-
i * * > V * ' ‘ . *’ ■ *

. % ■

tetizarlo».
La pelagra humana y la lengua negra del perro son consideradas 

enfermedades análogas*y tan es asíque ambas son originadas por 
los mismos tipos de dietas y lasintomatologia es también la mis- 

mat estomatitis* diarrea» anemia* dermatitis» etc» (10* 
Elvohjem(ll) indica que Stréet y Cowgill y otros autores verifi

caron que el ácido nicotinioo eo el factor preventivo de la lengua 

negra del perro y dé la pelagra en el hombro» _
La pelagra (lllfuó reconocida?en Europaen; la primero mitad del 
siglo XVÍXI» siendo descripta en 1735 por el médico Gaspar Casal 

quién la denominó Mmal de la rosa**»

Durante el siglo XZX fuá un azote para Europa» especialmente para 

Italia en la cual el 5® % de la población sufría esa enfermedad» 

Gyfirgy (12) definió domo vit» Bé al factor antidermatitis en ratas» 

Se creyó en un principio que la pelagra humana y de las ratas eran 

enfermedades análogas» pero en 1956, Birch, GyBrgy y Barrio (13) 
observaron que el factor PP necesario para el hombre tiene una 

distribución en la naturaleza diferente a la de la vit» Bó, Indis- 

pensable para la ratai en base a ésto se concluyó por GyBrgy y 

Dann que el factor PPy la vit» Bó eran sustancias distintas* 
Desde hace dos siglos se observan con frecuencia brotes endémicos 

de pelagra en regiones en donde la alimentación de la población
' • • ■■;

se hace a base, de maít* Italia, Francia,EE»XJU», norte argentino*etc 

Elvehjem y Koehn en; 1955 vaaron pollos pava efectuar las experien
cias y trabajando con granos calentados» ce desarrolló en esos



animales una dermatitis fácilmente curable con extracto de hígado 

Se sabe hoy que la dermatitis en pollos es debida a la falta de 

Soldó pan t oten ico, factor antidermatósico de ÉÍvehJem y Koehn, 

temblón Integrante delcompleJóB*
Propiedades. f teioas^^ jxuímicá^

El ácido nicotínico es* químicamente, el ácido beta plridín car

bónico, ácido piridín bata carboxllico* -

La nlcotamida o amida del ácido nicotínico es' la verdadera vita- 

mina antipelagrosa o factor PP (pelagra preventiva)#

La constitución del ¿oído nicotínlco ee obtuvo, cuando este ácido 
fuá preparado oxidando a la nitotina (Haber)/.¿s la cual deriva 

su nombre*

El carácter ácido se establece por la formación de una sal de 

plata y,de cobre y por la formación de derivados como ¿stores» 

El carácter básico es reconocido por la formación de sales cris** 

talisadas como clorhidrato, bromhidrato,etc.
El acido nicotínlco cristalice en agujas del agua o alcohol y 

funde a 255*256*0* Sublima sin descomposición lo que puede apro* 

vecharoe para su valoración (1M«* ♦
La amida del ácido nicotínlco cristalina en agujas del benceno 

y funde a 129 *G* Destila & 150*160°C*
Tanto el ácido nicotínlco como'su amida se presentan bajo la 
forma de agujas blancas, pequeñas, sedosas, livianas, incoloras, 

o como un polvo blanco cristalino* Es fácilmente soluble en agua 
(0,7 parteo se disuelven en. 100 ce? de agua ¿ 25*0), mucho más 

en agua caliente* También se disuelve fácilmente en alcohol y
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bencenos Es im$y poco soluble en éter. Es soluble en solución de 

álcalis o carbonaten alcalinos.

¿a nlcotamida récristalieada dé acetona fundo a 1550O.
Xa reacción de la solución acuosa es débilmente acida al rojo

-• ."T ' ' ? i

congo. Ppta* con el ácido oloro&urico en solución acuosa el cloro* 

curato de nicotamida que funde a 20JQC> eí puntó de fusión del pl- 
crato es de 221 • 222’C y del flavinato ¿JO «•laC* Ppta. cuantita

tivamente con el acido fosfotúngstlco y el ioduro de potasio y 

bismuto*
.1 ♦ ví < *, y.f» i I • I-

El ácido niootínico y bu amida oon termo y alcallestábles y no 

se alteran por los mátodos usuales de conservac&án de ,los alimen"*
’ ** s*

tos.
• « **

Presenta un espectro típico de absorción presentando el máximo a
.• H. ’• f> O ♦ '*!/". -

385 militnicrones.
Ademas del ácido nicotíñico y de su amida, los Óstereo y amidas 

substituidas de las Momas* especialmente la coramina (dietilami- 
¿a del acido nlcotínico) y un nicotilpeptico existente en la ori

na, el ácido nicotlnúrico (1$) (nlcotllglícocola) desarrollan 

plena actividad vitamínica.

—72—

,De los otros derivados plrldínicos solo el acido plridina 5*5 
dicarbónico, el 2, dimetil plridina J-j dlcarbÓriico y la 5 mótil 

plridina poseen una débil acción antipélagrosa (Vllter-Bean-Sples-
4 ’ ‘ i \ .

Woolley y col.). ¿
El factor añtlpeíagroso está condicionado por la presencia de un 

grupo .COOH (o de un ©pupo del cual se puede formar el COOH en el 
organismo ) en la posición J dol anillo plrldínlco.

Por*calcinación la amida nicotínica no debe/dejar mas de 0,1 por 

mil de' residuo*
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Al hervir la solución acuosa de amida nicotínica con solución al 

10 de hidróxido de sodio so desprenden vapores amoniacales que 

azulean el papel de tornasol rojo*
En Science. junio 675) figura un rápido test de iden

tificación de ácido nicotínico*
Este está basado en la reacción de KÓnig y aunque no estrictamen
te cuantitativo* puede ser usado* para determinar casi instante-

„ reamente el una muestra de harina no es enriquecida o si es muy 

o poco enriquecida (según el gobierno de Estados Unidos una hari
na enriquecida debe contener de 2*0 a 2*5 tiamina y de 1?

a 20 mg* de niacina o su amida por libra de harina)*
El test requiere el uso de solo 2 reactivos: una solución de ani- 

