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CAPITULO 1.
CONSIDERACIONES GENERALES ACERCA DE AZUCARES

Entre las sustancias naturales conocidas de mas antiguo por los qui-
mlcos, figuran los azlcares o carbohidratos, nombre este nGltimo queé les
tué adjudicado porque en los primeros a!’ldllSLS que de ellas se hicieron
se euncontré que su composicién empirica correspondla. a la férmula ge-
neral Cn (H.O)» es decxr, que el hidrégero y el oxigeno se encuentran
en la misma proporeién que en el agna. Sin embargo, esta denominacién
710 es del todo exacta, pues, como después se ha encontrado, algunos car-
bohidratos no corresponden a esta formula general, como la rhamnosa:
C«H,,0; Yy en cambio otrog cuerpos no carbohidratos como el Acido lactico
C.H.0O; si concuerdan con ella. Los carbohidratos se encuentran ampliamen-
te difundidos en el reino vegetal, constituyen cerca del 75¢5 de la parte
solida de los vegetales ¥ en numerosos productos de origen animal y ve-
getal tales como aztcar, miel, leche, almidén, madera, gomas vegetales,
etc.; se encuentran prxnmpalmentﬂ en forma de glucésidos, los cuales son
compuestos que mediante la hidrdélisis por Acidos minerales diluidos o
por enzimas, producen un alcohol y un azicar:

H—?OR [

(H?OH),.,OI siendo R un radical alcohélico.
HC

(':_HzOH
Por acuerdo internacional, los glicidos o sean los azuicares reducto-

res o substancias que pueden darlos por hidrélisis, se han clasificado en
la forma siguiente: ' '

GLUCIDOS
Glucosas v Osas: Glucésidos u Osidos:
Azicares reductores Glicidos hidrolizables
no hidrolizables. ' en Osas solamente o con
otro cuerpo (aglucona).
R —
Hologlucésidos: A Heteroglucdsidos:
Hidrolizables en . Hidrolizables en
osas solamente. osa y aglucona.
Polisacaridos: Poliosas:
Facilmente hidrolizables; o Dificilmente hidrolizables;
cadena abierta. o ) cadena cerrada.
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¥ntre las poliosas se hallan las celulosa, almidén, dextrinas, ete. Los
monosacaridos tienen estructura mas sencilla, pues son polihidroxialde-
hidos o polihidroxicetonas. La subdivisién de los monoaciridos se hace
tomando en cuenta el nimero de dtomos de oxigeno que poseen, que en la
mayoria de los casdgs, es igual al nimero de atomos de carbdén y asi te-
nemos las triosas, tetroszas, pentosas, hexosas, etec. De ellos los mais
importantes son lac hexosas, y en menor grado las pentosas; éstas ulti-
mas se obtienen pror hidrélisis de ciertas substancias naturales llama-
das pentosanos que se encuentran en las gomas vegetales, madera, cas-
carilla de la avena, ete. Entre las hexosas, la glucosa y la fructosa se
hallan al estado de libertad en la naturaleza y también combinadas en
forma de disacaridos, trisacaridos, glucoésidos y polisacaridos. La glu-
cosa se encuentra ltambién normalmente en la sangre humana.

Los monosacaridos pueden dividirse en aldosas y cetesas segin que
la funcidén que los caracteriza sea un aldehido o una cetona. Asi, las
Zlucosas son todas aldosas, en tanto gque las fructosas son todas cetosas.

El agrupamiento CHOH de los carbohidratos contiene un aAtomo de
carbén asimétrico y a medida que el nuimero de estos agrupamientos au-
menta, un gran nimero de estereoisdmeres se hace posible, el cual depen-
de ademas de la colocaciéon espacial de los grupos H y OH. Preparando
una solucién acuosa de glucosa, se observa que presenta una rotacién es-
pecifica de -+ 106?; sin embargo, en el transcurso de unas cuantas horas,
este valor va disminuyendo hasta llegar n un valor constante de —+ 52.5°.
Este fenémeno gue se conoce con el nombre de mutarrotacién, se explica
por la existencia de dos formas estructurales de la glucosa: teniendo en
cuenta que el angulo tetriedrico entre las ligaduras que unen los Atomos
de carbdén entre si es de 109° 28’ resulta que el aAtomo de carbén que tie-
ne el grupo aldehido, o sea el primero de la cadena, esta colocado cerca
del atomo de carbén 5, y entonces un puente de oxigeno. se establece fa-
cilmente entre estos dos aAtomos de carbén. Como resultado de estos
cambios, aumenta el niimero de atomos de¢ carbén asimétricos en la mo-
lécula, lo que a su vez determina el poder rotatorio de 12 solucién. Se
supone, que el equilibrio entre estas dos formas isémeras origina la es-
tabilizacién del valor rotario especifico de la glucosa.

(@D
H o+
H\C,/O Cl\-leH \C/\o CH,OH
7 : |
H—C—Oi-‘l_l ga—c—H — H-C-OH T c-H
\ H OH/
:C/ \C\/ /C/ \C\
oH H oH H
Tanret (2), en 1895, reportd el aislamiento de 8 formas de glucosa,
que llaméd: (alfa, beta y gama) -glucosa con los siguientes valores ro-
iarios:
(alfa) —glucosa (beta) —glucasa (gamma) ——glucosa }
-+ 106> + 52.5¢ +22.509. )
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Al disolverlas en agua, el valor rotatorio de la (alfa)-glucosa dis-
minuia y el de la (gamma)-—glucosa aumentaba a la rotaciéon constante de
4-52.5°. La (beta)-—glucosa no mostré ningdn cambio y ésto hizo pen-
sar que se trataba de una mezcla de las otras dos formas en cantidades
equivalentes.

Este hecho, asi como el que se obtuviesen dos pentaacetatos iséme-
ros al esterificar los grupos hidroxilo de la glucosa con anhidrido acético
y un catalizador, ¥ dos metilglucdsidos isémeros al tratarla con metanol
y HC], hizo sentir la necesidad de una férmula ciclica para los azucares,
tues dichos isémeros no pueden ser admitidos sobre la base de la férmu-
la. lineal ¢ aldehidica. Ya antes de haber sido aislados los varios isé-
meros de la glucosa y sus derivados, se habia observado la ausencia en
la glucosa de algunas reacciones tipicas de aldehidos, como la de Schiff:
Colley en 1870 v Tollens en 1883 explicaron ésto por un blogueo parcial
del grupo aldehido debido a la formacién de una ligadura del tipo del
hemiacetal interno. ILias f6rmulas propuestas por estés autores fueron
las siguientes: (3)

_CHOH

ol CHOH
CH ]
]

CHOH
CHOH - [

' Férmula de . CHOH Férmula de
GCHOH Colley ne Tollens
CHOH |

1 CHOH
©oH CHOH

2

Tollens, en su féormula suponia el enlace en el carbén (gamma) res-
pecto al carbonilo. pero actualmente se admite que el enlace se verifica
preferentemente en el carbén (delta). Sin embargo, se han encontrado
glucdsidos con el enlace en el carbén (gamma). i

De la férmula de la glucosa se deducen 8 jsémeros estereoquimices,
seguin la pesicién que ocupen los grupos H y OH a lo largo de la cadena.
Estos 8 isémeros que ya han sido aislados y estudiadas sus propiedades,
son los siguientes: |

Alos 5
- AIOI‘I:.?CC()’SZI Glucosa Talosa Galactosa
) 2 4 1-4
1-2-3-4 1-3-4 1-2-3 23
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Altrosa 6 Gulosa Manosa Idosa

—— Isotalosa _—_ —_—
1 3 1-2 1-8
“2sa 1-2-4 B4 21

Cada uno de estos isémeros posee otros 3 isémeros llamados enan-
ticmérficos y segtin la direccién en que desvian la luz polarizada, pue-
den ser dextrdégiros o levégiros y la mezcla de ambos 6pticamente inac-
+ tiva, o sea el racémico; de modo que resultan 24 isémeros.

Tomando en cuenta la estructura ciclica de los carbohidratos, cada
une de ellos puede existir en dos formais: la forma piranosa que es la
mAs estable y se hace derivar del pirano, y la forma furanosa, menos
estable v que se hace derivar del furano:

PN H OH o
cH CH S HYyoH N\
Il 1l o CH CH
CQ /C H HOAH ] 1
CHy HOH,C-CHOH H CH— CH
Piranosa Pirano Furanosa Furano

Cada una de estas dos formas ciclicas puede a su vez existir en dos
formas isémeras: (alfa) y (beta) Ilamadas también (cis) ¥ (trans), se-
gun la pOSICIOn. que ocupe el H y el OH en el primer dtomo de carbén, ya
que la ciclizacién torna asimétrico este aAtomo de la molécula haciendo
posible la existencia de das formas isémeras. Como resultado, el niu-
mero total de isémeros posibles se eleva a2 96.

HO H
o H OH

H OoH
O HS-OH

HOHC~KH HO}-H

HOH,C—<xH HOZF-H
H > oH

H OoH

Alfa-Piranosa. Beta-Piranosa.
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Ias féormulas ciclicas de los disacaridos mas importantes son como wigue:

H

o H>0OH

SACAROSA .

HOH,CH H
H>N<0OH

Glucopiranosa-alfa

o CH,OH
H H
H0OH.
H>CHOH

Fructofuranosa-Beta

H

HOH,GH HOS-H

LACTOSA

O H—-0H

HOMH
Glucopiranosa-Beta

(@] B
o OH
HOH,CxH HO;H
HO H

Galactopiranosa-Beta

H

le] ‘HY-0OH

MALTOSA ,
HOHkH HOA-H

H OH
Glucipirarosa-Alfa

La composicién de otros disacaridos es:

o H
H120 B iN—CH,OH
HOXH' o

H><oH

Glucopiranosa-Beta

Trehalosa: Glucopiranosa — ¢ -+ Glucopiranosa —o
Melibiosa: Glucopiranosa —¢qg -+ Galactopiranosa ——¢

Turanosa:
maltosa).

Glucopiranosa —q Glucopiranosa —3 (isémero de la

Genciobiosa: Glucopiranosa —f3 -+ Glucopiranosa —f3
Celobiosa: Glucopiranosa —f8 + Glucopiranosa —f

Trisacaridos:

Melicitosa: Turanosa -+ Glucopiranosa —x
Gencianosa: Genciobiosa -+ Fructofuranosa —_f3

Rafinosa: Melibiosa -+ Fructofuranosa-—f3
Tetrasacaridos:

¥istaquiosa: 2 Galactosa -+ Glucosa + Fructofuranosa

15—
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Polisacaridos:

- CH( OH CHIOH cH OH
=
= H HH H HH H HH
=)
= OH OH
Maltosa Maltosa
. CHOH C.H,_OH
gz OH  HN\U+ H
= FINH H T N o
(45
CH_.,OH CHZOH
st R i i
Celobiosa Celobiosa

Los carbohidratos presentan también el fenémeno de enolizacidén, el
.cual se debe a una activacién por el grupo carbonilo, de los agrupamien-
tos adyacente'%, lo que permite la verificacién de du,ho fenémeno por la
zccién de bases organicas o inorganicas:

HCO HCOH cH,OoH

| —_— \
HCOH — COH pmm— cCoO
§ 1

En este traslado del grupo carbonilo del carbén 1 al carbém 2, se
supone la formacién intermedia de un encdiol. Este cambio de comfigu-
racion en el carbonr 2 constituye un medic para sintetizar azGcares.

s necesario esclarecer lo que significan las letras 4 y 1 antepuestas
a lqs nombres de los distintos azticares. XExpre:an la estructura de ellos
derivada de los dos aldehidos glicéricos isémeros:

CHO cHO
H-Cc-OH HO-C-H
1
CH,OH CH,OH

los cuales se diferemcian como puede ohiservarse, en la posicién en que
se encuentran el H y el OH en el carbén central. Por lo tanto,
d-glucosa mo expresa la glucosa dextrégira sino la glucosa que deriva
en_ su estructura del aldehido d__ghcervco. Los poderqs rotatorios se
indican por los signas (4 ) para el dextrégiro y (—) para ¢l levégiro.
Por consiguiente la glucosa natural que es dextrégira debe expresarse

— 16 —



con el nombre d-(+4) glucosa y la levilosa debe exprdsarse como 1-(—)
fructosa.

De toda la exposicién que acabamos de hacer, se deduce que la iden-
tificacién de un azticar cuando se encuentra en mezcla con otros es bas-
tante dificil porque todos ellos o casi todos son isémeros con propieda-
des quimicas muy parecidgs. El objeto de consignar en este capitulo
lag estructuras de las moléculas de los distintos azlicares es fundamen-
talmente razonar la dificultad grande de la separacién de azilicares mez-
clados y de la caracterizacién de cada unc de ellos.




