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CAT ED R A  D E  BROM ATOLOGIA 

·Prof. Encargado Dr. F. del Corral 

lA; •. Ph.rm. IV, (n.o 1),196) 

\Nuevo método de valoraCión de ácido ascórbico 

en vegetales fresco s  ( c o ntín!, .. ció.n) 

J. del Corral 

Método propuesto 

Lcrs resultados ohteo'idos en las pruebas indicadas no� llevan a esta­
blecer las condiciones para el empleo de la solución de Tillmans.xileno 
en 1a valQl:ación .de la vitamina C. 

Método nuevo d. v.,'loldción de vitamina e en materia vcc;etaJ 

F\tNDAMENTO DEL NUEVO MErOl�O. 

Utilización del reactivo de Tillmans disuelto en xileno, eJe ctlyo 
disolvente es arrastrado por una solución alcalina de fosfato, se adicio­
na cítrico plra formar una mezcb acuosa tampón y por ú�timo la por­
·ción alícuota de extracto de vitamina. Transcurrido el tiempo de reac­
·ción de 1 S segundos sólo hay necesidad de agitar unos segundos para 
-que el Tillmans sobrante revierta al xilenC'. La pérdida en el valor inicial 
de densidad óptiea de la solución de Tillmans en xileno, apreciada en 
una curva patrón permite calcular el contenido en ascórbico. 
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REACTIVOS. 

Solución reciente y filtrada de fosfato sódico. 

Pesar 3,56 gramos, disolver en agua destilada y completar a 1 00 C. c. 

Solución reciente y filtrada de ácido cítrico. 

Pesar 9,45 gramos de ácido, disolver en agua destilada y completar 
a 100 c. c. 

Emplear en las soluciones anteriores agua destilada caliente que hace 
rápida su preparación. 

Solución de ácido metafosfórico al I por ciento. 

Solución que debe prepararse en agua recien destilada. Forma sedi­
mento al cabo de unos días (8- I 5) a la temperatura del laboratorio. Este 
sedimento no altera la cualidad estabilizadora de sus soluciones de vita­
mina al menos por 4 ó 5 días para la solución pura ni durante el escaso 
tiempo de mantenimiento necesario para la valoración en el caso de los 
extractos problemas. Fíltrese la solución si se forma sedimento. 

Puede evitarse su formación utilizando una solución madre de meta­
fosfórico al 10 % que se conserva inalterada mucho tiempo y preparar 
para el uso una dilución al I + 9 en volumen en agua destilada. 

Método de preparación de la solución de Tillmans en xileno de 
D. O. x IDO 50-55. 

La mejor forma de preparación ensayada es: Ayudar a la solubilidad 
de la sal sódica del diclorofenol-indofenol en agua, con bicarbonato só­
dico en la dosis de unos milígramos para unos 200 c. c. de disolvente 
y con calor al baño de maría, filtrar, acidular el filtrado con metafosfó­
rico al r % y arrastrar en ampolla de separación con xileno. Dejar en 
decantación unos minutos, separar los líquidos acuosos, filtrar la solu­
ción de Tillmans en xileno por filtro sin pliegues. Los líquidos filtrados 
procedentes de extracciones sucesivas deben permanecer t'lpados en un 
frasco de vidrio incoloro por espacio de 48 horas; por este procedi­
miento pierden el agua de arrastre que queda adherida a la pared del 
vidrio empañando su transparencia. 

Filtrar de nuevo por filtro sin pliegues y mantener la solución en 
frasco de vidrio incoloro. La separación del agua, mencionada anterior­
mente, se facilita disponiendo tapado el frasco o matraz que contiene 
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los líquidos xilenosos procedentes de la primera filtración, sobre trozos 
de hielo que alcanzan al mismo nivel que el líquido del interior. 

Ultimamente hemos conseguido una preparación ventajosa de la so­
lución de Tillmans en xileno tratando la solución acuosa filtrada de Till­
mans por corriente de COz y arrastrando por xileno en ampolla de se­
paración. 