. lina al # en alcohol etílico y una sol* acuosa al }( de BrCfó*

Para hacer este test se coloca en un papel secante blanco o en un 

indicador de porcelana alrededor de # o 1 g* de harina*
Se aplasta la harina con una espátula de modo que tenga } mm* de 

espesor* Se coloca en el centro de la harina empastada 2 gotas de 
la sol* de anilina y 5 gotas de la sol* de BrCH*
Aparece casi inmediatamente un color amarillo canario* la inten
sidad del color depende de la cantidad de niacina presente en el 

pan*
Itoa'simple comparación con harina conteniendo una cantidad conoci
da de ácido nicotínico tratada mi igual forma da un grosero test 

cuantitativo» Esta comparación de color debe ser hecha U minutos 

después de la adición de los reactivos*
Harina no enriquecida debe desarrollar un suave color amarillo 
sólo después de 10 a 15 minutos*
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Capítulo segundo

Bis trihue ion

Encontramos al acido nicotinioo en toda 

célula viviente en mínimas cantidades; on el hígado, glándulas 

suprar enales, y en la levadura y germen do trigo se encuentra en 

aproeiablo cantidad» 

En los tejidos se presenta al estado de nic o tañida» M. lado de la 

presencia de nicotamida llbx’e existe una cantidad de sistemas 

enzimaticos en los cuales ella es químicamente contenida* 

Bandier (1?) estudiando la concentración del factor PP en músculos 

y órganos do buey, observó para el hígado las cifras, extremas de 

12 a 25 mg» de ácido nicotinioo por 100 g» de tejido fresco* 

Los alimentos animales son más ricos que los vegetales» Encontra
mos la mayor proporción en bovino, cerdo, pollo, conejo, bacalao, 
y salmón, fundamentalmente en las glándulas suprarenales, hígado 

pulmón, riñón, etc* 

Sebroll (i?) estableció el siguiente cuadro de acuerdo al conteni
do en PP alto contenido en PP: carne de bovino, cerdo, pollo,cone

jo,salmón, bacalao, hígado de cerdo, leche natural, col risada, 

arvejas, hojas de colinabo, Jugo de tomate, harina de maní, harina 
do semillas de algodón, górmenos de trigo, levadura.

Contenido regular: yema de huevo, haba de soja, espinaca, chauchas, 
leche desmatada, leche condeneada»
Poco contenido: mantequilla, trigo, porotos, ensaladas, cebollas 

verdes, colinabo, zanahorias»
Contenido nulo: harina de maíz, avena arrollada, harina de centeno, 
tocino, aceites, cebollas, patatas, manzanas, ciruelas secas» 

Según Clarek, los dátiles maduros, así cómo semilla de trigonela, 
contiene mucha vitamina antlpelagroaa.
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Con respecto a laharina Ge trigo y pan reservamos los datos para 

el final de esta parte segunda»
Kodioek hallé los valores más altos en hígado y glándulas supra* 

•:renales y asimismo determino que la concentración del nicotlnido 

en extractos alimenticios almacenados durante algunos años no 

disminuye»
Bach&raoh (1941) usando el método químico^ indica los siguientes 

datos:

Harina blanca de trigo 1 mg* por 100 g*
Harina de maís 0*5 mg» %

arre s 1*7
Concentrado de cáscara dé arros 14o mg* %

Hígado de buey mas de 27*5 $ 

Hígado de ternera 22*5 
Lengua de buey 12*8 

JTamón 4*7 a 1°*4 

Leche menos de 0*5
Blvehjem obtiene valores más elevados*

Me Intyre* Waisman* Henderson y Elvehjem C17)* Me Visar y Berry»
• ; í

man (18)* Dann y Handler (19)>eto* han estudiado intensamente la 
distribución del niootínico en los alimentos y Órganos animales* 

bann y Hand^ler (19) determinaron la concentración del nicotínico 
en huevos fertilizados de gallinas de Hev Hapchirof la yema sonto» 
nía 20 gomas y la albúmina alrededor de 6o gamas» Las cifras se 

mantuvieron constantes hasta loo 16 días en que la cono* del nico* 

tínico aumentó enormemente (47° gamo), en el pollo recién nacido 

es de 7^5 a 900 ganas, lo que nos está indicando que el nicotínico 

es sintetizado por el estolón del pollo en el último periodo de 
; la incubación»
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La leche y derivados non pobres en el factor PP» En 1?UX Noli 

y Jensen (20) encontraron 0,06 a 0,0? mg* jí de leche y a 2,8 

mg» X en Ische en polvo»
-V - ,-Ji íf. * .-* • G

Su presencia es casi negativa en la manteca»
En levadura seca Bandier y Hald (21) encontraron valores entre
16 y 6o mg« de levadura ceea«

¿Tosen (1? ble) ha determinado el contenido deácido nitotínico en 

70 muestras de harina de trigo, obtenidas de extracción única y 

cuya moliera corresponde a un JO. JÉ (variedad Klein J2), Bailando 

valores comprendidos entre 3*09 y 5*6?
Es notable que la leche o harina de arvejas (13) no tienen acción 

antipelagrosa en el black tongue de los perros mientras que en el 

hombre tiene gran acción curativa (no se sabe aún el porque)» 

Cabe por otra parte mencionar que el naf a y la sémola de trigo, 
contienen sustancias pelagrógenas que inactivan al factor PP m 

el organismo, es deoir que un aporte de maís y de sémola de trigo 

es capas de anular completamente 1¿ acción antipelagroea de oler» 

too alimentos que tienen cantidad suficiente de nicotínieo»
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Capítulo tercero 

Propledadea fanmcolSglow» .y aeoiSn fisiológica 
...

La pelagra es una enfermedad por carencia 

del factor PP, observada particularmente «n, aquellos países cuya 
alimentación es casi exclusiva de cereales, particularmente nafa» 

Se presenta en todas las edades» 
Tanto el ácido nicotínico como la nieotamida tienen igual activi* 

dad antipelágrica» Woolley» Kadden» Stro% y Elvehjem (1958) (22) 

han determinado la acción antipelágrica de una serie de. derivados 

piridlnlcos que se pueden transformar en el. organismo en ácido 

nicotínico»

Elvéhjem (25) demostró que el ácido nicotínico hace desaparecer
1 •' r i

los síndromes de la lengua negra en los perros Í210»
' ..............................  •' i?- '■ .?......■

Los ensayos efectuados por Me Crea, Chen»Ros^«Robbins»»Xiina (25) 

en animales indican que el ácido nicotínico y cu amida son austán- 
"ó; ( .. .y,.*.
olas muy poco toxicas» Antiguamente se habían observado acciones 

tóxicas (Elvehjem-Chen) pero se ha demostrado que son debidas a 
la fuerte acides del acido libre»
La beta plcolina es débilmente activa; la beta omino piridina es 

inactiva (Elvehjem y col»)* El nlcotinato de sodio» amonio y etilo
¿i-?- • ■.yj.zxi 

son activos»
La Coramina (dietil nieotinamida) tiene una actividad variable» 
La trlgonelllna es inactiva»