CAPITUILO II.
REACCIOCNES TIPICAS DE LAS DISTINTAS CLASES DE AZUCARES.

Itstas reacciones lag dividiremos en la forma siguiente:

Reacciones generales de los carbohidratos.

Reacciones de poliosags.

Reacciones de polisacaridos. .
Reacciones de aziicares jzencillos, las cuales a su vez se dividen asi:
Reacciones del grupo CO.

Reacciones de aldosas.

Reacciones de cetorzas.

Reacciones de hexosas.

Reacciones de pentosas.

A} Reacciones generales de lecs carbohidratqs.

Entre estas reacciones se halla la que se manifiesta por la coloracién
pardo-obscura y finalmente negra, que experimentan todos los carbohi-
dratos en presencia del acido sulfarico ccneentrado y caliente; unos de-
cigramos de substancia se mezclan en un tubo de ensayo con 1 ml. de gul-
farico concentrado y Se observa una coloracién amarilla en frio; se ca-
lienta y el color sc obscurece hasta negro con desprendimiento de 6xido
de carbono y anhidridos sulfuroso y carbénico. La reaceidén, aunque
muy general, no es exclusiva de estos cuerpos, pues otros como log Aci-
dos alcoholeg 1a preducen también. Si se substituye el acido por una le-
Jia alcalina, la coloracién es amarilla al principio pero pasa también a
parda por ebullicidn, terminando por resinificarse la substancia en virtud
de su funcién aldehidica. (4)

Otra prueba muy conocida es la de Molisch, que es llevada a cabo
mezclando uno o dog ml. de la solucién acuosa de la substancia con unas
Zotas de solucidén alcohdlica al 109 de (alfa)-naftol. A continuacién se
agrega con una pipeta 1 ml. de SO/H:. concentrado de manera que no se
mezclen los liquidos; aparecera en la zona de separacion un anillo rojo
intenso. Esta reaccién es general y especifica de todo carbohidrato, y
de gran sensibilidad. Por la accién deshidratante del acido sulfdrico, el
carbohidrato origina furfurol que es el que produce la reaccién colorea-
da (hidroximetilfurfurol las hexoszas y furfurol las pentosgs).

GH-CH CH-CH
_CH;OH—(CHOH)—CQH——- =N E—CHoa-aH,o 5 CH,OH-—(CHOH)—COH—O &n &-cHo + 30
2 nov,d Yo7 > o7
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La reaccién Molisch-Mulliken es andloga a la anterior, con la sola
diferencia que emplen el (a'fa)-naftol en dizolucién cloroformica. (5)

Reacciéon Mulliken-Schiff: unos decigramos de substancia se agitan
en un tubo de ensayo con 5 ml. de HCl 1:3; se hierve un momento y se
coloca en la boca del tubo un papel impregnado de acetato de anilina;
debe producirse una coloracién roja. IGsta reaceidon la dan de preferen-
cia las pentosas v la fructosa. (6).

teaceién Bertrand-Tollens: a 5 gotag de la solucién problema se le
agregan 5 ml. de una solucion de 0.85 g. de orcinol en HCL 1:2 y la mez-
cla se hace hervir durante unog 20 scgundos; en el cyro de una hexosa
se produce una co'oracién anaranjada v violeta azulada en el caso de una
pentosa; los carbohidratgs originados por estog azicares dan también las
respectivas coloraciones. Substitayendo el orcinol por el floroglucinol,
se produce una ccloracién rojo cereza en el caso de un carbohidrato o
aziicar cua'quiera; lgs liguidos coloreados tienen espectros de absorcién
caracteristicos. Si se emplea naftoresorcinol, se originan liquidos fluo-
rescentes verdes en el caso de algunas pentosas o po'isazaridos corres-
pondientes. Todas estas reaccicnes son también producidas por el fur-

Turol o sus derivados, engendrados en la accién del acido clorhidrico so-
bre el carbohidrato. (7)

Reaccion Wehmer-Tollens: calentande la substancia durante muchas
horas a bafhio malia con un exceco de HCl concentrado, =e produce Acido
levilico el cual puede extraerse filtrando el conjunto frio y extrayendo
con éter el liquido filtrado; la evaporacidén de la capa etérea deja ese aci-
do en libertad v se identifica produciendo su =al de plata inso'uble y
de forma crimtalina caracteristica. Producen esta reacciéon todas 1oz he-
xosas y carbohidratos derivados de ellas. (8)

Reacecién Fenton: calentando durante unos minutes a batio maria v
a 90° C. unas particulag de la substancia con 2 ¢ 83 ml. de agua oxigenada
v una pequenia cantidad de sulfato ferrnso y afiadiendo después una li-
gera cantidad de Acido fenilhidrazino-parasulfénico y calentando nue-
vamente, se obtiene un liquido pardo violeta que tifie a 'a seda del mis-
mo color, en el caso de una cetosa o derivado de ella. (9)

Reaccién de la antrona: esta prueba recientemente
ywood (10), ha mnmiostrado una alta especificidad para
reactivo se prepara disolviendo 2 g. de antrona en 1 1t.
(preparado afiadiendo cuidadosamente 1 1t. de SO,H. concentrado a 50
ml. de agua y enfriando). Se co'oca un ml. de agua en un pequeiio tubo
de ensayo que contiene aproximadamente 1 mg. del material a ensayar,
se anaden a continuvacion 2 ml. de la ;30lucién de antrona y las soluciones
se mezclan por agitacién. La concentracién final de Acido sulfirico en
la soluciéon problema debe ser siempre mavor del 509 ; de otro modo la
antrona dejara de estar en solucidn y produciri una suspensién lechosa.
El calor producido por la dilucién del! acido sulflrico es una parte nece-
saria de la prueba, la cual parece requerir también la presencia de una
estructura furfurdlica, pues jse obtuvieron pruebas negativas con la fe-

descrita por Dre-
carbohidratcg. E1
de SOIH- de 959{7
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nilosazona y el fenilosotriazol de Ia d-glucoisa y positiva con la fenilhi-
drazona de la d-manosa. (11)

En presencia de un carbohidrato, un color verde claro apareceri y
rapidamente aumentara jzu intensidad hasta resultar una solucidon azul-
verde obscuro. En ausencia de carbohidratos pero en presencia de otros
cempuestos orgianicos, un color pardo se produce a menudo por la accién
del SO,H. concentrado. La prueba de la antrona es en extremo sensi-
isle; en pruebag conn almidén probd ser de 10 a 40 veces mas sensible que
el yodo para delatar este carbohidrato. Aproximadamente una parte de
almidon en 900.000 partes de agua puede ser deaescubierta.

B) Reaccicnes de Poliosag (celulcsa, almidén, dextrina, ete.). '

Por tratamiento con Acidos concentrados (60-70% de SO.H. o 38%
de FCl) seguido de ebullicion con acidos diluidos, Ia celulosa se degrada
completamente, originindose exclusivamentc d-glucosa (Braconnot, 1819).

En el tratamiento de la celulosa con log alcalis fuertes, como lejia
Ge sosa al 1870, se originan combinaciones alcalinas de composicién no
exactamente conoecida que se hidrolizan facilmente por el agua.

Tratandola con la mezcla isulfoniirica se obtiene un trinitrato y con
el anhidrido acético produce un triacetato. IEn la metilacién ,que se efec-
tia de la mejor manera posible con yodureo de metilo y sodio en amonia-
co liguido, se forma un derivado trimetilado. Istos resultados indican
que [a celuloza tienc 3 grupas hidroxilo libres por cada 6 atomos de car-
bén. La acetdlisis de la celulosa, o sea acetilacién seguida de la hidré-
lisis produce un 40 a 50¢% de celobiocsa, lo cual hace considerar a la ce-
lulosa formada por unidades de celobiosa.
la celulosa con el reactivo Nowopokrowsky pro-

El reactivo se prepara disolviendo 50 g. de clo-
yoduro de potasio en 17 ml. de agua. Se agrega
deja reposar wvarios dias, usandose el liguido que

También reacciona
duciendo un coior azul.
ruro de zinc y 16 g. de
un exceso de yodo ¥y se
sobrenada. (12) . )

I.a celulosa se disuelve en el reactivo de Schweitzer, gque se prepara ;

agregando a 10 partes de hidréxido de amonio de gravedad especifica
0.9C, 3 partes de agua destilada y un ligero exceso de carbonato cuprico.
Se agita bien y se centrifuga, a continuacién se decanta upandose la so-
lucién clara. Esta es la mejor mancra de preparar el reactivo, pero tam-
bién puede hacerse precipitando el hidroxido ciprico por la adicién de
amoniaco a una solucién de sulfato cliprico. El hidréxido cuprico pre-
cipitado, se filtra, se lava con agua y es disuelto en hidréxido de amonio
concantrado.

Otros reactivos que disueven la celulosa son cloruros metalicos di-
suelt_@s en HCl. El] reactivo de Cross y Bevan para disolver la celuldsa
congiste en una parte de cloruro de zinc disuelta en 2 partes (en peso)

de HCI1 concentrado.
La celulosa ademis, puede sufrir la fermentacién por hongos y bac-
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terias produciende gran diversidad de substancias, segin la clase de
micrcorganismos cue lleven a cabo el proceso.

‘Una substancia de
éste por ebullicién con

constitucién analoga a la cz2lulonsa es el almidon;
d-glucona, engendrando

Acidos diluidos se desdobla cuantitativamente en

como productos intermedios dextrinas y maltosa.
Tratindclo con anhidrido acético v piridina se pueden introducir en el

almidén 3 grupos acetilo (calculados para cada unidad GCH,,0:) los cua-
lez a su vez pucden ser substituidos por

grupos metilo, tratando e:
trimetil-almidén con sulfato de metilo y un Aleali.

También puede ser nitrado ¢l almidén por medio de la mezcla sulfo-
nitrica, dando un producto usado como explgsivo.

Calentado a 2009-250° C. se convierte en dextrinas y esta misma ftrans-
formacién puede ser llevada a cabo por la ptialina,, enzima contenida en
la ,saliva.

Il caracter guimico mas importante del almidon es la coloracidén azul
intensa que produce con las solucismes acuosas de yodo (basta la minima
cantidad de metaloide que se disuelve en ngua, pero puede haber también
un yodurc alcalino) ; ;ze ha observado gue el yodo absolutamente puro no
produce esta coloraciéom porque no tiene los indicios de TH indispensables
para que tenga lugar.

Se ha discutide mucho la constitucién gquimica del compuesto resul-
tante, llamado corrientemente yoduro de almiddén; uncs auntcres defienden
gue se trata de un compuesto definido y se han propuesto heata 13 f6r-
mulas distintas para reprerentarle, variando en ellas la cantidad de yodo
de 8 a 209%;

una de estas férmulas mas aceptada es la de Mylius:

4((Cq Hio Os)s 1)

en la cual se expresa la inestabilidad del cuerpo (se decolora por el calor
v los alcalis, se recolora por enfriamiento, se destruye por alcohol, NO.Ag,
etc.) por la disociacién de la combinacién molecular del yoduro con
el TH. Pero la hipdtesis mas admitida es la de considerar al yoduro de
almidén como un compuesto de adsorcién del yodo y del ion I, por el
almidén, en propovceiones relativamente constantes; es precipitado por
S0.B, en tantc que el almidén soluble no lo es, ¥y pasa al polo positivo
por electrdlisis; ctros autores consideran que es una verdadera disoluecién
s6lida del metaloide en la fécula v no un simple compuesto de adicién en
la superficie; y otros adoptan un criterio ecléctico admitiendo que la ac-
cién entre el yodo y el almiddén es un fenémeno de sorcidén, es decir de
adsoreién en la supeficie combinado con fijaciéon en el seno de la masa.

Las dextrinasz producen coloracidon pardc rojiza porque su grado de dis-
persion es mucho mas avanzado que el del almidén.

infecciosas.

TS X L El yoduro de al-
midén es un polvo azul obscuro muy higroscépico que se ha preconizado
en Medicina como desinfectante y antiséptico contra las enfermedades

Recientemente Turner (13) ha establecido que el color azul que da
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el almidén con el vodo no depende del yede sino que este actia cataliti-
camente induciende a la molécula diel almidén a cambiar de estructura
interna; lo demuestra usando yodo 1‘%1 radioactivo. El almidén se carac-
teriza '1dernc1<. por su astudio microscdpico: forma de los granos, posicion
del nticleo etec. Y también porgue calentado con agua produce una masa
translhicida llamada engrudo de alm’don; si la cantidad empleada de
almidén es muy peqaueia, puede llegar a ‘disolverse en el agua caliente
sobre todo si se acidula ésta con Aacido clorhidrico; se tiene asi lo que
se llama almidon soluble.

