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La determinacidén de aziicares reductores por les métodos ba-
cados en el uso de soluciones alcalinas de cobre, son en general,
aplicables a todos los azﬁcares, por lo que no permiten la deter-
minacién especifica de un grupo particular de ellos. For este mo-’
tivo, para la determinacidn de aldosas en presencia de otros azu-
cares, especialmente cetosas (levulosa) y disacdridos no redaucto-
res (sacarosa), se hace necesaria la aplicacidén de métodos espe-
cialeg; tales son los métodos estequiométricos basados en la oxi-
dacibn de las aldosas por el iodo en medio alcalino.

Se fundan en la siguviente reaooién, originariamente aplioca-
aa por Homijn (1):

K-CHO 4 I., 4 % HONa —s K-COONa 4 2 INa 4 2 Ho0 (1)
aldosa “

La reaccidn transcurre primero entre el iodo y el hidrdxido de
sodio, formandose hipoiodito de sodio, que es el verdadero agen-
te oxidante:

Io + 2 HONa —-= IONa + 2 INa 4 2 Hy0 (2)

Segln las condioiones de temperatura, tiempo y concentracidn, el
higoiodito se descompone en mayor o menor proporcidén en iodato y
ioduro:

3 ICNa —-»I0zNa 4 INa (3,

perdiéndose entonoces parte del iodo activo, por no ser el iodato



oxidante en solucidn alcalina, El iodo no redwoids,

e :¥g-pl
que queda como JO3Na y el IONa, se recupera al acidificar la so-
lucién y se titula con tiosulfato de sodio standard:
10Na 4 INa 4 S5O4Hp --> I, + SO4Nay, + HgO
I0zNa + & INa ¢+ 3 SO4Hg —» 3 Ig 4 3 SOyNao + 3 HpO
I, + S<0zNapy —> 2 INa + 540¢Nag

La diferencia entre el iodo total afiadido y el exceso de io-
do encontrado por la titulacidn oon tiosulfato, representa la\oag
tidad usada en la oxidacidn estequiométrica de la aldosa de acuer
do a la ecuacidn (1).

Manteniendo la relacidén de dos dtomos de iodo para tres mo-
léculas de hidrdxido de sodio la oxidacidn de las aldosas es cuap
titativa, mientras que las cetosas y azucares no reductores p.i-
manecen practicamente inatacados. En cambio, variando esas pro-
porciones (2), a pesar de no tener &stos funcidén aldehfidica, vo
drfa ocurrir la oxidacidn de la funcidén alcohdlica terminal de

la cadena, asi:

2 Ig + 4 EFONa —= 2 IONa 4. 2 INa 4 2 HoO
R-Cii2,0H -+ IONa ——=» R-CHO 4 INa { H,0

R-CHO 4 HONa + IONa —= R-COONa 4 INa 4 Hp0

2 1o 4 5 HONa + R-CHoOH —= 4 INa 4 4 HoO 4+ R-CGONa
En este caso la relacidn es de dos moléculas de iodo por cada 5
moléculas de hidrdxido de sodio,

Debido a esto, es indispensable, a los efectos de obtener
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resultados exactos, que en la determinacié? §3é§F§t§§iw§§§3 aldo
sas se respete la relaoidén de dos 4tomos de iodo por.oazé'éies
moléculas de hidréxido de sodio. Este es el fundamento de los ud
todos que se datallan seguidamente,

El método en su primitiva forma fué ideado por Komijn, quien
us6 sales buffer, tales ocomo carbonatos alcalinos, bicarbonatos,
fosfatos y bérax para Qisminuir la alcalinidad con el objeto de
evitar la sobreoxidacidén que encontraba empleando dlcali cdusti-
co, y la oxidacidw completa necesitaba mds de 18 horas a la tem-
veratura de 258, A partir de entonces muchos investigadores es-
tudiaron el método, no encontrando siempre resultados concordan-
tes.

METODO DI WILLSTATER ¥ SCHUDEL (3). Uno de los inconvenientes
encontrados por iomijn era el largo tiempo necesario ypara la oxi
dacién completa de la aldosa. Willstdter y Schudel lo reduje-

ron enormemente adoptando la siguiente técnica:

A una cantidad determinada de la solucidn que contiene la
aldosamis la cetosa (muestra) se le aflade una cantidad de iodo
N/10 doble de la necesaria para la oxidacidén completa e hidrdxi-
do de sodio N/10 una vez y media de la cantidad de iodo, gota a
gota y la solucidn se¢ deja por 12 4 15 minutos (hasta 20 en el
caso de pequefias cantidades de azlcares; a la temperatura am-
biente. Luego dcido sulfdrico o clorhidrico dilufdo en 1ligero

exoeso Yy se titula el iodo liverado con tiosulfato de sodio e

indicador almiddn.
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1l ml, de iodo N/1® equivale a 9,005 mg. de aldohexosa
7,004 » ¥ aldopentosa

17,11 ¢ " disac&rido reductor

(maltosa o lactosa)

Cantidades pequefiae de gzicares so dosan con mis exactitud
con iodo N/50 o N/100. Fueden usarse concentraciones mayores de
az\icaras aumentando proporcionalmonte los volumenes de los reac
tivos.

Kolthoff (4) recomienda un muyor exceso de iodo (2,5 vaces
el neocesario y la misma cantidad de¢ 4lcali). En estas condiciones.
la oxidacidn es completa para glucosa, galactosa, arabinosa o mal
tosa de 3 4 5 minutos, en cambio la lactosa requiere alrededor de
10 minutos; el aismo autor observa que b&ajo las condiociones ante-
riores cada gramo de levulosa absorxrbe 1,2 wl de iodo y puede ser
asd oorregido; la sacarosa tiene un efecto menor y absorde de 0,35 &
0,60 ml dc.iedo N/10 por gramo, Gependiendo de la concantracidén
y del tiempo. Otras sustancias, teles como el alcohol, los Hoi-
dos férmieco y ldctico, dextrinas; aminodocidos, etc., también ab-
sorben iodo y en el cuso de encontrarse presentes deben hacerse
correcoiones separadamente para cade uno deé 6llos, Por esta razdn
61 método no puede aplicarse a produotos azucarados impuros de
composicibn desconooida.

Goebel (5) indicé que lu forma de adicidn del aloali requie-
re la observecion de precouciones espsciales; cuando se afiade en
un periodo de 2 & 4 minutos se obtionen resultados correctos; en
cainbio, cuando se aficden mds rapiduments la oxidacidn no 03 ocom-

pleta por jroducirse la reaccidn 2 (pdig.l)e.
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KETODO D% AUEXBACH ¥ BODLANDER (6). Con ¢l objeto de reducir el
error debido a lu presencia de lsvuloga, para su aplicacidn al a-
ndlisis de misles, e3tos autores cmplearon una solucidn dbuffer

des pH 10,1 & 10,2 en lugor del HONa, procediendo de la siguientc
manera:

A 25 @1 de solucidn (conteniendo 0,2 grawos dv miel) se a-
fladen 1,5 4 2 veces el iodo I5/10 negesurio pura la oxidacidn con-
pleta de 1o glucosa; luego una mezcla de 50 ml de solucidn 0,2 M
de CO3Na2 y 50 ml de solucibn 0,2 M de CO3HNa, dejando de 1,5 &

2 horas en la obscuridad; por Gltimo s¢ zeidifice con 12 ml de
decido sulfurico ¢l 25 % y se titula el iodo liborodo con tiosul-
tato de sodio N/10, llevendo a cabo un ensayo en blanco paralelo
con 25 ml de agua en luger del azlcar. La difesrenoia cntre las
dog tituloeciones do ol nimero de ml de iodo usados para la oxida-
¢ién y multiplicando por 9,007 se obticne ol peso en mgr. de glu-
cosc presente en li muestra. De cste modo, cuando hay 100 mgr. do
lcvulosa s8lo redugen ¢l iodo correcspondiente a 1 mg de glucosa,
de donde puede deducirce el fnactor de correocildn; la sacarosa ab-
sorbe tan poco iodo que su wcccidn se pucde despreciar.