Los isómeros del ácido nicotínílcot ácido alfa piridín carbónico 
o ácido plcoiínico y ácido gama piridín carbónico son totalmente

. 1 

inactivos» Si en el anillo de la piridina sustituimos uno de los 

hidrógenos por un grupo metilo o carboxilo o si se reemplace el 

grupo earboxilo del nicotínico por un cieno grupo o un grupo sul* 

fónico los compuestos que resultan carecen de actividad antipe* 

lágrica»
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El índice terapéutico (25) o sea la relación entre la dosis cura

tiva y la dosis tóxica mínima es 1*1000 a 1*2000 en todas las 

especies estudiadas; en consecuencia su toxicidades nula y se
• i i

puede (igual que su amida) usar en dosis altas sin peligro* 

Algunos autores han observado algunas reacciones desagradables
•. *-■ '■>'

en sujetos que han sido mantenidos J meces con dosis diarias de
50 mg«» pero que no alcanzan a interferir con el uso terapéutico» 

Loo síntomas de la pelagra humana no son .específicosi debilidad» 

insomnio» pérdida de apetito y peso» diarreas, trastornos nervio* 
sos» irritabilidad» estomatitis» glositis» ulceraciones en los 

ángulos de la boca» úlceras en la lengua, la cual se presenta
r / f *1

rojo e hinchada*
En la piel se producen escaras y vesículas, sobre todo en el dorso 

de la mano» antebrazo y cuello»
La pelagra se halla muy comunmente asociada a la avitaminosis Bl
y A»—

Bn el perro los síntomas carenciales de ácido nicotínico son mar* 

cades» apareciendo el denominado "bisele tongue" (lengua negra)» 

loo síntomas son semejantes a la pelagra humana»

En lo que respecta a sus prop* fisiológicas» la nicotamida forma 

parte integrante de las coenzimaa X y XX*»
La coenzima X» codehidrasa o difosf opiridín nucleótido, al $tol 
que la coenzima II» coenzima de Warburg» codehidrasa IX (aislada 

por Warburg en 1955) 0 trifosfopiridln nucleótido» se encuentra 
en todos los tejidos animales en cantidades variables siendo indis* 

pensábleo en sistemas deóxido reducción (5)*
Levaduras y células rojas de la sangre son especialmente ricas 
fuentes y algunos músculos contienen relativamente grandes canti
dades»



Ninguna de las dos coenzhnas ejerce acción alguna en la pelagra? 

la ddmiais trac ion. de nicotlnico aumenta uai’cadamente la coenzima 

X en eritrocitos y músculos»
las ratas presentan (1¡.) cuando se mantionon con dictas pobres en 

ácido nicotinioo y se les añade polvo de tiroides* disminuclSn de 

coenzima I en hígado y en la corteza del riñón (debido al aumento 

del metabolismo)
La codehidrogenasa X es soluble en agua y suficientemente resis» 

tente a la oxidación* jxsí resiste al agua oxigenada pero es ata» 

bada por ella en presencia de catalizadores como el hierro» Es un 
dinucleótido que da por hidrólisis adenina* amida nicotínica y 

dos moles de d*riboaa»áo» fosfórico* El ácido fosfórico está uni» 

do a la ribosa en posición 5«~
Euler y Schenk sugieren la siguiente formula para la c oenzima lí

La codehldrogenksa XI ia encontrado como la I en toda célula 

viviente no ha sido aislada al estado puro y parece diferenciarse 

de la I oólo por un grupo acido fosfórico#
Euler y Schenk han sugerido la siguiente fórmulas
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En edtas moléculas la parte funcionalmente activa eo el resto de 
nicotamida» La acción de las níOamidas contenidas en sistemas 

enztoaaú consiste en la deshidrogenación do varios sustratos» 

Durante está reacción (J) la codehidrogenasa absorbe dos H yse 

reduce a la forma dihidro» La dihidro códehidrogenasa es oxidada 

y reconvertida en la codohldrosenasa» La parte nicotinamlda de la 

molécula es responsable del. fenómeno de"la reacción reversible 

reduooión^oxidaclon de la oodehidrogenaasa*
UhejeBaplo típico (26) del papel desempeñado''porlos plridln nu~ 

cleotidos en las oxidaciones biológicas esté dado por el sistema 

que condujo al descubrimiento del trifosfoplridín nucleótldo.
El. sustrato á oxidar es el Hexooá ¿ monofosfatoy el agente oxi* 

danto el oxígeno. En primer lugar se oxida el grupo aldehido a 

ácido y se reduce el TKI (trifoQfopirldín nucleótido)*

Esta reducción depende dé una proteína de los glóbulos rojos o
de la levadura que se une al sustrato 9 al TEN»

La oxidación del TFN reducido se realiza no por el 0 del aire sino 

por una nueva enzimas la flavoproteína o fermento amarillo de 
Warburg»

La flavoproteína oxida, reduciéndose; la flavoproteína reducida 

es oxidada*por el 0 del aire < interviene otra vez en la oxidación
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fr ’ < í - ',

cíclica del TFN» Como resultado de todo esto el ácido hexosa
i- '

6 monofosfáto se oxida & ácido fosfoherónico»

Ecquematizando:
Flavoprotefna f Og—> KLavoproteína $ BgOs

< « jT j ‘

IU Flavoproteína * TFH «e— Flavoproteína l

hexoaa 6 «onofosfato f TFN—^ ácido foofohexónico

El ácido nicotínico abarca además dentro de la fisiología celular 

otros terrenos más delmetabolismo: el del azufre* la asimilación 

de las albúminas alimenticias jr el de los pigmentos (porfirlna)» 

La porfirinuria es un síntoma constante de la pelagra y es respon* 

sable de la sensibilidad de la piel a ú luz de ésta enfermedad» 

El ácido nicotínico es esencial para el desarrollo de ciertos 

bacterios Knight en 1937 (9) demostró qué la nicotamida era un 
factor esencial para el crecimiento del estafilococo áureo» 

Mueller (10) en 1957 comprobó que , junto con la beta alanina era 
indispensable para el bacilo de Loeffler»¿ otros autores indica*.
ron que también era indispensable para otros microorganismos»
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Capítulo cuarto 