El glucégeno llamado también almidén animal produce con el yodo
una colorac’én rojc caoba. Todas estag reacciones con ¢l yvodo se llevan
a cabo preparande una solucion acuosa de yodo en yoduro de potasio y
agregandola gota a gota a la poliosa Interpuesta en agua.

C)—Reacciones de Polisacaridos.

Los polisacaridog mdas importantes son los di:acaridos y entre ellos
ia sacarosa, la jactesa y la maltosa. No reduce el liquido Fehling la sa-
carosa y <i lo redaucen la lactosa y la Il’ld.ltOSﬂ. Pero estas dos se diferen-
cian de les azticares sencillos redsictores er: que no reducen la disolucién
de acetato de cobre al 5% en tanto que si lo hacen las osas tales como
la glucosa, galactosa, ete. Este reactivo llamado también Barfod (mo-
dificacién 'de Tauber, H., y Kleiner, I. S., J. Biol. Chem. 99, 249 (1632) se
prepara disolviendc 24 g. de acetato cuprico en 450 ml. de agua hirviendo,
v agregando enseguida 25 ml. de dcido lictico de 8.5%. El material se
ag.ta, enfria, ize diluye a 500 ml. y se filtra. EIl reactive de Barfod no
puede usarse con soluciones de aziicar que contengan clorures. En este
caso un precipitado blanco de cloruro cuprico basico ;se forma por calen-
tamiento.

Algunos disacaridos pueden caracterizarse por la formacién de su
hidrazona u gsazona llevada a cabo conforme decimos mias adelante al ha-
blar de aztcares sencillos; asi los cristales de la osazona de la maltosa
se agrupan en forma de roseta y los de la lactosazona forman agrupa-
mientos circulares menos compactes. (14)

Y.os polisacaridos experimentsasn también reacciones hidroliticas: los
rentosanos que se encuentran en la goma arabiga producen arabxnoc;a,
los que se hallan en la ciascara de la avena y en las mazorcas del maiz
‘originan xilosa. ILas pectinas, existentes en diversos frutos, hidrol'zadas
Yroducen galactoza y arabinosa ¥ gran cantidad de acido galacturdnico: (15)

?HO
H~-C—-0OH
HO—(IZ—H
. HO-<::--H
H-C—-o0H
. éOOH




Hidrclizando los galactanocs qile existen en e_l agar-agar, originan la
galactosa. La quitina es un polisacarido que hidvolizade produce glu-
cosamina:

H\?,OH
H-C—NH;
Ho-C-H o
H-C-OH

H-C
Cl:HZOH

La inulina no reacciona con el yvodo é hidrolizada produce fructosa.
D)__Reacciones de azicares sencillos.

a) —Reacciones del grupo CO.

Una de las reaccliones mas caracteristicag de este agrupamiento, es
su cxidacién por =ales metalicas en soluecidén alecalina. Los principales
métecdos quimicos para determinar cuantitativamente los azidcares hacen
uso de la accidén reductor:

ra de los azlcares

S
de las sales de cicrtos metales.

sobre las soluciones alealinas
Aungue muchas nales metalicas incla-
vendo las de cobre, plata, mercurio y bismuto llevan a cabo este tipo de
reaccién, el cobre ha sido el mas extensamente empleado en andlisis de
aztGcares. La reaceidon consiste esencialmente en la oxidacién del grupo
‘CO origirando=e ¢l correspondiente Acido urémico; la sal metalica es re-
ducida precip.itindose el metal como metal libre o como el subdéxido.

Bin embargo, ¢l rroceso ¢y complicado por la extensa accion del Alea-
i sobre el azicar y por la presencia de grupos alcohdlicos gue también

son oxidables, resultando muchas productos de oxidacion de los cuales
no se ha identificado todavia la totalidad.

21 método del cobre fué mejorado en 1848 por Fehling quien dié como
equivalenteg estequiométriccs 5 moléculas de cobre para una moléecula de
giucosa, pero la cantidad de cobra reducido varia con las condiciones del
experimento. ¥l rezctivo de Fehling consiste en 2 soluciones: A) se di-
suelven 384.639 g. de sulfato de cobre pentahidratado en agua, se diluve
hasta 500 ml. ¥ se filtra la solucién por amianto preparado. B) se disuel-
ven 1738 g. de sal de Ttochelle v 50 g. de NaOH en agua; se diluye hasta
500 ml. se dejan en reposo por espacio de dos dias y se filtra por amianto
preparado. Las dos soluciones se meazelan en volimenes iguales momentos
antes de la determinacién; al mezclarlas se precipita momentineamente
hidroxido cuproso de color azul cbscuro, pero ctte se disuelve en presen-
cia del tartrato doble de potasio v sodio, pueg forma con esta sal un ién
complejo tartrocGprico soluble en 1a solucién alcalina; en presencia de una
substancia reductora, el i6n complejo se descompone formando hidréxido
cuproso, el cual a su vez se deshidrata y se origina el 6xido cuproso inso-
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Bl objeto de comservar seraradas las dos

luble, de color rojo intenso. : 3
soluciones de que consta el reactivo as lograr una mejor ccnservaciéon de

este, pues mezcladas, con el tiempo llega a precipitar el hidréoxido cuproso.
Se han hecho numerosazs modificaciones de este método: suifato 6 acetato
tivos que tengan menor alcalinidad, como para las solucicnes de Benedict ¥y
Barfod, respectivamente); el hidroxido de potasio ha sido scubstituido
por el de sodio en el método de Allikn y sus modificaciones, También
se han usado citratcs y carbonatos en vez de KOH pava producir reac-
tivos que tengan menor alcalinidad, como para las soluciones de Benedict y
de Svidaini. i reactivo de Benedict esta compuesto de sulfato de cobre,
carbonato de sodio y citrato de sodio en una solucién. Se conserva per-
fectamente y es un reactivo en extremo seguro para la investigacion en
orina de cantidades patolégicas de aztecar. Para prepararlo se disuelven
173 g. de citrato de sodio y 100 g. de carbonato de sodlo anhidre en 800 ml.
de agua caliente. Filtrese y diliyase a un volimen de 850 ml. Se di-
suelven 17.83 g. de sulfato de ccbre cristalizado en 100 ml. de agua y se

agrega lentamente y agitando a la primera solucién; se diluye a 1000 ml.

de cobkre, el tartrato de

Pueden mencionarse entre otras solucioneg
cobre y amonio v sulfato de cobre amoniacal. Se han establecido procedi-

mientos unificados para los cuales se usan los mismos reactivos y procedi-
miento, independientemente de la naturaleza del aztear, ccn cbieto de
evitar las variaciongs en el resultado como consecuencia de la diversidad
de condiciones en gue se efectie la determinacién. Entre estos métodos
ectan los de Munson y Walker de Quisunbing y Thomas, de Bertran, de
Brown, Morris y Miller, de L.ane y Eynon y de Scales (modificado). IEEl méto-
do de Somogyi-Shaffer-Hartmann, emplea la determinacién vodomeétrica del
ién cuproso en presencia de citratos, los cualewrs, forman iones complejos
cupricos. (16). KEste método es como sigue: se pipetean 5 ml. de la solu-
cién de glucosa conteniendo de 0.2 a 2.0 mg. de gluccsa en un tubo de
ensavo grande y agréguense 5 ml. exactamente del reactivo de cobre
Shaffer-Scmogyi. Se mezcla, se tapa con un tapén de vidrio holgado v
se coloca en un bailo maria durante 15 minutos. Se saca el tubo y se
enfria en agua durante uncs 3 minutos. ILa temperatura de la solucién
debe hacerse bajar a 309 o 40° C. Ahora se agrega un ml. de dcido sulfa-
rico 5N. se mezcla y se deja 2 minutos. Titalere con tiosulfato de sodio
0.005N hasta que casi todo el vode hava reaccionado. Se asrvegan unas
cuantasg gotas de solucién de almidén hervida y titulese cuidadosamente
hasta que el color azul desaparezca. A continuacién se efectiia una prue-
ba en blanco, calentando 5 ml. de agua destilada y 5 ml. del reactivo de
cobre, agregando acido sulfurico, cte. ¥l volumen del tiosulfato de .sodio
usado para titular el problema se resta del volimen usado en la titulacién
- de la prueba en blanco. La diferencia es equivalente a Ia cantidad de
6xido cuproso formado por la accisn reduciora del azicar. La tabla que

sigue indica la cantidad de azlicar a la que ésta corresponde.




Miligramos de Glucosa que corresponden a la diferencia
entre los valores de las titulaciones de la prueba en blanco
v del problema.

Décimos de ml. de Tiosulfato de Sodio G.905N.
MiI. de Ticsulfato -
de sodio ¢.0G5NN 0 1 2 3 4 5 G 7 8 9
4] 0.05 0.06 0.8 .09 0.10 0.11 0.13 0.14
i 0.15 0.16 0.17 0.19 0.20 ¢.21 0.22 0.23 0.24 0.25
2 . 0.27 0.28 0.29 0.830 0.31 0.32 033 0.35 0.36 0.37
3 0.38 039 040 041 0.42 043 045 0.46 0.47 0.48
4 0.49 0.5 0.51 0.533 0.54 055 0.56 0.57 0.58 0.59
5 0.60 0.61 0.63 0.64 065 0.66 0.67 0.68 0.69 0.70
6 0.72 073 074 075 076 0.77 0.78 0.79 0.80 0.82
7 0.83 0.84) 0.85 086 0.87 088 088 0.90 9091 0.93
8 0.94 095 096 097 098 099 100 1.01 1.02 1.04
9 1.05 1.06 1.07 1.08 1.09 0.10 1.11 1.12 1.13 1.15
10 1.16 1.17 1.18 1.19 1.20 1.21 1.22 1.23 1.24 1.26
11 1.27 1.28 1.29 1.30 1.832 1.33 1.34 1.35 1.36 1.87
12 1.83% 1.39 1.40 142 1.43 1.44 145 1.46 1.47 1.48
13 1.49 150 1.52 153 1.54 1.55 1.56 1.57 1.58 1.59
14 1.60 1.61 1.63 164 1.65 1.66 1.67 1.68 1.69 1.70
15 1717 172 174 1.75 1.76 1.77 178 1.79 1.80 1.81
16 1.82 1.83 1.85 186 1.87 188 1.89 1.90 1.91 1.92
17 1.92 1.94 195 196 1.97 1.98 1.99 2,01 2.02 2.03

Nota:—_I.os valores en asta tabla son validos solo cuando se calientan
5 ml. de la solucién de glucosa con 5 ml. del reactivo de cobre. Si se usa
. un volumen menor de solucién de aziicar, debe anadirse agua hasta hacer
' un volumen de 5 ml. antes de agregay el reactivo de cobre.

Deben observarse las siguientes precauciones para cbtener reisultados
satisfactorios con este método. Evitese la agitacién de las soluciones
durante el calentamiento y enfriamiento. IL.a agitacién ocasiona una oxi-
dacién excesiva del éxido cuproso por el oxigeno del aire que se introduce
en las soluciones. No debe enfriarse a menos de 30°C.; si los 5 ml. de so-
lucion usados para una determinacién contienen 1.0 mg o mas de glu-
cosa el enfriar demasiado puede causar bajos resultados a causa de una
incompleta oxidacion del cobre reducide por el yodo después de afnadir
~Acido sulfirico.

La reaccién es rapida hasta que todo el cobre cuproso excepto un 3
a 5% es oxidado, pero se completa mias bien lentamente a mags bajas
temperaturas. Si la temperatura se manticne o se eleva entre 30° y 40° C.
hasta que se agrega el Acido, la oxidacién es completa en 2 a 8 minutos. En-
tonces se puede titular el exceso de yodo. Grandes cantidades de sales

conducen a diferentes resultados porque disminuyen la cantidad de aire
en solucién. Por ejemplo Somogyi encontré que 10% de SO,Na. en la
solucién de azucar daba resultados 17% mas altos. Lag soluciones sci-
das deberdn necutralizarse; no deben usarse carbonatos o bicarbonatos
porque producen cambios relativamente grandes del pH, que afectan

g en gran manera log resultados. .



n este método los pasos esenciales son como sigue:

1.—F1l cobre cuprico se reducido. por la glucosa para formar un pre-
cipitado de 6xido cuproso.

2. _T.a adiciéon de dacido sulftirvico hace que el yodato reaccione con
el yoduro liberande yodo.
3. _Fl éxido cuproso se disuelve en el acido y reacciona con el yodo
libre de este modo:
2CS + I —2CF T+ 21"

De esta manera se usa una cantidad de yodo que equivale a la can-
tidad de 6xido cuproso formado.

