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ABSTRACT. Many papers have been written about
fluorescence, fluorescent compounds and fluorime-
tric analysis related to different types of organic com-
pounds, but only a few reports refer to these aspects
in the sugar field . The present work is a review of fluo-
rescent derivatives and fluorimetric analysis in
sugars, and in commercial products of sugar industry .
Reasearch about the formation of fluorescent com-
pounds from sugars in different reaction conditions is
included .

/NTRODUCC/ON
A mediados del siglo XVII se encontro una de las

primeras referencias del fendmeno de fluorescencia
en solution', pero no fue haste dos siglos despues que
Sir George Stokes' establece una distincion clara
entre este fenomeno y los de dispersion de la luz,
senalando que se fundamenta en una absofcion y
re-emision a diferente longitud de onda . Tambiena el
se debe el nombre, derivado de la fluorita (F 2Ca), por
presenter algunas de sus formas esta propiedad .

A partir de la decada del 50, el desarrollo de la ins-
trumentacion y, en particular, de detectores suficien-
temente sensibles, permitio la aplicacion del anslisis
de fluorescencia, tanto a compuestos que por su natu-
raleza presentan esta caracteristica (fluorescencia
native), como a aquellos que la exhiben despues de
ser modificados quimicamente (fluorescencia quimi-
camente inducida) .

La alts sensibilidad de los fotomultiplicadores
modernos permite la estimation de la concentration
de sustancias fluorescentes en un rango de valores
por debajo de 1'0 -70 mol/L .

En los ultimos veinte anos, se cuentan por ci2ntos,
anualmente, las referencias hechas sobre el analisis
fluorimetrico, con alto grado de sensibilidad y selecti-
vidad, en el campo de los complejos metalicos, iones
inorganicos, lipidos, aminoecidos, proteinas, enzi-
mas, esteroides, vitaminas,,purinas, pirimidmas, por-
firinas, medicamentos, drogas, hidrocarburosaroma-
ticos y sus derivados, insecticidas, herbicidas, hor-
monas, alimentos, aditivos, colorantes y compuestos
organicos oxigenados .

Segun la teoria de la luminiscencia y los requeri-
mientos pare que un compuesto organico fluorezca,
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RESUMEN. Se han escrito numerosos articulos
acerca de la fluorescencia, los compuestos fluores-
centes y el anslisis fluorimetrico relacionado con
diversos tipos de compuestos organicos, pero son
pocos los que se refieren a estos aspectos en el campo
de los azucares. El presente trabajo constituye una
revision de lo que se ha escrito acerca de los derivados
fluorescentes y del anslisis fluorimetrico de azucares
puros, asi como de la fluorescencia en productos de la
industria azucarera, incluyendo investigaciones rela-
cionadas con la formacion de compuestos fluorescen-
tes a partir de azucares an diferentes condiciones de
reaction .

los carbohidratos en general, y los azucares en parti-
cular, no pueden ser fluorescentes, as decir, no pue-
den exhibit fluorescencia native .

Por otro lado, existe una amplia information acerca
de la aplicacion'del anslisis de fluorescencia en el
campo de los carbohidratos mediante la obtencion de
derivados que si tienen esta propiedad, a partir de
reacciones enzimsticas y quimicas .

Es muy conocido el hecho de que los azucares
comerciales obtenidos a partir de la cana de azucar
presentan fluorescencia, debida esta, desde luogo, a
impurezas presentes en el producto . Este fluorescen-
cia as generalmente atribuida a pigmentos naturales
de la cana, que son fluorescentes .

Haste hate pocos anos, la formacion de sustancias
fluorescentes en reacciones de degradation de az6-
cares habia sido muy poco abordada y a su vez, cir-
cunscrita a un tipo particular de reaction y a un tipo
determinado de azucares .

F4 trabajos mss recientes se he comprobado la
formacion de sustancias fluorescentes en reacciones
,!e degradation de azucares reductores, en medio
scido y en medio alcalino ; se han observado impor-
tantes relaciones entre la medida de fluorescencia y la
de color o la de formacion de scidos ; se he caracteri-
zado la fluorescencia de estas complejas mezclas de
reaction; se he establecido la semejanza entre los sis-
temas modelo de degradation de azucares y distintos
productos intermedios de la industria azucarera,
desde el punto de vista de las caracteristicas de fluo-
rescencia. Por ultimo, se he estudiado la aplicacion
del metodo fluorimetrico como anslisis de alts sensi-
bilidad en la determination de la medida de degrada-
tion de anicares reductores o de las impurezas pre-
sentes en productos de la industria azucarera .



