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Estabilidad de la solución. Tillmans en agua. - Solubilidad 
. . - � � .  

En el método de Pepkowitz empleado en el trabajo de valoración dc 
vitamina C .en naranjas, encontramos a l gunos inconvenientes derivados de 
la inestabilidad de l a  solución acuosa de Tillmans.··Eféctivamente, l a  bi­
bliografía hace mención de esa inestabilidad como se puede ver a continua­
ción. 

En la prep'uación de la solución de reactivo de Tillmans para valo­
ración de ]a vitamina según la técnica de R. Stroheker y R. Vaubel que �e 
i nserta en el libro "Métodos físico-químicos para la valoración de vÜami­
nas" de F. Gstiruer, 'd ice: "La solución preparada con agua templada se 
eonserva bien en nevera hasta cuatro semanas, pero, a pesar de ello, con­
viene comprobar d,� vez en cuando el factor determinado después de la pre· 
paración, sobre todo cuando se desee hacer 1illa valoración exacta". 

La solución preparada, segün Tauber y Kleiner (1) disolvi.mdo 50 
m i l igramos en 150 c.c. ele agua hirviendo, se conserva inalterada, ;egzín los 
autQres, durante cuatro días. 

W. Dewjatnin y W. Dorosxhen.ko (1) en su técnica afirman que el 
D. F. 1.  N/I000 e � sensible a la luz y a la temperatura y emplean en su 
solución acuosa esc�¡sa cantidud de tampón fosfato d e  pH 7. 

Th. Birch, L. Harris y S. Ray (1) en su micrométodo, preparan la 
solución con agua hi.rviendo cada vez, porque, si e·s vieja ,  el color rojo vira 
al pardo en vez de desaparecer y convertirse en amarillo pálido. 

Para facilitar la solubilirlad del Tillmans A. Fuji ta y T. Ebihara (1) 
recomiendan añadir: eventualmente unas gotas de Na OH N/lOO y prescri­
ben su preparación diaria. 

La A. O. A. C. ha adoptado provisionalmente la utilización de b 
solución acuosa de T illmans; preparada con ayuda de un escaso volumen 
de solución 0,05 M de bicarbonato sódico, que debe valorarse diariamente 
y desecharse cuando mezcla dos 15 e.e. con 15 c.c.  de la solución extractora 
que contenga un exceso de aseórbico no produzcan un líquido práctica. 
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mente incoloro. La solución de TillDlans en ácido oxálico al 2 pOI." 100, en· 
sayada recientemente por J. K.och y G. Breuhauer (2), carece de estabiJid"d 
por lo que dichos autores se inclinan por el empleo de comprimidos Ju. 
sificados de reactivo para preparación eXJempOl"ánea de uso inmediato. 

Estabilización de la solución Tillmans� en xileno 

Siguiendo el métoJo de Folkman, observamos que las soluciones de 
Tillmans en xileno, que coleccionábamos Jespués de colorimetrar para 
aprovechamiento del xileno por destilación, conservaban su color y transo 
parencia iniciales, y para asegurarnos de eHo dispusimos a la luZ difusa 
una solución de Tillmans en xileno conseguida por adición de ácido me�a· 
fosfórico a la solución acuosa azul de aquel reactivo y arrastre por agita. 
ción del Tillmans rojo al xileno. 

La solución roja de Tillmans en xileno dio los valores siguientes de 
densidad óptica en el absorciómetro Spekker de Hilger : 

Fecha 

Día 28 de marzo 
Día 31 de marzo 
Día 5 de abril 
Día 19 de abril 
Día 27 de abril 
Día 15 de mayo 

Densidad óptica 
\x 100) 

48,2 
47,4-47,2 
47,8 - 48,0 
47,2 
47,9 -47,2 
48,2 

Resultados que indican estabilidad completa en el color, en contras­
te con las soluciones acuosas de Tillmans que son inestables, pues lOli llama­
dos estabilizadores no permiten prescindir. de las comprobaciones periódi. 
cas de título cada dos o tres días por 20-25 días como máximo, ni aún man­
teniéndolas en refrigeradora y a resguardo de la luz. 

Hemos hecho la lectura por duplicado para compensar en lo posibk 
las variaciones momentáneas de ]a tensión de la red eléctrica en el momen­
to de la lectura colorimétrica. 

El medio aconsejado por Th. Birch, L. Harris y S. Ray y por la 
A. O. A. C. para comprobar el buen estado de la solución acuosa de Till· 
mans nos parece adecuado aplicarlo a la solución de Tillmans en xileno. 
Con esta finalidad se han hecho los ensayos siguientes.: 

1. o En dos probetas se han dispuesto 10 C.C. de la solución de TiB­
mans en xileno preparada por disolución en frío del Tillmans en agua y 
siguiendo por lo demás la marcha reseñada para su obtención. Han sido 
decolorados por 1m exceso de solución de ascórbico en metafosfórico según 
la técnica 11 inserta más adelante. La solución de Tillmans en xileno con­
taba con 12 días desde su preparación. 
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Solución Tillmans-Xileno 

D. O. x 100 inicial 
66,6 
66,4 

Xii enotl;residual 

D .0. x 100 
0,8 
0,8 

Transm. 
98,2 
98,2 

2: Los ensayos anteriores se repit en con una solución de xlleno 
Tillmans preparada por disolución del Tillmans en agua caliente, de acuer 
do con la pauta general señalada. 

Solución TilImans-Xileno Xileno residual 

D. O. x 100 inicial 
52,0 

52,5 

D .0. x 100 
0,8 

0,7 

Transm. 
98,2 

98,5 

La solución fue preparada el día 25 de �eptiembre y ensayada el 21 
de diciembre úl�imo; han transcurrido 87 días desde su preparación. 

Podemos concluir que la solución de Tillmans en xileno preparada 
por nosotros, permanece inalterable en su color y EN SU CAPACIDAD REACTI­
VA PARA CON LA VITAMINA C. La calefacción al baño de maría de su solución 
acuosa no presentll inconveniente alguno. 

Caraderfsticas del Xileno 

Comprobad,¡ mediante las experiencias anteriores la estabilidad de la 
solución de Tillmans en xi"ieno, intentamos encontrar el mejor procedi­
miento para su preparación. 

