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velaciones .continua^ o_ ¿e_jJOB_»—
En fundamento ele este método se "basa en un desarrollo matemático

demos encontrar en la publicación hecha por el mismo JOB en 1925 •

En la práctica el procedimiento es como sigue s

Se parte de sendas soluciones equimolecuiares de los dos componentes A

' y B que forman el complejo (AE¡) cuya estequiometrla se quiere determinar*

Con estas soluciones se preparan una serie de meadas , de volumen total i

gualji en proporciones crecientes de un componente y decrecientes del otro,

partiendo, dé uno ele los dos componentes puro hasta llegar al otro también

que po

puro ( es decir, 0 c*c» de A y 10 c.c» de B, 1 c.c. de A y 9 c.c* de B , 2

c.c. de A y & c.c. ¿e B, etc por ejemplo ) • la esta forma y por tratar—

se de soluciones de la misma raolar idad, tenemos una serie de soluciones en

las que salemos exactamente las proporciones en que se encuentran A y B. —

• t

La aplicación del método consiste en medir cualquier propiedad física de —

estas mezclas ( en nuestro caso la densidad óptica ) que sea debida exclu—

sivamente a la formación, del complejo » Donde las proporciones sean las que

definen estequiometricamente al complejo en cuestión la magnitud de dicha

propiedad será máxima» En el supuesto de que ninguna de las proporciones —

establecidas sea la estequioraétrica pero que ésta esté en el intervalo es—

cogido, las gráficas obtenidas a partir de las densidades ópticas leídas,

formarán dos rectas de distintas pendientes a un lado y otro del valor bus

cado que podrá hallarse por extrapolación en el punto de intersección de —

ambas rectas » Si el valor buscado está fuera del intervalo escogido, di—

cha gráfica será una única recta cuya pendiente nos indicará hacia donde —
1

debemos realizar el próximo tanteo ( esto de hecho sólo ocurrirá si la ga—
t

ma de mezclas preperada es incompleta )• La gráfica correspondiente a nue_s 1

tras determinaciones ayudará a aclarar esta resolución gráfica del proble¬

ma •

Si como ocurre en muchos casos, entre ellos el nuestro, donde se maní—

fiesta la propiedad debida al complejo también lo hace alguno de los conrpjo

mentes puros, entonces el dato a tenar en cuenta es Xa diferencia entre los
valores observados y los que se darían de no haber formación del complejo,

calculadas aplicando la regla de las mezclas al componente o componentes -~

puros presentes»
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m mssteo caso concreto ros héroes Tiste obligados a tena1? en cuenta que

a 36O ñas*, ( donde apreximadamente aparece la banda de absorción debida al

complejo, según se vió al. registrar el espectro de la solución Al/AA
el Ergocrcmo Ai puro absorbe i-rasbiSa de una manera importante. Es preciso

por lo tanto medir la diferencia entre la densidad óptica a 360 nm. del con

1)i »

piejo AlCl^—¿A y la de una solución de AA. a la misma concentración en pig~
mentó ( el AlCl^ no se tiene en cuenta porque no absorbe en este intervalo
de longitudes de onda ) •

Eemos operado con soluciones 2,82 » 10
-5

molar y para tabular los resul

tadoa hemos expresado la concentración en fracciones molares de AlCX^, es
decir tanto por uno de moles de AXCl^ respecto al número total de moles
solución ( que corno sabemos es constante ), asi como en relación AT.ni /aAt

Los resultados obtenidos son lo® siguientes t

en

D.O.a 360m
de una sol*
de AA de i-

gual cono*

que la que
lleva A1C1

Fracción

molar

de A1C1

Aumento de la E.O* a 360 nm* después de haber
añadido- Al-Cl^, en el transcurso del tiempo*

J Ad.o.

íaci
3

AA
3

8 horas 36 horas2 horas1 hora 3 horas

3

0,360

0,295

0,255

0,225

0,190

0,165

0,120

0,090

0 0

0,060

0,135

0,185

0,210

0,185

0,145

0,085

0,065

0,140

0,195

0,220

0,190

0,150

0,085

0,080

0,155

0,215

0,240

0,205

0,160

0,090

0,105

0,175

0,235

0,260

0,210

0,165

0,100

0,25

0,42

0,66

0,135

0,215

0,275

0,290

0,210

0,170

0,105

0,2

0,3

0,4

1 o,5

Oyó1,5-

0,72*3

0,84
r

En la Eig. T/HI.31 , hemos representado estos resultados al cabo de 1,

2, 3 y 36 horas después de añadir A1C1 y vemos que corresponden a una es-

•AA en el metanol» Gbser

además que en el transcurso del tiempo, el aumento de densidad óptica

las proporciones A1C1 /AA^l ( es decir fracciones molares

<¿0,5 } que para las proporciones A1CX /AA ^ 1 ,

tequiometrla A1C1 /AA = 1 para este complejo ALCly.
vamos

es mayor para

lo que demuestra que en
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el primer cas» aún es está formando complejo en cantidad importante * caler»-.

tras que en el segundo- caso* debido al exceso de A1C1 > el proceso queda —

terminado antes* pero no- lia,y fijación de más de un mol de AlCl^ por mol de
AA* Quedando el exceso de A101

'En la Eig* VIII*32 * vemos la evolución. que sufre el espectro del Ergo—

cromo AA a medida

sin. reaccionar»

Ique la cantidad de AlCl^ presente aumenta* en. una solu—
~~5ción de molaridad constante ( en este caso 2*2 * 10 )• Este registro ba si

do hecho 3 doras después de haber añadido el AlCX^* es decir que* aegfin se
desprende de los resultados* la reacción todavía no estaba terminada* Los

námeros que figuran en cada registro corresponden a la fracción molar de —

A1CI. .

3 *

ll6tode_d_e la__relacd.6ri molar *—

Este método se basa en. preparar mezclas de los dos componentes del com—

piejo* A y B* de proporciones A/B variables* permaneciendo B constante* —-

Llevando a una gráfica las densidades Ópticas correspondientes a distintos

valores crecientes de A/B* estas D*0* irán amentando a medida que aumenta
la cantidad de A* ha-sta el momento en que se llega a la proporción que de—

fine estequiometricamente el complejo* En este momento hay un cambio brus—

co de la pendiente de esta recta* dado que ya no es posible la formación —

de una mayor cantidad del mismo» Todos los valores que sucesivamente se i—

rán obteniendo serán iguales* resultando pues una recta paralela a la linea

de los valores A/B* Si no hemos operado con la proporción exacta* kfB* que

cumpla la estequiometria ¿el complejo* puede también hallarse esta*por ex»

trapolación* en el punto de intersección entre las dos rectas resultantes*

Este método sólo da resultados seguros cuando el complejo que se forma

es muy estable y no sufre disociación* En caso contrario* en vez ¿e un cam

bio brusco en la pendiente se observa la aparición de una curva más o me—

pronunciada segün la estabilidad del complejo en cuestión y la linea —

paralela al eje de los valores de A/B sólo se obtiene cuando hay gran exce

so de A * siendo entonces poco segura la extrapolación* Es por esta razón
los resultados obtenidas con este método suelen requerir el ser confir

rnaao-s. por otro procedimiento. MñVEX y KAEEIHG (239) fean encontrado que va

riando la fuerza iónica del disolvente donde se forma el complejo, median-

te la adición de un electrolito que no influya en la reacción * se puede —

determinados casos mejorar notablemente la precisión, de este método, o_o

nos

que

en
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teniéndose c amblos bruscos de pendiente», donde antes resultaba una curva*

-5líosotros besaos operado con una solución de Ergocrcmo AA 2,2 • 10
y una solución 8,8 . 10

molar

molar de A1CX,* Tomando siempre una cantidad fija
3

de solución de pigmento y una cantidad variable de A1CX y llevando el volu
3 —

raen total de cada solución a un valor igual mediante la adición del metanol

<iue baga falta en. cada caso, hemos obtenido una serie de mezclas de

-5

una can

tidad constante de M y cantidades variables de AlCl^ *
Los resultados obtenidos ban sido los siguientes s

Relación
molar

L®0* a 3o0 mu, después de haber añadido A1C1_
3

AlCl^/AA 8 horas1 hora 48 horas24 horas

4

0,160

0,200

0,210

0,280

0,290

0,310

0,350

0,340

0,160

0,210

0,235

0,325

0,340

'0,350
0,355

0,345

0,160

0,215

0,240

0,340

0,350

0,355

0,360

0,350

0,0 0,160

0,235

0,270

0,365

0,370

0,375

0,380

0,2

0,4-

0,8

1,0

1,2

2,4

0,3654,0

En la Fig* 71X1*33 , representamos gráficamente estos resultados que muestran

que la reacción es lenta pero: qu.e te rmina por indicar que según este método

también la estequiosetria es Al/AA = 1 ♦

Esto lo fiemos verificado procediendo a una serie de medidas con mayor nú

mero de soluciones ouya estequiometría era prózima a 1 y el resultado ha si

do el mismo*

De todas maneras. , de la observación de la figura se desprende que el com—

piejf> -formado sufre una cierta disociación, ya que na se da un cambio brusco

de pendiente sino una curva, aunque, esto si, bastante pronunciada. Es pues

la coincidencia entre ambos métodos» sobre todo, lo que da valides a estos

resultados •
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En la figura 7111*34 , tenernos los espectros: de las .soluciones con que —
hemos operado* registrados 8 horas después de su preparación ( es decir del
inicio, de la reacción ¿HC1 ~AA ), donde los números que se superponen a ca-3

da registro, indican la relación molar A1C1 /AA • Es de destacar la aparición
de un punto isosbóstico a 346 nía* ( al igual que en la Fig. VIII*24 ) entre
los espectros de las soluciones correspondientes a las proporciones molares
0* 0,2, 0,4, 0*9 y 1 * el cual ya no- se á& para las proporciones molares n»a
yores* Es decir* que mientras na hemos sobrepasado el equilibrio con un excei 1

so de AlGIL existen 2 formas bien definidas en la solución, pero si este ex3 ~
ceso> de A1C1 se da* la reacción prosigue ( tal como hemos visto1 en el pri~
mer apartada de este capitula }, cjt Equilibrio desaparece y por lo tanto no
hay punto, isosbóstico • Esto nos confirma que la estequiometrla Al/AA = 1 —
es segura •

!

t

1

i

f

!

:

i

>

Efecto del disolvente sobre las propiedades espectrales del Ergocromo
AA« puro* con tricloruro de aluminio y con ácido- clorhídrico *—

Uñaos trabajado con los disolventes siguientes t
Constante

dieléctrica
(2i?sG)

12,3

13*2

17,1

20*1

24,3ó

32,63

79,54

Eiriáina

n-pentaiio!
n-Butanol

rv-Propanol
Etanol

Hetanol

Agua

Salvo en el caso del metano! , hemos trabajado- con soluciones saturadas
de Ergocromo AA en estos disolventes, que se han diluido ocasionalmente s;
la absorción era excesiva» Las soluciones de A1C1 eran siempre saturadas3

y en el mismo disolvente en que se encontraba el Ergocromo AA con que se I1
operaba* 1
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Helaos estudiado t

a) los espectros del lirgocromo Ai pirco en cada disolvente •

t>) los. espectros registrados en el transcurso del tiempo » después de

a la solución de AA conla adición de 5 gotas do solución de A1CI

tenida en la cubeta del espectrofotómetro» Hasta estabilización*

c)la reirersibilidad de estos, espectros estables» después de la adición

de 5 gotas de solución acuosa concentrada de ácido clorhídrico a la

misma cubeta que contenía AA 4- A1C1 *
3

la solubilidad del brgocromo AA en el agua es tan. débil que incluso lo,

solución saturada da un espectro cuya densidad óptica es siempre inferior

a 0,2 • Puede señalarse un máximo de absorción muy poco pronunciado Hacia

353 ma», que se desplaza ligeramente (3oQ nm*) después de la adición de —

A1C1 y que se sitúa Hacia 330 nm* si se añade finalmente HC1 *La absor— —
3

cifin es sin embargo demasiado débil y les máximos son poco pronunciados» —

por lo que no creemos que estos resultad os sean significativos »

Se Ha observado para algunos flavonoles» concretamente kaeaipferol» quer

cetol y miricetol» que la longitud de onda de los máximos de absorción es

una función monótona decreciente de la constante dieléctrica del medio(235)*

Hemos registrado los asneotros. del Ergocromo AA en los diferentes aleo-

holes que antes Hemos citado y en la piridina y vemos que las diferencias

observadas en la posición de los máximos de absorción en función del disol.
vente son muy débiles, pero significativas y en el mismo sentido que para

los flavonoles, en los que estas diferencias de posición son más pronuncia

das* Nuestros resultadas vienen expresados en el siguiente cuadro ;

i 25a C*\max*(nm»)Disolvente

12,3342Piridina

13» 9339n-Pentanol

338-339

338-339

338-339

337-338

17.1

20.1

24í36

32,63

n—Butanol

n—Propanol

Btanol

Metanol

Para tener una mayor seguridad con respecto a la posición de estos máxá
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mos de absorción, hemos efectuado todos los registros de las soluciones al

coiiólicas, que sor. las que presentan més dudas? sobre una misma hoja de pa

peí ( Fig. VIII*35 ) para evitar el que pueda pensarse que algunas de estas

débiles diferencias de posición sean debidas a un error en la colocación —

del papel en el registrador*

Vemos por lo tanto que en esta manera de comportarse el liegocromo AA, —

aunque con. menos intensidad, actúa como los flavonoles*

En lo que concierne a la reacción con el trioloruro de aluminio* los má.

ximos de absorción donde las. soluciones, de AA se estabilizan después de atli

clonar AlCl^ ( lo que ocurre al cabo de 1 a 3 horas según. el disolvento ),
son s

AA * A1C1 Desplazamiento espectral
nm*

AA

nnu nm»

Etanol (Fig.¥111*36)
Propanol (Fig.VIH.37)
Pentanol (Fig*VHI*38}

Piridina (Fig»VUI*39)

338-339

338-339

34 - 35

31-32

372

369

368 339 29

365 342 23

Vemos pues que en las condiciones en que hemos trabajado? el desplaza-

miento espectral disminuye a medida que disminuye la constante dieléctrica

del medio*

Para comprobar la estabilidad de les complejos formados en estos distin

tos disolventes volvemos a registrar los espectros 24 horas después de ana

dido el A1-C1 y tan sólo han sufrido? todos ellos? un ligero desplazamiento

(1—2 rúa*) hacia las grandes longitudes de onda*

La reversibilidad bajo la acción del Sóida clorhídrico es también dis—

tinta según el medio en que operemos t

En la piridina ( Fig.VTII.39 ) no hay reversibilidad sino tan sólo un li

gero desplazamiento hacia las grandes longitudes de onda; 24 horas después

no se observa tampoco ningún cambio*
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En el pentanol (Fig#Villas) , 2 ñoras 30 minutos después de haber añadí—
do el EC1 la reversibilidad os prácticamente total#

En. el propanol (Fig*VTII*37) la reversibilidad es más lenta y 2 horas 30

minutos después de la adición de IÍGJ , no es total ni mucho menos* A las 2¿\

horas esta reversibilidad si. se ha conseguido*

En el etanol (Fig. VIII#3&) la reversibilidad es prácticamente nula| 72

horas después de haber añadido el HC1 el espectro se estabiliza a 3&X rea#,

lo que coincide con los resultados de ABEKHAET y DE MAIO (202) para las so

luciones etanólicas acidificadas de algunos pigmentos amarillos del come—

suelo#

Debemos notar que al estudiar on otra esesriín ■ de este mismo epasttado la

reversibilidad de los complejos en el metanol, el HC1 llegaba a provocar —

una reversibilidad total en un periodo análogo de tiempo, es decir 72 horas,

pero, las condiciones de trabajo no eran las mismas y en cualquier caso la

reversibilidad era también menor que en los casos del pentanol o el propa—

nol#

Asimismo es de señalar, que salvo para el caso del etanol, donde el com

piejo con el AlCl^ llega a dar un ingrimo a 372 nm., en los otros alcoholes
de constante dieléctrica inferior y en la piridina, elX
después de haber añadido A1C1 se estabiliza a 370 nm#* Es decir, hay for-

3

macién de un tipo de compleja análogo al que se formaba en el metanol para

una solución de proporción molar Al/AA = 10, pero no se forman aquí coro— —

puestos como los que obteníamos con mayores proporciones de Al/AA en metar-
nol y que eran fácilmente retrogradables por el HC1#

mas. , 24 horas —

Observaciones finales y discusión de estos resultados •—

Dada la estructura del Ergocromo AA y que segén hemos visto en este

partado, actúa de manera parecida a los flavonoles, por lo menos en las —

experiencias que nosotros hemos realizado, podemos postular con bastante

seguridad que los centros probables de formación de los auciatos con el —

tricloruro de aluminio ( que es un ácido de LEXES ) son los gruposyf-hidro
xi—ceto ( que son bases de LETJIS ) •

El mecanismo probable de la reacción serla el siguiente 5
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pero como es obvio, e6lo pueden fijarse 2 roolSoulas de A1CX por molSoula
3

de ¿A* Diodo de otro nodo, sobre el papel la eateouio:netrla del complejo
deDcrla oex- Ai/AA = 2 * i3in embarco los resultadas nos han mostrada áe for

i.aa concluiente que esta estecuiornetris es Al/AA = 1, Por otro lado, a la
vista de las gráficas de aplicación, de los métodos de variación continua y

de la redición molar, no cabe la posibilidad de que primero se forree un cora

piejo Al/AA = 1 J luego el teóricamente posible de Al/A
En consecuencia, creemos que cabe pensar- en la posibilidad de que se for—

me un ccpoilmcro entre el Segócromo AA y el tricloruro do aluminio f con lo

que quedarla explicada la estequiometria Al/AA = 1 s

2*«Ui. «

v

7 Vd'/ vV v ? V OOO
nai/

0-" I
AiAl

•• ia o
Cl

O O
Ci

«n o
Q o

• *»»’ n» n
O Q
u f*

O £
%o -GH\'A H0 OHt*H0 p>

O ox
\ &

ors o»r» .3=XJC x: t¿4utU4

Las posibles ramificaciones de este copolímero fundamental, en exceso de

AlGl , podrían explicar los espectros observados en tales condiciones*
3

En cuanto a la diferencia de estabilidad de los complejos ante el IIC1 se

gán el disolvente en que se encuentren puede explicarse porque de las dos

formas,que hemos considerado posibles, de quelatos, la forma iónica (más es

table) es más abundante en los medios más polares donde hay una menor rever

sibilidad y por el contrario la foxma no -iónica (inestable) es más abundan»

te en los disolventes menas polares y aunque en estos lógicamente el EC1 taxi

bién estará menas ionizada, es suficiente para destruir el complejo forma-

do*

JOED ( 237 ), señala que el efecto batocrómico del A1C1 sobre las 5-bi—

droxi—flavarías ( sin un grupo^ >-bidroxi libre ), está comprendido entre 34

y 48 nm* en un. media motanólico» En. este caso de las. flavenas la reacción

debe tener lugar necesariamente por el grupo ^—hiclror±«~eeto del flavonol,
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es decir, análogamente a lo que hemos postulado para el Ergocromo lu1 y, en

efecto, el desplazamiento. que hemos teredo era de 34"35 nm* lo que confir—

ma nuestra suposición. *

Eesulta evidente que el desplazamiento espectro! que provoca el AlCl^ —
sobre el Ergocromo AA puede servir para la valoración de este pigmento» Pi

cha valoración tiene la ventaja de que puede hacerse en el mismo liquido —

( cualquiera de los que hemos utilizado) en que se haya hecho la extracción

sin necesidad de otras purificaciones o aislamientos , a no ser que haya —

sustancias tambión polifenólicas que puedan interferir. Esto último es lo

que ocurre con las harinas y trataremos en el capítulo XIII las posibles —

soluciones que hemos elaborado.

