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1. INTRODUCCION:

Con la finalldad de encontrar un método analitico para determinar
azlcares reductores, que fuese facil de adaptar a un proceso automatizado
de analisis, se realizé una Investigacidn bibliografica de los métodos
clasicos de analisis de éstos.

La mayoria de ellos son métodos que Involucran la formaclén de
precipitados, como es el caso del método Fehling, basado en la reduccion
de una disolucion alcalina de sulfato de cobre y en la formacién de un
precipitado de oxido cuproso rojo. El hecho de que se genere algin
precipitado en el método de analisis, implica graves problemas si se plensa
en su automatizacion.

Por lo anterior se analizaron aquellos métodos analiticos que
permitieran llevar a cabo la determinacion sin la formaclon de precipitados.
De todos elloé. se encontré que en parlicular, el método que emplea como
reactivo al 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), podia ser buen prospecto para
su automatizacidn,

El método es muy empleado no sélo en el campo de la quimica en
alimentos sino tamblén en édreas tan importantes como la quimica clinica
(determinacién de glucosa en sangre y orina) y la blotecnologia
(determinacién de actividades enzimaticas), entre otras. Este método se
fundamenta en la reaccion de azicares reductores con el &cido 3,5-
dinitrosalicilico, E! producto de la reaccion es cuantificado por
espectrofotometria UV-visible, tomando las lecturas en el méximo de
absorcion a 540 nm (43).



Al tratar de Implantar un método automatizado es de suma Impartancia
el tener claros los mecanismos de reaccidn involucrados para ver si el orden
de adicion de reactivos afecta o no la produccion del compuesta,

Al analizar detenidamente la literatura referente al método del DNS, se
resaltaba el hecho de que es un método que desde su introduccion hasta la
fecha, no ha sido debidamente optimizado ni estudiado a pesar de ser
sumamente utilizado. Es importante mencionar que en la actualidad los
recursos cientificos y tecnoldgicos resultan ser mucho mas avanzados en
relacidn a aquellos con los que Sumner contaba en el tiempo en el que
intradujo dicho método.

El método del DNS fue propuesto originalmente por J.B. Sumner en
1921 (43), quién en dos articulos posteriores (44, 45), optimiza las
condiciones para llevar a cabo la reaccion y basicamente desde entonces, el
método no ha sido revisado o analizado con detalle. El método optimizado
involucra el uso de cinco reactivos: acido 3,5-dinitrosalicilico, NaOH, sal de
Rochelle (tartrato de sodio y potasio), fenol y bisulfito de sodio.

Al analizar el posible mecanismo de reaccidn, resultdé evidente el que
no existe una justificacion real para la adicion del fenol, la sal de Rochelle y
el bisulfito de sodio.”

La reaccion balanceada indica una relacién estequiométrica entre la
glucasa y el DNS de 6 a 1, sin que para ello se requiera de algin otro

reactivo,
Il H,0H (l?
CH;0
o+ 6 fgh, == o + 6 H@OH
NO, OH NH; OH

Acido 3,5-dinitrosalicllico Glucosa Acido 3,5-diaminosalicilica  Acldo gluconico



La posibilidad de que los otros reactivos tuvieran una funcion diferente
en la determinacion. como enmascarantes, soluciones amortiguadoras, o
acomplejantes de otros compuestos presentes en las muestras se analizd
con culdado sin encontrar una justificacion satisfactoria. Por ejemplo, si el
pH se ajusta a 13 o 14 con sosa, no tiene sentido la adicién del tartrato
doble de sodio y potasio, ya que por sus valores de pKa este se encontraria
totaimente disociado y entonces se podria utilizar tartrato de sodio que es
mas barato. Dado que la disolucién se prepara al 30 %, la tnica Justificacion
para usar la sal de Rochelle pudiera ser la solubilidad (el tartrato de sodio y
potasio es mas soluble). Sin embargo, como se vera posteriormente, la
adicion de tartratos es Innecesaria, pero mas aln a esa concentraclon tan
alta,

Sumner (44) Justifica la adicion de la sal de Rochelle en
concentraciones tan elevadas, diclendo que el oxigeno disuelto en la
solucion es desplazado por efecto salino, "evitdndose asl la supuesta accién
destructiva del oxigeno en presencia de dlcall sobre ei azlcar reductor”,
ademas de un supuesto Incremento en fa Intensidad del color.

Con respecto al fenol y al bisulfito de sodio, estos son adicionados al
reactivo original ya que segin Sumner, "el fenol, a pesar de no tener efecto
reductor sobre el &cido 3,5-dinltrosalicilico, Incrementa de manera
significativa la cantidad de color dada por la giucosa". "El bisulfito de sodio
se adiciona ya que se observaba que el color producido después del
calentamiento era inestable y con la adicidn de pequefias cantidades de éste
reactivo se prevenia lo anterior”,

Como se verad mas adelante, ninguno de estos reactivos mejora las
condiclones de reacclén, por lo menos en muestras que Unicamente



contienen glucosa; habria que ver si esto es diferente al tratar muestras
reales.

Otro hecho que resulta cuestionable en el método original, es la
fongitud de onda a la cual se toman las lecluras, ya que al obtener el
espectro de absorcion del compuesto reducido, el maximo de absorcion se
presenta a 480 nm y no a 540, longitud reportada en el método de
referencia,

De todo lo anterior se dedtcla que el método presentaba serias dudas
en Su proceso y que era necesario llevar a cabo una revisién minuciosa de
todo el procedimiento y establecer un adecuado protocolo de trabajo en
donde se propusiera un método optimizado mas simple, rapido y sobre todo
mucho més barato.

Este método es ampliamente utilizado en los laboratorios de
ensefanza de ésta Facultad de Quimica, por lo que es sumamente
Importante el optimizarlo de manera Integral, con lo cual se obtendran
ventajas significativas de entre las que se encuentran mejoras en
sensibilidad y eficiencia asl como reduccién de costos.



2. OBJETIVOS:

1. Revisién bibliografica del método para la cuantificacion de azicares
reductores por su reaccién con el 4cido 3,5-dInitrosaliclllco.

2. Estudio del mecanlsmo de reaccién del 4cido 3,5-dinitrosalicilico con
azlcares reductores, basados tanto en estudios tedricos como en datos
experimentales.

3. Evaluacién y justificacién del uso de cada uno de los reactivos que
intervienen en la metodologla original. Modificacién de aigunos parametros
con lafinalidad de optimizar la reaccién.

4. Proposicién de un protocolo de trabajo que Incluya el método
optimizado, tomando en cuenta tanto el uso de reactivos como las
condiclones de la reacclén,



3. ANTECEDENTES:

3.1 AZUCARES REDUCTORES:

Los carbohidratos constituyen uno de los grupos mas importantes de
sustancias organicas de origen natural, ampliamente distribuidos en la
naturaleza se encuentran en frutas, vegetales, miel, leche, etc.; son las
unidades en que estdn conslituidos carbohidralos mas complejos
(polisacaridos) como el almiddn, celulosa, pectina, glucégeno, etc. Aparecen
de Igual manera en moléculas organicas tanto simples como complejas
como los acidos nucleicos (DNA y RNA), las glucoproteinas, etc. Todos los
carbohidratos deben ser desdoblados hasta azlcares simples
{monosacéaridos) para poder ser aslmilados, siendo la glucosa y la fructosa
los monosacaridos mas comunes.

Los azucares y almidones derivados de materiales de origen vegetal
desempefian un papel importante en la nutricién y en la industria alimentaria;
resultan ser la fuente mas abundante y barata de alimentos de la naturaleza
y por lo tanto los mas consumldos por los seres humanos "en muchos
palses constituyen de un 50 a 80 % de |la dieta del pueblo (1)".

La determinacién tanto cualitativa como cuantitativa, el aislamlento,
purificacion y modificacion de los carbohidratos, resultan ser précticas
sumamente recurridas en muy diversas dreas tanto de la industria como de
la Investlgacién, por lo cual resultan ser de gran importancia.

Los carbohidratos se definen como polihidroxialdehidos,
polihidroxicetonas o compuestos que por hidrélisis, se convierten en estos.



Los carbohidratos que no pueden ser hidrolizados en otros mas
slmples se denominan monosacéridos, como los de tres 4tomos de carbono
llamados triosas, o los de cuatro, cinco y seis que corresponden a las
tetrosas, pentosas y hexosas, respectivamente. A su vez a los que contienen
el grupo cetona se les asigna el sufijo "ulosa" para distinguirlos de los
aldehldos que llevan la terminaclén “osa", por ejemplo Ia levulosa (siendo la
fructosa su nombre comln) es una cetosa del grupo de las hexulosas,
mientras que Ia glucosa es una aldosa que pertenece a las hexosas. A pesar
de que en el relno vegetal se encuentran muchos azlcares de seis &tomos
de carbono, sélo cInco se han aislado en estado libre, tres de los cuales son

aldosas (glucosa, galactosa y manosa) y dos cetosas (fructosa y sorbosa).

(1)

Los monosacéridos son los monémeros o unidades basicas de los
carbohldratos méas complejos; la unién quimica de pocos de ellos (de 2 a 10,
aproximadamente) da como resultado los oligosacaridos; cuando el nimero
es mas grande, se forman los polisarcéridos, que a su vez pueden ser
constituidos por una o varias clases de monémeros. La palabra azlcar se
emplea para designar generalmente a los carbohidratos clasificados como
mono Y oligosacdridos.

A continuacién se presentan algunas clases y ejemplos de
carbohidratos de origen natural;



MONOSACARIDOS:

Pentosas (C5H1005) Hexosas (CeH1206)
L-arabinosa D-glucosa
D-ribosa D-fructosa
D-xilosa D-galactosa
D-manosa
OLIGOSACARIDOS:
Disacaridos (C42H22011) Trisacaridos(C18H32016)
sacarosa (D-glucosa + D-fructosa) rafinosa (D-glucosa +
maltosa (D-glucosa + D-glucosa) D-fructosa + D-galactosa)

lactosa  (D-galactosa +D-glucosa)

POLISACARIDOS:
Plantas Animales
almidén glucogeno
celulosa

3.1.1 CARBOHIDRATOS COMUNES: (1, 2, 3, 4, 5)

La glucosa es un aztcar de seis carbonos y, por consiguiente, es
designado como una hexosa. El hecho de que el grupo carbonilo sea
aldehidico se Indica clasificando la giucosa como una aldohexosa. Es el
monosacérido mas comun, y bien pudiera ser que el compuesto orgénico
mas abundante de la naturaleza.



Se encuentra llbre en la sangre (azlcar sanguineo) y en ofros
numerosos fluldos corporales, asi como en los jugos de las plantas (azucar
de uva), y es el componente principal de muchos ollgasacaridos y
polisacaridos. '

La glucosa es metabolizada directamente por el organismo. La D-
glucosa existe en estado anhidro (p.f. 146 °C) y en forma hidratada (p.f. 86 °
C) la cual contlene una molécula de agua. Se obtiene comerclaimente por
hidrélisis del almidén y de los disacaridos, tales como sacarosa, y por
consigulente, es comin en muchos productos alimenticios que contienen

azUcares,

o

Y/

IC iH
H~4—OH

HO—Y4—H
H~4—O0H
H~4—OH

‘CH:0H
D-(+)-Glucosa

La fructosa es tamblén un aziicar de sels carbonos, el hecho de que
el grupo carbonilo sea cetonico se Indica clasificando la fructosa como una
cetohexosa, las cuales se nombran lambién utilizando el suffjo -ulosa y, por
consigulente, es designado como una hexulosa. Es un componente de jugos
de frutas y de la miel. Se encuentra normalmente acompafiada de D-glucosa
y sacarosa. Una mezcla de D-glucosa y D-fructosa se denomina azucar
invertido. La D-fructosa se convierte faclimente en D-glucosa en el cuerpo.
Se puede producir enzimaticamente a partir de jarabe de glucosa.



'CH:0H

1=0
HO-Y—H
H—4—oH
H—4—0H
° CH:0H

D-(-)-Fructosa

La sacarosa, el azicar de mesa comun, es un disacarido integrado
por una glucosa cuyo carbono aldehldico se une al ceténico de la fructosa,
estableciendo un enlace glucosidico B(1,2) que impide que este disacarido
sea reductor por carecer de grupos aldehido o cetona libres. La fructosa que
contiene la sacarosa, estd como furanosa tensionada, lo que hace que el
enlace glucosidico sea muy labll al calor y a los 4cidos y se pueda hidrolizar
muy féaciimente, produciendo una mezcla altamente reductora de los
correspondientes monosacéridos; de hecho, entre todos los disacéridos,
ésta unién es de las més sensibles. Comerciaimente se obtiene de la
remolacha azucarera y de |a cafla de azucar; abunda en forma natural en la
mayoria de las frutas, de las raices y de los granos, en concentraciones que
varlan de manera considerable segun el grado de madurez de estos
productos; ademas es considerado como uno de los principales productos
organicos industriales. Como ya se menciond, la sacarosa es un azucar no
reductor, que no presenta mutarrotacion debido a que las unidades de
hexosa que la forman se unen por medio de sus carbonos anoméricos,
Tiene una rotacion de signo positivo ([a] = +66.5°) Lo mismo que la D-
glucosa ([a] = +52.7°). Por otra parte, la D-fructosa tiene una rotacion
negativa grande, ([a] = -92.4°). Por esto la hidrélisis completa de la
sacarosa para dar glucosa y fructosa, causa una inversion de! signo de la
rotacion y el producto es conocido como aztcar invertido. La miel es

0



principalmente aztcar invertido debido a que las abejas contienen ia enzima
invertasa (B-fructosidasa) que cataliza la hidréiisis. La sacarosa tiene una
solubilidad en el agua extraordinariamente elevada: (1.5 g de sacarosa se
disueiven en 1 g de agua a ia temperatura amblente) y ademas posee una
gran capacidad de hidratacién (6.6 +/- 0.7 Moles H20 / moi azticar).

H H
. oY o CHiOH
HO H H _OW
[ oh NG

0 CH:0H
H H

(+)-Sacarosa

La /actosa (azlicar de la leche) es un disacarido que se encuentra en
la leche de los mamiferos y tiene sélo ligero sabor dulce, Es hidrolizada por
los dcidos y por la -galactosidasa produciendo cantidades Iguales de D-
galactosa y D-glucosa que en el disacérido se encuentran unidas medlante
un enlace glucosidico (1,4). Debldo a que el carbono anomérico de la
giucosa estd libre, este disacérido presenta las caracteristicas de fos
azicares reductores, existe en los isémeros a y §, y por lo tanto, presenta el
fendmeno de mutarrotacion. La laclosa tiene la férmula molecular Ci;Hx0y,
La lactosa se obtiene normaimente a partir del suero, un subproducto de la
manufactura del queso.

H H H H
ol H OH
uﬁ/’ HO OH
HO

H o on Gisod 0
H H H

Lactosa (andmerof})



3.1.2 ESTRUCTURA QUIMICA: (1, 2, 3, 4)

Los monosacéridos mas comunes en la naturaleza, tales como las
tetrosas, pentosas y hexosas, derivan del D-gliceraldehido con ia adicidn de
grupos CHOH a la cadena basica de carbonos. El 4tomo nimero dos del
gliceraldehido es asimétrico y puede existir como los isomeros D y L (fig. 1);
en los primeros el hidroxilo del carbono simétrico méas alejado del aldehido
(4tomo de carbono de referencia), se encuentra a la derecha del plano lineal
de la molécula (en las hexosas, las pentosas y las tetrosas, se localiza en el
C-5, C-4 y C-3 respectivamente), y en los de la serie L dicho hidroxilo de
referencia se ubica a la izquierda del plano central.

HCO HCO
H OH lﬂO —1- H
CH:0H CH:0H
D-(+)-Gliceraldehido L-(-)-Gliceraldehido

Figura 1. Formas D- y L- del gliceraldehido

Es necesario hacer notar que las designaciones D y L no indican la
direccion en la cual el aztcar hace rotar el plano de la luz polarizada, y sl se
desea hacer mencién a su poder rotatorio, se deben Incluir los signos (+) o (-
) que corresponden a carbohidratos dextrorrotatorios o levorrotatorios,
respeclivamente.

Se ilama epimero el aztcar cuya unica diferencia en su molécula es la
focalizacion o posicion de un solo hidroxilo que no sea el de referencia; asf



la glucosa es epimero de la manosa en @i hidroxilo del C-2; igualmente la
glucosa y la galactosa son epimeros por el hidroxilo del C-4.