Existen tres isómeros del xilelJo, cuyas características, según Beilstein 
y Karrer, son : 

o-xileno 
m-xileno 
p-xileno 

P. e. 142°C 

P. e. 139°C 

P. e. 138°C 

El xileno comercial suele ser (3) una mezcla de los isómeros m- y u­
del dimetilbenceno. Líquido claro, insoluble en agua, miscible con alco­
hol, éter y cloroformo. Su p. e. es de 137-140°C. Las tensiones de vapor del 
agua y de sus componentes son, según también Beilstein: 



�ubstancia 

o-xileno 

m-xileno 

agua 

A, H,IYo" DE C.\"TIW y FIIA"c,,,,:O CnHltAT. 111\1 

Tensión de vapor 

6,4 
10,05 

3,45 
6,43 
9,209 

18,535 

Temperatura 

10° 
20° 
10° 
20° 

10° 
20 

La LenSlOn de vapor del xileno comercial es mucho menor que la del 
agua y las soluciones que lo empleen conservan su título o concentración 
meJor que las acuosas. 

Ensayos para la obtención de la solución de TiUmans en xileno 

Para la ohtt:nción de la solución de Tillmans en xileno se han hecho 
los siguientes ensayos: 

1. o Tratamos de disolver Tillmans (como en experiencias anterio­
res se trata del compuesto' sódico comercial) en xileno directamente; su 
solubilidad es escasa, comunicando al xileno color rojo; las partículas no 
disueltas conservan el color azul. 
, 2. o Adicionando previamente un poco de solución acuosa diluída 
de ácido meta"fosfórico, se facilita la disolución en xileno. 

3. o Tratamos 14 miligramos de Tillmans con 20 gramos de glicerina 
en un mortero, tornando el conjunto color azul y 'aspecto homogéneo. Aña� 
dimos unos centímetros cúbicos de (4 a 5) de metafosfórico al 10 por 100, 
que adquiere color morado sin mezclarse con la glicerina. Al agitar con xi­
leno en ampolla d", separación, éste toma color rojo pero apenas arrastra al 
Tillinans; las tres soluciones permanecen separadas. Al añadir ag'ua desti­
lada el color de las soluciones acuosa y glicérica, ahora unidas, vira al rojo 
y la agitación hace que el colorante pase al xileno. 

4. ° Se ha intentado facilitar la solubilidad empleando a la par el 
ácido bórico y la glicerina con la idea de hacerla ácida una vez disuelto 
en ella el Tillmans por formación del complejo glicerobórico; s,e ha utili. 
zado también el ácido láctico y la glicerina sin conseguir el resul,tado de­
seado. En todos 108 casos quedan partículas no solubilizadas en ninguna de 
las fases. 

lante. 
5. ° La mejor forma de preparación ensayada va incluída más ade-

Propiedades de la:solución:de Tillmans:en sileno 

a) Agitando solución de Tillmans·xileno con una solución acuosa 
que tiene un pH próximo a 7, pasa algo de Tillmans a la solución acuosa. 

b) La adición de alcohol a la solución acuosa de pH 7, hace cam· 
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biar el color a la solución ile Tillmans-xileno y determina e l  paso de Till­
mans a l  agua con eolor azuJ. 

c) Alcalinizando la solución acuosa fuertemente y agitando, todo 
el Tillmans pasa al a,gua con color azzd; el xileno queda incoloro. 

Esta última propiedad ha sirlo evitlen('ialla por noso,tros y no hemo� 
encontrado antecedente alguno en l a  amplia bibliogafía consultada . 

Influencia del pH en colorimetria 

Para realizar las expel" iencias se han preparado l as soluciones "stan­
dard" que siguen: 

Fosfato sódico 0,2 N.-Pesar 3,56 g; rlisolver y completar a 100 c_c_ 
con agua destilada. 

Acido cítrico 0,2 N.-Pesar 3,84 g; disolver y completar a 100 con 
agua destilada. 

Acido metafosfórico al 1 por 100 en, solución acuosa. 
Primeramente determinafuos el pH por el electrómetro de Beckman 

en mezcla de volúmenes distintos de ambas soluciones tampón en la forma 
que sigue : Dispusimos en un matraz 60 c.c. de la solución de fosfato y so­
bre ella vertimos mediante bureta 50 c.c.  de la soluéión cítrica, determina­
mos el pH y repetimo�la medida después de cada adición de 5 c.c. de so­
lución ácida. 

50 c.c. de cítrico 
55 " " " 

60 " " " 
60 c.c. de fosfato con 

65 " " " 

70 " " " 

75 " " " 

tienen un 
" " 
" " 
" " 
" " 
" " 

pH de 5,0 
" ' " 
" " 

4,8 
°4,6 

" " ''''4,5 
" " 4,3 " .. 4,0 

El ácido cítrico se ha empleado como estabilizador de la vitamina C 
y por esta razón determinamos el volumen que admiten 10 c.c. de la solu· 
ción de pH 4 sin que varíe este último más allá de los límites que permita' 
la determinación (:olorimétrica. 

10 c.c. de sol. tampón de pH 4 con 
"" 

5 c.c_ de solución cítrica pH 3,5 

10 c.c. de solución cítrica pH 3,0 

A l!ls dos horas de la determinación del pH hemos dispuesto 12 c.c. 
de la solución tampón de pH progresivo con un incremento de 0'5, unida­
des en cada una de las seis probetas y agregamos a cada una 1 c.c. de me­
tafosfórico al 1 por 100. Adicionamos a continuación 10 c.c. de Tillmans en 
xileno, agitamos medio minuto y centrifugamos durante tres. Colorimetra· 
mos la solución de Tillmans en xileno. 
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P,obeta pH Metafosfórico Densidad:óptica por cien 

1 2'5 1 C.c. 12,1 
11 3,0 1 C.c. 72,2 
111 3,5 1 C.c. 71,8 
IV 4,0 1 C.c. 71,7 
V 4,5 1 C.c. 72,5 
VI 5,0 1 C.c. 73,1 

( Los resullados obtenidos son promedio de dos determinaciones). 

No existe diferencia alguna en la separación de los líquidOS despué5 
de la cemrifugación. 

Los valores de las densidades ópticas indican que la colorimetría en 
el xileno puede realizarse aunque los líquidos con los que estuvo en contac­
to tengan un pH inferior a 4,5 y superior a 2,5. Noostros hemos elegido para 
nuestro trabajo un margen de 3,5 a 4 de acuerdo con el utilizado en el ma­
terial vegetal y en 501ución acuosa por algunos autores citados en otro lugar. 
A. Santos (4) considera como excesivo el pH de 2'5 para la valoración con 
D. F. 1. en solución acuosa y, Bessey (5) aconseja un pH de 3,5. 