Otra ventaja de este tipo de reacción es que no varia tanto si se trata

de un Ergocromo puro ( como aquí hemos estudiado) como si se trata de una

mezcla de Ergocromos, tal como vimos en los ensayos de los líquidos de ex—

tracción obtenidos a partir do cornezuelo bruto en columna de arena (VIII*

g ). Incluso observábamos en estos líquidos un punto isosbÓstico a 345 nm.

como ocurre con el Ergocromo AA si se opera en condiciones próximas, a la—-

estequiometría »

Guando se trate de aplicar esta reacción a la valoración del cornezuelo

en harinas hay otra ci*cunstancia que debernos tener en cuenta y es que si

se opera estequiometricamente, la reacción es evidentemente más precisa, —

pero más lenta y menos sensible, pues hemos señalado al principio de este

apartado que es en la región de 370 nm. y con un exceso de A1C1 donde se

observa una mayor variación de densidad óptica, sólo que entonces hay que

ajustar el tiempo que transcurre entre la adición de AlCl^ y la lectura. —
Como ampliaremos en el capitulo correspondiente la práctica ha demostrado

que era más útil y suficientemente preciso, operar con exceso de AlCl^ so—
hre los líquidos resultantes de la extracción de una harina problema.
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Según las experiencias de MAHKHAU y HAMT (238) realizadas con flavonoides

grupos ^«cf;i^-hídx-o:d.—coto como los o—difenol reaccionan con el —

en un medio metanólica- dando complejos espectralmente cien definidos*

i Pero dichos complejos reaccionan distintamente frente a la adición de ácido

clorhídrico en solución acuosa, ya que los formados con el grupo o-difenol

son destruidos a corto plazo por la acción del ácido y en cambio los otros

de momento permanecen estables* Es decir s

tanto los

ALC1
3

Cl Cl CL Cl

Hemos visto que los ergocromos, gracias a sus. grupos —hidroxL-ceto tie

que en metanol

reversibles ( por lo menos a corto plazo ) por la acción del HC1 acuca

nen tambión esta propiedad de formar complejos con el ALCl^,
no son

so*

Si observamos la fórmula de la clavorubina c

COOH

j

vemos que posee los dos tipos de grupos capaces de reaccionar con el AlCX^,
lo que puede ser un buen material para comprobar las afirmaciones de —por

iii
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IIAPJlEiM y líLABHY antea citadas» Sin embargo hay un inconveniente y es que* —

como hemos verificado (VIII*h) * en ausencia de acides la clavorubina no es

estable» por esto henos operado con una solución de clavorubina en raetano1-

ácido clorhídrico 1/* tal como la obtenemos habiiualmente* aun cuando esta

presencia inicial de árido puede influir indudablemente en la normalidad del

proceso y no será perfectamente comparable con lo que ocurre en flavonoides

o ergocromos» Por otro lado la solución de clavorubina empleada no tiene el

mismo grado de pureza que el Ergocromo kk antes utilizada (VTII»í). Por lo

tanta las observaciones que haremos sólo son válidas a título preliminar* -

aunque suficientes para dictaminar sobre las posibilidades analíticas de la

clavorubina en las condiciones en que queremos operar»

En la figura VIH»40 tenemos el espectro de una solución bastante pura

de clavorubina en metanol-clorhidrico al 1/ * en el que se observan sus má—

ximo-s de absorción a 470? 500 y 534 rm** Añadiendo a la misma cubeta del e_s

pectrofotÓrnetro 5 gotas de solución de AlCl^ en metanol ( al 10 f>) vemos —
que se produce un desplazamiento espectral que se estabiliza a los 30 minu—

observándose entonces máximos a 500* 539 y 582 nm.» Si entonces añadi—

moa 5 gotas de HC1 cono» diluido a 1/2 en H^O el espectro se desplaza en sen
tido contraria hasta estabilizarse también al cabo de unos 30 minutos* pero

tos

san que haya resultado una reversibilidad total* ya que el tercer espectro

tiene sus máximos de absorción a 500* 534 y 568 nm es decir* ocupa una p_o

sición intermedia entre los otros dos» Pe todo esto podemos deducir que el

AlCl^ ha reaccionado con los dos tipos de grupos de la clavorubina capaces
de hacerlo- y que luego sólo ha sido reversible el complejo formado con el o—

• t

difenol 5 al parecer, además* la acidez inicial del 1/ de EC1 no ha afecta-*
do el proceso. Estableciendo pues xm paralelismo con lo propuesto por MAE-
KH¿M y IihiBHY las reacciones serían í
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El hecho de que el complejo formado con el grupo o-difenol se destruya —

es lógico, ya que el anillo que resulta en dicho complejo es pentagonal y —■

por lo tanto- menos estable que el anillo hexagonal resultante a nivel de las

!?> —hidroxi—oetonas* Sin embargo y precisamente por esta diferencia de esta
bilidad de los anillos hay un. hecho curioso y es que cabría suponer que no

sino que uno de los dos OH —
«'se formara el complejo de tipo o-difenol-AlCl^

del grupo o—difenol* el más próximo al grupo coto del anillo quinólas, for-

mara^con este, otro ^ -hi&roxi-ce&o,resultando entonces el complejo qjue se —
indica a continuación s

/ \
ClCl

pero de haber sido- así no habría habido reversibilidad, por lo tanto —

creemos que el proceso que ha tenido- lugar es el que antes hemos indicado.

En. la Fig. VIII*.4.1 teñamos los espectros resultantes de una experiencia

análoga,, pero, con una solución butanólica de clavorubina, procedente de —

una cromatografía en columna de un. líquido extractivo metanólico—ácido (VXII.
Jh ). Observamos que el espectro de dicho pigmento, en el butanol, que no ha
sido acidificado ( cabe la posibilidad de que este butanol conserve acidez

del ECl del líquido de extracción) coincide con el propio del. metanol en —

medio ácido» Cabe pensar en que debido a ser el butanol menos ionizante que

el metanol la clavorubina se encuentre totalmente en forma fenólica ya en —

ausencia de acidez, y que por lo tanto sea más estable en el butanol (232).
Añadiendo. A1C1 ( 5 gotas de sol. sat» en butanol) se obtiene un desplaza-

miento espectral inferior al observado en el metanol-ácido, resultando un

espectro que coincide con el espectro intermedio obtenido antes con A1C1 y

posterior adición de HCl. Se diría pues que de los dos tipos posibles de —
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complejos formados en el. metanol, en el butano! sólo se forma' uno* que ade—

mis es rápida y perfectamente reversible frente al 1IC1 , lo que también ocu

rría con los ergocromos en medio butanólico (VTII.i)*
Vemos pues que tanto en metanol ( pese a ser ácido ) como en butanol* e*

gún estos ensayos, la clavorubina actúa análogamente al ergocromo AA y por

lo tanto- pcuernas en principio esperar que taiabián será útil para la deíec—

exfin. del cornezuelo*

Conviene* pero* analizar las posibilidades de ambos tipos de pigmentos*

Estudia comparativa de los ergocromos y la clavorubina* en vistas a su

utilidad para la deteooifin del cornezuelo *—

La reacción del AlCl^ con los ergocromos tiene interés para nuestra fina
lidad porque estos pigmentos pueden extraerse fácilmente con disolventes ‘

gánicoa no ácidos donde la reacción con AlCl^ es rápida y sensible? y si el
disolvente de extracción no- suministra un buen medio para la misma (cloro-

formo) , puede evaporarse a sequedad y redisolverse en otro disolvente (me—
tanol) donde esta reacción es posible y el pigmento se mantiene estable y

por lo tanto la reacción es reproducible •

En lo que respecta a la sensibilidad de la reacción debida a los ergocro

mas hay que tener en cuenta que en la región de 340 nm* donde tienen su má

rimo de absorción el£molar es del orden de 30*000 y además el contenido en

ergocromos del. cornezuelo- es bastante elevado para un componente de este ti

po* ^ g/Eg es decir que una reacción de identificación del cornezuelo me

diante los ergocromos será muy'sensible*

• t

En cambio la clavorubina presenta muchas menos posibilidades en este sen

tido, ya que su

absorción característicos, es del orden de 10.000, es decir, l/3 de los

gocromos y además el contenido medio en antraquinonas del cornezuelo es de

40 mgrs./fcg* muy inferior también al de ergocromos (1/125)* Reuniendo en u—

na sola cifra ¿¿abas relaciones resulta, en números redondos, que la sensibi

lidad que proporcionarla la clavorubina serla del orden de 1/400 de la que

nos darían los ergocromos .

Como consecuencia de e sto cabría pensar en la posibilidad de concentrar

los llquidos-raetanólico-ácidos que contienen la clavorubina, pero al hacer

molar en la región de 500 nm*, donde tiene sus máximos de

er—
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esta* automáticamente aumentamos la acidez de estos líquidos, hasta el pun—
to de que entonces la reacción con AlCl es imposible* Azi , hemos coraproba
do, por ejemplo* que el espectro propio de la clavorubina, obtenido por ex—
tracción con metanol—clorhídrico al lj« de 100 ngrs» ele cornezuelo no varía
en absoluto al adicionar AlCl si. los líquidos de extracción se concentran
1/4 de su volumen ( es decir se ha cuadruplicado la acidez } y es necesario
hacer concentraciones de esta índole para llegar a lecturas útiles en el es_
^ectroí'otÓmetro »

Para evitar esta interferencia debida al aumento de acidez podría neutra
Usarse parcialmente la. solución* pero esto sería engorroso sin que por e—
lio se consiguiera un amento de sensibilidad que llegara al nivel de la —
que es posible lograr con los ergocromos* Además la neutralización no seria
fácil* habida cuenta que ya hemos visto (VIII.h) que la clavorubina cambia
al pasar de un medio ácido a otro neutro, antes de la neutralización total*

conclusión, para la detección espectrofotomótrica del cornezuelo deben |
?

preferirse los ergocromos* Corno veremos más adelante (XIII.a), la clavorubl— .
na es muy útil para la detección cromatográfica dado que su color rojo hace j
que no haya posible confusión, con ningún pigmento de las harinas •
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IX* ESTUDIO Cü!,:!’.vRATIVü DE LOS PICULHTQS DE LOS COiniLSUILOS DE C1LÍT1EO Y

DE TDIGO

Como ya liemos- expuesto anteriormente ( V.b ), el corno taiel o de centeno

y el de trigo pertenecen a la misna especie* Clavlceps purpurea (76) ( aun

cuando está en discusión la verdadera naturaleza de las diferencias entre

los distintos cornezuelos ) • En principio, por lo tanto, cabe suponer —-

que pese a las diferencias morfológicas existentes entre estos dos corne—

suelos, su composición química- será muy parecida, tanto en el aspeóte cuan

titativo como cualitativo •

Sin embargo , sábanos por otro lado que incluso dentro del mismo corno-

zuelo de centeno la uniformidad de su composición química es relativa, pues

contenida cuali— y cuantitativo de alcaloides varía, por ejemplo, segfin

el origen geográfico (4) $ por ello hemos querido procurarnos una confirmar-

ción experimental de que los pigmentos del cornezuelo de centeno y los del

de trigo, son los mismos •

el

Casi todos los trabajos de importancia relativos a la química de los pi£
mentes del cornezuelo se han hecho a partir de cornezuelos de centeno natu

rales o de lineas o- cepas del mismo cultivadas saprofíticamente» Se excep—

túan tan sólo los trabajos de HARTWICH (119) t que afirma que el cornezuelo

de Holinia coerulea contiene esclereritrina y los de TANIU3T (147—149) que

identifica este mismo pignento en los cornezuelos de avena y de Diss ( Am—

pelodesma tener: o Arundo festucoides )* Más reciente y seguro es el trabajo

de GEOGSR (194) que caracteriza a partir de un cultivo saprofítico proce—

dente de cornezuelo de ¿gropyrun, la .clavorubina y la endocrocina •

Asi pues, los pocos datos de que se dispone parecen abogar en favor de

uniformidad en cuanto a la naturaleza química de cornezuelos procedentes

de distintos huéspedes. lio hemos encontrado en este sentido ninguna rofe—

rencia concreta respecto al cornezuelo de trigo •

una

Para nuestro estudio comparativo hemos partido de muestras que no sólo
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soxx diversa» respecto- al huésped sino también en cuanto a su origen geográ

fieo s

1) Cornezuelo de trigo francés ( facilitado por Hr. 1Í4PILLY - C.H.It.A. -

Versailles )

2) Cornezuelo de centeno español .

Comparación espeotrofotoñétrica »—

■ Partimos de 1 gramo- de cada una de las muestras, en polvo y desecadas —

sobre anhídrido fosfórico, ¿rabos cornezuelos los hemos sometido a las si—

guíentes extracciones sucesivas, a temperatura ambiente, con agitación mag

nética, según los volúmenes y tiempos que se detallan í

1. Eter de petróleo 100 mi* 15 minutos

2.
„ Id. id. 1

3.)

4* Cloroformo ———

5* Metanol —— —-

ó, Metanol—clorhídrico 1>J

50 mi.

50 mi.

50 mi.

45 miru

45 min.

45 rain.

Después de cada extracción, se filtra con embuda de vidrio filtrante —

del número- 4 para obtener una solución transparente y recuperar el residuo

de cornezuelo que se somete a una nueva extracción •

Hemos registrado ( según la técnica dada en VlII.g ) I03 espectros de —

las 4 soluciones obtenidas; ( éter de petróleo, cloroformo, metanol y metar-

nal-clorhídrico ), habiéndose también experimentado la acción del tricloru

ro de aluminio sobre las soluciones metanólica y metanólico-ácida. Además

hamos evaporado a sequedad la solución clorofórmica ( en un rotavapor, en

frío ) y redisuelto el residuo en metanol y con esta nueva solución meto-
nólica hemos registrado un espectro, antes y después de la adición de tri-

cloruro de aluminio •

El escoger esta secuencia y experimentar con el AlCl^
que todas estas operaciones nos servirán en los diversos métodos que pro-

pondremos para el análisis en harinas y hemos querido verificar la identi-

dad de comportamiento de los pigmentos de ambos tipos de cornezuelo en io-

se ha hecho por—



das las acciones a que los someteremos.

Para poder establecer comparaciones de tipo cuantitativo liamos trabajado

siempre con volúmenes idénticos de las soluciones procedentes de ambos tipos

de cornezuelos* correspondiendo siempre estos volúmenes a una misma cantidad

de muestra originaria de cornezuelo.

Los resultados obtenidos los tenemos en las figuras: que a continuación —

se detallan., en las que T corresponde a las soluciones procedentes del cor—

nezuelo de trigo y C a las del de centena •

Fig» IX* 1 »— Eter de petróleo (primera extracción). Los productos en di—

solución serán los llpidos. Observamos un paralelismo no to

tal entre ambos espectros siendo la densidad óptica (l.O.)
de T inferior*

Fig* 1X.2 Cloroformo • Los productos en disolución son los ergocromos.

Tanto en T como en C se obtiene el espectro típico de estos

pigmentos, sólo que también aquí la D.O. de T es inferior.

Fig. IX*3 •— Solución metanólica del residuo resultante de evaporar el —

cloroformo. Los productos en disolución siguen siendo los —

ergocromos, observándose otra vez el espectro de los mismos

prácticamente idéntico al de la figura anterior. Añadiendo

5 gotas de solución metanólica de AlCl^ al 10 fa en la misma
cubeta del espectroi'otómetro vemos como 5 minutos después —

ambos- espectros- se ban desplazado análogamente hasta 3^7 isa.

manteniéndose inferior la L.O. de T ♦

Fi.g» IX.4 •— lletanol • Los productos en solución serán también ergocro—

nos ( los no extraioles por el cloroformo en las condicio—

nes en que operamos ) y una pequeña proporción de clavorubi
na. Ambos espectros son también isaralelos, salvo con cierta

diferencia en la zona de alrededor de 340 Km. donde tienen

su máximo do absorción los ergocromos. Aunque débiles, se ob

servan con claridad los máximos de absorción de la clavoru—

bina. Añadiendo A1C1 como antes, se obtiene un desplaza- —

mienta idéntico de ambos espectros, siendo curioso observar

como ahora el paralelismo entre T y C es absoluto, formándo

se un máximo a 364 nn» en ambos casos •

3
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Además aparecen, máximos muy definidos a 520, $63 y 590 rm*

'debidos a la reacción de la clavorubim con el A10X

dénticos también para C y T *

Eig* IX*5 *— Ifotanol—clorhídrico 1A . El producto en disolución es la —

clavorubina, que en estas condiciones de acidez mantiene —

cierta capacidad, de reaccionar- con AICl^, experimentando —
o

un desplazamiento hacia las grandes longitudes de onda* —

También aquí el comportamiento entre T y C es idéntico, ——

manteniéndose una absorción inferior para T *

, i-
-i

le la observación de todas estas figuras se deduce t

1) Cualitativamente ( por lo menos desde el punto de vista espectral ),
los pigmentos del cornezuelo de centeno y del de trigo son los mis—

mes •

2) Cuantitativamente el cornezuelo de trigo es algo más pobre en pigmeri

tos* Para establecer de una forma numérica, hemos comparado las den—

sidades ópticas da las soluciones clorofórmicas y metanólicas a 337

nía*, y de las soluciones metanólico-ácidas a 500 nm., de ambos tipos

de cornezuelos* Las relaciones resultantes de estas comparaciones —

han sido s

« T
337

1*0T
337

D»0e

=0,82= 0,73 5 En metanol sEa cloroformo s

®'°”337 0 LeO
*337 C

L.O
*500 T

= 0,72En metanol—ácido s

'500 °1*0

0,73 *■ 0,82 4- 0,72 - 0,75Si hacemos el promedio de estas 3 relaciones t

3

Es decir, que podemos considerar que el contenido en pigmentos del cor—

nezuelo de trigo es aproximadamente de un 75 ch del contenido, de un oorne-

suelo de centeno*

Indudablemente hubiera sido necesario disponer de un gran número de mués
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tras de origen diverso para poder afirmar con seguridad que esto es una ley

general,pero esto no ha resultado posible* Sin embargo, el hecho de que dos

muestras tan diversas den como resultado que cualitativamente no hay diferen

cias y cuantitativamente estas no son muy importantes creemos que es ya sia

nilicativo* cobre todo si tenemos en cuenta que ello coincide con lo que —

yteóricamente cabla suponer y con los datos bibliográficos de que se dispo—

ne*

Habida cuenta las cantidades de cornezuelo que se tratará, de d.etectar, —

las diferencias en el contenido de pigmentos* si estas son del orden de las

que hamos encontrado* no alterarán substancialmente el. resultado, sobre to-

do' pensando que lo que interesa en definitiva es saber la toxicidad de una

harina contaminada *

Comparadán cromatográfica •—

Para obtener las muestras a analizar por cromatografía en capa fina hemos

partido de 0,5 granos de ambos tipos de cornezuelos y los hemos sometido a

la siguiente secuencia extractiva ( siempre a temperatura ambiente y con agi
tación magnética ) t

1* Eter de petréleo. 100 mi. 15 minutos

1 id*Id*

25 mi.

50 mi.