4. F1 yodo quie queda es titulado con tiosulfato de sodio.

Preparacién de los reactivos: se disuelven 25 g. de carbonato de sodio
anhidro y 25 g. de sal de Rochelle en 500 ml. de agua. No debe calentarse
para disolver; agréguense 75 ml. de SO,Cu al 10% usando una pipeta y
manteniendo la punta de la pipeta dentro de la solucién de carbonato y tar-
irato para evitar pérdidas de CO.. Ahora se agregan 20 g. de CO,HNa y
5 g. de IK. Anadase 10K 0.1 N segun la cantidad de azicar que se pre-
tenda analizar. Por lo general bastan 200 ml.; usando esta cantidad, la
Frucpa en blanco consumira unos 20 ml. de tiosulfato 0.005 N. Se diluye
2l reactivo a un litro y se mezcla.

La soluciéon de tiosulfato de sodio se prepara diariamente diluyendo
26 ml. de tiosulfato de sodio 0.1 NN a 5C0 ml. El yodato 0.1 IN contiene 3.567
&. de IO,K por litro; la solucién de almiddén se prepara hirviendo 1 g. de
almidoéon soluble con 50 ml. de agua.

Para subsecuentes modificacioneg del método, véase: Somogyi, M., J.
Biol. Chem., 117, 771, (1937). )

El método Folin-Wu y su modificacion de acuerdo con Benedict re-
quiere la medida del color producido por sales cuprosas y un reactivo de
acido tﬁngsticc. Aunque la reduccién de sales cupricas en solucién alca-
iina es comin a todas las aldosas y cetosas (asi como aldehidos y cetonas),
pueden establecerse condiciones para que tenga lugar de preferencia una
oxidacién de monosacarldos

Otra reaccién tipica del grupo carbonilo es la que tiene lugar con la
fenilhidrazina y compuestos andlogOS como la nitrofenilhidrazina, bromo-
feniihidrazina, etc. La reaccién, en el caso de la glucosa es como sigue:

C —_— = — —_—
H-C={0 HIAN-NH-CHs H C=N=NH - C.H,

H—C—OH+ H-C~OH
HO-C~H HoO-C—H
H-C-OH _— H-C-OH +H:0
H-C-OH H-C-0OH
CH,OH CH,OH

o7 Fenilhidrazona de la glucosa.




. En general, las hidrazonas mno son caracteristicas, casi todas son li-
quidas.

ids Haciendo reaccionar una nueva molécula de fenilhidrazina, se
origina la hidrazona de funcién cetdnica, separiandose anilina y amoniaco:

H=C=N-NH-CH,

H-—(T‘,=N—NH—C6H5
H-C—0OH c=0
HO-C~H - HO-¢- 1
H-C—-OH +  NHNH-CHe— L oy + NRy + HN-CH,
H-C—-OH H-c-OH
CH,OH C H,OH

Por dltimo, con una tercera molécula de fenilhidrazina se origina la
osazona:

. H-GC=N-NH-CHs
————— -
C=I0_ _ _HIN-NH-—CgHs C=N-NH - C.H,
HO-C—H -~ HO-C = H
H-C-OH H-C‘l'-—OH + H0
H—-C:Z—OH H-C-OH
CH,OH CHOH

Las osazonas son ya compuestos insolubles, generalmente amarillos
¥ cristalinos; la forma observada al microscopio y su punto de fusiéon son
caracteristicos de cada azucar y wmermiten en muchos casos diferenciar
éstos. Muchas veces es mas util el empleo de derivados de la fenilhidra-
zina que permiten obtener osazonas mejor definidasg y diferenciadas, como
vereriios mas adelante. L.a osazona de la glucosa esta formada de agujas
largas amarillas unidas en forma de haces; la fenilxilosazona estia forma-
da por agujas mas cortas y dispersas; la arabinosa forma con la benzi-
hidrazina, la bencil-arabinosa-hidrazona, en cristales incoloros (17). Para
efectuar la reaccidén se colocan 5 ml. de la solucién problema en un tubo
de ensayo y se aiade 1 ml. de la sclucion de acetato de fenilhidrazina, se
mezclan, se tapa el tubo con un pedazo de algodén y ee calienta a batio
maria unos 20 & 30 minutos. Se coloca una gota del material en un por-
taobjetos y se observan al microscopio los cristales formados; la solucién
de fenilhidrazina se prepara afiadiendo 10 ml. de dcido acético glacial a

20 ml. de fenilhidrazina y 200 ml. de agua; como preservativo se agregan
2 g. de SO, HNa.

El grupo CO reduce al Acido picrico en solucién saturada, en mezcla
con solucién de CO. Na., -g:l\esarrollé.ndose un intenso color rojo debido a
la formacién de la sal sdédica del Acido picramico:
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. OH ONa
O,N NQ, ON N,
——
NO. NO,

Una solucion de NO,Ag amoniacal es reducida por el grupo carbonilo,
produciéndose un espejo de plata en las paredes del tubo.

L.a formacién de compuestos de adicién con el bisulfito de sodio, es
una reaccién general de aldehidos; se determina el exceso de bisulfito por
métodos yodométricos. (18):

O

R-CHO+Na HSO3 — R~— C/-SON<L
b

3in embargo, numerosas cetonas ciclicas de bajo pesoc molecular, me-
tilcetonas y otros ciertos compuestos que tienen grupos carbonilo reac-
cionan de una manera similar. Algunas metilcetonas sin embargo, forman
los compuestos de adicién muy lentamente 6 no del todo. Bl reactivo se
prepara aniadiendo 8 ml. de alecoho! etilico 2 12 ml. de una solucién acuosa
2] 40% de la szxl. (19).
¥4l indigo es reducido por el grupo CO en solucién débilmente alca-
calentando la sclucién se obtiene una coloracién

linizada con CO;Na.;
roja amarillenta.

b)) ——_Reaccicnes de aldosas.
Reaccién con hipoyodito. (20).

Romijn (1897) fué el primero que mostré que las aldosas son oxi-
dadas cuantitativamente por el yodo en soluciéon débilmente alcalina bajo

condiciones cuidadcsamente controladas.
Kl yodo y el aleali forman hipoyoditc y yoduro:
I.+2NaOH —>» NalO --Nal-+H.0O
Parte del hipoyodito es convertido en yvodato y yoduro la. cantidad
depende de la concentracién, el tiempo y la temperatura:
3WNalQ —» NalO;-+ 2Nal
El hipoyodito reacciona con la alcosa:
R-CHO + NalIO +NaOH—>R-COONa +Nal+H.O

Como el yodato de sodio no puede oxidar el azicar en solucién aleca-
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lina, algo de yodo activo se pierde en lo que concierne a 1a oxidacién del
azucar. Si el yodo estia presente en un exceso demasiado grande, pued_e
ocurrir una sobreoxidacién y los grupos alcohdlicog son lentamente oxi-
dados a grupos carboxilo 6 carbonilo. Aunque algo de yodo puede per-
derse por la reaccién secundaria, este yodo es medido con el exceso cuan-
do la solucién es acidulada y titulada con tiosulfato:

NalIQ 4 Nal+H.SO,—1,+ Na,SO, + H.O
NalQ,; + 5Nal 4 3H,.S0O,—»31.+ 3Na.S0, +3H.0
I. +2N2a,8.0,—2Nal + Na.S,0s

Aungue la naturaleza estequiométrica de esta reaccién es una ventaja
sobre la naturaleza empirica de las reducciones de cobre, este procedi-
miento no tiene tan gran aplicacién y también debe ser usado bajo con-
diciones controladas.

Las aldosas originan por oxidacién moderada, acidos del mismo nii-
mero de dtomos de carbén. Por oxidacién del grupo aldehidico se originan
acidos aldénicos moncbasicos; si la cxidacién ataca también el grupo
CH.OH final, se originan acidos dibésicos del tipo del acido sacirico: CO
OH-(CHOH) ,-COOH.

c)—Reaccicnes de cetosas.
La metilfenilhidrazina: I

cH
s
TN-NH,

CeHg

constituye un valiogso medio para investigar cetosas, pues reacciona con

ellas mucho mas facilmente que ccn las aldosas, formandose las osazonas
de las cetosas.

La prueba de Seliwanoff eg muy usada para investigar
cetosas aunque la prueba no es especifica de estas substancias, pero la reac-
cién es mucho mas rapida e intensa con lag cetosas que con las aldosas:
a b gotas de la solucién problema se le agregan 5 ml. de una solucién de
0.05 . de resorcinol en 100 ml. de HCl 1:2. la mezcla se hace hervir du-
rante unes 20 segundos: si esti presente una cetosa se produce una co-
loraciém roja obscura con o sin precipitado café.

Las cetosas con c¢l reactivo de acido 3,5-dinitrosalicilico
producen una coloracién naranja que se desarrolla completamente en el
término de 2 horas El reactivo consta de 2 soluciones: 1) se disuelven
2 g. de Acido 2,5-dinitrosalicilico en 70 ml. de agua destilada, a 80°-90° C.
v se agregan 10 ml. de solucidén acuosa al 209% de CO;Na.. Cuando esta
mezcla se ha enfriado a 20°25° C. se diluye a 100 ml. con agua destilada.
2) se disuelven 1.5 g. de NaOH. en suficiente agua destilada para hacer
1C0 ml. de solucién a 209252 C. A la solucién de 3 ml. de muestra en un
tubo de ensaye, se agrega 1 ml. de la solucion (1) y 1 ml. de la solucién
(2). Se cierra el tubo de ensaye v se agita bien, dejando la mezecla a
209-25¢° C.; se opserva cualquier cambio de color que aparezca en 2 horas.
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Las cetosas suministran en la oxidaecién acidos de menor nitmero

de atommnos de carbén.

d) —_Reacciones de hexosas.
.. Por la accién dc los dcidos diluidos, las hexosas producen hidroxime-
tilfurfurol, el cual sin embargo es ficilmente transformado en Acido le-

vulinico (21):

H-CO H-CO cooH
H—CCE:—OH c CHy
il ]
HO-C-H CH ?H
—_— — 2 g -
H_(l;:_ o .f::H o & COOH
H-C-OH = CH,
CHOH CH,OH

De acuerdo con Pummerer y Gump, el acido levulinico se forma co-
‘mo resultado de la siguiente serie de reacciones:

(‘;HO CIZHO H-COOH (i‘,OOH
IC—-, (lIO ?HO C'Hz
H H-oH G HZQU  GHaguesgenmBsiGHa
,gu HCl CH; G Hz MocE=GLan. > CO

= «f:o co dH,
CH,OH CH,OH CHOH

Las hexosas reaccionan con la difenilamina y HCI. La coloracién pro-
ducida y la sensibilidad de esta reuccion dependen de la clase de hexosas:
azul con la levulosa, violeta con !la galactosa, pardo con la manosa, etc.
La reaccién la dia también el dcido hexosafosférico que produce un color
violeta; la prueba se efectiia agregando a 1 ml. de la solucién del azi-
car, 2 ml. del reactivo, que consiste en 100 ml. de HCI concentrado 20 ml.
de CH,COOH y 20 ml. de solucién alcohélicn al 10% de difenilamina. Se
inantiene en bafio maria por 30 minutos.

l.as hexosas son fermentescibles por la Ilevadura, a diferencia de
las pentosas.

e) —_Reacciones de pentosas.

Reaccién de Tauber: esta reaccién es interesante por su gran sensi-
bilidad y su alta especificidad. EIl reactivo, que debe prepararse cada 4
dias, consiste en 1 g. de benzidina disuelto en 25 ml. de Acido acético
glacial. Se mezclan unas gotag de la solucién problema con 0.5 ml. del
reactivo; hirviendo fuertemente y enfriando con agua a continuacién se
desarrolla un color rojo muy estable.
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La prueba de Tashiro y Tietz se efecttia colocando 1 ml. de sal biliar
al 0.1% en un tubo de ensaye y agregando 1 ml. de SO.H. concentrado.
Enseguida se afiade una gota de Ila solucién de pentosas y se mezela; se
produce un color naranja. Las hexosas y algunos polisacAridos dan co-
loracién rosa con esta prueba.

La prueba de Bial modificada se lleva a cabo colocando 4 ml. de solu-
cién de pentosa en un tubo de ensaye, se agregan unas 15 gotas del reac-
tivo de Bial modificado ¥ 4 a 5 ml. de IIC1 concentrado. Se mezcla, se
tapa con algodémn y se calienta 10 minutos en agua hirviendo. Se produce
un color azul; ias hexosas obscurecen esta prueba. El reactivo de Bial
modificado se prepara disolviendo 6 g. de orcinol en 200 ml. de aleohol
ctilico de 95% ; a ésta se le ahaden 40 gotas de soluciéon de C1,Fe al 10%.
IEste reactivo se conserva por lo menos 6 meses, mientras que el reactivo
de Bial original se conserva menos de una semana.