Una de las grandes ventajas del xileno es, por consiguiente, permitir 
que se realice la reacción de Tillmans-viJ:amina C en solución acuosa con 
un amplio margen de pH sin que influya en la determinación colorimétrica 
posterior del Tilhnans-xileno. 

La limitación del pH viene, de otra parte, establecida por los cono· 
cimientos siguientes: a) La existencia de sustancias reductoras del D. F. 1.  
de acción lenta, que se invalida en medio ácido (1,6).- b) El ácido ascórbi­
co disminuye su fJstabilidad y su velocidad de reacción con el D. F. 1. al 
elevarse el pH.- c) El ácido ascórbico no resiste una concentración muy 
fuerte, especialmente si se tra.ta: de ácidos minerales y el colorante se debi­
lita (palidece) espontáneamente a un pH bajo. 

No se ha.<;itatlo en la bibliografía que las variaciones de pH originen 
uwJificación algÜna en las relaciones estequiométricas entre .Tillmans y vi­
tamina e a diferencia de lo que sucede con el método del azul de metileno, 
'-tUe exige en el pH una precisión de 0,05 u�idades por e�te motivo. 

Conocidas las propiedades fundamentales de la solución de Tillmans 
en xileno se pasó a realizar unas pruebas preliminares de valoración de vi­
tamina C . 

.. . �ns�y.os de valoración de la vitaminci ( con la solución patr'ón .de Tillmans en xile.no _ 

Dos técni<:as entrevemos para la posible utiliz¡ción de la solución de 
Tillmans en xileno en la valoración, y para su mejor comprensión debemos 
anticipar que la va]oraeÍón de un líquido problema con una solución acuo­
sa titulada de Tillmans puede realizarse a un pH próximo a 3'5 y se hablá 
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de valoración al rojo (la soÍución de Tillmans tiene color rojo a un pH in­
ferior a 4,2) o bien a un pH vecino y superior a 5,2 y se habla de valoración 
al azul (porque a este ptl y por encima de él tiene este color el reactivo). 

Las soluciones acuosas de Tillmans pre·sentan color morado en la 
zona intermedia de pH, que debe considerarse com{) zona de viraje. de este 
mdicador. .".al 

La valoraciólJ al azuÍ no tiene aplicación general porque a ese pli se 
manifiesta en mayor grado la acción de las sustancias interferentes que sue­
len acompañar a la vitamina. lioy la mayoría de los autores trabajan a un 
pH próximo a 3,5 en extractos ele vegetales, como se aprecia en el cuadr.) 
siguiente: 

Mat�rjal 

Orina 
Orina 
Sangre 
Leche 
Vegetales 
Vegetales 
Vegetales 
Vegetales 

Autores 

F. Siebert 
A. Jezler y Niederberger 
F. Tailor, D. Chase 
B. Willberg 
Morell 
Hochberg, Melnick y Oser (7) 
Pepkowitz 
F. Siebert 

TECNICA 1 

pH 

2,5-3 
2,7 - 3 
4,7 
2,7 
3,6 
3,5 
4,0 
2,5-3 

Agitación de la soluci.ón de Tillmans en xileno con una solución taIlJ­
ponada a un pH de 4 o algo inferior que contiene la vi.tamina y contar 
como tiempo de contacto el tiempo de agitación. 

TECNICA II 

Agitación de la solución de Tillmans en xileno con una solución li­
geramente alcalina que arrastre en su mayor parte al Tillmans coloreán­
dose de azul. Adicionar a esta solución alcalina una solución tampón para 
obtener un líquido rojo de un pH inferior a 4,2 (II-A) o un líquido azul 
de un pH próximo y superior a 5,2 (II-B). Agregar en ambos casos una por­
ción alícuota de extracto acuoso problema que se irá al fondo poniéndose 
en contacto con el Tillman� acuoso (rojo o azul) al que decolorará parcial­
mente. 

Terminado el tiempo de reacción deberá llevarse en la variante (II-B) 
a un pH inferior ·1 4 para que, mediante agitación, revierta en ambos en­
sayos el Tillmans sobrante al xileno inicial, pues sólo a este pH el coeficien­
te de reparto le es tan favorable al xilenn que se consigue un arrastre total. 

La variante II-B presenta los ineonvenientes de la valoración al azul 
y la dificultad de limitar el tiempo de reacción porque requiere la adición 
de ácido y la agitadón final a un mismo tiempo. 
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La variante U-A presenta las vent ajas de la valoración al rojó y de 
reJ.uc lr las manlptuat;lOnes. J!,s la unica que admi.te comparaclOn con la .le-:-
111ca .1 por 1<1 pÚS1DllJ.lIad. ue esraiHe·cer luentlCtad en los reactIvos y en las 
t;annuaues malleJauas de los mismos. 

La .lecnlca H se reauce para nuestro trabajo a la vari, nle ll-A. 

I:ns.ayos Í're.i .. ,lhores 

Ensayo con L/na �o¡Llción tampón de pH 7.-Hemos ensayado la agI­
lacioii ue J.d ;,úfUClun oe .1 Ulmans en xueno con una SOlUClon laID pOll uc 
p.a .' cuya COi.upO"Hol.On insenamos mas aoaJo, y comprooamos ':tllt� la caIH1-
uau ue .lll.I..LUall" 'iue paSa >11 agüa es IllSUut;ltnLe panl la calluoao ue Vllamlll.1 
cUn[tnlOa en llll V OI Ulllen auccuaoo (le SOHICI011 patron empleaua. 

\...onsIueramos por eS[Q ue interes, el ensayo con SOlUCIOnes alcalinas 
que arras,rran en llJayor proporCIOn .11 .Llllmans ue la soluClOn ue este reac­
l.VO en xileno. 