Las representaclones quimlcas pueden hacerse con las proyecclones
de Fisher y de Haworth, o bien con la férmula conformacional (fig. 2). En la
primera, los carbonos estan en una cadena lineal ablerta y se numeran a
partir del aldehldo, pero en el caso de las cetosas se hace por el 4tomo de
carbono mas cercano a la cetona. Debldo a su alta reactividad, el carbonilo
interacclona con grupos alcohol de la misma molécula, produciendo enlaces
hemiacetales intramoleculares que origlnan aztcares ciclicos, y que en agua
se encuentran en equilibrio con la cadena abierta (fig. 3). En las hexosas se
producen generalmente compuestos de conformaclén de plrancsa (anillos
de seis dtomos), excepto en el caso de la fructosa que es una furanosa
(anlllo de cinco atomos); de estos dos arreglos, el primero es el més estable
y mas comln entre los distintos azicares debldo a que presenta menos
tenslones entre los enlaces. Por lo tanto, estos hidratos de carbono se
denominan con la terminacién plranosa o furanosa, segln el tipo de anillo
que desarrollen.

lHC=0

H - ot
Hcon 1 - oH
HOCH =2 jo—-u 0
{
Hcon H =1 OH
)
HCOH H
CiloH
CH20H
Proyeccldn de Fisher Proyecclén de Fisher Férmula de Férmula
Comun Modificada Haworth Conformacional

Flgura 2. Relaclones entre las férmulas de Fisher, Haworth y
conformacional de la a-D-glucosa.
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Figura 3. Enlaces hemiacetal de los monosacéridos.

La unién hemiacetal origiha un nuevo centro asimétrico
correspondiente al carbono anomérico en posicion 1 de ia representacion de
Haworth que da origen a dos posibles enantiémeros; la asignacion de la
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designacion a o p depende de la relacién entre la configuracién del carbono
anomérico y la del carbono que determina si el compuesto es D o L (el
étomo de carbono de referencia). Cuando se dibuja una férmula de
proyeccién de Fisher de la molécula ciclica para indicar configuracién D o L
en el dtomo de carbono de referencia, ia moiécula es o si el grupo (OH o
OR) est4 situado al mismo iado de la cadena carbonada vertical que el
grupo de referencia y B si el grupo anomérico y el grupo de referencla estéan
en lados opuestos, (fig. 4). En la serle D, esto corresponde a que el grupo
anomérico de un anémero o esté situado por debajo dei plano del anillo en
las estructuras conformacionales o de Haworth. En la serie L es el anomero
p el que se dibuja con el grupo anomérico abajo.

Atomo d¢ carbono /\‘ I
snomitico —C—0H HO—C— —C—0H
walwuu W ml
Erreey Eratand AW
——f-—o —f——-O 0 -—-|-—-
Atomo de carbono "
dereferencia D-Azicar D-Aztcar L-Azlcar
Anémero o Anémero p Andmero

Figura 4. Representacién de los &tomos de carbono anoméricos y de
referencia.

Cabe indicar que ios diferentes isémeros de un azlcar pueden
presentar caracteristicas fisicas y quimicas distintas, como ocurre con la a y
p-glucosa (ver tabla 1)



a-D-glucosa f3-D-glucosa
Rotacion especifica +112.2° +18.7°
Punto de fusién (°C) 146 150
Solubilldad en agua (%) 82.5 178
Velocidad relativa de oxidacion 100 <1.0
con glucosa oxidasa

Tabla 1. Propiedades de la glucosa.

La representacion ciclica de Haworth es mas adecuada ya que las
cadenas lineales no responden estequiomélricamente al poder reductor de
los grupos aldehido o cetona. Las soluciones acuosas de los monosacéaridos
sufren modificaciones en su actividad 6ptica durante el almacenamiento lo
cual indica que existe un proceso dinamico de conformacion quimica hasta
alcanzar el equilibrio mediante el fenémeno que recibe el nombre de
mutarrotacién; por ejemplo, la o-D-glucosa disueita en agua tiene una
rotacién 6ptica de aproximadamente (+)112°, que se reduce a (+)53°
después de 4 horas, cuando se alcanza el equilibrio entre las formas ciclica
y fineal; por su parte, la p-D-glucosa aumenta de (+)19° a (+)53° en un
proceso similar al anterior. La mutarrotacién es una manifestacion del
equilibrio que se establece entre las estructuras anomérica o de aldehido y
la ciclica o hemiacetal de los azucares reductores (fig. 5).

OH
V]
H == K 0 ==
Y. OH
— R -y

OH |
H H
a-D-glicosa Forma de cadena abicrta p-D-glucosa
(conformacion de silla) (una de las muchas conformaciones) (conformacion de silla)

Figura 5, Mutarrotacion de ia D-glucosa en solucién, pasando por la forma
aldehido de cadena abierta.



3.1.3 REACCIONES QUIMICAS DE LOS MONOSACARIDOS: (1, 6, 7)

Los monosacéridos tienen un grupo aidehido o una cetona y varios
hidroxilos y consecuentemente los cambios quimicos a ios que estén sujetos
se relacionan con la transformacién de estas funciones,

Se ven afectados por los 4cidos, los &lcalis, las altas temperaturas y
los agentes oxidantes y reductores, que provocan su isomerizacion,
enolizacién, deshidratacion, ciclizacion, oxidacién, reduccién ademés de una
de las reacciones mds relevantes en el drea de los alimentos (confiteria,
panaderia), que es la reaccién de oscurecimiento o empardeamiento (1); sin
embargo, de las posibles reacciones que puede sufrir un carbohidrato, solo
se hablara de aquellas relacionadas con el método estudiado (Reaccion de
azlcares reductores con el 4cido 3,5-dinitrosalicilico); es decir, las que se
ilevan a cabo en presencia de alcalls y en presencia de aitas temperaturas.

3.1.3.1 REACCIONES DE LOS CARBOHIDRATOS EN PRESENCIA DE
ALCALIS:

La acclén de los alcalis sobre los aziicares sigue tres vias de manera
general; la isomerizacion, principalmente del grupo reductor final de la
molécula; fragmentacion en sustancias con un nimero menor de 4tomos de
carbono en relacién al azlcar original y reacciones intemas de oxidacion y
reduccion,

Los alcalls inducen diversas transformaciones en los monosacéridos
segun la concentracién de &lcali empleada; en soluciones consideradas
débiles (0.05 N) se produce la isomerizacién de los aziicares, como ocurre

17



con la glucosa que se tautomeriza y produce un enol, que por un arreglo se
convierte en una mezcla de D-fructosa (32 %), D-manosa (3 %) y D-glucosa
{65 %), (fig. 6). Este cambio que es més facll a pH alcalino puede ocurrir
también en condiciones acidas, pero a una velocidad mas baja.

0
1
cl:-on He=0 HocH HocHs Hocll o=l
LHeol HCOI {somer (0] tsomedi- vz () lsometl 1 omed LOCH

) 2ackd 2acién 1 zacién | 2acion
‘H Oxddacid 3 " ) § e HOC! een
HOCH Oddbn joci P joci MR oly Do modl 1R

= ==

10l Medio Medo  LICOH Medlo  yiboye Medio  LICOH Medo  1IC
ol Heo bisco  HCOH g0 b Hoon

basico basko }
1eon HCON HEO Hecol licok ncou
10 CHOH ciou dont 101 dion
ac. D-glucénlco  D-glucosa trans-enol D-fruclosa cls-enol D-manosa

Figura 6. Transformacion de la glucosa por Isomerizacion con bases
débiles hasta manosa; por oxidacidn a dcido glucdnico,

Esta Interconversién es explicada por la formacién de una forma

endlica;
H—-(I3 =0 H—-C—OH H—-C =0
H_(I;_ou OH- cl:-ou OH" yo—C—H
== S
“"“3"0" Isomerizacién H-(i-—-OH Isomerizacién H"({"O"
Aldosa Enodiol Aldosa
OH" 1[ Isomerizacion
CH;0H on- CH,0H
C=0 — C—OH === clc.

H—%-—-OH lsomerizacién y:__.OH

Cetosa Enodiol



Al Incrementarse la concentracién de dlcall (0.5 N), ademés de
formarse enoles en todos los carbonos del monosacérido, estos se rompen
en los Atomos en que se localiza la doble Jigadura; por ejemplo, la hidrbiisis
de un enol entre el C-1 y el C-2 produce una molécula de formaldehido y
una pentosa, entre el C-2 y el C-3 una tetrosa y aldehido giicolico, y entre el
C-3 y el C-4, gliceraldehido y una friosa. Las aldosas que se generan con
éste rompimiento pueden a su vez enolizarse y sintetizar nuevos
compuestos, entre los cualies destacan el diacetilo, el acetol, la acetolna y
aigunos acidos como el lactico, el propiénico y el piravico.

Cabe indicar que debido a que estos enoles son agentes muy
reductores (mas que los proplos monosacéridos de donde provienen), su
presencia se aprovecha para medir el poder reductor de los azlcares,
medlante una reacclén alcalina en fa que se usa el ion cuprico como agente
oxidante. El método més conocido es el de Fehling, que empiea sulfato
clprico con tartrato de sodio y potasio; al calentar el carbohidrato disueito en
ésta solucién se generan enoles que reducen el ion clprico a cuproso,
producléndose el 6xido correspondiente de color rojo; la secuencla de éstas
reacciones para el caso de la glucosa, se resume a continuacién:

enolizacién

glucosa ———) enoles reductores
medlo alcalino

éxido-reducclén
enoles + Cu2t ——-—-)HO Cu,0 + gluconato
2

Ademéas del método Fehling, existen otros, como el de Benedict y el
de Somogy, basados en un princlplo semejante.



En condiciones fuentemente alcalinas, los grupos aldehido o cetona se
oxidan y se convierten en sus comrespondientes acidos; por ejemplo, la
glucosa se transforma en &cido glucénico, (ver fig. 6).

3.1.3.2 . REACCIONES DE CARBOHIDRATOS POR ALTAS
TEMPERATURAS (90°C):

Las altas temperaturas aceleran considerablemente todos los cambios
que le suceden a los monosacdridos en condiciones tanto acidas como
alcalinas, pero a pH neutro catalizan las reacciones de caramelizacion y de
oscurecimiento no enzimatico.

Ademas de estos efectos, el calentamiento de los azlcares también
favorece algunos mecanismos que Implican la polimerizacion y la
epimerizacién de los monosacéridos; por ejemplo, cuando la glucosa se
somete a tratamlentos intensos de temperatura, se propicia la sintesis de
oligosacéridos  tales como  gentobiosa  (6-O-B-D-glucopiranosil-
glucopiranosa), isomaltosa (6-O-a-D-glucopiranosil-glucopiranosa), maltosa,
panosa, celobiosa y otros mdas complejos; en el caso de la lactosa se
observa la epimerlzacion de la glucosa en fructosa, con lo cual el disacarido
se convierte en lactulosa.
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3.2 METODOS PARA LA DETERMINACION DE A2UCARES
REDUCTORES:

Los carbohidratos resultan ser una de ias clases de compuestos
orgénicos que presentan una variedad muy grande de reacciones, formas y
derivados quimicos, en el presente trabajo solo se hard mencién de los
métodos clasicos mas recurridos en ésta area (7, 8).

La mayoria de las determinaciones de carbohidratos se basan en el

hecho de que en el caso de los azlcares reductores, los grupos aldehidicos
o celdnicos libres que tienen en su estructura, reaccionan como agentes
reductores débiles (Estos Incluyen todos los monosacéridos y a los
disacéridos maltosa, lactosa y celobiosa), Sin embargo, otros de los
disacéridos tales como sacarosa y rafinosa ademas de los oligosacaridos
superiores, como el almidén y la celulosa, que resultan ser carbohldratos no
reductores debldo a que estdn constituidos por azucares simples
combinados a través de sus grupos aldehidicos o cetdnicos, deben ser
hidrolizados a sus azticares reductores constituyentes para poder ser
determinados como azlcares reductores.

El andlisls de azlicares reductores como la glucosa, puede ser llevado
a cabo usando métodos fisicos, quimicos y bioquimicos. Las medidas
cuantitativas de los azicares pueden realizarse con polarimetria,
refractometria, reacciones de reducclén quimica, reacciones enzimaticas
asocladas con desarrollo de color, cromatografla de gases (CG) o
cromatograffa de liquidos de alta preslén (HPLC por sus siglas en inglés)
(10); muchas de las pruebas cuantitativas, son apiicabies a fa determinacion
cualitativa de aztcares, con la tnica finalidad de su identificacién, tal es el
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caso del color desarrollado en la presencia de &cidos y fenoles o la
formacion de metales u 6xidos metéilcos por 1a accion de los azucares
reductores sobre sales de metales pesados.

3.2.1 REACCIONES DE COLOR:

Un gran nimero de reacciones con azlcares, producen compuestos
de colores rojizos que pueden ser detectados de manera sensible y eficaz
con el uso de espectrofotdmetros o colorimetros, con lo cual se han
desarroilado métodos muy sensibles para la determinacién cuantitativa de
los azlcares.

La reaccion de color mas distintiva presentada por los azlcares es la
que se obtiene por tratamiento con diferentes fenoles en la presencia de
4cido sulfurico o clorhldrico concentrado. Los monosacéridos en solucion
aclda fuerte, forman un furfural que se une a compuestos fendlicos para dar
una coloracién que permite cuantificar y en ocasiones Identificar un
problema (71).

Como ya se menciond, la presencia de carbohldratos es indicada por
€l desarrollo de color (generalmente café rojizo), cuando la muestra que
contiene el azicar es tratada con acido sulfdrico concentrado y un fenol,
amina aromética o compuesto relaclonado apropiados; por ejemplo; a-naftol
(Prueba de Molish para carbohldratos), resorcinol, naftoresorcinol, cresol,
timol, orcinol, fluoroglucigol, antrona y carbazola (7, 8, 71). A continuacion
se presenta un resumen de las princlpales reacciones de éste tipo para el
andlisis de carbohidratos:
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REACCION | REACTIVO CARACTERISTICAS

Molish a-Naftol Muy sensible. Positiva con la mayoria
Acldo sulfarico  |de hidratos de carbono.

Selivanoff | Resarcinol Positiva con las cetosas,
Acido clorhidrico

Tollens Floroglucigol Positiva con galactosa, pentosas y
Acido clorhidrico |4cido glucorénico.

Tauber Bencidina Con las pentosas da color rojizo.
Acido acético

Antrona Antrona Positiva con la mayoria de
Acido sulfurico  {carbohidratos. Muy sensible.

Cuantitativa

Ortotoluidina | Ortotoluidina Muy sensible. Cuantitativa

Acido acético

Tabla 2. Principales reacciones de coloracién,

En relacién a lo anterior, uno de los métodos mas utilizados para la
cuantificacién de azicares es el del Fenol-Acido sulfirico, en el cual los
azicares simples, asf como los polisacaridos, oligosacéridos y sus
derivados, incluyendo los metil éteres, con grupos aldehido libres o
potencialmente libres; dan compuestos de color anaranjado-amarillo al ser
tratados con fenol y &cido sulftirico concentrado. La reaccion resulta ser muy
sensitiva y el color es estable, (12)

Los aztcares reductores reducen a los nitrofenoles como el &cido
picrico (que es reducido al amido dinitrofenol), o-dinitrobenceno, m- o el p-
nitrobenzaidehido y el 4cido 3,5-dinitrosalicilico, entre otros, dando fugar a
compuestos caracteristicos de color rojizo, El azui de metileno, se reduce y
se decolora por soluciones alcalinas de aziicares reductores; la safranina
cambia de color rojo a amarillo bajo condiciones similares (7).
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Aungue ya se menciond, resuita importante recalcar el fundamento de
uno de los métodos més utilizados para el anélisis de aztcares reductores,
se trata del método del 4cido 3,5-dinitrosalicilico, el cual al reaccionar con
los azlcares reductores en un medio alcalino da lugar a un compuesto
nitroamino  rojizo,  altamente  colorido que es determinado
espectrofotométricamente. (43, 44, 45)

3.2,2 REACCIONES DE OXIDACION POR SALES METALICAS EN
SOLUCION ALCALINA (7, 8, 71)

Los azlcares simples y algunos disacaridos como maltosa y lactosa,
tienen la propiedad de reducir las soluciones alcalinas de algunas sales de
cobre, plata, mercurio y bismuto, Esta resulta ser una reaccion caracteristica
de los aldehidos, cuyo fundamento es la oxidacién del grupo aldehido o
cetona. La base reducida es precipitada, ya sea como metal libre 0 como
oxldo:

medio akalino

RCHO + Ag0 ——— 2Ag° + RCOOH

medio alcailno

RCHO + 2Cu0 ————— Cu,0! + RCOOH

En solucidn alcalina, los aztcares reductores son oxidados por
oxidantes suaves, tales como [as disoluciones de Benedict "solucién alcallna
de ion complejo cuprico con ion citrato” y Fehling "en la que el complejo
clprico es con ion tartrato" (ambas son reducciones de Cu2+ a Cu*) y el
reactivo de Tollens (Reduccién de Ag* a Ag® dando lugar a metales u
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oxidos respectivos, fo que resuita ser una evidencia de la presencia de
az(cares reductores en la muestra,

Es importante menclonar que ia reaccidn lievada a cabo entre los
azlcares y las sales alcalinas de los metales, generaimente no procede
estequiométricamente ya que se sabe que los azlicares con grupos aldehido
y cetona libres, sufren rapidamente cambios, atn cuando se encuentren en
soluclones débilmente alcalinas, La glucosa, fructosa y la manosa sufren
entre si una interconversidn hasta establecerse el equilibrio. Bajo éstas
circunstanclas, es sorprendente como la reaccién mencionada, puede ser
considerada como método cuantitativo; sin embargo, se ha encontrado que
a pesar de que puede haber formacién de muy diversos productos por
acclén del medlo alcalino, al estandarizarse las condiciones de reaccldn, se
puede asegurar que fa cantidad de Oxido cuproso formado resulta ser
proporclonal a ia cantidad de azdcar reductor presente en fa muestra,

La Introduccién del tartrato de sodio y potasio, como componente del
reactivo, tuvo lugar en 1844 por parte de Barreswil (7), quien reporta haber
encontrado que con Ja adicién de dicho compuesto, la establlidad de las
soluclones de sulfato ctprico se incrementa de sobremanera, debido a ia
formacion de sales compiejas, favoreclendo as! la estabiiidad del cobre en
solucidn,

Existen otros compuestos que también pueden ser adiclonados al
reactivo para establiizar las sales cupricas en solucidn alcalina, como son
Jos cltratos, oxalatos, sallcliatos y glicerol entre oiros,

Debido a que el método de reduccién de cobre ha sido utliizado de
una manera tan general, se le han realizado numerosas modificaciones, que
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se encuentran basadas en los mismos principlos fundamentales, pero que
difieren en detailes analiticos.