Métodos de valoración

El papel que desempeña el ácido nicotl* 

nico en la prevención o cura de la lengua negra en los perros y 

de la pelagra en los humanos ha estimulado estudios o métodos 

para la determinación cuantitativa de éste compuesto* 

Bebemos considerar métodos biológicos# ralcrobiológicos y químicos* 

•) Stafa. biffipsfopg.t -
Son métodos poco utilizados por no ser 

prácticos # ya que requieren un tiesto relativamente largo* llenen 

ademas el inconveniente de que los animales delaboratorio peque* 

ños, que son los mas adecuados para estos ensayos no son utill- 

sables porque no es posible en ellos (ratas, cobayos, conejos, 
palomas) producir una avitaminosis PP característica* 
Se elige como animal de experimentación aíperro* 

Estos métodos consisten, en síntesis, en determinar, comparando 

con cantidades conocidas de ácido nicotinioo, la dosis minia» 

necesaria para evitar el blaok tongueen perros sometidos a die

tas especiales*

Elvehjem, Madde, Strcng y Woolle (27) (J8) y Koehn y Blvehjem 

(2?) indican el siguiente test denominado test del perro:
I

Los perros son sometidos & una alimentación en, la cual el ácido 

nicotinioo falta total o casi totalmente hasta que aparezcan los 

síntomas de la lengua negra y se observe una disminución de peso* 

Se administra entonces a un grupo de perros una dosis única de 

20 mg* de ácido nicotínico, que produce un aumento temporario de 

peso* A otro grupo se le da una cantidad de sustancia o alimento 

ensayado* Se compara la respuesta en la curva del peso con la 

obtenida con la cantidad conocida de nicotínico* Así por diversos 
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tanteos ce logra conocer la cantidad de nicotínico del alimento 

o sustancia ensayada»
Otros tests que utilizan otros animales no son tan estimables?

’• 1 i ’ .: \ ■* •
*»**'• 7;*» • £*'•>»< '-'A.-;.

por ejemplo» teot dél pollo (2?) y teat de 1* Gallería Mellone» 

lia (30).
b) Mgtodoa mlcroblolówiooa»

Son los mas exactos y fáciles de
, ■** "

ejecutar» Están basados en que el ácido nicotínico es indispon» 

sable para el desarrollo de ciertos microorganismos*

Entre los diversos métodos utilizados tenemos?
Test del lactobaoillus :

4 Se mide en este, test (31) Ja cantidad de

ácido láctico producida, por el lactobaoillus aroblaosue* Trabajan» 

do con todas las precauciones? la cantidad dé ácido láctico pro* 

ducldo es directamente proporcional a la cantidad de ácido nicotí
nico presento»

Este y los otros métodos miorobiologioos tienen la ventaja sobre w 
los métodos químicos en que la turbidez y color de la muestra no 

influyen en la determinación»

Por este método se puede determinar con toda seguridad? una gama 

y aún menos»
Retodode Porfman» BorUtt* ^ery Saundere (32)* Estos autores 

determinan la cantidad mínima necesaria de cualquier líquido o 
sustancia £ que él ser adicionado al medio artificial utilizado 

por ellos? determina un cree imiento del bacilo disentérico compa»
* *

rabie al producido por una cantidad conocida de ácido nicotínico»
» < . é - • i

Rétodo de Sonné» Xsbell» Woolley» Butler y Sebrell (53)» Estos 

autores usando al Shigella paradysenteriae idearon un método para 
valoración de nicotamlda y compuestos relacionados» en líquidos

•W . ‘ ■’ .

biológicos* Se compara la túrbidos producida por el crecimiento a



las 16- 22 horas a $1* mediante un fotómetro fotoeléctrico*

Este método es usado por los autores para determinar nicotamida 

en sangre* orina* y líquido céfalo raquídeo»
Querido. Lroff.y Latas te (Ij.): Usan el bacilo Frótete para valorar 

el nicotínico en sangre.

Estos métodos mici’obiologicos no son totalmente coxz^ar&ble© oon 

los químicos y se expresan sus resultados en equivalentes de nico* 

tainida (¿U*
Mientras los pros» químicos valoran solo al nicotínico o su amida, 
en los microbio lógicos se responde también a otros compuestos* 

c) Métodos químicos *

Son loo métodos que presentan actualmente 

mayor importancia por su sencillez y rapidez»
Método del bromuro de cianpRono; Este método se encuentra basado 

en que loo derivados de la piridina producen un color específico 

con bromuro dé c Sanó gen o y una amina primaria o secundarla» El 
material biológico a valorar debe ser totalmente hídrólisado para 

contener solo el ácido libre»

Debe protegerse a las soluciones de la luz y efectuar el calente» 

miento con bromuro de cianogeno en la oscuridad» Puede efectuarse 

el tratamiento .con diversas amina©:

* Para amino aeetof énona (Harria y Raynond) (Jip) método utilizado 
por nosotros Beta naftil amina; anilina; # motil p^amíno fenol; 

•p-metil amino fenol,sulfato» u otras»

Se desarrolla un color amarillento pardusco que puede ser medido 
f ot oe léotr le ament e ♦

Los métodos indicados se basan en la reacción de &3nig»

El núcleo de la piridina so rompe fácilmente con bromuro de cianÓ» 

geno, separándose el N de la piridina como cianamida. La cadena 

carbonada és un derivado de la aldchida glutacónica, la cual se



-*85»

enoliza Con toda f acuidad y da un OH reactivo, que es capaz de 

Combinarse bon la amina aromática dando un bompueoto coloreado* 

Xa reactividad del núcleo pirldlco (35) mayor que la del anillo 

bencánlco y esta mas grande reactividad es debida al 3 del primero*
KBnig usé el bromuro de clsnogeno para adicionar al H jel anillo 

es susceptible de ser descowpuestc*

Sandiar y Hald usaron culfanilato de sodio,. p*amlno fenol y cul» 

fanilamida y concluyeron que ninguno de Satos da resultados tan 

cono latentes como p**metil amino fenol*
.. J’J - x * ..i. • * “ ;■

Shaw y Ife Donald, Helnick y Fitsld, peárson y Swminathan usaron 

anilina con ventaja*
VonEuler y alumnos obtuvieron mejores resultados con beta nafti» 

"lamina*

Barrio y Baymond y Kodic<c usaron p»amlno aaetofanona#
El cátodo del bromuro de oianégenb no es específico para nicotl* 

nico; una cantidad de otros derivados de - la pir idlna y especial* 

monto derivados del nicotinioo como la trigoneiina, Saldo nioo» - 

tínfirioo y nicottoida' dan tocto de similar ¿olor#

Método" do_ Swmlnathan: (38) Es utilizado para alimentos naturales* 

So extrae ol nicotinioo agotando sucesivamente por agua caliento» 

Xas proteínas son ppdaa. con acetato de plomo y a su vez éste es 

eliminado por ácido sulfúrico* El extracto obtenido se trata con 

carbfo, ¿i es coloreado, y se lleva a pH 7>5 **
Se trata con bromuro de cianogeno» Se deja JO minutos y se adi» 

clona col» saturada de anilina» Se obtiene color amarillo que ce
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extrae con alcohol iooamflico»

Se lee al fotómetro»
hl^íelLSLFieiaJ??)

