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"DETERMINACION C OEORIMETRIC A DE AZUCARES REDUCTORES
UTILIZANDO TETRAZOLIUM~RED Y EVALUACION DEL [(ETODO"




FLNALILIDAD:

E1 presente. trabajo ha tenido comoc objeto evaluar el

Tetrazolium~Red como reactivo para la determinacidn
colorimétrica de Azdcares reductores, compardndolo -
con el Licor de Fehling.




ORIGEN DEL MATERIAL DE TRABAJO

Bl material utilizado para el presente trabajo consis-
te en diversos productos azucarados tales como nécta -
res, glucosa en agua destilada (Sueros dextrosados) -
miel de cafla, miel de abejas y gaseosas, adquiridas en

las ciudades de Cartagena y San Juan Nepomuceno.




GENERALIDADES

El ensayo con el Tetrazolium-Red estd basado en la si-

guiente reaccidn:

RS N RS %
« VNN P ~ = P
Cs 2N + 2 (W] ., s 2 Y . -
‘ + WX
N“ SN'—RJ v -2EHJ N# BN——R"’
+
x-

X = ¢l17, NO3 -, SOI ete; R™ - ARYLO

Cuando un compuesto orgéﬁico contiene un grupo reduc -
tor y se calienta con une solucién de una sal de Wetrg
zolium con un buffer de pH = 12,5 el color de la solu~
cién cambia a rojo violeta o azul (depende del tino de
sal de Tetrazolium utilizada) y dentro de 1 minuto se
separa un precipitado llamado Formazan, las dos sales
de Tetrazolium mgs utilizadas son: 2-3-5 Trifenil Tetra
zolium Cloruro (Tetrazolium-Red) y el para anysyl totira

zolium blue.
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LICOR DE I'SHLING.~ %1 ensayo con el licor de PFehliug se

funda en ¢l pdder reductor del grupo carbonilo gue »Dasz
& dcido, reduciendo less sales cupricas en medio alcali-
110 a 6xido cuproso. Para evitar la orecipitacidén »revia
de ridroxido cuprico se agregan sustancias (sales <e hi
~droxidcidos) que forman un complejo soluble de colie. -
1l licor de fehling consiste en una disolucidn de sulfa
%0 cdorico (69,278 gramos de CuSO4 5H20 por litre ce di
solucidn) gue se mezcla en el momento del ensayo coit -

na disolucidén de sosa cdustica con tartrato sodio potd-

sico, sal de Rochelle o de Seignettie (100 gramos de WaOH

v 346 gramos de sal de Rochelle nor Litro de disolucidn)
Pl liguido toma color azul intenso (debido al coumnlejo
cinrico), se hierve y se agrega la disolucidn del agzi-.
car. S5i éste contiene unAgrupo de aldehido o cetone 1i-
“re se forma un precipitado amarillo de dxido cuproso -
hidratado gque pasa a un color rojo de éxido cuproso an-—
aidro al continuar la ebullicidn. lealizado el ensayo -
cuidadosamente sirve para la determinacidn cuantitativé
del correspondiente azucar.

La rerccién que se realizs, es como sigue:

Reaccidn:

1
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PARTE EXPERIMENTAL

APARATOS UTILIZADOS:

Fotocolorimetro: KLETT SUMMERSON

Tiliro Azul # 42

REACTIVOS,
Jidrdxide de Sodio 1 N.
“etrazelium Red al 1%

4cido Acédtico

isopropanol

Lcido clorhidrico

Solucidn de Hidrdxido de Sodio

Solucidn de Glucosa Q. P. al 1%

T ECHKICA: (Tetrazolium-Red). Colocar una alicuota

de la solucidn problema gque contenga 0,15 - 0,75 ng. -
de agicar invertido (de la muesira) en un tubo de ensa
vo de 20 ml, j completar volumen a 4 ml. con Isopirona-
nol; afiadir 1 ml., de Hidrdxido de Sodio 1 N. por 1 .al.
de una solucidn de Tetrazolium Red al 1% y coclocarla -
inmediatamente en un bafio de Maria en ebuiiiéién, quie-
tar el tubo exactzmente a los 90 segundos e introduciy
lo en agua fria con la adicidn de 1,1 ml.de dcico =o€l
co; a los 60 segundos afledir Isopropaﬁol hasta la war-
ca (exactamente 20 ml.) y medir la densidad Sptica con

vidrio verde azwlado. El color permanece hasta 24 horas

\ 2




PARTE EXPERIMENDAL

REACTIVOS
Sulfato de Cobre Puro Cristalizado .