Agitando finalmente la solución obtenida con ácido meta fosfórico 
al 1 % Y siguiendo la marcha reseríada anteriormente para privarle del 
agua. Experiencias anteriores nos aseguran que el COz no tiene acción 
perjudicial sobr.! el Tillmans. 

El método de valoración de la vitamina C de Folkmann, inserto en 
otro lugar, utiliza el sulfato sódico para privar del agua al xileno que 
lleva disuelto el TiIlmans sobrante de su reacción con el líquido pro­
blema. Nosotros no vemos ventaja al empleo de dicha sustanál en este 
caso. 

Para preparación rápida de cantidades pequerías de solución de Till­
mans-xileno, deben centrifugarse los líquidos xilenosos después de la 
primera filtración, en tubos de 50 c. c. y decantar sobre un filtro sin 
pliegues el líquido que sobrenada a las gotículas que se separan. 

Lavar el xileno reactivo con meta fosfórico al 1 % en ampolla de se­
paración y seguir las indicaciones hechas anteriormente para la solución 
Tillmans-xileno, privándole de las gotÍculas acuosas bien por reposo o 
centrifugación. 

Diluir con él la solución Tillmans-xileno, hasta conseguir la den­
sidad óptica requerida. En determinaciones seriadas de un mismo mate­
rial puede hacerse más diluídl, utilizando la concentración adecuada a 
las variaciones de contenido existentes en un mismo filtrado de las 
muestras. 

Solución patrón de ácido ascórbico. 

Disuélvanse 0,1 gramos de ácido ascórbico en ácido metafosfórico al 
1 % Y complétense a 250 c. c. en matraz aforado. Tomar 15 c. c. y 
diluir con la solución de metafosfórico hasta ISO C. c. en matraz 
aforado. 

El agua destilada debe ser obtenida sobre vidrio y el material re­
quiere una limpieza escrupulosa. 
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Deternúnación de la vitamina e en el extracto. 

Dispoaer en una probeta de tapón esmerilado de 30 c. c. de cabida, 
10 c. c. de la solución de fo�fato sódico, añadir 10 c. c. de la solución 
de Tillmans-xileno medidos con pipeta de doble aforo o mejor con �!l­
reta que aprecie bien las décimas de centímetro cúbico. Agitar de forma 
que se mezclen ambos líquidos durante cinco segundos, con lo que con­
seguimos que la capa acuosa de fosfato arrastre, coloreándose de azul, 
la totalidad del Tillmans disuelto en la solución de Tillmans-xileno. 

Agregar, dejando resbalar por la pared, dos c. c. de la solución fil­
trada de ácido cítrico. La solución cítrica, como ácida, hace virar al rojo 
el Tillmans que se pone en su contacto, pero espontáneamente no se 
mezclan las soluciones acuosas. 

Muévanse los líquidos imprimiendo a la probeta un giro circular 
sosteniéndola fija por la parte superior. De este modo las fases acuosa y 
xi!enosa permanecen separadas y el Tillmans rojo, por ser el pH 4 o 
inferior y próximo a él, no pasa al xileno. 

Adicionar, resbalando por la pared, de 1 a 5 c. c. de filtrado del 
extracto problema que por tener menor densidad que la mezcla tampón, 
queda en l.t parte superior de la parte acuosa e inmediatamente debajo 
de la capa xilenos.\. 

Muév.1nse los líquidos como anteriormente y desde este mismo mo­
mento, cu:ntense quince segundos. Transcurridos éstos, agitar cinco 
segundos en sentido vertical (como se hizo en la primera agitación) con 
lo que el Tillmans sobrante de su reacción con el líquido problema en 
el medio acuoso, pasa al xileno. Ambas fases se separan bien por centri­
fugación para lo cual se trasvasa el contenido total de la probeta en un 
tubo de 50 centímetros cúbicos de la centrífuga donde se mantendrá por 
tres minutos a 4-5000 r. p. m. 