4» Metanol

5» Metanol—clorhídrico 1f*

45 min*

45 min*

Para el análisis de estas soluciones hemos aplicado dos tipos de técni-

oas según se trate de observar la presencia de clavorubina o de ergoeremos*

Clavorubina. t Debe encontrarse en pequeña cantidad en el metanol y en su

mayor parte en el metanol—ácido *

Aplicamos la técnica de FPJilICK, ya citada, de cromatografía en capa fina

sobre Silicagel G impregnado.de ácido oxálico, con clorofomo/metanol (9*1)
corno eluyente. El revelado lo hemos hecho con AlCl^ •

Lo3 resultados son los previstos e idénticos para C y T, es decir aparece

una única mancha roja, sensible al álCl^, mucho más intensa en las solucio—
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clones metanólico—ácidas. que en las uotanólicas* Es de notar además que Ieg
manchas ro;ius en el metano! muestren ya unas colas, tanto en C como en T,—

indicio claro de la alteración, que sufre la clavorubina en ausencia de aci

dea*

Ergocronos s Deberán encontrarse en el metanol*

Aplicamos una 16caica de cromatografía en capa fina, basada en la que —

dan ABEibíAItL' y DE HAxO con al ¡puna, ligera modificación, quedando establecí-,

da así. s

Silicagel G impregnando de ácido oxálico •

Eluyente t Cloroformo / Acido acético 9sl (v/v)
Activación t 1 li. 110 2C*

Desactivación t, 30 min* ambiente •

Se observa en los cromatogramas que no hay ningfln amarillo en las solu—

ciones metanólico-ácidas y aparecen 2 manchas amarillas bien definidas y —

algunas colas en las soluciones metanólicas, pero idénticas- para arabos cor

nesuelos que es la que interesa* Además en estas soluciones se aprecia una

fluorescencia azul al UV que probablemente será debida a los alcaloides —

del cornezuelo que tienen dicha propiedad*

Soporte 5

Nota.— Es interesante destacar que las muestras, de cornezuelo de trigo

de que pudimos disponer no estaban en perfecto* estado de conservación, ya

que desprendían un fuerte olor repugnante (aminas) que al pulverizarlos se

acentuaba ostensiblemente* Y sin embarga henos comprobado que contenía to—

dos sus pigmentos y además en buen estado, como puede desprenderse de la —

observación de los espectros, que no se diferencian de los del cornezuelo

de centeno ( que estuvo bien conservado y desprendía un olor fresco, casi

agradable )• Cabe pensar que el menor contenido en pigmentos del cornezue—

lo de trigo sea debido a una destrucción parcial de los mismos pero en cual

quier caso esta destrucción habrá sido escasa y en cambio la tesis de que

los pigmentos, son útiles para la detección c\el cornezuelo se ve confirmada

pues siguen hallándose en muestras mal. conservadas* Las diferencias que se

observan en los llpidos ( Fig* IA.l ) también pueden ser atribulbles a una

alteración xxrr mala conservación .
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Corclust 6n general

En definitiva tanto pox* espeotrofotometrfu cono por cromatografía en ea

pe. finaj los pimiento3 del cornezuelo de centeno y de trigo actúan de for—

Ba análoga, por lo tanto los métodos que se propongan lasados en ellos —

tendrán una validez general cualitativamente e incluso hasta, cierto punto

5

cuantitativamente •

Salvo indicación de lo contrario nosotros hornos trabajado- con cornezuelos

españoles •
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En el capitulo VI donde estudiábamos los métodos que se lian venido usan

do paira la investigación del cornezuelo en harinas y henos visto como los —

más aceptados son los basados en la detección de los pigmentos de dicho —-

cornezuelo y» sin embargo» el interés de dicha investigación viene dado —

por la toxicidad de los alcaloides* parece pues que de una manera implíci—

ta se ha supuesto que la presJncia de pigmentos y alcaloides en el come—

suelo iba siempre unida y por lo tanto podía utilizarse para el análisis —

el tipo de componentes que presentaban una mayor facilidad de detección»

El objeta cíe este capitulo es revisar si con los actuales conocimientos

sobre la química y el metabolismo del cornezuelo puede seguirse sustentan-

do este criterio*

Pesie las experiencias de BEEFELP en 1881 (241) diversos autores han in

tentado cultivar saprofíticamente» en el laboratorio» el cornezuelo y han

observado la aparición de pigmentación» generalmente violeta o púrpura-os—

curo» como signo positivo del crecimiento del micelio* Sin embargo no siem

pre este crecimiento se ba visto acompañado del hallazgo de alcaloides» es

decir» parece deducirse que no es una constante del cornezuelo la presen-

cia simultánea de alcaloides y pipuerta3.

Serla prolijo citar todas las experiencias de este tipo» que pueden ha»-

liarse citadas, en su mayoría en la publicación de GL/LZ (159) 1 tanto las —•

que hablan en favor de una correlación alcaloides—pigmentos cano las de •—

sentido contrario*

Pero» muchos de esto3 resultados deben ser tomados con reservas ya que?

1) La pigmentación sólo- se observaba " de visu "» sin. hacer ninguna de-
terminación específica de los pigmentos de que se tratara ( no olvidemos -

naturaleza exacta todavía se desconocía )$

2) Las reacciones químicas y biológicas de los alcaloides no son absolu
tímente específicas y para tener una absoluta seguridad sobre su presencia

deben aislarse previamente» pero no hacer ensayos sobre extractos más o me

que su
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nos tatoles procedentes cié los cultivos j

3) Se trataba generalmente de experiencias de laboratorio* en las que no

se tenía la seguridad Se reproducir las condiciones naturales* le hecho no

se llegaba a estructuras propias de los esclerocios sino a ciertas formado

nes P'untifarmes o semiesffiricas a las que so daba los nombres de microescle

roclos, pseudoesclerocios o esclerotioides*

Hay, de todos modos, un hecho interesante a señalar de todas estas expe

riendas a las que acabalaos de aludir y es que si bien hay autores que en—

cuentraa pigjnent&oión en ausencia de alcaloides, no hay ninguna referencia

en sentido, contrario, es decir, de haber encontrado alcaloides en cornezu©

las no- pigmentados*

Desde 1944 a 1954 * ABS ( 242—245 ) realiza experiencias mucho más pro-

cisas y cristalizaba partir de cultivos púrpura con estructuras pseudopa-

renquimatosas y esclerocios, diversos alcaloides, tanto de tipo clavinico

como de los derivados del ácido lisúrgico (incluidos los peptídicos) ; a-—

demás los separa por cromatografía sobre papel y encuentra que el contení—

do- en alcaloides de sus cultivos no es inferior al del producto natural*

La explicación de estos resultados tan rotundos parece que viene dada —

en 1950 por LíXCIIENEE y SLTELL (246) , que probaron que muchos de los medios

hasta entonces usados para cultivar cornezuelo destruían los alcaloides, —

incluso anadiándolos , sobre todo si en dichos medios se hallaba presente

un azúcar reductor* La posibilidad de que ello ocurriera oon los alcaloi—

des que el cultivo mismo hubiera podido producir ponía en cuestión todos —

los resultados dados en el sentido de no observarse producción de alcaloi-*

des* La razón principal de esta destrucción radicaba según estos autores —

en una cuestión de plí y en este sentido el medio usado por ABE tenia un pH

adecuado pera la conservación de los susodichos alcaloides •

En cierto modo esto parecía corrar la cuestión , pero experiencias pos-
✓

que podamos encontrar citadas en las publicaciones de PE2ELIYI, —teriores,

UlViiKDY, YiACK y BOItOES (213—214) y V0IGT (5), la han. replanteado , aunque

parcialmente* En efecto, todos los resultados habidos pueden agruparse en

dos grupos g

1) En Xa naturaleza se observa siempre una relación entre alcaloides y

pigmentos •

2) En los medios artificiales de cultivo surgen las divergencias, exis—



153

tiendo pera algunos relación ? mientras que para otros no, aunque siempre
en el sentido de observar pigmentos en ausencia de alcaloides o en; presen,

cia de muy débiles cantidades de ios mismos*

Cono es obvio, para nuestra finalidad los resultados señalados en. el a-

parteado 1 son suficientes*

Pero, además, en apoyo de esta, relación, por lo menos en la naturaleza,

hay una serie de hechos que esquematizamos a continuación s

1) Existen múltiples observaciones en el sentida de que los cornezuelos

más pigmentados son los más ricos en alcaloides*

2) laQEZfiSS (247) j bLáiEK, BÜSVmT, WBjk y KIBAL (248) y ESCIIT M. y ílECHT

W®, (249) encuentran que los leucoesclerocios (esolerocios poco co3.oreados)
son pobres en alcaloides y que además estas características se heredan ( la

que en cierto modo ya habla sido observado por BKOY&Í )(250)*

3) La parte externa del esclerocio, que es la más coloreada, es más rica

alcaloides ( 247,248,251) *.4)KEJMIQK (252) en 1936 observa en cornezuelos naturales que la apari

ción de alcaloides tiene lugar simultáneamente con la condensación micelia

na que da lugar al esclerocio joven, pardo—amarillo o moleta * Además di—

cha autor observa que en el transcurso de la maduración de los esclerocios

los alcaloidea se destruyen, por lo manos en parte y que en cambio subsiste

la pigmentación, lo- que concuerda con las observaciones hechas de esclera-

cio-s coloreados exentos de alcaloides (159) ? aun cuando- esto indica que a

partir de un momento determinado la relación alcaloides—pigmentos se rompe*5)Existe una estrecha relación entre los pigmentos amarillos y los al—
caloides* En efecto, en 1955? GLAZ (159) señala que se han encontrado es—

clerocios amarillos que contenían alcaloides; también en 1955? GA3AY y ALALI

(I60) publican una serie de resultados muy interesantes pues tratan cuanti

tativamente el problema, es decir, no se limitan a observar externamente —

el color de los esclerocios naturales con que operan, sino que miden las —

extinciones debidas a los pigmentos rojos por un lado ( esolereritrina) y

amarillos por otro ( ácido secalónico ) de diversas muestras, y establecen,

una relación entro estas, extinciones y el contenido en alcaloides de los —

cornezuelos en cuestión, encontrando una relación prácticamente lineal en—

tre el contenido de alcaloides y el de pigmentos amarillos* Con la esclero

en
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ritrina observan tarabión GAHAY y AD¿I£? una cierta relación que podría ser

significativa? pero no todos los valores dan una correspondencia lineal* —

Dado que en esta ópoca la naturaleza de este pigmento no se conocía y sabe

mos ( VTII.h ) que en ausencia de acides la clavorubina ( integrante de la

esclereritrina ) no es estable? los resultados respecto a este pigmento no

nos son muy útiles, pero en lo que se refiere a los amarillos parecen ser

concluyentes? habida cuenta sobre todo que han tenido posterior confirmar*

ción* Asi? en 1965? KOBHIíAUSEh y LEiíPAñ (200) han aislado complejos alear-

loides—nigüentos amarillos y en 1966 1'EíuiLTYI, ÜDVARDY? Y/ACK y BOtíOSS (213)
encuentran en sus cultivos saprofíticos una proporcionalidad entre el con-

tenido de pigmentos amarillos y el de alcaloides? cosa que no parece veri—

ficarse para los pigmentora antraquinónicos*

6) El origen biosintético de pigmentos y alcaloides es común? derivando

ambos en último término de unidades acetato? lo que podría justificar más

ampliamente su aparición simultánea en el esclerocio.

7) HEATIí y WILDY (253) encuentran que la biosintesis de la ergotioneina

en el cornezuelo aumenta al intensificarse el color de los cultivos. La er

gotioneína no es un alcaloide? pero este hecho podría servir de apoyo den»

tro de una hipótesis? que creemos lógica? en el sentido de que en condicio

nes normales ( que serán siempre las de la naturaleza pero no siempre las

de un medio artificial de cultiva ) ? si el metabolismo del cornezuelo está

favorecido? habrá una mayor producción de todos sus metabolitos y por lo —

tanto de pigmentos y alcaloides entre otros »

En definitiva? pese a que un estudio a fondo sobre la verdadera natura-

leza de las relaciones pignentos—alcaloides está todavía por hacer? cree—

mos que puede afirmarse que en la naturaleza se da una relación entre el —

contenido en alcaloides y pigmentos y que esta relación es cuantitativa en

lo que concierne a los pigmentos amarillos » El estado actual de los cono-

cimientos respecto a la química y biosintesis del cornezuelo permitirá ar*

bordar el tema con bases más seguras que hasta ahora} de momento nos basta

saber que podemos fiamos de los pignentos. para la detección del cornezuelo

harinas? pues estos se dan siempre?, incluso cuando no hay alcaloides y

además son más abundantes y por su naturaleza química más fáciles de detec

tar »

en



xl* íes pkllettqd de las hareias

a) BSVI3I01Í DE LOS COITOCUíUSíITOS ACTUALES *-

Dado que nuestra finalidad es la imrcstilación, del cornezuelo en hari—

ñas mediante los pigmentos, cabe la posibilidad de que los pigmentos de —

Las harinas influyan en nuestras determinaciones y, en efecto, la experien

cia nos ha demostrado, como detallaremos mas adelante* que en determinadas

circunstancias los pigmentos de las harinas interfieren en nuestras lectu—■

ras espectrofotométricas y eliminarlos de una harina problema, de manera —

tal que luego sea posible valorar en ella el cornezuelo, ha sido una difi—•

cuitad que hemos tenido que resolver*

Por esto se ha creído necesario revisar los conocimientos que actualmen

te se tienen de los pigmentos de las harinas para una mejor comprensión y

solución de estas dificultades*

Ante todo, debe tenerse en cuenta que en las harinas color y contenido en

pigmentos no significan lo mismo* Según jLSTTWOITES y MARTIH (254) y 4UILTA~
HA. HABI y GIBOEA IULELIBE (255)» el color de las harinas, que oscila de —

■ blanco brillante ligeramente amarillento a amarillo cremoso mate, depende

de cuatro factores r

1) Granulosidad ( cuanto mayores sean las partículas habrá una mayor —

cantidad de las mismas de color oscuro )*

2) Suciedad ( como consecuencia de una deficiencia d© limpia ) y parási
tos. (tizón, etc.) •

3) Grado de extracción ( del que depende la presencia de una mayor o me

cantidad de cubiertas, más ricas en pigmentos oscuros que el endosper-ñor

mo) •4)pigmentos del endospermo ( amarillos y afectados por los blanqueado-
i>es naturales o artificiados ) »

De,hecho, tal como LUPE señala (2.56), la, llamada blancura de una harina,

que tiene gran importancia desde el punto de vista comercial, es debida -
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esencialmente al aire incorporado, lo que depende en gran manera del tamo*

no de las partículas* So trata pues de una característica física ( quo sus

le medirse por reflexión ) muy estudiada pero quo en nuestro caso no nos in

teresa*

¿Son las características estrictamente químicas del color las que nos o-

foctan f os decir los apartados 3 y 4 citados anteriormente (pigmentos dol

salvado y pigmentos dol endoepermo ) y que por no tener un interés comer-

cial y tecnológico, contrariamente a la "blancura* han sido menos estudiados.

Son útiles para informarse al respecto las revisiones que hacen ¿e los

pigmentos de las harinas UimiLlAhÁ MAPI y GIROIÍA LULlLIitl (255) 7 fibuLEll y

HliCilá (25'í) *

Ya iiíilHY (253) on 1944 señala que los pigmentos de las harinas son s

Xantofila (luteína)
Esteres de la xantofila

Carotenoides
Caroteno

Cript oxantina
I

Plavonas (tricina y otras) Polifenoles

Productos de descomposición de la clorofila

En total estos pigmentos representan cano término medio de 1*5 a 2*5 —

p«.prSi* »

Carot enoide s*—

La xantofila y sus esteres constituyen un 90 de la totalidad de los

pigmentos de la harina y los carotenos de un 1 a un 2;i (256)1 es decir,que
los carotenoides son los pigmentos mayoritorios de las harinas y en conso-

cuencia I03 más conocidos y estudiados, hasta el punto de que en la llama-

da determinación de los pigmentos de las harinas (259) en realidad lo que

se determina son sólo los carotenoides, extraibles per solventes no pola-

o poco polares talos coíik> éter de petróleo, éter etílico, cloroformo,
tetracloruro de carbono, sulfuro de carbono, butanol saturado de agua y o-

tros disolventes derivados del petróleo*

res



Ül contenido en carotenoides ( llamado también índice de caroteno ) do

las harinas es muy variado? asi QUILTíítJTA HABI y GlhCilA LÜLELHÍ3 (255)
harinas españolas encuentran de 1,3 a 5,5 p.p.m., y II0E3 (260) en harinas

australianas entre 1,45 y 5?33 p.p»m*, es decir que esta variabilidad pare

ce ser bastante general*

En los trabajos antes citados- de revisión de los pigmentos de las hari—

ñas, así. como en el de AILAIEIIA (261) espeoii'icámente dedicado a I03 carote

noides, podemos hallar toda la bibliografía concerniente a esta clase de —

pigmentos que sería prolijo e innecesario repetir* Señalemos que trabajos

recientes de ImütaGE y OILiS (262, 263) han confirmado por espectrofotametría

y cromatografía que la xantofila y sus ásteres. ( un monoóster y un diáster)
son los componentes mayoritarios de los carotenoides de la harina do trigo*

Asimismo estos autores han encontrado que los ácidos grasos presentes en e_s

tos ásteres son palmitico, esteárico,'oleico, linoleico y linolánico, ha?-

hiendo observado también que según las variedades de trigo la xantofila e_s

tá predominantemente en forma esterificada o por el contrario se encuentra

casi toda libra, siendo: muy grandes las variaciones que se observan en es—

te sentido* LEPAGE y SIIvZS atribuyen a los trigos por ellos analisados un —

contenido en carotenoides del orden de 2,8 a 3,7 p*p*m», no habiendo encon

trado en ningún caso -caroteno* Finalmente proponen diversas modificacio

nes a los procedimientos de medida de la intensidad de pigmentos en las ha

riñas, afirmando que como líquido de extracción el hexano con un 6)ó de eta

nol absoluto (v/v) resilLta mejor que el butanol saturado de agua o la mes—

ola éter de petróleo/alcohol que suelen usarse* Como patrón utilizan la so_

lución alcalina de cromato potásico. *

en —

Polifenolea *—

Los pigmentos del cornesuelo hemos visto que son de naturaleza polifenó
lica por lo tanto era de proveer que serian los polifenoles de la harina -

los que ocasionarían dificultades, como efectivamente así ha sido*
Estos polifenoles son todavía poco conocidos*

A1ILEH301I y PEhKIII (264) en 1931, SIKF3G1Í (265) en 1935 y KAKK1SY y BAL-
LEI (266) también en 1935 señalan la presencia de flavonas en el trigo y —

su harina y es iJTDlaioOIí (267, 263) en 1932 y 1933 el que aisla la tricina,
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que es la 5?7?4'- trihidroxi-3%

tricetina) (26$)

5‘“~ diraetoxi—flavona (o 3' ,3'—dimetoxi—

O CH 5

OH

OCH

j

La tricina es casi ínsoluble en agua r>ero se han encontrado otros pig—

montos hidrosolubles en las harinas» verosímilmente glucósidos de la tri—

ciña» Aunque no tratan de Harinas son interesantes para conocer la difu— —

sión de la tricina los trabajos de SIIQ2Q KUi/ATSlEA y YASÜYQSHX QSJfLLl (270)
y MUBOISE y MLL (271; »

Aparte de estas referencias, concretas de la tricina poca cosa más hemos

hallado que haga referencia a los pigmentos fenólicos de la harina» Tan só

lo una serie de datos sobre su extracción que nos pueden ser de cierta uti

lidad» pero en los que no se precisa la naturaleza exacta de las sustancias

extraídas* Asi HEHT—J0H33 y HSHD (272) extraen los pigmentos pardo—rojizos

del salvado con metano1—alcalino y señalan que contrariamente a los cerote

noides- no- se afectan por los blanqueadores» IA13KLAY y HAILüY (273) señalen

que el alcohol del 85 % es un excelente disolvente de los pigmentos flavó—

nicos de la harina y sugieren que el color de estos líquidos puede estar —

relacionado con el. grado de extracción de una harina, basándose en la creen

cia de que estos pigmentos, se encuentran sobre todo en el salvado» SUiP'dOlI

(2ó5) extrae las flavonas con acetona alcalina y propone el ,r índice de fia—-

vona n con ia misma finalidad que los anteriores» Sin embargo, CIUiM y GI3U-

LAS (274) lian encontrad o que las flavonas están sobre todo en el embrión y

no- en el salvado, lo que invalida cualquier intenta de medir el grado de —

extracción do las harinas mediante estos pigmentos» Concuerda con esto la

afirmación de IIIETT-áJCihSS, AliOS y LhulTUI (275) de que la extracción con me»*

tanol alcalina no sirve para medir el grado de extracción da las harinas y

sin embargo KAluiCSOIÍYX (276) extrae las flavonas de las harinas con acetona
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al do ^ y sostiene que el coica' de estas líquidos, es proporcional al grado

do extracción de la harina y IcOlLDELEf y LOLTIE (277) para la celada y DEA-
'TíLlLíaGB y I!cxA31’lil3 (278) para la harina de trigo vuelven a afirmar que la

loe afinación preferente de las flavenas son los tegumentos* L0KTI2 y VQET3

(279) para eliminar (en gran parte) los polifenoles de la celada utilizan

la acetona al 75 /ó *

Pe todas formas* independientemente del prollema de localización, el —

contenido en pigmentos cío las distintas variedades de trigo es muy variable

(28ü) y se hace difícil establecer una correlación de validez general entre

pigmentos y grado de extracción, por lo menos con los actuales conocimien—

tos j por esto' BUI-ÍE (256) afirma que la colorimetrla de carotenoides o de —

flavonas no es útil para determinar características respecto al color de —

las harinas, por lo que se inclina en favor del reflectómetro de KENT—JGPSS

y IfAIíTM para medir la pureza de una harina •

Citemos también que existen algunos datos sobro los posibles antocianos

de las harinas* Asi LiSwICKI (281) ha señalado la presencia de antocianina

en el contenido celular de la epidermis externa del trigo y LYUXSAR3KIY (282)
señala la presencia de antocianinas en el grano de centeno, pero POLLOGK,

POOL y PEYHOLLS (283) afirman que en el trigo no. hay antocianógenos *

Productos de degradación de la clorofila •—

¿Se citan en los trabajes de LtAílílEY y LAILEY (266) y 7,001) (284) entre o_

tros* Son de oolor pardo—amarillento y no hemos encontrado precisiones acer—

ca de su naturaleza* Sabemos que en general estos productos son hidrosolu-

bles •

b) PXfltiCCXOH Y PBDFIUDADIiS S3PLCÍPALSS

En lo que a pigmentos propios de las harinas se refiere todas nuestras

observaciones experimentales han sido hechas en función de evitar su presen

cia o por lo menos su influencia en las soluciones donde se van a determinar

los pigmentos del cornezuelo. Lo nos hemos pues interesado especialmente en

ellos*
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Todas las extracciones a que aludiremos han sido hechas en frío*

Los resultados los exponemos a continuación, de forma esquemática* En el

transcurso de la descripción que liaremos de la puesta a punto de los disiin.

tos métodos analíticos objeto de nuestro trabajo, muchos de ellos serán an

pliados y justificados*

A) Ca.rotcnoid.es «—

Si. recordamos que con el cornezuelo solo, la primera operación que lie—

vábamos a cabo era su desengrasado con 6ter de petróleo y que éste no ex—

traía ningán pigmento, veremos que es un buen método de evitar la interíe**

rencia debida a los carotenoides de la harina, tratar inicialmonte la hari

na problema con dicho disolvente, el cual, como podemos observar en la Eig*

XI*I , extrae estos carotenoides ( cuyo espectro típico se aprecia entre —

400 y 500 nnu ) • lio puede usarse un disolvente cuyo poder eluotrópico- o —

capacidad extractiva sea mayor que la del éter de petróleo, como podría —

ser por ejemplo el éter etílico, ya que si. bien la extracción de caroteno!

des seria mejor, extraeríamos parte de los ergocromos, como hornos compro—

bado* por esto el tratamiento con éter de petróleo debe ser exhaustivo.

