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I. INTRODUCCION




Una revisibén bibliogréfica sobre la quimica y big
quimica de los hidratos de carbono en la aceituna (1,2) -
pone de manifiesto el papel fundamental que estos compues
tos desempefian en la biogénesis del aceite de oliva, en -
- el aspecto y conservacidn del fruto y en los procesos feg‘

mentativos del aderezo.

A1 mismo tiempo esta revisibn nos hace ver lo 1li-
mitado que es ain el conocimiento sobre la naturaleza y -

composicidn de los hidratos de carbono en este fruto.

Seglin la bibliografia la identificacién de los mg
nosacdridos existentes en la pulpa de aceitunas deshuesa-
das, sblo se ha hecho en cromatografia de papel en algu-
nas variedades del &rea mediterridnea pero no de esta re--—

gibn.

Las determinaciones analiticas cuantitativas de =
azlcares reductores y totales se realizan de forma global

¥y no especifica.

Se desconoce la naturaleza de los oligosacéridos,

con la excepcidn de la sacarosa, cuyo contenido tampoco -

se ha cuantificado.

En relacidn con los polisaclridos no se han reali
zado estudios estructurales. Se desconoce la naturaleza -
de los polisacéridos de reserva, de las hemicelulosas y =-

de las pectinas o sustancias relacionadas.

Por tode ello resulta necegaric realizar un estu-
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dio sistemdtico de los hidratos de carbono en‘lavaceituna.
Con este fin iniciamos una investigacidén coordinada entre
el Tnstituto de la Grasa y sus derivados, con el propési-
to de que estos estudios puedan también contribuir a la -
mejora de los procesos industriales del adefezo, de la ==

conservacidn de la aceituna y de la extraccidn del aceibe.

En esta memoria estudiamos en un primer apartado
la identificacién de los monosacédridos y oligosacéridos =
libres existentes en la pulpa de aceitunas deshuesadas de
la variedad "manzanilla", siendo necesarias para la iden-
tificacién de los que existen en pequefia proporcidn, unas
separaciones cromatogridficas previas sobre columnas de ce

lulosa y de carbém. <o RN GD

En un—segundo apartado se describe el estudio rea
lizado sobre las determinaciones de los azicares reducto-
res y azlicares totales por diversos métodos volumétricos
y colorimétricos, haciendo énfasis en el tratamiento pre-
liminar de purificacidn de lés muestras por defecacidén y

paso por resinas de intercambio idbnico.

A continuacidén se describe la puesta a punto del
método de determinacidén cuantitativa especifica de mezcla
de azlcares por cromatografia de papel, que aplicamos en
las determinaciones de glucosa, fructosa y sacarosa en -

aceitunas de la variedad "manzanilla'.



En el apartado que sigue se estudia la puesta a =
punto del método de determinacidn cuantitativa de mezclas
de azlicares por cromatografia gas-liquido, que aplicamos
posteriormente en las determinaciones de glucosa, fructo-
sa, sacarosa y manitol en aceitunas de las variedades man

zanilla, gordal, hojiblanca y verdial.

En otro apartado se describen las determinaciones
enzimdticas de glucosa en los extractos de pulpa de acei=-
tunas sin que sea necesaria una separacibén previa de los

componentes de la mezcla.

Posteriormente se estudia la identificacibén y ===
cuantificacibén de los monosaclridos que se encuentran.en. ..
la pulpa en forma combinada, esto es formando polisacéri=
dos. Estos se encuentran en el producto insoluble que que
da al extraer la pulpa hGmeda con etanol acuoso al 80% y
posteriormente con hexano y acetona. Este producto se hi-
droliza con &cido sulfirico y en el hidrolizado se identi
fican los monosaciridos mediante la cromatografia sobre -
papel y la cromatografia gas-liquido. Los az@icares presen

tes se determinan cuantitativamente de forma global por -

el método colorimétrico de la antrona-4cido sulflrico e =

individualmente por cromatografia gas-liquido como aceta=--

tos de los correspondientes alditoles.
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Finalmente se incluye un apartado en el que se ==

discuten los resultados obtenidos.



IT.

MONOSACARIDOS Y OLIGOSACARIDCS EN LA
PULPA DE ACEITUNAS DE LA VARIEDAD -

MANZANTLLA,.

IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE

PAPEL,
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La identificacidn de los monosacéridos en la acei
tuna ha sido objeto de diversos trabajos a partir de 193%0.
Parisi y de Vito (3) sefialan la presencia de glucosa en -
los frutos verdes. Marcelet (4) describe la presencia zn
el alpechin de glucosa, fructosa, manosa y galactosa, ---
mientras cque Nuccorini (5) niega la presencia de manosa,
M&s recientemente, NGflez y Spiteri (6) analizan por croma
tografia sobre papel los alpechines de aceitunas sobrema-
duras y atrojadas demostrando la presencia de glucosa, ga
lactosa, xilosa y arabinosa. Nichols (7) ¥ Leoncini y Ro
gai (8) encuentran oligosaciridos hidrolizables, posible-
mente sacarosa. Sandret (9) identifica por cromatografia

sobre papel en aceitunas verdes la glucosa y fructosa co-

mo azlcares mayoritarios y en pequefia cantidad sacarosa, = =

£n los frutos maduros o pasados ha encontrado pequefias --
canticdades de xilosa, galactosa y manosa y dos oligosacé-
ridos reductores que en la hidrdlisis originan glucosz, -
arabinosa y xilosa. Petruccioli (10) identifica por croma
toerafia sobre papei en extractos de pulpa de las varieda
des italianas: "canino", "carboncella", "frantoio', "lec-
cino", "maurino", "moraiolo" y "morchiaio'"; fructeosa, glu
cosa, galactosa, xilosa, arabinosa, manosa y sacarosa. Fi
nalmente Régazzi y Veronese (11) identificaﬁ por cromato-
grafia sobre papel en el alpechin de aceitunas maduras --

glucosa y fructosa.

v

La mayoriz de estos trabajcs se han realizado en
aceitunas del 2Zrea mediterrénea pero no de esta regién --
por lo que nos propusimos estudiar la variedad "manzani--
11a", Olea europea pomiformis, muy sbundante en nuestra -

zona.
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En este capitulo se detallan los trabajos de iden
tificacidn de monosacdridos y oligosacdridos existentes -
en los extractos de pulpa de aceitunas deshuesadas median

te las técnicas de la cromatografia sobre papel.

Para llevar a cabo este andlisis cualitativo se -
han obtenido los RG de las pentosas, hexosas y oligosacé&-
ridos més frecuentes en las plantas, en cromatografia deg
cendente y horizontal sobre papel Whatman ne 3 MM emplean
do distintos desarrolladores y reveladores. Estos valores

RG no se encuentran descritosen la bibliografia.

Para la identificacidén de los azlcares gue exis—-
ten en la pulpa en pequeflas cantidades, junto con cantida
des mayoritarias de glucosa, fructosa y manitol, se hizo
necesario una separacién cromatogréfica de reparto sobre
columnas de celulosa para los monosacéridos y de abSOTmmm—

cién sobre columnas de carbdén para los oligosacaridos.

2. MATERTAL Y METODOS

2el. Aceitunas

Se han utilizado aceitunas de la variedad "manza-
nilla" (Olea europea pomiformis) recogidas en olivares de
la Provincia de Sevilla, en los meses de Julio, Octubre y

Hoviembre.,

Muestra

A (10-7-1974)
Muestra B (22-7-1974)

C

D

an
v

(3=-10-1974)
(18-11-1977)

c
®
0]
(_1_
H
m
bl

(16-10-1975)
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2.2 Txtraccidén de monosaciridos v oligosaclridos

La extraccidn se realiza por un procedimiento ani

logo al descrito por Férnandez-Diez y col. (12).

Las aceitunas verdes y de buen tamano se deshu=--
san en una maquina de tipo manual y se trituran en una L3

tidora Turmix.

Las aceitunas recogidas en Julio, en las que no -
estd completamente diferenciada la pulpa del hueso la se-

paracidn se realiza a mano con un cuchillo.

La pulpa se estabiliza con etanol a ebullicidn pa

ra evitar que puedan ocurrir procesos enziméticos.

En matraces Erlenmeyer de 1C0C ml provistos de re
frigerante de reflujo se ponen 600 ml de etanol del 95% -
(teniendo en cuenta la humedad de la pulpa la concantra—-—
cidn final de extracto puede ser aproximadamente del 30%
en alcohol); 200 g de pulpa se colocan en cada matraz y -
se lleva a ebullicidn que se mantisne durante hora 7 me--
dia. Se enfria v se conssrva en un frigorifico.

Estabilizada la muestra se filtran los extractos
v obtenemos la disolucidn I. Tl residuo se pasa a extrac-
tores Soxhlet donde se extrae con etanol del 70%, con ob-
jeto de gue el vapor condensado sobre la muessTa sea apro
ximadamente del 80%. Se continua la extraccidn hasta que

el etanol del extractor =std inceloro. ZIste extracto ccng

tituye la disolucidén IT. Ias disoluciones etanbdlicas I y II
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se concentran separadamente y se llevan a disoluciones —-
acuosas. Una vez comprobado por cromatografia de papel --
que la composicidn en azlicares de ambas disoluciones son

andlogas se unen y se filtran.