Decantar el líquido rojo que sobrenada al tubo del colorímetro o a 
la cubeta del Spekker de un centímetro de espesor, colorimetrar utili­
zando como « blanco" xileno lavado con los reactivos y privado tam­
bién del agua por centrifugación subsiguiente, si bien el resultado será 
el mismo que el obtenido con xileno lavado con solo metafosfórico al 
1 %, del que disponemos como reactivo, y privado por centrifugación 
de los indicios de agua. Utilizar una onda de 500 milímicrones o fil­
tro azul. 

Si la cantidad de filtrado de extracto es inferior a 2 c . c. conviene 
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suplementarIa hasta este volumen con solución de ácido metafosfórico al 
1 %, suplemento que deberá añadirse antes que el extracto problema. 

Si el fi\trato tiene color, agftense unos centímetros cúbicos con xi­
lena puro y compruébese si los pigmentos son solubles en el mismo. En 
caso positivo, « hágase un ensayo en blanco» con solo xileno y ajústese 
el colorímetro alOa de transmisión con el mismo. Hállese comparativa­
mente el valor calorimétrico de la solución residual de Tillmans en xile­
no de la muestra problema. 

Cuando en los colorímetros ordinarios se pretende apreciar fraccio­
nes en la escala de densidades ópticas de las divisiones más pequeña� de 
la misma, es aconsejable, para más exactitud, hacer la lectura en la es­
cala de transmisiones y conversión posterior de estos valores en densi. 
dades ópticas por la relación 

100 
D. O. = log.--, siendo T la transmisión. 

T, 

Obtención de la curva patrón. 

Disponer en 10 probetas de tapón esmerilado las cantidades reseña· 
das de reactivos en la determinación del contenido en el filtrado del ex· 
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tracto problema, utilizando en lugar de este, las cantidades de O) S' 1'0, 
I'S, 2'0, 2'S, 3'0, 3'S, 4'0, 4'S y S'o centímetros cúbicos en cada 
probeta de solución patrón de vitamina C. Cada determinación debe 
hacerse por separado suplementando en las primeras probetas el volu­
men de solución vitamínica con solución de ácido metafosfórico al 1 %, 
para hacer un total de 2,0 c. c. añadiendo el suplemento antes que el 
volumen de solución patrón. Emplear en el testigo 2 c. c. de ácido me­
tafosfórico al 1%. 

Llevar los valores de D. O. x 100 Y contenido en gammas de la 
porción alícuota de solución patrón de vitamina a unos ejes de coorde­
nadas y constrúyase la gráfica o sobre ejes convenientes un ábaco o 

monograma. 
Puede obtenerse la curva patrón empleando volúmenes iguales de 

soluciones de vitamina de concentración adecuada en cada probeta; de 
esta forma son iguales los volúmenes de reactivos empleados en todas 
ellas es decir, en lugar de volúmenes crecientes de una misma solución 
patrón, emplear volúmenes iguales de solución de concentración 
creciente . 

• Cálculos. 

Búsqu'.:se en la curva patrón el valor de D. O. hallado y la equiva­
lencia en g mmas de vitamina (G), cantidad que corresponde al volumen 
de filtrado ensayado (Vf). La vitamina pro.:e:lente del peso de muestra 
anllizldo (Pm) est.í disuelt.l en el volumen toul (Vt) del líquido forma­
do por los 200 C. c. de solución de metafosfórico más el agu.1 (Am) 
contenida en el peso de muestra tomado. El valor medio de humedad 
por ciento (Ac) obtenido de varias determinaciones hechas en el mismo 
material permite calcular el contenido en agua (Am) del peso muestra 
utilizado. 

Ac . . .  " 100 g 

Am . ... Pm 
Am 

Ac. Pm 
---- Vt = 200 + Am 

100 

El ácido ascórbico en gammas por cien gramos de muestra es ex;­
presado por la fórmula; 

Vt. G . 100 
A scórbico en gammas por ciento = ------

Vf. Pm 

El contenido en los alimentos suele darse en milígramos por cien 
gramos. 
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VENTAJAS DEL NUEVO MÉTODO 

Las tres pruebas requeridas por los filtrados turbios o coloreados 
según el método de Bessey o el método de Loefler y Ponting son redu­
cidos a una sola en los métodos que emplean el xileno. 

