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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 anly 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.

RESUMEN. Se han escrito numerosos articulos
acerca de la fluorescencia, los compuestos fluores-
centes y el analisis fluorimétrico relacionado con
diversos tipos de compuestos organicos, pero son
pocos los que serefieren a estos aspectos en el campo
de los aziucares. EI presente trabajo constituye una
revision de lo que se ha escrito acerca de los derivados
fluorescentes y del andlisis fluorimétrico de aztcares
puros, asi como de la fluorescencia en productos dela
industria azucarera, incluyendo investigaciones rela-
cionadas con la formacidn de compuestos fluorescen-
tes a partir de azacares en diferentes condiciones de
reaccién.

INTRODUCCION

A mediados del siglo XVIl se encontrd una de las
primeras referencias del fenémenc de fluorescencia
en solucion', pero no fue hasta dos siglos después que
Sir George Stokes® establece una distincidn clara
entre este fendmeno y los de dispersion de la luz,
sefialando que se fundamenta en una absorcion y
re—emision a diferente longitud de onda, También a él
se debe el nombre, derivado de la fluorita (F,Ca), por
presentar algunas de sus formas esta propiedad.

A partirde la década del 50, el desarrolio de lains-
trumentacion y, en particular, de detectores suficien-
temente sensibles, permitié la aplicacidn del analisis
de fluorescencia, tanto a compuestos que por su natu-
raleza presentan esta caracteristica (flugrescencia
nativa), como a aquéilos gue la exhiben después de
ser modificados quimicamente (fluorescencia quimi-
camente inducida}.

La alta sensibilidad de los fotomultiplicadores
modernos permite la estimacion de la concentracion
de sustancias fluorescentes en un rango de valores
por debajo de T0°'° moi/L .

En los 0itimos veinte afos, se cuentan por cizntos,
anualmente, ias referencias hechas sobre el analisis

fluorimétrico, con alto grado de sensibilidad y selecti-
vidad, en el campo de los complejos metalicos, iones’

inorganicos, lipidos, aminoacidos, proteinas, enzi-
mas, esteroides, vitaminas, purinas, pirimidinas, por-
firinas, medicamentos, drogas, hidrocarburos aroma-
ticos y sus derivados, insecticidas, herbicidas, hor-
monas, alimentos, aditivos, colorantes y compuestos
orgéanicos oxigenados.

Segun la teoria de la luminiscencia y los requeri-
mientos para que un compuesto organico fluorezca,

los carbohidratos en general, y los azticares en parti-
cular, no pueden ser fluorescentes, es decir, no pue-
den exhibir fluorescencia nativa. '

Por otrolado, existe una ampliainformacion acerca
de la aplicacién-del andlisis de fluorescencia en el
campo de los carbohidratos mediante {2 obtencion de
derivados que si tienen esta propiedad, a. partir de
reacciones enzimaticas y quimicas. .

Es muy conocido ef hecho de gue los azlcares
comerciales obtenidos a partir de la cafia de azucar
presentan flucrescencia, debida ésta, desde lucgo, a
impurezas presentes en el producto, Esta fluorescen-
cia es generalmente atribuida a pigmentos naturales
de la cafia, que son fluocrescentes.

Hasta hace pocos afios, la formacion de sustancias
fluorescentes en reacciones de degradacion deé az(-
cares habia sido muy poco abordada y a su vez, cir-
cunscrita a un tipo particular de reaccion y a un tipo
determinado de azucares.

En trahajos mas recientes se ha comprobado ta
formacién de sustancias fluorescentes en reacciones
“e degradacidén de azucares reductores, en medio
acido y en medio alcalino; se han observado impor-
tantes relaciones entre la medida de fluorescenciayla
de color o la de formacion de acidos; se ha caracteri-
zado la fluorescencia de estas complejas mezclas de
reaccion; se ha establecido la semejanza entre ios sis-
temas modelo de degradacion de azdcares y distintos
productos intermedios de la industria azucarera,
desde el punto de vista de las caracteristicas de fluo-
rescencia. Por Ultirno, se ha estudiado la aplicacién
del método fluorimétrico como analisis de alta sensi-
bilidad en la determinacién de la madida de degrada-
cion de azicares reductores o de las impurezas pre-
sentes en productos de la industria azucarera.