Un volumen de 500 ml de la disolucién resultants=
que corresponde a 600 g de pulpa se hace.pasar por colum-
nas conteniendo resinas cambiadoras de iones. Estas colum
nas se lavan con agua recogiendo un volumen igual a ocho

veces el volumen del lecho.
Con las muestras A, By C se han utilizado:

- %220 ml de resina hGmeda IR - 120 g*
= 720 ml de resina hiimeda TRA-400 OH™

La disolucidn incolora que se obtiene se concen--

tra a sequedad resultanto un sblido blanco.

Con la muestra D la disolucidn acucsa se defeca -
con acetato neutro de plomo y a continuacidén se desminera

liza con resinas de cambio idnico IR-120 H® y IR-45 OH .
Se concentra en rotavapor obteniéndose un sirupo.

La muestra E se estabiliza calentando con agua a
80-90¢ durante & horas. La disolucidn resultante se con--

centra en rotavapor hasta sirupoe.

2eBe Identificacidén de azlcares por cromatocrafia en -

papel

La cromatografia de papel es muy eficaz en el and

lisis cualitativo de mezclas de azlcares (13,14).



~15

La fase pfevié en el anédlisis cromatogréfico de -
mezclas de azficares en extractos de plantas es la desidn;
zacidén qué se realiza mediante el empleo de resinas de in
tercambio idnico (15) y la defecacidn que se efectha ordi
nariamente con acetato de plomo (16). Ambos procesos se -

han detallado en el apartado anterior.

Las técnicas utilizadas han sido la descendente -

monodimensional y la circular.

En ocasiones se ha empleado el desarrollo milti--

ple para conseguir una mayor separacidén de los azf@cares.
El papel ha sido Whatman no 1, 3y % MM.

La cromatografia descendente se ha realizado so==.
bre tiras de papel de 58 6 49 cm. de longitud, segin el -
tamafio del tancue utilizado y de anchura variable segin -
el nfmero de puntos que se hayan colocado, habiendo deja-

do 2,5 cm. de intervalo y % cm. del borde del papel.

La cromatosrafia circular se ha realizado en cir-

culos de papel de 28 cm. de didmetro divididos en 16 par-

tes,

Las discluciones de referencia se han preparado -

al 2% con monosacéridos y al 5% con disacéridos.

Los desarrolladores utilizados han sido 108 Si==m=

guientes:

a) Butanol saturado de agus (15)

b) Butanol-i4cido acédtico-agua 4:5:1 (15)
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¢) Butanol-piridina=-agua 6:4:3% (17)

d) Butanol-acetona-agua 2:7:1 (18,19)

e) Nitrometano-etanol-4cido acético-agua saturada
de 4cido bérico 8:1:1:1 (20) |

f) Acetato de etilo-piridina-agua 8:3:1 (21)

g) Acetato de etilo-piridina-agua 10:4:3 (22)

h) &cetato de etilo-Aacido acético-&cido férmico-

agua 18:3:1:4 (23)

Los reveladores utilizados han sido los siguien--—

tes:

Nitrato de plata-hidréxido sbédico (24)
Alfa-naftol y &cido fosfdrico (25)

Ftalato Acido de anilina (Parsridge) (26)
Difenilamina-anilina v 4cido fosférico,I (27)
Difenilamina-anilina y &cido fosférico,II (28)
Difenilamina-urea y &cido fosfdrico (29)
Difenilamina-p-anisidina y é&cido fosférico (29)

Cloruro de trifeniltetrazolio (30)

Nitrato de oplata-NaOH (24).- Se prepara uﬂa diso-

lucidn cue contiene 1 ml de solucidn saturada _de nitrato

de plata en 200 ml de acetona. El cromatogrzma una vez sgk
co se sumerge en esta disolucidn, se deja secar y se in--
troduce en una solucidn de hidrdxido sébdico 0,5 T en eta=-
nol. El exceso de plata se eliminsa lavando con una disolu.

cidn de tiosulfato sbdico al 20%.

Cuando el cromatograma se desarrolla en nitrometa

no-etanol-4cido acético-agua saturada de %cido bdrico =-=
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(8:1:1:1), en el revelado con nitrato de plata-NaOH la so
lucidn 0,5 N de hidrdéxido sbdico etandlico contiene un 4%
de pentaeritritol (20) para facilitar la deteccidn de los

polioles en presencia de &cido bdrico.

x-Naftol y 4cido fosférico (25).- Este reactisu

se prepara de la forma siguiente: Una disolucidn etandli-
ca de a-naftol al 1% se mezcla con &cido fosférico (del -
85% aproximadamente) en la proporcidn de 10:1 v/v. Des——-
pués de aplicado sobre el papel mediante un pincel o su--
mergiendo el cromatograma en la disolucidn reveladora, se
deja secar al aire y a continuacidn se calienta en una eg
tufa a 909'hasta que aparezcan las manchas (aproximadamen
te 10 minutos). Con este reactivo se revelan los azlcares

no reductores, originando manchas de color violeta.