Otra prueba especifica para pentosag es la de Tollens: a 4 ml. de
solueién problema, se agregan de 3 a 6 gotas de solucién alcohélica de
florcglucinol al 5%, se afiaden 4 ml. de HC1 concentrado, se mezcla y

se lleva a ebuliicién incipiente; se produce momentaneamente un color
rosa, :




;
IR
i

CAPITULO III. . ;

MARCHAS ANALITICAS DE SEPARACION E IDENTIFICACION

DE AZUCARES. .o

La microobservacién de los cristales caracteristicos de las hidrazo-

nas y osazonas formados por algunOS azlicares, puede ser de gran valor
para la identificacién y separacién de dichas substancias..

Se han reunido en la siguiente tabla los resultados obtenidos por

Fisher y Paulus en la caracterizacién de los aziicares por medio de dichas

formas cristalinas. (22). -
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Fl siguiente conjunto de reacciones, consignado por Anne-Marie Staub
(23) constituye una guia para la investigacion de ciertos azlcares, aun-
que muchas de ellas, por estar basadas en los diferentes colores que
producen dichos aztcares con los reactivos apropiados, no pueden ser
utilizadas cuando ¢stos azdGcares se encuentran en mezcla.

1o. Hexosas.

A) Aldohexosas.

Métodos de reduccién: basados en la oxidacion especifica de las al-
dosas por el yodo segin la reaccion: R-CHO 4+ H.O + L—R-COOH +21H.

a) Glucosa

Reduccion segin: .

Shaffer y Hartmann (24): este método estd fundado en la reduccién
del sulfato cuprico y oxidacién posterior del éxido cuproso formado, por
el yodo naciente que se desprende de una solucién de yoduro y yodato de
potasio después de la adicidén de Acido. Se titula el exceso de yodo con
solucién de tiosulfato de sodio 0.005N. )

Hagedorn y Jensen (25): en medio alcalino los glicidos reducen el
ferricianuro potasico Fe (CN).K, a ferrocianuro Fe (CN).K,; el ferricia-
nurce excedente se determina anadiendc IH y valorando el yodo despren-
dido con solucion titulada de tiosulfato sddico. .

Dumazert (26): este método se funda en la oxidacién por el yodo,
y valoracién del exceso «de é&ste con ticsulfato sédico titulado.

Colorimetria
Orcinol: rojo cereza.
Naftol I: rojo violeta.
Naftol 1I: rosa.
Difenilamina I: azul.
indol: pardo.
Floroglucinol : pardo desde el principio.
Fermentacion.
Es llevada a cabo por la levadura.
Osazonas ' A
Con fenilhidrazina, p-bromofenilhidrazina, p-nitrofenilhidrazina, ésta
ultima especifica de glucosa y frutosa.
b) Galactosa.
Reduccion.
Como la glucosa.
Colorimetria
Orcinol: rojo azulado.
Naftol I: rojo violeta.
Naftol I1: rosa.
Difenilamina I: azul.
Difenilamina I1: violeta.
Indol: pardo.




Floroglucinol: parde desde el principio.

Fermentacion .

Por la levadura, menos rapida que con la glucosa, lo que permite do-
sificarlas separadamente.

Hidrazonas.

Con p-bromofenilhidrazina, o-nitrofenilhidrazina y o-tolihidrazina, €s-
ta ultima especifica.

g Osazonit.
Con fenilhidrazina. . .-
¢) Manosa. :
Reduccion.
Como la glucosa.
Colorimetria.
Orcinol: rojo obscuro. )
Naftol I: rojo violeta. ' S
Naftol II: rosa.
Difenilamina T: azul.
Difenilamina II: violeta.
Indol: pardo.
Floroglucinol: pardo desde el principio.
Fermentacion.
Por la levadura, como la glucosa.
Hidrazonas.

Con fenilhidrazina (especifica), p-bromofenilhidrazina, p-bromobenzhi-
drazina, o-tolihidrazina.

Osazona.

Con fenilhidrazina.

B) —Cetohexosas.

Lias cetohexosas no son atacadas por el yodo, ni por el agua de bromo,
sino después de estar en contacto varias horas.

Reduccidn.

Shaffer y Hartmann. L.
Hagedorn y Jensen.

Fischl (27): este método estad fundado en la reduccién de las sales
de cobre por la levulosa en condiciones de temperatura tales que las aldo-
sas no reaccionan.

Campbell y Hana (28): se funda en la reduccién del acido fosfomo-
libdico por la levulosa.

Colorimediria.

Orcinol: amarillo intenso.
Naftol I: rojo violeta.
Naftol II: azul.

Difenilamina I: azul. (Sensibilidad: 10 gammas - 20 gammas) ; sélo
27 veces mas fuerte que para las aldosas.
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Difenilaming II: azul (sensibilidad: 50 gammas) ; 50 veces méas fuer-
te que para las aldosas.

Indol: pardo.

Floroglucinol: pardo desde el principio.

Resorcinol clorhidrico (reacecién de Seliwanoff): rojo.
Fermentacion.

Por Ia levadura del pan.

Hidrazonas.

Con o-nitrofenilhidrazina ,que diferencia la fructosa de la glucosa,
gque no forma cristales en esas condiciones.

Osazonas.

Con fenilhidrszina, p-bromofenilhidrazina y p-nitrofenilhidrazina.
20. Pentosas.

a) Arabinosa - Xilosa.

Reduccion.

Shatffer y Hartmann. |
Hagedorn y Jensen. ‘

Colorimetria.

Reactivo de Rial: verde.

Reactivo de Tauber: rojo.

Fermentacion.

Las pentosas no son fermentadas por la levadura.
Hidrazonas.

Lia arabinosa, con la p-bromoefenilhidrazina, la o-nitrofenilhidrazi;la,
la benzhidrazina (especifica) ¥ la p-bromobenzhidrazina. ILa xilosa, con
la m-nitrofenilhidrazina (especifica).

Csazonas. )
I.a arabinosa y la xilosa, con la fenilhidrazina.

Metodos especiales: Entre estos se encuentran el que aprovecha la
propiedad de las pentosas de transformarse en furfurol por la accién de
los acidos fuertes. el cual puede ser extraido en corriente de vapor a
175° C. y dosificado por la anilina.

b) Metilpentosas (rhamnosa).
Colorimetria.
Reactivo de Rosenthaler: violeta.

Reactivo de Schiff: amarillo; las pentosas dan un color rojo eh las

mismas condiciones.
Reactivo de Bial: verde.
Hidrazonas.
Con la p-bromobenzhidrazina y la p-teclihidrazina.
‘Osazonas.
Con la fenilhidrazina yla p-bromofenilhidrazina.
30. Disacaridoes. ’ C
En este estudio se comsideran maltosa y lactosa.
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Reduccion. -

Shaffer y Hartmann.

Hagedorn y Jensen.

Colorimetria.

Orcinol.

Fermentacién.

Con la levadura: lactosa:

Hidrazonas y Osazonas.

Otro método basado en la especificidad de las reacciones coloreadas,
el de Dische (29) puede servir de base para la elaboracién de un método
mas precizso. Los reactivos empleados en este método son los siguientes:

Reaccién 1 de la difenilamina:-

Reactivoe: 100 ml. HC1 concentrado (d==1.18).

80 ml. CH,COOH. .
20 ml. solucién nlecohdlica al 109 de difenilamina.

Téenica: 1 ml. de solucién de ghicides+ 2 ml. del reactivo. Se coloca
en bafio maria por 80 minutos. La coloracién y la sensibilidad (cuando
el limite inferior oscila entre 20 gammas y 100 gammas), varian segin
la especie de glicido.

Reaccién IT de la difenilamina:

Se efectia como la reaccidén I pero se calienta solamente 1.5 minutos
cn vez de 30. Ifsta reaceién reguiere una concentracién minima de gla-
cido de 1%. .-

Reuaccién IIT de la difenilamina:

Idéntica a las anteriores, pcro con & minutos de calentamiento.

Reaceién I del (alfa)-naftol (Molisch) :

1 ml. de solucién de glicidos+ 9 ml. de SC, H. 1:1. Al mezclarlos, se
mantiene la temperatura lo mis baja posible; después se pone en baifio
maria, hn'\_riendo, por 3 rninutos, se deja enfriar y se anaden 0.2 ml. de
una solucion alcohdlica de (alfa) naftol al 5%. Se desarrolla rapida-
mente una coloracién roja virando a violeta.

Reaccion II de (alfa)-naftol:

1 ml. de solucién de glicido-- 0.5 ml. de solucion alcohélica .al 29 de
{alfa)-naftol + 9 ml de SO, H.(450 ml. de SO.H. concentrado-- 190 ml. de
I1,0). Se mezclan y se deja 15 minutcs. Esta reaccién da un tinte y
una intensidad variables segun los gliicidos.

Reacecidén IIT del (alfa)-naftol:

1 ml. de solucién de glicidos + 0.1 ml. de solucién alcohdélica al 10%
de (alfa)-naftol. 4- 8 ml. de SO.H. concentrado. No debe calentarse.

negativa; maltosa: positiva.
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Carl Neuberg e Ines Mandl (20) consignan un método para la carac-
terizacién de la fructosa por medio de un derivado cristalino tipico de
ella, que puede ser preparado en muy pequenias cantidades; este derivado
es la metilfenilosazona de la fructosa de P. F. 15892-160° C. En condi-
ciones usuales, la glucosa no forma la correspondiente osazona cuando
es tratada con el acetato de metilfenilhidrazina, lo gue permite la dife-
renciacién de fructosa y glucosa. La prueba da resultadog satisfactorios
con cantidades tan pegquefias como 0.0045 y 0.0025 g. de fructosa, y
puede efectuarse en presencia de glucoba, sacarosa y sorbosa.

Un método para la formaciéon cuantitativa de las osazonas ha sido
presentado por Carl Neuberg y Edward Strauss (381): precipitando el
glicolaldehido, d-glucosa, d-manosa, d-fructosa, d-galactosa, l-sorbosa y
d-glicero-d-guloaldoheptosa como 2,4-dinitrofenilosazonas, usando la 2,4-
dinitrofenilhidrazina en solucién clorhidrica. IL.as osazonag de los mono-
saciridos que forman di y polisacaridos, pueden ser preparadas también
cuantitativamente. Las 2,4-dinitrofenilosazonas formadas se determinan
colorimétricamente. !
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Método de Hawk y Bergeim (382).

Estos autores dan el siguienta esquemas, que sin embargo, sélo puede
aplicarse para investigar glicidos si éstos estan presentes en cantidad
mayvor de un milipramo; ademas ciertag identificaciones como la de la

galactosa por la prucba del acido micico requieren por lo menos 50 mg.
de monoza.

HEsgquema para la identificacion de algunos glicidos segin Hawk ¥
Bergeim.
81 la solucién estia alecalina, meutralizar 6 volver ligeramente
acida con HC1; ensayar algunas gotas sobre una tableta de
ensayo con una selucién de yodo (almidén).

Rojo caoba

Polisacaridos Incolora
indica glucégeno si 1la o vicsibilidad de glucidos, ensayaxr en
solucién esti opalescen- café 1a solucién 1la prueba de Benedict.
te después de calenta-
miento, - )
v -+ [
(o]
glucasa, fructosa, . puede ser sacarosa: 56 ml. de
galactcsa yentosa, ) la solucién problema-—+1 gota
maltosa, lactosa, ¥y de ¥HCl comc., hervir duran-
Puede ser sacarosa : te 1 minuto. Enfriar neutrali-

zar con NaOH y ensayar la
prueba de Benedict: ‘
hacer hervir la solucién positiva al reactivo do eoa Benedic

reduccién: saccrcsa
Benedict con un exceso de reactivo hasta qud (o] : no hay sacarosa.
onsayar la <1 filtrado no dé reaccién con el reactivo, Fil-
zglu:;f“éh‘:on trar. Acidular con HCl conc. Hervir un minuto,
Bai—:foé. hd Enfriar Neutralizar con N2a2OH y ensayar de
l nuevo con ia solucién de Benedict. i
. T [
‘ T . ’ )
(o]
da lactosa, mal. d& glucosa, fructosa,
tosa. (Giferenciar galactosa, pentosa, puede
por la osazona O ser lactosa, maltosa,
fermentacién: lac-

tCsa: O maltosa: -+

solucién + reactivo de hervir con exceso de -
Seliwanoff -

. reactivo hasta que el
o 3 o ‘ filtrado Do  reduzca
glucosa, galactosa fructosa : més reactive de Bar-
pentosa fed hidrolizar, neutra-
lizar ¥y ensayar Bar-
N fod: -+: maltosa o lac-
Reactivo de Bial 6 de Tauber tosa: diferenciar como
| | antes, .
ol ) [
pentosa. glucesa 6 galactosa \
1
(ensayar osazona en ausencia (ensayar la prueba del Aci-
de fructosa). Y.a formacion do micico) + : galactosa en
es caracteristica de glucosa.

ausencia de lactosa.