*Direccion actusl: Direccidn de Cana, Azucar v Derivados, ACC, Ciudad dé La Habans, Cubs
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Principios bdsicos del fenémeno de
luminiscencia'**

La emisién de luz por una molécula que ha sido
previamente excitada mediante la absorcion de cual-
quier tipo de radiacién {luz UV, calor, rayos X o infra-
rrojos, etc.}, se define con el término genérico de lumi-
niscencia. Lo mas comuin es que se produzca por
absorcion de luz UV aunque no todas las bandas del
espectro de absorciéon UV son capaces de producir
tuminiscencia. Esta, por su naturaleza, se clasifica en
dos formas diferentes: fluorescencia y fosforescen-
cia.

A temperatura ambiente, la energia térmica es
insuficiente para excitar las molécuias de una sustan-
cia y éstas yacen en el estado base, es decir, que los
electrones estan distribuidos de tal forma que la
energia s minima.

En una moiécula normal, con pimero par de elec-
trones el estado base es singlete y.se define por S;; los
eletrones estan pareados, 0 sea, que hay tantos efec-
trones con spins=+1/2 como con spins=—1/2; el
spin resultante es entonces 0. La multiplicidad rela-
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 molécula. En el estado
base S, la multiplicidad es 1.

Cuando una molécula absorbe cuaiquier forma de
energia, por ejemplo, luz UV, se excita a un estado
electronico mas alto; lo mas probabie es que ninguno
de sus electrones varie su spin, estando, en este caso,
todos los electrones también pareados en e! estado
excitado, S,, siendo asi, la multiplicidad 1 y el estado
singiete. La transicién del estado S, al primer estado
excitado S, transcurre en untiempo muy corte, 10
¥ dependlendo de la enérgia de los fotones puede te.r-
minar en cualquiera de los subniveles vibracionales
de $,. En un sistema denso (sélido, liquido o gaseoso
a alta presion), la energia vibracional es efectiva-
mente disipada por interaccion con el medio circun-

dante, de tal forma que la molécula excitada, en un -

tiempo corto, de 10-"*a 107'? s, alcanza el nivel vibra-
cional mas bajo de S,. El retorno a! estado base 5,
puede ser una transicion directa, con emisién de luz
de una energia menor que la de absorciény, por tanto,
en una longitud de onda mayor, {Ley de Stokes); ésta
es la fluorescencia. Esta transucuon de S a S, tiene
lugar en un periodo de r de 10°%a 10°°

Por otra parte, cuando por cualquier perturbacién,
un glectrén invierte su spin en unatransicion, 1a molé-
cula s¢ encuentra entonces con dos electrones no
pareados (S=1/2 + 1/2 =1}, cada unc ocupando un
orbital diferente; la multiplicidad, en este caso, tiene
un valor de 3 y la molécula 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,. La transicion del
estado base al estado triplete T, es altamente impro-
bable {prohibida). Sin embargo, por un proceso de

conversion interna en el estado excitado, {inversionde

spin), la molécula puede sufrir una transicion de S, a
T, con alguna probabilidad, ya que la energia del sub-
nivel vibraciona! mas bajo de T, es menor que la de S,.
Las moléculas en el estado excitado T, pueden retor-
nar al estado base S, a través 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 107® s . Esto se deno-
mina fluorescencia retardada.

A bajas temperaturas la energia térmica es insufi-
ciente y el retorno al estado base sdlo se efectiaatra-
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vés de !a transicion prohibida de T, a §,. Como ssta
transicion tiene muy poca probabilidad, el estado
axcitado T, persiste por un tiempo relativamente
largo, hasta varios segundos a temperaturas ordina-
rias. El tipo de emisién producida en este proceso es
Josforescencia.