Tartrato Sddice Potdsico

Hidréxido de Sodio

Azul de Metileno 1%

Acido Clorhidrico

Glucosa Q. P,

Titulo de Fehling: 1 ml. = 0.0065 gramos

VALORACTION DE LA 30LUCION DE FEHLING..- Colocar en un PFr—

lenmeyer de 250 ml., 10 ml. de cada una de las soluciones
de Fehiing, calentar a ebullicidn y agregar sin suspender
el calentsmiento, medi~nte una bureta la soludidn de glu-
éosa hasta que el color azul del Licor de Fehling se tor-
ne palido. Bn este momento afiadir 2 a 5 gotas de solucidn
de azul de.metileno ¥y seguir titulando con calentamiento

hasta decoloracidn total. Teniendo en cuenta la cantidad

de solucidn gastada en la titulacidn anterior, efectuar o
ira agregando dé wna vez una cantidad de solucidn de glu-
cosa de tal forma que solo falten de 0,5 a 1 ml. para ter

minar la tituwlacidn. Tomar este Wltimo dato parz los cdl-

culos.
CALCULOS ; ¥x 0,5 _ ;e | :
e _ —ifﬁrgf%}-— Pitulo de Fehling

Tituwlo de Fehling es 1la equivalencia de 1 ml. de éste en

glucosa.
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¥ = mililitros de solucidn de Glucosa anhidra al 0,5%

gastados.

e

= mililitros de solucidn de Fehling tomados.

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES (MBTODO FERLIG)..
Para la determinacidn de aglicares reductores, se coloca
en un erlenweyer de 250 mi. de capacidad 5 mi. a 1.0 ml,
de solucicn de Fehling y se hace la titulacidn como en
la técnica anterior (valoracidn de la solucidn de Peh-—

ling), colocando en le bureta la solucidn problena.

GALCULOS: Supongamos los siguientes datos en la deverai
nacidén de los aglcares reductores.

Volumen de Fehling tomado = 20 nl,.

Il

Ti{tulo de Fehling 0.0048 grauos

Solucién problema gastada = 5 ml,

Cada ml, de Pehling equivale a 0,0048 gramos de agzldcares
reductores, los 20 mi., equivaldran a 0.096 gramos ¥ co-
mo se gestaron 5 ml. de solucidn problems para reducir
1os 20 ml., de Fehling, en los 5 ml. del problema habrd
0.096 gramos de aéﬁcares reductores (expresados en glu-
cosa). El dato anterior se relacdiona a 100 ml, del Hro-

blems.




HIDROLISTS (INVERSION)

Una porcidn exactamente medida de la sqlucién problens

(20 ml.) se calientan a 702C. con 5 ml. de 4cide clor-

nidrice en Bafo de Maria; después de 15 minutos de ca--
lentamiento se enfria el liquido y se neutralizes con -
solucidn de Fidrdxido de Sodio y se completa a voluaen
determinado (100 ml.) con agua destilada.

Con esta solucidn que contiene los azidcares reductores
originales y los que ée forman durante la inversidn, -

hacer la titulscidn con el Licor de Pehling.

Y
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CONCLUSIONES

Basados en los promedios de los datos obtenidos por los

andlisis renlizados a las muestras podenos obgervar:

1.~ Que el método Tetrazolium-Red ofrece resultados tan -

precisos como los obtenidos por el méitodo de Fehling,ya

que éstos se hallan comprendidos entre los estipulados

para dichas muestras.

22.- El método Tetrazolium-Red es mucho mas répido por la fa
cilidad que presenta la preparacidn de los rezciivos vy

al mismo tiempo el desarrollo de lg técnica,

32.~ Para los laboratorios fabricantes de sueros dextrosados,

es recomendeble el método del Tetrazolium-Red por la ra

pidez y precisién que ofrece en los resultados.
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