Si sólo interesa la clavorubina entonces puede usarse el éter etílico —

que no la extrae en absoluto- »

B) Polifenoles y productos de descomposición do la.clorofila *—

Son estos pigmentos pardo-amarillentos o- amarillos los que aparecen ——

conjuntamente con los del cornezuelo de centeno en nuestros cromatogramas

y espectros- y a ellos debemos las interferencias que hemos debido subsanar

para obtener métodos de investigación de cornezuelo en harinas que no se —

vieran afectados por las características especiales de cada harina*

Respecto a estos pigmentos las observaciones más notables han sido t

1) Al extraer con metanoL-clorhídrico al ( disolvente de extracción
de la clavorubina ) una harina normal (lUl) sometida a extracción previa

con una de los disolventes que a continuación se citan ( que no extraen,o

lo. hacen muy poco,a la clavorubina ) *

Eter de petróleo

Eter etílico

Butanol saturado de agua



o$ i
o
la

f:

p
n
I

l
j

/
o
*o

&
<

v

\
\ ioo

Vr-c»

sr

\

\ <r

\
\ i

\
*^r< \I

\
\ C

9*
en £

iX \
X\

I



líetanol

Acetona

<*■Acetona al 75

obtenemos un liquido- pardo—amanillo que tiene (entre otros ) un máximo muy

bien definido a 395 bu» ( Pig» XX*2 )* Este máximo de absorción no corres—

ponde a la trioina ( 351 ira* en etanol) ni a ningún otro derivado de la tri

cetina, que tienen sus máximos de absorción entre 350 y 356 nm* (237)* Cabe

la posibilidad de que se dé una influencia muy marcada de la acides en el —

espectro*

Esta absorción podría ser debida a algún polifenol, no citado hasta aho-

ra en la harina, según nuestros datos «

Como que además, si en los tratamientos previos interviene el agua, este

máximo desaparece, es de suponer que se hallará en forma de glucósido. Este

dato os interesante pues el agua no extrae la clavorubina*

Operando con harinas integrales- o de alto, grado de extracción (IH), la —

densidad óptica de este máximo de absorción aumenta notablemente, lo que —--

prueba que se debe a un. pigaento que de manera preferente, aunque no exclu—

siva, se halla en las cubiertas*

2) En análogas circunstancias que en el caso anterior aparece otro má
xirno a 362 nm

blemente de que en el tratamiento previo de la harina en cuestión haya in-

iervenido la acetona,. Esto tiene lugar hasta el punto de que aún extrayendo

con agua, si después se trata con acetona aparece esta absorción, lo cual —

no tiene lugar si después del agua la acetona no interviene. Es decir, que

parece indudable que es la presencia de la acetona la que provoca ( o por —

lo menos intensifica ) la aparición de este pigmento. En la figura XI.3 te-

el espectro correspondiente a la solución metanólico-ácida obtenida a

partir de una harina previamente extraída con agua y acetona; vemos que pe.-

tratarse de una sustancia bastante pirra que podría muy bien ser un fia

vonoide dado el aspecto de su espectro con dos máximos bien marcados entre

300 y 400 ira* (315 t 362 nm*)* El papel que juega la acetona hace sin embsr

go problemática cualquier afirmación de este tipo, botemos que en este es—

pectro no hay un máximo a 395 ira. Q.ue hemos citado antes ni los que solíala—
remos a continuación entre 500 y ICO ira., por lo que estos pertenecen a o-

tros compuestos *

pero. su aparición y sobre todo su intensidad dependen nota—• >

nenio s

rece
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Estos hechos nos huí llevado a pensar en la relación entre polifeneles

V proteínas en las harinas* FBILLET (2G5) en su revisión bibliográfica so—

bre las proteínas solubles do los cereales se refiero a las sustancias poli

fonólicas, que contaminan los extractos salinos do proteínas y que provocan

la insolubilizaoión de ciertas fracciones proteicas* Cabe pues la posibili

dad do que tenca lugar» a causa de la acetona» la desnaturalización do al—

guna pi'oteínu» que formaría algún complejo con este polifenol y dicho com—

piejo sólo resultaría soluble en el motanol-ácido*

lío deja de ser curioso que ya en 1925» BLI3II y (206) al eastraex

la glutenina de la harina de trigo (207) con metanol-alcalino » insistan en.

que óste no contenga acetona*

Así mismo BARBECHEN’ (287) observa qjue las proteínas de la cerveza preci—
pitan con acetona al- 90 cp *

Por otro lado» las turbideces debidas a interrelaciones polifenoles—pro—

teínas (288) nos interesan» pues en determinadas condiciones que se expli—

carán más adelante ( XLTI.b) estas turbideces nos han interferido*

3) También los líquidos- metanólico-ácidos resultantes de extraer una —

harina presentan relieve en otra región del espectro» salvo si se ha trata,

do con agua® En la figura XI* 4 se observan entre 500 y 650 m* máximos de

absorción ». de densidad Óptica baja pero bien caracterizados a 506» 544 y

630 nm* 5 conviene recordar que es: en esta región donde absorbe la clavoru

bina*

Estos máximos de absorción son atribuíbles ( aun cuando no tenemos la se

guridad absoluta) a los productos de descomposición de la clorofila ( £§9>

290 )

4) Si una harina de extracción normal» ha sido previamente agotada con

éter de petróleo , ni el cloroformo ni el metanol (sin acidificar) extraen

ningún tipo de sustancia que absorba a longitudes de onda mayores de los

300 reí* » por lo menos de forma importante. Si se trata de una harina rica

en cubiertas esta absorción es ya notable.

En la Fig* id*5 t exponemos un espectro esquemático de estas observado_

señalando los disolventes de extracción en cada caso*nes»
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Gomo pa se indicó5 más adelanto ( XIII ) se detallarán, estas obsorvacio

ríos, pero haborlas empuesto ahora do loma esquemática creemos será útil ~

para una mejor comprensión de los problemas que se nos han planteado.

I
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XII* D-3 LGo I.LJr03CS AMALIglCCS £Ü2 SE PEOPOjlER ;

a) ESCULLÍA CQU'íiBAIEEVO 23 LA EaPRACCIOH 23 PIGL2IK103 23 LA EAUHÍA Y BUL
COxilJEEILíLO *_

podemos resumir los resultados correspondientes, al estudio do la extrae-

ci6n de ambos tipos de pigmentos de la siguiente forma s

pigmentosertroido s

Liquido de extracción
Co^nonueloHarina

(de grado de extrae—
ción normal)

CarotenoidesEter de jjetrúleo

Carotenoides Ergo cromos

(parcialmente)
Eter etílico

ErgocromosOloroformo

(si ha habido alguno
de los tratamientos

anteriores)

Ergocr1 oraos y

algo de Clavorubina
Hetanol

(si ha habido alguno
de los tratamientos

anteriores)

Polifenoles y

productos de descompo.
sicifin de la clorofila

Agua

Clavorubina y

Ergocromos (estos
últimos si no ha

habido traiaraiento

previo)

polifenolos y

productos de Sascomp^o
siciSn de la clorofila

Hetanol—clorhídrico
12
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A la vista do esto pueden elo.borívrej Diversos r:ótodos osp©otroletornétri
eos ae inventiraoi6n do oorne cuelo 011 harinas baoado a on s

\

1J Extracción con éter ¿o petróleo primero { pjara eliminar los car ote—

noides de la harina ) y luego, con cloroformo o metanol, extracción c iden

tificación cíe los erpogromos •

2} Extracción con éter de petróleo o éter etílico ( elininación caros©—

neldos ) y luego- con agua ( eliminación, de polifenoles y productos de des—

composición de Xa clorofila. ) para finalmente extraer con metanol—clor.’ií—

clr-ico la clavorubina •

Sin embargo, debemos notar que las absorciones poco importantes que henos

observado en los líquidos elorofórmicos o metanólicos resultantes de la ex

tracción de harinas normales son dignas de ser tenida,s en cuenta, sobre to

do en el caso del metanol, si las harinas son de elevado grado de extrae—

ción, es decir, con cierto contenido en cubiertas» Aun cuando no hemos ho-

clio medidas cuantitativas, estas absorciones son mucho mayores si hay sal—

vado en la harina*

Para obviar este inconveniente y que resulte un método independiente de

1.a clase de harina, lia resultado muy útil la reacción con el tricloruro de

aluminio , ya que en la región de 370 m», donde el aumento, de densidad ór

tica debido a la reacción Ergocromo—A1C1 es máximo, los espectros proce—

dentes de extracciones eloroíórrai c as o metanólicas tanto de harinas normar-

les como de harinas integrales (utilizadas como testigos) apenas sufren va

riación ( xm*b ) .

Esto último es interesante , pues los métodos que resulten de aplicar —

este criterio pueden ser válidos para piensos y otros muchos productos des

tinados al consumo del ganado, para cuya confección, se utilizan los salvar-

dos y productos intermedios de la molienda (19) •

b) líESUill'í DE LAS VENTAJAS E níCOHVEKISlhfES DE LOS 103 TIPOS LE PICTJEiw
TOS LEL C0EIÍE2UEL0 UTILIZADLES PAPA SU 1ETECCI0II e-
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mi. METODOS ANALITICOS PECPUESTOS

Be la aplicación de todos los datos b.iblaográficos y experimentales quo

hemos ido exponiendo- hasta ahora, han resultado varios mótodos que cumplen

el objetivo de nuestro trabajo, es decir la investigación del cornezuelo en

harinas* Los fundamentos de todos ellos- han sido ya esquemati.cam.ente expues

tos en el capitulo anterior*

Estos mótodos puestos a punto son de dos tipos t

— Cromatográfic o s ( cualitativos y setnimicro—cuantitativos )

/
basados en la identificación de la

clavorubina*
— Espectrofotomótricos

basados en la identificación de los

i ergocromcs.

Be la combinación de los distintos mótodos que expondremos- por separado,

resulta un método final más ventajosa que todos ellos, y que será presentado

al final •

TECNICAS GENERALES EMPLEABAS *

En todos estos mótodos, tanto cromatográficos como especbrofotomótricos,

la medida final se hace en una solución obtenida a partir de una muestra de

harina que ha sido sometida a un cierto nfimero de extracciones previas, con

el fin de eliminar los compuestos que interferirían. •

A veces es necesario concentrar las soluciones obtenidas*

Como que los procedimientos seguidos para ambos tijjos de operaciones han

sido los mi eraos a lo largo de todo este capitulo, los exponemos ahora para

evitar repeticiones •

Extracción

Ge opora a temperatura ambiente, poniendo la muestra y el liquido ¿o ex-
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tracción en un erlonneyer 7 agitando magnaticagente*

La sepax-aeión del residuo, una ves transcurrido el tiempo necesario pera

una extracción correcta, so hace por filtración al vacío, en un embudo de

vidrio filtrante do los números 3 ó 4, quedando el residuo seco dispuesto

pera un tratamiento posterior.

L'sta técnica de separación por filtración es útil y rdpicla pora la mayo

ría de disolventes utilizados ( éter de petróleo, éter etílico, cloroformo,

netanol, meianol~ciornidrioo, acetona) , pero en cambio es muy lenta y en-

gorrosa si los disolventes de extracción son a base de agua o butanol, pues,

a pesar del vacío, el. paso a través del vidrio filtrante es lentísimo»

Con el. agua, además aparece un segundo inconveniente y es que se forma

una pasta con la harina y hay producción de abundante espuma en el sobreña

¿ante, por lo que debe operarse con tiempos de extracción cortos»

Tanto- pora el agua como ol butanol en vez de filtrar se centrifuga a fin

de separar el residuo y se recoge el sobrenadante» La centrifugación se pro

longa hasta que el sobrenadante aparece prácticamente límpido. Debido a la

formación de espuma ( en el caso del agua ) la centrifugación .¡debe hacerse

en volúmenes no rauy grandes, y a veces repetida» No se requiere una transía
rencia total de estos líquidos acuosos porque no se destinan a una medida

espectrofotométrica,, sino que sirven de tratamiento previo .

Concentración •—

Se hace también a temperatura ambiente, en un rotavapor, con un vacio de

La operación es rápida, salvo también en el caso del agua y

el butanol, pero en ninguna de los métodos que se han elaborado se ha hecho

necesario concentrar una solución butanólica o acuosa •

unos 700 rom • #

a) METODOS CNGLlATOGIláFICOS 3LI CIPA PUTA

La determinación del cornezuelo por cromatografía en capa fina la hace—

mes mediante la olavorubina, ya que su color rojo—púrpura, visible sobre to

do a la luz ultra-violeta después de revelar con A1C1 , se distingue perfec

tómente de los pigmentos amarillos o pardos que proceden de la harina »
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dí tomásemos los ergocrcmos como laso para esta determinación se nos

plantearla un problema ¿3 interíei'encia, difícil cíe resolver ya que al ser —

amarillos so confundirían con. los pigmentos do las harinas y una identifica

ción mediante el hf no sería segura debido a las dificultades que plantea —

el conseguir una buena reproducibilidad en cromatografía en capa fina» En -

gesto caso- nos veríamos obligados a utilizar patrones en cada prueba»

En canoro, con la elaverubina , bastará, con que apárese a cu fluorescencia

roja para que el ensayo sea positivo, sin que sea necesario para poder con-

cluir, que esta mancha tenga un S£ absolutamente constante* l'or lo tanto e_s

to nos permitirá, trabajar con mayor rapidez, y comodidad*

Además, como que un método cromatogrúíico ya es en sí un método de sepa-

ración, no será precisa una separación previa, muy labor-i osa, de la harina

para extraer la clavorubina ( si contiene cornezuelo )* Esto es una notable

ventaja respecto a los métodos espectrofotométricos*

Según los datos que hemos venido acumulando el método cromato-gráfico re—

sulta sencillo*

Técnicas enraleadas *--

¿a_c¿aZ°£.u]l:^a—s
Esta se lleva a cabo con el metanol—clorhídrico. al ly (p/v), que como

hemos visto es el disolvente, entre los experimentados, que mejor’ y más rar-

pidamente extrae la clavorubina*
. La composición exacta, de dicho reactivo es como sigue s

Acido clorhídrico concentrado, d » 1,19

Lletanol hidestilado (rectificado)

( se trata pues, en rigor, de un metanol—clorhídrico al lc/¡> con un 2,2y¿ de

agua ) •

2y2 ntX®

100 mi*c*s*

Cromatografía^ i

'De todas las técnicas croiaatogríficas útiles, para la separación do la —

clavorubina, que hemos visto (VIII*g) hemos tornado la siguiente, por ser la

que mejores resultados nos ha dado s
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Silicagel G IñiíCK (según ílliJIL) impregnado do ácido oxálico.SOpOl'uO *—

Placas*— Espesor? 0?30 ran*

Cantidades necesarias para 5 placas de 10 x 20 cm* s 23 g* de 31

Hcagel G +• 50 ral* do solución acuosa 0,5 11 de ácido oxálico.

33luycnte «— CloroPorno/lletanol 9*1 (v/v) *

Activación de las placas •— 1 hora a 110 a C »

Desactivación •— 30 minutos en condiciones ambientales*

Durante este periodo de desactivación se lleva a cabo el

depósito de las muestras*

Desarrollo •— 10 cm con una duración aproximada de 30 minutos •* t

Eevelador •— Solución metanólica al 10 $ de AlCl^ *
Antea y después del revelado debe calentarse la placa unos

10 minutos a 100 2 c •

jpr¿ete_unajnuestrajie, harina_sntes_de —

proceder a la extracción d_e le, ¿Ijwcriibina s

Dado que. la clavorubina sólo se extrae en cantidad con el metano1-clorhl

drica, estos tratamientos previos pueden ser mucho-s y muy veriados, aun ——-

cuando la experiencia nos ha demostrado, como antes ya decíamos, que por ——

ser la cromatografía de por sí separadora,no es necesario ni útil ( si sólo

interesa croraatografiar ) un tratamiento previo muy complejo.

Presentamos a continuación 2 de los procesos preliminares ensayados i

1} Una simple extracción con éter de petróleo, que extrae todos ( o casi
todos ) los carotenoides de las harinas y los. lípidos del cornezuelo, es su

ficiente*

naturalmente, al proceder a continuación, a la extracción con metanol —

clorhídrico la clavorubina irá acompañada de los polifenoles y de los proe.uc_

tos de descomposición de la clorofila propios de las harinas, así como de —

los er¿roeremos, pero ninguno de estos pignentos se superpone con la clavara

bina en los croraat ogramas, por lo que el ensayo resulta útil »

El aspecto de los croraatogr amas obtenidos con estas soluciones laetaróli—

ce-clorhídricas es cono se indica a continuación s
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Harina Harina 4- cornezuelo

Las coloraciones que se observan son s

( L.O* « luz. ordinaria j U.V. = luz ultravioleta de 350—365 ruin, si no se

precisa otra longitud de onda ) »

La clavorublna, rojo—púrpura, es mucho más visible y fluorescente des—

puás del revelado con iLCl^ ( en pequeñas cantidades s6lo es visible des—
pués de dicho revelado y a U*V* )

( L*0*

l u*v.

Rojizo1.-

Sin iXCl
3

Azulado

‘

L.O. Pardo—oscuro

Con A1C1
3

BlanquecinoU.V#

L»0. Hegruzco2»—

Sin JU.C1

BlanquecinoÜ.V.

L* 0» Lluy escuro
Con ¿aci

3
Blancov TJ.V*
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3«— L.O. Baráo-smaril lo
Sin. ¿1C1

3
u.v. Blanco

L.O, Pardo-oscuro

Con ¿1C1
3

U.V* Blanco

4»- Pardo—int ensoL.O.

