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La realizacidn de esta tesis, se llevo a cabo con el fin de-
dar a conocar un metodo mas para la determinacidn de azucares re -
ductores.

Para el efecto se hicieron una serie amplia de ensayos con =
ol objeto de qus los resultados obtenidos, fueran los mas cercangs
a la realidad; de tal modo que lo ideal fué relacionar las expe ==
riencias realizadas de otros dos matodos con el propuesto, y as{ -
poder obtener y comparar clertos datos importantes, sin los cuales

no ser{a posible deducir conclusiones.
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Hay dos clases de azicares: reductores y no reductores.

Entre los dltimos el mds importante es la Sacar°sa’C12H22°11

Entre los reductores el mas importante es la glucosa,c631206

encontrandose también la levulosa, xilosa y disacdridcs como la =

maltosa Yy la lactosa.

Las forculas de cadena abierta de la d. y 1. Glucosa son las

sigulentes:
CH =0
. |
H-C - 0OH HO -
|
HO - C - H H -
|
H-C~ OH HO -
[
H «~ C ~ OH ) HO -
|
CH2 - OH
d. Glucosa 1.

H, - OH

Glucosa



zl, EFECT 2l LICOR D ' c DUCTORES

Cuando 1a glucosa, levulosa y manosa se someten a la accidn-
de un alcalf en sulucidn acuosa, los tres aziicares sufren una con-
version mutua hasta que se establece un equilibrio.

El mecanismo de la reacclon fué estudiado por Nef, y demos--
tré que una hexosa en presencia de una solucidén alcalina se con~-—-
t{erts en 1.2 enediol (I). Al afladir agua al enediol, éste pusde -
unirse do tre: diferentes maneras; el aldroxilo puede insertarse -
an un zarbono final dando el grupo aldeh{do; el hidrégeno se inser
ta on el segundo atomo de carbono por ruptura de cualquiera de las
ligaduras dando alguna de las dos aldosas, o el hidrégeno puede 1in
sartarso en el segundo atomo de carbono y dar con eliminacidn de -
ngua ,la cetosa 6.glutosa.

Con una recidn mas prolongada del aleali los enedioles toman -
1& posilcidn 2.3(II) y 3.4(III) hasta llegar a la forma de cetosa -
conoclida por el nombre de glutosa, que es un azicar reductor pero-
no fermentecible .

wolfrom y Lewls trabajando con la tetrametil-glucopiranosa -
observaron que el equilibrio real se establec{a aparentemente en --
tre la glucosa y la manosa pero que no se formd ninguna cetosa.

Con estas bases consideraron que la reaccion consistf{a en un
una simple enolizacion y regeneracién del grupo carbonilo resultan

do:

CH =0 CH - OH CH2 - 04 CHO
I —— 7] — ] :

H-C - 0OH Co - H ? =0 HO =~ ? - H
| [
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CH - OH
H
FO - H
CH - OH
!

CH -~ OH
1

CH - OH
!

CH, - OH

2
()

En la presencia de agentes oxidantes tales como las sales -=-

CH - OH

!

cH, ~ OH
(I1)

CHa - OH

]

CH - OH
1

CO - H
]

CoO - H

CH - OH
i
CH2 - OH

(IX1)

cipricas en soluciones alcalinas, los enedioles son reductores y -

pueden tomar ox{geno a expensas del cobre reduciéndolo a oxido cu-

proso.

De acuerdo con la teor{a de Nef, ocurre una disociacidén mo--

mentdnea en la posicidn de la doble ligadura y cada fragmento toma

oxigeno para dar el correspoundiente hidroxi-acido.

Como o1 snediol puede estar al tiempo de romperse la moléacu-

la en la posiciodn .2, 2.3, 3.4, y como los hidroxilos pueden ha--

ber alterado su posicidn relativa, el nimero de acidos diferentes-

producidos es grande.
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El principal método quimico para la determinacidén de azleca=--
res reductores, esta basado en la propiedad que tienen todos los -
aldeh{dos y cetonas para reducir scluciones alcalinas de ciertas =
sales metdalicas. -

En el caso de la plata y glucosa por ejemplo, es como sigué;

sl la reaccidén se ha hecho con cuidado:

0651206 + 9 Ag0 —— 18 Ag  + 3(cooH), 4 3H,0

Si el peso de la plata reducida es determinada en esta reac-
c1én, la cantidad de glucosa puede ser facilmente enconirada.

Pero desafortunadamenie 1a accidn reductora de los azicares=-
sobre las sales metalicas, no procede con la misma precision cuali
tativa qus en la resccidn arriba mencicnada, sino que la cantidad-

de metal reducldc var{a segin las condiclones en gque se haya hecho

-7 -



el experimaento, siendo la reacclidn rara vez completa.