Principios b4sicos Al fenomeno de
luminiscencia' .3_4

La emisi6n de luz por una molecula qua he sido
previamente excitada mediantg la absorcion de cual-
quier tipo de radiation (luz UV, calor, rayos X o infra-
rrojos, etc .), se define con el termino generico de lumi-
niscencia. Lo mas comun as que se produzca por
absorcion de luz UV aunque no todas las bandas del
espectro de absorcion UV son capaces de producir
luminiscencia. Esta, por su naturaleza, se clasifica en
dos formas diferentes: fluorescencia y fosforescen-
cia .

A temperature ambiente, la energia termica as
insuficiente pare exciter las moleculas de una sustan-
cia y estas yacen en el estado base, as decir, que los
electrones estan distribuidos de tal forma que la
energia as minima .

En una molecula normal, con numero par de elec-
trones el estado base es singlete y se define por S o ; los
eletrones estan pareados, o sea, que hay tantos elec-
trones con spin s=+1/2 como con spins=- 1/2 ; el
spin resultante as entonces 0 . La multiplicidad rete-
cionada con el spin resultante S por la expresion 25 +
+ 1, expresa el momento angular orbital de un estado
dado de un atomo o de una molecula . En el estado
base S, la multiplicidad es 1 .

Cuando una molecula absorbe cualquier forma de
energia, por ejernplo, luz UV, se excite a un estado
electronico mas alto ; to mas probable es que ninguno
de sus electrones vane su spin, estando, en este caso,
todos los electrones tambien pareados en el estado
excitado, S„ siendo asi, la multiplicidad 1 y el estado
singlete. La transition del estado S o al primer estado
excitado S, transcurre en un tiempo muy corto, 10 - ' s s
y dependiendo de to energia de los fotones puede ter-
minar en cualquiera de los subniveles vibracionales
de S, . En un sistema denso (solido, liquido o gaseoso
a alta presion), la energia vibracional es efectiva-
mente disipada por interaction con el medio circun-
dante, de tal forma que la molecula excitada, en un
tiempo corto, de 10 - " a 10 - " s, alcanza el nivel vibra-
cional mas bajo de S, . El retorno at estado base S o
puede ser una transicion directa, con emision de luz
de una energia menor que lade absorcion y, partanto,
en una longitud de onda mayor, (Ley,de Stokes) ; esta
as la fluorescencia . Este transicion de S, a S o tiene
lugar en un periodo de r de 10' a 10`9 s .

Por otra parte, cuando por cualquier perturbation,
un electron invierte su spin en una transicion, la mole
cula so encuentra entonces con dos electrones no
pareados (S = 1/2 + 1 /2 = 1), cada uno ocupando un
orbital diferente; la multiplicidad, en este caso, tiene
un valor de 3 y la molecula se encuentra en un nivel
electronico.triplete que es un estado metaestable .

La fosforescencia envuelve una transicion desde el
estado triplete T, al estado base S o . La transicion del
estado base at estado triplete T, as altamente impro-
bable (prohibida) . Sin embargo, por an proceso de
conversion interns en el estado excitado, (inversion de
spin), la molecule puede sufrir una transicion de S, a
T, con alguna probabilidad, ya que la energia del sub-
nivel vibracional mas bajo de T, as menor que la de S ; .
Las moleculas en el estado excitado T, pueden retor-
nar at estado base So a traves de S, solamente si
adquieren energia del medio circundante, por
ejemplo, calor ; en este caso, la luz emitida es la misma
que en la fluorescencia, pero el tiempo de vida del
estado excitado es mayor que 10 - a s . Esto se deno-
mina fluorescencia retardada .

A bajas temperaturas la energia termica es insufi-
ciente y el retorno at estado base solo se efectua a tra-
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yes de la transicion prohibida de T, a S o. Como esta
transition tiene muy poca probabilidad, el estado
excitado T, persiste por un tiempo relativamente
largo, haste varios segundos a temperatures ordina-
rias. El tipo de emisi6n producida en este proceso es
fosforescencia .

No todas las moleculas qua absorben luz son capa-
ces de fluorescer, as decir, retornar al estado base
mediante la emisi6n fot6nica desde el primer estado
excitado S, . Para que este fenomeno tenga lugar se
requieren determinadas propiedades estructurales
moleculares que posibiliten el caracter de ]as transi-
ciones electronicas .

El conocimiento actual de los requerimientos
estructurales pare qua una sustancia presente fluo-
rescencia es eminentemente empirico y en los com-
puestos organicos se destacan tres factores funda
mentales: la naturaleza del esqueleto de carbono, to
disposici6n geometrica de la molecula y el tipo y post-
cion de los sustituyentes .

Los compuestos organicos saturados no son nor-
malmente fluorescentes en estado solido o liquido, en
el UV cercano o en el visible .