Donwes Dekker (7) y otros investigadores ensayaron este méto-
do eon azlccres puros y no obtuvieron la oxidacidn completa en el
tiempo indicado por Auerbach y BodlB¥ndér, los andlisis por du;li-
cado no dcban resultndos concordantes y el tiempo du oxidacidn
significabs un gran inconveniente pora los anflisis de rutina.

Otros investigoedorss que examinaron el wmétodo del hipoiodi-

to, ya sea con hidréxido de sodio o con s2les butffer, cowo mez-
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clcs de corbonuatos y fosfatog, no hon conseguido obtener resul-
tados concordantes. Se encontrd que ¢l curso de la recccidn es -
normeuente afcctudo no sélo por las proporociones entre ol azﬁcur,
al iodo y el dlcali, sino tumbién por la rapidez con que se afiude
el 5lcali, por €l ticmpo y la tumperatura empleados. Cuando ul
dlcali se afinde rapidomcento gran parte del hipoiodito s¢ trans-~
forma en iodoto y ¢l iodo remancnte puedo ser insuficiente pura
oxidor completomente 6l ggicar. Cusndo ¢l Aleali es insufiociente,
o el tiempo de oxidncidn muy corto o le temperctura demasiado ba-
ja , se obtiene también oxidacidén incompleta. En cambio, aumen-
tando la cantidad de iodo, dlcali, ticmpo y temperatura, la oxidg
cifn de la glucosa puede ir mds alld del dcido aldénico.
METCDO DI KLINE Y ACKLE (2). Estos autores propusisron un mitodo
mediante ¢l cual los srrorus mencionados (formacidn de iodato y
sobreoxidacibn, pucden evitarsc usando vxceso definido de iodo y
dlcali, y afiadiendo dstos c¢n porcionus altcrnadas, luego una can-—
tidad de 4cido definida y titulando por dltimo el iodo liberado
y el dcido romanentc. De esta forma c¢s posible verifiear el resul
tado de la titulacidn del iodo midiende tambidén el 4lecali usado
en la reaccidn,(segin lo habian indicado Slator y Acree (8)).Ila
téonica usada es la siguiontu:

Tomar una solucidn de azdcar © peso que necosite aproximada-
mente 20 ml de iodo N/10 para su oxidacidn; 9i la solueidn no es
neutra afiadir 4cido clorhidrico o hidrdxido de sodio N/10 hasta

neutralidad usando indicador fenolftaleina (una gota solamentes
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porque esta contieme alcohol, que absorbe iodo (9), para evitar 1o
cual puede usarse fenol red o timol blue )., Afiadir 5 ml de iodo
N/10 medidos con una bureta; luego, agitand6 vigorosamento, gota a
gota desde otra bureta, 7,5 ml de HONa N/1C, siguiendo asi hasta
agregar 22 ml de iodo y %5 ml de hidréxido, tardando en cl trans—
curso de toda la operacibén de 5 & 6 minutos; dejar ¢ winutos haste
oxidacidn coimpleta. Afiadir 4cido clorhidrico N/10 o N/5 hasta 1li-
berar todo el iodo y titular con tiosulfato de sodio N/10; finalw-
mentettitular el exceso de Acido clorhidrico con hidrdxido de so0-~
dio /10 ¢ indicador fenolftalcina.,

La cantidad do tiosulfato necesaria para la titulacidn del ig
do liberado debe oseilar entre 1,5 y 2 ml;, por debajo de 1,5 hay
falta de iodo y por consiguiente oxidacidn incompleta; por encima
de 2 m1 ‘hay sobreoxiducidn y en ambos casos es necesario repetir
la experiencia aumentando o disminuyendo las cantidades de iodo e
nidrbéxido de sodio.

Cuando se acidifica la solucidn, una pequefia cantidad de Aci-
do alddnico forma la correspondiente lactona y esto produce la de-
coloracién de la fenolftaleina durante la neutralizacidén final cou
dlcali; sin embergo, afiadiendo el dleali lentamente, €l color per-
€iste durante un minuto,

1 milimol d¢ aldohexosa (0,180 g, requierc para su completa
oxidacién 20 ml de iodo N/10 y 30 wl de HCNa N/10.

Yor este método pucden determinar satisfactoriamente glucosa,

galactosa, lactosa y xilosa, y wmientras el iodo y el Jlcali 86 u-

4
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sen en las proporcioncs estableocidas, las cetosas y gzicares no
reductorcs no son lo suficientemente oxidados como para interferir
ocon la precisidn del aétodo. Los xilanos y galactanos tienen tan-
bién muy poca influencia; sin embargo., log compuestos fandlicos
altoran la relacidn de 2:3 para iodo y 4lcali,

Segin Miller (10), el proccdimiento de Kline y Acrce @a resul
tados ligeramente bajos con lactosa (98,6 % del tedrico) en el
ticmpo de oxidacidn de 8 ninutos, pero la reaccidn os completa &
los 15. las mozclas de glucosa y lactosa necessitan 15 miputos ara
su oxidacidn, mientras que la adicidn de sacaros acelera la reic-
cibén, haciéndose completa a los 5 minutos.

Tor counsiguiente, debe tenerse ouidudo en la interpretacidn
do los resultados por el método del hipoiodito y para su contraste
decben efectuarse sicempre andlisis de mezolas de los aszlicuras puros

en concentraciones aproximadasgs a las prescntes en la muestra,

ey Ryt it i yiy

IEL (11). Estos autorus hicicron un amplio estudio de los factoe~
res que rigen la oxidacidn de glucosa, levulosa y sacarosa por io-
do en golucionus alcilinas, tales como temperatura, tiempo, concey
tracién y forua ds agregar los recctivos, similar al de Willsttew
y Schudel,que siendo nfs simple que el de Kline y Acree, tiene la
ventaja de estar especialmente adaptado al andlisis dc misles. U-
scron la téonica siguiente:

A 20 ml de soluoidn conteniendo C,2 g de wiel en un Erlenue-

yer ae 250 ml, se afiaden 40 ml de iodo 0,05 N; lucvgo, despacio y
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con agitacidn continua, 25 ml de hidréxido de¢ sodio N/10; cte tapa

y se deja a 202 durante 10 minutos, se acidifica con 5 wl de 4cido
sulfirico 2N y se titula enseguida oon tiosulfato de sodio 0,05 N

e indicador almiddn,

El peso en gromos 4 glucosa (sin tener en cuonta la sccidn d.
la levulosa) se cncuentra wmultiplicando los ml de iodo 0,05 N geas-
taaos por 0,0C4502, pero giendo la levulosa oxidada ligerauente por
el hipoiodito, es menester aplicar una correecidn en el cdlculo fi-
nale, La socarosa se oxida uuy poco y en micles genuinas no necosi-
ta corrsccion.

El total de azucares rcductores se detcrmina por el método du
Munson y Walker (12):

25 mil, de solucidn A (conteniendo 34,639gdc sulfato de cobre
cristalizado.en 500 ml de azgua) méas 25 wl deé solucidén B (conteniei-
do 173 g de sal de hochelle y 50 g de hidrdéxido de sodio en 500 al
de agua), se colocan en un vaso de vidrio Pyrex de 400 nl; se agro-
gan 50 nl de solucidn de azidcar reductor, s¢ cubre con un vidrio dc
reloj y se calienta hasta ebullicién en el tévmino de¢ 4 winutos,
manteniendo asi exactamente durante dos ininutos. Se filtra a tra-
vés de asbesto con svccidn en un crisol du Goosh, se lava el éxido
Cuproso con agua a 602, luvgo con 10 ml de zlcohol y finalmente cou
étcr. Se soca durante 30 wminutos a 1002, sv enfria en un desecador
¥y se pesa ocomo OCup y el peso de aglcar correspondiente se saca du
las tablas.