Eo la prictien se evita esta diffcultad controlando al Pro=-
cesc, de zodo que slempre se obtenga ol mismo peso de metal reduci
do para la =i32a cantidsd de asicar.

Ba analisls de n:ﬁcnr, generalmente se emplean las soluclo..

nas alcalinas do cobdbra,

£l primer dato sobre analisia de arlcares reductores,ss re--
sonta al eflo 1819, cuando Vogel demostrd que el precipitado rojizo
gue se obten{a al hervir acetato de cobre con mlel, no era de CO~=
bre metalico como habia supuesto previamente, sino oxido euproso.

Trozmer en 1841, fuéd ol primero en valorar la solueldn alca-
lina de CuS0, como medlo para distingulr el aziear de uva del de -
onla.

Kl método de Troamer fué mejorado en 1844 por Barreswiell --
que hirzo un importante descubrimiento non la adicidn de tartrato -
de potasio sobre la sal de cobre aumentando as{ mucho su estabili-
dad. Esto método es volumétrico.

La solucidn dm ardcar fué ailadida poco a poco al reactivo de
cobre hirviendo, gue ha sido previamente estandarizado con glucosa
pura hasta que el color axil desaparezca.

En 1849 H.FPehling trabajo con gran cuidado en los detalles -
del método, encontrando algunos equivalentes estequliomatricos. Feh
iing orefs que 1 mg. de glucosa reducis 5 equivalentes de cobre, -
sin reconocer que la reaccldén es cuantitativa Gnicamente entre 1{-

mites de corrececién en temperatura y tlempo.
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La solucién de Pehling contenia 40.00g de CuSOy.sH,0, 160g =~
de tartrato neutrc de potasio y de 600-700g de solucidn de sosa de
1.12 de peso espec{fico y disueltos en agua (1154.% ml,), solucio-
nes A ¥ B.

Esto equivale a 34.65 de CuSOy.5H,0 disueltcs en 1000 ml. --
que es la proporcion usada por casi todos les invéstlgadores hasta
ia fecha.

La mezcla tiene el color amil intenso propic de las sales al
calinas de cobre. El mwtodo de Pehling se puede llevar a cabo en -
varias formas que son otras tantas modificaciones al métode origi-
nal y que pueden ser volumétricas, gravimétricas, electranicas, =--
colorizatricas.

Una do estas técnicas consiste en mezclar cantldades igualas
de las soluciones A y B y titular la mezcla hirviendo con la solu-
e¢1én problema hasta la desaparicidn del color amil.

Como en la reaceidn se forma un precipitado rojizo de d~ido=-
cuproso, debe esperarse despuss de cada adicidn de solucidn proble
ma hasta que se asiente el precipitado y observarse el liquido que
sobrenada.

Para distingulr mejor el vire de la solucidn, se ha sugerideo
usar como indicador azil de metileno, cuyo color es mis intenso --
que el de la solucidn cﬁpriea Y que se reduce al leucocompuesto --
incoloro al pasar el punto de squivalencla.

Ademis del reactivo de Fehling, se encuentra otro muy conoci
do, el de Benodict, que es una solucidn de sulfato clprico en alea

11, (NayCO3), en presencia de citrato sddico, que mantiene el Sxi-
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do ciprico en disolucion.

Las reacaiones que tlenen lugar en la oxidacidn por medio de

1a solucidn de Fehling, son extremadamente complejas.

Gusok +
?00 - K
H~-C-~ OH
| +
H-C~-0H
l
C00 - Na
CH =0
I
H~C~-O0H
|
HO - C ~H
|
H-C-0H
i
H-C-~-0OH
|
CH2 -~ OH
?OO - Na
H-C~-0H
t
HO -« C - H
|
—» H -~ ? - OH
"H - ? - OH
CH2 - OH
gluconato de
sodio
dextrogiro

+

2RaOH

?00 - K
H - ? - O\Cu
-~
H-«C-~-0
I

COC =« Na

Cu,0 +
ox{dulo

de
gobre

- 10 =

Cu(OH)2 — 2H20 + I

— Cl.l(OH)2 + Na,50,,

Co0 - K

P
H=-C =~ 0\\Cu
. -~
H-C~20

!

CO0 ~ Na

+ NaOH +

Cdo - K
H - é - OH
H - é - OH
A éoo - Na

"tartrato neutro
de sodio y potasio.