No todas las molécuias que absorben luz son capa-
ces de fluorescer, es decir, retornar al estado base
mediante la emision fotonica desde €l primer estado
excitado S,. Para que este fendmenc tenga iugar se
requieren determinadas propiedades estructurales
moleculares que posibiliten el caracter de las transi-
ciones electronicas. _

E! conocimiento actual de- los requerimientos
estructurales para que 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, 1a
dispoasicién geométrica de la molécula y eltipo y posi-
cion de los sustituyentes.

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

Por lo general, los compuestos fluorescentes con-
tienen, en su estructura, un sistema conjugado de
dobles enlaces, pero ho todos los compuestos que tie-
nen conjugacion son fluorescentes. Al aumentar la
éxtension de la conjugacion se producen dos factores
fundamentales: desplazamiente de la longitud de
onda de absorcién y, por tanto, también la de fluores-
cencia hacia el rojo del espactro.

Las moléculas que contienén los dobles enlaces en
estructuras ciclicas fiuorescen ¢on mayor intensidad
que aquelias que los contienen en una cadena abierta.

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

La ptanaridad del sistema conjugado parece ser
esencial para quetenga lugar uha méaxima fluorescen-
cia. Cuando existen factores estéricos que entorpecen
la planaridad y con ello, la libre movilidad de los elec-
trones r |a fluorescencia disminuye. La rigidez mole-
cular es también un factgr necesari¢ para lograr un
maximeo de intensidad de fluorgscencia. Si la-molé-
cula no es rigida, la energia absorbida puede disi-
parse en forma de calor. Esta necesariarigidez explica
también la mayor fluorescencig que se le atribuye alos
sistemnas ciclicos frente a los sistemas de cadena
abierta.

La medida en la cual un sustituyente partacular
afecta o modifica las propiedades fluorescentes de un
sistema conjugado, depende mayormente de su
efecto en ia estructura electronica de'la molécula. En
general, tos sustituyentes electrodonantes {positiva-
mente mesoméricos), aumentan la movilidad de los
electrones y aumentan ta fiuorescencia, mientras que
los grupos que atraen electrones.la disminuyen.

Otros requerimientos para que exista el fenomeno
de fluorescencia son de caracter electronico. La longi-
tud de onda més larga dentro del espectro de absory

.cién es la que corresponde & la transicién n z o #x .

Ademas, cuando las moléculas absorben radjaciones
de frecuencias de alta energia (longitud de onda
corta}, estan propensas a la predisociacion {ruptura
de enlaces). Por otra parte se sabe qQue las sustancias
en las cuales la longitud de onda de absorcion mayor
corresponde a unatransicion nn’, (moléculas que con-
tienen un heteroatomo como el oxigeno, el nitrégeno,
azufre) también pueden ser fosforescentes.

Ei estado excitado singlete es relativamente sen-
sible a los procesos de desactivacion por lo que debe
tener una vida media (1) de alrededor de 10®s . Una



vida media mayor favorece los procesos de cruza-
miento entre sistemas al estado triplete; una vida
media mas cortaimplica que existan.procesos eficien-
tes de desactivacién de la molécula.

La fluorescencia de una sustancia puede también
afectarse por fdctores externos, tales como lainfluen-
cia de otras moléculas, el pH, la temperatura. Los fac-
tores instrumentales tambien afectan la percepcion
de la fluorescencia. -

La expresion matematica que permite calcular la

intensidad de fluorescencia de una sustancia ests .

relacionada con la definicién de ésta, la cual establece
que la luz es absorbida en.una longitud de onda y emi-
tida en otra. i

L Q
donde:

| intensidad de la luz émitida o intensidad de
fluorescencia '

1, intensidad de la luz absorbida .

Q rendimiento cuantico de fluorescencia el que
esta dado por:

Q = __numero de cuantos emitidos
ndmero. de cuantos absorbidos

Los valores de Q fllictGan entré O y 1. Pocos com-
puestos tienen un rendimiento cuantico con valor cer-
cano a 1. Por lo general, el valor det rendimiento cuan-
tico en los compuestos fluorescentes es bajo.