El céloulo final so hace cono sigue: Siendo Ly el poreiento
aproxinado de levulosa, R el poreciento total de azlcares reductores

caloulados corio glgcosa por el nétodo de Munson y Walker, Dl el pozxr
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ciento de ;lucosa aparcnte (determinado iodonétricauwente), L el
sorcionto de leovulosa verdadera y D el porciento do glucosa verda-—

dera, se tiene:

L, = 1,081 (k - Dp)
DD -0,012 L,
L = 1,081.(R - D)

en la cual ¢l factor 1,081 es el rcedproeo del valor 0,925, que e
le rclacidn de jevuloaa a glucosa a una concentracidn aproximadu-
aunte cconstanto de los aglcares reductorcs oswecificada por ¢l .-
todoe

Mediante cste mitodo los autorcs analizaron un gran niacro Gl
pivles amcricanas, e¢ncontrando valorcs concorxrdantes con los halla-
Gos por Browne (13), quien usd métodos volarinétricos cspecialcs
pera la detoruinaciém de lovulosa.(Bncantraron para la relaeidn
levulosa/glucosa valores que oscilan entre 1,0: y 1,70. Adouds Go-
teriineron pura -deleg tiypicas quu la oxidacidn de la lewvulosa os
arroximadaucnte constante y alrcededor ds 1,2 %o

Cadwull, Docbbeling y Manian (14) describicyon un scni-udcro-
riétodo iodondtrico para la @eturivinacidén de wmaltosa forrada por
accidn amilolitica.

IFinaliionte, cabo iencionar ¢l niétodo dc la Cloramina-T, do
IEinton y kiucara (15) para la detcruiiacidén de sldosas.

S¢ sabe gue una soluecidn de clorauina-T actia coiao el hijoclg
rito de¢ sodio, producicndo hipoiodito y una cierta cantidad de io-
do 1libre ocuando sv l¢ anade un oxcecso de ioduro de potasio. Do

orse que la reaceiln tienc lugar a truvis de una hidrdlisis de 1la
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cloramina-T formando hivoclorito, segin las siguientes reaccio-
e
CrHyS0o¥a.NCl - Ho0 -~ CyHpSOgH.NH + ClOWa
C1lONa + IX —-» ClNa + ICK
Ll hipoiocdito for.aGdo pucae ser usado para la oxicacidn Ge Llug ol
dosade
I0i. + CgH1305V0H —= CgHy705C00K + IH
y una pequefia porcidn se desconpone liberando iodo antes de zeci-
dificar:
IOk + IH + HoO —= 2 HOL + Ig
Despuds de acidificar, el iodo equivalente de la cloramina-T no
alteraca y el proveniente del hipoiodito remampente, puede. seor ug
ter:iinado por titulacidn con tiosulfato de sodio:
CripSO02Na.NC1 4 2 HCL + 2 IK — CpHpSOgH.NH 4 ClNa 4 2C1lNa+15
Bsta oxidacidn procede nids lentamente que la oxidacidén alealire
con iodo y puede ser, gor consiguiente, nejor controlada.

El procediiiiento deccripto es el siguiente: Colocar ean un
Lrlenceyer de 25C :1 20 & 25 nl de solucidn conteniendo alrededs.
ds C.1 gra..o ds azﬁcar; afiadir 2C 1l de solucidn de ioduro de ;-
tagio &1 10 % y G,8 ml de hidrdxido de sodio seguidos por 50:a1l
de solucidn de clorw:iina-T 0,05 N (7,04 g por litro, recienteiien-
ta irreparada y rantenida protegida de la luz. Tapar el frasco cou
uy tapon de gona y dejar estar por 1,50 horas en un baiio de agua
a 17,59C; acidificair con 10 nl de HC1 2 N y titular enseguida con

$202ZNa2 ©,05 M.



1,410 gz de iodo ocorresponden a 1 g de glucosa
0,706 " noe f " W n W@ lactosa
0,720 # @« & y Wow ono» gzlo.invertido
El efecto de la sacarosa sobre la oxidacidn de las aldosas
es débil, excepto cuando éutas se encuentran en pequefias concentrg
ciones., La levulosa, aunque inalterada em solucidn neutra, bajo
las condiciones dadas arriba tiene un equivalente aparente de iodo
de 0,007,
Este :1édtodo fué aplicado por sus autores al andligis de az-
cares en leche oondensada.
. p—

Deterininacidn de levuloga - MEétodog especiales

frevee — ks i e ittt

La levulosa puede ser deteriinuada seclectivamente degtruyendo
previamente las aldosas por oxidacidén con hipoiodito y nidiendo
luego su poder reduotor. Los nétodos oitados por la bibliografia
gon!

METODQ D KOLTHOFF-KRUISHER, Kolthoff (16) desoribié un proceso

basedo en el principio anterior y Kruisher (17) reoonociendo las
ventajas del método para el anflisis de azleares, lo aplicd oon
gran detallas.

Cuando lag aldosas se detecrminan selootivamente por el méto-
do del hipoiodito hay siempre posibilidad de que puedan estar pre-
senteg otras sustancias, las que también pueden ser oxidadas. For
690, 1los Unicos azicares remanentes dcspués del trataniento deben
ser las cetosas, y de &stas la Unica que se toma en oconsideracidn

en la prictica usual del andlisis do aszlcares es la levulosa. La



técnica usada es la siguiente:

Disolver una cantidad conveniente de mucstra (conteniendo en-
tre 1,75 y 3,5 g« de sustancia seca) en agua en un matraz de 100
ml; neutralizar la solucidn y llevar a la marce; de aqui tomar 25
ml con una pipeta y llevarlos & otro matraz de 100 ml; agregar 25
ml de agua y luego 5 ml de HONa 4 N, Luego 16 ml de solucidn de io-
do (13 g de iodo més 15 g de ioduro de potasio en 100 ml); dejar
por 5 & 7 minutos y afiadir 3 ml de doido sulfirioco 4 N. Eliminar
el exceso de iodo primero con golucidn de sulfito de sodio al
20 % y luego cuidadogamente con solucidn de sulfito al 2 % hag
ta ooloracidén debilmente amarxilla; afiadir 4 gotas de solucién de
almidén al 2 % y seguir agregendo sulfito hasta decoloracidn.
Bl tiosulfato de sodio no debe usarse para eliminar el excaeso de
iodo porque el tetrationato formado reduce las soluciones alcali-
nas de cobre en la determinaocidn posterior de levulosa.

Afiadir hidrdxido de sodio hasta reaccidn dcbilmente dcida al
netil-orange, completar el volumen a 100 y determinar la levulosa
en una parte aliouota por el método de Luff-Schoorl (18), como s8i=-
gues

Coloocar 25 ml del reactivo olprioco (preparado disolviendo 388
gramos de CO3Na2,10H20 en 300-400 ml de agua tibvia, agregando 50
g« de Aoido citrico disueltos en 60 ml de agua y luego una solucidn
do 25 g de sulfato de cobre en alrededor de 100 de agua; la mezcla
se deja enfriar y se lleva & 1 litro; dospuds de unos dfas de re-
poso ge decanta la solucidn clara, la ocual s¢ cgonserva indefinida-

mente y no indica autorreduoccidn por ebullicidn) y 25 ml de solu-
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cidn de azlcar en un Erlenmeyer de 300 ml; echar unos trozos de
piedra pdmez y hervir durante 10 minutos con condensador de reflu-
jo; enfriar enseguida en corriente de agua y después de § minutos
agregar 3 g de ioduro de potasio. Acidificar con 20 ml de doido
clorhidrico al 25 % y agitar hasta que cese el desprerndimiento ga-
ceogo, La espuma remanente puede eliminarse con unas gotas de é-
ter, Titular el iodo liberado ocon tiosulfato de sodio N/10 usan-
como indicador solucidn de almiddn al 2 %,

Béjo estas condiciones la levulosa ge recupera en la propor-
cidn de 98,3 %. La glucosa, sacarosa y lactosa no dejan indicio de
efecto reductor residual y la glucosa comercial gsolamento trazas.
Aplicado a mieles genuinas se encontrd un ligero aumento de la:
relacidn de levulosa a glucosa sobre el encontrado por el método

de Auerbach y BodI®nder,

METODO DE ELASING t19). Con el objeto do disminuir el poder oxidan
te de la levulosa, Klaeing usd en vez de solucién de hidrdxido de
sodio, una solucidén buffer preparada disolviendo 25 g de oarbona-—
to de sodio anhidro en alrededor de 600 ml de agua en un frasco dc
1 1itro, afiadiendo agradualmente con agitacidn 95 g de bioarbonato
de sodio finamente pulverizado y llevando hasta la marca.