HoQ ——>




METOR VOLUMETRICO GENERAL DE LANE-EYNON,=

Es un método empir;co ¥ por lo tanto se necesita seguir cone
precisién para que sirvan los anilisis. Estd basado en la reduce--
eidn total del ion cliprico a cuproso por medio del reectivo de ==w

Pehling-Soxhlets,
BEAGTIVOZ:

A) Solucion de sulfato de cobre.
Disolver 34.639g de Cus0,.5H,0 en agua, aforar a 500 ml.-
y filtrar a tivaves de asbestos preparados,
B) Solucidn alcalina de tartrato.
Diszolver 173g de sal de La Rochela y 50g de hidréxido de-
sodio en agua, aforar a 500 ml. y dejar reposar dos d{as, filtrar-~

a traves de asbestos preparados.

ESTANDARLZACION Y METQRO DE TITULACION:

Pipetear exactamente 10 0 25 ml. de . mezcla de Soxhleté, o
5-25 ml. de cada una de las soluciones Soxhlet3 A y B en un matraz
de 300-400 ml. de capacidad, La cantidad de cobre tomada diferen—-
oiard ligeramente entrc los do. métodos de pipeteo, y el método ==
usado pueda ser llevado a cabo firmemente durante la estandariza--
eldn y detorminacidn,

Prepurar una solucion estandar de azdcar pura 3 tal concen-
tracion qué mas de 15 y menos de 50 ml. sean requeridos para redu-
eir todo el vobre.

La titulscidn puede ser calculada como sigue:
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Factor

mg. de azicar en 1 ml.~

Agregar casl toda la golucidn de azlcar requerida para el «=
efecto de la reduccisn de todo el cobre, asi que no mas de 0.5 ae==
1 ml. sean requeridos mas tarde para completar la titulacidn,

Be ocalienta la mezcla fria hasta la ebullicidn sobre una te-
la metalica y se mantiene por dos minutos con flama pequeidla para -
evitar que estalle.Se quita de la flama y se agregan 2-5 gotas de-
golucion acuoss al 1% de azil de metilenc, y completar la titula~=
eion dentro de la ebullicién en un tiempo total de tres minutos,=-
por adiciones pequeiiass de la solucidn de azicar hasta la decolora=
eion del indieador.

Multiplicando la lectura por el nimero de miligramos en 1 ml.
de la solucion estandar, se obtlens el factor. Comparar el factor-
gon la tabla y hacer la correccidn.

Pequeilas desviaclonss en los factores tabulados pueden pro=~-
venir de determinaciones individuales procedentes de la composi===

cion de los reactivos.
ACION:

S1 la concentracidén aproximzda del aglicar problema se desco-
noce, procedemos al método incrementsal de titulaciodn.

Se ailaden de 10 a 25 ml. de solucidén Soxhlets, 15 ml. de la-
solueidn de azicar y calentar cerca de la ebullieldn sobre tela de
alambre. Después de 15 segundos, adasdir rapidamente mas cantidades

de soluclidon de azGcar hasta que sea perceptible levemente el co-=
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lor azil. Entonces afiadir 2-5 gotas de la solucidn de azil de mét;
- leno y completar la titulacidn por adicidn de la solucldn de azf@i==
car g ta 8 gota.

Para mayor precisidn repotir la titulacidn afladiendo casi to
da la cantidad de azicar requerida para reducir todo el cobre.

Bn la tabla I se encuentra el factor eorréspondiente a la ==

concentracion,

HETODO DE BENSDICT.~

Solucion de Benedict:

Disolver 16g de Cusou.suao en 1252150 ml. de agua.

Disolver 150g de citrato de sodio, 130g de carbonato de so--
dlo(anhidro) y 10g de bloarbonato de sodio en cerca de 650 ml. de-
agua, y acelerar =l calentamiento de la solucion.

Combinar las dos soluclones agitando, enfriar, llevar a 1 1t.
y filtrar.

r 2 3

Traspasar 20 ml. del reaotivo de cobre a un mairaz Erlegme--
yor de 300 ml. y adaptar un tapén de hul. con dos orificlos.
Alladir 10 ml. de la solucldn de agucar contenlendo menos de~

20 mg. de azloar reductor.Colocarlo ceroa de una flama, llwvar a =~
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edulilcidn en & minutos ¥ continuarla por 3 minutos ex&ctahente, -
(Zas condlciones aproximedas son: flama conica de 50mm por 20mm, -
plncn de asbesto de 3Umm sobre un mechero, si se prefiere uns pla-
&a eon calor eldetrico puede sor usads, en cualquisra de los casos
un periodo de 5 minutos os raguerido para llevar al punto de ebu-.-
1llcicn a la aolucidn.)