Ftalato Acido de anilina (reactivo de Partridge)

(26) .- Se disuelve anhidrido ftilico (3,2 g) en butanol

saturado de agua (200 ml) v se le afiade anilina (1,7 ml).
Para revelar se sumerge el cromatograma en el reactivo, -
se deja secar al aire ¥ a continuacidn se calienta en una

A2

estufa a 110-1202 durante 10 6 15 minutos.

Difenilamina-anilina v &cido fosfbérico (27,28) .-

a) La preparacidn de este reactivo es como sigue:
se disuelve difenilamina (4 g), anilina (4 ml) en =acetona
(200 ml) v a continuacidn se le afiade a la mezcla &cido -

fosférico (2C ml del 80%). La azlicacidn al cromatograma

@
16)
H
0l

aliza de la misma forma que con sl reactivo «-naftol
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y &cido fosférico, calenténdose en la estufa a 802 durante
8 minutos. Los cromatogramas reveleados de esta forma pre-—
sentan manchas de distintos colores dependiendo de los dig

tintos azfcares que las han originado.

b) Se prepara de manera andloga a la indicada en -
el apartado a) utilizando etanol en lugar de acetona. El -

calentamiento se realiza a 802 durante 10 minutos.

Difenilamina-urea y Acido fosfdérico (29).~ Se pre
para mezclando volGmenes iguales de las siguientes disolu-

ciones:

Disolucidn 1: Se disuelve difenilamina (2 g) en —=
acetona (100 ml) y se le afiade &cido fosfdérico concentrado

(10 ml del 80 al 85%).

Disolucidn 2: Se disuelve urea (3 g) en butanol sa
turado de agua (100 ml) y se le adiciona &4cido fosférico =

concentradec (10 ml).

El procedimiento para revelar es el siguiente: se

sumergen en B solucidn reveladora, se dejan secar al aire

y después se calientan en una estufe—a-95-1668—<curante—5S-

4 6 minutos.

Difenilamina-para-anisidina y Acido fosfdérico (29).—-

Se preparan volUmenes iguales de las siguientes disolucio-

nes:

Disolucidn 1: Se disuelve difenilamina (2 g) en -=

acetona (100 ml) y se le afiade 4cido fosfdrico concentrado

(10 ml).
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Disolucidén 2: Se disuelve p-anisidina (2 g) en ==
etanol‘(loo ml) y se le afiade &cido fosfdbrico concentrado

(10 m1).

El procedimiento de revelado es el siguiente: 32
sumerge el cromatograma en la disolucidn reveladora, se -

seca al aire y se calienta a 90-952 durante 2 6 % minutos.

Cloruro de trifeniltetrazolio (30).- Se prepara -

una disolucidn al 0,5% de cloruro de trifeniltetrazolio -
en cloroformo y una disolucidén 0,5 N de hidrdxido sbdico

en etanol.

Se revela pulverizando el cromatograma con la di-
solucibdn primera, se deja secar al aire y a continuacidbm
se pulveriza con la disolucidén de hidrdxido sdédico. Se sg

ca y se calienta a 50-552 durante 40 minutos.

Zn las tablas T al IV, ambas inclusives, se expo-

de los compuestos 22 referencia con ==

o)
®
"
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0
<
m
|
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B
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Tabla I (1)

Valores RG de aztcares sobre papel Whatman n2 3 MM,

Compuesto. Desarrolladores

a b d e
Glucosa , 1,00 1,00 1,00 1,00
Manosa 1,41 1,17 1,40 1,27
Galactosa 0,84 0,87 0,87 1,46
Fructosa 1,23 1,11 1,24 1,73
Sorbosa 1,41 1,12 - 1,60
Xilosa 1,85 1,29 2,09 2,41
Ribosa 2,27 1,39 2,72 4,65
Arabinosa 1,52 1,12 1,65 2,36
Ramnosa 3,22 1,58 2,96 3,66
Maltosa 0,25 0,74 0,27 0,25
Lactosa 0,14 0,55 0,17 0,29
Sacarosa 0,45 0,88 - 0,39 Lob
Manitol » 0,94 0,97 1,07 1,69 0t
Sorbitol 0,97 - - 2,14 '
Dulcitol - - - 2,17

Desarrolladores:

a.- Butanol saturado de agua.

b.~- Butanol-piridina-agua (6:4:3).

d.- Butanol-acetona-agua (2:7:1).

e.- Nitrometano-etanol-icido acético-agua saturada de&ci——

- do bbérico (8:1:1:1).

(1) Cromatografia descendente.



Tabla II (1)

Valores RG de azlcares sobre papel Whatman no 3 MM.