La solucién de Fehling, resulta ser inestable, por lo cual se han
realizado esfuerzos por mejorar su estabilidad. Muchas sustancias orgénicas
diferentes a ios azucares causan precipitacién de 6xido cuproso o por el
contrario la previenen aun cuando se encuentren presentes los azlicares en
solucién. Consecuentemente, han sido utilizadas otras discluciones de
cobre, especialmente para anélisis biol6gicos. Como fuente de ion clprico,
pueden ser ulilizados tanto el sulfato como el acetato de cobre (método de
Barfoed) (7). El hidréxido de potasio ha sido utilizado en lugar del hidréxido
de sodio, en ofros meétodos, Los citratos o carbonatos, han sustituido al
hidréxido de sodio y de potasio con la finalidad de producir reactives con
menor alcalinldad, como es el caso del reactivo de Benedict y Soldiani. Sin
embargo a pesar de todas estas modificaciones, la solucién de Fehling-
Soxhlet, ha sldo la mas ampliamente utilizada en el andlisis de azucares,
aunque puede ser que otras soluciones de cobre sean mas convenientes
bajo circunstancias especiales.

Se ha encontrado que la canlidad de cobre reducida por accién de
varios azlcares, varia en funcién dei grado de alcalinidad, temperatura,
tiempo de calentamiento, concentracion y naturaleza del azucar, tipo de
lartrato (D, L 0 meso), el tiempo de contacto con el aire, etc. Sin embargo se
puede asegurar que bajo condiciones estandarizadas, la cantidad de 6xido
cuproso formado es proporcional a la cantidad inicial de azdcar.

Es importante mencionar que el 6xide de cobre precipitado, (durante la
reduccion, bajo condiciones estandares establecidas), puede determinarse
por muy diversas técnicas (7, 8, 11), El 6xido cuproso formado puede ser

pesado directamente, (método Munson-Walker, en dénde la cantidad de
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azucar se determina en tablas), 0 puede sufrir una ignicién para formar el
éxido cuprico. El Cu,0 puede ser reducido a cobre metélico por accién de
hidrégeno, por vapor de alcohol o por electrélisis en solucién de é4cido
nitrico.

En el método del cianuro (8), se determina el exceso del ion cuprico,
es decir el cobre no reducido proveniente de! filtrado de 6xido de cobre, el
cual es titulado con una solucién estandarizada de cianuro de potasio hasta
la desaparlcidn del color azul. La diferencia entre ei cobre de la solucién de
Fehling y aquel encontrado en e! filtrado después de la reduccidn, es la
cantidad de cobre reducldo por el azucar.

También han sido desarrollados algunos métodos que miden el grado
de la reduccién, sin la necesidad de filtrar el precipitado de Cu,O formado.
Se puede llevar a cabo la titulacidn del exceso del ion cuprico. Los métodos
Scales, Shaffer-Hartmann y Shaffer-Somogy emplean la determinacién
jodométrica del fon cuproso en la presencia de citratos que forman lones
complejos con los fones cupricos, El método Folin-Wu (8) y su madificacién
segln Benedict, se basa en la medida de! color producido por la reaccién
entre las sales cupricas con un reactivo de acido tingstico,

En lugar de medir el cobre reducido por una cantidad determinada de
azucar, la solucién de cobre puede ser titulada directamente por la adicién
del azucar a ia solucién de cobre hirviente. El punto final de la titulacién se
distingue por la desaparicién de color azul de la solucién de cobre (método
de Violette y Pavy), por pruebas con ferroclanuro (Soxhlet), o por el
indicador interno azul de metileno (método de Lane-Eynon) (5).
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Por Ultimo es importante mencionar que la reducciéon con sales
cupricas en solucion alcalina, puede ser llevada a cabo tanto en aldosas

como en cetosas (es decir, aldehidos o hidroxicetonas).

3.2.3 FORMACION DE DERIVADOS:

Una dé las pruebas cualitativas mas importantes, para el andlisis de
azucares, resulta ser su reaccion con la fenilhidracina (CgHsNHNH,) y sus
derivados; ya que ademas de ser una herramlenta muy valiosa para la
separacion e identificacion de azicares, fue la manera por la cual se estudié
y entendié su constitucion (8).

Los carbohidratos que contienen un grupo funcional aldehido o cetona,
en su estructura, reaccionan con una proporcién molecular de fenilhidracina
en frlo, para dar lugar a las correspondientes fenilhidrazonas; éstas son
usualmente solubles en agua y consecuentemente tienen poco valor para
propésitos de separacion e identificacidn; sin embargo si el carbohidrato es
calentado en la presencia de un exceso de fenilhidracina (3 a 4 moles), el
grupo )CHOH en una aldosa y el -CH2OH en una cetosa, adyacentes al
grupo de la fenilhidrazona, resuitan ser efectivamente oxidados por una
molécula de fenilhidracina al correspondiente grupo carbonilo, reaccionando
entonces con otra molécula de la fenilhidracina para dar lugar a una
bifenilhidracina u osazona; la anilina y el amonio son subproductos de la
reaccion:
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Figura 7, Formaclon de osazonas.

Las osazonas, resultan ser compuestos cristalinos bien definidos,
usualmente de color amarillo, que son practicamente Insolubles en agua frla,
Las formas cristalinas caracterlsticas de las ozasonas de los azucares
més comunes, pueden ser empleadas para su Identificacion, al ser
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examinadas al microscopio; los puntos de fusién o de descomposicién, son
pardmetros menos satisfactorios ya que estos dependen en alto grado de la
velocidad de calentamiento (9).

Algunos carbohidratos pueden ser identificados por la duracién del
tiempo requerido para ia formacién de osazonas, después de su tratamiento
con la fenilhidracina bajo condiciones experimentales estandares.

Fisher descubrié que la formacién de osazonas no sélo era util para la
Identificacién de carbohidratos, sino también para la determinacién de sus
configuraciones, lo que es mucho més importante. Asl, por ejemplo, las dos
aldohexosas diasteroisémeras (+)-glucosa y (+)-manosa dan la misma
osazona, cuya formacién destruye la configuracion del C-2 de una aldosa,
pero no afecta a la configuracién dei resto de la molécula.

La formacién de osazonas no se limita a carbohidratos, sino que es
tipica de a-hidroxialdehidos y -cetonas en general (2).

Es importante mencionar que una de las limitaciones mas importantes
de la Identificacién de carbohidratos a partir de la formacién de sus
osazonas, es el hecho de que los azlcares Isoméricos dan la misma
osazona; asl por ejemplo los azlcares de seis carbonos D-glucosa, D-
manosa y D-fructosa, dan la misma fenilosazona con punto de fusién de 206
°C (8).
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3.2.4 OTROS METODOS:

3.2.4.1 POLARIMETRIA:

La medicion de la rotacién Optica resuita ser un método muy
conveniente para la identificacion y andlisis de muestras de azticares o sus
derivados, siempre y cuando, estos se encuentren puros (7, 71),

Rotacion optica, es el angulo a través del cual es girado el plano
vibraclonal de la polarlzacion lineal de luz cuando la luz polarizada atraviesa
una solucién que contiene un compuesto opticamente activo (5).

Uno de los métodos fisicos mas utilizados para el andlisis de
carbohidratos, es la polarimetria; que puede definirse como el estudio de la
rotacién de la luz polarizada por substancias transparentes. La direccién y el
grado de rotacion (potencia rotatoria 6ptica) es Util para el andlisis cualitativo
y cuantitativo, y para la elucidacién de estructuras quimicas.

La determinacion polarimétrica de azlcares es répido y no destructiva.

Este método provee resultados confiables bajo las slguientes
caracterlsticas:
1) la solucién debe ser transparente (libre de color), o en su defecto
ligeramente colorada, 2) la concentracién del azlicar que serd analizado,
debe encontrarse en el rango éptimo del instrumento, y 3) la solucién no
debe contener otros compuestos 6pticamente activos que Interfieran en la
determinacién (74).

La rofacién Optica de un compuesto puro bajo condiciones
especificadas proporciona una constante fisica Uil para fines de
identificacion, semejante al punto de fusién, al punto de ebullicién o al Indice
de refraccion. La actividad optica es caracteristica de muchas sustancias
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naturales como aminodacidos, esteroldes y carbohidratos; la polarimetria
representa un valiosa instrumento para Identificar muchos compuestos;
también puede ser utllizada para anélisis cuantitativo y para determinar la
estructura de compuestos 6pticamente aclivos como los carbohldratos (42).

Las determinaciones polarimétricas de azucares se levan
generalmente a cabo con un tipo de polarimetro lamado "sacarimetra”,
calibrado para feer directamente el porceniaje de sacarosa (11).

3.2.4.2 REFRACTOMETRIA:

Al jgual que fa densidad, el punto de fusién y el de ebullicién, el Indice
de refraccion es una de las constantes fisicas cldsicas utilizadas para
describir a una especle quimica. Aungue no constituye una propiedad
especifica, pocas sustanclas presentan Indices de refraccién iguales para
una temperatura y una longitud de onda determinadas. En consecuencla
ésta constante resuita ser Gtil para confirmar fa identidad de un compuesto y
valorar su pureza,

De entre las variables mas comunes controlables experimentalmente
que afectan a la medicion de un Indice de refraccion, estén la temperatura,
la longitud de onda y la presion (42).

Los refractometros, que pueden medir la relacion de Ja velocidad de la
fuz en una celda estandar con respecto a su velocidad en la sustancia
muestra, son calibrados usualmente para medir porcentajes de sacarosa,
pero también han sido utllizados para medir jarabes de glucosa o soluciones
de azUcar Inverlido. El refractometro provee resuitados razonables cuando
se estima el contenido de azicar en jarabes puros (10). Estos son
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ampliamente utilizados en la industria azucarera para medir el contenido de
stlidos disueltos en soluciones de azcar,

3.2.5 METODOS ENZIMATICOS:

El uso de enzimas como reactivos analiticos altamente eficientes y
selectivos, ha tenido considerable atencién debido a las ventajas
considerables que presentan.

En los dltimos 15 aflos se han desarrollado preparaciones enzimaticas
puras, lo que ha originado el desarroiio de utiles técnicas analiticas, por
ejemplo, meétodos UV basados en reacciones enziméaticas de los
componentes de los alimentos (en especial de azucares individuales),
electrodos con enzimas y enzimas Inmovlllzadas para métodos autométicos
(5).

La delerminaclén de carbohldratos por medlo de procedimlentos
enzimaticos, se fundamenta en la accién de enzimas de la clase
oxldorreductasa y en particular de las subclases oxidasas y
deshldrogenasas cuyas reacclones son la oxidacion y reducclén con oxigeno
y con NADP (Nicotinamida-adenin-dinucledtido-fosfato), respectivamente
(16).

Para el anallsls particular de glucosa, las determinaclones enziméticas
se basan principalmente en dos enzimas: la Glucosa oxidasa y la Glucosa 6-
P-deshidrogenasa; cuyos productos de reaccién pueden ser analizados
espectrofotométricamente de manera directa como es el caso del NADH
(Nlcotinamlda-adenin-dinucleétido reducldo), producido por la enzima
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glucosa deshidrogenasa o indirectamente a partir del peréxido de hidrégeno
producido por la enzima glucosa oxidasa.

a) Procedimiento enzimétlco de la hexoquinasa:

El proceso enzimatico de la hexoquinasa permite determinar de
manera precisa, sensible y especifica la cantidad de glucosa y fructosa que
contiene una muestra , éste procedimiento se basa en la reaccién de la
glucosa con adenosin trifosfato (ATP) en la presencia de la enzima
hexoquinasa (HK) para producir glucosa-6-Fosfato:

HK
glucosa + ATP =™ glycosa-6-fosfato + ADP

La adicién de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH)
en la presencia de el trinucledtido de nicotinamida adenina oxidado (NADP)
produce Acido glucdnico-6-fosfato y una cantidad equivalente de la forma
reducida (NADPH):

G6PDH
glucosa 6 fosfato + NADP* == 4cido glucorénico 6 fosfalo +
NADPH + H'

La cantidad del NADPH formado puede ser medida a partir de su

absorbancia a 340 nm conociendo asl la cantidad de glucosa originaimente
presente.
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En el caso de la fructosa la reaccién es:

HK
fructosa + ATP "™ fyctosa6fosfato + ADP

Esta es convertida a glucosa-6-fosfato en la presencia de la enzima
fosfoglucosa isomerasa (PGI):

PGI
fructosa 6 fosfato ™™ glucosa 6 fosfato

Finalmente la sacarosa debe ser hidrolizada a fructosa y glucosa
utilizando la enzima invertasa. (14)

La lactosa se puede hidrolizar en presencia de f-galactosidasa a
glucosa y galactosa. La glucosa se determina via hexoquinasa o se
determina la galactosa por oxidacién de nicotinamida-adenina-dinucleétido
(NAD) para dar 4&cido galacténico en presencia de p-galactosa
deshidrogenasa. Se forma el NADH en concentracién equivalente a la
concentracion de la galactosa y al contenido de lactosa en la solucién de la
muestra,

La maltosa se puede hidrolizar por la maltasa («-glucosidasa) a dos
molécuias de glucosa las cuales se determinan via hexoquinasa. Ademas de
la maltosa, la a-glucosidasa también hidroliza a la sacarosa, que de existir
en la muestra, debe determinarse por separado via invertasa.

El almiddn es hidrolizado por la amiloglucosidasa a glucosa que se
puede determinar via hexoquinasa. (5)
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b) Determinacién de D-glucosa por D-glucosa oxidasa:
La glucosa es oxidada por la B-D-glucosa oxidasa a acido gluconico y
peréxido de hidrégeno en presencia de oxigeno molecular

Glucosa oxidasa

Glucosa + Oy —————— Acidoglucénico + Ha09

El peroxido de hidrégeno producido ha sido determinado mediante
métodos electroquimicos (17, 18, 19, 20, 21), espectrofotométricos (13, 22,
23, 24, 25) y fluorométricos (26) entre otros.

3.2.5.1 METODOLOGIA FIA (FLOW INJECTION ANALYSIS (por sus slglas
en Inglés) PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE
CARBOHIDRATOS:

Es a partir de la importancla tan grande que han tenido los métodos
enzimaticos para la determinaclon de carbohidratos, que se ha desarrollado
y optimizado una técnica automatizada de analisis que ha tenido gran auge
en los Ultimos tiempos, se trata de la metodologia FIA que ha sido utilizada
exitosamente en conjunto con sistemas enzimaticos, gracias a las bien
conocidas ventajas que presenta como versatilidad, participaclon humana
reducida, elevada velocidad de muestreo y reducida cantidad de muestras y
reactivos necesarlos para cada anélisis, entre otras (15).

Existen reportados en la bibliografia un gran namero de articulos en
los que se determina la glucosa por procedimientos de flujo continuo (FIA),
que involucran el uso de enzimas, en particular Glucosa oxidasa Yy
Peroxidasa,
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Las enzimas han sido ampliamente utilizadas en sistemas de flujo
continuo lo cual ofrece considerabies ventajas sobre otras aiternativas,
siendo una de las mas significativas la reduccién en ei consumo de las
enzimas, por diferentes procedimientos: Infroduciendo el catailzador disueito
medlante Inyeccion, Inmovilizando la enzima en un soporte adecuado, lo que
da lugar a un reactor empacado y por inmovillzacién de la enzima en a zona
de deteccién (sensores bloquimicos). De éstas tres, la aiternativa més
frecuente en sistemas de flujo continuo, resuita ser la Inmovilizacién y
empacado de la enzima en reactores (27).