Para muchos compuestos el valor de Q no ha sido
determinado porque en la practica es muy dificil obte-
ner una medicion exacta, ya que ia luz emitida no es
igual en todas las direcciones y para las moléculas se
obtiene una banda ancha que tiene que ser medida
con fotodetectores cuya respuesta no es igual en
todas las longitudes de onda. Ademas, la intensidad
de la luz emitida {l) y la intensidad de la luz excitadora
{1}, corresponden a distintas longitudes de onda y son
de diferentes érdenes de magnitud. Por esta razén, en
la préctica, se utiliza un patron y se expresa la intensi-
dad de fluorescencia en unidades relativas {1,). Este

_procedimiento cancela, ademas, los efectos que pue-
dan introducir los factores geométricos del equipo
utilizado. Generalmente, se emplea como patron el
sulfato de quinina en solucion acuosa acida en con-
centraciones hasta de 10°° g/mL que tiene un rendi-
miento cuantico hasta 0,8,

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

l=1,Q {1
=1, {1-T) (2)
{(1-T).= 2.3 zcd (3)

donde:

. intensidad de la luz absorbida
T transmitancia

¢ concentracion-de la solucidn
d longitud del pasc optico
coeficiente de extincién molar

o

Se tiene gue: .
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_ biolégico®™." -

En un equipo particular y para una sustancia fluo-
rescente determinada ¢, d y Q son constantes, por le
que la ecuacion (4) se puede expresar en la forma:

I=1 ko {5)

Asi, laintensidad de fluorescencia es directamente
proporcional a la concentracién de la sustancia fluo-
rescente dentro del rango de 10%a 10-'"° g/mL .

En los espectrofluorimetros, cuyos elementos dis-
criminadores de las longitudes de onda de excitacion
y de emision respectivas (primaria y secundaria); pue-
den ser filtros o monocromadores, la luz gue llega al
detector es la luz emitida o fluorescéncia y el espec-
trograma de fluorescencia es un diagrama de intensi-
dad contra longitud de onda; si por otra parte, se fija el
analizador en ia longitud de onda correspondiente al

maximo de fluorescenciay la luz excitadora es variada
dentro del rango de absorcion, se obtiene el espectro-

‘grama de excitacion.

Derivados fluorescentes y andlisis

~ fluorimétrico aplicado en el campo de lo

carbohidratos

Existe una amplia informacién acerca de la aplica-

.cion del andlisis de fluorescencia en el campo de los

carbohidratos mediante Ia obtencion de derivados a
partir de reacciones enziméaticas y quimicas.

La deteccion fluorimétrica de glucosa en sangre,
en orina o en otros medios bioldgicos, previa reaceién
enzimatica, ha sido descrita®’? con frecuencia.

Dela misma forma, otros carbohidratos [cetosas,
oligosacaridos y polisacaridos) se han hecho accesi-
bles al analisis por fluorescencia'*'*®.

Diversos métodos quimicas han sido empleados
para obtener derivados fluorescentes de carbohidra-
tos, fundamentalmente de monosacéridos y lograr su

~ deteccion en papel, capa delgada'® %, cofumna’®, asi

como disuelto en el mismo medio quimico e incluso

La combinacion de los .métodos enzimatico y
quimico ha sido empleada en el anéfisis fluorimétrico
de glucosa en sangre®’. ‘ :

-Algunos autores han observado que la glucosa en
solucidn de hidréxido de sodio al 5 %, calentando en
bafio de agua, produce una fluorescencia verde des-
pués de & min, sin embargo, gn solucién al 10 % de
acido clorhidrico, alin después de 5 h, no produce
fluorescencia, la que si aparece en cuanto se alcaliniza
la solucion????, (Esto serexplica por el efecto “apaga-
dor” que ejerce el ion cloruro sobre la fluorescencia,
pLues como se expone mas adelante, algunas investi-
gaciones han demostrade que fos aZlcares se degra-
dan tanto en medio acido como en medio alcalino,
dando compuestos-fluorescentes). También en acido
clorhidrico, al que se le haya adicionado una solucién
al 1 % de orcinol, la glucosa produce un coler amari-
llo—-rojizo que una vez extraido con alcohol produce
una fluorescencia verde®3 %%, :

Por otra parte, la fructosa, la arabinosa y la ram-
nosa, al ser caleniadas en una solucion.de oxicloruro
de zirconio producen una fluorescencia verde, mien-
tras que los alditoles no reaccionan.