Compuesto ' Desarrolladores
a b - d e

Glucosa 1,00 1,00 1,00 1,00
Manosa 1,18 1,01 1,15 1,19
Galactosa , 0,96 0,96 0,28 1,29
Fructosa 1,22 1,04 1,11 1,39
Sorbosa 1,18 0,97 1,07 -
Lilosa 1,48 1,13 1,23 1,64
Ribosa 1,61 1,16 1,26 2,47
Arabinosa 1,21 1,04 1,08 1,64
Ramnosa 1,90 1,21 1,38 2,06
Maltosa 0,47 0,82 0,71 0,42
Lactosa 0,33 0,72 0,57 0,40
Sacarosa 0,57 0,89 0,85 . 20,5%
Manitol 0,96 1,01 1,03 71,58
Sorbitol - 0,92 - -

Degarrolladores:

2.- Butanol saturado de acgua.

b.- Butanol-piridina-agua (6:4:%).

d.- Butanol-acetona-agua (2:7:1).
e.- Nitrometano-etanol-4cido acético-agua satudada de 4&ci

do bdérico (8:1:1:1). | S ———

(1) Cromatografia circular.



Tabla IITI (1)

Valores RFr de azlicares sobre papel Whatman n2 3% MM.

Compuesto Desarrolladores

a b d e
Fructosa 1,00 Vl,OO 1,00 1,00
Sacarosa 0,45 0,81 0,82 0,37
Sorbosa .0,92 0,93 1,03 G,9%
Desarrolladores:

8.- Butanol saturado de agua.

be- Butanol-piridina-agua (6:4:3).

d.- Butanol-acetona-agua (2:7:1).

e.- Nitrometano-etanol-4cido acético-agua saturada de &ci

do bbérico (8:1:1:1).

(1) Cromatografia circular.



Tabla IV

Valores RG de azlcares sobre papel Whatman ne 3.

Degarrolladores:

a.- Butanol saturado de agua.

d.- Butanol-acetona-agua (2:7:1)

Compuesto Desarrolladores
a d g

Glucosa 1,00 1,00 1,00

. Fructosa 1,40 == 1,17

Sacarosa 0,47 0,60 0,77

Maltosa 0,26 0,35 0,62

Lactosa 0,19 0,24 0,40

Reveladores

B

Verde
Verde oscuro
Verde-azul

azul

g.~- Acetato de etilo-piridina-agua (10:4:3).

Reveladores:

A.- Difenilamina=~anilina y &cido fosfdrico.

B.- Difenilamina-urea y &cido fosférico.

(1) Cromatografia descendente.

——

rosa—brillanﬁé
gris-verde
gris-morado
rosa(pasa a
amarillo)

rosa (pasa a
naranja)
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2.4, Separacidn de monosacédridos y oligosacéridos por

cromatografia sobre columnas de celuloSa ¥ CO==—

lumnas de carbdn

El desarrollo del método de separacidn de azica--
res por cromatografia de particidén sobre columnas de celu
losa se debe a Hough y col. (31). Nosotros lo hemos utili
zado en la obtencidén a partir de los extractos de pulpa,-
de fracciones qgue estén enriquecidas en algunos componen=—
tes minoritarios con el fin de que estos puedan ser iden-

tificados por cromatografia de papel.

Las caracteristicas de estas columnas de celulosa
son variables y dependen de las cantidades de extracteos -
concentrados que se desean fraccionar. Se utilizan ording
riamente 20-30 g de celulosa por zada gramo de sdlido o -

sirupo que se cromatografia. Dichas columnas de 1 a 3 cm

o
o

difmetro se rellenan con una suspensién de celulosa en
el disolvente o mezcla de disolventes que se utilicen co-

mo eluyente.

Una vez empaquetada la columna se coloca en la --
varte superier—el-séliideomegelado con—la misma cantidad -
de celulosa. Si se trata de un sirupo, este se disuelve =

en la minima cantidad del liguido desarrollador e igual—-
——————

mente se coloca en la parte superior de la columna,

A continuacidn se pasa el eluyente cue se haya se
leccionado y se recoge el licuido eluido en tubos de 10 &

25 ml colocados en un colector automédtico RadiRac Rotator

tipo 3401 B.
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Bl curso de la separacidén en columna, se sigue me
diante cromatografia de los liquidos recogidos en los tu
bos y de acuerdo con los resultados obtenidos se agrupan
estos tubos en una serie de fracciones, que después son -
sometidos a un estudio més detenido mediante cromatogra--

fia de papel.

La cromatografia de absorcidn sobre columnas de -
carbdn se utiliza (32) preferentemente para la separacidn
de oligosacéridos. Es muy Gtil porque permite el aisla=--
miento cuantitativo de componentes menores y la separg——-—
kcién de grandes cantidades de matesrial. La efectividad de
la separacidén no se afecta por la presencia de sales inor
génicas o por el grado de dilucidn de la solucidn del azl

C&Te

Nosotros hemos empleado la cromatografia sobre co
lumnas de carbdén para conseguir fracciones enriquecidas -
en oligosac&ridos. El probtlema que encierra este técnica
es la lentitud cuando se emplez carbdn en polvo. Cuando -
se emplea carbdn de grano mayor, la velocidad de elucidn

aumenta aunoue puede disminuir la capscidad de separacidn.