Reclentemente T. W. Whitehead y W. C. Bradbury (33) han ideado
un esguema st telndtxc_o de analisis cualitativo para diveusas mezclas de
glicidos en muestras sélidais o liguidas. La presencia de almiddn y dex-
trinas no intcyiiere Este esquema es aplicable a mezclas de azGcares v
Ia mayoria de productos alimenticios; los procedimientos mo requieren
reactivos dificiles de preparar o conscrvar ni cquipo de laboratorio es-
peecializado ni técnicas desusadas. Kl fundan’xento del métcdo consiste
en remover la fructesa de la muestra sé6lida cen alcohol etilico de 90% en
el que es zoluble pero otros azucares v ﬂlnnuoncw no lo son. IL.a fructosa
se confirma por una prueba especifica. La Ixctosa se remueve después
del residuo disolviéndolo en alecchol e¢’Zlico de 5092 y su presencia es con-
firmada con la formaciém de su czazona. La sacarosa es determinada por
su rezaccion colorida con nitrato de cobalto. Glucosa y maltosa se se-
paran formande las asazonas vy anrovechando su diferencia de solubilidad
a 87¢ C. El método es capaz de determinar 5 mg. de sacarosa y fructosa
& 200 mg. de los olros aziicares en unza muestra.

Reactivos:

Solucién (alfa)-naftol: disudlvasz 15 g. de (alfa)-naftcl (punto de
fusion 952-96°2 C.) en 100 ml. de clorctformo.
Alcohol etilico de 90% : dildvase aleohol etilico de 95°

5% U.S.P. hasta
que su gravedad cspecifica sea 0.2305 a 20° C.
Alcohol etilco de 50% : diliyasce alcohol etilico de 95¢: U.S.P. hasta
que su gravedad especifica es 0.95316 a 20°C.

henilhidrazina base: redestilese Eastman Kodak Co. No.
s5i6n reducida a intorvalas frecuentes Se hace inactiva después de pro-
longada exposicion a la luz sclar » al aire.

Reactivo acido dinitrosalicilico: disolver 2 g. de Acido
salicilico (Eastman Kodak No. 1802) en 70 ml. de agua a 80°-90°C. y
agregar 10 ml. de solucion de carboncto de sodio conteniendo 20 g. de
CO;Na, por 100 ml. de agua. Cuando esta mezcla esté fria, dildyase a
100 ml. con agua.

Solucién de hidréxido de sodio: disolver 1.5 g. de WaOH C.P. en sufi-
ciente agua para hacer 100 ml. de solucidén.

Sclucién de nitrato de cobalto: disolver 5 g. de nitrato de ccbalto
nexanidratado en 50 ml. de agua, agregar una gota de NO,H 15 N ¥
comtletar a 100 ml. con agun

Solucién de scido acético: disolver 50 ml. de acido acético glacial en
50 ml. de agua. ..

Sclucién de hidréxido de potasio al 5309%: disolver 50 g, de KOH C.
P. en 50 ml. de agua.

Procedimiento:

En primer lugar, debe efectuarse una prueba de Molisch para deter-
minar si hay 6 no carbohidratos en la muestra. Si esta prueba resulta -
positiva, se pesan 2 6 3 g. de muestra; si ésta g3z liquida, se evapora a
sequedad en baific maria y se pesan los 2 6 3 g. del residuo sélido.

Para separar e identificar la fructosa. la muestra se coloca en un
vaso de 150 ml. y se cubre con 50 ml. de alcohol etilico de 90% ; se agita

329 a pre-

3, 5-dinitro-
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con unha varilla de vidrio rompiendo cuzlquier grumo gque hubiere; se
cubre el vaso con un vidrio de reloy y se le deja 45 minutos, con agitacién
ceasional. Se filtra y el filtrado se hace pasar nuevamente por el residuo
hastz 38 veces para asegurar la disolucién de la fructosa. En el filtrado
se confirma la presencia de fructosa por la prueba del dcido dinitrosali-
cilico u otra prueba especifica. ‘

La separacién e identificaciéon de la lactosa se efecttia lavando el re-
siduo anterior c¢on 10 ml. de alecohsl de 90% y eliminando por succién de
vacio este alcohol de lavado; a continuacién se transfiere el residuo a un
vaso de 150 ml. y se cubre con 20 ml. de alecohol etilico al 50% (la pre-
sencia de grumos indica por lo general presencia de maltosa). Se filtra,
el residuo contiene lactosa, almidon, dextrinas y huellas de otros azicares.
Kl residuo se lava varias veces con alechol de 509 con porciones de 10
ml. cada una. Se pasa a un vaso pequeifio y se disuelve en agua. Cual-
quier residuo insoluble es almidén 6 dextrina. Se filtra si es necesaric
v al filtrado se agregan 0.5 ml. de solucién de acido acético y 0.5 ml. de
tenilhidrazina base. Se agita bien esta mezcla, se pasa a un tubo de en-
saye y se coloca en baifio de agua a 87°C., durante 45 minutos, al cabo
rde los cuales sec filtra rapidamente y se le ahaden 50 mil. de agua y se
enfria a 20°C. Un precipitado amarillo es la osazona de la lactosa.

IZn el filtrado cbtenido al tratar la muestra con alcohol etilico de 50%
se Investiga la sacarosa por medio del nitrato de cobalto y potaza caus-
tica al 509 ; ur color azul amatista indica la presencia de sacarosa; la
prueova se efectiia agregando a 5 ml. del filtrado 4 gotas de solucién de
(NO.:).Co ¥y 2 gotas de soluciéon de KOH al 50%.

A otra porcién (10-15 ml.) de ese mismo filtrado después de evapo-
rarla a la mitad de su volumen, se le agrega 1.5 ml. de solucién de acido
acético y 1.5 ml. de fenilhidrazina base. Se pasa a un tubo de ensaye y
se coloca en bafio de agua a 87°C. durante 45 minutes, al término de los
cuales se filtra rapidamente; un residuo de cristales amarillos es la osa-
zona de la glucosa v el filtrado contiene la osazona de la maltosa en so-
Iucion; a éste se le anaden 50 mil. de agua v se enfria a 209C.; se forma
un precipitado amarillo cristalino de la osazona de la maltosa, si ésta se

hallaba presente en la muestra.

En este procedimiento es esencial remover primero la fructosa ; pues de
no hacerse asi, dard una prueba errénea de glucosa ya que sus osazonas son
1idénticas. En la solucién que contiene la glucosa y la maltosa, es nece-
sario evaporar a la mitad su volumen corn objeto de eliminar el alcohol
que contiene, pues la presencia d- éste demora la formacién de las osa-
zonas mas de 45 minutos, y la mezcla no debe mantenerse a 87°C. mas de
ese tiempo porque la sacarosa puede ser hidrolizada y dar una prueba

falsa de glucosa.
T.as pruebas dadas en este esquema delatan 5 mg. de fructosa 6 sa-

carosa y 200 mg. de glucosa, lactosa » maltosa. EIl método no es com-
pleto, pues no toma en cuenta las pentosas, menos comunes, ni manosa

y raiinosa.
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I8l esquema del método es el siguiente:

Muestra

1—agregar 50 ml. de C H _OH 909
2~—fltrar

Residua Filtrado .
(maltosa, lactosa, sacarosa \1——cvaporar a 10 1l

glucosa)

1—agregar 20 ml. de ©_ F _OIX 509

2—Altrar :

2—tomar fraccién de 2 inl.
Froaccidén de 2 ml.

Residue ‘

l-—agregar 1 ml. de NaOIX al 1.594
2-—agreg?r 1 Ml de solucisn de’
Fitrao Soidn Smizosaliciiico.
(lactosa -+ impurezas) dividirlo en 2 porciones Col"r’;:ojo—n‘a,r'raj " indic
1—lavar ccn 50 ml. de de 5 ¥ 15 ml. fructosa, amn Andica
C K OH 509. h o -
2—filtrar .
Residuo Filtrodn
Qactosa) descartax

1l—agregar 5 ml. de ¥ 0 Porcidén de 5 ml. Porcidn de 15 ml,

2—agregar 0.5 ml. de sclucioén l—agrugar 4 gotaax de 1—agregar 1.5 ml
de Aacido acético. solucién de Co

3—agregar 0.5 ml. de solucién

. de solucién de
fcido acético,
(WO ), 2—;\81;13‘;?&: 1.5 ml. de soluciém de
de fenilhidrazina. 2 agre en razina.
N —— gar 2 gotas de N
4—digerir a 870C. por 45 3—digerir a 879C. por 45 minutos.
minutos, Z%‘;/‘cién de XOXM al .. firar a 870C. -
b
S—filtrar a 8792 C. ©clor azul-amatista ‘
indica, sacarosa,
Residuo Filtrado Residuo Filtrade
descartaxr 1—enfriar Cristales amarillos 1-—enfriar
2—agregax 50 ml. de ¥, 0. indican glucosa 2——agregar 50 ml. de IO
" Precipitade amarillo
indica lactosa

Precipitado amarillo
indica maltosa,
Se han empleado asi mismo métodos papirograficos y cromatograficos
en la identificacién de los componentes de mezclas de aziicares (34):
Forsyth introduce el empleo de reactivos coloridos (resorcinol y nafto-
resorcinol) para la determinacidén de azdGceares reductores y no reductores;
Flood y colaboradores reportan la determinacién cuantitativa de mezclas
de 8 6 4 aztcares simples y metilados, con una exactitud del 5%, em-
pleando como revelador el reactive micro-Cu de Somogyi Aplican su
método al anilisis de gomas vegetales y otros materiales similares y
establecen la composicién de la goma de Opuntia Fulgida.

Se emplea la reduccién del permanganato en solucidén alcalina par

determinar la presencia de caxbohidratog reductores: Partridge determi-
no por papirografin, el contenido de azicareg

de huevo y sangre fetal de carnero
res en la orina,

en el jugo de naranja, clara
de benzidina.

Se detmm.xnaron cuerpos veducto-
empleando como reactlvo sobre el papel, una socluc’én

Hawthorne dascrxue un procedxmento para la microdeter-
minacion papirografica de azlcares con una aproximacién del 5%.




CAPITULO IV.
METODOS SEGUIDOS (Originales 6 Modificadog).

Hemos aplicado los métodos expuestos en el capitulo anterior, con
las modificaciones necesarias, para la identificacién de los componentes
de diversas mezclas de azlGcares.

la. Mezcla: Sacarosa-Lactosa-Maltosa.

La muestra se formé con 200 mg. de cada uno de los azlicares men-
cionados disolviéndolos en 50 ml. de agua; siguiendo el esquema de
Hawk y Bergeim, se aciduld ligeramente esta solucién con HCl y se en-
‘sayé la prueba de Benedict hirviendo 8 gotas de la solucién de azicares
con 5 ml. del reactivo durante 2 minutos, pero sin hervir tan vigorosa-
menie gque se evapore mucha solumon esta prueba dié resultado positivo;
a continuacién se hizo hervir una partt_ de la solucién positiva al reactivo
de Benedict con un exceso de reactivo hasta que el filtrado no dié mas
reacecién con el reactivo; éste tiene por objeto oxidar todos los azicares
reductores presentes en la soluciéon. Se filtré ¥ se acidulé con HCl con-
centrado 3y después de hervir un minuto y ernfriar se neutralizé con NaOH,
ensayando nuevamente con la solucién de Benedict resultando positiva
ia reaceién, lo cual indicé la presencia de sacarosa.

En otra porcién de la solucién positiva al reactivo de Benedict, se
Tiizo la prueba con el reactivo Barfod, hirviendo 5 ml. de aste reactivo
con 1 ml. de la sclucign durante 10 segundos solamente resultando ne-
gativa la prueba: ésto nos indicé la presencia de disacdaridos (lactosa,

maltoza). Para investigarlos, se efectué la prueba de la osazona colocan-
do 5 ml. de la solucién en un tubo de ensaye y agregando 1 ml. de solu-
cién de fenilhidrazina; se calenté esta mezcla a bafio maria durante 30
minutos. Scguidamente se coloeé una gota del material en un porta-
objetos y se identificaron al miecroscopio los cristales caracteristicos de
maltosa, en forma de rosetas y los de la osazona de la lactosa en agru-
pamicntes gque semejan la forma de un plumero, con lo cual quedaron iden-
tificadas la maitosa y la lact9sa.

Za. Mezcla: Glucosa-Levulosa-Manosa-Galactosa.