Fasados los } minutos de haber empezado la ebullicidn, en---
friar la solucidn rapidamente colocando el matraz en un recipiente
con agua fria.

Adadir 100 ml. de solucidén de acido acético (24 ml. de acido
mcético glacial por litro) y traspasar una cantidad moderads de sg
lucidn de Yodo 0.0% N. exaatamente. Afiadir 25 ml. de HC1 (60 ml., ~
por litre) con una pipeta puesta contra la orilla del matraz y agl
tando para que se distribuya rdpidamente el acidojagltar por un mi
nuto la solucion de cleruro cuproso.

Titular el exceso de Yodo con solucidn de tiosulfato 0.0k N,
usando como indicador una solucidén de almidodn.

para monor cantidad que 20 mg. de agicar, cada ml. de tlosul
fato ropresontar& una cantidad constante de azﬁcar; para glucosa =

aproximadamente 1.12 mg. por ml.

- 1l -



FACTORES PARA 10ml DE SOLUCION SOXHLETS USADOS EN
CONEXiON CON EL METODO VOLUMETRICO GENERAL DE

LANE-EYNON
TABLA (1)

TITULACION(cc)l  FACTOR  ITITULACION(cc)|{  FACTOR  |TITULACION(cc)|  FACTOR
15 , 491 27 43.9 39 506
16 492 28 500 40 566
17 493 29 500 41 507
18 L 493 30 501 “2 507
19 | 494 31 502 43 508
20 495 32 502 4 508
21 495 33 503 48 50.9
22 49.6 34 503 46 509
23 487 35 504 47 510
24 498 36 504 48 51.0
2% 498 37 505 49 51.0
26 499 38 505 50 51.1
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dratado en agua y se ligva exactamente a 1 litro.
Solucidn alcalina de cobre EDTA, :
Disolver 37.22g de disodio etilen diaming tetracético dehi-e
dratado en un poco de agua, agréguese 286g de carbonato de sodio -
decahidratado. Cuéndo la solucién esté completa agréguesele 25¢ de
sulfato de codbre pentahidratado disuelto en un poco de agua, mézu-
clese bién y disuélvase em 1 1litro,
Otros reactivos:
Polvo indicador de murexida (1g del indicador triturados con

100g de NaCl), acido nftrico molar y amonfaco acuoso molar.

EBQCEDINIENTO: ,
Pipetear exactamente 10ml. de la solucidn alealina de cobre -
EDTA dentro deol matraz combinado filtro-reflujo y & spués agrégue~
se 10 ml. de la solucidn de la muestra de azdcar conteniendo de -=
2.5-3.5 mg. de aziicar reductor. Introdizcase 1 0 2 cuentas de vi--
drio de 8mm. en el aparato, conéctese el condensador.y sosténgase~
el uparato sobre el aro de vidrio y ia hoja de asbesto como 1o ===
muestra el dibujo "A",
litérvase y déjese el reflujo durante 10 inin., al final de es
te tiempo parese la resaccion agregandose 25 ml. de agua fria desti
lada a través del tubo condensador y filtrsse la solucidn succiow-
pando a través del disco poroso lateral.
Lavar el oxido de ccbre bién con agna estando seguro de en--
Juagar los lados del matraz.
Disolver vl precipitado da Oxido cuproso tratdndolo con 5 a=
10 ml. de acido nftrico molar, recoger el filtrado y los residuos--
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en un matraz de filtro cénico de 250 ml. ,lavar el filtrado bién -
con agua y agroguese 20 ml. de amon{aco acuoso molar (la solucidn-
dedbe estar clara), agroger 10 ml. da agua, 10 - 30 mg. de murexida
¥ finalmente titular con solucidén 0.02 molar de EDTA hasté que el-
indieador camble a color azul.

Caledlese la concentracidn de aziicar reductor con la ayuda --
de la tabla II. '

COMENTARIOS:

Los factores dades en la tabla 11, fueron obtenidos de los =
analisis de soluciones de azlicares puros.

Kl volimen de la solucién EDTA requerido es equivalente a la
cantidad de oxido cuproso precipitado, sin embargo, es facilmente-
reconocido que el precipitado de oxido cuproso de una solucidn al-
calina de cobre por reduccldn con azicares, no es estequiométrica

El uso del aparato del dibujo "A"™ no es obligatorio y exelen
tes resultados han sido obtenidos con el equipo usvai del laboratg
rio, como lo muestra el dibujo "B". Sin embargo la combinacidn £1l
tro-reflujo, elimina un nimero de cambios de la mezcla en reaccidn
reduciendo pérdidas.