Es importante mencionar que en la mayoria de |os articuios revisados
(17, 18, 19, 20, 21, 23, 24), se lieva a cabo la inmovilizaclén de la enzima
glucosa oxldasa, lo cual ofrece claras ventajas como mayor sensiblildad,
selectividad y establiidad del método; ademéas de la reduccién del manejo
manuai, el aumento de reproducibilidad y la posibilidad de reutilizar la
enzima (22).

3.2.6 METODOS CROMATOGRAFICOS;

La Introduccién de las técnicas cromatograficas en el érea de ios
carbohlidratos, ha hecho posible el uso de nuevas herramientas poderosas,
para separar e Identificar los compuestos en las mezcias de azlcares, Se
reconocen distintos tipos de técnicas cromatogréficas para el anéilsis de
carbohidratos, de entre Jas cuales se reconocen como las mds importantes
la cromatografia liquida de alta presién (HPLC), ia cromatografla de gases
(CG) y la cromatografia capilar de electroforesis por zonas (CZE).
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El desarrollo de metodologias analiticas para el analisis de
carbohidratos por HPLC, ha sido motivo de estudio de muchos
investigadores (28, 29). Los carbohidratos son compuestos parﬁcuiarmente
dificiles de detectar debido a que no pfesentan absorciones significativas en
longitudes de onda por encima de los 210 nm por lo que no pueden ser
detectados por detectores utilizados en HPLC, como absorcién UV-VIS y
fluorescencia (29). Por lo anterior, se han desarrollado métodos alternativos
de deteccion electroquimica que permiten el andlisis de carbohidratos de
manera sensible y eficaz (28, 29, 30, 31).

Otra de las técnicas cromatograficas ampliamente utilizada en el drea
de los carbohidratos es la cromatografia de Gas-Liquido (CGL), (33, 34, 35).

La separacion rapida y eficiente asi como la obtencién precisa de
medidas cuantitativas, hacen de la CGL una metodologia muy adecuada
para la identificacién y cuantificacidn de azticares en muy diversas muestras
(33). Sin embargo, es necesario mencionar una de las mayores dificultades
para la aplicacién de esta técnica en el area de carbohidratos trata de la
necesidad de transformar estos compuestos en derlvados que sean volatiles
para poder ser anallzados por CG, por esto se han desarrollado muy
diversas técnicas de derivatizaclon quimica, de entre las que se encuentran
los acetatos de alditol (33, 36, 37) y los derivados siliados (TMS 6
Trimetiisilil derivados) (35); ademas de las anteriores existen numerosas
altemativas para la derivatizacion de carbohidratos como son los acetatos
de aldonitrilos, los acetatos de metiloxima y los trifluoroacetatos entre otros
(37).

La cromatografia de gases acoplada con la espectrometria de masas
(CG-EM), resulta ser una técnica ampliamente utilizada de manera exitosa
en el area de fos carbohidratos (36, 37, 38).
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Otra de las técnicas de separacién ampllamente desarroiladas en el
érea de los carbohidratos en los tltimos aflos, se Irala de la Electroforesis
Capliar de Zona (CZE) (30, 31, 32); ésta es una nueva metodologia que se
fundamenta en la separacidn de compuestos lénicos basdndose en sus
velocidades de migracién diferenclales en un campo eléctrico (32).

La electroforesls capllar es una herramlenta muy poderosa para la
separaclén de una gran varledad de compuestos bloldgicos; de entre sus
principales cualldades, se encuentran su capacidad para anallzar volumenes
de muestra extremadamente pequefios y la elevada eficlencia de separacién
qué puede ser oblenida (30),

3.3 DISCUSION SOBRE LA METODOLOGIA ANALITICA (UV-VIS) EN LA
QUE SE BASA EL DESARROLLO EXPERIMENTAL DEL PRESENTE
TRABAJO:

Por ser ésta la técnica instrumental que se utilizé para el presente
trabajo, a continuacion se presenta una breve descripcion de ésta:

3.3.1 PRINCIPIOS:

Esta técnica estd basada en la absorcién de la energla
electromagnética (radlacién electromagnética), en las reglones del espectro
electromagnético ultravioleta cercano, y visible, lo cual produce cambios en
ia estructura electrénica de lones y moléculas, (39)
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La luz visible es una pequeda parte del espectro electromagnético, la
cual puede ser detectable por el ojo humano; es por esto que fue Ia primera
region del espectro electromagnético, utilizada para el analisis quimico.(40)

El espectro electromagnético comprende una inmensa gama de
longitudes de onda o energias desde las radiaclones de aita energia como
los rayos césmicos, pasando por los rayos X, ultravioleta, visible e Infrarrojo,
hasta las ondas de radio de baja energia.

La regidn visible del especlro corresponde al intervalo de longitudes
de onda comprendido entre 380-800 nm. La regién ultravioleta se subdivide
en dos zonas espectrales: el UV lejano o de vacio situado por debajo de los
190 nm y el UV cercano que comprende el intervalo de 190-380 nm,

La energla y la longitud de onda estan relacionadas por las siguientes

ecuaciones:
E=hv Donde:  E=energia
h = Conslante de Planck
v = Frecuencia
y
v=cl A Donde: ¢ = Velocidad de la luz

A = Longitud de onda

De aqui podemos observar que las radiaciones de menor A contienen
mas energia que aquellas con mayor A.
Las A's en la regién UV-VIS son usualmente medidas en unidades de

109 m (nanémetros, nm),

La absorcion UV-VIS llevada a cabo por dtomos y moléculas provoca

una serie de transiciones electronicas entre los diferentes niveles de
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energia. Los niveles de energla electrdnicos de una molécula, en
condiciones normales, se denominan estado fundamental, y los niveles
electronicos mas altos representan los estados excitados primero, segundo,
elc. En cada nivel electrénico existe un estado vibratorio fundamental y
varlos excitados, y de forma analoga en cada nivel vibraclonai existe un

nivei rotatorio fundamentat y varios excitados. (fig 8).

Figura 8. Representacién gréfica de ios niveles de energia de una
molécula poliatémica y explicaclén del origen de Ias lineas de
absorcidn. G representa el estado electronico fundamental; E es el
estado electronico excitado y v4,vo y v son los diferentes estados
vibratorios. Las iineas de menor espaclo representan los niveles
rotatorios.

Si una molécula absorbe un fotén de energia de una fuente que irradia
en la regidn de microondas, sélo cambia su energla de rotacién. S ia fuente
de radiacién es de mayor energla, por ejemplo en la regién infrarrojs,
entonces cambiaran Ias energias vibratoria y rotaloria de 1a molécula. Sila
energia de Ia radiacidn es ain mayor, comao en el caso de 1a juz ultravioleta,
tendran lugar cambios en I3 energla electrénica, vibratoria y rotatoria de la

molécula, Dicho espectro resultante (ver fig. 9), se caracteriza por ser una
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energia. Los niveles de energia electrénicos de una molécula, en
condiciones normales, se denominan estado fundamental, y los niveles
electrénicos mas altos representan los estados excitados primero, segundo,
etc. En cada nivel electrénico existe un estado vibratorio fundamental y
varios excitados, y de forma anéloga en cada nivel vibracional existe un
nivel rotatorio fundamental y varios excitados. (fig 8).

Figura 8. Representacion grafica de los niveles de energia de una
molécula poliatomica y explicacién del origen de las lineas de
absorcién. G representa el estado electrénico fundamental; E es el
estado electronico excitado y v4,vo ¥ v3 son los diferentes estados
vibratorios. Las lineas de menor espaclo representan los niveles
rotatorios.

Si una molécula absorbe un fotdn de energla de una fuente que irradlia
en la regién de microondas, s6lo cambia su energla de rotacidn. Si la fuente
de radiacién es de mayor energia, por ejemplo en la region Infrarroja,
entonces cambiaréan las energias vibratoria y rotatoria de la molécula. Si la
energla de la radiacién es atn mayor, como en el caso de la luz ultravioleta,
tendran lugar camblos en la energia electrénica, vibratoria y rotatoria de la

molécula. Dicho espectro resultante (ver fig. 9), se caracteriza por ser una

41



que radea a 1a molhntibis (tidisgilee) il s i

ke banda de abaredim K4 ity i i B cop g

(RUSEETETR LSS A1 A DA L
B DRhenmennig vl
;ﬁ-{n‘,{,{?,w-y R
p
w”




banda ancha de absorcién continua, Otros factores como- el medio quimico
querodea a lamolécula (disolvente), pueden afectar la ubicaclén y forma de
la banda de absorcion. El resultado es que la espectroscopia UV-VIS posee
relativamente poca informacion cualitativa, en comparacion por ejemplo con
la espectrascopia infraroja.

Absorbancia
}

> e

Flgura 9. Espectro de absorcién de caracteristico, generado por
la excitacion tanto de los niveles energéticos como de fos
rotatorios y vibracionales.

Las especies quimicas orgdnicas que absorben la radlacion
ultravioleta o visible, pueden contener de manera general electrones #, o y/o
n (orbltales molecuiares); dichas especles comprenden moléculas e lones
organicos.

Todos los compuestos organicos pueden absorber radiacion
electromagnética porque todos contienen electrones de valencia que pueden
ser excitados a niveles de energia mas altos. Las energias de excitaclon
asociadas con los electrones que forman la mayoria de los enlaces sencillos
son altas; por tanto, la absorcién por éste tipo de electron se limita a la
region llamada ultravioleta en el vacio (<190 nm), donde los componentes
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de la atmésfera absorben también fuertemente. La absorciéon de radiacion
ultravioleta y visible de longitud de onda mas larga se restringe a un nimero
limitado de grupos funcionales llamados croméforos, que contienen
electrones de valencia con energias de excitacion relativamente bajas.

Los electrones que contribuyen a las caracteristicas de absorcién de
una molécula organica son; 1) los que paricipan dlrectamente en la
formacién de enlaces entre 4tomos y se asocian asi con més de un atomo -
' (electrones o y n); 2) electrones exteriores no enlazados o no compartidos,
situados principalmente en &omos como oxigeno, haidgenos, azufre y
nitrégeno (electrones n). En la figura 10, se muestra un ejemplo en el que
~ pueden verse los tres tipos de electrones en una molécuia orgénica simple.

H .
Bul:
[ o=N
H

Figura 10. Diferentes tipos de orbitales moleculares en la molécula del
formaldehido.

Como se representa en la figura 11, las energias de los distintos tipos
de orbitales moleculares difieren considerabiemente.

Pueden obtenerse transiciones electrénicas entre clertos niveles de
energia por absorcion de radiacion. Como Indica la figura 11, las
transiciones cominmente encontradas son cuatro tipos: g->o*, n—a*, n—zn*
y n-n*.(42)
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Figura 11, Niveles electronicos de energla molecular,

3.3.2 INSTRUMENTACION: (42)

Las partes fundamentales que constituyen bésicamente los
instrumentos para la medicion de absorclon en la reglon UV-VIS, son:

—— E:nﬁ:a?i: ———i [Mum,.J —— @ec\or ] Procesador de safialy
onda === | Dispositivo de lectwra

+ Fuente: l]a mayorla de los espectrofotémetros registran la reglén visible
como la ultravioleta, por lo que requleren de dos fuentes de radiacién:
una i4mpara de hidrégeno o deuterio que genera radiaclén en la region
de 200-370 nm y una ldmpara de filamento de tungsteno que genera
radiacidn en la reglon de 325-750 nm (42).
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» Selector de longitud de onda: que puede ser un filtro (de absorclén o
de Interferencia) o un monocromador (de prisma o de rejilla). La funcién
del selector de A, es la dispersién de la radiacién policromatica en
bandas que abarquen un intervalo de valores de longitud de onda
restringido. La forma mas comun de producir estas bandas es por medio
de un dispositivo llamado monocromador.

Todos los monocromadores poseen una ranura de entrada, una lente o
espejo colimador para producir un haz de radiacién paralela, un prisma o
red de difraccién como el elemento dispersor, y un elemento de enfoque
que proyecte una serie de imagenes rectangulares de la ranura de
entrada sobre la superficie plana (el plano focal).

Se utilizan también como ya se mencioné, fiitros de absorclén o de
interferencia para la seleccién de la A. Los primeros sirven solo para la
reglén visible del espectro; en cambio existen filtros de interferencia para
las radiaciones infrarroja, visible y ultravioleta.

« Reclplentes para la muestra: las celdas o cubetas que contienen a las
muestras deben ser construidas de un material que permita el pasaje de
la radiacién de la region espectral que interesa. De ésta forma es
necesario utilizar cuarzo o silice fundida para el trabajo en la region
ultravioleta; ambas sustancias son transparentes en la regién visible.

« Detecclén de la radlaclén: un detector mide la cantidad de energia que
fue absorbida por la muestra. Se emplea un tipo general de transductor
de radiacion que responde a los fotones, basado en la interaccién de la
radiacién con una superficie reactiva que produce electrones
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(fotoemision) o promueve electrones a estados energéticos en los que
pueden conducir la electricidad (fotoconduccion).

Existen diferentes tipos de detectores de fotones que comprenden: 1)
Células fotovoltaicas, en las cuales la energla radiante genera una
corriente en ia interfase entre una capa semiconductora y un metal; 2)
Fototubos, en los que |a radiacion produce emision de electrones a partir
de una superficie sélida fotosensible, 3) Tubos fotomultiplicadores, que
contienen una superficie fotoemisora asl como varlas superficies
adicionales que emiten electrones en cascada cuando son alcanzadas por
los electrones de la reglon fotosensible; 4) Detectores semiconductores,
en los que la absorcidn de la radiacion produce electrones y agujeros que
dan lugar a un aumento en la conductividad, y §) Diodos de silicio, en los
que los fotones aumentan la conductancia a través de una unién pn de
polaridad invertida.

« Procesadores de seiiales: el procesador de sefial es, por lo general, un
dispositivo electronico que amplifica la sefiai eléctrica generada por un
detector, puede ademas modificar la sefial filtrandola para quitarle
componentes indeseabies, y ,mas aun puede realizar operaciones
mateméticas sobre la sefial, taies como la diferenciacién, integracién o
conversion logaritmica.

Ademas del disefio anteriormente presentado, existe otro tipo de
arregio denominado espectrofotdmetro de arregio de diodos, en el cual, la
luz policroméatica de la fuente pasa a través de la muestra y es enfocado a la
aperiura de entrada del policromador. El policromador dispersa la luz sobre
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el arreglo de diodos; cada diodo se encarga de medir una banda estrecha
del espectro. Las posiciones relativas de la muestra y el elemento
dispersivo, en un espectrofotémetro de arreglo de diodos estén invertidas en
relacién con el instrumento original,

Las principales ventajas que presenta un espectrofotémetro de arreglo
de diodos son: a) rapidez, deblda a la adquisicién paralela de datos y el
escaneado electronico, b) excelente reproducibilidad de A, c) alla
confiabilidad (40).

Es importante mencionar que ambos tipos de arreglos de
espectrofotometros: el de dlodos y el convenclonal, pueden ser igualmente
confiables.

3.3.3 APLICACION DE LAS MEDIDAS DE ABSORCION AL ANALISIS
CUANTITATIVO:

La espectroscopla de absorcion es uno de los medios mas tiles para
flevar a cabo anélisis cuantitativo, el cual se basa en la relacién conocida
cominmente como Ley de Lambert y Beer, la cual indica que la absorbancia
es directamente proporcional a la trayectoria de la radlacién a través de la
solucién y a la concentracion de la especie que produce la absorcion, es
decir:

A=¢be
Donde;

e = constante de proporcionalidad llamada coeficiente de absortividad
molar (! mol cm-1),
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b = trayectoria a través de la celda (cm)
¢ = concentracion (mol/L)

3.3.4 DESVIACIONES DE LA LEY DE LAMBERT Y BEER;

Debe remarcarse el hecho de que la ley de Beer deja de ser valida por
razones instrumentales, quimicas y fisicas, por lo cual no se puede
generalizar que la concentracion sea siempre directamenle proporcional a la
absorbancia, especialmenle cuando se manejan altas concentraciones y/o
absorbancias.

Algunas de las causas quimicas de la desviacién de la ley de Lambert
y Beer son, el efecto del pH sobre el compuesto, interaccién quimica con el
disolvente, descomposicién y la presencia de impurezas; entre las causas
fisicas de desviacion estan los puentes de hidrégeno con el disolvente, la
solvatacion, la interaccién molécula-molécula en altas concentraciones, la
temperatura, la fluorescencia y la dispersion,

El resultado es que la ley de Lambert y Beer no puede ser utilizada sin
realizar un examen previo, En el desarrollo de una metodologia analitica
debe realizarse un estudio del ajuste a la ley de Lambert y Beer del
compuesto esténdar en el intervalo de concentraciones esperado para el
andlisis. Si no se obtiene una relacion lineal adecuada, se pueden variar
algunas condiciones experimentales como la A de estudio, con la finalidad
de mejorar dicha relacién o también se puede ufilizar una curva de
calibracién no lineal. Deben estudiarse los efectos del pH y la temperatura y

sl es que existen deben minimizarse con el uso de buffers o celdas
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termostatadas respectivamente. Finalmente debe ser examinado e} efeclo
por impurezas o por productos de descorﬁposicién(40).