Sin A1C1
3

Blanco—ernierillentoU.V»

I
L.O. Pardo oscuro

Con Alca
3

U.V. Blanco

La mancha en el origen es más o menos amarilla a la L.O. y amarillo-asu—

lada a U.V.>siendo más intensas estas tonalidades cuando se ha pulverizado

con w&lCl
3 *

Todas estas manchas, especialmente 3 y 4, están muy Lien definidas y son

atribulóles a los polifenoles y productos de descomposición de la clorofila

propios de las harinas. Por lo tanto, esta tácnica cromatográfica puede re—

sultar útil para su estudio. Es de notar además que todas ellas han sido éen

sables al revelarlo con AlCl^,- lo que dada su estructura es lógico.Debe te—
nerse en cuenta, sin embargo, que las soluciones metanólico—ácidas, han sido

fuertemente concentradas antes del ensayo cromatográíico, por lo que cebe la

posibilidad de una acción propia de la.;acidez del medio sobre la naturaleza

do los productos que luego observamos en los cromatografías. Por lo que a la

clavorubina respecta., que es lo que ahora nos interesa, ya hemos comprobado

que la acides no la afecta»

Si la observación se hace a 254 nm. en vez de 366 nm. , las flúoresc en-

cias blancas de las harinas, especialmente las de la mancha 4, son amarillas.

Operando con harinas integrales (ricas por lo tanto en cubiertas) en les

cromatografías se aprecian exactamente las mismas manchas que con las bar i—

ñas normales, aunque más intensas • Es decir, que les pigmentos encontrados

están, preferentemente en las cubiertas, pero no de una manera exclusiva y ,

lo que es nás importante, el ensayo crom.atográfico es útil pare, productos —
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ricos en salvado corno es el caso do los piensos y alimentos poro, ganado*

'¿} Hemos experimentado otra técnica a basa de éter etílico (extrae loo

carotenoici.es ) y agua ( extrae los. polifeóoles y los productos da deseos-

posición de la clorofila }>• con la finalidad de ver si un tratamiento pro

vio más completo daba una, mayor sensibilidad, al poderse obtener una solu—

ción metanóiico-áaiüa de cl&vorühina más pura* Desde el punto de vista os

pectral esto es asi pues una harina sometida a este proceso y extraída luo

go con notanol—ácido presenta un espectro prácticamente nulo a longitudes

de onda superiores a los 400 nm. y una absoz’ción poco importante a longitu

dos de onda más bajas ( cosa que no ocurre si el tratamiento previo ha si-

do sólo con éter de jjetrólco )» Sin embargo en los cromatogramas, aunque —

con menor intensidad* observamos prácticamente lo mismo que en el caso an—

terior, sin que por lo demás haya una ganancia de sensibilidad respecto a

la detección de la clavorubina, por lo- tanto no vale la pena variar el mé—

touo ‘basado en extraer sólo con Sier de petróleo antes del metanol—clorhí—

arico *

I

llétocios cromatográficos semimioro—cuantitativos:

De hecho ya queda establecido un método con todo lo que ya hemos ex- —

puesto en el presente apartado* Vamos ahora a ordenar estos datos precisan

do los detalles operatorios para una cantidad fija de harina, que serán 5

gramos en principio •

la ) Se extraen los 5 g* de harina problema con 50 mi* de éter de petr¿

leo, durante 30 minutos, repitiéndose la operación otra vea* Los líquidos

obtenidos, sobre todo los primeros 50 mi* son amarillos (oarotenoides) •

Es de advertir que para harinas de un contenido en cornezuelo superior

durante la agitación se observan las partículas parduscas del cor—

nesuclo, lo cual ya puede constituir una primera indicación* Es más, después

del tratamiento con el éter de petróleo, quizás porque la harina queda bas

tante decolorada, una vez evaporado el disolvente que impregnaba dicha ha-

riña, se aprecian con bastante claridad las partículas de cornezuelo si —

las hay en más de un ly en peso •

al ifa f



Para las cantidades con que operados- la extracción va 'bien en un erlenmo

ycr de 150 mi* con una "barra de agitación magnética de unos 4-*5 era. de Ion—

gLtud * El erlenmeyer debe taparse para evitar la evaporación del éter de

petróleo.

Una ves terminado el periodo de agitación y vertido el liquido sobre el

embudo procurando que arrastre al mismo tiempo la mayor cantidad posible —

de harina, se lava el erlenmeyer con más óter de petróleo hasta que quede

bien limpio y toda la harina esté en el embudo. Esto es importante sobre to_
do después de la segunda operación, pues de este embudo se tomará la harina

para ser extraída con el metanol—ácido, Ho es imprescindible, pero si con—

veniente, que la harina quede bien seca, sobre todo- porque asi es más fácil

pasarla de nuevo al erlenmeyer donde se realisará la extracción siguiente*

22} Los 5 S* de harina se tratan a continuación con 50 mi* de metanol—

clorhídrico durante 30 minutos* Para proporciones de cornezuelo superiores

al lj» se aprecia ya de una manera inmediata el color rojo •

Terminada la extracción, se filtra y el erlenmeyer y la harina del filtro

. se lavan con metanol—clorhídrico hasta que tengamos un volumen de 50 mi* de

disolución. Si- después del lavado reunimos más líquidos totales, los con-

centraremos hasta 50 mi* , pero en la práctica no suele ser necesario .

Los líquidos de extracción una vez filtrados y sin concentrar son trans

parentes, amarillos, con un tono rojizo si la proporción de cornezuelo so—

brepasa el 1(estas soluciones enturbian a las 24 horas aproximadamente,

pero esta turbidez no retiene el pigmento ).

32) Estas soluciones metanólico—clorhídricas son las que utilizaremos —

para el análisis cromatográfico segfin la técnica antes detallada.

Con la finalidad de hacer la susodicha técnica semimicro—cuantitativa -

hemos aplicado dos criterios 1

&.) Ver hasta que volumen se debe concentrar la solución de 50 ni. para

tener una respuesta positiva •

b) Concentrar siempre hasta 5 ral* ( la clavorubina no se modifica, ) y

ver la cantidad de muestra que hay que depositar en la placa para obtener

una serial positiva •
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Li concentrar aparecen turbidocos en ¡Levo soluciones pero no es impucr—

eludíble filtrarlas ¿3 Oír, poder tener la nuestra con la nicropipota ni la —

cantidad ele 3nabina de que se partió sigue siendo 5 £>

Entendemos por "señal positiva" la aparición do uno, fluorescencia roja —

que no ofrcsca dudas ( debida, a la clavorubina ) obserA’o.da a lúa U*V» de —

360 rim. después del revolado con úJLCl, •

En ambos casos se trata de un análisis basado en el límite de perceptibi

lidad, segSn un tipo de técnicas q.ue iniciaron V7_LIG3ií, llOHiíIES y col. en la

Escuela Química de Ginebra, (291} »

a) Según el primer sistema y siempre para 5 &• de harina hamos obtenido

los siguientes resultados* para un depósito de muestra de 30 » en la pía-'>J&X
ca t

Concentración mínima en

cornesuelo para la que
el resultado ea positivo

Volumen de la solución
metanólieo-clorhídrice

Cantidad do oorne—

Euelo a que corre_s
pende .

1 £50 mi. 50 mges*

0,3 £
0,3 fo

0,1 £

2525 mi. tt

1510 mi. tt

55 mi*

Para concentraciones menores , con esta cantidad de harina, no ha habido

señal positiva.

Las manchas propias de las harinas sólo se observan con claridad cuando

el volumen del líquido de muestra de la cromatografía es de 10 mi. a menos.

Lado que el metanol—clorhídrico extrae la clavorubina y los pigmentos de

es evidente que este método lepen—

de tan sólo de la cantidad de cornesuelo presente, por lo tanto podré, ser —

más sensible. En efecto, operando con 10 g. de harina al 0,05 /£, haciendo

un tratamiento análogo y concentrando los 50 mi. de metano1-c1orhídrico oh—

ha resultado un crcmatograma positivo, es decir que se

la harina no la interfieren en absoluto

tenidos hasta 5 rol

ha llegado a una sensibilidad de lj.2000 *

*,

b) SegQn el segundo sistema, e3 decir concentrando los 50 mi. do metanol-

clorhídrico hasta 5 rol* y depositando cantidades crecientes do esta muestra
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en. los cromatogramas hasta obtener una respuesta positiva, tonoraos los si—

¡pulientes resultados i

Cantidad de muestra

depositada en la
placa •

Concentración mínima en

cornezuelo para la que
ol resultado es positivo*

Cantidad de corno—

suelo a quo corres

ponde ■

1 $
o, 5 /ó
0,3 p

0,1 ‘p

5

10 "

50 mgrs*

25 "

20-30 '» 15 "

40-50 " 5 "

límite do posibilidades de estos métodos •—

lado que, como hemos señalado, sólo dependen de la cantidad de corno-

zuelo presente, liemos comprobado si era posible detectar 5 mgrs* de corne

suelo en 50 g» de harina, es decir ver si se podía llegar a una sensibili

dad de IslO.OOO •

Para ello los 50 g. de harina los hemos extraído 5 veces con 250 mi. de

óter de petróleo cada vez y luego- con 150 mi. de metanol-clorhídrico du—

rante 1 hora*

Estos 150 ral. una ves separados de la harina se han concentrado hasta

5 mi. resultando esta vez no un líquido turbio sino casi una pasta, de la

que era muy difícil tomar una muestra con la micropipeta y menos aun depjc

sitar una mancha correcta. Pero, si se filtra en papel esta pasta ( lo que

resulta lento ) se obtiene un líquido con el que es posible trabajar. Si

de esto liquido para la cromatografía se obtiene una res—50

puesta positiva, que aunque no- os muy intensa no ofrece.lugar a dudas.

Esto nos indica que según la sensibilidad que queramos logr

se toman

bastaráar,

tomar la cantidad de muestra adecuada para que el método sea útil.

Es de señalar cue el método para 50 C» de harina es vúiido aun cuando

antes del metanol-clorhídrico se haya tratado la harina con cloroformo pa

ra extraer los ergoeromos •
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Critica c¡n los or <:■ • ■ r-t o ■ -,-jáfi o o s

Como líenos visto se puede llegar a sensibilidades francamente intere—

se,rites » mucho más allá del limite de tonicidad generalmente admitido»

Evidentemente estas semiraicro-dsterminaciones basadas en el limite de —

perceptibilidad tienen el inconveniente que no responden a una ley de tocio

y nada y se ven influidas por el factor personal. Croeraos sin embargo que

para un análisis do rutina de una harina este método es suficiente para o—

mitir un diagnóstico sobre su peligrosidad» si lia lugar»

Por otro lado » pese a las variaciones en contenido de pigmentos quo so

con las cantidades que llegamos a detectar» cree—

mos quo dichas variaciones no afectarán sustancieluente el resultado*

Aun cuando para una determinación estrictamente cromaiográfica ya hemos

destacado que los tratamientos previos no son necesarios» es interesante —

retener que la cromatografía de la clavorubina puede practicarse siempre —

para una harina que haya sido sometida a cualquier tratamiento previo, de

los que se citarán más adelante» que no sea el de un disolvente orgánico a.

cidifieado»

Señalemos también que incluso dos semanas después de haber sido obtenía

dos » los cromatagramas siguen siendo útiles» bastando para ello volver a

pulverizar con AlCl ( y no en exceso ) y calentar unos minutos a 110 » C»

Es decir que son francamente estables. •

dan en los cornezuelos

b) METODOS ESPECi’IíOFOTOIEJx'HICOS

b»l í BASADOS EN LA CLAV02UBBIA

b*l.*A) Primer método basado en la clavorubina •—

En el estudio comparativo de las posibilidades analíticas de la cía

vorubina y los ergocromos vinos que para la espectrofotometrla los ergocro

£■ mayor y porque se encuentran en más —mos eran más interesantes ( por su

cantidad en el cornezuelo )• Sin embargo» hemos querido estudiar la posibi

lidad de que a pesar de esto , la clavorubina fuera también útil en esto —

sentido.
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Sa esta primor Intento ¿9 poner a punto un Bototo esp^trof©tométrico »

vSlid© ábcr&amoo el problema ¿9 la fostaa más concilla posible * que seria

operar do cañera anSlc^v- ene pera la oresaavografit*^ pero haciendo con la «.

solución final usas. lectura el esr<ectiX)fotóme tro9 es decir s

1) EstracciC# inicial de la harina con éter de potráleo (extrae loa caco'
CSM

tenoMas }

2} Ert-raosidn pasterice? con meis^oX-clorkítlrico al ( extras la clavo»
rubina )

3) Concentraci6n de la solución meta&Slico-Sóida y lectiva al espectro-

fotóaratro a la longitud de cada propia de la clavorubina •

Fuó precisamente al hacer loo blancos con harinas sin oornaroela* según

esto EiStodCj» que obsérvame® como en la solución mata¿r¿51ioc*~oXarhÍ&rica se

hallaban las productos de dsscccrposiciCn de la clorofila y los polifenoles*

según señalamos en el capitulo dedicado a los pigmentos de las harinas (X£)«.
Al observar que dichos nigüentos apareclan en el espectro* oceEprobamos te®

fciSn si ello ocurría en una harina integral* viendo que los pigaentes de —

la» harinas son los mismos en las cubierta® que en el esdospewao* aun cuan

do los de tipo no carotenoidioo predominan en las cubiertas y los oerotemi

des en el endospermo»

Estas ©emprobaciones planteen ya Xa limitación del aótodo* el cual es —

consecueacia tendrá valides general sólo para Iss hacinas de un grada de^ —

extracción normal ( lo que deberá verificarse antes de aplicarlo )• Para —

otros casos sólo servirá ai se dispon© de una muestra &© la misma harina y

6ata no está contaminada y en la práctica esto no suele ocurrir* De tedas

formas * salvo ©n circunstancias de emergencia* la» harinas son de un gra»

do de extracción normal y el método resultará útil en principio*

Por otro lado como que la medida espectrofotcraétrica se hace con la mis

solución que se destina a la cromatografía* los resultados de esta últi

ma nos indicarán si la absorción enoentrada se debe realmente a la clavoru

bina o bien so trata de los pigmentos de la harina o los de otro posible —

contaminante,» Un resultado negativo de la crcmatografia seria señal de que

la absorción leída no se debe al coméroslo* dado que el limite de sensici

iidad ©s el mismo pera emboa procedimientos ( 0S1$ para 5 g@ de vuestra )»

En la figura XUI»I tenomo» loo ©epeotros correspondientea a ü> g* de

ma

**»



y
*»

i {
i i

:ii í

i ! ií
I

i n
I ! !I

«

l !!
I !!

U
Ii

I i
H /N/ : I

:

l

HN+03^ c

—4o,5°/0 C

1!

I • 500
i '•1 \ \

V
*k 5kk\ \ i

\\\ \N*‘ —í
\ \

W
\
\ w\

\

\

koo
K (nm)

50o COO JOO



173

harina eia cornezuelo, aci ceno loa do harinas. con un 0,3 y «a 0,5 $ d© cor

eocxielo* Todas han sido tratadas 2 veces con 50 role ¿3 Éter de petróleo, ©x

traídas luego coa 50 mi# da mataaol-olorhldrico y coucestraao' ©atoa 50 mi#

hasta 5 ai#' • S© observa perfectamente qw© hay ua aunante de a»sorcdGn debí

do & la présesela del oornesuoLo, apreciándose los máximo® a 500 y 530 isa#

propios de la cX&vorubins., les cuales, como os lógico , epereo©» más marea

dos para proporciones mayores do oomosuélo siendo ento&íoes mono» mercado®

los propios do Xa harina#

La tótea di.t'ox‘eacia quo hay entre esta técnica y la cromatogr&fica, es —

que aq,ul es Imprescindible filtrar el Eietancl-áoi&o después de concentrar —

pues aparecen inevitáblemeEifc© túrbidocas» Esta filtración puedo hacerse en

papo!, ®s rápida y eficaz ( con una o dos filtraciones basta ) y las solu—

clones filtradas resultan perfectamente límpidas, coa un color psrdo~r«¿io-

so ( tanto más rojizo cuanto mayor sea la cantidad de cornezuelo presente)#

Operando tal coso hemos venido diciendo ( extrayendo como para la croma-

togr&fla, concentrando la solución metonSlioo-áGiáa hasta 5 ffll# y filtran-
do ), para 5 g® da harina hemos obtenido los resultados siguientes i

$ de corno^nelo D#0» 500 re®

5 1*20

0*800

0,285

0,225

0*155

0,130

o,o?5

3

1

o,5

0,3

o,l

0 (harina patrón)

Bepreaentadoa gráficamente ( Figo XIII®2 ) indican que a la longitud de

onda de 500 na# ( donde la olavorubina en medio ácido tiene un máximo ) hay

una perfecta proporcionalidad entre el contenido- en corneando de una haxd

na y la densidad Optica de la solución obtenida#

Operando con 10 g® de harina hamos llegado a tesar también una difersa»

cía de densidad óptica dei orden de 0,020 entre una harina sin comecuolo y
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tata. con O¡,-03 ( Is2000 ) «

iía doi'initivra » tencaos un. cátodo ‘bastando sensible» fácilmente reali»

sabl©» reproducible y cuantitativo» que tiene 9 ©sto si» ©1 inconveniente

do dtpsaciar en. eran manera del tipo de harina de que es trate# Contendría

disponer do nuestras da la misma harina ©rentas de cornezuelo» asi como de

camesuolca recogidos en el Eáirao lugar y Spooa para » utilizando amoas eo

cas coso patrones» poder dar resultados con absoluta seguridad# Si no» no

Xíüáaucs sor totalmente rotundor* en nuestros resultados cuantitativos ( lo

que»en lo que concierne a los cornezuelos» es extensivo a todos los mitades

cuantitativos que puedan darse )• Do todas; termas coro ya indicamos ante-

riomenta la variabilidad de contenido en pigmentos do los cornezuelos no

parece ser muy grande y una harina sex-á. generalmente do un. grado de extrae

©ióa. normal» por lo que este mStodo» aunque incompleto» pxiede ser útil#

Caso de disponer de un espectro!otómetro registrador, puede te»

narse una orientación sobre si la harina es o no de un grado de extracción

normal observando la intensidad y claridad del máximo de absorción a 630 rsa

ya que en esta zona y en medio ácido, la clavorubina no absorbe ©n absoluto,

per lo que la absorción será atribuidle exclusivamente a la harina* Por de

bajo de 600 nía# esto ya no es posible pues la absorción de los pigmentos —

no carotenoides de la harina se superpone con la de la clavorubina*1

H0T&

b*l*B) Secundo m&todo besado en la olavorubim.