Por to general, los compuestos fluorescentes con-
tienen, en su estructura, un sistema conjugado de
dobles enlaces, pero notodos los compuestos que tie-
nen conjugation son fluorescentes . At aumentar la
extension de Is conjugation se producen dos factores
fundamentales: desplazamiento de la longitud de
onda de absorcion y, por tanto, tambien la de fluores-
cencia hacia el rojo del espectro .

Las moleculas qua contienen los dobles enlaces en
estructuras ciclicas fluorescen con mayor intensidad
qua aquellas que los contienen en una cadena abierta .

Un mayor cantidad de anillos aromaticos en la
estructura conlleva tambien un aumento de intensi-
dad de fluorescencia .

La planaridad del sistema conjugado parece ser
esencial para que tenga lugar una maxima fluorescen-
cia. Cuando existen factores estericos que entorpecen
la planaridad y con ello, la libre movilidad de los elec-
trones n la fluorescencia disminuye . La rigidez mole-
cular as tambien un factor necesario pare lograr un
maximo de intensidad do fluorescencia . Si la .mole-
cula no as rigida, la energia absorbida puede disi-
parse en forma de calor. Este necesaria rigidez explica
tambien la mayor fluorescencia que se le atribuye a los
sistemas ciclicos frente a los sistemas de cadena
abierta .

La medida en la cual un sustituyente particular
afecta o modifica las propiedades fluorescentes de un
sistema conjugado, depende mayormente do su
efecto en to estructura electronica de la molecula . En
general, los sustituyentes electrodonantes (positiva-
mente mesomericos), aumentan la movilidad do los
electrones y aumentan la fluorescencia, mientras qua
los grupos que atraen electrones la disminuyen .

Otros requerimientos pare qua exista el fenomeno
de fluorescencia son de caracterelectronico . La longi-
tud de onda mas large dentro del espectro de absor,
ci6n as la qua corresponds a la transicion n n o nn' .
Ademas, cuando las moleculas absorben radjaciones
de frecuencias de alta energia (longitud de onda
corta), estin propensas a la predisociaci6n (ruptura
de enlaces). Por otra parte se sabe que las sustancias
en las cuales la longitud de onda de absorcion mayor
corresponds a una transicion n n', (moleculas qua con-
tienen un heteroatomo como el oxigeno, el nitrogeno,
azufre) tambien pueden ser fosforescentes .

El estado excitado singlete es relativamente sen-
sible a los procesos de desactivacion por to que debe
tener una vida media (r) de alrededor de 10' s . Una



vida media mayor favorece los procesos de cruza-
miento entre sistemas al estado triplets ; una vida
media mas corta implica,quo existan procesos eficien-
tes de desactivacion de la molecula .

La fluorescencia de una sustancia puede tambien
afectarse por fdctores externos, tales como la influen-
cia de otras moleculas, el pH, la temperature . Los fac-
tores instrumentales tambien afectan is perception
de la fluorescencia .

La expresionmatematica quo permits calcular la
intensidad de fluorescencia de una sustancia esta
relacionada con Ia definicionde esta, la cual establece
que la luz as absorbida en una longitud de onda y emi-
tida anotran

donde :

I intensidad de la luz emitida o intensidad de
fluorescencia

I, intensidad de la luz absorbida
Q rendimiento cuantico de fluorescencia el que
esta dodo por :

Q=mimero de-_cuarit4tem_itidos
numero de cuantos absorbidos

Los valores de Q fluctuan entre 0 y 1 . Pocos com-
puestos tienen un rendimiento cuantico con valor car-
cano a 1 . Por lo general, el valor del rendimiento cuan-
tico en los compuestos fluorescentes as bajo .

Para muchos compuestos el valor de Q no he sido
determinado porque en la practica as muy dificil obte-
ner una medicion exacta, ye qua la luz emitida no as
igual en todas ]as direcciones y para las moleculas se
obtiene una banda ancha qua tiene que ser medida
con fotodetectores cuya respuesta no as igual an
todas [as longitudes do onda . Ademas, la intensidad
de la luz emitida (I) y la intensidad do la luz excitadora
(I,), corresponden a distintas longitudes de onda y son
de diferentes ordenes de magnitud. For osta razon, en
la practica, se utilize un patron y se expresa la intensi
dad de fluorescencia an unidades relatives (I,) . Este
procedimiento cancela, ademas, los efectos qua pue-
den introducir los factores geometricos del aquipo
utilizado. Generalmente, se emplea como patron el
sulfato de quinine an solucion acuosa acida an con-
centraciones hasta de 10 -9 g/mL qua tiene un rendi-
miento cuantico haste 0,8 .