Hemos utilizado mezclas de dos tipos de carbdn de

los sizuisntes tamaios: de 0,5-0,75 mm (20-35 mesh ASTM)

- s f
g38eg v e iz o mmde—diame

]

especial para cromatografia &

(ON

tro.

En cuanto a lz forms de pre

(o]

srar estss columnas -

ha sido la siguiente: 3Se emplean columnas cde 1CCcm X 6 cn.
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El relleno de dichas columnas se realiza preparando una/—
prert

suspensibén de carbdn en agua (25 g de carbdn por cada 100

ml de agua) que se va introduciendo en la columna dejando

salir el agua.

Una vez preparada la columna se lava con zgua

des

poy

tilada y se coloca en la parte superior una disolucibn --

acuosa del sirupo, que se adsorbe vor el carbbén. A conti-

nuacidn se eluye con agua

distintas proporciones.

3.

e

o

con mezclas de etanol-agua en

ANATISIS DE LAS MUESTRAS

A continuacidn s

d

escribe el proceso seguido con

cada una de las muestras y los resultados obtenidos.

2.1, Muestra A.

Pulpa 450 g.
Se estabiliza y se extrae con etanol como se ha -
indicado en el apartado ITI.2.2.
Los extractos se concentran hasta sirupo. Tste se
—+trafa con -agus-en caliente v gse filtra., T1 filtrado se —--
desioniza como se indica en el apartado II.Z2.2.

Y se con-

centra en rotavavor hasta sirupo. Este se cromatocrafia -

TL

en una columna aue con

ena celulosa (A0 z) ¥ mide 5C cm

Se emplesa como desarrolla—--

raccionss de

[
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El curso de la separacidn en la columna se ha se-
guido por cromatografia en papel de las fracciones recogi
das. Esto ha permitido agruparlas convenientemente y con=
centrarlas, obteniendo cinco fracciones principales que =~
se analizan también por cromatografia en papel (Whatman -
n2 1 y 3), utilizando la técnica descendente con los de-—-
sarrolladores a y d, y la técnica circular con los desarro
lladores by, ¢, d y e. Los reveladores empleados han sido
el nitrato de plata-NaOH y difenilamina-anilina y &cido -

fosfdrico (b).

Fraccidn 1. Tubos 1-24.

Se identifica: Glucosa, fructosa y xilosa. Proba-

bles: ramnosa 'y ribosa. -

Fraccidén 2. Tubos 25-69.,

Se identifica: Glucosa.

Fraccidbn 3. Tubos 70-110.

Se identifica: Glucosa, fructosa y sacarosa.

(%

Fraccidn 4. Tubos 111-259.

Se identifica: Sacarosa.

—

- Se detectan dos oligosacéridosr—— -
- Mancha I:

T&cnica descendente
Lesarrollador a: RG O,22,RG de la maltosa 0,22,

Lesarrolizdor 4: RG o,17, RG de la lactosa 0,17.
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Técnica circular
Desarrollador e: RG O,BB,RG de la maltosa 0,42’
,Aunque su RG en el desarrollador a corresponde -

con la maltosa y en el d con la lactosa las coloraciones =-

que se obtienen al revelar con difenilamina-anilina y éci-

do fosférico (b) son diferentes a las que dan estas sus—-

tancias.

- Mancha ITI:
‘Técnica descendente

Desarrollador a: RG 0,05
Desarrollador b: R; C,05

Fraccidn 5. Tubos 26C-410.

Se detecta un oligosacirido.
Técrnica descendente

Desarrollador a: R, 0,24, R, lactosa 0,22
Desarrollador d: R, 0,15, R, lactosa 0,15

Bele Muestra B.

Pulpa 450 g.

Se opera—como ya se ha indicado en el apartado an

terior 3.1., obteniéndose un sirupo que se crcmatografia
3 g o

sobre una columna de celulosa (60 g ) empleando como elu-

yente n-butancl saturado de agua y recogisndo fracciones

de 10 ml.
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Analizadas estas por cromatografia en papel se --
agrupan convenientemente en seis fracciones principales,
que se analizan por cromatografia de papel como se ha in=-

dicado en el mismo apartado.

Fraceibén 1. Tubos 1-35

Se identifica: fructosa y xilosa.
Probables: Ramnosa, ribosa y manitol.

Fraccidn 2. Tubos 36=70

Se identifican: Glucosa, fructosay manitol.

Fraccidn 3. Tubos 80-140

Se identifican: glucosa y sacarosd.

Fraccidn 4. Tubos 141-199

Se identifican: Glucosa y fructosa.