Las aidosas y metil-pentosas, al ser calentadas
con acido clorhidrico y resorcinol, producen un com-
puesto, que al disolverse en alcohol, produce fluores-
cencia verde®®?*, :

La fructosa, al calentarse con partes iguales de
resorcinol v acido clorhidrico produce un precipitado
roje gue se disuelve en alcohol; al afiadir carbonato de
zcdio da una solucién naranja que al ser extraida con



alcohol amilico, produce una fluorescencia que varia
entre el rojo y el verde?®?*,

Para la deteccion de sacarosa en leche, Radley y
Grand emplearon la técnica de resorcinol en acido
clorhidrico; al catentar se produjo una fluorescencia
rojiza, cuya intensidad correspondid con la cantidad
de sacarosa presente?®. _

Amati v Bolzanc?® examinaron distintos azlicares,
tanto en estado cristalino como disueltos en agua,
alcohol y éter y plantearon que las diferencias obser-
vadas podrian servir como un medio para realizar su
identificacion.

Dériberé”’ observd gue la fluorescencia azul de la
sacarosa se desviaba hacia la region amarilla en un
grado que dependia del contenido de aztcares inver-
tidos.

Recientemente, algunos investigadores desarro-
liaron técnicas analiticas de azlucares basadas en su
reaccion con etilendiamina?®-*°, Los azucares reduc-
tores, al reaccionar con sulfato de etilendiamina en
solucion amortiguadora de fosfato, producen una
fluorescencia con maximos de excitacion y de emisidn
en 400y 465 nm respectivamente. Estas reacciones
han sido aplicadas en la microdeterminacion de azu-
cares reductores®’.

Los acidos uronicos, por otro lado, cuando reaccio-
nan con sulfato e etilendiamina en solucién de ace-
tato, en distintas condiciones, producen fluorescen-
cia con maximos de excitacion y de emisiénen 328 y
406 nm respectivaments. La microdeterminacion de
acidos urdnicos se hace rposible en un rango de
0,6-10%a2-10 " umol/mL sin interferencia de otros
carbohidratos®”.

La formacién de sustancias fluorescentes en las
soluciones de fructosa, tratadas con acido parala for-
macién de hidroximetiifurfural, fue descrita por Yo-
shihiro y Hashimoto®®, quienes obsefvaron la forma-
cion de una sustancia fiuorescente verde fundamen-
talmente a partir de azucares que tenian en su estruc-
tura la ferma furanosica, tales como: fructosa, saca-
rosa y rafinosa. Hashimoto caracterizé las sustancias
fluorescentes por métodos espectroscopicos y cro-
matograficos y comprobd la similitud de ellas aun
proveniendo de distintos azacares de estructura fura-
nosica®®. Estudio el efecto de algunos alcoholes enla
formaciaon de las sustancias fluorescentes en condi-
ciones de reaccién de los azdcares®® en medio acido.
Encontro correlacion entre la fluorescencia y el color
en las soluciones de fructosa a pH < 2. El resultado
de estos experimentos sin embarge, no permitio defi-
nir claramente silas sustancias fluorescentes son pre-
cursoras de las sustancias coloreadas®®. .

Continuando las experiencias, Hashimoto com-
probo la formacion de una sustancia fluorescente
verde en el tratamiento de la fructosa con dcido clorhi-
drico 3 mol/L, la cual mostro un méaximo de absorcidn
entre 410y 420 nmy un pico de fluorescencia alrede-
dorde 510 nm . La sustancia fluorescente, aislada por
cromatografia de capadelgada, mostré una reduccion
de su intensidad de fluorescencia, (“apagamiento”),
al ser tratada con hidroxilamina, asi como en la hidro-
genacion con paladio, o que sugiere al autor la pre-
sencia de grupos carbonile en la molécula de
aquella. Soluciones acucsas de la sustancia fluores-
cente, también muestran una disminucidn de fa inten-
sidad de fluorescencia en presencia de distintos
agentes®®, tales como: aire, oxigeno, agua oxigenada
e incluso el ion Fe{lll) en medio acido.