Comparando ]as tres ecuaciones basicas para cal-
cular la intensidad de fluorescencia :

1 = 1,Q

	

(1)
l, = 1, (1-T)

	

(2)
(1-T) = 2,3 ecd

	

(3)
donde :

I, intensidad de la luz absorbida

T transmitancia

c concentration de la solucion

d longitud del paso optico

e coeficiente de extincion molar

Se tiene quer

1 = 1-1 2 .3 tcd

	

(4)

1 05

En un aquipo particular y para una sustancia fluo-
rescente determinada e, d y Q son constantes, por to
qua la ecuacion (4) se puede expresar an la forma :

I=1,ko

	

(5)

Asi, la intensidad defluorescencia es directamente
proporcional a la concentration de la sustancia fluo-
rescente dentro del rango de 10 -6 a 10- ' 0 g/mL .

En los espectrofluor(metros, cuyos elementos dis-
criminadores de las longitudes de onda de excitacion
y do emision respectivas (primaria y secundaria), pue-
den ser filtros o monocromadores, la luz qua Ilega al
detector as la luz emitida o fluorescencia y el espec-
trograma de fluorescencia as un diagrama de intensi-
dad contra longitud de onda; si porotra parts, se fija el
analizador en la longitud de onda correspondiente al
maxima de fluorescencia y la luz excitadora as variada
dentro del tango de absorcion, so obtiene e( espectro-
grama de excitacion .

Derivados fluorescentes y analisis
f/uorimetrico aplicado en e/ campo de los

carbohidratos

Exists una amplia information acerca de la aplica-
cion del analisis de fluorescencia en el campo de los
carbohidratos mediantela obtencion de derivados a
partir de reacciones enzimaticas y quimicas .

La detection fluorimetrica de glucose an sangre,
an orina o an otros medios biologicos, previa reaction
enzimatica, he sido descrita °L3 con frecuencia .

De la misma forma, otros carbohidratos (cetosas,
oligosacaridos y polisacaridos) se han hecho accesi-
bles al analisis porfluorescencia 1 ' 15 .

Diversos metodos quimicos han sido empleados
pare obtenerderivados fluorescentes de carbohidra-
tos, fundamentalmente de monosacaridos y lograr su
detection an papal, cane delgada'a - '8, columna79 . asi
como disuelto an et mismo medio quimico a incluso
biologico2 ° .

La combination de los metodos enzimatico y
quimico he sido empleada an el analisis fluorimetrico
de glucosa en sangre21 .

-Algunos autores hanobservado qua la glucose en
solution de hidroxido de sodio al 5 %, calentando an
bano de agua, produce una fluorescencia verde dec-
pugs de 5 min, sin embargo, en solucion al 10 % de
acido clorhidrico, aun despues de 5 h, no produce
fluorescencia, la qua si aparece an cuanto se alcaliniza
la solucion 22 .23 . (Esto se•explica porel efecto "apaga-
dor" qua ejerce el ion cloruro sobre la fluorescencia,
pues como se expone mas adelante, algunas investi-
gaciones han demostrado qua los azucares se degra-
dan tanto en medio acido como an medio alcalino,
dando compuestos-fluorescentes). Tambien an acido
clorhidrico, al qua se [a haya adicionado una solucion
al 1 % de orcinol, la glucose produce un color amari-
ilo-rojizo qua una vez extraido con alcohol produce
una fluorescencia verde 23s4.

Por otra parts, la fructose, La arabinosa y la ram-
nosa, al ser calentadas an una solucion de oxicloruro
de zirconio producen una fluorescencia verde, mien-
tras que los alditoles no reaccionan .

Las aidosas y metil-pentosas, at ser calentadas
con acido clorhidrico y resorcinol, producen un com-
puesto, quo al disolverse en alcohol, produce fluores-
cencia verde 23 .24

La fructosa, al calentarse con partes iguales de
resorcinol y acido clorhidrico produce un precipitado
rojo que se disuelve en alcohol ; al anadir carbonate de
sodio da una solucion naranja qua al ser extraida con



alcohol amilico, produce una fluorescencia que varia
entre el rojo y el verde 23,24 .

Para la detecci6n de sacarosa en leche, Radley y
Grand emplearon la tecnica de resorcinol en acido
clorhidrico ; al calentar se produjo una fluorescencia
rojiza, cuya intensidad correspondi6 con la cantidad
de sacarosa presente 25 .

Amati y Rolzano 2s examinaron distintos azucares,
tanto en estado cristalino como disueltos en agua,
alcohol y titer y plantearon que las diferencias obser-
vadas podrian servir como un media pare realizar su
identification .

Deribere 27 observ6 que la fluorescencia azul de la
sacarosa se desviaba hacia la region amarilla en un
grado que dependia del contenido de azucares inver-
tidos .