El método de Pepkowitz significa una aportación por la rapidez del 
procedimiento y la adecuación a los análisis en serie. La inestabilidad 
de la solución de Tillmans es su principal inconveniente. 

Anteriormente, Highet (13) en su tesis trata de obtener una solu­
ción estable de Tillmlns en xileno_ Para ello acidifica la solucion acuosa 
de Tillmans con CIH 0,03 N Y arrastra con xileno. La solución obtenida 
la lava por agitación repetida con solución o,03 N de CIH (jipH= 1,5!!) 
que debilita su color pero previene la decoloración que provoca 
el ácido contenido en la muestra. La solución, según el autor, permane­
ce estable si se evita la prolongada exposición a la lttz. Como sustan­
cia problema cita los zumos de frutas (fresa, limón, naranja, etc.) y 
no menciona procedimiento alguno para la obtención de los extractos. 

Su método, que en manos de Pepkowitz dio valores discordantes 
con el de Stotz, consiste en utilizar de I a 3 c. c. de la solución acuosa 
problema (?) que son mezclados y completados a 15 c. c. con la soluc 'ón 
clorhídrica y agitados 15 segundos con 10 c_ c. de la solución de Till­
mans en xileno. 

La valoración exige unos límites de ascórbico en la porción alicuota 
de 0,01 a 0,06 mg., es decir, aproximadamente la mitad del margen 
conseguido por la técnica propuesta por Pepkowitz o por nosotros. 

La solución de Tillmans en xileno preparada por nosotros es estable 
y su tensión de vapor es inferior a la del agua. En la determinación del 
ascórbico la capa de xileno mantiene aislada la porción alícuota del fil­
trado, del oxígeno del ambiente, como se aconsejaba para mantenimiento 
de los extractos de plantas por M. Ott (1) con el empleo de bencina. 

El margen de contenido de vitamina de la porción de filtrado es 
más amplio que el de la mayoría de las técnicas colorimétricas realizadas 
en solución acuosa y equiparable al margen conseguido en las determi­
naciones realizadas en xileno (Método de Pepkowitz). 

Las medidas exactas de xileno y las necesarias en cada caso de la 
solución acuosa de Tillmans del Método de Pepkowitz q'Jedan reduci­
das a la medida de una sola solución, la de Tillmans-xileno. La fijación del 
tiempo es cómoda!l rigurosa al no tener que adicionar reactivo alguno 
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después de la I1tedida del extracto !J permanecer incambiado el Tillmans 
sobrante una vez arrastrado por el xileno. 

El empleo de un volumen y concentración suficientes de las solu­
ciones tampón, garantiza un pH comprendido entre 3,5 y 4, considera­
do como ventajoso para la mayor especificidad de la reacción Tillmans­
vitamina C y adecuado a la colorimetría, sin necesidad de neutralizar 
con solución de NaOH 0,8 N la porción alícuota de extracto (Método 
de Pepkowitz). 

Confiamos en que su técnica se aplique a otros métodos que utili­
zan el reactivo de Tillmans: Bien los que emplean soluciones tampón, 
arrastrando e! reactivo con la fracción alcalina o los que utilizan un de­
fecado especial, adaptando la solución tampón a la composición de! 
mismo. 

Entre otras se ven las aplicaciones siguientes: 

Las soluciones decrecientes en color conseguidas al obtener la cur­
va patrón, pueden servirnos por su misma estabilidad una vez separadas 
del contenido acuoso, como escala permanente de comparación, apa­
reando con una de ellas el color obtenido por el xileno-Tillmans en un 
ensayo problema realizado con la misma solución patrón y darnos por un 
medio rápido una idea aproximada del contenido de la muestra. 