La ley de Lambert y Beer describe de manera adecuada, solo la
absorcién de las soluclones diluidas; en este sentido, es una ley limite. En
altas concentraciones (generaimente > 0.01 M), la distancla media entre las
especies que causan absorcién disminuye hasta el punto en que cada una
afecta a la distribucion de carga de sus vecinas. Esta Interaccién a su vez,
puede alterar su capacidad para absorber una longitud de onda de radlacion
dada. Puesto que el grado de interaccién depende de la concentracidn, eslo
causa desviaciones de la relacién lineal entre absorbancia y concentracién,
A veces se encuenira un efecto similar en substanclas que contienen bajas
concenfraciones de soluciones absorbentes en presencia de altas
concentraciones de ofras especies, en especial, eleclrolitos. La gran
proximidad de los iones y las moléculas capaces de absorber, allera el
coeficiente de absortividad molar de éstas por efecto de las interacciones
electrostaticas; éste efecto se atentia por dilucién.

Por lo general, el efecto de las Interacciones moleculares no es
significativo a concentraciones por debajo de 0.01 M, aunque se encuentran
algunas excepciones entre clertos lones o moléculas de gran tamaio.

Algunas desviaciones de la ley de Lambert y Beer, se producen
debido a que el ¢ depende del indice de refraccion n de la solucién, Asl, s
los cambios de concentracién causan alleraciones importantes en el indice
de refraccién de la solucién, se observan desviaciones de la ley de Lambert

y Beer.
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Otras desviaciones evidentes de la ley de Lambert y Beer se
encuentran frecuentemente como consecuencia de asociacion, disociacién o
reaccion de la substancia absorbente con el disolvente (42),

3.4 ANALISIS DE LOS ARTICULOS REVISADOS REFERENTES AL
METODO DEL DNS PARA LA DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS:

Al realizar el andlisis de la revision bibliografica obtenida para el
método de determinacion de azlcares reductores por reaccion con el acido
3,5-dinitrosalicilco (DNS), se encontr6 que en su fundamento existian
muchas interrogantes que no se hablan considerado. Se realizd una revisién
bibliogréfica desde la fecha en que el método fue propuesto (1921), hasta la
actualidad, con la finalidad de conocer, si es que existia, la justificacion del
uso de cada uno de los reactivos para asl evaluar si el planteamiento del
método era el adecuado.

A continuacién se presenta el anélisis de los articulos revisados:

El método para determinar azlcares reductores por su reaccion con el
DNS fue propuesto por Sumner en 1921 (43), quien reporta haber
encontrado un reactivo capaz de ser reducido en presencia de glucosa para
formar un compuesto nitroamino altamente colorido. En primera instancia,
resulta importante mencionar que el método se piantea para determinar
cualitativa y cuantitativamente aztcares reductores en orina tanto diabética
como normal, ya que esto implica tomar en cuenta ciertos aspectos de la
muestra que pudieran provocar interferencias en la determinacion. Sumner
plantea un problema para el andlisis de azlcares reductores en orina: el
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reactivo (DNS en presencia de carbonato de sodio), se reduce no solamente
por los azticares reductores presentes en la muestra sino tamblén por otros
constituyentes de la orina como el 4cido Grico y el polifenol, por lo que
encuentra necesario eliminar dichos compuestos, calentando la orina en
presencia de una solucién de NaOH al 3 %. Con éste tratamiento destrula a
los azlcares presentes en la muestra, mas no al polifenol o 4cido Urico.
Posterlormente afladia una cantidad conocida de giucosa a la muestra y
realizaba la determinacion de manera normal. Cualquier valor de reduccién
que excediera la cantidad de glucosa adicionada, era debida a sustancias
reductoras que no eran aztcares reductores. Ei valor reductor de éstas
sustanclias era sustraldo del valor total de reductores en orlna con lo cual se
obtenla por diferencia el valor de azlicares presentes en la muestra.

El procedimiento anterior era aplicado nicamente en el caso de orina
normal, ya que al ser su contenido de azlcares mucho mds bajo en
comparacién con la orina diabética, la interferencia por otros constituyentes
de la orina (como &cido Urico y polifenol), se debe considerar.

El reactivo consta de dos disoluciones, que se preparan de manera
independiente, la primera de ellas es una solucién de dinitrosalicilato de
sodio que se prepara con DNS (2 g en 70 mL de agua caliente) y carbonato
de sodio (10 mL de disolucién al 20 % [w/v]), aforando a 100 mL. La
segunda es una disolucién de NaOH al 1.5 % que proporciona el medio
alcalino necesario para llevar a cabo la determinacién, (en ef caso de que se
requiera darle un tratamiento previo a la muestra, se prepara una tercera
disolucién de NaOH al 3 % cuya funcién es la eliminacién de posibles
interferencias en la determinacion "polifenoles, acido Urico, etc.").

5l



OBSERVACIONES:

0

Sumner Introduce el método para determinar azicares reductores en
orina tanto diabética como narmal, lo anterior no es tomado en cuenta
por ofros investigadores que aplican el método para olras muestras sin
{omar en cuenta la matriz particular de cada una de ellas.

Sumner asegura que la muestra de orina contiene de manera normal
compuestos reductores diferentes a la glucosa capaces de reaccionar
con el DNS; en particular menciona dos: 4cido Urico y polifenol; acerca
de io anterior, es Importante mencionar que segin la bibliografia
consultada (68, 69, 70, 71), la compaosicion de la orina en condiciones
normales carece de compuestos fendlicas como se puede observar en la
Tabla 3. De los compuestos citados, aquellos que pueden considerarse
con capacidad reductora son el 4cide Urico, creatinina y el aminoécido
clstefna (ver fig. 13); sin embargo pudiera ser que en la orina se pudieran
encontrar  compuestos fendlicos provenientes del metabolismo de
algunos compuestas ingeridos bajo circunstancias especiales coma es el
caso del pesticida organofosforado paration, cuyo metabolito fendlico es
el metil paration (72, 73), que puede encontrarse presente en la orina,
pero en éste caso ya no se podria decir que se trata de orina normal,

) 0 (l)”
% .\
NH PO
/ N W
= C\ (I‘ é ,C-Oll
I;J H; H()/ ‘\\N’ "l’il HS—CHi2 - Clt —NH2 - COOH
CH3 b
Creatinina Acido urico Cisteina

Figura 13. Estructuras de los principales compuestos con capacidad

reductora en la orina.
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Componente Gramos Relacién
Qrina/Plasma
Glucosa <0.02 <0.02
Aminoacidos 0.5 1.0
Amoniaco 0.8 100
Urea 25 70
JCreatinina 1.5 70
Acido Urico 0.7 20
Ht pH 5-8 Hasta 300
Na* 3.0 1.0
K* 1.7 15
Ca?t 0.2 5
|Mg2+ 0.15 2
cr 6.3 1.5
Fosfato 1.2 (de P) 25
Sulfato 1.4 (de S) 50
Bicarbonato 0-3 0-2

Tabla 3. Componentes principales de la orina humana. el volumen y la
composicion de la orina varian ampliamente segin cuales sean el
liquido ingerido y la dieta; estos datos se refieren a una muestra de
24 horas, con un volumen total de 1200 mL (69).

+ Es importante mencionar que el DNS que utilizaban como reactivo era
obtenido en el mismo laboratorio a partir de acido salicllico y una mezcla
de &cldos sulfarico y clorhidrico concentrados, por lo que pudieron existir
interferencias debido al mismo reactivo que no son consideradas,

+ La medicion del compuesto colorido, era llevada a cabo en un
colorimetro, comparando las muestras con un estandar de glucosa (1 mg
de glucosa mas 1 mL de disolucién de DNS mds 2 mL de disoluclén de
NaOH al 1.5 %; calentar durante 5 minutos a ebulliciéon en tubos de
ensaye perfectamente tapados con algodén y diluir a 25 mlL). Las
mediciones en el colorimetro eran llevadas a cabo en tubos de ensaye de
1.5x 15¢cm.
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+ Se utiliza carbonato de sodio para disolver al DNS y aparte se prepara
una disolucion de NaOH (1.5 %) para proporcionar el medio alcalino
necesario para la determinacion.

Sumner, en su segundo articulo publicado en el aflo de 1924 (44),
propone algunas modificaciones importantes a su método, con la finalidad
de mejorar ia confiabllidad. La primera de ellas, es la adicién de grandes
cantidades de Sal de Rochelle (tartrato doble de sodio y potasio); con
respecto a dicha modificacién, Sumner menciona que uno de los princlpales
errores en los métodos que se basan en la titulacién de cobre, es la
reoxidacién del oxido de cobre formado, por la accién del oxigeno
atmosférico, sin embargo, dice que en el caso del DNS, mientras que el
oxigeno disueito en la solucién es incapaz de reoxidar al producto de
reduccion, en un medio alcalino actia sobre el azicar reductor
degradandolo, con lo que se afecta de manera importante la determinacién,
Sumner encuentra que adicionando Sal de Rocheile en concentracién de 30
%, se previene dicha accién destructiva, ademas de que se incrementa la
cantidad de color dada por pequefias concentraciones de glucosa.

Una segunda modificacién propuesta por Sumner en éste articulo, es
la combinacién del 4lcali, el DNS y la Sal de Rochelie en un solo reactivo
con lo que segun el autor, el reactivo podria conservarse indefinidamente.
Para llevar a cabo la determinacién, se adicionan en tubos de ensaye de 25
mL con tapas que evitaran el intercambio con el medio ambiente, 3 mL de
reactivo con 1 mL de orina, se callenta en baio de agua en ebullicién

durante 5 minutos, se enfria aproximadamente 3 minutos con agua corriente,
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se diluye a 25 mL con agua destilada. Se toman las lecturas en colorimetro

(tubos de 20 mm de espesor), contra un estandar permanente, preparado
con 345 mg de alumbre de flerro mas 1 g de DNS, llevado a aforo de 1 It con

agua destilada. Esta disolucién era considerada equivalente a 1 mg de

glucosa con el mismo tratamiento de fa muestra,

OBSERVACIONES:

1]

Sumner Introduce un nuevo componente al reactivo, se trata de la sal de
Rochelle (tartrato de sodio y potasio), en una concentracion de 30 % wiv,
asegurando que en su presencia, la cantidad de color dada por pequeias
concentraclones de glucosa (<1 mg), se Incrementa considerablemente
(65 %), ademas asegura que éste compuesto en tai concentracién, satura
fa disolucién del reactivo con lo que al despiazar al oxigeno disuelto en la
disolucién, se previene su accién destructiva sobre la glucosa en medio
alcalino.
Es importante recaicar que las mediclones eran lievadas a cabo en un
colorimetro (tubos de 20 mm de espesor), contra esténdares
permanentes de alumbre férrico con DNS, Esto indica que las mediciones
que obtenlan no pueden ser conslderadas muy confiables.
En cuanto a la preparacién del reactivo®, Sumner en éste articulo excluye
ambas disoluciones de NaOH (1.5 % y 3 %) y no da una explicaclén
quimica de lo anterior,
Preparacién del reactivo: A 300 mL de una disolucién de carbonato de
sodio al 4,5 %, adicionar 800 ml de una disolucién de DNS al 1 %y 225 g
de sal de Rochelle; mezclar hasta disolver y dejar tapado.
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En el tercer articulo publicado por Sumner en 1925 (45), se propone
una nueva modificacidn al método, al introducir dos compuestos mas en la
reaccion: Fenol y Bisulfito de sodio, lo cual se justifica afirmando que el fenol
a pesar de no tener efecto reductor en el 4cido 3,5-dinitrosaiicilico,
incrementa en gran medida la cantidad de color dada por !a glucosa;
Sumner menciona que cuando existe un exceso de fenol en el reactivo, la
cantidad de color dada por 1 mg de glucosa se incrementa al 300 %.

En cuanto al bisulfito de sodio, Sumner justifica su adicién, afirmando
que el color producido durante el calentamiento de la glucosa en presencia
del reactivo que contiene fenol, resulta ser inestable y presenta cambios
significativos al ponerse en contacto con el aire, sin embargo al adicionar
pequefias cantidades de este compuesto el cambio en el color se evitaba.
Afirma ademas que el bisulfito de sodio ayuda a prevenir la destruccion del
azticar por el alcali.

OBSERVACIONES:

« Sumner adiciona dos compuestos mas a la reaccién: Fenol y Bisulfito de
sodio, argumentando que ambos compuestos dan beneficios Ingportantes
a la reaccion (el fenol Incrementa la intensidad del compuesto formado
por la reduccion del DNS en presencia de glucosa, mieniras que el
bisulfito de sodio estabillza el color de dicho compuesto); sin embargo no
da una explicacion quimica que Justifigue io anterior; ademas es
importante mencionar que en su primer articulo publicado (43), Sumner
recalca Ia importancia de eliminar de la orina los compuestos fendlicos
que pudieran interferir con la reaccion de la glucosa con el DNS, mientras
que en el presente articulo adiciona el fenol como parte del reactivo sin
menclonar nada de lo que tratd en dicho primer articulo.
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» La medicién dei compuesto colorido formado, se lleva a cabo de la
misma forma que en sus dos articulos anteriores, es decir con un
colorimetro, pero ahora realizando la comparacién contra estdndares de
glucosa (1.0, 0.5 y 0.25 mg de glucosa).

+ Para la preparacidn del reactivo, Sumner en este tercer articulo, Incluye
nuevamente el hidréxido de sodio y elimina el carbonato de sodio, sin dar
explicacién,

. Esté forma de llevar a cabo la determinacién de azdcares reductores en
orina, presentada por Sumner en 1925, es la que hasta ahora se aplica.
Desde entonces, no se han realizado modificaciones Importantes al
método, el cual ha sido utilizado de manera habltual para determinar
azucares reductores no s6lo en orina que es para lo que Sumner optimizé
el método, sino tamblén en muy diversas muestras como alimentos,
preparaciones enzlmaticas, etc, En estos tltimos casos la apiicacién del
método fue directa sin reallzar un anallsis serlo del mismo.

En relacién a la preparaclén del reactlvo y a la forma de realizar la
determinacidn, existen una serle de publicaciones posteriores a el tltimo
articulo publicado por Sumner en 1925, que hacen referencia de varios
aspectos importantes de considerar y que a continuaclén se mencionan,

En cuanto a la Sal de Rochelle, Sumner en su segundo articulo
publicado en 1924 (44), justifica su adicién como parte esenclal del reactivo
en concentracién tan elevada (30 %) mencionando que al desplazar el
oxigeno disuelto en la solucién, se previene su acclén destructiva sobre los
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azucares reductores en medio alcalino; lo anterior se vuelve atratar en un
articulo posterior publicado por el mismo Sumner en conjunto con E. B.
Sisler en el ailo de 1944 (46), en ésta ocasién presentan la determinacién de
azlcares en sangre por su reaccién con el DNS y dicen que el reactivo
propuesto en 1925 (45), no puede ser utilizado directamente en muestras de
sangre ya que se oxida una cantidad apreciable de glucosa por accién del
oxigeno disuelto en el filtrado de sangre; ademas menclonan que una parte
importante de glucosa se carameliza por el &lcali del reactivo antes de la
reaccion de reduccion; esto lo concluyeron al realizar el experimento
burbujeando nitrégeno en la disolucién para remover asl el oxigeno disuelto.

El procedimiento que proponen para llevar a acabo la reaccion,
consiste en colocar 2 ml del filtrado de sangre en una capsula de porcelana
y llevario a sequedad; adicionar 1 mL del reactivo e incorporarlo al material
residual, cubrir el vidrio de reloj y calentar durante § minutos. Diluir el
material de la capsula hasta 25 ml en un matraz aforado y tomar la lectura
en un colorimetro fotoeléctrico, utilizando un filtro verde; realizar una curva
patrén con diferentes concentraciones de glucosa (0.05, 0.10, 0.20, 0.30,
0.04, 0.50 y 0.60 mg glucosa) tomando como blanco DNS con el mismo
tratamiento que la muestra,

Mencionan que la principal razén para justificar la efectividad de este
procedimiento es que la disolucién de DNS, (que debido a la elevada
cantidad de Sal de Rochelle, contiene muy poco oxigeno disuelto), es el
Gnico reactivo empleado y por ello no resulta ser diluldo al adicionarle la
muestra (que previamente ha sido evaporada); en consecuencia, afirman
que la concentracién del dinitrosalicilato es lo suficientemente elevada para

oxidar a la glucosa antes de que pueda ser caramelizada,
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OBSERVACIONES:

« En este articulo se remarca la importancla de adicionar sal de Rochelie al
reactivo para desplazar al oxigeno presente en la solucion y evitar asi su
accién oxidante sobre la glucosa en presencia del lcall,

» Se aplica el mismo método en muestras de sangre sin considerar los
efectos que pudiera tener la matriz de la muestra sobre la reaccién de
reduccion; el tnico cambio que realizan al procedimlento es el llevar a
sequedad la muestra con la finalidad de eliminar el oxigeno presente
para evitar que pueda haber pérdida del efecto reductor de la glucosa; sin
embargo, no realizan un andlisis adecuado de los posibles efectos que
puede tener el calentamiento sobre los constituyentes de la propia
muestra,

+ Las mediciones del compuesto colorido, son obtenidas en un colorimetro
fotoeléctrico de marca Fisher con filtro verde.