La técnioca usada es la siguiente: 20 ml de solucidn de azuca-
res (conteniendo menos de 400 mg de lsvulosa y 100 4 150 ng do glu
cosa,) se mezclan con 15 ml de solucidén de iodo 0,3 N, se aiiaden
40 ml de la solucién buffer; se tapa y se deja durante 1 hora en
la obscuridad da 282, La solucidn se acidifioa con 10 ml de acido

sulfirico diluido (1:5). La mayor parte del iodo liberado se eli-
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nina ocon sulfito de sodio al 20 % y ol resto oon sulfito de sodio
2l 1 %. Se aniadu solucidn diluida de hidrdxido de sodio hasta reag
cibn neutra al metil-orango, se lleva a volumen 100 y la levulosa
se detormina en una parte aliouota,

Con mezclas de glucosa y levulosa se encontraron resultados
desde 0,67 % por defecto hasta 1,7 % por exceso. Cuando se deter-
rina glucosa y levulosa en productos oconteniendo grandes cantida-
des de sacarosa, como en el azicar de cafia, se obtiene un error
por exceso debido & que en parte la Sacarosa es oxidada por el io-
do y el producto de la oxidaciépm reduce la solucidn alcalina de
cobre, y por otro lado, el dcido afiadido después del tratamiento
con iodo invierte una parte de la sacarosa y el azicar invertido
formado eumenta el resultado de levulosas Para evitar estos incon-
venientes Klasing usd &cido acético al 30 % en lugar de doido sul-
firico y agregd una titulacidn en blanco con la misma cantidad de
sacarosa que la que estd presente en la solucidn a analizar, res-
tando el resultado del ensayo en blanco al de la levulosa encontrg

dae

METODO DE SHAEFER Y SOMOGYI (20)s Shatffer y Hartmann (R1) idearon

P4y ——p

un método para la determinacidn de azfdcares en sangre, - aplicable
al andlisis de nwestras conteniendo desde 0,07 4 2,2 mg de azlca-
res reductores, Su aplicacidén se generalizd a la determinacidn de
azticares en otras sustancias, El reaotivo 1o prepararon mezclando
sulfato de cobre, &cido tﬁrtérioo y carbonatovde sodio, sustancias
estas dltimas que producen anhidrico carbdénico, siendo entonces

la relacién carbonato a bicarbonato variable y dependiente de la
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cantidad de anhfdrido carbénico desprendida; ademis el gon-
tenia ioduro de potasio y iodato de potasio en cantidad tal que
después de acidificar el reactivo liberara iodo de concentracién
0,02 N. ]

Shaffer y Somogyi (20) estudiaron la influencia de la relacid:
C03Nal2:CO3HNa gobre el grado de rsduccién del ocobre, encontrando
que la reducoidn era mayor cuanto mayor era }a alecalinidad y por
congiguiente el tiempo requerido era menor, per6 la mayor reducoidn
la lograban con menor alcalinidad ocuando el tiempo erdvaufioiente-
mente largo} }demés, encontraron que la reducoidn médxima varia in-
versamente con el logaritmo de la relacidn de carbonato a bicarbo-
nato.

.Indicaron también que el grado de reduccidén varia con la na-
turalega del aziicar y para una solucidn conteniendo una relacidn
de carbonato a biocarbonato igual a uno, el grade de reducoién va-
ria en el orden siguiente: 1) levulosa, 2) glucosa, 3) galactosa
y maltosa, 4} lactosa y 5) manosas

Modi ficaron el reactivo de Shaffer-Hartmann, usando el siguier
te: 25 g de oarbonato de sodio anhidro y 85 g de tartrato de sodio
Y potasio 8e disuelven en alrededor de 500 ml de agua, afladiendo
mientras se agita, 75 ml de una soluoidn al 10 % de sulfato de co-
bre puro cristalizado a través de un embudo, el pico del cual se
encuentra bajo la superficie del liquido; seguidamente se agregan
20 g de bioarbonato de sodio y luego 1 g de ioduro de potasio,
Finalmente la solucién se pasa a un matraz aforado de 1 litro y se
le afiaden 240 ml de solucidn N/10 de iodato de potasio; se lleva a

la marca, se mezcla bien, se filtra sobre papel seco y se guarda
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en un frasco de vidrio Pyrex. Preparada en estas condiciones la 9g
lucidn da un t{tulo en blanco de 24 ml de tiosulfato 0,005 N.. Las
cantidades de ioduro y iodato de potasio no deben variargse, Adomds
para gu mejor conservaoidn es menester preservarla de la luz.

La téonica usada por eostos autores es la siguiente: Colocar 5
ml de la solucidn conteniendo una cantidad de azdoar entre 0,1 y
2,0 mg en un tubo de ensayo Tyrex de 50 ml, y 5 ml del reactivo
cuprico, vertiende éste de modo que arrastre la solucidn de azie
car que pudo gquedar mojando las paredes del tubo; ambas medidas de
ben hacerse con el méximo de exactitud. Mezclar agitando suvavemen-
te, tapar el tubo y colocarlo en un baifio de agua hirviente duran-
te 15 minutos, Enfriar en corriente de agua hasta la temperatura
de 352, evitando toda agitacidn. Afiadir 2 ml du una goluoidn con-
toniendo 2,5 % de ioduro de potasid y 2,5 % de oxalato de potasio
¥y luego 5 ml de fdcido sulfirico N; agitar bien,-dejar por 5 minu-
t0s oon agitacidn de vez en cuando y luego titular con tiosulfato
de sodio 0,005 N.Llevar a cabo paralelamente un ensayo en blanco
con 5§ ml de agua y 5 ml del reactivo. La diferencia entre el ensa-
yo en blanco y el ensayo real da el equivalente de cobre reducido
y de las tablas las cantidades de azlicar correspondiontos.

Es éste uno de los métodos mds exactos y convcnientes para la
determinacidn de azdcares reductores on soluciones puras o en 1li-
quidos bioldgicos. La delicadeza y exactitud obtenida por la titu-
lacibén iodométrica es tal que el error dol andlisis depende prin-
cipalmente de la composicién del reactivo ciprico y de las oondi-

ciones que afcctan la sensibilidad y reproducibilidad durante la
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oxidacidn del azlcar.

Entre los métodos espociales parae loevulosa, que no utilizan
la oxidaeibn iodométrica previa de las aldosas, merecen citarse el
METODO DE JACKSON Y MATEWS (22). Biourge (23) observd que la levy
losa tiene en proscncia dcl rezctivo de Ost (250 g de carbonato do
potasio anhidro mfs 100 g de bicarbonato do potasio pulverizado en
700 ml de agua, mis solucibén conteniondo 25,3 g de sulfato de co-
bre cristalizado en 150 ml de agua, todo llevado a 1 litro) a 50¢C,
un poder reductor 10 veces mayor que la glucosa, Nyns (24) determi-
né el equivalente de cobre de la levulosa dentro de un amplio mar-
gen de concentraciones calentando mezclas de azlicores o 48,62C du~
rante dos horas y media.