También existe la posibilidad de empleo de la solución de xileno­
Tillmans para una volumetría extemporánea directa. Sólo es necesario 
la J.gitación de un volumen conveniente de ella con un volumen exacto 
de solución de fosfato, centrifugar y verter en una bureta: El xileno in­
coloro va a la parte superior y la solución azul hiálina acuosa queda 
dispuesta para verterla sobre la solución problema. 

Recuperación del xileno. 

Realizada la colorimetría, los residuos de la solución de Tillmans en 
xileno se coleccionan en un frasco. Para su recuperación seguimos la 
marcha siguiente: 

Lavamos con agua, dejamos sedimentar y sifonamos la capa acuosa. 
La solución de Tillmans en xileno se agita con solución al 1 % de bi­
carbonato sódico que provoca su decoloración, sifonamos la capa colo­
reada acu')sa, repetimos dos veces la loción con agua destilada, sifonan­
do cada vez. Agregamos un poco de carbón activo, se deja estar 24 
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horas, filtramos por filtro de poro fino y destilamos el xileno por cale­
facción directa en ballo de aire. 

Utilizamos un matraz de fondo redondo unido a un refrigerante 
descendente mediante una pieza inter,media con dilatación esférica y los 
extremos esmerilados, uno ordinario para el matraz y otro de rótula para 
el refrigerante. 

La ebullición marcha bien sin necesidad de regulación con material 
poroso; despreciar los primeros centímetros cúbicos del destilado si se 
obtienen turbios por los vestigios del agua del xileno . 

• 

Con el nuevo método hemos determinado el contenido en ascórbico 
de algunos vegetales frescos y en el cuadro siguiente expresamos los 
resultados comparándolos con los existentes en la bibliografía. 

Contenido en ascórbico expresado en miligramos por cien gramos 

hallado en alimento� vegetales rrescos por la nueva técnica 

Color y Deter· A.córb. 

Material .olub de Agua mina· en mg. °/0 Bibliografra 
pigmento ciones encontr 

Zumo de limón - 1 37 30-78 Mathiesen 

Plátano 74 2 8 8-12 Eekelen 

Mandarina . 80 2 41,8 20-25 Clavero 

Perejil verde ilx 75 2 108,5 100 Clavero 

Coliflor 91 1 95,0 42-50 Clavero 

Judíos verdes. ilx 88,5 1 20 12 Eekelen 

Pimiento amarillo ilx 88 2 171 125-180 G. Olmedo 

Tomate 93 2 21 15-26 Clavero 

Moniato. 71 1 11 
Patota fresco (enero) 74 2 25,4 25 Eekelen 

Patota viejo. 65 4 6,3 8,9 Eekelen 

Los filtrados de extracto coloreados han sido agitados con solo xileno 
para ensayar su solubilidad; los pigmentos de las muestras ensayadas son 
insolubles en xileno (i/x), 
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Conclusiones 

De los resultados obtenidos se pueden deducir las siguientes con­
clusiones: 

I.a -Se preplra una solución Tillmans en xileno comprobándose que: 

a) 

b) 

c) 

d) 

Es inalterable en su color y en su capacidad reactiva para 
la vitamina C (ácido as�órbico). 

El reactivo de Tillmans pasa al agua al agit'\r la solución 
con soluciones acuosas alcalinas. No existe antecedente 
bibliográfico. 

En la colorimetría de esta solución no influye el pH dentro 
de un margen de 2,j a 4,j de la solución acuosa con la 
que se pone en contacto. 

La longitud de onda apropiada a la colorimetría es de JOO 
milimicras. 

2.
a -Se ensayan dos técnicas de valor.lción que se diferencian en 

que en una el contacto entre ascórbico y Tillmans es por agitación y en 
la otra transcurre la reacción en solución a�uosa y revierte por agitación 
el Tillmans sobrante al xileno inicial. Se comprueba la mejor bondad de 
esta última. 