;::'OlUClones lampón empleadas anteriormente: 
Solucion A: r'U 4 fi"l,- 11 l� mOlar �,O 11$, �,1J IH/S = 1,8156 para 200 c.c. 
::;OlUCIOn ti: rt}.fi 1�a2.1¿: .t1lU Ixl;> molar ��,1$8T7, ��1$1$1 11;> - 4,-04 para 

conseguir un pn 1 se tomaron j� c.c. de la A y ó1 c.c. de la ti. 
Jinsayo con sotucLon de OLcaroonato SÓdLco.-.t1emos preparado las 

soluciones sIguientes: 
::;olUClOn al 1 por 100 de bicarbonato sódico. 
�olución al 1 por lUO de metatoslórico. 
�olucIOn de venle de nromocresol, cuyo viraje es de pH 5,4 con color 

azul a �,H con color amanllo; en la zona IntermedIa presenta un color verde. 
;::,01UClon oe áCl(lO cltnco de concentracIOn aJuslaoa para que mezcla­

da con un volumen igual de la de DlCarDonato dé un llqUIUO cuyo p.t1 coin­
Cida con la zona de viraje del indicador. 

Adicionamos a 10 c.c. de Dicarnonato, 10 c.c. de ácido cítrico y una 
gola de indicador que da color verde a la solución. 

A la par hemos preparado una solución de Tillmans en xileno cuya 
concentración es bemejan�e a la de Ja solución acuosa empleada en el méto­
do de Leonard P. :Pepkowitz, es decir con un contenido próximo a 12 mi-
ligramos para 200 c.c. de xileno. . 

Para hallar la proporción adecuada de solución alcalina que consiga 
1m arrastre total realizamos la prueba siguiente: Disponemos en tres pro­
betas de tapón esmerilado de 6u c. c. de cabida, volúmenes distintos de so­
lución de bicarbunato sódico y volúmenes iguales de la solución de Till­
mans en xileno (T -X), agitamos el conjunto 5 segundos y dejamos separar 
los líquidos con el resultado del siguiente cuadro: 

Probeta Bicarbonato 
SúL de TilL 

color del xileno 
en xileno 

------ -----
1 5 e.c. 10 C.c. Agitación casi incoloro 
11 5 C.c. 10 c.C. Agitación casi incoloro 
III 10 C.c. 10 c.c. Agitación caSI incoloro 
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A continuaclOn se adiciona a cada probeta un volúmel1 de cítrico 
igual al empleado de bicarbonato, uue rletermina a12;una efervescencia es­
pontánea. Los líquidos tienen un pH Que cotTesp�)flde a la zona de vira,ip, 
del indicador. A!!itamos en sentido vertical para que el TilJmans revierta al 
xileno, la eferves��encia es mucha ,- para eviUll" pé�'dielas rle liquirlo rleiamos 
reposar dos minutos antes ele abrir las probetas, ¡lun'!ue ésto no sería incon­
veniente porque el líquido que se va a colorimetrar es ya homo¡¡:éneo. El 
inconveniente mayor de esta técnica estriba en (fUe la adición de cítrico de­
termina una efer;;escencia, inicial que arrastra .({�-a,n parte del Tillmans d;s­
ponible en solución acuosa a la c�, n a xilenosa, reduciendo la cantidad má­
xima de vitamina ';alorable v con ello los m:J.l:!renes ,le ampliturl del método. 

Para comprobar en estos posa vos en blanco si el CARRO !lCO tiene al­
'guna acción sobre e] coloran t e , cenlrifugamos y C'olorimetramos la rapa 
xilenosa en el Spekker. 

Probeta 

I 
II 
nI 

o. o. X 100 en el Spekker 

35,9 
35,9 
35_6 

La constancia en la D. O. nos i ndica (Jue el eo? no tiene acción per­
iudicial sobre el colorante. Deseamos, una ;ez terminada ]a presente Tesis 
Doctoral, ensayar de nuevo la solución de biral'bonato sódico. poraue su 
empleo hace inerte la atmósfera de la probeta v esto es de especial interés 
en la valoración de preparados farmacéuticos en lo� Que se asoria el hierro 
ferroso a la vitamica e, rle los aue existen varios en la industria farmacél.ltir3 
nacional y extraniera. El hecl�o rle aue en la preparación de la solución 
N /1000 de D. F. l. con sal de Mohr n� se reuuiera atmósfera inerte se debe 
a la estabilidad que le confiere el ácido sulfúrico ,- sobre todo al carácter 
especial de esta sal que ya sólifla es poco alterable al aire (7). 

* * * 

El seguir en la práctica de los análisis de jugo c!trlCO el métono de 
Pepkowitz nos hace concebir la experimentación co� la solución de fosfato 
sódico en sustitución rle la d� bicarbonato sódico sin los inconvenientes de 
la efervescencia. 

Ensayo con la solución de fosfa,to sódico.-Se han empleado las solu­
ciones siguientes: 

Solución de fosfato sódico 0,2 N. Pesamos 3.56 �. disolvemos en agua 
destilada y completamos a 100 ce. 

Solución de ácido cítrico aproximadamente 0,7 N. Pesamos 4,7 g. di­
solvemos en agua destilada y completamos a 100 C.c. 

Utilizamos una solución concentrada de cítrico con la finalidad de 
reducir el volumen necesario para que en mezcla con la de fosfato propor-

-- -------------------------------------------------------------� 
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cione lID líquiilo con un pH de 4 o inferior según el papel indicador "Uni­
\!'er�al" y (le escala fraccionada de la Casa Merck. 

Solución de Tillmans en xileno preparada anteriormente para el en­
sayo del bicarbonato sódico. 

Disponemos en cada una de dos probetas 5 c.c. de la solución de fos­
fatos y 10 coco de la solución de Tillmans en xileno. Agitamos 5 segundos y 
la solución de fosfatos arrastra casi por entero al Tillmans contenido en el 
xileno, coloreándose de azul. Agregamos ácido cítrico en las cantidades de 
2 y 1,5 c.c., la solución cítrica se va al fondo pero no se mezcla espontánea. 
mente. Para conseguir su mezcla se imprime -a las probetas un movimiento 
circular, manteniéndolas fijas por la parte superior. 

La solución acuosa azul ha virado al rojo en la probeta I y al morado 
en la probeta ll. 

Agitamos la5 probetas en sentido vertical y el Tillmans revierte al xi­
leno. Centrifugamos la totalidad del líquido de cada una de las probetas, 
colorimetramos la solución de TiJlmans en xileno recuperada y determina­
mos con el papel indicador el pH de los líquidos acuosos residuales. 

El cuadro hace esquemática, en lo posible, la marcha seguida. 