En 1954 (47), Bottle y Gilbert publican un articulo en el que apoyan la
afirmacién de Sumner que se referia a la prevencién de la acclon destructiva
del oxigeno sobre los aztcares reductores, ellos aplican la determinacién de
azicares reductores en muestras de almidén de papa con la finalidad de
determinar su peso molecular, afirmando que para lievar a cabo ia
determinacién resulta esenclal remover el oxigeno dlsuelto en la solucién ya
que éste compite con el reactivo y disminuye la sensibilidad por lo cual
praponen su ellminacién total por media de una carrlente de nitrégeno, antes
del caientamiento con la glucosa,



OBSERVACIONES:

« En este articulo es importante remarcar que se utiliz6 una muestra
diferente (almidén de papa) a 1a que Sumner utilizé (orina), sin estudiar
los efectos que pudiera tener la matriz de dicha muestra, sobre la
reaccion de reduccion.

Posteriormente en 1958 (48), Bottle y Gilbert en otro estudio realizado,
aflrman que la remocién del oxigeno produce un incremento significativo en
la senslbilidad y linealidad de la grafica de absorbancia contra concentracién
de azucar bajo las condiciones de temperatura y alcalinidad normalmente
utilizadas, a bajas concentraciones de glucosa. En este articulo, nuevamente
afirman que el 4lcali y el oxigeno compiten con el ion 3,5-dinitrosalicilato,
mientras que la glucosa plerde su poder reductor al ser calentada por
algunos minutos en una solucién que contenga alcali en presencia de alre,
por lo que al adicionar sal de Rochelle al 30 % (w/v) se reduce la
concentracion de oxigeno en la solucién antes del calentamiento. Estos
autores apoyan dicha afirmacion basados también en el trabajo realizado
por Benedict en 1907 (49), quien previamente a Sumner realiza estudios del
efecto del alcali sobre los azlcares reductores y asegura que el dlcali ejerce
sobre la glucosa cierta accién destructiva que puede ser disminuida al
sustitulr el hidroxido de amonio por hidréxido de sodio o de potasio y
manteniendo la temperatura abajo del punto de ebullicion durante la
reaccion,
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OBSERVACIONES:

» Apoyan la afirmacién dada por Sumner en su segundo articulo,
mencionando que la remocién del aire presente en la muestra aumenta la
sensibllidad y linealidad del método; por lo cual apoyan la adicién de sal
de Rochelle en tal concentracién (30 % [w/v]) para reduclr ia
concentracién de oxigeno en la solucién.

« Para afirmar lo anterior, se basan no solamente en las suposiciones
dadas por Sumner, sino tamblén en un estudio realizado por Benedict en
el aflo de 1907, lo que no resulta muy confiabie debido a la época en que
se realiz6 dicho estudlo.

« Las absorbanclas de las soluciones fueron lievadas a cabo en celdas de
4 cm con un absorciémetro Spekker a una A de 520 nm.

De entre toda la bibliografia revisada, existe unicamente un articulo
publicado en 1959 por Miller (50), en el que se expone una critica al método
propuesto por Sumner, cuestionando la verdadera utilidad de algunos de los
componentes que forman parte importante del reactivo originai y en la cual
aflrma que uno de ios principales defectos del método es la pérdida de parte
del azticar reductor que es anallzada. Miller afirma que la Sal de Rochelle,
normalmente presente en el reactive del DNS para la determinacién de
azlcares reductores, Interfiere con la accién protectora del bisulfito sin
embargo es esenclal para la estabilidad del color, con esto, se refiere al
hecho de que el componente responsable de la remocién del oxigeno
disuelto en las sofuciones acuosas es el sulfito y no la sal de Rochelle como
Sumner suponla; Milier dice que la sal de Rochelle resuita ser un factor de
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interferencia para ia accién del bisulfito, sin embargo encuentra que en su
ausencia, el color obtenido con ei reactivo modificado era inestable, Por lo
anterlor, propone la eliminacién de la Sal de Rochelle como parte integral
del reactivo y menciona que debe ser adiclonada a la mezcla de reaccién
(aztcar reductor y reactivo), después de que ha sido desarrollado el color y
previamente al enfriamiento,

En cuanto a la adicién del fenol al reactivo, Milier coincide con Sumner
en cuanto a que su funcién es el incremento de la cantidad de color
producida al balancear el efecto dei "fenol" encontrado en la orina.

Miller asegura que la equivalencia entre el producto de reduccién
(afirmando que es el 4cido 3-amino, 5-nitrosalicilico) y el azticar reductor no
es exacta por lo que menciona que la quimica del método es
apreclablemente mas complicada, Lo anterior lo atribuye a las posibles
reacciones de descomposiclon del aztcar en disolucién alcalina, afirma que
la reacclén entre el azlcar con el &cido 3,5-dinltrosalicilico compite con
reacclones simultdneas que implican descomposicién del azticar.

OBSERVACIONES:

«+ Miller al igual que Sumner, afirman que el azticar presente en la muestra
es afectado por la accién del oxigeno en presencia del aicali; sin
embargo dice que el compuesto responsable de eliminar el oxigeno en la
disolucidn del reactivo no es la sal de Rochelle, sino el bisulfito y ademas
asegura que la sal de Rochelie interfiere con la accién protectiva del
bisulfito sobre la glucosa. Por lo anterior propone ia eliminacién de la sal
de Rochelle en el reactivo y su sustitucién por el bisulfito de sodlo.

« Miller invierte los papeles de la sal de Rochelie y bisuifito de sodlo, méas

no da una explicacidn quimica satisfactoria de sus afirmacicnes.
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« En relacién al fenol adicionado al reactivo, Miiler apoya ia justificacion
dada por Sumner (45), diclendo que su funcidn es incrementar la
cantidad de color producido y balancear el efacto del fenol en la orina, De
lo anterlor se cuestionan dos cosas, la primera de ellas es que Miller
aplica el método para muestras diferentes a fa orina, las cuales
posiblemente carezcan de fenol y aln asf adiciona este compuesto; la
segunda es que Miller menciona al iguai que Sumner que la orina
contiene de manera normal fenol, lo cual no es apoyado con bibliografia
aproplada, que mencione cuales son y en que concentraciones se
encuentran los fenoles a los que se refieren. (La orina en condiciones
normales carece de compuestos fendlicos, ver tabla 3)

+ Afirma que el compuesto reducldo es el acido 3-amino, 5-nitrosalicllico;
sin embargo no justifica dicha afirmacion con estudios experimentales.

» Este resulta ser el unico articulo revisado que critica algunos
fundamentos del método; sin embargo no fue lo suficlentemente
convincente, ya que la mayorfa de los autores que utiiizan €l método del
DNS, se basan en los reportes originales de Sumner, a excepcion de
Marsden, L.W. y cols. (64), quienes se basan en este procedimiento
modificado para realizar sus estudios.

Por Ultimo resulta importante mencionar que otro de los aspectos
discutidos ampliamente por quienes han revisado € método es el notabie
efecto termacrémico que presenta el acido 3,5-dinitrosalictiico.

En relacion a lo anterior, Brodersen y Ricketts, en 1949 (51),
realizaron una revisién del método encontrando que el color del reactivo es
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fuertemente dependiente de la temperatura y que su absorbancia incrementa
un 20 % al aumentar la teMperatura de 20 a 30 °C, mientras que la
absorbancia de una solucién fuertemente colorida resuitante de un elevado
contenido de aztcar, incrementa Unicamente un 9 % con el mismo cambio
en la temperatura, por lo cual afirma la necesidad de mantener tanto el
blanco de ia reaccion como la mezcla del reactivo y la muestra, a la misma
temperatura, con |a finalidad de obtener medidas confiables.

Posteriormente en 1956 (52), Bottle y Gilbert, observan también que
una fuente importante de error en la determinacién de aztcares reductores
por su reacclon con el acldo 3,5-dinitrosalicliico, es atribuible al efecto
termocroémico, por 1o cual proponen un experimento en el que determinan la
absorbancia del blanco de reaccién a diferentes temperaturas con respecto
al agua, tomando las lecturas a 520 nm, encontrando que la absorbancia del
lon DNS, se incrementa a mas del 50 % entre los 10 y ios 30 °C; sin
embargo al evaluar sl el producto de la reduccién del DNS presentaba
también dicho efecto termocromico, se vio que éste era muy moderado, lo
que se podia atribulr a que en el caso del DNS la Interaccion entre el jon
carboxilo y el grupo o-nitro es muy fuerte, mientras que en el caso del
producto de reduccion del DNS, no se da dicha interaccién, Ellos afirman
también que el error producido por dicho efecto termocrémico del reactivo,
puede ser evitado al mantener la solucién del producto de reaccion y el
blanco a la misma temperatura, pero ésta no debe fijarse a menos que una
apreciable proporcién del reactivo haya reaccionado.

Por Ultimo, Huntington y Schellman en 1972 (53), y Stott en 1973 (54),
encuentran aplicaciones interesantes para el efecto termocrémico tan
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marcado que presenta el acido 3,5-dinitrosalicilico. Los primeros autores se
basaron en esta propledad para disedar un sistema de medicién de
temperatura en un sistema en flujo, mientras que el segundo la utiliza para
disefiar un termémetro dptico,

OBSERVACIONES:

+ La propledad termocrémica presentada por el DNS, es un factor que fue
estudiado por primera vez por Brodersen y Rickelts en 1949; sin
embargo, es un factor poco conocido y sobre todo poco considerado por
quienes aplican el mélodo de manera habitual, esto puede introducir una
importante fuente de error en los estudios, que debe ser importante de
considerar.

+ Un procedimiento que puede ser ulilizado para evitar el error que puede
ser introducido por efecto termocrémico del reactivo, consiste en tomar
las lecturas de absorbancia tanto del blanco como de la muestra a la
misma temperalura.

Existen muchos autores que han utllizado el método del DNS
propuesto por Sumner para determinar carbohidratos reductores en muy
diversas muestras; en particular es importante hacer mencién de dos
autores: P. Bernfeld y G. Noelling (55, 56, 67), que fueron los primeros en
aplicar el método del DNS para la medicién de grupos reductores finales,
liberados por la accién de enzimas amilasas,

Basandose en eslos trabajos, se han desarrollado muchos estudios
que se basan en el método del DNS, tanto para el estudio de la estructura
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del almld6n (55, 58, 61), como para el estudio de las enzimas a y 8
amilasas encargadas de su degradacion (56, 57, 59, 60, 62, 63, 65, 66),

Ademas, el método del DNS también ha sido utilizado para medir el
contenido de azticares reductores en materiales derlvados de la celulosa
(64), en donde ademds del método clasico de determinacién, se propone un
método automatizado de flujo segmentado.

Es Importante hacer notar que dos de los articulos citados presentan
un estudlo més profundo de las posibles Interferenclas debido al Ca2* (65,
66) y ofros metales como Mn2+, Zn2+, §r2t. y Ba2+ (62),

OBSERVACIONES GENERALES:

+ En cuanto a la preparaclén del reactivo, la mayoria de fos estudios se
basan en el método del DNS propuesto por Sumner (44, 45); algunos de
ellos Incluyen al fenol y bisulfito de sodio, pero la mayoria Incluyen
Unicamente al DNS, NaOH y sal de Rochelle. Es Importante mencionar
que quienes aplican e] método del DNS, no conocen cuél es la funcién de
la sal de Rochelle, sin embargo, la adiclonan de manera normal cada vez
que o utllizan,

» Uno de los errores ma&s comunes que se presenta en los articulos
revisados, es el hecho de ignorar la matriz de la muestra en estudio, con
lo que la determinacidn puede estar sujeta a errores Introducidos por los
constituyentes de la malriz que puedan Interferlr con ia reaccién de
reducclén del DNS.

» Es importante remarcar que en los tres primeros articulos publicados por
Sumner (43, 44, 45), la medicién del compuesto colorido se lleva a cabo
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con colorimetros, comparando las muestras con estandares (de
concentraciones conocidas de glucosa o de alumbre férrico), con fo cual
podemos justificar que Sumner, limitado por la tecnologia con la que
contaba, pudiera haber obtenido datos paco confiables, a parlir de la
lectura en una longitud de onda que no era la dptima; sin embargo esto
no es justificable para quienes en la actualidad aplican el método ya que
se cuanta con equipos y condiciones mucho mas confiables para realizar
estas mediciones.

Es importante remarcar que en la aclualidad atn con los modernos
equipos UV-VIS con los que se cuenta en los laboratorios tanto de
Investigacién como de licenclatura, las mediciones de absorbancia se
sigan llevando a cabo a una A méaxima de absorcion de 540 nm que no
resulta ser la 6ptima (480 nm), con lo cual la sensibilidad del método
disminuye significativamente; lo cual se puede observar en algunas de
las practicas que se realizan en los laboratorios de Productos Vegetales,
Productos de Cereales y Anélisis de Alimentos de la carrera de quimica
en alimentos, entre otros, en los cuales se aplica inadecuadamente dicho
método.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

4.1 REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIAL:

4.1.1 Reactivos:

Glucosa R.A. (J.T. Baker)

Acido 3,5-dinitrosalicilico R.A. (SIGMA)

Tartrato de sodio y polasio "Sal de Rochelle" R.A. (Mallinckrodt)
Fenol R.A. (Técnico Quimica SA.)

Bisulfito de sodio R.A. (T.J. Baker)

NaOH R.A. (Mallinckrodt)

4.1.2 Equipo:

Los espectros de absorcién fueron obtenidos con un espectrofotémetro
CARY 1/3, UV-VIS, VARIAN, equipado con una computadora EPSON
EL2, monitor a color EPIX VGA y una impresora EPSON LX 810,

4.1.3 Material:

Material de vidrio calibrado.

Para la toma de mediciones de absorbancia en el espectrofotometro
visible CARY 1/3, las muestras se colocaron en celdas de cuarzo de 1 cm
de longitud del paso dptico.

Los volimenes de reactivos y muestras, fueron medidos con
micropipetas Gilson (50-200 pl) y Finnipipette (50-200 pi y 1-56 mL).
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4.2 METODOLOGIA:

4.2.1 METODO ORIGINAL PARA LA DETERMINACION DE A2UCARES
REDUCTORES POR SU REACCION CON EL DNS:

A continuacién se presenta la metodoiogia propuesta por Sumner para
la determinacién de az(icares reductores (3), que resulta ser aplicada enla
actualldad:

A. REACTIVO:*
+ DNS (1 %) « Fenoi (0.7 %)
+ NaOH (1.6 %) » Blsulfito de sodio (0.7 %)

+ Sal de Rochelle (30 %)

*Concentraciones finaies en el reactivo,

» Para la curva de calibracién se requiere una solucién patrén de glucosa (1
mg/mL), a partir de la cuai se realizaran las diluciones necesarias.

B. PREPARACION DE REACTIVOS:
+ Disolucién de DNS + NaOH + Sal de Rochelle + Fenol + Bisulfito de
sodio:
Pesar y disolver en un pequefio volumen de agua (aproximadamente 5
mL), el DNS y por separado, pesar y disoiver 1a NaOH, sal de Rochelle,
fenol y bisulfito de sodio; mezclar ias disoluciones en matraz aforado de 100
mL, adicionar agua hasta el aforo,



« Disolucién de Glucosa:

Pesar y disolver la glucosa en un pequefio volumen de agua
{aproximadamente 5 mL), llevar al aforo de 100 mL con agua destilada,

C. PROCEDIMIENTO:

Colocar en tubos de ensaye, 1.0 mL de muestra + 1.0 mL de reactivo
del DNS, tapar ios tubos con canicas de vidrio y calentar durante 5§ minutos
en un baflo de agua hirviente, enfriar por 3 minutos con agua fria o hielo,
afiadir 5§ mL de agua a temperatura amblente, dejar en reposo 5 minutos y
leer la absorbancla en espectrofotdmetro visible a 540 nm, tomando como
blanco el DNS con el mismo tratamlento que la muestra.