Las reacciones que se verifican son las sigulentes:

gl agrupamiento carbanilo sufre una reduccion pasando a car-
uinol, esta oxidacién produce a su vez una reduceién de la sal de-

cobre formandose Cu?o, este se disuelve en HNO3 y reacciona con el

versenato en la sigulente forma:
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HOOC - B0y ~_CHy - COOH
SR -ci=H - R
HOOC - H,C CHy - COOH
HOOC - H,C~_ , ~ COOH
2SN~ cu = cn -,N(ca"’
———t 82(‘: ~\\ // faz
oo “Cu - 0ac

La forsula del indicador usado es la sigulente:

m’i-co .oc-A;m
{ !

0C C-N=C CO
! il | |
HN - CONH)y ©C - NH




condensador
+ adaptador de hule

c=120°

tittro de vidrio
b

aro de Pyrex

Pt e aSbEStO
APARATO PROPUESTO
Fig_“A"

APARATO USADO
Fig'liall




FACTORES EMPIRICOS PARA LA DETERMINACION

DE AZUCARES REDUCTORES
(x=ml.de solucion 0.02 motar requeridos en la titulacion)

TABLA (2}

MILIGRAMOS DE AZUCAR

VARIANTE S DE (X} GLUCOSA FRUCTOS:t LACTOSA ANH, MALTOSA ANH._“
22 a 5.0 0736X +0.24 0.70u X+0.52 1.000 X+ 0.09 0.921 xfo_dz")."
5.0 a 10.0 047s§_~x_¢o.11. 0742 X+ 031 1.009X+005 0.921X+0.27
10.0 a 15.0 0783X -0.11 0.783X~-0. 11 1.041X-0.28 0.871X-072
180 2 20.0 0.803 X -042 0.803X-0.42 1.077X -0.82 0.897X-0.61
200 a 25.0 0822 X -0.80 0.822X-0.80 1.687X-1.01 1.018X-1,03
250 a 30.0 0838X-1.20 0.838X-1.20 1.084X-1.20 1074X-2.44
30.0 a 35.0 0901 X -3.07 0.901X-3.07 1.094X-1.20 o 1L110X-3.52
350 a 400 0946% ~4.66 0.946 X - 4.66 1.180X - 4.20 1.168X-5.44
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VERSEMATO BENEDICT FEMLING
! PO A P PO O R 2 |
i o # . - o W € | a ° x &
AR A R R T I I R I N E R LSS AT I B AW
w 3 ey .~ . ~ o 5 -~ ~ - e & - - c T
R N B A E I S D - I A A ok RO S I
£ & s « w o wlE ol 3 P o loalEad s & s ls s
. Nax.
oS 7.25 | 3.8 | 23.2] 350
2,50 7.20 | 3.3 | 25.%] Wi
7,201 3.13 | 25.% 232 T
e Hax.
7.35] 3.19 | =363 3671
5,01 7.00 1 3.36 | <32.8] 1.
6.90 | .47 | =31.2]-31.2
Max.
5.85 | w.6h |-38.2] 307
7,55 8. 7.5]5.90| 9259 | <387 pin.
10.55] 8.15]-18.5] 15 ) 5.85 | b.6% | -38.2] 332
10.60] 8.18)-18.1
16.25} 12.02]-15.8
Max.
T6.15] 12,54 | 16,4 ’1‘:‘; %.50 ] 6.16 | -38.4 _38’.‘,'
15.0 | 16.20[12.58]~16.1 Win, | 10:0} 4451 6,21 =37.8] Min.
16.30[12.08]-15.5 15,5 b.bs | 6.21 | ~37.8]-37.8
16.25] 12.62[-15.8
21.70]17.03[-1%.8
Max.
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CAPITULO V



Por los trabajos realizados en esta tesis, se ha llegado a ~
las sigulentes conclusiones: »

a) Bl método de Benedlct no puede considerarse muy exacto, =
ya que los errores de una amplia serle de experlencias, todas prac
ticadas eon condiclones semejantes y observando las precauciones po
sibles, son considerables.

b) El mdtodo de Lane-Eynon en su modificacion Fehling-Soxh--
lets os ol mAs oxacto y a la vez el mas rapido, pues los errores =
obtenidos son inferiores a los de otros métodos.

¢) En el método propuesto seé observo que los errores son su-
periores a los obtenldos por el método de Lane-Eynon, el mecanismo
es mas complicado, lu cual, en plan de oxperimentacion resulta mo-
lesto, requiere mas tiempo para 3u determinacion y el precio es --
vlaevado, poro se puede proscindir de estos detalles en substitu---
cion del Benedict.
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