Hldrollza el material en medio ácido*

Decolora con carbón, y efectúa la lectura en el fotómetro foto

eléctrico de Evelyn*
(' t.i f.. . .

Harris y Havmond (38) Emplean p-amíno acetofenona (ver desarrollo
“7 ■

en parte experimental)»
Kodicek (39)» üca como amina aromática la p-amíno acetofenona de 

Harria y Ka^mond* Bote método es úsádo para sangre y tejidos (el 
anterior preferentemente para orina) ♦

So hldrollsa el material con HaOH al ip jí y se calienta a baño
I. ‘ . t ' •

- • / • i i h f ... "VA ,

marta una hora» Sin enfriar se.le agrega acetona y se centrifuga* 

Se decanta ellíquido sobrenadante y se le añade sol* de bicarbo

nato de sodio al 5 ajustándose el pH a 6,5 con HC1 concentrado* 

empleando azul de bromotlmél como indicador externo*
Se lleva a volumen con alcohol de y se continua igual que
!• < -t *

Harria y Raymond.
feétodo de Arnold« Schreffer y Liusluo (hJO): Este método es utili

zado para determinar el ácido, nicotínico en productos alimenticios 

animales y vegetales»
El extracto se prepara en la siguiente forma: La sustancia se di

vide finamente* ce suspende en agua en un tubo de centrifugación r
Pire® y se lleva al autoclave cerrado 15 minutos a una atmósfera 

de presión (120°C) *.

Se enfria* Se centrifugan los tubos, se decanta y el refíduo se
vuelve a agotar con agua» Se reunen los líquidos de extracción y 
se completa a 80 cm?, sé alcaliniza con J al 20 JÍ y

se calienta hora y media a baño maría para transformar la nicota- 
mida en Ácido nicotínico» Se enfría» Se le adicionan 2 mi* de 
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bicarbonato de sodio al jf y 1>5 ©1* dcHCl Cono»* ajustando el 
pH a 6 ♦ 6>2» Se lleva a 100 cm?»

,S« .toMn.li ttibrá graduados' « 15 sd^s ooloca en sada uno 5 •

la soluelfin a inveatigarj llamónos a loa ttíbo» X, A, B y C» 

Se diluye con 5 mi* de una eol» reguladora (foof • monopot&slco* 

hidr&cldo de sodio) -y se ajusta:-el.pH a 6«».^?:;-.r

A loe tubos By C se le añaden20 y ip gamas de ntcotínieo y se 

llevan les U tubos a bañó marta calentado a 80*10 minutos» 

Se le agrega al A, B y 0 y no al X2 ml»deBrCN y al X 2 blL< de 

agua destilada» Se agita y se mantiene en el bafío i|. minutos » Se 

enfría y se le añade a todos los tubos 0,2tó, de sol» de XJ-amino 

acetofenona al 10 se agita y mantiene en oscuridad 1? minutos* 

Se le agrega a cada tubo 0>4 mi* de BOX al 10 jí. y se completa a 

15 con agua destilada* Se deja en, la oscuridad otros 1? minutos» 
El contenido de cada tubo se pesa a un embudode separación y se 

le agrega 15 mi» de acetato de etilo» Se agitan ios embudos J «!• . 
ñutos y después de medio minuto de centrifugación se decanta 

descartándose la porción acuosa»

Se lee en fluorlmetro de Pfaltz y Bauer»

Teery y Stanley, I», Shimer (kl) utilizan metafenilendiamina como 

la amina cromogenica en la determinación colorimótrica del factor 
m

Se han obtenido resultados altamente satisfactorios» Se efectúa la 

acidificación con H01 al 20 JÍ» El desarrollo del color es Inmedia

to y la. estabilidad e intensidad son mis grandes (según los auto
res) que con otras aminas» El color o turbidez de los extractos es

' f ’

compensado por dos blancos»

Mótodo ,de_l_ 2„y _k dinitroélorobencencL: (tp) Este método está basado 
en la reacción de Voñgerichten»



La reacción envuelve la adición de 2 '• 4 dinitroclorobenceno al 
H terciarlo del núcleo pIridieo* Bate producto de adición es des* 

compuesto por aminas como anilina o por hidr&cidos alcalinos, dan* 

do un producto coloreado* Bote mSt odo es. des arrollado para orina 

y otros fluidos*
' ; • t:

El color es desarrollado por ácido n ico tinte o, nicotamida, nico* 

tinafco de sodio y dietll nlcotamlda (Coramina) jen cambio el oolor 

no es desarrollado por trlgonelllna*

El color se mide en colorímetro*
Este método al igual que el del bromuro de cianógeno no es eape* 

cífico para ácido nlcotlnico porque el mismo color es dado por 

muchos derivados de la plridina*
Shau y Mo Dohaldi (h3) Aconsejan efectuar la decoloración parcial 

con alcohol que ppta* la mayor parte de las sustancias coloreadas 

de los extractos* Emplean el método para determinar la concentra* 

cien de nlcotlnico en ext» de hígado comerciales*
La lectura del amarillo se hace en el tíntómetro dé Lovtbond» 

Askel&ff y Hol&berg (1&) usan como decolorante tierra de infuso* 

ríos o carbSn*



*89*

Capítulo quinto

Forte experimental

Nuestro trabajo tuvo por objeto deter* 

minar la cantidad de ácido nicotínico contenido en el pad del
* T

comercio y al miemo tiempo en la harina de panificación para ob* 

. servar si se. destruía, parte del mismo en el proceso de elabora* 

eión del pan»
Entre los antecedentes del trabajo en la 

Argentina debemos pitar áSyma JToeem (Anales de la Asociación 

Química Argentina, 52,168,185) quien determinó el contenido en 

ácido nicotínico de algunas harinas argentinas» El método que em* 

pleó fue el colorimetrico de Melnick y Field (modificado por Mel* 

nick, Oser y Slegei)» Fuá adaptado a un fotelómetro Cene o, para el 

cual se estableció la curva de calibración con ácido nicotínico 
puro»