Recientemente, algunos investigadores desarro-
Ilaron tecnicas analiticas de azucares basadas en su
reaccion con etilendiamina 28 _

3° . Los azucares reduc-
tores, al reaccionar con sulfato de etilendiamina en
solution amortiguadora de fosfato, producen una
fluorescencia con maximos de excitacion y de emision
en 400 y 465 nm respectivamente . Estas reacciones
han sido aplicadas en la microdeterminacion de azu-
cares reductores31 .

Los acidos uronicos, porotro lado, cuando reaccio-
nan con sulfato cte etilendiamina en solution de ace
tato, en distintas condiciones, producen fluorescen-
cia con maximos de excitacion y de emision en 328 y
406 nm respectivamente . La microdeterminacion de
acidos uronicos se hace posible en un rango de
0,5 . 10-2 a 2 . 10 - ' pmol/mL sin interferencia de otros
carbohidratos 32 .

La formation de sustancias fluorescentes en [as
soluciones de fructosa, tratadas con acido para la for-
macion de hidroximetilfurfural, fue descrita por Yo-
shihiro y Hashimoto 33 , quienes observaron la forma-
tion de una sustancia fluorescente verde fundamen-
talmente a partir de azucares que tenian en su estruc-
tura Is fe; ma furanosica, tales como : fructosa, saca-
rosa y rafinosa . Hashimoto caracterizo las sustancias
fluorescentes por metodos espectrosc6picos y cro-
matograficos y comprob6 la similitud de ellas aun
proveniendo de distintos azucares de estructura fura-
nosica 34 . Estudi6 el efecto de algunos alcoholes en la
formation de las sustancias fluorescentes en condi-
ciones de reaccion de los azucares 35 en medio acido .
Encontr6 correlacisn entre la fluorescencia y el color
en las soluciones de fructose a pH < 2 . El resultado
de estos experimentos sin embargo, no permiti6 defi-
ner claramente si las sustanciasfluorescentes son pre-
cursoras de las sustancias coloreadas 3s

Continuando las experiencias, Hashimoto com-
prob6 la formation do una sustancia fluorescente
verde en el tratamiento de la fructose con acido clorhi-
drico 3 mot/L, la cual mostr6 un maximo de absorcion
entre 410 y 420 nm y un pico de fluorescencia alrede-
dor de 510 nm . La sustancia fluorescente, aislada por
cromatografia de capa delgada, mostrd una reduction
de su intensidad de fluorescencia, ("apagamiento" ),
al sertratada con hidroxilamina, asi como en la hidro-
genacion con paladio, lo que sugiere al autorto pre-
sencia de grupos carbonilo 37 en Is molecula de
aquella . Soluciones acuosas de la sustancia fluores-
cente, tambien muestran una disminuci6n de la inten-
sidad de fluorescencia en presencia de distintos
agentes 38 , tales como : aire, oxigeno, agua oxigenada
e incluso el ion Fe(Ill) en medio acido .

Posteriormente, Carpenter y Roberts 39 Ilegaron a la
conclusion de que la sustancia fluorescente verde que
se forma conjuntamente con hidroximetilfurfural en Is
reaccion de fructose en medio acido, descrita por
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Yoshihiro y Hashimoto 33 , es la misma 3,4-dideoxi-
glucosulosa-3-eno (DGU) que Anet 40 demostr6 que
existia -en sus dos configuraciohes cis y trans-, en
las mezclas de la degradation de fructosa en medio
acido y que evalu6 como precursores inmediatos de
hidroximetilfurfural .

Se ha discutido-tambien la formation de sustan-
cias fluorescentes, a partir de la reaccion de azucares
con aminoacidos a bajos valores de pH 41 '42 .

El fendmeno de la fluorescencia en
productos de la industria azucarera

La fluorescencia que se produce por irradiation
ultravioleta de lasfracciones separadas por electrofo-
resis de alto voltaje, en distintos productos de la
industria azucarera he sido descrita en los trabajos de
Gross"", de Farber y col ." y Farber y Carpenter" .

Wall y Carpenter47 realizaron un estudio explorato-
rio con la finalidad de caracterizar la fluorescencia de
distintos productos de la industria azucarera y decidir
la posible sustitucion del metodo colorimetrico por el
fluorimetrico . En estos trabajos, la fluorescencia
observada, as generalmente atribuida a los pigmen-
tos naturales de to cane qua son fluorescentes y que
persisten despues de la refinacion. Posteriormente,
Charles 48 describio distintos tipos de colorantes fluo-
rescentes, su comportarniento con el pH y su correla-
ci6n con el color .