Jackson y Matews modificaron el procedimiento de Nyns acortan-
do el tiemio de reaccidn y llevando la temperatura a 558C y usaron
la téonica giguiente: Colocur 50 ml del reactivo de 0st en un Ir-
lenmeyoxr de 150 ml; &fiadir con pipoeta un volumen cxactamente medi-
do de solucibn de azficar, contoniendo no mfs de 92 mg de levulosa
0 Su equivalente de mezcla de glucosa y lovulosa, recordando que
on las condiociones de la expcriencia lo glucosa tione un poder re-
ductor dooe veocs menor que la levulosa, Anadir agua hosta 70 ml y
sumergir en un bafio de agua a 552C, manteniendo asi exactomente 75
minutos y agitondo cada 10-15 minutos. Filtrar a través de asbesto
én un crisol de Gooch, lavar y pasar el procipitado ocon el asbesto
a un vaso de 400 ml; aficdir 5 § 10 ml de agua y desintegrar el as-
besto; agregar luego un volumen do dicromato de potasio 0,1573 N

en exccso del necesario para oxidar todo el 6xido cuprogso formado.
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En el Erlemmeyer colocar 50 ml de HCl (1l:1) y pasarlos al va-
g0 cgitando hasta disolver todo ol dxido cuproso; lavar el Erlenmg
yor reoibiendo los lavados en el vaso; sumergir el crisol en la sg
lucidn doida para disolver todo el 8xido cuproso remcnente en 81
y sacarlo con une varilla do vidrio lavAndolo sobre el vaso. Diluix
nasta 250 ml la solucidr obtenida y titular el exceso do dicromato
de potasio con sultfato ferroso (61,8 g deo SO4FR2.6HZ20 mgs 5 ml de
fcido sulfirico en 1 litro de agua) ya sca por ol método cloctromé
trico o oon indicador inteérno ortofunantrolina, El volumen de sule
tato ferroeo gostado on la titulceidn multiplicado por 16 da el
namcro de mg de cobrv recducidos y por medio de las tables se en~-
cuontre 1la levulosa corxrrespondiento.

Para mozeclas ds glucosa y levulosa es necesario introducir
un factor de corriccidn para ¢l poder roductor de la glucosa, pues
pora cualquicer morgen de concentraciones 12,4 mg do glucosa dan el
mismo podcr reductor que 1 mg de levulcsa. En mezclas de composi-
cidén desconocide ¢s menester llevor a oabo ndemfés una titulacidn
del total de azlcaraes reductores por el método de Lane y Eynon (25)
(dsterminacidn del volumen de solucién de azloarces nocesario para
reducir completamento un determinado volumen de solueidn elcalina
de cobre ocon indicador interno czul do mctileno). De las dos titu-

aciones por amcdio de teblas, se¢ obtiene finalmente la relacidn dc
lcvulosa a azlicares totales.

¥OTOTO DE SILBLIl.— Sicben en 1884 propuso un método para la dg

terminacidén do levulosa basado en 1o dcstruccidén de ésta cuando se

calienta con fcido olorhidrico dilnido. Ll método se aplicd a mie-
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les, jarabes y productos que ocontengaon glucosa, la cual oomo otras
aldosas, es menos suSceptible a la accidn destruotiva de los dci-
dos, tanto que la diferencia entre el poder reductor de una solu-
cidn antes y después del tratamicnto Acido se tomd como un indice
de la cantidad ds levulosa presente, Sin embargo, otros investigo-
dores (27) encontraron que bajo las condiciones especificadas por
Sieben, la levulosa no se destruye completamente , mientras que l:
glucosa es parcialmente atacada y la megnitud de estos efectos va-
riz con la relacidn de los dos azlcares presentes. Tratando de sal-
vor estas difioultades, Luoius (28) cambid la fuerza del fcido y
el tiempo de calentamiento, estimando el remanente de glucosa por
polerimetria, pero ésta y otras tentativas de modificer el método

en este gentido no dieron resultados satigfactorios.

mmsne () e



METODO DE NORMAN Y MARSHALL _PARA EL ANALISIS DE
Y LEVULOSA CON ESPECIAL APLIGACION A LA MIEL (29)

Los métodog citados anteriormente, aplicados a la determina-
¢cién de glucosa y levulosa en miel, no son lo suficientemente exag
tog porque en casi todos los casos se dosa un azlcar solamente y
el total. de azﬁcares reductores, y por diferencia se tiene el otro
componente, de‘manera que el error en“la determinacibén de uno pro-
duce un error en la determinacidn dei’btro en sentido opuesto y
por consiguiente el resultado de la relacidn gluoosa/levulosa no
es ocorrectos

Ademés no se considera la posibilidad de la interferencia mu-
tua, tomdndose el comportamiento de una mezcla como funcidén aditi-
va de la de los componentes aislados, lo cual no es exacto; por o-
tra parte, el cdlculo de la composicidén de mezolas de azlcares no
puede ser hecho con el uso de faotores determinados para cada aszii-
car en particular.

Estos autores buscaron un procedimiento mediante el cual se
puede determinar directamente la glucosa y la levulosa teniendo en
cuenta la interferenoia mutua,.

En la determinacibn de glucosa encontraron como el mgs conve-
niente el método de Lothrop y Hclmes para glucosa en miel (pag. 8)-.

Confirmaron los ultimos trabajos que indicaban que para obte-—
ner resultados cuantitativos era necesario cantidades de iodo mayo
res gque ol doble de la requerida para la oxidacidn y un exoceso de
hidr6éxido de sodio para neutralizar todo el doido formado, y la in-

fluencia de la temperatura en la reaccidn, variando las oantidades
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de glucosa y levulosa y trabajando entre 158C y 258C (Tabla I)
Zabla I

Lfecto de la temperatura sobre la oxidacidn de la glucosa

Lo\t

ocon hipoiodito

Gluoosa tomada Torciento de ox1daclon de glucosa
mg. 1590 182C 20,59L ' 2590
100 98,9 100,0 97.4 94,1

90 99,7 99,7 99,8 97,2
80 99,7 99,5 100,3 99,1
70 100,0 99 ,8 100,9 100,0
60 100,4 100,0 101,5 100,8
50 99,7 99,6 101,3 101,5

Dentro del margen de concentraciones tomadas y & una tenpe-
ratura de 152 4 188C, el porcentaje de glucosa recuperado es aprg
ximadamente constante y cercano al 100 %. Bajo las mismas oondi-
ciones la levulosa también sufre una ligera oxidacidén que dependc

de la oantidad presente (tabla II),

Jabla 1L
Efecto de 13 tomporatura gobre la oxidacidn de la levulosa
on hipoiodit
Levulosa tomada ml,‘de iodo 0,05 N absorbidos
r : \
nge. 168C 18eC 20,58C
99,7 0,44 0,42 0,46
89,7 0,39 0, 36 Q, 40
79,8 0,34 0,33 0,41
69,8 0,31 0,31 0,41
59,8 0,24 0,26 0, 36
49,9 G,R2 0,21 0,33

Para la determinacidn de la levulosa usaron el micrométodo

de Shaffer y Sonogyi (pdg.l5)e En ests ocuso debian determinarse
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concentraciones més altas que las dadas originariamente por los au-
tores. Valores para cantidades de levulosa entre 0,1 y 2 mg 86 pue-
den ver en la tabla 111, Fara pequefiags cantidades existe concorday
cia oon las dadas por Shaffer y Somogyis

lebla IIT
Titulacién de levulosa (Reactivo de Shaffer-Somogyi)

Levulosa tomada Diferenocias de titulacidn
mg ml de S203Na2 0,005 N
1,99 17,57
1,79 15,66
1,59 13,95
1,40 12,20
1,19 10,37
1,00 8,55
0,80 6,92
0,60 5,15
0,40 3,34
0,20 1,70
0,10 0,85

Como el poder reductor de la levulosa es afectado por la pre-
genocia de ioduro (30) y puesto que optaron usar el método de Sha-
ffer-Somogyi después de alejar la glucosa por oxidacibén con hipoio-
dito, establecieron nuevos valores en presencia de la cantidad de
ioduro que podria encontrarse oomo resultado de este pretratamientc

(tabla IV),

Tablae 1V
Diferencias de titulacidn de levulosa en presencia de ioduro afia-
dido
Levulosa tomada Dif, de titulacidn

mg ml de S203Na2 0,005 N

1,99 16,94

1,79 15,21

1,59 13,54

1,40 11,76

1,19 11,04

1,00 8,19
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Congtataron luego la intluoncia de la temperatura sobre la
oxidacibn do la levulosa por el hipoiodito (tabla V); encontraron
que de 168 4 182 la oxidacidn de la levulosa ey leve. A 20,58 y
oon las concentraciones mds elevadas el poroentaje recuperado fud
de 99 % oomo minimo, For consiguiente este procedMiento puede cor

glderarse satisfactorio para la mayoria de sus aplicaciones,.