Determinando el contenido de acido nicotínico de 70 muestras de 

la variedad Klein $2, que corresponde a la eos eolia 1941-2 obtuvo 

valoreo que oscilan entre 5r5^ 7 5/5° mg» ¡í con pocas excepciones* 

Por otra parte y estando ya listo para entregar nuestro trabajo 

tuvimos la oportunidad de leer en Anales de la. As» Química Argén*" 

tina ÍSept» 19115) trabajo de laurnagaray, quien determinó el 
contenido de ácido nicotínico en harinas y pan retirados del co*♦ > /
merclo de la Capital Federal y cuya tlpáficaclóp se realizó en el 

Ministerio de Agricultura» Empleó un método de extracción muy se* 

majante al nuestro, y como amina aromática la anilina en lugar de 
la para amino acetofenona»
Encontró las siguientes. cifras:
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■ r

Harinatipo»
Aéldonlóotínico en 
««. por 100 -

0000
• * * k

irio : i ' it5o

T 000 1¿7ÓÍ'«»Í2>W

00 l»50 *

1 t f,
2,00 - 2,5®

* ü> 5,20-5,80

HariniUa I U>oo’ - 6,50

«Íajú’’''
Blanco de primera ' 1^.0 , .2>10
Negro 3,00 — ¿>>oo

Respecto a nuestro trabajo emplea^ros elprocesode extracción de
•. s X k <

'* .... . . . \ i

Arnold, Schréffer y Xipsiro Ü|JO) y con él; extracto obtenido apli* 
caros el"método dé Harria y Ha$ron& .($8)*

' Practicámos la determinación del punto de fusión, que fue 2J5od*
if « I '

Tomando la reacción de la solución acuosa al rojo congo ésta re
sultó ser débilmente acida* '
y * *
Fundiendo al ácido nicotinioo y eaterifloando por alcohol absolu
to en.presencia de ácido sulfúrico,'se obtiene el/óstér etílico 

que a su vez reacciona con amoniaco dando la nicotamida que puri

ficada por varias cristalizaciones presenta un punto de fusión 

de 120aC* k•
Para efectuar nuestras investigaciones compramos pan y harina de

* ,* V. Z «

panificación en distintos lugares, comparando en cada caso los 

valoreo obtenidos,'para determinar si habla modificación en el
♦

proceso de elaboración*
<

Extracción del ácido ñlcotlnicó»

Se toman 2 a 5 gramos de pan
o harina» Se desecan a la estufa y se tritura en un mortero»
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La sustancia finamente dividida se suspende en 75 de agua en 

un tubo dé centrífuga y se llevaal autoclave 1J minutos a la pre- 

alón de una atmósfera» Luego ce enfría, se centrifuga el tubo, se 

decanta el líquido sobrenadante y el residuo se vuelve a agotar,
y, ‘ ¿ *

nuevamente con agua.
El líquido obtenido es concentrado (U5) a un yolumen de 5 en^ 0 

menos» Se agregan 5 de HC1 cono» y el material es dioyelto 
por inmersión del frasco en baño de agua hlrviente» La solución 
os diluida, á 1§ cm? Con agua usada en el lasado del fraseo o beckes 

Se sumerge en?u¿ baño de agua hlrviente y se deja JO alp minutos 

con agitación ocasional» Se enfría a la temperatura ambiente y el 
volumen es restituido a 15 cm5» *

Con el extracto obtenido aplicamos la técnica de Harria y Raymond» 

El método utiliza los siguientes reactivos:
•> , ■■ . .«• .• '¡‘ • • •> fc.* • •• '

; > - *' *

, a) Sol» de bromuro de clan órenos Se prepara añadiendo a 

una solución acuosa saturada de bromo, solución de cianuro de po-
; • * ' - ' -*• < w >«’ •/ >• Á-.J £• • •

taslo al 10$, gota a, gota hasta decoloración exacta,
b) Sol» de p~amíno acetofenona: Se obtiene disolviendo

5 gramos de p*amlno acetofenona en li|. mi» de HC1 al 10 $ y llevan- 

do á 50 mi»
’* 1 <’ ?-■ T*

el Solución titulada de acido nicotínico: Tiene 100 gamas 

por mi» Se prepara semanalmente diluyendo una solución diez veces 

mas concentrada» Este solución madre tiene pues 1000 gamas por mi» 

Para prepararla, el ácido nicotínico füe sedado en estufa a 105*0 

hasta .pesada constante»
d) TTaOH al 20 $
e) HaHCOx MI h, ¿
t} HC1 cono»
g) Sol» de azul de bromo timol al Ó»Qk $
h) HC1 al 10 j



Al líquido obtenido se íé adicionan 2 mi» de
HafiCOz al 4 M y se neutraliza con' H01 cohc«, hasta pH o* 6,2,

' * ’.J

tusando azul de, bromee timol como indicador externo.
Se toma ladÓcima parte del líquido primitívó¿ (para que se éncuen*

C * . \ f ' V ' £ ' V

tré dentro dél óptimo de la determinación fotometrica), se pasa 

a un balón aforado de JO mi. y se completa’ a volumén con los 

lavados*

Se preparan 4 tubos graduados de.lj mi» de capacidad, marcados,

Bl tubo i se usa como blanco, elAparala coloración directa, 
al B, se le añaden 0,2 mi. do sol, de Ácido nicotínico (20 micro* 

,gramos), al 0 se le añaden O,ij.ml« (Uomicrogramos)y a cada uno 
de ellos ae adiciona 10 ¡ni» de. la soluciónX.■+'
Se colocan los tubos en un baño inaría calentado a 80°C, durante

i.. 1 <,_ • ' • ■

10 minutos*
Debe evitarse la. apeion.de la. luz» Al cabo de ese tiempo se le 

^ágre^^aflbé^ttájoc Á,B y 0, pero nó alX, 2 mi* de reactivo dé 

bromuro- de eianÓgeno. Se mezcla por rotación y U minutos después 

sé cacan 4 los tubos del baño marta y ¿se. pasan 4a un baño de agua
k , *■ . ♦

gría (no expuesto a la luz)»
Se dejan enfriar ,!p minutos ;y se agrega a todos, los tubos 2 mi, de 
p-amino acetofenona. Sedejaenía oscuridad 1J minutos» 