Los pigmentos naturales estan constituidos gene-
ralmente por compuestos fenolicos polisustituidos
con cadenas insaturadas y terminates carboxilicos . De
esta naturaleza son los acidos siguientes : cloroge-
nico, cafeico, resultante de la hidrolisis del primero ;
p-hidroxicinamico, sinsptico (4-hidroxi-3,5-dime-
toxicinamico) ; asi como la umbeliferona, que as la lac-
tone correspondiente al acido cis-2,4dihidroxicina-
mico y otros como los derivados del acido benzoico,
tales como el p-hidroxibenzoico y el vanilico
(4-hidroxi-3-metoxibenzoico) .

Muchos anos antes, varios autores 6950 se habian
referido a la fluorescencia observada en azucares
comerciales, al ser excitados con luz UV . Lewis advir-
tio 50 que toda fluorescencia observada en azucares
debia ser juzgada muy criticamente, a menos que la
muestra hubiera sido de antemano rigurosamente
purificada .

Sandera 51 atribuyo la causa de la fluorescencia
observada en los productos de la industria azucarera a
la destruction de los azucares invertidos .

Mezzadroli y Vareton 52 investigaron una gama de
productos azucareros desde el crudo hasta ei refina,
pero no dieron detalles de todas las caracteristicas de
fluorescencia .

Lunden5 3 examin6 la fluorescencia de un numero
de azucares comerciales, tanto en estado solido como
en solution, por medio de una serie de filtros diferen-
tes. En azucares, con menos de 0,003 % de ceniza, no
se apreciaba fluorescencia, sin embargo, esta se
intensificaba en un tono violeta con la adici6n de otra
sustancia coloreada no fluorescente .

En un trabajo posterior 54, analizo la fluorescencia
de varios productos azucareros y correlacion6 esta
con la concentration de protones, el contenido de
ceniza y las caracteristicas espectroscopicas corres-
pondientes .

Otros autores 27 r 55-57 han trabajado en azucar y en
mieles .



Investigations recientes en el estudio de la
fluorescencia en productos de la industria

azucarera y en reacciones de degradation de
azucares reductores.

Estudios realizados recientemente 58-63 han
demostrado la similitud que existe en las caracteristi-
cas de la fluorescencia observada en productos inter-
medios y finales de la industria azucarera y en reaccio-
nes de degradacion de azucares reductores ; tanto en
medio acido como alcalino .

El guarapo clarificado, is meladura, la miel final y el
crudo presentan un maxima de excitaci6n en 390 nm y
una banda ancha de poca intensidad entre 300 y
350 rim, cuyos maximos de fluorescencia se encuen-
tran en 440 y'490 nm . Estas mismas caracteristicas
espectrales se observan coma resultado de la degra-
dacion acida de sacarosa y de glucose (pH 5 ; 90 a
100 °C) y de is degradacion alcalina de glucose (pH 8 a
10 ; 70 a 90 °C) . La presencia de aminoacidos en estos
sistemas modelo no altera las caracteristicas de fluores-
cencia observada en los casos anteriores .

Estes experiencias demuestran que en la fluores-
cencia observada en productos intermedios y finales
de Is industria azucarera (ademas de la fluorescencia
debida a Ins pigmentos) hay una contribution apre
ciable qua proviene de la degradacion de azucares
reductores en las condiciones del proceso fabril .

La degradacion alcalina de otros azucares reduc-
tores (DL-gliceraldehido, D-xilosa, L-arabinosa,
D-manosa y D-galactosa) ha mostrado similares
caracteristicas espectrales de fluorescencia a las
observadas en el caso de la glucose, lo que demuestra
qua se forman sustancias fluorescentes con carac-
teristicas similares independientemente oel tamano
dole cadena, (triosa, pentosa, hexosa), de Is configu-
raci6n y dole funcion carbonilo (aldosa o cetosa) . Este
similitud de una propiedad (fluorescencia), lograda
an condiciones tan diversas, sugirib Is posible partici-
pacion de un intermediario proveniente del azucarquo
escapazdoexistirtantoonmedioacidc como alca-
line, como as el caso de Is 3-deoxiglicosulosa .

Para prober Is hipotesis anterior, se tomo como
modelo de Is 3-deoxiglucosulosa, la cual despues de
ser sintetizada y purificada se someti6 a condiciones
de reaccion aciday alcalina, observindose, an ambos
casos, Is similitud de caracteristicas de fiuorescencia
con las observadas an los casos anteriores .

El sistema modelo de degradacion de glucose en
medio alcalino, se estudio mss detenidamente en
relation con el fenomeno de Is fluorescencia, obser-
vandose los aspectos siguientes :

La presencia de distintas especies o sustancias
fluorescentes, siendo las fundamentales [as qua tie-
nen sud maximos de excitaci6n en 310; 350; 360 y
390 mm con los correspond ientes maximos de emi-
siono de fluorescencia an 350; 420; 440 y 430 a
480 nm, respectivamente .