Zabvla ¥

Reouperacibn de levulosa despuds de la oxidacidn

sy

oon hipoiodito a yarias temperaturas

e

Levulosa tomada Porcentaje recuperado

¥ e
ng 168C 189G 20,5%C

100 99,0 99,3 99,0

90 98,6 98,6 99,9

80 99,7 99,1 99,4

70 98,6 99,3 98, 2

60 99,6 99,6 97,5

50 98,5 99,2 97,5

Los andlisis de mezclas conocidas de glucosa y levulosa indi-
can que el poroentaje recupersodo do cada azlcar, varia de acuerdo
a su concentraoién y a la proporoidn relativa en que ellos se on-
cuentran., Estos autores determinaron el comportamiento de mezclas
de azucares en proporciones variadas y c¢n una gerioc de ooncentra-
ciones convenientes para usar paera miel, Lod resultados de la oxd
daocidn con hipoiodito, expresados en ml de iodo 0,05 N utilizados,

se pueden ver en la tabla siguiente.



Tabla VI
de mezelas de glucosa y lavulosg gon hipoilodito

P A/ S -]

Iodo 0,05 N absorbido on presencia de
. i

‘80 mg de 70 mg de 60 mg de 50 mg de 40 mg de Promedic
Gluocogda levulosa 1levulosa levulosa 1levulosa levulosa

mg ml ml ml ml ml ml

80 18,22 18,20 18,16 18,07 18,10 18,15
70 16,06 15,97 16,00 15,96 15,96 15,99
60 13,80 13,78 13,74 13,76 13,76 13,75
50 11,58 11,54 11,56 11,38 11,38 11,50
40 9,34 9,31 9,28 9,19 9,19 9,27

Dentro de esta serie, la oantidad de iodo utilizada para pe-
gos iguales de glucoga en presenocia do cantidades variables de lg
vulosa, no se aparta del valor moedio , siempre que las ocantidades
de azdocar tratadas no gean mayores de 0,08 g.

De los valores de la tabla VI dedujeron la siguiente ecua-
oidn;

Y¢ = 4,484.0 - 1,58 (i)
donde g reprasenta el nimero de ml de iodo 0,05 N absorbidos, e
Xeg los mg de gluoosa encontrados. Por ejémplo, suponiendo haber
gastado 13,75 ml de iodo (promedio-tercer renglén-tabla VI) para
oxidar 60 mg de glucosa on prcsencia de 70 mg de levulosa; aplie
cando la ecuacidén tendremos:

Analogamente titularon mezclas de levulosa y glucosa por el
procedimiento de Shaffer-Somogyi, previamente sometidas a la oxida

cidn oon hipoiodito, encontrando los siguicntes valores:



Tabla VII

— T

Titulacién de glucosa y lewulosa por cl método do Shaffer-Somogyi

previamente gometidas a lg, oxidaoidn oon hipoiodito

Levulosa lev.por Diferenciag de titulacidn

oxidzda ‘titulac. 80 mg 70 mg 60 mg 50 mg 40 mg Fromedio®
gluc. gluo. gluc. gluo. gluc.

ng mg ml ml ml ml ml ul

80 1,6 13,54 13,42 13,40 135,49 13,47 13,46
70 1,4 11,90 11,84 11,73 11,61 11,62 11,74
60 1,2 9,97 9,83 9,71 9,71 9,87 9,83
50 1,0 8,16 8,17 8,12 8,11 8,05 8,12
40 0,8 6,38 6,38 6,38 6,39 6,39 6,38

Do estos valores dedujeron la siguionte couagidn:

Y = 0,112, +0,087  (ii)
donde b repyresenta el numero de¢ ml do tiosulfato de sodio 0,005 N
obtenido por diforonoia ontre ol onsayo on blanco y el roal, e Yf
los mg de levulosa presentos, For ejemplo, suponiendo que la dife-
rencia de titulacionos sea de 9,83 ml (teroer rengldén~tabla VII);
aplicando la ecucoidn tendremos:

Yf - 0,112 x 9,83 + 0,087 = 1,8

Medionte el uso de estas ecuaciones, vilidas solamente dentro
de 1imites especf{ficos (0,08 4 0,04 g de coda azlear) y segin la
tsénica que se desoribe més adelante, log autores oncontraron ro-
sultados amplicmente satisfaotorios parc mieles,

Por @ltimo determinaron el efecto de la présencia Ga sacarosa
en mezelas de glucosa y levulosa. A pesar do ser la glucosa y la
levulosa los principales nztgares presontes en la miel, puéden en-
contrarse tambidn cantidades pequcfizcs y varicbles de sacarosz, la
cual puede ger ligeramonte oxidada por el hipoiodito,.

S5i la cantidad de sacarosa presente en la miol no exocede del



3 % su influencia es desprceiable, como lo indioa la tabla VIII.
Cantidades mayores pueden tener influencia,

Iabla VIIL

Influencia de la sacarosa en la dotorminacidn de glucoga y levu-

—— A me e an

losa en miel

Concentracidn relativa de azicares Titulacidn Titulacidn

r : — 1 4o gluoosa de levulosa

Gluoosa Levulosa Sacarose Iodo 0,06 N Iodo 0,005 N
% % % ml ml
40 40 0 17,85 13,38
40 40 2,00 17,85 13,38
40 40 3,00 17,66 13,38
40 40 0 17,90 13,38
30 30 0,75 13,47 9,77
30 40 1,50 13,45 9,76
30 30 2,25 13,46 9,77
30 30 0 13,55 9,77
40 20 1,00 17,55 13,17
40 20 2,00 17,60 13,18
40 20 3,00 17,55 13,18
40 20 0 17,55 13,20
20 40 0,50 9,19 6,30
20 40 1,00 9,16 6,30
20 40 1,50 9,16 6,30
20 40 9,15 6,29

La téonica que usaron para todas las detcerminacioncs se deta-
1la a continuocién y estd especialmente adeptada al andlisis de mic.
Clarifioagidn y eliminacidn de proteinas. Disolver 2 g de la miel
en agua destilada; agregar 2 ml de orema de alumina, llevar a 200
ml con agua y filtrar, Rechazar los primeros 30 6 40 ml del fil-
trado, Del filtrado siguiente medir 75 ml, colooarlos en un matraz

aforado de 100 ml y llevar a la marca oon agua,

Determinagiln de glucosa. A 20 ml de la solucidn anterior coloca-

dos en un Erlenmeyer de 250 ml, agregar 40 ml de solucidn 0,056 N

de iodo y 25 ml de hidrbéxido de sodio 0,1 N. Tapar y dejar por 10
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minutos a 158-182C. Acidificar con 5 ml de dcido sulflirioco N y titu
lar oon tiosulfato de sodio 0,05 N,
Deducir el titulo del de un ensayo en blanco llevado a cabo cor
20 ml de agua destilada y calcular la glucosa con la ecuacidn (i)
Luego para hallar el porciento de glucosa en la miel se aplicua

la siguiente .ecuacidn:

P2 @

en la cual ¥ es el peso en gramos de miel un la solucién original.
Si W son 2 gramos y aplicamos esta acuacidn al caso de Yg = 60 mg,
ce tiene:

3 . 2

os decir, si la soluoidn final tiene per ejemplo 60 ng de glucosa
y 70 mg de levulosa, el porciento deo glucosa es 40,