Se detecta un oligosacérido que por sus RG corres-
ponde a la maltosa 4§ lactosa, pero su coloracidn con el re

velador difenilamina-anilina y &cido fosférico es diferen-

’te a la de estos dos disacéridos. Los datos de esta cfoma—

tografia son los siguientes:

———

R
Técnica descendente.

Desarrollador a: R, 0,22, R, maltosa 0,22

Lesarrollador d: R, 0,17, R, lactosa 0,17

G G
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Otra parte de esta fraccién se concentra a seque-
dad (aproximadamente 2 g) y se cromatografia sobre una co

lumna de carbédn.

Se han utilizado 40 g de una mezcla a partes izuz
les de carbdn de 1,5 mm y de 0,5-0,75 mm y se ha prepara-
do la columna siguiendo las directrices indicadas en el -

apartado 2.4,

A continuacidén se eluye con agua y con etanol-agua
en diversas proporciones. Las fracciones obtenidas se ana
lizan por cromatografia sobre pépel empleando la técnica
descendente, el desarrollador h y como reveladores nitra-

to de plata-NaOH y difenilamina-urea y &cido fosfdrico.
Los resultados son los siguientes: -

Fraccidn 4.1,

Volumen 100 ml. de agua. Evaporado a sequedad: Se

obtienen %60 mg de sbélido amarillento.

Se identifica: Glucosa, fructosa y manitol.

Fracecidn 4.2,

Volumen 1500 ml de agua. Evaporado a sequedad se

obtien & un sblido blanco.

Se identifica: Manitol (componente vrincipal) y -

glucosa.

=]
H
o
[¢}
(e}
[
O»
3
=
N
.

Volumen 25C0C ml de agua. Zvanorado a secuedad se

obtiene 150 mg.
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Se identifica: manitol y glucosa (trazas).

Fraccidn 4.4,

Volumen 3500 ml de agua.

Se identifica el manitol.

c10

Se detecta un oligosacérido de Rq 0,28 gue reaccig

na con nitrato de plata y con difenilamina-urea da un coO--

[

lor gris morado.

Fraccidn 4.5.

Volumen 5000 ml de etancl-agua al 2%.
Se identifice el manitol.

- Se detectan dos oligosacéridos de R; 0,21 ¥ 0,26,
que con difenilamina-urea dan color rosa-brillante y gris-

morado respectivamente,

Fraccidn 4.6.

Volumen 4000 ml de etanol acuoso al 10%,

— 3e detectan dos oligosacéridos de R, 0,18 vy 0,37 -

que con difenilemina-urea dan color rosa brillante y reac

_cidn positiva con nitrato de nlata.

) 77\* e

Se déetecta un olirosacirido de RG
fenilamina-uraa d

vz con nitrato de mlata.
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Traccidn 5. Tubos 500-600

Se identifica galactosa.

Se detectan dos oligosacéridos, que en cromatosra
fia descendente y en el desarrollador d sus RG son: C,1-

0,10 y 0,04,

Fraccidn 6. Tubos 601-720

En las mismas condiciones analiticas se detectan

dos manchas cuyas RG son 0,04 y 0,08,

Muestra C.

-
LR

Pulpa 600 g.

El extracto se ha obtenido tratando la pulpa como
Se ha indicado en el apértado 2.1, obteniendo &l evaporar
el agua en la fase final un sbélido blanco (5,5g). Este se
crematografia sobre celulosa (150 g) en una columna de ==
70 cm de largo y 2% mm de di&metro con butanol-acetona-
agua (2:7:1) v recogiendo fracciones de 25 ml. El curso =-

de la separacidén en columna se sigue mediante cromatogra-

fia-de las fracciones en papel Whatman n2 1 y 3 MM, utili
zando el mismo eluyente usado en la columna. EL revelado

se hace con nitrato de pnlata~llaOH. Teniendo en cuenta los

resultados de estas cromatogrzfias las fraccion=s rscogi-
das s8e reunen convenisntemente ¥y se concentran a pecuefio

‘ .

volumen cbteniendo diez fracciones principales cue se ana

M e - os B
lizen por cromato-raZia en vnapel.



Fraccidn 1. Tubos 1-16

Se identifica: Glucosa y xilosa.

Probable: Ribosa

Fracecibn 2. Tubos 17-33

Se identifica: Glucosa, xilosa y ramnosa.
Probable: Ribosa

fpaceidn 3. Tubos 34-43

Se identifica: Glucosa, xilosa y fructosa.

o

Fracecidn 4. Tubos 44-66

Se identifica: Glucosa y fructosa.

Fraccibn 5. Tubos 67-82

Se identifica: Glucosa, fructosa y manitol.

fraccidn 6. Tubos 832-108

Al concentrar a secuedad se obtiene un producto =

__sblido (710 mg)

Se identifica: Glucosa, fructosa y manitol.