Posteriormente, Carpentery Roberts®*® llegaronala
conclusion de que la sustancia fluorescente verde gue
se forma conjuntamente con hidroximetilfurfurat en la
reaccion de fructosa en medio acido, descrita por
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Yoshihiro y Hashimoto®, es la misma 3,4-dideoxi-
glucosulosa-3-eno (DGU) que Anet*® demostrd que
existia —en sus dos configuraciofes cis y trans—, en
las mezclas de la degradacion de fructosa en medio
acido y que evalud como precursores inmediatos de
hidroximetilfurfural. :

Se ha discutidotambién la formacion de sustan-
cias fluorescentes, a partir de la reaccién de aztcares
con aminodcidos a bajos valores de pH*'-%2.

El fenémeno de la fluorescencia en
productos de la industria azucarera

La fluorescencia que se produce por irradiacion
ultravioleta de las fracciones separadas por electrofo-
resis de alto voltaje, en distintos productos de la
industria azucarera ha sido descrita en los trabajos de
Gross***, de Farber y col.*® y Farber y Carpenter®®.

Wall y Carpenter®’ realizaron un estudio explorato-
rio con la finalidad de caracterizar la fluorescencia de
distintos productos de la industria azucarera y decidir
la posible sustitucién del método colorimétrico por el
fluorimétrico. En estos trabajos, la fluorescencia
observada, es generaimente atribuida a los pigmen-
tos naturales de ta cafia que son fluorescentes .y que
persisten después de la refinacion. Posteriormente,
Charles*® describié distintos tipos de colorantes fluo-
rescentes, su comportamiente con et pH y su correla-
cion con el color.

Los pigmentos naturales estan constituidos gene-
ralmente por compuestos fendlicos polisustituidos
con cadenas insaturadas y terminales carboxilicos. De
esta naturaleza son los acidos siguientes: clorogé-
nico, cafeico, resultante de la hidrdlisis del primero;
p-hidroxicinamico, sinaptico {4-hidroxi-3,5-dime-
toxicindmico); asi como la umbeliferona, que es lalac-
tora 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 afios antes, varios autores**°° se habian
referido a la fluorescencia observada en azucares
comerciales, al ser excitados con luz UV. Lewis advir-
tio®® que toda fluorescencia observada en azucares
debia ser juzgada muy criticamente, @ menos que la
muestra hubiera sido de antemano riguresamente
purificada.

Sandera®' atribuyo la causa de la fluorescencia
observada en los productos de laindustriaazucareraa
la destruccion de los azlcares invertidos.

Mezzadroli y Vareton®? investigaron una gama de
productos azucareros desde el crudo hasta el refino,
pero no dieron detalles de todas las caracteristicas de
fluorescencia.

Lunden®® examind la fluorescencia de un numero
de azlcares comerciales, tanto en estado sélido como
en solucion, por medio de una serie de filtros diferen-
tes. En azucares, con menos de G,003 % de ceniza, no
se apreciaba fluorescencia, sin embargo, ésta se
intensificaba en un tono violeta con la adicién de otra
sustancia coloreada no fluorescente.

En un trabajo posterior®, analizé la fluorescencia
de varios productos azucareros y correlaciond ésta
con la concentracién de protones, el contenido de
ceniza y las caracteristicas espectroscépicas corres-
pondientes.

Otros autores®’**~*” han trabajado en azlcar y en
mieles.



Investigaciones recientes en el estudio de la
fluorescencia en productos de la industria
azucarera y en reacciones de degradacion de
aziucares reductores.

Estudios realizados recientemente®®**®  han
demostrado la similitud que existe enlas caracteristi-
cas de la fluorescencia observada en productos inter-
medios y finales de la industria azucareray enreaccio-
nes de degradacion de azicares reductores; tanto en
medio acido como alcalino.