Pro-
Fosfato ·Till·xil Cítrico 

Color sol. D .O. x 100 pH liquido 
heta acuosa Till-xil acuoso 

1 5 C.c. 10 C.c_ 2 coco rOJo 35,3 4 
1I 5 C.c. 10 C.c. 1 ,5 c.c. morado 35,7 4,4 

Repetimos ]08 ensayos en blanco en cuatro probetas con la diferencia 
de utilizar mayores cantidades de la solución de fosfato y mayor variedad 
en el volúmen' de cítrico. 

Pro-
Fosfato Till-xil Cítrico 

Color sol. D O. x 100 pH liquido 
beta acuosa TiII-xil acuoso 

1 8 C. c. 10 C.c. 2 c.c. morado 36,0 4,8 
1I 8 C.c. 10 C.c. 4 c.c. rOJo 35,8 3,8 
III 8 C.c. 10 C. c. 2 c.c. morado 35,7 4,8 
IV · .8 C.c. 10 C.c. 5 c.c. rojo 35,7 3,6 

De los ensayos en blanco anteriores podemos concluir que la modifi­
cación del volumen de solución tampón total (de 7,5 a 13 c.c. ) y las varia­
ciones de pH ele 3,6 a 4,8 no afectan a los valores finales de densidades óp­
ticas de la capa xilenosa. 
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Siguiendo exactamente l a  técnica mencionad a  y eon los volúmenes fi· 
.lados de 8 c.c. de solución de fosfato y 4 de 13 solución de cítrico, ensaya­
mos una solución de ASCORBICO preparalla por disolución de 4 mihgramo5 
de esta sustancia cristal izada en ácido m etafosfóri co al 1 por 100 y comp le­
tando a lÓO c.c.  

Probeta Fosfato Cítrico Ascórbico D. O. x 1'00 1 
1 8 c.c. 4 c.c. 1 e.e: 69,5 
II 8 c.e. 4 c.c. 2 e.c .  60,5 
III 8 c.c. 4 c.e. ;; c.c. 48,8 
IV 8 c.e. 4 e.c. 4 e.c. 36,5 

' .' 

La técnica proporciona valor'es ¡]e D. O. que guardan una' rél ación li­
neal con las cantidades de vitamina e o lo que ' e�igmi] ¿¿n los volúmene,; 
de la solución patrón utilizada. . " " .  " 

Para ver la estabilidad que tiene la solución de ascórbico e-!1 metaf\?¡;· 
fórieo al mezclarle con una de fosfato sódico, hemos r.epeti do el �nsayo á'e 
la probeta 1 pero adicionando el cítrico, ilespués que el volumen de la  sol.lJ� 
ción vitamínica (l c . c.), en el orden siguiente :  

. 

Probeta Fosfato Ascórbico Cítrico D. O. xloo 

1 8 c.e. 1 c.c. 4 c.C. 70,4 

Aunque la mezcla de fosfato y metafosfórico resulta alcalina, .el ascór· 
bico no h a  sufrido porque la' densi dad óptica no se ha alterado sensible­
mente. 

Comparación de los resultados obten-idos por las técnicas 1 y II con 
los mismos reactivos, dilu.ción y tiempo. 

La agitación de dos líquidos, agua y xileno, no debe poner en con­
tacto sus molécula,.; con la intimidad que tiene lugar cuand o  se trata de lí­
quidos miscibles. Esta misma consideración parece válida para las sustan­
cias disueltas en ellos en ]a experiencia presente, El l;illmans no se disuelve 
en el agua, o mejor dicho, no pasa al agua n un pH próximo a 4 y como ca­
racterística del ascórbico se da su insolubilidad en el xileno (5). 

En ambas TECNICAS se emplean las mismas soluciones tampón con 
la diferencia de que en la TECNICA l· se 'mide la .. mezcla ya formada y .en 
la TECNICA II disponemos primeramente el volumen de fosfato_o }'" :�á.s 
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tarde el correspondiente de cítrico para que la unión de ambas proporcione 
el volumen y pH manejados en la TECNICA 1. 

Soluciones en uso: 
Solución de fosfato 0,2 N. 3,56 g, disueltos y nevados a 100 c.c. con 

agua destilada. 
Solufión de á cido cítrico. Pesamos 2,7 g. que :80n disueltos y nevados 

a 100 c.c. con agua destilada. 
Solución de ácido ascórbico. Pesamos 4 mg. que disolvemos y com­

pletamos con ácido metafosfórico al 1 por 100 a 1 00 c.c. 
Solución concentrada de Til1mans en xileno. 

TECNICA J 

En cada una de las probetas de 30 c.c. de lapón esmerilado y en �I 
orden que se mencionan, se miden: 8 c.c. de mezcla tampóu (pH4), 1 0  c.c. 
de solución de Tillmans en xileno v 1 ('.C. de la solución de ascórbico. Da. 
mos a las probetas un movimiento

' 
circular para que ,la vitamina se· diluya 

en'..Ja mezc1a tampón y a continuación agitamos vivamente los Jíquidos en 
esntido vertical Jurante exactamente treinta segundos. Centrifugamos el 
contenido de cada probeta y colorimetramos la capa de xileno. 

Probeta 

1 
11 

Tampón 

8 c.c. 
8 C.c. 

TiII-xil 

10 C.c. 
10 C.c. 

A�c6rbico 

1 C. c. 
1 C.c. 

Contacto 

30 seg. 
30 seg. 

DO. x 100 

61,2 
60,0 

En el ensayo precedente la solución vitamlDlca CONTACTA CON EL 
'TILLMANS disuelto en el xileno por EL TIEMPO Que dura la agitación; en el 

,,::que . sigue la vitamina REACCIONA EN SOLUCION ACUOSA, con el mismo pH 
,y dilución. EL TIEMPO DE REACClON LO INTERRUMPE LA AGITAClON: 

En dos probetas gemelas, con las anteriores, medimos 3,6 c.c. de fos­
'fato y 19 c.c. de la solución de Tillmans eu xileno. Agitamos unos seglrndos 
y el Ti1Jmans pasa a la fase acuosa coloreándola de azul; añadimos el cítri­
co correspondiente al ensayo anterior (4 c.c.) y el liquido vira al rojo por 
el cambio de pH, ayudando a que todo el liquido acuoso sea homogéneo 
con un movimiento circular de las probetas mantenidas fijas por la parte 
superior. Una ve2i conseguido se agrega 1 c.c. de ascórbico, cOl'\tando desde 
p-ste' momento 30 segundos; transcurridos éstos, se agitan los líquidos en 
sentidp': vertical LInos segundos. Centrifugamos y colorimetranios la capa 
de xileD:ó. 