Se pesaron 200 mg. de cada uno de estos aztucares, disolviéndolos en
50 ml. de agua destilada. La muestra se acidulé ligeramente con HCIl ¥y
se ensayod la prueba de Benedict que dié resultado positivo; a continua-
cién se hizo la prueba con el reactivo de Barfod, resultando también po-

._.._45_




sitiva; entonce:z se ensayé la reaccion de Seliwanoff mezclando 5 ml. del
reax,txvo con 5 gotas de la sclucié6n problema y calentando hasta la ebu-
ilicién; esta prueba resulté positiva acusando la presencia de fructosa.
Seguidamente se hizo la prueba de Bial colocando 4 ml. de Ia solucién
problema en un tubo de ensayve, se agregaron 15 gotas de reactivo y 1
mil. de HCI! concentrado; se tapa la boca del tubo con un pedazo de al-
godén, calentando a bafio maria 10 minutos; la prueba resulté negativa
indicando la ausencia de pentosas.

En otra fraccién de la sclucion se efectud la prueba del dcido mi-
cico, mezclando en un tubo de ensaye 1 ml. de NO.H concentrado con 10
ml. de la sclucién: se calienta a baiio maria durante hora y media, de-
Jando reposar una noche; al dia sw;v;ulente se obrervd un prempltddo cris-
talino gque fué identificado al mier oscopio como dcido mucico, el cual in-
dica la presencia de galactusa en el problema. La formacidn de estos
cristales se favorece raspando con una varilla de vidrio las paredes del
tubo.

Para ident’ficacion de la manesa, no incluida en el esquema de Hawk
v Bergeim, =e utilizé la 1<_a<,ci6n de la manosa con una solucién de clo-
ruro de fenilhidrazina al 10% en agua quec contiene 159, de acetato de
sodio; esta reaccién se llevé 2 cabo sobre la lamina portaobjetos, colo-
cando en ella unas gotas de la sclucion de glicidos y de la solucion de
fenilhidrazina y raspando con una varilla de vidrio para obtener los cris-
tales de la fenilhidrazona de la manosa. Se observé que estos cristales
pueden ser distinguidos mas claramente, suprimiendo su lavado con agua,
acetona al 259, alcohol y éter gque indica el método.

Para la identificaciéon de la glucosa, no podia recurrirse a la forma-
cién de la glucosazona puesto que es idéntieca a la osazona de la levulosa,
también presente en el problema. Se ensayarcn varias reacciones que
no dieron resultado: se ensayo6 la reaccion con triptofanco disuelto en HCI
al 509% : no dié coloracién; la reaccién de Motegi que utiliza una solucién
de antron'n~ al 1% en acido acético glacial: no se obtuvo ninguna coloracién.
La reaccién de Mulder, que consiste en alecalinizar débilmente la solucién con
CO.,Na. y anadir una pequeila cantidad de indigo: al calentar se obtuvo
una coloracién roja-amarillenta debida a la isatina producida por hidro-
zenacion del indigo; esta prueba, asi como la reaccién II de la difenila-
mina y la reacciéon II del (alfa)-naftol, s~ efectuaron con una solucién
que contenia Jlos 4 azicares de la mezecla 3 con otra que sdélo contenia
levulosa, manosa y galactosa; con la 3 reacciones se cbtuvo idéntica co-
lorac’én en ambas soluciones. También se ensayé la reacecién con el
nitrato de plata amoniacal, pero las dos soluciones comparadas produje-
ron un precipitado negro de plata veducida; se probdé la reaccién con, la

2-4-dinitrofenilhidrazina, obteniéndose en las dos solucicnes cristales del
mlsmo tipo y poco definidos.

Otras pruebas gque dieron idéntica coloracién con ambas soluciones
fueron: prueba del acido picrico: color rojo obscuro; prueba con el reac-
+ivo \Tylander (85) : color negro. Para preparar este reactivo se disuel-
ven 2 g. de subnitr 'xto de blsmuuo > 4 . de sal de Rochelle en 100 g. de
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solucién de NaOH al 8% ; la prueba_sc efeettia hirviendo 10 ml. del pro-
blema con 1 mi. de reactivo; reacecion de Lium (36) : produjo un tinte
café; esta reaccion se hace calentando la solucién problema con resorcinol
v S() H. (*ouc(,ntraqo- las reacciones de: Ihl (37), con (beta)-naftol, de
Hagor- Ga walewsky (38) con molibdato de amonio y de Rosenbach (39)
con nitroprusiato sodlco y NaOH, produjeron una coloracién verde-azu-
lesa con las dos soluciones probadas.

Ademas se hizo una pruceba de fermentacién con levadura de cer-
veza: se dispusieron 4 tubes conteniendo 10 ml. de: agua destilada, agua
destilada <+ glucosa, solucién problema y solucidén problema glucosa
respectivamente; a cada uno de estos tubos se le agregdé 1 ml. de levadura
fresca. Se les dejé 24 horas a la temperalura ambiente, al cabo de las
cuales se observé fermentaciéon cn todos cllos, excepto en el que con-
tenia agua destilada solamente.

En vista del resultado negativo de las pruebas descritas, la mezcla
s6lida de los 4 aztcares se traté durante 45 minutos con 50 ml. de alcohol
etilico al 90%, segiun el método de Whitehead y Bradbury; se filtré la
mezcla y en el filtrado se identificéd la levulosa por la prueba de Seliwa-
notf: usamos esta prueba en vez de la del acido 8,5-dinitrosalicilico in-
dicada en el asquema, por carecer de este reactivo; el intenso color rojo
cdesarrollado indicd la presencia de levuloza. La reaccion de Seliwanoff
no requiere la evaporacién del alcohol en la soluciéon problema. El re-
siduo Tué disuelto en 20 ml. de agua destilada ; en esta solucion se iden-
tificé la manosa ror medio de su fenilhidrazona en la forma antes dicha.
En otra porcién de 10 ml. de solucién, previamente evaporado el alcohol
que contenia, se hizc la prueba del acido mucico, aftadiendo 1 ml. de NO,H,

‘concentrado y procediendo como anteriormente, identificando de este mo-

do la galactosa. En esta misma fraccién, la glucosa, por la oxidacién con
el NO.H. forma el acido sacarico, soluble. Se separaron los cristales de
dcido muteico, ¥y se formé la sal potasica del acido sacarico con la adicién de
un pegqueiio volumen de solucién de CO.K.; los cristales de sacarato pota-
sico, que confirmaban 1a presencia de nflu(.osa.. se obtuvieron evaporando
cuidadosamente la solucidn, siendo identificadcs al microscopio.

IEn este caso, no podia identificarse la glucosa por medio de su osa-
zcna, pueas tanto la ga]dctosa como la manosa, producen con la fenilhidra-
zinag agujas amariliag sumamente parecidas a las de la glucosazona, y
estando presentes cn la misma solucién, daria por lo tanto una prueba
falsa de glucosa.

3a. Mezcla: Sacarosa-Lactosa-Glucosa-Galactosa-Levulosa.

Se utilizaron 200 mg. de cada glacido. Siguiendo el método de White-
head y Bradbury, la mezcla se traté con 50 ml. de alcohol etilico de
909% durante 45 minutes, agitando ocasionalmente para asegurar la di-
solucién de la levulesa; al cabo de este tiempo se filtré la mezela, iden-
tificando la levulosa en el filtrado con la prueba de Seliwanoff. EI residuo
se traté con 20 ml. de alcohol etilico de 509! filtrandose a co'ltxnu'w,lon
El residuc, después de ser lavado con 50 ml. de alcohol des 509 divididos
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en varias porciconee, fué disuelto er 5 ml. de agua destilada, afiadiéndose
a contnuacién 0.5 ml. de solucién de acido acético y 0.5 ml. de solucién
de fenilhidrazina; el tubo de ensaye gque contenia esta mezcla fué colo-
cado =n bafio mariz manteniendo la temperatura de la solucién a 87¢ C.
durantte 45 minutcs al término cde los cuales se enfré a unos 209 C. y
se le afiadieron 25 ml. de agua forméndose un precipitado amarillo que
conilirmoé la presencia de lactosa.

£ filtrado resultante del tratamiento del primer residuo con 20 ml.
da alcohol de 509, se dividié en 2 porciones: en una de ellas, de 5 ml., se
agregaron 4 gotas de soluecion de (NO,).Co y 2 gotas de solucion de KOH
al 509%, produciéndose una coloracién azul-amatlista que identifica la
sacarosa. En otrsa porcién de la solucién, previamente evaporado el al-
cohol que contenia, se hizo la prueba dc¢ acido micico que resulté positiva,
identificandose asi la galacteza. Una vez separados los cristales de #dcido
miucico de esta solucion, se identificé en ella la glucosa por medio de la
zal potiasica del dcido sacdrico, en la misma forma que en el problema
anterior.

4a. Mezcla: Maltosa-Glucosa-Sacarosa.

La muestra se formdé con 200 mg. de cada uno de estos azlicares y
fué tratada directamente con 20 ml. de alcohol etilico de 50% en los que
se disolvid tctalmente. IEn 5 ml. de esta solucién se identificé la sacarosa
por medio de la reaccién con el nitrato de cobalto y el hidrdxido de po-
tasiov; en el resto de la solucién, previa evaporacién a la mitad de su vo-
fumen, se formd la osazona de la glucesa afiadiendo 1.5 ml. de solucién
de idcido acético v 1.5 ml. de solucién de fenilhidrazina, calentando en
bafio de maria a 879C. durante 45 minutos®; al terminar este tiempo. se
filtrg Ia solucion a 87°C. rap‘damente con objeto de evitar que al enfriar-
se la solucidn precipite también la osazona de la maltosa, quc a esa tem-
peratura de 87°C. permanece en sclucién; en el filtro queddé un residuo
constituido por cristales amarillos de glucosazona, que identificaban la
glucosa: al filtrado después de ser enfriado, se le anadieron 25 ml. de
agua, produciéndose entcneces un precipitado amarillo (maltosazona) que
confirmaba la presencia de maltosa.

5a. Mezela: Sacarosa-Gluecosa-Levulesa.

Se compuso la muestra de 200 mg. de cada azicar. Primeramente
se le agregaron 50 ml. de alcohol etiilico de 909, dejiandose durante 45
minutos. A continuacion se filtré, investigandese la levulosa en el filtra-
do cun el reactivo de Seliwanoff, habiendo resultado positiva la prueba.
El residuo fué disuelto en 20 ml. de alecohol etilico de 509 ; esta solucion
fué dividida en 2 fracciones: en una de ellas fué identificada la sacaresa
ror la caracteristica coloracién azul-amatista que produce con las solu-
ciones de (NO,).Co y de KOH al 509%. A la otra fracciéon de la solucién
una vez que le fué climinado el alcohol pcyr evaporacién, se le anadieron
1.5 ml. de Acido :xcético 1:1, 1.5 ml de ssclucién de fenilhidrazina, » se
puso a digerir a 879C. por 45 minutos, formandose al cabo de este tiempo
los cristales de glucosazona que fueron identificados al microscopio como
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prueba positiva de glucosa.
6a. Mezcla: Sacarosa-Arabinosa-Xilosa-Glucosa-Levulosa.

Se usaron 200 mg. de cada azlicar. En primer término se removio la
levulcsa de la mezcla por medio del tratamiento con alcohol etilico de
9025 ; se filtrs, identificandose en el filtrado la levuloza con la reaccién de
Seliwanoff; el residuo se tratd con 10 ml. de alcohol etilico de 969 ca-
lentando; de esta manera se disuelve la xileosa, pero no los otros aztcares.
A continuacién se ltro, y el filtrado, que contiene la xilosa en solucién
alcohdlica, se diluyé con agua para evaporar mas facilmente el alcohol;
a medida que éste va siendo eliminado, se reemplaza con agua, hasta dejar
la xilosa en solucién acuosa; ya eliminado toctalmente el alcohol, se le
agresaron 1.5 ml. de dcido acético 1:1 y 1.5 ml. de solucion de fenilhidra-
zina; se colocod el tubo en baiio maria durante 45 minutos, formandose la
xilosazona, cuyces cristales en forma de agujas delgadag dispersas fueron
identificadog al microscopio, reccnsciendo de este modo 1a xilosa.

¥l residuo del tratamiento con alcohol caliente después de ser lavado
con 2 porciones de 5 ml. de alcohol de 96% en las mismayz condiciones, n
fin de eliminar la xilosa lo mas completamente pcesible, se disolvié en 20
ml. de alecohol etilico de 50¢%, identificindose en 5 ml. de esta solucién la
sacarosa por la prueba con nitrato de cobalto é hidréxido de potasio; la
arabinosa se investigd en esta misma solucién por la reaceién de Tauber
en la siguiente forma: se colocd en un tubo de ensaye 0.5 ml. del reactivo
de Tauber, agregando unas gotas de la solucidén de glhicidos; se hizo hervir
fuertemente, enfriando a continuacién; se desarrollé un color rojo in-

lenso muy estable, que indica la presencia de pentosas, en este caso de
arabinosa.