Transcurrido ese tiempo; se agrega a cada tubo 0,fc mi» de sol» dé 
HCÍ al 10 %9 se completa a lj mi» con agua; destilada y se deja
, • ’ ’ JW- ,* • ♦

¿otros 1$ minutos, en la oscuridad.- \

So,llevan los tubos al fotómetro • y *sé efectúa la lectura con fil* 

tro £ 1¿7 y cuba de JO mm» El contenido del tubo X se coloca en 

la cuba de compensación»

apeion.de
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Bl cálculo se efectúa en la siguiente forma*
Siendo las lecturas

de las extinciones Ba¿ Kb y Eo, se puede construir un gráfico 

colocando en las ordenadas los diferentes valores de B y en la
I

abscisa: las concentraciones conocidas de ¿oído nicotinioo añadidas 

(20 y i¿0 ganas)f por extrapolación gráfica eé obtiene la concen» 

tración de ácido nicotínicode la muestra.
También se puede calcular, aplicando la■■■Tármala siguientes

6o gamas’ deácido nlcotlnico en 
/laiftjJtK.’ v ” ■
1 mi. del líquido. V representa el líquido tomado en el análisis 

y 6o eo el total de gamas de nicotfnico que se han agregado» Se 

multiplica por 100 y se obtiene.el porcentaje»
'• • ' ' ... ;.r 1,. í ,Z,, ■<•. .i'l ir... ‘ i,,.

Debo tenerse fundamentalmente' encuenta el pH antes del agregado 

dé bromuro dé cianogeno, el cual para obtener una colocación esta* 
ble y máxima, debe oscilar éntre 6 y 6,5 (asül dé bromo timol como

I »h <
.. » .>■ » r\- /. s'V

indicador externo)»' • .
Las sales práoticamente no" ojerceri influencia.'

La lectura conviene efectuarla' dentro de los 15 primeros minutos 

dé practicada la reacciónj ’aunqué la coloración se mantiene* esta» 

ble hasta 30 minutos más o menos sí se tiene la precaución de man» 
' ”’3 ♦tener los. tubos"en la oscuridad. —

’ • 4 .» \ •

BÍ Odor desarrollado no es específico para el ácido nicotínicoj 
la píridina, alfa amino piridiná¿coramina,' etc», dan similar co»

loración. ’ •

La trigonelina, el acido quinolínico no dan coloración»
'Bate método tiene la ventaja del compensador, el cual hace desear» 

tar la coloración propia del extracto obtenido.



1 Ouanlimiento de la ley de Lambert y Beert Desde nuestras prime

ras experiencias con la técnica de. Harria y Raymond, los datos
¡•-•i e>

obtenidos demostraban la tendencia al cumplimiento de la ley de
1 '*'*•' • f.

Lambert y Beer»
Realizamos lecturas con escala de ácido nicotlnico desde 5 basta 

gO gamasj ce efectuaron de cada tubo 10 lecturas (5 o la derecha 

y 5 la izquierda) y se obtuvo al final tina representación grá
fica satisfactoria que demostraba el buen confortamiento general 
de la reacción (ver pág»siguiente)»

Tubo n- 18 A 0,05 mi, de sol» de ácido nicotlnico (5 gamas), se 

agregan 9,95 de agua destilada# Se lleva a 8° 10 minutos» Se agre* 

gen 2 ni» de bromuro de cianógono» Se mezcla» A loa 4 minutos se 

saca del baño y se pasa a un baño de agua fría» Se deja enfriar 

4 minutos» Se agrega 2 mi» de p*amino acetofenona» Se de ja, en os
curidad 15 minutos»

Se agrega 0,4 mi» de solí de H01 al 10 se completa a 15 con 
agua destilada» Se deja otros 15 minutos en oscuridad» Se lee» 

En la cuba de compensación se coloca agua destilada» Se lee con 

filtro S 47 y cuba de 5 cm<
Tubo n* 2: 0,10 mi» de sol» de ácido nicotlnico y 9,90 agua des
tilada» Se procede igual que el tubo anterior»

Tubo h * 3 .8 «0*15 de sol» de acido nicotlnico y 9,85 8e agua dea til»
Tub o h# 4 i 0,20 de sol» de ácido nicotlnico y 9,80 de agua destil»

Tubo Ú& 5,i.. 0,25 sol» de ácido nicotlnico y 9,75 agua destil»

Tubo ñ- 6t O,JO y 9,7° *

Tubo n& 78 0,35 r 9,65*
Tubo n- 8? Ó,l|O y 9»6Ó.

2s£<u£¿* 0,45 y 9*55*
Tub o n^ 10 > 0,50 y 9»5°«



Los datos obtenidos son los siguientes s
Tubo n~ 1: (5 gamos de ácido nicotínico)

Promedio de lecturas 60*5 

Extinción: 0^218
Tubo n~ 2: (10 ganas de ácido nicotínico) 

Promedio de lecturas 2¿1*J 

Extinción: 0*385

Tubo n* 3: (1J gamas do acido nicotínico) 

Promedio de lecturas: 28 

Extinción: 0*552
Tubo h.: (20 gamas de ácido nicotínico) 

Promedio de lecturas: 19» 9 

Extinción: 0,701
Tubo xt^ 5» (25 gamas de ácido nicotínico}

Promedio de lecturas: 15*2 

Extinción: 0,879
¿ » • r

Tubo 61 (JO gamas do ácido- nicotínico) 

Promedio de lecturas: 9>1 

Extinción;z l»0h.l
Tubo, n^ 7* (35 gamos de ácido nicotínico) 

Promedio de lecturas: 6*5 

'Extinción: 1*186
Tubo, nr 81 (¿i^zgamas de, ácido nicotínico)

Proíiodio do lecturas: 

Extinción: 1*kooo
Tubó n^ 9 * (4$. gamas de ácido jiicotliiico) _ 

Extinción: 1,595
Tubo. n~ 10: (50 gamas de ácido nicotínico) 

Extinción: 1*780
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Observado que el método de Harria y Raymond cumple la ley de La©-
x í * ’ ■*

bert y Beer, efectuamos ensayos de recuperación, agregando a una 

harina de la cual sé conoce la cantidad de nicotínico que contie
ne* una cierta cantidad de éste»

Para ello procedimos en la siguiente forma:
Tomamos una harina* 

determinamos por el método antes indicado la cantidad de ¿sido ni

cotínico; encontramos el valor de 2*02 mg»}í*
Repetimos varias veces la determinación y obtuvimos los siguientes 

valores: 2*06 * 1*99 *
Hacemos el promedio y llegamos al valor de 2,03 mg» JÍ« 

Preparamos con U gramos de esa harina un extracto de acuerdo a 
Araold, Schréff¿r y Lipsius (Uo) y ce lleva finalmente a 10 cm5* 
Ello equivale a decir que en esos 10 &o? tenemos 0*0812 mg».de 

acido nicotínico ó sea 81,20 gamas en 10 mi»