La ecuacidn () sec explica asf{: los 2 gramos de mieli, segin la
téonica, se diiuyen en 200 ml; de aqui so toman 75 ml y sse llevan a
100; de aqui se toman 20 ml y se gustan 13,75 ml de iodo, que dan
g = 60 mge

Entonoes si en 20 ml hay 60 ng, en los 100 de la solucidn fi-
nal habrd 300 mg, es decir, también en los 75 ul de solucidm origi-
nal; y en los £00 nl de solucidén original habréd 800 mg, o sea, en
los 2 gramos de miel hay 800 mg de glucosa. Luego en 100 gramos ha-
bré 40 gramos.

levelosa. Oxidar y acidificar como para glucosa,

prér e

Deteyminacidn 4

[ ]

pero en un natraz aforado de 250 ml, Reducir el iodo liberado por
cuidadosa titulacidn con solucidn de sulfito de sodio al 1%, usan-

do dos gotas de almiddén soluble al 1 % ocowo indicador. Neutraliszar



oon hidréxido de sodio N usando cono indicador bromocresol verde y
llevar & 250 ml con agua, Pasar 5 ml de la solucidn a un tubo de
ensayo Pyrex de 50 ml. Agregar 5 ml de reactivo olprico de Shaffer-
Somogyi,; tapar, ocalentar en un bajfio de agua hirviente durante 15
minutos y enfriar evitundo la menor agitacidén para prevenir la reg
xidacidn del bxido cuproso formado. Afiadixr 2 ml de una solucidn cc:
teniendo 2,5 % de ioduro de¢ potasio y 2,5 % de oxalato de potasio
y luego 5 ml de deido sulfirico N; agitar biem, dejar por 5 minu-
tos oon agitacién de vez en cuando y luego titular con tiosulfato
de sodio 0,005 N,

Deducir el titulo haciendo paralelamente un ensayo en blanoo
oon agua y qalcular la levulosa oon la ecuaocidn (ii),

Para caloular el porciento de levulosa en la nigl se aplioca

la siguiente ecuacidn:

- 200
Pl @

donde W son los gramos ée niel contenidos en la solucién original.
La deducoiln do esta acuacidn es andloga & la nimero (£) aplicada
para glucosa, con la diferoncia de que para la titulacidn en la so-

lucidn final se tomd la 50 avas partes de la misrma.

La elininacidn prelinincr de proteinas es esencial para la. de
terminecidén de azlcarcs roductores en miel por este procodiniemto,
puesto que las proteincs son afectadas por el hipoiodito y por es-—
ta causa la glucosa resulta demasiaco alia. Lu dextrina em la uiel
no presenta poder rcductor y por consiguicnte cuando ¢std presente

no afecta la titulzeidn de la glucosa.
Resultados obtenidos oon este método para mieles inglesas, 1o,

sus autores, pueden verse en la pagina 37.
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PARTE EJTERIMENTAL

Considerando que el método aplicado por Norman y Marshall a
la determinacidn selectiva de glucosa y levulosa en mieles, eg
uno de los mds sencillos y exactos, se llevd a cabo el presente
trabajo siguiendo la técnica de los mencionados autoras.

A los efectos de verificar la exaotitud de los resultados
obtenidos y oomo engayos preliminares para gsu aplicaoidn ulterior
al andlisis de mieles genuinas argentinas, se prepararon mezclag
de glucosa y levulosa puras, detormindndose en cada caso 1los por-
coentajes recuperados, Los valores encontrados figuran en las ta-

blas siguientes.

Zabla I
Recuveracion de glucosy.-€n presencia de levulosa
Glucosa Levulosa S203Na2 Glucosa Toroentaje
tomada agregada 0,05 N recuperada recuperado
mg mg ml mg %
40 60 9,42 40,6 101,5
80 50 11,43 49,7 99,4
75 40 16,85 74,1 98,8
Iabla II
Reouperacidn de levulosa en presencia de glucosa
Levulosa Glucosa S203Na2 Levulosa Foroentaje
tomada agregada 0,005 N recuperada Trecuperado
ng mg rl ng %
50 70 7,90 48,6 97,2
70 50 11,47 68,6 98,0

75 75 12,05 76,2 101,5
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Las mezclas dc glucosa y levulosa se hiocieron pusando 250
mg de los azicares respectivos,disolviéndolos en 250 ml de agua
y tomando los ml de solucidn correspondientes; en todos los casos
las soluciones de aszlicares so prepararon instantes antes de ser
snalizadas.

Los valores que figuran un la tercera columna representan
los ml de solucidn dc¢ tioculfato de sodio obtenidos por diferen-
cia entre el ensayo en blanco y el emsayo rcal y corresponden al
valor a de la ecuacidn (i) para glucosa, y &l valoxr } de la ecug
oldén (ii) para levulosa (pige 25 y 26), los cuales aplicados en
las eouaciones respectivos dan los wvalores de la ocuarta ocolumna.

hdemds, tomando como soporte a micles, se efcotuaron ensa-
yos de recuperccibn, agregando a la solucidn finol a titular, can
tidades var ableg de log azlonres puros, agsi: primero se detormi-
né el azloar (glucosa ¢ levulosa) en la solucidn final de miel,
considerando exaeto estu detoyminacidn; luogo sc agregd el azvoar
y se determiné el total. La difcrencia de los dos determinaciones
da el poroentaje rccupcrado. Los valoroes encontrados asi para gln
cosa se indiccn en la tabla IITI y para lewvulosa en la tabla 1V,
Se indican en la tercera columnc los mg de miel en la solucidn
final a titular; on la ocucrta, ol czlicar oontenido en ella y cal,
culado do la titulacidn; on la quinta, vl azdcar agregado a la
solucidn de miel; los valores dc las titulaociones figuran en la
columna siguiente, gquoe aplicados a 1lus acunciones respectivas dan
las centidades roocuperades que se¢ encuenbtran en la séptima colum-
nae.

En todos los casos las titulacionces se¢ hioieron por duplicg



do, tomdndose el promedio de ellasy

Recuperacion d¢
Miel Pesada Miel on
20 mly
NS g mg
1 22,0838 155,5
" [V] ]
2 2,0408 153,0
[ ;] "
" o "
3 2,2290 167,2
L[] 1® “"
" o o
44 2,0220 151,6

ZIable 11X

glucosa afiadida

- ——

Glucosa Gluoosa S203Na?2

a soluciones d4g¢ migl

—
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en 20 ml agregada 0,05 N Tota] Rouop. rado

mg
51,6

53,7

mg

3'7’5

18,7
37,5

20,0
40,0

30,0

ml
11,86
20,28
12,32
16,40
20,44
13,00
17,60
22,00
13,23
19,86

Glucosa Recupsi
ng ng %
51,6 51,6 100,0
89,1 37,5 100,0
53,7 63,7 100,0
72,5 18,8 100,4
90,1 36,4 97,1
56,7 56,7 100,Q
7,5 20,6 103,0
87,0 40,3 ioo,7
57,7 §&7,7 100,0
87,5 29,8 99,3



Miel Pesada Miel en

Ne

1

"

Recuperacidn d

S A

8
2,1066

2,0690

"

2,0391

2,3182

20 ml
mg

157,9

o —

ILevulosa Ievulosa S203Nag2

Tabla IV

e e

levuloga afiadida 8

A A el el e - e - e

en 20 ml agregada 0,005 N Total

ng

60,1

mg

20,0
40,0

30,0
40,0

25,0

30,0

— e () e

ml

9,95
13,55
17,10

9,75
15,00
17,00

9,60
14,12
11,10
16,35

mg
60,1
80,2
100,1
59,0
88,4
99,5
58,1
83,4
66,5
95,9
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Levulosa Recupe

gcup. rado

ng

60,1
20,1
40,0
59,0
29,4
40,5
58,1
25,3
66,5
29,4

%
100,¢
100,5
100,C
100,0

98,0
101,2
100, ¢
101, &

Siendo los resultados obtenidos satisfactorios, se procedid

a la determinacidén de glucosa y levulosa en mieles argentinas de

distintas procedencias, pero en su mayoria de la Provincia de Bue—

nos por ser la zona de mayor produccidén. las muestras fueron faci-

litadas por la Direccifn de Enserfianza Agricola del Ministerio de

Agricultura y por la Asociacidn de Criadores de Aves, Conejos y A-

be jas, entidades ambas gque por Su caricter aséguran la fidelidad

de su origen y su genuinidad., Las mieles fueron cosechadas en su

totalidad entre enero y mayo del ocorriente afio, extractadas y sin
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pasteurizar remitidas para su andlisis. Algunas de ellas se recibie
ron cristalizadas y otras parcialmente; en tales casos se refundie

ron a la temperatura de 402C hasta conseguir completa homogeiniza-

oidn.