3.a -La existencia de COz no tiene acción perjudicial sobre el co­
lorante y en cambio hace inerte la atmósfera de la probeta, lo que puede 
tener utilidad en la valoración del ácido ascórbico asociado al hierro 
ferroso. 

a E l ' . 4. - n a tecl1lca que se propone: 

a) El tiempo de valoración es de 1 j segundos. 

b) La determinación del ascórbico con la solución de Till­
mans en xileno cumple la ley de Beer desde 20 a 200 

gammas en las condiciones que se indican. 
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s.a -Se propone un nuevo método de valoración de ácido ascórbi­
co en material vegetal fresco: 

a) Su fundamento estriba en utilizar e! reactivo de Tillmans 
disuelto en xileno que se arrastra por solución alcalina de 
fosfato; basta acidular, anadir e! extracto problema, contar 
e! tiempo y agitar para que revierta el Tillmans al xileno 
inicial. 

b) 

c) 

Sus ventajas son: Estabilidad de la solución reactivo, ten­
sión de vapor inferior a la de las soluciones acuosas, mar­
gen de valoración de ascórbico superior al de otros méto­
dos, necesidad de una solución medida para reactivo y 
disolvente, fijación cómoda de! tiempo de reacción y pH 
adecuado sin neutralizar e! extracto con solución de 
NaOH (Pepkowitz). 

Posibilidad de utilización de las soluciones decrecientes en 
color conseguidas al obtener la curva patrón como escala 
permanente de comprobación con e! color obtenido por el 
xileno Tillmans en un ensayo problema. Esto proporciona, 
por un medio rápido, una idea aproximada de! contenido 
en ascórbico de la muestra. 

6.a -Se han realizado determinaciones en vegetales frescos con la 
nueva técnica, que se comparan con las dadas por la bibliografía encon­
trando en general buena concordancia. 

RESUMEN 

Se describe un mét:)do colori¡nétrico de valoración de ácido ascór­
bico empleando una solución de reactivo de :rillmans en xileno de cuyo 
disolvente se arrastra el Tillmans por una solución acuosa de fosfato; la 
solución azul obtenida se lleva por adición de una solución tampón a un 
pH próximo a 4, se adiciona el extracto que debe valorarse y transcu­
rrido e! tiempo de reacción se agita la pequena probeta que contiene las 
soluciones y reactivos anteriores, revertiendo e! Tillmans sobrante al 
xileno inicial. La pérdida de D. O. de la solución permite hallar e! con­
tenido en ácido ascórbico de! volumen o peso de muestra empleados. 
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Son ventajas del método el reducir las medidas de xileno y Till!!1ans 
auna sola, la fijación cómoda y rigurosa del tiempo al no tener que 
adicionar reactivo alguno después de la medida del extracto y la estabi­
lidad de la solución de Tillmans en xileno. 

SUMMARY 

Essentialy the new method is based in shaking a stable xilenic solu­
tion of Tillman' s reagent with sodium phosfate solution which remove 
the colorant. With this buffered solution we act the reaction with the 
unknown extracto When the reaction finish it comes neccesary to shake 
upright1y in order to mix the excess of reagent with the xilenic solution, 
suitable to do a colorimetric determination. 

It has been shown advantages such ¡ts accuraty in volumes mesure­
ment suitable way of application for several matters. 

RÉSUMÉ 

On décrire un nouveau méthode consistant a faire agir le réactive 
de Tillmans avec xilene (solution stable) dan s une éprouvette qui con­
tient de la solution de phosphate sodique OÚ passe le réactive, prennant 
la couleur bleu. A cette solution aqueuse, tamponée (pH, 4)' se déroule 
la réaction Tillmans-acide ascorbique. 

Le temp passé, il suffit agiter la éprouvette pour faire retourner le 
Tillmans restans au xilene. Cette dernier solution est colorimetrée. 

Cette nouveau méthode a de plusieurs avantages, tel de la mesure 
juste, simplification et aisance et signale un chemin qui est possible de 
parcourir par autres méthodes et matieres. 
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