' 
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Pbta. Fosfato TilI-xil Cítrico Asbico. Tiempo 0.0. x 100 
---- ----

I 3,6 C.c. 10 C.c. 4,4 1 C.c. 30 seg. 56,2 
11 3,6 ('.c. 10 C.c. 4,4 1 C.c. 30 seg. 56,7 

Los VALORES OBTENIDOS AHORA SON CASI IDENTICOS y MENORES QUE 
Los ANTERIORES porque la vitamina reacciona por entero. 

El tiempo y el pH son fundamentales en la valoración de la vitamina 

C. La determináción de cantidades pequeñas de vitamina, obliga a'mantener 
el tiempo límite de reacción de 15 segundos que algunos autores a.mplían 
a 30 segundos (8,9). Con la finalidad de confirmar la disparidad de resulta� 
dos obtenidos con anterioridad por ambas TECNICAS y la interpretación dad: .• 
por nosotros de que es atribuible a que la TECNICA DE CONTACTO POR AGITA· 
CION deja sin valorar parte de La vitamina, hemos repetido la experiencia 
llevando 'el tiempo de AGI'L\CION a un minuto así como el de REACCION en 
los ensayos paralelos por la TECNICA n. 

Técnica Proheta Tiempo D. O. x 100 

I 15 .segundos 45,5 
I l1 15 segundos 44,1 

III 60 segundos 38,5 
IV 60 segundos 38,3 

V 15 segundos 37,5 
11 VI 15 segundos 37,8 

VII 60 seglmdos 37,6 
VIII 60 segundos 38,0 

Los resultados conseguirlos por la TECNICA , eOI1 110 tiem po (le 15 
segundos difieren ligeramente entre sí y grandemente rle los correspolHlieute.i 

a la TECNTCA n. Las resultados de ésta son todos concorrlantes, aunque rli· 

fiere el tiempo como corresponde a una buena técnica y nos m uestr:·¡ rue 
con el pH 3,7 que tienen los líquidos tampón, la vitamina rea('('iona por 
entero en 15 segundos. 

La TECNICA J deja sin valorar parte de la vitamina en el ti em po !imi­

te establecido de 15 segundos de agitación violenta, eomo lo pomprueb::. 
el hecho de que se aprnximen sus resultados a los (le l a  TECNICA " si se amo 

plía el tiempo de agitación a un minuto. Debemos descartar' de Iluestro 

trabajo la TECNlCA J- POR INEXACTA. 

* * * 
EL TILLMANS NO SE ALTERA MANTENIDO UN MINUTO EN LA SOLUCION DE 

FOSFATO NI POR IGUAL TIEMPO EN LA MEZCLA TAMPON Q:UE RESULTA DE LA ADl­
qON DE LA SOLUCION DE CITRICO. 
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Las diferencias apreciadas por los va lores obtenidos por las TECNICAS 
J y JI no son . debidas a la alteración del Tillmans en la solución alcalina ni 
en la ácida .tampón, como se comprueba en la siguiente experiencia : 

Probetas 1 y 1I.-Disponemos los mismos reactivos que en un ensayo 
en blanco hecho por la TECNICA 1 ;  un tiempo de agitación ge 15 segundos. 
Centrifugamos y c0lorimetramos el Tillmancxileno. 

D.  O. media = 52,3 

Probetas III Y IV.-Disponemos el volumen de fosfato, agregamos 
'el correspondiente de la solución Tillmans-xi leno, agitamos cinco segundo:­
y el Tillmans pasa del xileno al agua, coloreándola de az-ul,. dejamos e'8t�r 
un minuto, agregamos · la solución correspond iente_ de cítrico, agitamos 1(15 
líquidos dando a las probetas un giro circular y desde este momento cOJ,lta.­
mos un minuto, transcurrido el cual , agitamos unos segundos en sentiil.o 
vertical para que revierta al xileno el Tillmans rojo de la solución ácid.a 
tampón. Centrifugamos y colorimetramos el Tillmans-xileno recuperado. 

D. O. media = 52,0 

La coincidencia de ambos valores nos permite afirmar que 'sin pre­
mura puede adicionarse el cítrico o la vitamina en la TECNICA JI y que las 
diferencias hallad<'.5 entre ambas TECNICAS son imputables, como otras ex­
periencias lo confirman , a que la  agitación no es medio adecuado para po­
ner en contacto las moléculas de un soluto ( vi tamina C) con las otras (Ti1l 
mans) cuyo solvente es inmiscible con el primero y cuando el tiempo de 
contacto viene limitado a un valor tan' reduci do como 15 segundos . 

Ascórbico y soluciones tampón 

No juzgamos necesario el ensayo rle l a  estabilidad del ácido ascórbi · 
co en l as soluciones tampón empleadas que son las de fosfato sódico y ácido 
cítrico de Mc Illvain ( 10,3) modificada en su concentración la solución áci­
da. Las soluciones de Mc Illvain han sirIo ens;¡yailas para comprobar la e s ­
tabili dad que presentan al ascórbico a rli ferentes pH por K.K. Rohatgi y 
P.K . Sayal (11) por procedimiento espectrofotométrico. 

Han encontrado máxima estabil i ilad entre 3 a 5 ,6 que incluye el pH 
m anejado por nosotros, así como al pH natural de ] a  mayor parte de 1 05 
zumos de frutas (12). 

Solucior.es ta mpón de Mc I IIvain 

Cítrico 
Fosfato sód ico 

31 ,01 g por litro 
35 ,0 g por l i tro 

Soluciones propuestas 

94,5 g por litro 
35,6 g por litro 
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Variaciones del � pH de la mezcla tampan por volzím,enes" crecientes 
de la solución de ascórbico en m�tafosfárico al 1 por 100. . 

Por procedimiento el ectrométrico se han determinado las variaciones 
de pH en la mezdd tampon ut i l i zada en la obtención de la gráfica nún;t. 1 ;  

i 
! 

'" 

o ... 