El cátodo anterior tiene el inconveniente» como ya hemos señalado»

d& depender del grado de extracción de la harina problema» lo que lo hace
*

inaplicable para producto» süooa en salvado (piensos) *

El fin que nos hamos propuesto para la puesta a punto de este segundo

mStodo es intentar llegar a obtener unas soluciones dispuestas para la leo

tura espsctroi©t<ss3f.rioa» cuya absorción alrededor do $00 m*» sea debida

fmLca y exclusivamente a la clavorubina» Bicho de otra forma» se ha estudia

do le oansra de eliminar todos ( o oa&i todos) loa pigmentos do la harina»

tanto de las cubiertas oano del ©ndospermo» antes do proceder a la extrae-»

cióo. » con el niet&no2»clarfc£cSric© al i'/>» de la clavorubina*
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1¿2L prcas-so ha. sido laborioso- y en su transcurso sa lian heoho divei'sac «»

otóservacians se respecta a s

1) los polifenoleo de las harinas •

2) La acción de la aoetíSaa ( pura o diluida en agua ) en la aparición —

de diolas poMüenole» en las solucionas »otanSlioo-£.oida» «

3) La acción del e,gua en La «parición de turbiáooes en estos sis-ios IX»

cuidos*

Estas observaciones * coso se recordará* ya ruaron esquematizadas en el

capitulo XX «

Coso la cXavoruMíia se extrae coa el m©tanol~eioxhídrico ( o también —»

con. otros disolventes orgánicos acidificados )* este será el único tipo de

disolvente que no podremos ©mayar en los tratamientoa previos da las hari

ñas»

Con el fin de estar seguro» de que ©1 método que resultara fuera inde-

pendiente del grado de extracción, de la harina* no sólo Léaos trabajado —-

con harinas normales (Eli) sino también, con harina integral (HI) , buscando

que tanto la. una como la otra dieran el misa© espectro de fondo y que esta

fuera mínimo en la zona áe absorción de la clavorubins* Hemos comprobado —

además que el cornezuelo en polvo sometido a idéntico tratamiento no ha —

perdido la dsvorubina y esta da su espectro típico- en la solución raetanó—

lico-áoids •

Hemos prescindido del éter de petróleo,, pues aun cuando era suficiente

como extracten de carotencides en el método anterior * hay otros disolventes

orgánicos que lo hacen mejor •

En el procedimiento anterior se pasaba del éter de petróleo (no polar)

al metanol-áoido (muy polar) donde encontrábamos los polifenoles y los —

productos de descomposición, d© la clorofila» Lo que hemos tratado de hacer

ahora ha sido probar tina serie de disolventes orgánicos no acidificados de

diversas polaridades* asi o orno el agua* los cuales pueden ser buenos disol

ventes áe productos de tipo polifenólico (2£5* 292) »

A continuación iremos exponiendo los sucesivos ensayos que hemos reali—

cada hasta llegar al recultafio más sati sfactorio«T
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Se ha. testado harina* con une de estos tres disolventes 2

lletanol*

Butanol c-aturado de agas y

Acetona *

antea de procede? a 1© que será eicapre la extracción final* es dec.tr* ©1

mei-anol—ácido ©

Comprobamos que ninguna de estos tres líquidos extra©* por lo- cienos de

foma importante* a la davorufcám* y «a ©amblo» extrae», jaejor que el éter

de petróleo» a los eaxoteniside® ( ql butano! saturado de agua es el extrae-

tor preconizado pee la A.O.A.C.) (259)* lo que intentamos ver fuá eá. además

de estas anexidades* por ©1 hecho de ser más polares que el éter do peinó—

le»* son capaos® también de extraer a los otros pigmentos no caroteno5.des»

Trabajamos con harina de grado d© extraccifin normal y sin comesuslo —-

( 10 g» de ISV agitados 30 rein* con 50 ral. de disolvente* dos veces ) y vi

moa que lo» líquidos procedentes á© la extracción posterior coni 50 mi» de

metauol-áoido concentrados a 5 mi* presentaa los espectros siguientes % —

(fí& mi.3 )
— Si el tratamiento precio ha ©ido metano! o acetona el espectro es i&én

tico y ocerpleto* es decir encontramos los máximos a 502* 544 y 630 isa** 395

m» y 362 xmu Por lo tanto ninguno de los dos disolventes nos sirve» En e!

caso de la acetona la absorción es mayor* lo que prueba que de los tres 11

quides probados es el que va peor ®

— Si el tratamiento previo ha sido con butanol sat* de agua* el espectro»

es el mismo pero mucho más atenuado* es decir que este disolvente ©lámina*

en parte* los pigmentos que interfieren, con la olavorubina adenás de elimi—

na? todos los carotémidos* pero* sin embargo* esta eliminación* por lo me

nos en las condiciones en que hemos trabajado* no es total.

El butano! * además* tiene el inconveniente de su gran viscosidad lo que

hace lenta y difícil la filtración.* por lo que va mejor centrifugar'» Apar—

te de esto* las soluciones meianSüco—áoxdas* procedentes d© una harina. —

previamente tratada con el butano! sat» de agua* resultan algo turbias* iu

oluso deepuSs de filtrar»



Fia XUl- •'"w

i
í

'■*'*

U*Q
f
i

i
/'*

\
\ í

\t
t/\ \ \/ i

¡\'. \
\ V \

\« A%

\ / \*

i

\
%

%

%

\
s

%
%

*

\%

*

%

\
. \

*

\' -«i

,
I

\i
I

\

\»
I
i

\
I

i
t

I

\I
1
I

\
I

"TraVaw^^Vo y>rtv*e:
Acetad í? ^fij’á.noL

i

»

\>
l \

\
*

I
I

t IWanol ^ de
%

ajva.. I

lI
I

I

\t

t

\I

1

Sol\i
i

5¡tkV

\ 6*0\
\

\%

X

\%

\
v
\
\ \V

\
\

í\\

Kx
'V

i I I ?

HQO ¡O-Z£00500X (m-n)



■t ;? !-í

to •ercrastcgrafia en capa fina ( sofihx la técnica tttAlisada para la clavo^
'-K»

rutarías Silicagel G imprégnalo do ácido oxálico como soporte y cloroformo/
seteno! 9sl «orno ©luyen*® )> se observa también que apena» hay »awtora ©o-

rreoponáiontes a los pigmentos do las harina» si el tratamiento previo fue

el del butano! sat* de agua y que en cite cao©, además, si operamos con to

. riña» adicionada© de cornezuelo, la mancha correspondiente a la o3n.ivora.bi-~

na es nuy clara y tiene íoxsa de media luna, en ros do eetfirica, detall© os

te cus se ha producido siempre que Jba habido contacto con el butano!, eia

que hayamos encontrado ninguna explicación al respecto »

Bn. definitiva descartamos la acetona y el met&nolj sin que pódame© cíes»

©artar también el butano! sat* da aguabas» resulta tampoco satisf&otorlo*

^a^corio^d© ^£o^i^noiaoms_f;r3tonieoto_t)revpva _con agua »

Vistos los resultados anteriores, hemos pensado que quisáo fuera el &-
*

gua que se encontraba saturando al butanol, la que le daba una cierta ©ana

cldad de extracción de los pigmentos no ©arotenoides de la» harina», ya que

de tratarse de productos solubles ©a los alcoholes hubiera sido más lógico

que fuera el metaml un extractor mejor que ©1 butanol* Por tratarse vero»

símilmente de polifenoles es posible que estén en forma de glucósidos y —»

sean por lo tanto solubles en agua*

Asi pues hemos planteado unas experiencias análogas a las. anteriores comí

10 g* de harina oon los siguientes liquido» de extracción $

Agua,

Putanol saturado de agua y

Metanol •

Repetimos por lo tanto dos de los disolvente® utilisados en la ozpericn

cia anterior para poder comparar su» efectos c-on loa del agua y ver, además,

si aumentando lo» tiempo» y el número de extracciones tensaos alguna, rae joca

respecto a los resultados anta» citados *

So han macerada los 10 g* de harina durante 4$ .toras, dos veces, con 100

mi* de uno- de los disolventes antes citado» ( operarnos con tls» muestra® á&

harina, una para cada disolvente)* Después de filtrar , on ©1 caso del me-»

tanol y centrifugar en los otros dos, se han agitado los ra:.>A&ucs¡, 2 veces

más durante 15 minutos* con 100 mOu del liquido do extracción correspondí,-?).’».
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tes» salva en el casa del agua que se ha agitado 15 minutos cotí acetona y &m

trca 15 aÍButo3 cosí butano! saturado de agua ( para eliminar los restos do

agua* c.ol cama los carotenaides que ko smi extraídos por ésta* además de rué

la acotors desltaoe la pasta cus la harina fama con el agua )*
Finalmente * los 3 residuos asi tratado» &e extraen. coa 30 mi* de metanol

; clcrhídrio© aX 2# durante 1 hora* se concentran basta 5 sal* y se filtran —

( lo que en el caso de la muestra tratada con agua ©asi m hace falta}*
Ta a simple vista se observa, que el color da estos 5 mi* no es igual pa~

ra las tras muestren %

Harina previamente tratada, con

AmarilloAgua

Metano!

Butanol sat* de agua

y en. el espectro esto se traduce en varias diferencias claras g

~ En los líquidos de extracción de la muestra tratada con agua no Hay nin

gfin producto que absorba a 500 rm» o más de longitud de onda* es decir que

los: probables productos de la descomposición de la clorofila ( pardo-rojizos)
están ausentes* Ea cambio en los otros dos casos so observan* es decir* que

por más que se aumente el tratamiento* ni el metano! ni el butanol sa&urs»»

do de agua* llegan, a agotarlos*
— El máxima- de absorción a 395 na* apesas so observa en la muestra que

se trató con agua y si en las otros dos casos *

— Por el contrario* el máximo de absorción a 3^2 m* aparece muy marcada*

tanto en el caso de Xa Harina tratada con agua como en al del asotano! y apa

na® ea aprecia en la harina tratada can butanol saturado de agua *

Amaril lo—rojiao

En resumen* tenemos* por lo que a harinas concierne* que el agua es abso

latamente eficaz para eliminar* antes de Xa extracción con metanol—ácido *

cualquier* producto que absorbe a 500 isa* o más * asi coma el que absorbe a

395 mi»» En cambio* por lo menos tal como la hemos usado* no elimina o! mj.
zimo de absorción a 362 rnn, para lo que es más eficaz ©1 butanol saturado

de agua* Es de notar* además, que si la extracción con agua ee hace a partir

de harinas integrales o de salvados* las soluciones, acuosas obtenidas ti©»»

non un color mucha mis oscuro* ee decir* que estas pigmentos extra!bles por

el agua son más abundantes en las cubiertas que en el endosperme# Caneen-

turar estos liquides acuosos resulta difícil por las turbideces y la ©srstwa*
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íor ©resmatQga-afSa en capa fina ( en SiliesgeX G impregnado do ácido exá

I3.ce con clorofonao/rao1;aTK>l 9sl como eluyente ) vemos que no sa aprecia ——

prácticamente nín^rao. mancha, especialmente en el casa de la harina trata-

da con agua»

Parece pues evidente que el agua es imprescindible pasa conseguir un es

peetro de ionio prácticamente nulo» Sin embargo, vemos que no es suficlen»

te ya que subsiste el máximo de absorción a 302 rao*

Visto esto, hornos verificado si ol agua era capas de extraer al-gün píg-

mentó del oornesueloír Macerando durante 3 días, con agitación de vea en cite?:

do¡, 1 g* de polvo de cornezuelo con 30 mi* de agua, 09 obtiene un sobreña-

danta pardo-sucio, que filtramos, registrando a continuacISn su espectro, —

que no presenta ninguna ábsorciSn atribulble a ol&vorubim o ergocromos» «—

Si extrae®»» el residuo con metanoL»£oido comprobamos que en esta nueva di-

solución se encuentra la clave-rubina* Mi siquiera extrayendo el cornezuelo

con agua acidificada coa IjS de ESI es libera la elaverubina ni los ergoero»

esos, es decir, que en medio acuoso neutro o ácido los pigmentos del coame-

suelo no son esstraibles* Es más, extrayendo con 50 nsl» de raetanol—ácido \fj
1 g® de cornezuelo previamente tratado con agua y otro gramo que no sufrid

tratamiento, vemos que el espectro de las soluciones meianSlioo-áciáas es —

el mismo en ambos casos, propio de la olavorufclna en medio ácido® La única

diferencia es una ligera ábso-rcl6n,por parte del liquido corre spondiente el

cornezuelo no tratada, por encima del otro , lo que debe atribuirse a les —

producto® que hubieran salido con el agua y que ahora ocasionan una cierta

absorción de fondo •

¿g rcrícjie ^^eri¿r*£Í¿s_s_aTnpliaci6n del traiamlento can

Aceptada el agua oano imprescindible en el tratamiento previo a que se —

debe someter la harina, pero visto que no es suficiente, trataremos aquí de
t.í/¡ cual puede ser el. disolvente orgánico capa® de extraer los caroteno!

áse, asi coma el componente que absorbe a 362 isa», con lo que quedarla resuel
io el problema para cualquier tipo de harina* Deberemos asi raliszo procurar

que no aparosean turbideces en los líquidos metanSlioc—ácidos ya filtrados»
Los nieves disolventes que probamos son s
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Acetona al 75 $ (útil para la extracción de los polífono!©» de ce»

reales según LQHTIE y VGSTS) (2Y9)
Eter ©tilico •

Sabemos ya , por las experiencias llevadas a cabo ©n columna de arena,

que el éter etílico no extrae la clavcrubiaa, aunque hemos visto, forzando

la extracción, que si lo hace con parte da los ergooromos* Raspeóte a la a

oetoim al 75 $ Recios comprobado , cama antes con el agua, que no extrae la

elavorubina, por lo mema en proporciones que puedan ser dignas de ser te—

niélese en ouenta®

Hemos efectuado una experiencia a base de extraer una harina con metanol—

ácido después de haberlo hecho con agua, sin el intermedio de acetona y &u-

tanol eat* de agua, como hicimos antes y hemos observado que en la solución

metanélioo-ásida aparecían gran cantidad de turbideces, que no ea eliminaban

a pesar de la filtración* Estas tusbiáeces pueden atribuirse a las protel—

ñas del trigo que no son totalmente eliminadas por el agua, debido, en paxw

te , a que la harina con el agua fama una pasta que hace difícil realizar

una extracción prolongada satisfactoria* También cabe la posibilidad de que

se trate de interacciones polifenoless-haxims (285), o bien a que falto una

previa extracción de grasa que mejora notablemente la posterior extracción

de las proteínas hidrosolubles® En cualquiera de los casos los disolventes

orgánicos que complementen el tratamiento con agua deberán solventar también

este problema®

Han sido necesarios varios tanteos para llegar a resultados utilizables

sobre la mejor manera de tratar una harina antes de extraer la clavorubina

del cornezuelo que pudiera contener* ¿1 irlos exponiendo indicaremos canti—

dad y clase de la muestra temada, volumen del liquido de extracción (LE),
disolventes empleados, tiempo de extracción y aspecto de las soluciones oh»

tenidas® Como que en todos los casos el espectro que interesa es el de la

solución metanólico-Scida concentrada a 5 mi* será éste el que expondremos

en las figuras y en ellas se verá si los tratamientos anteriores han oli—

minado o no lo que nos interesa®
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1} Intentamos ver si la acetona al 75 $? citada como extractor de los po

Hiendes de ciertos cereales? puede suplir al agua.

¡50 mi. LE *5 g. EH

a) Butanol sai* de B^O (elimina carotanai&as) —- 15 min. — 2 veces*
1. Amarillo

2* Incoloro

b) ¿cotona 75 $ (elimina polifenoles ?) —— 15 min. —- 2 veces *

1. Levemente remiso—turbio

2. Incoloroc)MeO^/HCX 1# —- Usara •

El espectro de esta última solución ( Fig* XIII.4 — registro 1 ) tiene

los máximo® de absorción a más de 500 m. atenuados pero visibles? el de

395 m. muy marcado y el de 362 isa. bastante marcado. Por lo tanto? para

nuestro® fine® decididamente el agua es imprescindible? no sirviendo,1a —

acetona al 75 $ para suplirla .

2) 5 g* SU 50 mi. LE .

a) EgG —— 15 min. —
b) Acetona —— 15 min. —— 2 vece» *

2 vece» * Prácticamente incoloros •

1» Amarillo-turbio

2. Levemente amarillo—turbio

©} MeQB/Hd 1$ 1 hosca •

El espectro de la Última solución ( Fig. XIII.4 — registro 2 ) muestra

que se han eliminado los máximos de absorción, a más de 500 nm. asi ocaso el

de 395»? pero en cambio se acentúa el de 3&2 nm»

3) Para confirmar los resultados inmediatamente anteriores, asi como los
del final de la segunda parte de experiencias? que era a base de H^O, ace
tona y BuOH sat. de H^O ? planteamos una secuencia con mayores volúmenes
de L.E* y tiempos de extracción *

5 g* HH — 100 tniT LE ( menos con el UeOB/ECl que se hace con $0®!)
30 min. — 2 veces *s) h20

1. Blanquecino-turbio

2. Id. id.

b) Acetona —- 20 min. 1 ves * amarillo-turbio
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e) BuOH sai* de E^Q —— £0 mili-» —— 2 veces í

1» Levemente amarillo

2# Incoloro-

d) Acetona «—— 20 min* ——. 1 ves g Incoloro

©) MeOB/HCl 1$ — 1 Lora *

El espectro de la última solución no lo hemos registrado porque es i&Sa

tico al anterior salvo en que el ligero hombro que habla a 395 nía» ha d©-

sapsrecido totalmente y en cambio se ha intensificado notablemente el

mimo- de absorción a 362 nm«*

Decididamente , por lo tanto, el H^O elimina los máximos de absorciSn —
de más de 500 mu asi como el de 395 £m», pero no lo hace con el máximo a

362 ñau Mas, hay un gspeoto importante a destacar y es que cuando se extra

¿o con MeOE/ECX X$ una harina cuyo único tratamiento previo habla sido con

HgO , se habla formada gran cantidad de túrbidos que impedía llegar a la -
concentración suficiente, pero, no hablamos observado allí ningún máximo a

362 mu» Por otro lado, ya hemos señalado también que cuando el tratamien-

to previo habla sido- sólo con BuOl sat* de E^O, este máximo apareóla muy —
atenuado* Todo esto nos ha llevado a pensar que pudiera ser la presencia —

de la acetona la causante de la intensificación de este máximo de absor— —

oióa a 362 m* al aumentar los tiempos y volúmenes de extracción#

4) Para confirmar las observaciones que acabamos de hacer planteamos una

nueva secuencia de extracción en la que no hay acetona •

100 mi# LE (menos con el MeOH/ECl 1$, que se hace con

—► 2 veces g

5 g. HU

a) HgO 30 min*
1# Blanquecino—turbio

2, Id# id*

b) Eter etílico —— 30 min* — 2 veces t

1* Amarillo-turbio

2* Levemente amarillo-turbio

c) KeQE/HCl —— 1 hora •

Con esta sucesión de disolventes se pretende que el H^0 extraiga los po.
Ufemias que estén al estado de glucósidos, mientras que el éter etílico

lo haga con las posibles aglioonas y con los carotenoides# Asi mismo el —
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E^G (pese a lo cual 1® ha
riña empapada de agua se agita mal con ©1 éter- ©tilico pues se ha formado

una pasta? lo que no oourrl& con la acetona al ser esta mucho más miscibl©

.

Ea la figura XUI.4 — registro 3 ? vemos el espectro de la solución me—

>•' taaólico—ácida aquí obtenida y oéncentrada a 5 nal* y aunque es algo turbia

(incluso después del filtrado ) debido quicás a que subsisten proteínas o

dextrinas mas o menos dispersas que el éter no ha eliminado? vemos que no

hay ningún máximo de absorción de los que nos interesaba eliminar por lo —

que por 1® que oreemos que este puede ser un buen camino#

éter etílico tiene una cierta miscibilidad con el

en el

5} Con el fin de comprobar de forma concluyente si la acetona influye de—

clsivamente en la aparición del máximo de absorción a 362 m* hemos repetí

á® una secuencia idéntica a la anterior pero con dos variantes s

a) intercalando dos extracciones dé 13 minutos con 100 mi* de acetona en

tre el H^O y el éter etílico *
b) id* id* entre el éter etílico y el MeOB/HCl 1$ *

Lo® resultados son concluyentes pues en ambos casos no ha habida turbl-

des? pera ha aparecido un único máximo? muy marcado? a 352 m* y lo que es

más? este máximo se intensifica en el caso de las harinas integrales? lo —

que prueba? una ves más? que la distribución preferente? pero no exclusiva?

de los pigmentos no cerotenoides del trigo es en las cubiertas* Además? es

to nos obliga a eliminar esta absorción a 3&2 m* pues ? si no? el método

no será independiente del tipo de harina? que es precisamente lo que se pre

tende*

Admitido este papel de la acetona en la aparición de este máximo? cues-

ta explicarlo? ya que si se tratara de que desnaturalizara alguna protelna

y que esta al coagularse englobara algftn pigmento que sólo fuera posible —

liberar con el MeOH / HCl 1$ esto se solucionaría tratando con acetona deja

pués de hacerlo con H^O y éter etílico y heme» visto que no es así * Por —
otro lado este máximo no aparece exclusivamente cuando ha intervenido la —

acetona? ya que? por ejemplo? era muy manifiesto en soluciones metanólieo-

Acidas procedentes de harinas tratadas con MeOH* Lo que sí hace la acetona

es acentuarlo mucho más que cualquier otro tratamiento? sea ei que sea el

momento en que la acetona intervenga en la secuencia.