Al mi» de ese liquido (8,12 gamas) se añade 0,05 £*!• sol* de 

ácido nicotínico (5 gamas)¿ se completa a lOml» con agua destila* 

da y se practica la reacción de acuerdo al método»

Finalmente se efectúa la lectura y cálculos y so obtiene 13*30 

gamas» De modo que recuperamos acá el 103*6 X*
Se practican otras determinaciones:'

aceptables para esta clase dé determinaciones»

&Pyfiad°_ Determinado Recuperado < recuperado, i

5 gamas por ral» 13,50 5,18 ,103,6 M
10 gamas por mi»X

18,50 10,38 103,8 X
20 gamas por ral »,/• * ‘í 28,57 20*25 101,25 % !
30 gamas por mi» 39 30,88 102,931>.
50 gamas por mi» 59,10 50,98 101,96 X
Loa valores obtenidos demuestran que este método tiene errores

mg%25c2%25bb.de
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Capítulo sexto

Valores obtenidos

Muestra n£ 1

(Pan y harina de La Plata)

—P

2,336 og. Jí

Harina

2*55 ®8« M

Muestra n$ 2

(Pan y harina de Avellaneda)
**

2*20 %J 2*01 ffiig» jí

Muestra n* 5:

Pan y harina de siuilmes 2*28 ing* # 2*22 Dg« jí

Muestra n* 11

Pan y harina de Bémal

. -0.-

1*98 mg« % 2*06 mg< jí

■ ■ Q

Muestra n» 5

PaH y harina de Wilde
»r** '

2,15 se. jí 2*02 xog* jí

Muestra n^ é

Pan y harina de Wilde 2*21 rog. $ 2*19 mg« jí

Muestra n* 7

Pan Je harina de Wilde 2,56 og. jí 2,15 aig. JÍ

Muestra n$ 8

Pan y harina de Wilde*4.*^ e- -* 2,07 og. % 1,99 mg» X

Muestra n* 9

Pan y harina de Tolosa 2*25 mg. X 2*18 fflg* X
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Pan Harina

Muestran® 10

Pan y harina de Tolbsa 2,1J ing* 2,12 mg» jí

Muestra n£ 11
Pan y harina de Cap .Federal 1,98 mg. $

— í

2,02 ing» $

Muestra ng 12

Pan y harina de Cap.Federal 2,0$ fflg» X 2,05 ®£« $

Todos estos datos evidencian claramente que el acido nicotínico 

no se destruye durante el proceso de panificación»

Se efectuaron al sismo tiempo ensayos con 
pan de tipo integral,; obteniéndose datos mucho más elevados de 

ácido nicotínico ¿ locual confirma «que laparte más rica ennlco 

tínico del trigo está constituida por el salvado del mismo» 
Patos obtenidos con pan de tipo integral?

Mueatra n~ It
Muestra n~ &
Muestra n- 5»
Muestra n* lp,
Muestra n- Jí»
Muestra n$ 6t

Muestra n* 7!
Muestra n- 8:

5,58 ng. jé 

U»7ó “£• £ 
6,09 mg. %

®s« 5^ 
6,02 mg. % 

6,2$ ag« jé 

5»°U %

BB. %
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Influencia del S^omato de potasio ^tjlliz&dp. en_la panificación 

gpbrji ¿a-^nicotamida contenida en_el, pan*

Con el objeto de determinar la influen- 

cía del agregado de bromato de potasio én la elaboración del pan 

sobre el contenido de acido nicotínico, agregamos a una harina dé
'i * !>•« •

la cual previamente determinamos su. contenido, úna cantidad de 

bromato de potasio de 4 gramos en 70 Kg. de harina*

Para ello tomamos una harina de panificación adquirida en la 

Provincia de Buenosj determinamos por el proceso anteo indicado 

la cantidad de ácido nicotínico* rcpatirnos 4 .VG0QS\la determina* 

cién y obtuvimos el valor promedio de 2,08 mg» por cien gramos 

de harina*

A 7 de esa harina le agregamos 0,4° grainos de bromato de pota
sio, sé mezclo bien y solicitamos a una panadería preparase pan 

.con esa harina*
....

icón el pan obtenido procedimos a determinar el contenido de ácido 

nicotínico y obtuvimos el valor de 1*98 mg*
Como la pequeña diferencia observada esta dentro de los errores 
experimentales (Harria y Raymond indican un posible error del 

10 con este dato podríamos anticipar que el contenido de 
ácido nicotínico no sufre en las condiciones indicadas modifInac

ción, pero, para mayor seguridad, hicimos otras determinaciones*
Harina Pan con me5orador

2>22 mg* jf 2,19 mg* M
2,02 mg* 2,08 mg* $
2,05 mg* % 1,99 mg» $
2,15 mg* M 2,12 mg« %
1,98 w* M 2,09 w< X
2,22 mg* j£ 2,20 mg» jt

Todas estas determinaciones nos indican que el ácido nicotínico 
no sufre modificación alguna por el agregada de bromato de pota
sio en el proceso de panificación (por lo menos en la cantidad 

agregada como mejorador)*
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1.** La cantidad de ácido nlcotlnico no disminuye 

durcnto el proco»© de panificación*

2»** El contenido do aciden nicótínleo es mayor en el 
pan de tipo intogroB gué en el par. denominado blanco, lo cual 

corrobora que dicho factor ce oneuentra preferentemente en el sal* 

vado del trigo»

$•-* En la harina do panificación blanca obtuvimos loo 

promedios de 1,99 a 2*55 »»&♦ $ (técnica de Harria y Kaymond) y 

en el pan blanco del comercio 1,98 a 2,36 xsg* %•

l»,#* En el pan denominado integral obtuvimos los pro* 

medicS de a 6,U5 W»

5>* El brómate do potado añadido a la harina en el 
procedo de panificación, no influyo sobro el contenido do acido 

nicotldeo* ♦

¡>e ¿rodo esto se deduce quo el contenido de nicotinioo 

del pan blanco es insuficiente para las necesidades humanas* por 

lo cual sería conveniente quo se contemplara la necesidad del en* 

riqvooimicsito dé la harina o del pan« tal como sé procede en 
rotros países*
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