1�L-______ r-____ � ______ -' ______ � 

Gráfica núm. 1 

para ello hemos uti1izado el do­
ble de los volúmenes empleados 
en una de las probetas, es decir 
16 de fosfato y 4 de cítrico que 
dan un p H  de 3,96, pero los re­
sultados que se mencionan van 
referidos a los volúmenes de la  
gráfica. 

Volumen de la solución 

de ascórbico pH 

1 C.c. 3 ,82 
2 C.c. 3 ,79 
4 c.c. 3 ,75 
6 C.c. 3,70 
8 C.c. 3,64 

10 c.c.  3 ,57 
12 c . c .  3,52 

Las cifras de pH de la solución tampón varían en ]a obtención de l a  
curva patrón entre los límites de 3,82 y 3�57. Mayor estabilidad tiene 
aún el pH en la ;;o]ución tampón uti l izada en la curva patrón última por 
ser mayor el volumen empleado. 

* * * 

LA REACCION TILLMANS- VITAMINA e SE REALIZA EN 1 5  SEGUNDOS EN 
LOS EXTRACTOS DE NARANJA POR LA TECNICA 11 .  

Anteriormente h emos mostrado el tiempo necesario pára l a  reaecióH 
Tillmans-vitamina e en soluciones puras v se vio que l� vitamina reacciona 
en 15 segundos ; para comprobar - si esto sucede-

también en l os zumos, 
se ban realizado ensayos con t iempo de reacción rlistintos en el  extracto 
obtenido de la naranja. Existe constancia en los valores de las rlensida des 
ópticas para tiempos comprendidos entre 10 y 25 segundos. 

Tiempo : 0. 0, x 1 00 

10 segundos 43 ,5 
15 segundos 44,2 
20 segundos 43 ,6 
25 segundos 44,3 
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CURVA ESPECTRAL DE XILENO· 
·TILLMAN F R E NfE A XILENO 

A. Hoyos DE CASTRO y FRANCI SCO CORRAL DIAZ 

Cltrva espectral de la. solución 
Ti.Llmans-xileno 

n. u  It n tu •• u .. .. _ u  .. . " ... ... l. ü 

Pepkowitz,  que trabaja 
con el espectofot6!11 etro de Cole­
man, prescribe utilizar UJ"<; onda 
de 500 milicrones, Hight (D.M.) 
y West ( E . S.)  ( 1 2) util izan un fil­
tro con transm i s i ón princip a l  de 

540 milimicrones e l e l  fotocolorí­
metro Klett-Summerson. Noso· 
tros, para comprobar si el proce­
d i miento de obt ención de la solu­
ción de Tillmans en xi leno mu­
difica l a  longituo de onda conve­
niente para el t rabajo,  hemos he­
cho una curva espectral utilizan­
do un espectrofotómetro Beck­
man modelo D. U .  

Gráfica nÚJn .2  
De su resultado, l levado a la gráfica 2 ,  se rl educe (!ue ( lebe utilizarse 

lila longitud de onda de 500 m i limicrones como se i nd i ca en el métorlo de 
Pepkow.itz. 

En l as experiencias nuestras emp leamos un fotoco LorÍmetro Spekker 
rle la Casa H i l ger y ntil izamos el  fi l tro clue compren de este máximo de ab­
sorción. 

* * 
Deducidas por las experi e ncias preliminares ci.tadas las condiciones 

de trabajo p ara la valoración de la  vitamina C con la solución Tillmans-xi ­
l eno, era necesario comprobar q�ue cl icha solución cumple l a  ley de Beer, 
requisito indispensable para poderla ut i lizar en determinaciones colotimé­
tricas. Para ello "e realizaron las experiencias que a continuación se rese­
nan, a p l icando l a  que hemos oenomi n a(lo Técn ica II por más adecuada . 

ley de Beer 

Las solucione" empleadas t ienen las concentraciones siguientes : 
Solución de fosfato sórl i co 0,2 N .  Pesar 3 ,56 g ;  d i solver �- completar 

('on a1!ua destilada a 100 c . c .  
Solución concentrada ( le "  cítrico . Pesar 5 ,56 g ;  di solver e n  agua ,. 

compl etar 100 c.c. 

Solución de Tillmans en xi leno de D .  O .  x 100 próxima a SO. 
Solución de ácido ascórbico preparada disolviendo 7� m il i gram o s  e n  

ácido metafosfórico a l  1 por 1 00 y completando a 100 C.c .  
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Obtención ele la ClLrva 1)(tlrón .-En ocho probetas d e  tapón esmeri­
lado de 30 c . c .  de cabi da, disponemos : 8 c.c .  de la solución de fosfato ; 
añadimos, cou pipeta de doble aforo, 10 c.c .  de la solución Tillmans-xileno 
(preparada por dilución de una concentrada utilizada en experiencias an­
teriores), agitamos 5 segundos. A l as soluciones acuosas azules de Tillmans 
consegui das se les adicionaron, mediante bureta, dos c.c.  de solución con­
centrada de cítrico que lleva la  solución .. a un pH de 4 ;  se agitan los líqui­
dos, imprimiendo ¡¡ las probetas un movimiento circular sosteniéndolas por 
la  parte superior y se agregan 0,3, 0,6, 0,9, 1 ,2,  1,5, 1 ,8 ,2 ,1  Y 2 ,4 c.c. de so­
lución p atrón de ascórhico a cada una de las correspondientes probetas. 
Desde el momento de l a  adición del ascórhico se agita en la forma indica­
da más arriba y se cuentan 30 segundos ; pasados éstos se agita en sentido 
vertical unos segundos. Se trasvasa el  contenido de cada probeta a un tubo 
de centrífuga de 5ú. c.c.  Centrifugamos a 4.000 r. p .  m. 4 minutos y colori­
metramos la capa de xileno que arrastra el Tillmans sobrante. 

Las densidades ópticas por ciento son : 

Peobeta Densidad óptica x 1 00 

I 47 ,4 
11 45,2 
111 42,5 
IV 39,2 
V 34,6 
VI �0,7 
VII 2 7 ,5 
VIII 25,8 

La gráfica núm. 3 que los 
representa, muestra que los dos 
primeros va]ol·es se separan de 
la línea i dea l .  La probeta nú­

mero 8 que contiene 2 ,4 c . c .  de la 
solución de ascórb ico, no queda 
con color rojo después de la -reac­
ción con la vitamina, indicándo­
nos que el Tillmans que pasó al 
agua fue insuficiente. 

, ... 