El guarapo clarificado, ia meladura, la miel finaly el
crudo presentan un maximo de excitacionen 390 nmy
una banda ancha de poca intensidad entre 300 y
350 nm, cuyos maximos de fiuoréscencia se encuen-
tran en 440 y+490 nm . Estas mismas caracteristicas
espectrales se observan como resuitado de la degra-
dacion acida de sacarosa y de glucosa (pH 5; 90 a
100 °C) y de la degradacién alcalina de glucosa {(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.

Estas experiencias demuestran que en la fluores-
cencia observada en productos intermedios y finales
de Ia industria azucarera {(ademas de ia fluorescencia
debida a los pigmentos} hay una contribucion apre-
ciable que 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-mancsa y D-galactosa) ha mostrado similares
caracteristicas espectrales de fluorescencia a las
observadas en el caso de la glucosad, lo que demuestra
que se forman sustancias fluorescentes con carac-
teristicas similares independientemente del tamafio
de la cadena, (triosa, pentosa, hexosa), de la configu-
racién y de la funcién carbonilo {aldosa o cetosa). Esta
similitud de una propiedad (fluorescencia), lograda
en condiciones tan diversas, sugirio la posible partici-
pacion de unintermediario proveniente del azdcar que
es capaz de existir tanto en medio dcidc como alca-
lino, como es el caso de la 3-deoxiglicosulosa.

Para probar la hipo6tesis anterior, se tomo como
modelo de la 3—deoxiglucosulosa, ia cuat después de
ser sintetizada y purificada se sometio a condiciones
de reaccién aciday alcalina, observandose, en ambos
casos, la similitud de caracteristicas de fiuorescencia
con las observadas en los casos anteriores.

El sistema modelo de degradacion de glucosa en
medio alcalino, se estudié mas detenidamente en
reiacion con el fenomeno de la fluorescencia, obser-
viandose los aspectos sigulentes:

La presencia de distintas especies o sustancias
fiuorescentes, siendo las fundamentales las que tie-
nen sus maximos de excitacién en 310; 350; 360y
390 nm con los correspondientes maxirmes de emi-
sion o de fluorescencia en 3580; 420; 440y 430 a
480 nm, respectivamente.

A una de las especies predominantes {excitacion
en 310 nm, fluorescencia en 350) aislada en Biogel P-2,
sa e determiné el tiempo de vida media T, obteniéndose
dos valores: 3,6 ns +1 nsy 10 ns 11 ns . Este hecho
indicd que la fraccion estaba en realidad compuesta por
dos sustancias fluorescentes, con idénticas caracteristi-
cas espectrales.

Una correlacion lineal entre la medida de la inten-
sidad relativa de fluorescencia vy 1a medida de forma-
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cidn de acidos, asi como entre aguélla y la absorhban-
ciaen 420 nm, como medida de color en el transcurso
de la reaccion.

Cada uno de estos tres parametros, medidos en
intervalos iguates durante ei transcurso de la reac-
cion, demuestran gue responden a una cinética de pri-
mer orden con distintas constantes de velocidad apa-
rentes.

Como se demostré que la fluorescencia es una
medida de la degradacion de azicares reductores, se
abre una perspectiva de estudio hacia la aplicacion
del método fluorimétrico a una ampliagama de proce-
sos donde se encuentran presentes estos productos
naturales. :
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PUBLICACIONES

El analisis de trazas organicas requiere la realizacidn
de pasos previos con la matriz bajo anadlisis con el
objetivo de enriquecer estos componentes para su
analisis cromatografico. En la obra se discuten los
procedimientos que lo permiten: extraccion con sol-
ventes, técnicas de destilacidn, extraccién gaseosa
(headspace), extraccidén/destilacion simultdneas
{Linkans—Nickerson) y diferentes métodos de con-
centracidn: desorcidn liquida y técnica de adsorben-
tes s6lidos, congelamiento y fusién por zonas.

La discusién incluye el analisis de las ventajas y
desventajas de cada método, técnica experimental,
equiposy estudios dé recobrado en el rango datrazas.

Constade 112 pdginas, 256 referencias bibliogra-
ficas, 14 figuras y 6 taklas.
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