IEn el resto de la soluciédn alecchdlica al 5095, se investigd la glucosa
una vez evarcrado el alecohol de la solucién, por medio de su osazona, con
acido acético y fenilhidrazina en la forme usual. Los cristales de gluco-
sazona fueron identificados al microscopio.




CAPITULO V.
APLICACIONES PRACTICAS.

Se hicieron aplicaciones de los anteriores procedimientos analiticos
en una muestra de melaza sulfitada, en leche condensada azucarada y en
una muestra de miel de abejas. .

I£n el primer caso, el propdsito fué invewstigar la presencia en _la
melaza ademAas de la sacarosa, glucosa y levulosa siempre presentes en
las mieles finales, de dos pentosas: xilosa y arabinosa. La primera, pro-
cedente del xilano, un pentosano que después de la celulosa y la lignina
es el compuesto organico mias ampliamente distribuido en la naturaleza
(corteza de arboles, salvado, paja, gomas vegetales, etc.), probablemente
presente también en la fibra de la cana, y que en ¢l curso de la fabrica-
cién del azucar podria producir por hidrélisis, xilosa.

l.a arabinosa se origina de las gomas que contiene el jugo de la cana
de azticar en cantidad variable segitn la variedad, edad y estado de la
cana; estas gomas son sélo parcialmcoente eliminadas del jugo en el pro-
ceso de defecacién, pero cierta cantidad de ellas persiste hasta las me-

lazas 6 mieles finales.
Para efectuar el analisis procedimos de acuerdo con el método de

‘Whitehead y Bradbury; para ello es necesario en primer lugar tener la
se coloca cierta cantidad de la muestra en

muestra en estado =sdélido;

una capsula de porcelana calentandola en bafic maria durante varias
horas, hasta quedar la muestra soélida. No puede hacerse esto a alta
temperatura porgue se carameliza la miel, aglterandose en consecuencia
zu composiciéon., Una vez que se tuvo la muestra en estado sélido, se
pesaron 2 g. de ella rapidamente, con el objeto de evitar que absorba hu-
medad y adquiera consistencia pastosa, lo que dificulta su manipulacidn.
A continunacién se pasdé la muestra a un pequeiio vaso de precipitados,
cubriéndola con 50 ml. de alcohol etilico de 90% y agitandola ocasional-
mente con una varilla de vidrio para asegurar la disolucién de 1a levulosa.
Después de 45 minutos de este tratamiente, se filtr6. En el filtrado se
ensayé la reaccién de Seliwanoff afiadiendo a 5 ml. del reactivo en un
tubo de ensaye 5 gotas de filtrado alcohdlico, ¥y calentando hasta la ebu-

llicién se desarrollé el color rojo fgue nos indicé levulosa.

El residuo fué lavado con 2 porciones de 5 ml. cada una de alcohol
etilico de 909% para eliminar la levulosa lo méds completamente posible.
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A continuacién se traté el residuo cern 10 ml. de alecohol etilico de 969%,
3 se calenté la mezcla durante un minuto aproximadamente, con el fin de
disoiver la xilosa; se filtro, v en el filtrado se investigé la xilosa por medio
de su osazona; para hacer esta prueba es necesario primero eliminar el
aleohol en que se halla disuelta lz xilosa, substituyéndolo gradualmente

con azgua; a csta soluciom se le apgregaron 1.5 ml. de acido acético 1:1 vy
1.5 de solucion de fenilhidrazina,

calentando en bafio maria durante 45
minutos. Al terminar este tiempo se colocaron unas gotas de la soluciéon
en un portaobjetos para examinarias al microscopio pero no se encon-
traron las formaciones caracteristicas de xilosazona, resultando megativa
Ia prueba de xilosa.

Itl residuo del tratamicnto con alecohol de 967 se lavéd 2 veces con 5
ml. de alechol de 96% también caliente para eliminar residuos de xilosa.
Despuls del lavado, el residuo se traté con 20 ml. de alcohol etilico de
50 e, hiabiéndase disuelto completamente. Tsta disoluciéon tomdé un color
café obscuro que nocz hubiera impedido apreciar las coloraciones produ-
cidas en las reacciomes siguientes, por lo cual fué necesario defecarla con
acetato bisico de plomo. TUna vez filtrada, se tomaron 5 ml. de la solucién
clara para investigar sacarosza:

en un tubo de ensaye se colocaron los
5 ml. de muestra agreandoles 4 gotas de solucién de nitrato de cobalto

v 2 gotas de soiucion de XOX al 509, preduciédndose 1a coloracién azul-
amatista iipica de esta reaccidén, determinando asi la presencia de sacarosa
en la muestra.

Ve la misma sclucién defecada se tomaron unas gotas agregindolas a
0.5 ml. del reactivo de Tauber en un tubo de ensaye, haciendo hervir fuer-
temente la mezcla y enfriandola a continuacién; se observdé la aparicién
del color rojo que indica la presencia de pentosas, en cste caso, de arabinosa.

A la porcién restante de la colucidn defecada, después de haberle
sido eliminado el zicohol por evaporacion, se le aiiadieron en un tubo de
ensayc 1.5 ml. de solucidn de acido acétice y 1.5 ml. de solucién de fenill
hidrazina, calentando la mezcla en balic maria a 872 C. durante 45 minu-
tos; gse formé el precipitado amarillo de glucosazona cuyos cristales fueron
identificados al microscopio como prueba positiva de glucosa.

20. Caso.

En el analisis de los aztlcares contenidos en una muestra de leche
condensada azucarada, se investigd la pre~encia de la sacarosa anadida
a esta leche para su preparacién, de la lactosa propia de la leche, y de

los monosacarideos originados por la hidrslisis de aquellos azicares: glu-
cosa, levulosa y galactosa.

L.a muestra fué secada a bafic maria hasta quedar transformada en
zaranulos que fueron pulverizados, procediendo a pesar 2 g. de muestra
asi preparada. Se llevan a un vaso pequefio, afiadiendo 50 ml. de alcohol
etilico de 909 para remover la levulosa. Después de 45 minutos se filtrd,
investigando en el filtrado la levulesa por la prueba de Seliwanoff, que
resultd positiva, indicandonos la presencia de levulssa en la muestra.
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El residuo despuék de ser lavado con 10 ml. de alcohol de 90% para
eliminar las huellas de levulosa, se tratd con 20 ml. de aleohol etilico de
50%, filtrando a continuacién esta mezcla. El residuo, previo lavado con
alcohol de 509, se disolvidé en 5 ml. de agura destilada, afadiéndole a con-
itinuacién 0.5 ml. de solucién de acido acético y 0.5 ml. de solucién de
fenilhidrazina, para investigar la lactosa por medio de su osazona. La

mezcla fué calentada en bafio maria por 45 minutos, manteniendo su tem-
se enfrié la solucién a la

peratura a 87° C. Al cabo de este tiempo,
temperatura ambiente y al agregarle 25 ml. de agua fria se formdé un
precipitado amarillo de la lactosazona, confirmando de este modo la pre-
sencia de lactosa.

&) filtrado resultante del tratamicnto del primer residuo con alcohol
de 509, fué dividido en 3 fracciones: en una de ellas, de 38 ml. re hizo
ia prueba de sacarosa por la reaccién con el nitrato de cobalto y el hidré-
xido de potasio, la cual didé resultado positive indicando sacarc-a. En otra
del filtrado, se ‘nvestiegd la galactosa por medio de la
para ello se elimindé por evaporacién el alecohol
de la solucién, agregando entoncez 1 ml. de NO.H concentrado y calen-
tandola en bafio maria durante hora y media. Se dejo reposar la solucién
durante una noche; transcurrido este tiempo y demspués de raspar las pa-
redes del tubo con una varilla <de vidric. no se observé formacién de
cristales; esto nos indicé la ausencia de galactosa en la muestira. Teniendo
en cuenta este resultado, la glucosa puede cer invest'gada por medio de
fu osazona, pues no hay em esta solucién ningGn otro azlicar que preduzea
con la fenilhidrazina formas cristalinaz andlogas a las de la glucosa. En
la fraccién restante del filtrado después de haberle evaporado el alcohol,
se hizo la prueba con la fenilhidrazina en la forma acostumbrada, obte-
niéndose un precipitado cristalino que fué identificado al microscopio como
glucosazona, teniendo de este modo una prueba de la presencia de glucesa

en el problema.

3er. Caso.

Otra aplicacién de los métodns descritos en capitulos anteriores fué
ia que s« hizo en miel de abejas. ILa miel de abejas es aziicar invertideo
natural, estando cristalizada en ella la glucosa.

La muestra se seecé en balio maria como en los casos anteriores, pe-
sando 2 g. del residuo seco rapidamente para evitar la absorecién de hu-
rmedad. Esta muestra se pasa a un vaso donde se le agregan 50 ml. ‘de
alecohol etilico de 909, dejandose durante 45 minutos y agitando la mez-
cla algunas veces con lo que se extrae la levulosa de la muestra. Se filtra
1a mezcla, investigandose la levuicvsa en el ﬁltr'ldo con el reactivo de Se-
liwanoff, resultando una intensa ecoloracién rojia, considerada como prue-
ba positiva de levulosa. El l‘eSldu-) ruede ser disuelto en alcohol de 50%%
6 en agua indistintamente; en el presente caso en gque sélo nos interesaba
ademas de la levulosa, confirmar la presencia de sacarosa y glucosa, des-
pués de lavado con unos ml. de alecohol de 909, fué disuelto en agua,
efectuando en una parte de esta solucién la reaccién de la sacarosa con
las soluciones de (WNO.).Co y de KOH al 50%. La aparicién del color
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fraccion de 8 ml.
prueba del acido mucico;




azul-amatista nos indicé la presencia de sacaroea en la micl.

En otra poreion de 12 a 15 ml. de la solucidén se agregd 1.5 ml. de
acido acético 1:1 e i1gual cantidad de solucidon de fenilhidrazina, mezclando
todo y calentando la mezcla a 872 C en bane maria por 45 minutos. Del
precipitado obtenido se colocs una pequehna cantidad en un portaobjetos
identificandose al microscopio los cristales de glucosazona, teniendo asi
una prueba positiva de glhacosa en la muestra.
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CAPITULO VI.
CONCLUSIONES. ——

la.—Hacemos una exposiciéon general de las estructuras gquimicas de
log diverscs azucares y carbohidrates con el objeto de demostrar la gran
dificultad que ofrece la separacién de ellos, cuando se encuentran mez-
clados, y la identificacién de cada uno, debido a la gran semejanza de
sus estruczuras quimicas, 3a que se trata en la mayor parte de los casos,
de mezclas de isémeros.

Za.._Fl niumero de reucciones tipicas de las distintas clases de aza-
cares y de carbohidratog es tun considerable que requiere, para su es-
tudio, una clasificacién. Esto es lo que llevamos a cabo en el Capitulo
If de este trabajoc.

Sa.._ILa clasificacién de reacciones obedece al criterio de considerar
en secciones distintas aquellas que son generales de todos estos cuerpos,
las gue son especiales de cada uno de cllcs, 3y las que son tipicas de algun
azuicar en particular.

da..— Hemos consultado y revisado una bibliografia extensa y creemos
habeyr logrado informarnos de la casi totalidad de reacciones de azicares
que se han publicado hasta la fecha. ILa mayor parte de ellas las hemos
practicado en el laboratorio, con muestras quimicamente puras de azica-
res diversos. '

5u.—-Se concecen muy pocas marchas unaliticas de separacién e iden-
tificacion de azGcecares. Las que consignamog en el Capitulo 1II son las
unicas publicadas. Todas ellas lag hemos practicado conforme se detalla.

6a.-—No encontrames satisfactoria ninguna de las marchas analiti-
cas. Sin embargo, 1a de Dische, la de Iawk y Bergeim y la de Whitehead
¥ Bradbury son las mas seguras.

7Ta.——Fundandonos en las marchas analiticas anteriormente menciona-
das, hemeces procedido en los diversos casos que estudiamos. Algunas mo-
dificacicnes que introdujimos en ellas se consignan en el Capitulo IV.

8a. Hemog resuelto los problemas de identificaciéon de distintos azi-
cares mezcladasz, de modo satisfactorio. IL.as mezelas que analizamos
fueron: sacarosa-lactosa-maltosa; glucosa-levulosa-manosa-galactosa; sa-
carosa-lactoza-glucosa-galactosa-levulosa; maltosa-glucosa-sacarosa; saca-
rosa-glucosa-levulosa ; sacarosa-arabinosa-xilesa-glucosa-levulosa.
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9a.Hicimos aplicacién priactica dc todas las reacciones y marchas
analiticas a mieles incristalizables y sulfitadas de cafia de azGcar, a leche

condensada y azucarada y a miel de abejas.

i0a.— Hemos conseguido buenos resultados e identificacién completa
de los aztcares que se mencichan en todcs los casas citados.
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