A una de [as especies predominantes (excitaci6n
en 310 nm, fluorescencia an 350) aislada en Biogel P-2,
se le determin6 el tiempo de vida media-C, obteniendose
dos valores : 3,5 ns ±1 ns y 10 ns ±1 ns . Este hecho
indico qua Is fraction estaba en realidad compuesta por
dos sustancias fluorescentes, con identicas caracteristi-
cas espectrales .

Una correlation lineal entre Is medida de Is inten-
sidad relative de fluorescencia y Is medida de forma-
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ci6n de acidos, asi como entre aquella y Is absorban-
cia en 420 rim, como medida de color en el transcurso
de Is reaccion .

Cads uno de estos tres parametros, medidos an
intervalos iguales durante el transcurso de Is reac-
cion, demuestran qua responden a una cinetica de pri-
mer orden con distintas constantes de velocidad apa-
rentes .

Como se demostro qua Is fluorescencia as una
medida de Is degradation de azucares reductores, se
abre una perspective de estudio hacia la aplicacidm
del metodo fluorimetrico a una amplia game de proce-
sos donde se encuentran presentes estos productos
naturales .

BIBLIOGRAFIA

1 . Bowen E . J . "Luminiscence in Chemistry" . 77 D .
Van Nostrand Co . Ltd. London, 1968 .

2. Stokes G. Phil. Trans., 143, 63, 1952 .
3. Parker C . A. "Fluorescence of solutions", Elsevier

Publishing Co .. Amsterdam, London, New York .

4. Florkin M . Comprehensive Biochem., 3, 169,
1962 .

5 . Underfriend S . Fluorescence assay in Biology and
Medicine. Academic Press, London, New York,
1962 .

6. Seiter C. W., Hill H . D. and Summer G. K . C/in.
Chem. 19 . 1 296. 1973 .

7 . Nishi H . H . and Kestner J . S. Clin. Chem . 17, 647,
1971 .

8 . Hochalla N . J . and Hill J . B . Clin. Chem . 15, 949,
1969 .

9 . Williams D . C. and Huff G . r . Clin Chem., 22,372,
1976.

10. Maitre P. K. and Estabrock R . W . Anal. Biochem. 7,
472, 1964 .

11 . Schersten B . and Tibbling G. Clin . Chem. 74, 243,
1968 .

12 . lbid, Clin. Chem . Acta., 18, 383, 1967 .

13. Phyllys R . E . Amer. J. Clin . Pathol., 49, 622, 1968 .

14. Guibault 0 . G., Sadni M. H . and Perez K, Anal Bio-
chem., 31, 91, 1968 .

15 . Passonneau J. V., Gatfield P. D., Schulz D . W. and
Lawry 0. H . Anal. Biochem., 19, 315, 1967 .

16. Smith B. G. J. Chromatog., 82, 95, 1973 .

17. Garraway J . L. and Cook S. E. J. Chromatog. 46,
134, 1970 .

18. Nakni T., Koyama M . and Demurs H. J. Chromatog.
50, 338, 1970.

19. Weber P., Bernstein I . and Wingler R . J . Ana/. Bio-
chem. 14., 100, 1966 .

20 . Ohkura Y., Watanabe Y. and Momose T . Chem .
Farm. Bull. 19, 1 842, 1971 .

21 . Bostick D . T . and Hercules D . M . Anal Latt. 7. 347,
1974 .

22 . Kein G. and Linser M . Osterr. Bet. Zeit, 79, 125,
1930 .

23 . Dhere C. -Abderhalden's "Handbuch der Biologis-
chenArbeitsmethoden" . II, 3,4 (Berlin) Urban
and Schwarzenberg, 1930 .

24. Abderhalden E . Biochem. Hand/ex ., 2,313,191 1 .



25. Radley J. A. and Grand J . "Fluorescence Analysis
in Ultraviolet light" . 3rd ed. Van Nostrand Co .
Inc. New York, 1949 .

26. Amati A. and Bolzano G . Chimica, 7,152, 1931
27 . D6ribere M . Bull. Assoc. Chim. 55, 2, 1938 .
28 . Honda S., Kakimoto K ., Kakehi K. and Takiura K .

Anal. Chim. Acta, 64, 310, 1973.
29 . Honda S., Matsuda Y, Takahashi M . and Kakehi K .

Anal. Chem. 52,1 079, 1980 .
30 . Mopper K., Dawson K., Liebezeit G . and Hansen H.P.