Queda en definitiva demostrado que el método deseado deberá ser a base
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de agua y éter etílico »

4s_s^.r¿sLA® ¿^e£Í£”£¿as_.s_pue_sta a £.unto del método. buscaáojs

a) Para asegurarnos de la eficacia ¿e este tratamiento lo aplicamos a »

harinas integrales y comprobamos que en las longitudes de onda comprendidas

entre 36$ y TOO nm» los espectros de El y Eli son prácticamente idénticos*

por lo que tenemos ya con seguridad, el fundamento del método buscado* es da

cir* independiente del grado de estraceióa de la harina» Sin embargo* en —

las EX el problema de las turgideces al concentrar las soluciones metanSli

corácidas es mayor y se bao© necesario filtrar varias veces para tener una

solucién transparente susceptible de dar una lectura correcta al espectro»

fotómetro •

Debemos pea? lo tanto ajustar el námerc* orden y duración de los tiempos

de extracción con ambos líquidos •

b) Para averiguar la cantidad necesaria de éter etílico pesa -essfisap 5 £•

tanto de EX como de HE sometemos ambos tipos de harinas a extracción con —

100 mi» de dicho disolvente durante 15 minutos» Les líquidos obtenidos* con

centrados a 5 mi» * dan espectros fundamentalmente distintos* observándose

claramente los máximos de absorción propios de loa carotenoides en el caso

de HE* mientras que en EX apenas hay señales de estos carotenoides* de don

de se ve que la mayor parte de los carotenoides se encuentran en el endos»

permo» Haciendo otra extracción análoga con los residuos y concentrando* »

resulta* tanto para HE como EX* un espectro mío a partir de 350 nm# Por lo

tanto dos extracciones de 15 minute® con 100 mi» son suficientes para cual»»

quier tipo de harina»
Habiendo realisado experiencias paralelas con polvo de cornezuelo* ve»

mes que se extraen parte de los ergocromos pero no la clavorubina»

o) Si después de extraer con el éter etílico lo hacemos directamente »

con el HeOH / EGl 1$. ( 30 min» — 50 mi» ) y concentramos a 5 mi* aparecen

en el espectro todos los máximos que nos interesa eliminar * 630* 544* 506*

395* y 362 nnu ( este flltimo muy marcado pese a que no ha habido acetona en

ningón momento ) siendo además la absorción mayor para HI • Vemos pues que
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es el agua la que elimina todas las absorciones que interfieren »

Operando también duraste 30 minutos coa 50 ral® de KeOH/HCX 1$ con 250 —

ages* de cornezuelo y volviendo luego a extraer ©1 -residuo con el mismo IX*

quicio* encontramos que en la segunda extracción ya no m obtiene clavorubi-

na* ea decir* que una extracción de 30 minutos es suficiente*

d) Se trata de ver cuantos tratamientos con H^O son necesarios para llegar
a resultados satisfactorios®

Para 5 S* de cualquier harina ha resultado ser suficiente el siguiente

método $

a) Eter etílico —- 100 mi® — 2 veces — 10 minutos®

b) HgO — 100 mi# — 3 veo es —- 10 minutos#
c) Eter etílico — 100 mi® —- 1 vez — 10 minutos®

d) MeOE/HCl 1 $ —- 50 mi® — 1 vez — 30 minutos •

En la Fig® XIII®5 tensaos los espectros correspondientes a 5 g« de HEf*

5 g® de HI y 250 mgrs® de polvo de cornezuelo (c) después de ser todos so-

metidos a este .tratamiento* habiendo concentrado los LE a 5 mi®® Se observa

que el espectro de fondo debido a una ES es nulo en la región donde absorbe

la clavorubina y prácticamente nulo para una HI® Como que la HI es en cier

to modo un caso extremo el resultado puede considerarse satisfactorio»

Incrementando los tratamientos con E^O * ambos espectros (El y M} tien
den a disminuir y a igualarse más todavía* pero no conviene hacerlo* pues

un mayor contacto can el agua hace que la harina forme cada ves una masa —

más compacta* aparte de que la extracción con agua y la ulterior centrifu-

gaciótt son engorrosos* sobre todo por la gran cantidad de espuma que se —

forma al agitar la harina con el agua ( lo que puede paliarse dejando empa,

par la harina antes de agitar y hacer esta agitación lo más lenta posible)®

Podemos por lo tanto adoptar esta técnica que tiene * respecto a la an-

terior* la ventaja de ser independiente del grado de extracción de la hari

na* que es lo que se buscaba* pero* esto se ha conseguido a costa de que —

las turbideces que a veces se presentan * obliguen a hacer dos filtrado—

nes antes de que el líquido sirva para una lectura espectrofotométrica y —

al filtrar hay una pequeña parte de clavorubina que queda retenida por di-
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abas turbideces, es deoir que hay una- pérdida de sensibilidad y además el

método» no es tan rápido •

Operando con 5 E» de harina, oon cantidades conocidas de cornezuelo y —

leyendo las- densidades ópticas a 500 nm» hemos obtenido los siguientes re

sultados t

de cornezuelo DoOt. 500 «m*

0,4^0

0*335

0,115

0,110

0,055

0,035

5

3

1

o,5

0,3

0,1

Estos resultados aparecen en la Fig* XHI*6 y vemos que existe una cier

■fea dispersión y que, además, para cantidades de cornezuelo del orden del —

0,1 $ la sensibilidad es insuficiente*

Si se intenta operar con mayores cantidades de harina el problema de —-

las turbideces aumenta sin que haya una ganancia de sensibilidad, perdión-

dase además reproducibilidad*

Creemos que hemos agotado las posibilidades espectrofotométricas de la

clavorubina y a pesar- de que la elaboración de este último método ha resal

tado compleja no resulta totalmente satisfactorio*

Espectrofotometricamente, como veremos a continuación, los ergooromos —

presentan mayores ventabas *

b.2 t BASADOS ES LOS ERGQCROMOS

b*2*A) Primer método basado en los ergooromos;

Del cuadro resumen de las características de los distintos tipos de

pigmentos del cornezuelo, ya se desprendía que espectrofotometricamente —

los ergooromos son más interesantes para el análisis, por varias razones t

a) Se encuentran en el cornezuelo en mayor cantidad *
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b) Su coeficiente ¿© absorción ociar en su máximo de absorción zaS» im-

portante es mayor qua el de la elsvorubina •

©) Ü poderse extraer Hedíante disolventes neutros es posible aplicar ~

su capacidad de reaccionar con el IXCI^ ( si dichos disolventes sen polares}*
d) 11 ser extraídos mediante estos disolventes, es decir on condiciones

; más suaves que la clavorubina ( que requiero acidez ), los productos proce

dentes de las harinas que los acompañarán &sr£n menos •

Teniendo todo esto en cuenta? nuestro primer intento en tal sentido va

encaminado a experimentar con el disolvente menos polar capaz de extraer —

los ergocromos de forma importante t el cloroformo •

Como tratamiento» previo aplicaremos al desengrasad© con éter de petró-

le© ( no puede hacerse con éter etílico pues éste es capas de extraer en —

parte dichos pigmentos )*
Operando con 5 g» do harina y 1GO mi. de éter de petróleo, tres veces —

durante 15 minutos, el producto queda totalmente agotado en lo que a este

disolvente se refiere.

En la figura XIXI»7 tenemos los espectros correependientes a la extrae

ción con 50 mi. de cloroformo durante 30 minutos, filtrados y sin coticen-

trar de s

— 5 S* de una harina de grado de extracción normal (H&) .

— 5 8» de una harina integral (Hl)
— 250 mgrs. de cornezuelo en polvo (C)

los cuales han sido tratados previamente con éter de petróleo tal como se

ha indicado.

Se observa en esta figura que el espectro de fondo debido a BXf es nulo,

I*aro que el de EX en la región de 340 m«, donde los ergocromos tienen su

máximo de absorción, es ya importante.

Es de notar que el espectro correspondiente & los ergocromos es practi—

cemente el de los pigmentos puros, lo que confirma la bondad de la extrae—

ción con cloroformo, muy selectiva respecto a los ergocromos.

Concentrando a 5 mi. los líquidos clorofórmicos, el espectro procedente

de ES sigue siendo- poco importante, pero no ocurre así con EE, cuya solución

clorofórmioa concentrada tiene una gran absorción a longitudes de onda in—

ferrores a 400 nm.

Por lo tanto, el método que con este fundamenta podríamos elaborar se—
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serla interesante sólo para harinas á© un grado de extracción normal y en

este sentido seria un método muy útil, sensible y sencillo, que puedo lie**

gar a sensibilidades superiores al 1 s 1000 trabajando coa 5 g* de harina

y lógicamente mayores aun si se aumenta la toma de muestra®

Sin embargo con este método no nos hemos considerado satisfechos dada —

i su dependencia del grado de extracción de la harina y , además, porque he-

moa comprobado y ya sabemos d© antea, que extrayendo a continuación con me

tanol se siguen extrayendo ergooromos, es decir, que por lo menos de una —

forma rápida el cloroformo no nos dará la máxima sensibilidad posible#

Es interesante citar como detalle que en una harina que ha sido tratada

con cloroformo se manifiestan con mucha mayor claridad las partículas os —

curas que pueda contener, tanto si se trata de salvado como del mismo cor-

nesuelo*

Con las soluciones metanólicas obtenidas, a partir de M y EX ya tratadas

con éter de petróleo y cloroformo, hemos realizado una observación iniere—

sante que será la base del método posterior y es que sobre estas soluciones

puede practicarse directamente la reacción con el 11C1^ y en la región de
370 ma», donde la variación de densidad óptica debida a la reacción ergocro

mos—HCX^ es máxima, las variaciones debidas a los productos extraídos por
el metanol de la harina ( tanto BU como El ) son muy pequeñas #

b#2#B#) Segunda método basado en los ergocromos *—

Basándonos en la .01tima observación realizada en el método anterior,

planteamos otro de la forma siguiente, para 5 £• de harina s

a) Extracción 3 veces con 100 mi# de éter* de petróleo durante 15 minutos#

■fe) Extracción de los ergooromos con metanol* 25 mi# durante 30 minutos,
una vez#

Es decir, que extraemos los ergooromos directamente y en un liquido que

proporciona un medio adecuado para su reaoción con el AlCl^ #
En la figura XIII*8 tenemos los espectros de los líquidos de extracción

metanólica sin concentrar, registrados, antes y 10 minutos después, de adi

clonar al contenido de la cubeta del espectro!otómetro 5 gotas de solución

metanólica al 10 $ de ÜCl^# Observamos que los espectros iniciales corres
pendientes a HE y El son muy diferentes, mucho más que en el caso de la —
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extracción cloroíÓrmica* pero la modificación de la absorción a 37Q tea* da

Mda a la acción del HCX ea pequeña en arabos casos, aun cuando no igual,
3

pues en Eli se traduce en una ligera disminución y en El en un aumento *

Bebemos recordar» del apartado YHI*i (complejos Ergooromo M—AXCI^)* que
cuando la cantidad de AlGX^ estaba on gran exceso respecto al pigjr&aio era

> en la zona de 370 na* donde se experimentaba la máxima -variación de densi—

dad óptica» a consecuencia de la reacción A1CX —Ergocromo y en nuestro ca-

so aquí, la cantidad de 5 gatas de AlCl. al 10 $ que adicionamos al conte-

nido de una cubeta cumple con creces esta condición de exceso requerida y

la susodicha variación de absorción es medible y menos fugas que en el ca-

so del pigmento puro *

En la figura Hn»9 tenemos los espectros correspondientes a las solu-

©iones metanólxoas (sin concentrar) obtenidas tal como hemos indicado a —

partir de harinas normales adicionadas de 0*1 » 0*5 y 1 ’p de cornezuelo,
hablándose registrado estos espectros antes de la adición de AlCX^ y 10 mi
jautos después* Si se llevan las variaciones de densidad óptica observadas

a una gráfica ( Fig* KCII*1G ) se efejerva una linealidad perfecta* que hemos

oonfirmado*

líotemos que la variación debida a un 0*1 $ es superior (más del doble)
y*además, de signo contrario a Xa que experimenta un blanco sin cornezuelo

y ello ha sido posible sólo con 5 g* de muestra y sin neos sidad de caneen»

trar los líquidos de extracción* Es decir, que el método es perfectamente

útil para estos casos *

Pero» el aumento de absorción propio de la presencia de tan 0*1$ de cor-

nezuelo es del mismo orden ( incluso algo inferior ) al que experimenta ya

de por si una harina integral sin cornezuelo* por lo que no podemos consi—•

¿erar el método satisfactorio para productos con un elevado contenido de —

cubiertas* De hecho* de tratarse de un producto de esta Indole» se aprecia

ya a simple vista, por lo que no hay posibilidad de confusión* En ¿efiniti—

va pues, este método que resulta bueno* sencillo* sensible y reproducible*

carece de validez general aun cuando es mejor que todos los anteriores, —

pues la harina integral es un caso limite* pero variaciones no muy grandes

en el grado de extracción de la harina problema no lo afectarán grandemente*

Sabemos que el agua elimina casi totalmente los polifenoles de las harí.
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Bas* tañí® las del endospermo cosía lar? de las cubiertas* por ello heseg —

pensado que una solución al problema seria intercalar en el procedimiento

equ£ utilizad© un tratamiento con con lo que suprimiríamos total o —

parcialmente las diferencias debidas al tipo de harinas* En efecto asi es*

pues ©n la Fig* 1111*11 tenemos el espectro de 25 mi* de solución metanó»

lisa procedente de someter 5 &» tanto de HU como de HX afe£ como 200 mgrs#

de comesuelo al siguiente tratamiento s

a) Das veces con 100 mi* de éter de petróleo durante 15 minutos*

fe) los veces con 100 mi# de H^O durante 15 minutos#
c} Urxa ves con 100 mi* de §tex> de petrSleo •

d) Una ves con 25 mi* de metano! durante 30 minutos #

Es de observar que las diferencias de absorción, tanto en la región de

310 Esa* como en cualquier otra* antes y después del tratamiento con AlCl^*
son mínimas ¡y prácticamente idénticas y el agua no afecta para nada el —

comportamiento del cornezuelo* Esta serla* pues* un sistema de solucionar

nuestro problema* pero la intervención del agua* po® un lado, ¡¿larga la o»

peración* pues hay que centrifugar y forma pasta con las harinas y además

el agua provoca el que en las extracciones posteriores* si interesa cerneen

trar* aparezcan turbideces * atrlbufbXes o a proteínas o a quinonas* pero

que en cualquier caso harían poco reproducible el método*

Es por esta razón que no nos hemos dedicado a mejorar este procedimien

to> sino que hemos decidido abordar el problema de forma definitiva de o-

tra manera* aprovechando todas las experiencias anteriores, resultando un

método para nosotros definitivo ya que cumple los objetivos propuestos*

NOTA •— En el transcurso de experiencias segftn este 4® método espectro

fotométrico hemos hecho una observación interesante y es que trabajando —

con cantidades relativamente grandes (25 g*) de harinas de extracción ñor

mal* extrayéndolas con metano! después del tratamiento con éter de petró—

leo y concentrando este metano! a tinos 10 mi* * el comportamiento de su —

espectro tras la adición del 1X01^ es el mismo que se observa para ¡j g, -
de harina integral* segñn se observa en la figura XHI*8 * es decir* que

parece ser esto una indicación más de que la diferencia de comportamiento

de los pigmentos de la cubierta y los del endospermo es sólo de grado #
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XIY* METODO BSIPrnUSO

Para la ©laboradla do este método besaos procurado reunir todos los ——

aspectos ventajosos de los anteriores ( cromatográficos y especirofotomé»»
trices ) evitando sus dificultades *

Ea resultado como sigue para 10 g» de muestra »1)Tratamiento coa éter de petrSleo s 3 veces con 100 ralo durante 15 —-

minutos »

Con esto eliminamos prácticamente todos los carotamides y gran parte —

de los lipido® de las harinas asi como todos los lipidos ¿el cornezuelo*2)Tratamiento con oloroforgio i 1 vez con 50 mi* durante 45 minutos »

Con lo que se extraen los ergocromos y aunque la extraocién es menos ex

haustiva que la que se logra con el metanol, esto viene compensado con ore

oes por el hecho de que el cloroformo extrae menos pigmentos de las harinas,

aun en el supuesto de que sean ricas en cubiertas, con lo que eliminamos —

ya de entrada gran parte de la posible dependencia del método del grado de

extraccién de la harina» ¿demás, la diferencia entre la cantidad de erg»-

cromo extraída por uno u otro disolvente ( cloroformo o metanol ) no es —-

muy grande y la sensibilidad obtenida con los ergocromos extraídos según —

este método ha resultado satisfactoria* Otra ventaja del cloroformo es que

no extrae en absoluto a la clavarubina •3)Evaporaoién a secó ( a temperatura ambiente ) en rotavapor de la so-

luolén cloroférmioa de los ergocromos y redisolucién del residuo en 10 mi»

de metanol* Con esta solucién metanélica se hace una lectura de densidad —

6-ptica a 370 mu* se adicionan 5 gotas de solución de tricloruro de alrsml—

nio ¡al 10 ^ en metanol en la misma cubeta del espeotrofotémetro y se hace

otra lectura de densidad ópticas a la misma longitud de onda» 10 minutos

después • La diferencia observada nos dará la cantidad de cornezuelo pre—

sentó en la harina •



Í88

A pesar de que los líquidos do extracción olorofórmica procedentes de

harinas normales o de harinas laterales son más parecidos» desde el pun

to do vista espectral» que los procedentes de una extracción, raetanólica»

sigue habiendo una cierta diferencia» pero ésta se atenúa muchísimo si lo

qu© medimos es la variación de densidad, óptica a 370 m* debida al AlCl^*
El objeto de redisolver en metano! os proporcionar un medio apto para

que la reacción con el £LCX^ tenga lugar» ya que en cloroformo ello no es
posible*

Además» si la reacción tiene Xugsr en la solución meianólica obtenida

en estas condiciones» tanto para ES como para El» la adición de AiCX
3

traduce en un ligero aumento: de densidad óptica ( siempre a 370 isa*} cc—

mo puede observarse en la Fig* UY»X y en cambio en el caso de la extrae

oión directa de la harina con meianol» ol AlGl^ provocaba un aumento da
dicha densidad Óptica para una El y una ligera disminución para una HE v