ª 
< u 

o 
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(;ráfica núm . 3 

• * 

Conviene incrementar la cantidad de Tillmans que pasa a la fa8f! 
acuosa para disponer del necesario en la reacción con el ascórbico conteni­
do en la probeta núm. 8. Esto pnede conseguirse : a) Por aumento del vo­
lumen de la solución de Tillmans en xileno empleado en cada probeta. 
b) Por a umento de la concentración del Tillmans en el xileno. c) Ayudando 
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a un arrastre más comp leto del T i l lmans disuelto en el x ileno por un mcre· 
mento en el volumen de la solución alcalina de fosfato. 

En las determinaciones que siguen, aparte de otras modificaciones 
sm importancia,  ,e utilizan 20 c . c .  e le la solución Tillmans·xileno. 

Técnica. H.-Empleo de 20 C.c. de Tillmans-xileno 

Solnciones tmpleadas : 
Solución madre de ascórbi co .  Pesar 0,1  g ;  diso lver y llevar a 250 

c.c.  con ácido maafosfórico a l  1 por 100. 

Solución d i luída, 15 c.c .  de la anterior, se nevan a 150 c.c. con meta­
fosfórico al 1 por 100. 

Solución de fosfato 0,2 N. Pesar 3 ,56 g ;  disolver y llevar a 100 c.c. con 
agua destilada. 

Solución de cítrico, 7,56 g ;  disolver y llevar a 100 c.c.  con agua des­
t ilada-

Solución de Tillmans en concentración aproximada a la utilizada con 
anterioridad, con una D.O.  x 100 (sin tratamiento por reactivos) de 50,5. 

Obtención de la cu,rva patrón.-Con la técnica mencionada se hacen 
las determinaciones empleando 9 probetas de 30 c.c.  en las que disponemos 
ocho c.c.  de la solución de fosfato, veinte c.c.  de la solución de Tillmans 
en xileno, dos c.c.  de la solución de cítrico y 0,5, 1 ,0, 1 ,5 ,  2,0, 2,5, 3,0, 3 ,5,  
4,0 Y 4,5 c.c.  de l a  solución diluída de ascórbico en cada una de las corres­
pondientes probetas. 

1;").".= .. ",. ,,,,,. ,�, __ ,�. _-,,,,.........,-.. _---.-,,,_-.-,,, __ , ... ,, __ , .. .-----.,,, 
.�o.lrA w r 11 ro lY y VI 'w:Il \'la 

(�ráfica núm . 4 

La colorimetría nos da lo¡ 
valores siguientes : 

Probeta 

I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 
VIII 
IX 

Densidad óptica x 1 00 

46,� 
45,5 
44,0 
42,5 
40,7 
39,0 
36,8 
35,8 
31 ,4 

Los resultados se llevan a 
la gráfica núm . 4. A la vista de 
el la  se deduce �ue el empleo de 
'veinte c.c. de la solución de Till-

mans-xileno resta mucha sensibi· 
lidad al método, razón por la que en la experiencia siguiente volvemos d 
emplear diez c . c .  y modificamos el volwpen de fosfato y la concentración 
de cítrico. 
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Técnica H .-Efecto del ácido metafosfórico. Cu.mplimiento de la ley 
de Beer. 

Con la técnica mencionada y los volúmenes y soluciones que se �spe . 
cifican, 10 centímetros cúbicos de solución 0,2 N de fosfato sódico ; 2 c . c .  
d e  solución ,d e  cítrico preparada disolviendo 9,45 gramos e n  agua y compl e .  
tando a 100 C.c. ; 10  c.c.  d e  Tillmans e n  xileno con una D .  O .  x 100 inicial 
de 50,5 sin tratamiento por los reactivos. 

Obtenemos los resultados siguientes : 

Probeta 

I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 
VIII 
IX 
X 

Testigo 

Densidad óptica x 100 

47,3 
44,5 
42,1  
38,9 
35,6 
32,0 
28,9 
25,6 
22,0 
18,4 
50,6 

ASCORt,,(O / ... { �--",\'-,' --'l---'I'---�-'l'--!J!--"l!-�--''''''', -�li'-' --!l'r"---'-
fROfHTA !'J0 T 'tI'llf ;rt 

Gráfica núm. 5 

representados en la gráfif·a m'ím .  5 ,  casi ideal .  Como se desnrend e  de la 
misma , comparativamente con l a  anterior, es necesario que el' ensayo en 
blanco lleve también metafosfórico al igual que los restantes en que se uti. 
liza la solución de vita.mina C en este ácido. 

El comportamiento ' del ácido metafosfórico en estas experiencias. ' es 
: listÍnto al de otros ácidos en experiencias semejantes. H. Highest . .. y E. 
West (12) notan quP. el ácido CIH 0,03 N empleado por ellos como disolven-
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le debilita al Diclorofenol-indofenol así como otros ácidos contenidos en las 
muestras. Ya apuntamos al hablar del pH que el coloraute palidece espon· 
táneamente en medio de un p H  hajo. 

Las observaciones precedentes se han tenido en cuenta en la  obten· 
ción de la gráfica núm. 6,  añadiendo también ácido metafosfórico al 1 por 
100 a l a  probeta 1, que contiene tan sólo 0,5 c.c .  de la solución de vitamina 
en este ácido. 

El cuarlro inserto a continuación aclara 10 precedente : 

" rot,eta FosfatJ ----
1 1 0  c.c.  
n 10 e . c . 
I I I 10 c . C .  
I V  LO C.c. 
V 10 C . c .  
VI LO c . c .  
VlI 10 c.c.  
VIn 1 0  c.c.  
IX 10 c.c. 
X 10 c.c. 
l' 10 C.c.  

Véase gráfica núm . 
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Cítrico Metaloslato 
2 c.c .  0,5 
2 c . e .  
2 C . c .  
2 e . c .  
2 c . c .  
2 c . c .  

2 C . c .  
2 c.c. 
2 c.c. 
2 c.c. 
2 c.c . 1 c . C .  

6. 

Gráfica núm, 6 

Sol. vim. e D O. X 1 00 

0,5 44,7 
1 ,0 4 1 ,3 
1 ,5 38,5 
2,0 35,5 
2,5 32,4 
3 ,0 29,8 
3,5 26,5 
4,0 22,7 
4,5 19,2 
5 ,0 ] 5 ,: 

49,: 
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