Realizar una curva de callbraclon con § puntos de concentraclones de
glucosa conocldas (0.1-1.0 mg/mL)

4.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL:

El método original, como ya se discutid, presenta anomalias y se
requlere de la demostraclon experimental de las mismas, A continuacién se
menciona la secuencia de experimentos que se llevaron a cabo y que
posteriormente se explicaran con mas detalle:

4.3.1 Evaluacion de la A maxima de absorcidn del compuesto colorido
formado. Se evaluara la  dptima a la cual se deben tomar las
lecturas de absorbancla,
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4.3.2 Estudio del mecanismo de reaccién. Se llevara a cabo una curva de
valoracion espectrofotométrica para determinar la relacién molar entre
el DNS y la glucosa y se expondra un posible mecanismo de reaccién
que explique dicha relacion,

4.3.3 Justificacién del uso de cada uno de los reactivos. En este apartado
se discutira la adicién de la sal de Rochelle y la del fenol y bisulfito
de sodio, y se plantearan diversos experimentos que muestren
si intervienen o no en |a determinacion.

4.3.4 Evaluacién del tiempo de calentamlento, Se determinard cual es el
tiempo 6ptimo de calentamiento para llevar a cabo de manera
exitosa la reduccion del DNS.

4.3.5, Protocolo de trabajo. Se expondr4 un protocolo de trahajo en el cual
se detallara tanto la preparacién de reactivos como el procedimiento
para determinar azucares reductores por su reaccién con el DNS,

431 EVALUACION DE LA A MAXIMA DE ABSORCION DEL
COMPUESTO COLORIDO FORMADO:

El primer error importante encontrado al estudiar el método del DNS
propuesto por Sumner, fue que la longitud maxima de absorcion a la cual se
tomaban las lecturas de las muestras era incorrecta, (el maximo de
absorcidn se presenta en 480 nm y no en 540 como se indicaba), (ver figura
14); esto es Justificable en el caso de Sumner, quien se hasé en un
colorimetro (que era el equipe mas avanzado de su época), para obtener
sus medidas de concentracién, lo cual implica equipos en los que la
seleccién de A, se realizaba con fitros que abarcaban un intervalo muy
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amplio de iongitudes de onda, e inclusive, en algunos la diferenciacién de
colores se realizaba a simple vista, por lo que las medidas obtenidas con
estos equipos no eran confiables; sin embargo esto no es justificable para
qulenes aplican el método de! DNS en la actualidad ya que ahora se cuenta
con equipos de mayor resolucién capaces de medir el espectro de absorcién
de un compuesto de manera muy confiable (en ordenes minimo de 1 nm de
resoluciény),

A continuaclén se presenta el espectro vislble del compuesto formado
por acclén de |a glucasa (0.2 mg/mL) sobre el DNS (1 %) en medio alcalino
(NaOH 0.4 M), Tomando como blanco el reactivo de DNS con el mismo
{ratamlento que la muestra.

A m% 3 480 nm
B
S
0274
0.174
0.074
0.03 540 nm
4
00 T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 . 600
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 14, Especiro de absorcion def compuesto reduclde, formade por
reaccidn de la glucosa con el DNS en medio alcalino.
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En todos los experimentos que a continuacion se presentan, las
mediciones de absorbancia fueron tomadas en ambas longitudes de onda
(480 y 540 nm), con ia finaiidad de verificar cual es la diferencia entre
ambas condiciones.

4.3.2 ESTUDIO DEL MECANISMO DE REACCION:

En relacion ai estudio del mecanismo de reaccion entre el dcido 3,5-
dinitrosalicilico con glucosa, basados en experimentos espectrofotométricos,
se planeo la realizacion de una curva de valoracion espectrofotométrica, con
la finalidad de evaluar la relacion molar entre el DNS y la glucosa, segun el
namero de electrones intercambiados.

Esta curva de valoracion se planeé de manera que la glucosa se
mantuviera constante en cada caso y el DNS fuera el que cambiara de
concentracién de manera que al inicio de la curva éste fuera el reactivo
limitante de la reaccion, mientras que al final, éste se debia mantener en
exceso, con la finalidad de encontrar el punto de equivalencia de la reaccion
y asl poder conocer la relacion molar entre el DNS y la glucosa,

Para la curva de valoracion se graficé absorbancia en el eje de las
ordenadas y la reiaclén de concentracion de DNS (M)/Concentracion de
glucosa (M) en el eje de las abcisas (ver figura 15); los datos de las
concentraciones asl como las absorbancias en cada punto se reportan a
continuacion (Tabla 4):

« Concentracion de solucién madre de glucosa: 5.5x1073 M,
+ Concentracion de solucion madre de DNS: 4.3x10°3 M. y 4.3x102 M,
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Glucosa | Conc, DNS Conc. Vol, Conc. DNS (M) /
5.5x10-3 | Glucosa | 4.3x10°2 | DNS (M) | Total | ABS | Conc. Gluc (M)
M (mL) (M) M (mL) (mL)

0.5 4.91x10-4 0.1 7.67x104 56 11.1450 1.5621

0.5 4.86x10-4 0.15 11.4x104 | 565 [1.6723 2.3456

0.5 4.82x104 0.2 15.08x104| 57 [2.21M 3.1286

0.5 4.78x104 0.26 18.6x10-4 5.'75 2.5686 3.8912

0.5 4.74x104 03 22.2x104 58 29728 4.6835

0.5 4.66x104 0.4 29.1x10°4 59 13.4824 6.2446

0.5 4.5x104 06 42.2x104 | 61 4.1262 9.3777

0.5 4.36x10"4 0.8 54.6x104 63 (42087 125229

0.5 4.33x104 0.85 57.5x104 6.&55 4.2911 13.2794

0.5 4.29x10-4 0.9 60.4x10-4 64 (4.2911 14.6792

Tabla 4, Condiciones experimentales para ia realizacion de la curva de
valoracion espectrofotométrica, Las lecturas de absorbancia fueron
obtenidas en una A 480 nm.

00 T T eyt T
2 4 ] 8 10 12 "

CONC. DNS (M) / CONC. GLUC. (M)

Figura 15. Curva de valoracién espectrofotométrica, Longitud de onda 480
nm, Blanco agua:
a) Ec. de larecta: Y = 0.2901 + 0.5845X
b) Ec. de larecta; Y = 3.8130 + 0.0334X

™




Para aobtener numéricamente el punta de equivalencia de la reaccion,
se calcul6 el punto de interseccién entre fas dos rectas que forman la curva
de valoracién;

Ecuacién de la recta a): Y =0.2901 + 0.5845X

Ecuacién de la recta b): Y = 3.8130 + 0.0334X

Punto de interseccion: 0.2901 + 0.5845X = 3.8130 + 0.0334X
X=6.39

La curva de valoracion espectrofotométrica, nos muestra que la
refacion entre el DNS y la glucosa es 1 a 6, lo cual involucra 12 electrones
intercambjados, esto Impiica que se reduzcan los dos grupos nitro hasta el
amino, ya que por cada uno se intercambian 8 electrones,

Nota: El blanco del experimento, fue una disolucién de NaOH (0.4 M), por lo
que es de suponerse que la seflal de absorbancia tiende a saturarse por
efecto de concentracién del reactivo, sin embargo, a la A de 480 nm, se
obtuvieron sefiales de absorbancia adecuadas para determinar la relacién
molar entre el DNS y la glucosa.

A partir de la curva de valoraclon llevada a cabo asl como del estudio
tetrico realizado, a continuacién se presenta el mecanisma de reaccion
propuesto;
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« MECANISMO DE REACCION:
1. REDUCCION DEL DNS:

i i . i
ON C~OH  2H'2- H:ON C=OH 24" 26" A(HOINy A C-OH
P ) ey
@on OH OH
NO, NOH N(OH};
g i i
AHOIN C-OH ON C-OH  4H'4e* HOHN C~OH
RO v S
@OH -2H,0 @OH OH
N{OH)z NO NHOH
i ] t <|:| O*H
HOM -
HOH C-OH ¢ HOMNy A C-OH , o
2H 2H
y———— - o Y A '0
OH NHIOH
NHoH *NH:0H o
2 H0 de
7
HN C—0OH
2" 0L,
NH;
* Compuestos de transicion
2, OXIDACION DE LA GLUCOSA.
CH,0H GHaOH
0 OH
et H + HzO

HOPH Ay +20H°  HO
OH -2¢” OH
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3. REACCION GLOBAL:

0

0
i c i
02 C—OH HiH HiN A\ C—OH GHOH o
o + 6 fen), = @on + 6 H@m
0, OH NH; OH
Acido 3,5-dintrosalicllico Glucosa Acido 3,5-diaminosalicllico  Acido glucénico

NOTA: En la reaccién presentada, no se incluyen la Sal de Rochelle,
el Fenol y el Bisulfito de sodio, puesto que no Intervienen en la
reaccién.

4.3.3 JUSTIFICACION DEL USO DE CADA UNO DE LOS REACTIVOS

Uno de los puntos importantes a tratar, en el estudio del método para
la determinacién de azlcares reductores por su reaccién con el DNS, fue la
justificacion del uso de cada uno de los reactivos que intervenian en dicha
determinacion, para lo cual se planearon una serie de experimentos que
permitieron definir si los componentes del reactivo: Sai de Rochelle, Fenol y
Bisulifito de sodio, eran o no de utilidad.

4.3.3.1 JUSTIFICACION DE LA SAL DE ROCHELLE
a) Con el objeto de demostrar que la sal de Rochelle no tenia efecto alguno
en la reaccién entre el DNS y el az(car se realizd un estudio de Ja variacion
de la concentracion de glucosa (concentraciones de 0.1-1.0 mg/mL) con
DNS (1 %) en ausencia y presencia de la sal de Rochelle. Los resultados
obtenidos son idénticos (ver figuras 16, 17, 18 y 19):
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« Reactivo DNS (1 %) + NaOH(0.4 M)

A J
B
s 161
1.2 1
0.8
0.4
0.0
T ¥ 1 T 1
400 500 600
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 16, Espectros de absorcion referentes aj estudio de ia varlacion de fa
concentracion de glucosa (0.1-1.0 mg/mL.), con respecto al reactivo:
DNS (1 %) + NaOH (0.4 M); en ausencia de Sal de Rochelle.

.
16 <
] e
1.4+ . //'
124 LmamooeoquaaOnn/
r=099417
104
ge-
LONGITUD DE ONDA540 nm.
o8- 1209959
.
044 . /
/
02+ ,'/ o/,'
a0 '//T/ ey
02 04 a8 Qs 10
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/ml.}

Figura 17. Curva que representa la varlacién de la concentracién de
glucosa (0.1-1.0 mg/mL.), con respecto al reactivo: DNS (1 %) + NaOH
(0.4 M); en ausencla de Sal de Rochelle,
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» Reactlvo: DNS(1 %) + NaOH(0.4M) + Sal de Rochelle (30 %)

A 1
B

S 161

|

1.2

-

0.8

]

0.4

0.0

1 L] ! ) A
400 600 600
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 18, Espectros de absorclon referentes al estudio de |a variacion de la
concentracion de glucosa (0.1-1.0 mg/mL), con respecto al reactivo:
DNS (1 %) + NaOH (0.4 M) en presencla de Sal de Rochelle (30 %).
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Flgura 19. Curva que representa la variacion de la concentracion de
glucosa (0.1-1.0 mg/mL), con respecto al reactivo: DNS (1 %) + NaOH
(0.4 M); en presencla de Sal de Rochelle (30 %).

79




Al observar los espectros visibles de las curvas de calibracion (figura
20) resulta importante remarcar que el espectro del producto de la reacclén
entre e} DNS y la glucosa, en medio aicalino, con y sin sal de Rochelle es el
mismo; por lo cual, con méas seguridad se puede afirmar que esle
compuesto no tiene efecto alguno en el desarrollo de la reaccion.

8 R
A 060 - 480 hm,
B
S
0,552
D411 - (a)
0.269 4
540 nm
0.127 ¢
N -
'0-0“ IIIIlllTI‘I!‘!TTIIl!‘!I‘
500 600 700 800

LONGITUD DE ONDA (nm)

80



A 480 nm.
B 0724 1
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0.499 1

(b)
0.275 1
/J 540 nm,
¥
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AT T e w0 700 800
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 20, Espectros visibles del producto de la reaccién entre el DNS y la
glucosa, en medio alcalino a)con sal de Rochelle, b) sin sal de
Rochelle.

b) Para estudiar el efecto que pudiera tener la sal de Rochelle en el
desplazamiento del oxigeno (y el efecto de éste en la reaccion) se reallzé un
experimento en el que se hizo pasar una corriente de nitrégeno, tanto a la
muestra como al reactivo, durante 3 minutos, para desplazar el oxigeno
disuelto, y se comparé con un experimento sin eliminar oxigeno,
obteniéndose los mismos resultados (figuras 21 y22), comparar con figura
16.
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LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 21, Espectros de absorclon referentes al estudlo del efecto que
puede tener el tratar tanto el reactivo como la muestra con una
corrlente de nltrégeno, con la finalldad de ellminar el oxigeno disuelto

en la soluclén.
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Figura 22. Curva de absorbancla con respecto a concentraclén de glucosa
referente al estudlo del efecto que puede tener el tratar tanto el
reactlvo como la muestra con una corriente de nitrégeno, con la
finalldad de ellminar el oxlgeno disuelto en la soluclén,



c) Para demostrar que la sal de Rochelle no le conferia estabitidad al
producto colorido se reallizé un experimento en el cual se estudia la
descomposicién del reactivo bajo diferentes condiciones ambientales
(figuras 23, 24 y 25). Se determin6 una disminucion en la seflal del producto
de la reaccion en presencia de luz y aire, tanto con el reactivo en presencia
de sal de Rochelle como en su ausencia.

Es por esto que se puede asegurar que el tartrato de sodio y potasio
no mejora la estabilidad del producto de reaccién como originaimente se
habla planteado. La luz afecta al producto de reduccion y por io tanto existe
una disminucién en la Intensidad de la sefiai con el tiempo, Al conservar los
reactivos en ausencia de [uz, el color se mantiene estabie mucho mas

tiempo.
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Flgura 23, Efecto del tiempo sobre el producto de la reaccion en presencia
de luz y aire a) reactivo sin sal de Rocheile, b) reactivo con sal de
Rochelie.

Longitud de onda 480 nm.
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Figura 24, Efecto del tiempo sobre el producto de la reaccién en ausencia
de juz y aire a) reactivo sin sal de Rochelle, b) reactivo con sal de

Rochelle.
Longitud de onda 480 nm.
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Flgura 25, Efecto del tiempo sobre el producto de la reaccién en ausencia
de luz y con atmésfera de nitrégeno reactivo sin sal de Rochelle,
Longitud de onda 480 hm,
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4.3.3.2 JUSTIFICACION DEL FENOL Y BISULFITO DE SODIO.

Para comprobar que el fenol y el bisulfito no tenian ninglin efecto
sobre la reaccion, se realizé de la variacién de la concentracion de glucasa
(concentraciones de 0.1-1.0 mg/mL), en presencia de fenol (0.7 %) y bisulfito
de sodlo (0.7 %), ademas del DNS y NaOH y se compararon contra otra en
la que el reactivo consta Gnicamente de DNS y NaOH (figuras 26 y 27).

A
A
g 16+
1.2+
0.8+
0.4
0,04
T T T 1 1
400 600 600
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 26, Espectros de absorcldn referentes al estudio de la variacion de
la concentracién de glucosa (0.1-1.0 mg/mL.), con respecto al
reactivo; DNS (1 %) + NaOH (0.4 M); en presencla de Fenol
(0.7 %) y Bisulfito de sodio (0.7 %)
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Figura 27. Curva que representa la variacin de la concentracion de
glucosa (0.1-1.0 mg/mL), con respecto al reactivo: DNS (1 %) + NaOH
(0.4 M), en presencia de Fenol (0.7 %) y Blsuifito de sodio (0.7 %).

4.3.4 EVALUACION DEL TIEMPO DE CALENTAMIENTO:

Se llevd a cabo la reaccidn entre el DNS (1 %) con la glucosa (1
mg/mbL) en medio alcalino (NaOH 0.4 M), variando el tiempo de
calentamiento: 3, §, 7, 10 y 15 minutos respectivamente, manteniendo en
cada uno de los casas (a temperalura del bafio de agua constante (86 °C),
Los resultados obtenldos se muestran en las figuras 28 y 29,
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0.0 * Tiempo de calentamiento
LONGITUD DE ONDA (nm)
Figura 28, Espectros de absorcién del compuesto formado, con diferentes
tiempos de calentamiento. Longitud de onda 480 nm.
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Flguré 29, Evaluacién del tiempo de calentamiento. Longitud de onda 480

nm.
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En estas figuras, se puede observar que a partir de los diez minutos
de calentamiento, la seftal obtenida por el compuesto reducido no aumenta
significativamente, por lo cual se establecié dicho tiempo como el dptimo
para la reaccion.

Por (ltimo, en relacion a ia temperatura de calentamiento, se
estableci6 que se debia mantener constante (85 °C), en un baflo de agua,
para poder flevar a cabo la reduccion del DNS; al igual, ei tiempo de reposo
y la temperatura a la que se debian tomar las lecturas tanto del compuesto
reducido como del blanco, deberian mantenerse constantes durante todos
los experimentos con el fin de estandarizar lo mas posible dichas
condiciones que afectan al método.