Los resultados obtenidos figuran en la tabla V. En la primera
columna se indica la procedencia de la miel; en la segunda, el peso
de la misma en la solucidn original (¥ en las ecuaciones (1) y (2),
pig. 28 y 29); la diferencia entre el ensayo en blanco y el real fi
gura en la tercera columna, en 61 oaso de la glucosa o3 la g de la
ecuacibn (i) y en el ocaso de la levulosa es la b de la aouaoién
(ii). Se puede ver en el cuadro,que en algunos casos partiendo de
una misma pesada se determind glucosa y levulosa; en otros, se par—
ti6 de dos pesadas distintas; a los efectos de la exactitud de los
resultados este detalle no tiene importanocia y s8dlo se consigna pa-

ra aclarar su interpretacidn.




Zabla

GLUCOSA
i

Provinciae deo Buen

ety

LEVULOS A
|

r—

2 Origon Teso SR02Na2 Glucosa leso £203NaZ2 Levulosa

1 gilar
2 M.Taz

3 M.Faz
4 M.Faz
5 M.Paz
6 M.Paz

7 Dolo-
res

8 Dolo~
res

9 Uribg

larrea

10 Uribe

larrea

11 Cnel.

Vidal
12 o®

13 "

l4 Vte.

Cagares

15 Ola7
varria

0,05 N
g ml

3,2166 18.89
1,5616 8,45
1,8166 10,32
2,0992 12,06
2,0282 11,55
1,9104
2,1926 12,83

9,83

1,9652 11,81
1,9812 11,47
2,1110 11,66
2,2616 12,69
1,9460 11,2
1,9518 10,78
2,0610 11,64

2,0766 12,27

16 Tandil 2,0314 11,44

17 Gral.
Rodrd,
uez
18 Del
Valle
.19 Arre-—
cifes

2,3698 13,30

1,9922 12,55
1,9808 11,05

-

(G) 0,005 N (L)
% g ml %
34,5 3,2166 16,65 40,4
31,0 1,9594 9,80 40,3
33,0 1,8166 9,15 40,8
32,7 2,0992 10,44 39,9
33,0 2,0692 10,15 39,4
33,0 2,1650 10,36 38,4
34,3 2,2801 10,54 37,7
34,8 1,9652 9,61 39,1
33,6 2,0588 10,15 39,6
32,0 2,1110 10,78 40,9
32,6 2,0356 9,76 38,6
33,3 1,9990 9,86 39,7
31,9 1,9624 9,66 39,7
32,8 2,0016 10,44 41,8
34,3 1,4246 7,24 42,3
32,6 2,0314 10,16 39,8
32,6 2,3696 11,24 37,8
36,8 1,9604 9,8 39,9
32,3 1,9982 10,10 38,1

%

74,9

71,3
73,8
72,6
72,4
71,4
72,0
73,9
73,2
72,9
71,2
73,0
71,6
74,6
76,6
72,4
70,4

76,7
70,4

Azda. leluoibn
total

G/L

1/1,17
1/1,30
1/1,23
1/1,22
1/1,19
1/1,16
1/1,10
1/1,12
/1,18
1/1,28
1/1,1¢
1/1,19
1/1,24
1/1,27
1/1,23
1/1,22
1/1,15

1/1,08
1/1,18
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Irovinecia de Entre Riog
'LEVULOSA

L4

"% Origen Teso

&

X Las Dg 2,3054

lic@as
. Colon

e

Victo
ria

25 Cordg
ba
>. Cérdo
ba
: Bell
Ville
+ Bell
Ville

27 Casil
da

B San
Juan

29 Tosa-
das

2,1298
2,0830

2,0608
2,0540
2,0516
2,0060

2,0552

2,1358

2,5472

N/ )
S203Na2 Gluoosa Feso S203Na2 Levulosa Azilec. Relaoidn
0,05 N (G 0,005 N (L) total G/L
ml % g ml % %
13,71 34,6 2,1645 11,00 40,9 75,5 1/1,18
12,46 35,0 2,1298 10,42 39,2 74,2 1/1,12
14,45 31,8 2,0830 10,52 39,7 71,5 1/1,24
Erovineia de Cdrdoba
12,18 34,6 2,0584 10,00 39,1 73,7 1/1,13
12,02 35,0 2,1000 13,81 39,8 74,8 1/1,13
12,80 36,2 2,0516 10,60 41,4 77,6 1/1,14
12,37 35,8 2,0060 10,18 40,8 76,6 1/1,14
Frovincia de Santa Fe
12,15 34,3 2,0552 10,44 40,8 75,1 1/1,19
rrovinecia de San Juan
13,27 36,1 2,1358 10,76 40,4 76,5 1/1,1%
Gobernacidn de Misiones
1%,9% 32,7 2,0500 10,56 40,2 72,9 1/1,2%

—_———)——

Finalmente, a t{tulo compurativo los resultados obtenidos por

-orman y Marshall para la relacidn glucosa/levulosa en 13 muestras de

mieles inglecsas,
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Iegultadog para la relacidn Glucosa/Levulosaen mieles inglesas

et pipep -

encontrados por Norman y Marshall

Miel Glucosa Levulosa Azloares Relaoiodn
Ne (@) (L) Totales G/L
% % %
1 36,8 37,8 74,6 1/1,02
2 36,2 36,1 72,3 1/1,00
3 36,2 41,9 78,1 1/1,15
4 36,8 42,3 79,1 1/1,15
5 34,6 38,6 73,2 1/1,12
6 3%, 5 39,1 71 1/1, 20
7 35,9 39,0 4,9 1/1,08
8 36,0 39,7 75,7 1/1,10
9 35,0 39,6 74,6 1/1,13
10 30,0 44,4 74,4 1/1,47
11 34,0 40,3 74,3 1/1,18
12 44,4 41,9 76,3 1/1,22
13 31,7 37,0 68,7 1/1,10

Como puede observarse, los resultados para la relacidn gluco-
sa/levulosa en mieles inglesas varian entre los valores extremos

1/1,00 y 1/1,47, oseilando por lo general entre 1/1,10 y 1/1,20.

——— ———
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‘CONCLUSIONES

Se ha hecho una revigidn bibliogrifica de los métodos hasta a-
hora sefialados para la determinacidn de aldosas en resencia de

otros azucares y de levulosa, por via quimicay

La técnica seiialada por Normen y Marshall para la determinacién
de glucosa y levulosa en mieles fué sometida a ensayos de con-
tralor, demostrindose mediante valores de recuperacidn que es
oorrecta, Cuidadosamente practicada se obtienen muy buenos re-

sultados.

Se han determinado los valores de la relacidn glucosa/levulosa
en 29 muestras de mieles argentinas rrocedentes de zonas muy

diversas. Los valores asi hallados oscilan entre un minimo de

171,08 y mdximo de 1/1,30.

En general no se observa un valor diferenciable para ninguna dc

las mieles analizadas.,.

En productos argentinos, la determinacién de la relacién gluco-
sa/levulosa, es un indioce de positivo valor en la investigaciolw
de fraudes por agregado de glucosa. Esta afirmacidn cobra valox
en vista del poco margen de variacidn observado en los resulta-
dos de la relacidén glucosa/levulosa, y también por haber sido

analizados los productos 4e las principales zonas de Lroduceior.

S, S
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