La reáísolución en el metano! del extracto obtenido a partir del cío-

roforsao se hace agitando durante 15 minutos en el mismo rotavapor con —

los 10 mi* de metano! ( sin hacer el vaoio ) el matraz donde está el ©»-

tracto seco a redisolver y dejando luego 15 minutos más el matraz vertí*-

cal en reposo» quedando en su fondo una sustancia de aspecto grasa que —

el metanol no redisuelve totalmente» lo que indica que la solución meta-

nSIica contendrá los ergocromos de forma más pura todavía que el cloro-

formo»

se

Es de observar que tal como operamos » sobre todo las harinas de un —

grado de extracción normal» ceden algo de carotenoides al cloroformo» lo

que puede tener dos explicaciones s

a) Insuficiente tratamiento con éter de petróleo •

b) Heterogeneidad de fijación de los carotenoides en las harinas •

Hemos realizado experiencias de extracción intensiva de harinas con éter

de petróleo en Scahlet» pero incluso 10 horas después, la harina seguía

conteniendo una pequeña cantidad de carotenoides» lío interesa un trata-

miento- previa tan largo» habida cuenta» sobre todo» que no conseguimos —

mejoras sustanciales del método» Dado» pues» que no eliminamos los oaróte

noides de una foxms total con nuestro tratamiento previo con éter de p©~

tróleo» ©abe la posibilidad de que sean ellos precisamente los que Ínter
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■vesrSP&a ? por lo menos en porte® en. el" ligero aumento de densidad óptica —

que se observa a 370 mu* Eo olvidemos que el problema de la extracción —

do los lipidos de las harinas es muy complejo (293) •

Para comprobar esto® nos hozaos limitado a una experiencia muy sencilla

consistente en redisolver en metano! un extracto seco procedente de la ex

tracción con Ster de petróleo de una harina normal y por lo tanto tenemos

una solución metanóliea en la que se encuentran los carotenoides de la ha

• Si a esta solución metanóliea le añadimos IXCl^ observamos en su —
espectro la evolución señalada en la figura XI¥*2 ® que se traduce en de»

flnitiva en un aumento de la densidad óptica a 370 mu* Esta alteración —

de los carotenoides se debe a que el ülCX^ es un. ácido y como tal provoca
la isomerisación trans-cis de los carotenoides® con la consiguiente pórdá

da de configuración y posterior degradación® debido & que el oxigeno ai—

mosfSrico puede entonces fijarse sobre los dobles enlaces® formándose ep_6
xido® primero ( a este respecto conviene advertir que la xantofila es al—

go más estable que la generalidad de carotenoides ) • Una reacción de es-

te mismo tipo ha sido ya descrita para la violax&ntina por M0HTIE3 y COS—

TES (294) •

riña

La elección del tiempo de 10 minutas para esperar a realizar la según-

da lectura espectrcfotométrica® es debida a que hemos observado que de»-

puós de este tiempo es seguro que la variación de densidad Óptica se ha —

estabilizado y esta estabilización se prolonga por lo menos hasta los 30

minutos® es decir® que en presenoia ¿e harinas no es necesario ajustar ri

gurosamente el tiempo de medida como debíamos hacer en el caso del ergo—

puro ( VHI.i ) • Por otro lado® en el caso de las harinas la varia-

dón de la densidad óptica® debida a la presencia de ergocromo® es practi

©ámente instantánea salvo en el caso de que las proporciones de coraezue—

I©' sean relativamente altas ( más de un lj5 ) •

En la tabla que sigue exponemos los resultados obtenidos con 10 g* de

harinas integrales (Hl) ® harinas normales (HE) y harinas normales adicio-

nadas de cornezuelo® trabajando siempre segón el mStodo expuesto t

cromo

Á\
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Dor.3lil-S.de 3 óptlCSS

ESf cosí la. correspondiente proporcién da
cer-neguelo ( expresado en tanto por rail )

0.5
El ee

1 5 10

oPo8o Opiao 0*670Sin A1Q1 0*255 0,5750*3203
Inmediata

mente des;

%uñet de
adicionar

*“5
5 min*

0,160

0*162-

0*160

0*160

0*480

0*480

0,485

0*485

0*320

0*260

0*270

0,265

0*255

1,150

1,150

1,150

1*150

0*330

0*330

0*330

0,325

1,500

1,700

1,750

1,750

IO »

20 •*

30 *

Tomando» las variaciones esperienásst-adas pea? la densidad óptica de cada

solución metanólica a les 10 min* después de añadir AlCl^ tenemos t
0,015

0,0S0

0,150

0,165

0,575

1,130

u

EK

o,5

ir-

5r-

10*-

Valores que encentramos en la Fig* XEV*3 , que nos servirá para indicar

nos el contenido» en cornezuelo de una harina problema sometida a este pro-

cedim&énto analítico •

Es de notar que ©1 único espectro que sufre una evolución más allá de

los 10 minutos e® el de la harina integral, ou&a variación inmediata es —

muy parecida a la de una harina normal ( HH * +■ 0,030 y HX * -S- 0,065 }, —

pero después evoluciona hasta volver a la densidad óptica inicial al cabo

de 30 minutos • Esto indica que en el caso de piensas o productos muy ri—

eos en salvados puede interesar hacer la segunda lectura cuanto antes si

queremos aprovechar la escala válida para harinas normales, o bien, entcn—

cea, es mejor esperar a los 30 minutos utilizando una escala apropiada*
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Si considérame» la diferencia que existe a los 10 minutos entro la varia

ció» de densidad óptica de II y EE que es ¿o 0,G65. ( 0,C80 — 0,015 ), ve—

mos que afecta relativamente poca el posible resultado de una determinación

sobre una harina problema# En. efecto, ©i la variación de densidad óptica
debida e un 0,5 p-Jnr rail en una Eli es á© 0,150, de tratarse de una EE , se—

' ría 0,085, cifr^ ligeramente superior a la variación debida a una harina

normal sin cornezuelo* Un error que sólo afecta sustancialmente al método

en la sensibilidad de 1 % 2000, creemos que es aceptable, si tensaos en —

cuenta que la harina integral es un caso' extremo y por lo tanto el método

será útil para todas las harinas comerciales, independientemente de cual

sea su grado de extracción y lo que es más, es sensible hasta el limite de

1 $ 2000, el cual parece ser el limite a que se tiende en muchos países eu

sopees (295} *

Citemos también que las partículas fie cornezuelo flotan ostensiblemente

en el- cloroformo lo que nos orienta inicialmente como ya se señaló antes*

4) Aplicación del método cromatográfico a las harinas sometidas al pro—

ceso hasta ahora descrito' *

Después de loa tratamientos con éter fie petróleo y cloroformo, el coco-

nesuelo que pueda estar en la harina problema seguirá conteniendo la cía-

vorübina que puede extraerse con el metano!—clorhídrico al 1$, como tan—

tas veces ya se ha dicho* Para 10 g* de muestra puede hacerse la extrae—

ción con 50 ml»de metanol—ácido agitados con la harina durante 45 minutos,

concentrándose luego hasta 5 sal* loo líquidos extractivos y cromatografías!-

do* Para 10 g* de muestra tenemos también una sensibilidad de 1 t 2000, —

según ya se describió en el apartado correspondiente*

Esta posterior determinación cromatográfica tiene el interés de que nos

sirve para confirmar que la variación de densidad óptica observada a 370

nm* es realmente debida a la presencia de cornezuelo en la harina y no a

otros posibles productos vegetales ( restos de semillas, trozos de pétalos,

hojas, polen, etc* ) contaminantes y que podrían contener sustancias poli—

fenólicas capaces de reaccionar con el AXCl^ y dar lugar & un resultado —
falso* Aun cuando en el cloroformo no son muchos los productos de este ti

po que pueden ser extraídos »
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COHSUMíACIQBES FIÍÍALE3

1.) Las experienoi&s con este último método se han realizado con ©orno»

¡suelo de trigo y evidentemente el valor cuantitativa del método propuesto

es relativo* pues el cornezuelo es un producto natural de composición na

' universalmente uniforme* Las diferencias que nosotros hemos observad© en

las muestras que hemos podido utilizar no creemos que afecten sustancial—

mente la bondad del método en cuanto a señalar* por lo menos* el grado o-

proximado de contaminación de una harina y ea suficiente* en cualquier ©a

so* para informar sobre su posible toxicidad* Resultados mucho más rotun—

dos pueden darse si se dispone de muestras de cornezuelo procedentes de —

la misma región y época que la harina sospechosa* En cualquier caso con —

éste método no puede ocurrir lo señalado por ABMMDQLJL (129) fie que hari-

ñas de contenidos muy diversos en cornezuelo den resultados análogos*

2) lío podemos descartar tampoco de forma concluyente la posibilidad de

que puedan existir tipos de harinas para los que el método no sea toták-

mente satisfactorio1* Da todas formas el haber operado también con harinas

integrales creemos que nos puede dar un gran margen de confianza*

3) Loa sistemas de extracción e investigación de los pigmentos, tanto

de las harinas como del cornezuelo* que hemos utilizado, creemos que pue—

den constituir una buena base de partida para abordar el problema de la —

detección de otras muchas impurezas vegetales en harinas* siempre que es—

tas impurezas se encuentren entre las que puedan contener sustancias de —

tipo polifenólioo* lo cual es muy probable*
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XV * CONCLUSIONES

1» De la revisión bibliográfica» lo más exhaustiva posible» que he-

eos hecho respecto a la difusión del cornezuelo en la naturaleza se

deduce qu© se trata de im parásito relativamente abundante que se —

encuentra en una gran variedad de huéspedes (más de 600 especies ——

distintas ) •

Hemos encontrado citadas más de 40 especies de cornezuelo» aunque

sigue sin resolver la cuestión d® saber si se trata de verdaderas —

especies» o de rasas» variedades o simples adaptaciones al huésped*

2» »-

Es un hecho probado en diversos países» especialmente en Francia»

que el cornezuelo se encuentra actualmente y cada vez más» en el —-

trigo» siendo el cornezuelo de trigo más pequeño que el de centeno*

3» —

A partir de la lectura de muchos trabajos cuyo objetivo no sien»-

pre era agronómico sino simplemente el estudio de la biología del —

Clavioep» » hemos agrupado los factores que contribuyen a la difu—

sión del cornezuelo y por lo tanto a su presencia en el trigo» en —

lo® siguientes grupos que a continuación exponemos esquemáticamente %

a) Tipo de fecundación de la planta huésped y condiciones de antesíes—
Las plantas de polinización cruzada y que durante la floración —

tienen las flores muy abiertas se contaminan más fácilmente con

las esporas del cornezuelo* Asi mismo los ovarios sin fecundar —

son mucho más sensibles que los fecundados *

fe) Clima •—

Ho influye sólo sobre el cornezuelo sino sobre la predisposición

de la planta huésped a contaminarse (floración) •

Los esclerocios deben haber sufrida un periodo de enfriamiento —

( del crien de los Qa) para una germinación correcta* En la época

de la germinación y diseminación de esporas la humedad relativa

4ft
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deba ser alta (más del 74 <f) y mejor en ausencia de precipitaciones* —

En. esta miaros época la temperatura dele ser también alta ( aunque eln

sobrepasan mucho los 20 fifí}* La humedad paree® ser más decisiva que la

temperatura*

©) Presencia de Gramíneas silvestres sensibles al comesuelo ®—

Parece ser éste uno da I03 factores más importantes, dado que per coin

cidir la época de floración de muchas de ellas con el momento de gerisi

nación d© los esolerodos, se contaminan fácilmente y actúan de reser-»

vori© frente a las Gramíneas cultivadas, de floración más tardía *

d) Eotaoxón de cultivos de plantas sensibles al cornezuelo *—

Lo> que acarrea un enriquecimiento del suelo en esolerocios »

e) Aeción de los herbicidas «.«**•

Que actúan indirectamente favoreciendo la presencia de cornezuelo algu

nos, al prolongar la floración de los posibles huéspedes (sobre todo —

si se han añadido en exceso)* Otros en cambio dificultan la difusión —

del cornezuelo al eliminar las Gramíneas adventicias*

Se han señalado también resultados positivos de algunos fungicidas fren

te al cornezuelo directamente*

f)Tipos de labor en los campos, destinados a cereales •—

Es importante realizar labores profunda® que contribuyan a enterrar lo®

e solerocio® dificultando su germinación*

g) Utilización de abonos »—

Destaca el hecho de que un exceso de nitrógeno parece favorecer la pre

senda ¿el cornezuelo*

h) Tipos de suelos •—

Los suelos arcillosos y húmedos favorecen la presencia del cornezuelo*

i) Características inherentes al mismo cornezuelo •

Hay pocos datos al respecto pero parece que el peso y la longevidad del

esclerocio influyen en su capacidad de infestación ( que se mantiene —

durante un largo tiempo ) •

j) Hiperparásitos *-

Se han citéüo casos de hiperparásitos en el cornezuelo, pero no ss sa~

be exactamente si son causa o consecuencia de una menor vitalidad del

miase •
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De todas forma® no existe todavía un número suficiente de estudios

concluyentes pora saber de forma segura cuáles da estos factores son

les esenciales en la difusiSa del cornezuelo*

Se ha hecho una revisión bibliográfica a fondo ¿0 los pigmentos fiel

cornezuelo? que han resultad© interesantes no sólo por su original es

tructura sino también, por su bioalntesia y aplicaciones prácticas? —-

una S® las cuales es el poder detectar pequeñas cantidades da corno—

Euelo¡» que ©3 lo que se pretende en esta memoria? en ©1 cas© de las —

harinas *

Se ha probado- que la extracción en caliente de los pigmentos del —

cornezuelo con acetema-olorhídrics? aplicada por STOLL y BOUEBVXLLE?

no es conveniente •

Se ha estudiado la extracción? lo más. selectiva posible? rápida y

en frío de los pigmentos del cornesuelo con diversos disolventes? ——

siendo los resultado» obtenido® los siguientes? disponiendo los disol

vente» en orden de menor a mayor polaridad $

a) Eter de petróleo

b) Eter etílica

c) Cloroformo

jz-Butanol

d) Metano! —— extrae los ergooromos y una pequeña parte de clavorubina

e) Met anol—clorhídrice- 1$ —— extrae los ergooromos y de foüsna practi
comente total a la clavorubina*

7a

no extrae ningún pigmento •

extrae parcialmente los ergooromos (muy poco)

- extraen sólo ergooromos y de forma bastante completa

La clavorubina (pigmento rojo del cornezuelo) en ausencia de eci—

dea no es estable ( a causa de su naturaleza fenólica )? aun ouando —

el medio no sea francamente alcalino y esto es importante para utili—

zarlo con fines analíticos* La coloración violeta que suele citarse —

en las soluciones alcalinas obtenidas a partir del cornezuelo son de-

bidas precisamente a la oxidación da dicho pigaento que tiene lugar

en estas condiciones* Debemos pues operar en medio ácido para estar —

seguros de la estabilidad del pigmento *



206•v~l

9& *_ Sa han dado algunos caminos relativamente simples para extraer la

clavoruhina en un grado de pureza bastante aceptable*

IOS S© han estudiado las propiedades espectrales del Ergocromo AA ——

(Asido SecaXSnioo A ) puro en función del disolvente , asi. como sus —

complejos con el trioloruro de aluminio» Hemos observado que en este

sentido se comporta de forma análoga a otros polifencles (flavosoi—
des), resultando que

a) La longitud de onda del máximo de absorción ©s función decreciera-

te de la constante dielSctrica del medio*

b) La reversibilidad de los complejos Ergocromo AA — AICl^ (formados
en medios alcohólicos.) frente al ácido clorhídrico actuoso dlsrnim

je & medida que aumenta la polaridad del disolvente donde se fon-

marón »

c) La magnitud del desplazamiento espectral debido a la acción del —

tricloruro de aluminio disminuye a medida que disminuye la oons-

tarafe dieléctrica del medio*

d) En condiciones estequiométricas el; Ergocrcmo AA,en metano!,reao—
«

clona cora una molécula de trieloruro de aluminio, lo que parece —

indicar que se forma tira copolimero pigmento—AlCl^ (isl) * Sin e®~
bargo era presencia de un exceso de AlCl^ el desplazamiento aspeo-
tral batocrómico aumenta, lo que nosotros utilizamos para nuestra

finalidad analítica pues ello se traduce en un notable aumento de

la densidad óptica a 370 nm*

e)Bemos deduoido que los quelatos entre el Ergocromo AA y el tríelo

ruro de aluminio se forman gracias a los grupos hidroxL-ceto —

del pigmento)*

Hemos visto además que el comportamiento de una mezcla de ergocro

mes, procedente de la extracción de cornezuelo bruto es análogo al —

de esta sustancia pura, lo que hace válida esta reacción con el AlCl^
para la determinación directa de cornezuelo en harinas*

Le forma más somera se ha estudiado también la reacción, de la cía

vorubina con el tricloruro de aluminio, pero al no ser estable la —

11*
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clavcrubina en medio neutro* las conclusiones que podemos sacra' no —«»

son muy seguras* dado qua trabajamos en presencia de ácido olorhidra-

oa* Sin embarga* vemos qu© también este pigmento manifiesta el ccmpcr

tamiento propio de los polifenoles* observándose la distinción. entro

la reaccionabilidad del grupo orto-difencl y el ^—hidroxi—ceto que —
©tros autores han señalado para los flavonoides»

12» *~ En medio ácido la reacción del tricloruro de aluminio con los pig-

mentas del cornezuelo es más difícil y si la acidez es grande no se —

verifica*

13a *~ Los pigmentos del cornezuelo de trigo son análogo» a los del corría

suelo de centeno* tanta en su ccmpartaroiimt© en capa fina7 como es—-

pectrofótemetricamente, asi cesa© en su reaccionabilidad con el triclo

ruro de aluminio* Por lo tanto cualquier método; analítico que se pro-

pongajf con estos fundamentos* será válida para ambos tipoa de come-

suelo*

¿un cuando un estudio a fonda sobre la relación alcaloides—pigaen--

tos en el cornezuelo no se ha hecho todavía* de todos los trabajos •—

consultadas al respecto se deduce que siempre hay una relación entre

©abas clases de metabolitos en los cornezuelos naturales y que para —

los pigmentos amarillos esta relación parece ser cuantitativa* por lo

que queda justificado un método de investigación toxioológioa del cor

nezuelo* basado en los pigmentos *

14a *_

Se hace una revisión bibliográfica de los pigmentos de las harinas

constatándose que se sabe bastante pac® de los que no son carotenoides

( polifercoles y productos de descomposición de la clorofila }

15»

16» Se hace un estudio de la extracción de los pigmentos de las hacinas

observándose que los no carotenoides sólo son extraídos de forma sa—

tisfactoria por el agua o los disolventes orgánicos acidificados (me—
tanol—clorhídrico en especial}* Por lo tanto los métodos de extrao- —

ció» clasicamente propuestos para medir los pigmentos de Xas harinas

tan sólo toman en cuenta los carotenoides de dicha harina*
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Una harina normal contiena 'los mismos pimientas que una harina

integral# siendo la diferencia tan s&lo cuantitativa# por lo menos

en lo cua al espectro concierne®

17*

lS@ Hemos encontrado en los líquidos procedentes de extracciones de

harinas diversos máximas de absorción entre 300 y 400 nm» (315*362#

395) atribuibles a palifenoXes y otros entre 500 y 700 mi® (50ó# —

544 y 630 ) atribuíbies a los productos de descomposición de la —*

clorofila* En la zona intermedia? es decir# entre 400 y 50G mu® se

encuentran los máximos de absorción correspondientes a los carote»

raides (41S# 4^3# 470) .

Se establece un método eromatográflco en capa fina para la dótele
ción del cornezuelo en harinas de cualquier tipo# cuya sensibilidad

s«mb-micro-cuantitativa con 5 g* de muestra es del 1 * 1000 y que

puede aumentarse simplemente tomando más cantidad de ella® Para 50

g® de harina# como era de preveer# hemos encontrado una sensibili-

dad. del 1 s 10*000 • El revelador utilizado en esta cromatografía

es el fericlorur© de aluminio# que resulta muy sensible# ©obre todo

haciendo la observación a la luz ultravioleta®

19®

Se han puesto a punto 4 métodos espectrofotomStrices para la de

teoción cuantitativa del cornezuelo en harina s

a) Basado en la absorción debida a la clavorubina* Fácil# reprodu

cible y con una sensibilidad aceptable para un 1 5 1000 a par»-

tir de 5 g* de muestra# pero totalmente dependiente del grado

de extracción de la harina®

b) Basado' en la absorción debida a la clavorubina® Independiente
del grado de* extracción de la harina# pero no muy sensible (es
difícil llegar a un. 1 s 1000 can 5 g* de muestra ) y con d±fi~

cultod.es de reproducibilidaá®

c) Basado en la absorción debida a los ergocromos® Fácil# sensible

y reproducible# pero dependiente del grado de extracción de la

harina*

20»
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d) Basado* en la variación de densidad óptica debida a la reacción

ergooromoo—hricloruro de aluminio* Fácil? sensible ( buena sen

sibilidad para 1 s 1000 con 5 g* de muestra ) y roproducxble?

siendo además susceptible do aumentar su sensibilidad si inte-

resa ( más que todos los anteriores )* Es el menos dependiente

del grado de extracción de la harina de todos los métodos cita

dos basta ahora? pero no es totalmente independiente de dicha

característica de las harinas* Para harinas destinadas al con-

sum© humana lo consideramos totalmente adecuado*

Se establece un método que supera a todos, los anteriores y —

que por lo tanto tomamos cesa® definitivo* Fácil? reproducibl© y

sensible ( da buenos resultados para un X s 2000 con 10 g® de —

muestra ) * Es prácticamente independiente del grado de extracción
de la harina* Se basa en la reacción ergocromos-triclorura de a-

216

Xuraini© •
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