Lo anterior resuita muy importante de considerar, debido al efecto
termocrémico del DNS, ya que se sabe, (52, 53, 54), que la absorbancia del
DNS se incrementa a mas del 50 % entre los 10 y los 30°C, al contrario del
efecto presentado por el DNS reducido, el cual resulta ser muy moderado,
debido tal vez a que en el caso del DNS, la Interaccién entre el lon carboxiio
y el grupo o-NO3 es muy fuerte, mlentras que en el caso del DNS reducido,
supuestamente no se presenta dicha interaccion. Por lo anterfor, con la
finalidad de evitar e! error proporcionado por dicho efecto termocrémico, se
deben mantener tanto la solucion del compueslo reducido como ef blanco a
la misma temperatura.
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4.1.5 PROTOCOLO DE TRABAJO:

De todo lo anterior se logra establecer un procedimiento optimizado en
todos sus pardmetros (tiempo de desarrollo de color, temperatura de
reacclén, condiciones de enfriamiento y calentamiento, longitud de onda
apropiada para la toma de lecluras de manera mas precisa y reproducible).
Las condiciones Gptimas son las siguientes, planteadas dentro de un
protocalo de trabajo.

EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS:

A, EQUIPO:

- Balan2a Analitica

- Bafio de agua (85 °C)

- Termémetro

- Cronémetro

- Espectrofotémetro

- Dos celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso dplico

B. MATERIAL:

- 3 vasos de precipitados de 50 mL

- 1 espétula

- 2 matraces aforados de 100 mL

- 2 matraces aforados de 10 mL

- 2 matraces aforados de 5 mL

- 5 tubos de ensaye de 16x150 mm, conrosca y tapa
- 1 gradilla

- 1 pipeta volumétrica de 10 mL

- 1 pipeta Pasteur para aforar
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- pipetas volumeétricas (1, 2,3 y 4, mL)
- 1 propipeta

C.REACTIVQS:

- Disolucion de DNS y NaOH (4.38x102 M y 0.4 M respectivamente
"Concentraciones finales en el reactivo")

- Disolucién patrén de glucosa (5.56x10°2 M)

- Agua destilada

PREPARACION DE REACTIVOS:
Los reactivos Indicados, deben ser de grado reactivo analitico, cuando
se menclone agua, debe entenderse agua destilada.

» Disolucién de DNS + NaOH:

Pesar 1.0 g de DNS en un vaso de precipitados de 25 mL y disolver en
un pequefio volumen de agua (aproximadamente 5§ mL); en otro vaso de
precipitados, pesar y disolver 1.6 g de NaOH y mezclar ambas disoluciones
en matraz aforado de 100 mL, adiclonar agua hasta el aforo. Guardar en
frasco ambar perfectamente tapado. (De preferencia esta disolucién debe
ser recién preparada para cada determinacion),

+ Disolucidn de glucosa de concentracién conocida:

Pesar 0.1 g de glucosa en un vaso de precipitados de 25 mL y disolver
en un pequefio volumen de agua, transferir a un matraz y llevar hasta el
aforo de 100 mL (concentracion final 5,55x103 M),
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« Disoluciones de la curva de calibracién:

La curva de calibracién consta de § puntos que corresponden a jas
concentraciones de: 1.1x10-3, 2.2x10%3, 3.3x10°3, 4.4x103, y 56.5x10°3 M.
Rotular 2 matraces aforados de 10 mL y 2 matraces aforados de 5 mL, con
las cancentraciones indicadas y adicionar el volumen indicado de disolucién
de glucosa 5.5x10°3 M, Aforar a 10 6 5 mL, segln sea el caso, con agua
destilada,

No. de Matraz Aforado Disol. Glucosa
Matraz(AFORO mL) | (Concentracién M) 5.6x103 M (mL)
1(10) 1.1x10°3 2
2{10) 2.2x10"3 4
3(5) 3.3x10-3 3
4 (5) 4.4x10-3 4
PROCEDIMIENTO:

Colocar en tubos de ensaye (con tapa de rosca), 1.0 mL de muestra +
1.0 mL de reactivo del DNS, tapar pefectamente los tubos y calentar
durante 10 minutos a 85 °C, enfriar por 3 minutas con agua corriente (20 °C),
afladir 10 mL de agua a temperatura ambiente, dejar en reposo 30 minutos y
leer la absorbancia en espectrofotdémetra visible a 480 nm, tomando como
blanco el DNS con el mismo tratamiento que la muestra.

Nota: Resulta muy Importante mantener las mismas condiciones de
temperatura y tiempo de calentamlento para todas las muestras y bianco ya
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que el color de la solucién es dependlente sobre todo de la temperatura;
esto es dehido a que el 4cido 3,5-dinltrosalicliico tiene un notable efecto
termocrémico lo cual se puede controlar faclimente al tomar ia lectura de las
muestras y blanco a la misma temperatura,

RESULTADOS:

» Registrar las lecturas obtenidas (absorbancla) con respecto a fas
concentraclones respectivas de glucosa.

o Trazar una curva en donde se grafiquen las absorbancias contra
concentracidn de glucosa en concentracion M. '
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§. RESUMEN DE RESULTADOS:

5.1 CURVAS DE VARIACION DE CONCENTRACION DE GLUCOSA CON
RESPECTO AL DNS EN DIFERENTES CONDICIONES:
* Concentraciones de glucosa: 0.2, 0.4, 0,6, 0.8, 1.0 mg/mL.

LONGITUD DE ONDA 480 nm.
REACTIVO b m r € Figura

No.

DNS+ NaOH 0.2029 | 1.8317 {0.9942 | 333.0363 17

DNS+ NaOH+ SAL DE | 0.2456 | 1.4604 | 0.9917 | 265.5273 19

ROCHELLE

DNS+ NaOH+ FENOL+ | 0.2208 { 1.8752 | 0.9916 | 340,9545 22

BISULFITO DE SODIO

DNS+ NaOH (en 0.0753 | 1.6386 | 0.9802 | 297.9364 26

atmosfera de

nitrégeno)

b = ordenada al origen, m = pendiente, r = coeficiente de correlacion

e = coeficiente de absortividad molar (cm-tM-1)

LONGITUD DE ONDA 540 nm.
REACTIVO b m r £ Figura “
No.

DNS+ NaOH 0.0347 | 0.4753 | 0.9959 | 86.4182 17 “
DNS+ NaOH+ SAL DE 0.0467 | 0.4754 | 0.9885 | 86.4277 19
ROCHELLE
DNS+ NaOH+ FENOL+ | 0.1039 | 1.0693 | 0.9960 | 194.4273 | 22
BISULFITO DE SODIO
DNS+ NaOH (en 0.0189 | 0.4852 | 0.9985 | 88.2182 26
almosfera de nitrégeno)

b = ordenada al origen, m = pendiente, r = coeficiente de correlacion

g = coeficlente de absortividad malar (cm-1M+1)

» ESTUDIO DE DESCOMPOSICION DEL REACTIVO:
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CONDICION

REACTIVO

SENAL PENDIENTE | Figura
AMBIENTE OBTENIDA | A 480 nm No.
Enpresenciadeluzy { DNS+NaOH { disminuye -0.1374 23a
aire
Enpresenciadeluzy | DNS+ NaOH+ | disminuye -0.1566 23b
aire Sal de
Rochelle
En ausenciade luzy DNS+ NaOH | se mantiene -0,0020 24a
aire constante )
Enausenciadeluzy | DNS+ NeOH+ | se mantiene -0.0370 24b
aire Sal de constante
Rochsile
En ausencia de luz DNS+ NaOH | se mantiene 0.0495 25
con atmdsfera de constante
Nitrégeno :
5.2 ANALISIS DE COSTOS:

COSTO DEL REACTIVO PROPUESTO ORIGINALMENTE:

e e
Compuesto | Conc. Final en | Costo por 100gde| Costo | Costo

el Reactivo (%) | Compuesto (USD*) | (USD) |(PESOS**)
DNS 1 375 0712 | 5.340 ||
NaOH 1.6 3.24 0098 | 0.735 jq
Sal de 30 212.6 20,1971 151.477
Rochelle
Fenol 0.7 2.86 0.040 0.300
Blsulfito de 0.7 8.0 0.120 0.900
sodlo

TOTAL: ||21.167 158,760

* El costo de cada compuesto provenlente de un catalogo de Productos
Quimicos, estd multiplicade por 1.9, que es el costo aproximado de
comislén que cobra la compafia por distribulr sus praductos en México,

**Conslderando un tipo de camblo de 7.5 pesos por 1 USD.
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COSTO DEL REACTIVO MODIFICADO:

| Compuesto | Conc. Final en{ Costo por 100g de| Costo | Costo
el Reactivo | Compuesto (USD*){ (USD) { (PESOS*)

(%)
DNS 1 37.5 0.712 | 5.340
NaOH 1.6 3.24 0098 | 0735

TOTAL: 0.810 6,080 |

* El costo de cada compuesto proveniente de un catalogo de Productos
Quimicos, esta multiplicado por 1.9, que es el costo aproximado de
comislon que cobra la compafiia por distribuir sus productos en México.

**Considerando un tipo de cambio de 7.5 pesos por 1 USD.,

COSTO DE LA GLUCOSA:
Compuesto { Conc. Final en| Costo por 100 g de| Costo | Costo
el Reactivo {Compuesto (USD*)| (USD) {(PESOS**)
(%)
||Glucosa | 0.1 | 7296 0073 054
TOTAL:  [0073 054 |

* El costo de cada compuesto proveniente de un catalogo de Productos
Quimicos, esta multiplicado por 1.9, que es el costo aproximado de
comisioén que cobra la compaiiia por distribuir sus productos en México.

**Considerando un tipo de cambio de 7.5 pesos por 1 USD.

« El costo por curva Incluye cinco puntos, fo que implica la adicién a cada
punto de 1.0 mL de reactivo mas 1.0 mL de solucion estandar,

» Elcosto por andlisis se refiere al costo de la curva mas el costo referente
a una muestra por duplicado,

« El costo por muestra adicional se refiere al costo de 1.0 mL de reactivo
necesario para llevar a cabo la determinacién en la muestra a estudiar.
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COSTOS METODO METODO
ORIGINAL MODIFICADO
POR CURVA $11.087 $0.447_
POR ANALISIS $ 14.247 $ 0.567
POR MUESTRA $ 1.587 $0.06
ADICIONAL,

% DE REDUCCION DE COSTOS:

COSTOS METODO
' MODIFICADO
POR CURVA 95.96 %
POR ANALISIS 96.02 % .
POR MUESTRA 96.22 %
\:Mm
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6. DISCUSION FINAL DE RESULTADOS:

De los datos experimentales obtenidos, se pueden distingulr varios
aspectos importantes de considerar; el primero de ellos y el mas Importante,
es que para llevar a cabo la reduccion del acldo 3,5-dinitrosalicilico,
Unicamente es necesarla la presencia del agente reductor, en este caso la
glucosa.

Al realizar los experimentos de variacién de concentracion de glucosa
con respecto al reactivo (ONS en medio alcalino), en presencla y ausencla
de la Sal de Rochelie, pudimos verificar que éste Uitimo compuesto no
Interviene en la reaccion, ya que dichos espectros ‘vlslbles. resultan ser muy
similares; ver figuras 16, 18 y 20.

Sumner justifica la adicién de la Sal de Rochelle en concentracion tan
elevada (30 %), aduciendo que el oxigeno disueito en la soluclon es
desplazado por efecto salino, evitdndose asi la acclon destructiva de éste en
presencla del alcall sobre el azucar reductor, ademas de un supuesto
Incremento en la intensidad del color formado por efecto de la reduccion. Sin
embargo, al realizar un experimento en el que se introducia una corriente de
nitrégeno durante tres minutos, con la finalidad de provocar el
desplazamiento del oxigeno, se observé que no existlan varlaclones
significativas con respecto al experimento en el que se hacla reaccionar la
glucosa, en presencia de oxigeno con el mismo reactivo, formado por DNS y
NaOH. Con lo anterior se puede asegurar que de existir dicha accién
destructiva del oxigeno sobre la giucosa, no es lo suficientemente fuerte
como para afectar ia reaccion,
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La adicion de Sal de Rochelle, también era justificada ya que
mejoraba la estabilidad del color producido por ia reduccién; sin embargo, al
estudiar la descomposicién del reactivo bajo diferentes condiciones
ambientales, se observé que el producto de la reaccién en presencia de luz
y aire, presentaba una disminucién en la sefal, tanto con el reactivo en
presencia de Sal de Rochelle como en su ausencia, por lo que se puede
asegurar que la Sal de Rochelle no mejora la estabilidad del producto de
reaccion como ariginalmente se habfa planteado,

La luz degrada el color producido por la reduccién. Esto se pudo
comprobar al realizar el experimento en ausencla de luz y aire y con
atmosfera’ de nitrégeno, ya que en ambos casos, el color se mantuvo
constante a lo largo del tiempo. Es debido a lo anterlor que se recomlenda
preparar el reactivo fresco cada vez que se va a utilizar o en su defecto,
mantenerlo en condiclones de oscuridad y perfectamente tapado.

Otro de los aspectos que resulta importante resaltar es la longitud de
onda a la cual se deben tomar las lecturas; seglin los experimentos llevados
a cabo, se observé que el maximo de absorclén se presentaba en 480 nm y
no en 540, como se encuentra reportado en el métado orlginal y con la cual
se lleva a cabo |a determinacién en la actualidad.

Se obtuvo una mejora del método en cuanto a tiempo y temperatura
de calentamiento, as/ como en las condiciones para llevar a cabo la
reduccién. Resulta muy importante mantener las mismas condiciones de
temperatura y tiempo de calentamiento para todas las muestras y el blanco,
ya que el color de la solucidn es dependiente de |a temperatura debido al
notable efecto termocrémico del DNS, lo cual se puede controlar faclimente

al tomar las lecturas de las muestras y el blanco a la misma temperatura,
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La optimizacion del método, permitié obtener una reduccidn muy
significativa en los costos de andlisis, tanto en relaclén a la curva de
calibraclén espectrofotométrica (95.96 %), como por andlisls completo
(curva mas muestras: 96.02 %) y por muestra adicional (96.22 %), *Esto es
muy importante de considerar sl pensamos que en la actualidad existen un
gran nimero de personas que apiican este método de manera rutinarla sin
cuestlonarse la utilidad de cada uno de los reactivos y sin pensar que ei
método que estén aplicando fue desarroilade en una época en la que las
bases técnicas no eran del todo satisfactorias.

Por olra parte, en cuanto al mecanismo de reaccién propuesto,
podemos decir que estd basado en informacién tedrica, asfi como en la
relacion moiar dada por la curva de valoracién espectrofotométrica lievada a
cabo, sin embargo, para conocer con seguridad cual es la especie de
reduccidén que se forma a partir de la reaccién entre el 4cido 3,5-
dinitrosalicllico con la glucosa, serla adecuado realizar un estudio
electroquimico.

Por ultimo se debe mencionar que las muestras con {as que se trabajé
en el presente trabajo, no eran muestras reales, por lo que los resultados
obtenldos no deben ser generalizados para cualquier muestra; para lo cual
habria que evaluar ia manera en que los constituyentes de la matriz de cada
muestra en particular pudleran interferlr en la determinacion,
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7. CONCLUSIONES:

El tartrato de sodio y potaslo, fenol y bisulfito de sodio, resultan ser
reactivos sin ninguna utilidad para la detgrminacién de azticares reductores
por su reaccion con el 4cido 3 5-dinitrosalicilico, por lo que se puede
prescindir de ellos para llevar a cabo la determinacién, De ésta manera, el
método mejora en sensibilidad y sobre todo en costos.

La longitud de.onda adecuada para realizar las mediclones de
absorbancla, es 480 nm y no 540, longitud a la cudl se encuentra reportado
el método original.

Del estudio teérico asi como de la curva de valoracién
espectrofotométrica, llevada a cabo, se puede decir que la relacién molar
entre el DNS y la glucosa es 1 a 6, respectivamente, lo cual implica que se
reducen los dos grupos nitro hasta el amino.

El tiempo dptimo de calentamiento es 10 minutos a 85°C, la
temperatura tanto de las muestras como dej blanco debe ser la misma en el
momento de tomar las lecturas de absorbancia (correspondiente a la
temperatura ambiente).

La optimizacién del método a través de establecer un protocolo

detallado y sustentado teéricamente permitié optimizar no solo la respuesta,
sino los costos y tiempos de andlisis.
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Es muy Iimportante tomar en cuenta Ia matriz de cada muestra en

particuiar, ya que la reaccién entre el DNS y la glucosa, puede verse
afectada por fos constituyentes de dicha matriz con fo que el método no
resuitaria muy confiable,
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