Anal. Chem. 52, 2 018, 1980 .
31 . Honda S ., .Kakimoto K., Kakehi K. and Takiura K .

Anal. Chim. Acta, 70, 133, 1974.

32 . Honda S., Sudo K., Kakehi K ., Yuki H. and Takiura
K. Anal. Chim. Acta, 77, 199, 1975.

33. Yoshihiro Y. and Hashimoto J . Nippon Kagaku
Zashf 87, 1 339, 1969, Chem. Abstr., 67,
91, 047 t, 1969 .

34.Hashimoto J . Nippon Kagaku Zashi 89, 1 266,
1968 .

35 . Ibid. 90, 320, 1969, Chem. Abstr. 71, 3 596a,
1969 .

36 . Ibid . 90, 920, 1969, Chem. Abstr. 72, 79 366 s,
1970 .

37 . Ibid . 90,1 275, 1969, Chem . Abstr. 72, 90 762 p,
1970 .

38 . Hashimoto J . and Yoshihiro Y . Nippon Kagaku
Zashi, 92, 804, 1971 . Chem. Abstr. 76, 71
630 k, 1972 .

39 . Carpenter F . G . and Roberts E . J . Proc. Tech. Sess.
Cane Sugar Ref Res., 106, 1974 .

40. Anal E . F . L . J . Austr. J. Chem . 18, 240, 1965 .
41 . Adhikari H . R . and Tappel A . L. J. Food Sci., 38,

486, 1973 . Chem. Abstr., 78,146 383, 1973 .
42. Shimisu Y. and Bito M . Nippon Suissan Cokkaishi,

39, 551, 1973 . Chem. Abstr., 79, 51 913 p,
1973 .

43. Gross D. International Sugar J., 69, 323, 1967 .
44. Ibid., 69, 360, 1967 .
45. Farber L., McDonald S . J., Carpenter F . G . Proc.

Tech. Sess. Cane Sugar Ref. Res., 85, 1968 .

46 . Farber L. and Carpenter F . G . Proc. Tech . Sess.
Cane Sugar Ref. Res., 157, 1971 .

47. Wall J. H. and Carpenter F. G . Proc. Tech. Sess.
Cane Sugar Ref Res. 157, 1971 .

48. Charles D . F . Proc. Tech. Sess. Cane Sugar Ref.
Res., 93, 1974 .

49. Popp G. Zeit. Unters. Lebensm., 52, 165, 1926.
Chem. Ze.tg. 50, 588, 1926 .

50. Lewis S. J . Nature 143, 316, 1939 .
51 . Sandera K. Zeit. Zuckerind. Czechoslav., 51, 237,

1927 .
52. Mezzadroli G .,.Vareton E. Cong . Naationale Chim .

pure o appl ., (Firenze, Toscans), 1929 .

53. Lunden H . Zeit. Angew., Chem., 41, 199, 1928 .
54. Lunden H. Reuters Riold S . Store, Svensk . Sucker-

fabr. Forenings . Mar. 22nd ., 3, 1927.

55 . Bruere P. Ann. Jan., 1932 .

56. Brieghel-MuIler A . Z . Var. Deut. Zuckerind., 82,
141, 1932 .

57. Gdrard G. Ann . 25, 212, 1932 .

58. Martinez N. Proc. XVII Simposio Internacional de
ISSCT, Filipinas, 1980 .

59. Martinez N . Revista de Ciencias Quimicas, 12,
119, 1981 .

60. Ibid . 13, 19, 1982 .
61 . Ibid., 13, 25, 1982 .

62. Martinez Diaz-Paez N . Ibid, 16, 117, 1985 .

63. Martinez Diaz-Paez N . Ibid, 16, 127, 1985 .

PUBLICACIONES
El anglisis do trazas orgdnicas requiere la realizacion A/SLAM/ENTO Y CONCENTRACION
do pasos previos con la matriz bajo andlisis con el
objetivo do enriquecer estos componentes pare su DE TRAZAS ORGANICAS VOLA TILES
andlisis cromazogrdfico. En la obra so discuten los
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(headspace), extraccion/destilacion simultaneas CROMATOGRAFIA GASEOSA CAPILAR(Linkens-Nickerson) y diferentes mdtodos de con-
centracion: desorcidn liquida y tecnica de adsorben-
tes sdlidos. congelamiento y fusion por zones .
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Consta de 1 12 pdginas, 256 referencias bibliogrd-
ficas, 14 figures y 6 taLlas.

1

1 08

CN IC
Avenida 25 y calls 158, Cubanac6n, Playa

re Editorial CENIC Apartado Postal 6880y 6990
Telef. 21-8066 . Ciudad do La Habana, Cuba
Telex: 51-1582 CNIC CU

J