‘rsccibn 7. Tubos 1C09=-114

._
s
X3
~r
.

Se obtiene un vroducto sbdlido (4¢

ce identifica: Glucosa y manitol.
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Fraccidn 8. Tubos 115-129

Se obtiene un producto sélido (245 mg).
Se identifica: Glucosa y manitol.

Fraceidn 9. Tubos 130=159

Se obtiene un producto sdlido (1940 mg).
Se identifica: Glucosa y manitol.

Fracecidn 10. Tubos 160=-197

Se identifica: Sacarosa.

5 elte Muestra D.

Pulpa 52 g.

Se ha operado de manera an&loga a la indicada en =
el apartado 3.3, obteniendo 292 fracciones de 10 ml que =--
agrupadas convenientemente de acuerdo con los resultados -
de la cromatografia en papel v concentradas a peguefio volu
men dan seis fracciones principales que se analizan como -

se ha hecho con las muestras anteriores.

fraccidn 1. Tubos 1-41

—_—

———_Se identifica: Glucosa, fructosa y xilosa.

Probable: Ramnosa.




Fraccién 3. Tubos 120-184

Se identifica: Sacarosa.

Fraceidn 4., Tubos 185-214

Se detecta un oligosacédrido, que en cromatogrsii
descendente, desarrollador d y revelador nitrato de platz
de RG 0,40. Revelado con difelinamina—urealde color rosa
brillante. No se identifica con ninguno de los oligosacéh-
ridos de referencia: Sacarosa RG 0,52 {(gris morado), mal-
tosa, 0,30 (rosa que pasa a amarillo) y lactosa, 0,20 (ro

sa que pasa a naranja)e.

Fraceidn 5., Tubos 215-266

Se detecta un oligosaclrido de Ry 0,20 en el dew-
sarrollador d, cuyas caracteristicas son similares al de

la fraccidn anterior.

Fracecidn 6. Tubos 2£9-292

Se detecta un oligosacérido de RG 0,17, que da co
lor rosa brillante con difenilamina-urea y castafio claro

con ftalato 4cido de anilina.

)

Ze5e uestrs L.

" Pulpa 28CC g.

Se extraze la pulpa con & litros de =zua calentando

o
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nte seis horas. Se filtra la culpa residual y
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de este sirupo (80 g en 400 ml) se cromatografia sobre co
lumna de carbdn con el fin de obtener dos fracciones: una
en la que se encusntren los monosaciridos y otra gue con-
tenga los oligosacaridos. Primero se sluye con agusz d=s7i
lada hasta que no se detecta la presencia de monosaciri--
dos y a continuacidn se eluye con mezclas de etanol acus

al 5, 10, 15 y 20% y aunque se chservan algunas diferen--
cias en dichag Tracciones se unen para una posterior sepa

racidén e identificacidn.

Estudio de la fraccidn de los monosaciridos.- Pa-

ra facilitar la identificacibén de los azlcares que se en-
cuentran en pequefia proporcidn se cromatografia en colum-
na de celulosa el sirupo (40 g) aue se obtiene al concen-
trar el 1liguido acuoso eluido az través de la columna de -
carbdn. Siguiendo el procedimiento descrito en los apartg
dos anteriores se han identificzdo la glucosa, fructosa y

xilosa, y se senala como probable la ramnosa y la ribosa.

Tstudio de la fraccidn de oligosaciridos.- Las --

fracciones obtenidas vor elucidn de las columnas de car—--

bdn con etanol-acuoso en distintas proporcionss se unen y

o)

ucida hasta siruvro, se disuel-
s b

el

se concentran a oresidn re
ve dicho sirupo con agua destilada hasta aque la disolu-—--
g§§nrresultante s2a aproximadamente del 10% y se coloca -
en la parte superior de una columna nue contiene una mez—

cla de dos tipos de carbdn (40 g de didme

— ] J— : 2z 3 I A )
de oTro tTipo cuyo diamiro es de 0,5=0,75 mnm).

<
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La columna es eluida en primer lugar con agua deg
tilada y a continuacidn con mezclas de etanol-agua del 2,

4, 5,5, 7 v 10%.

Las fracciones eluidas de la columna se cromsto—--
grafian en papel (Whatman n? 3) siguiendo la técnica 4. -
cendente y empleando los desarrolladores d y g y como rz-
veladores: nitrato de plata, difenilamina-anilina y dife-

nilamina-urea.
Los resultados son los siguientes:

Fraccibn 1.

Volumen 6 litros de agua.
Se concentra a pequeno volumen.

Se identifican por cromatografia en papel: gluco-

sa, fructosa y pequernias cantidades de sacarosa.

=3 ]

raccidn 2.

Se unen y concentran a pequefio volumen 2,5 litros

de etanol-agua al 2% y 5 litros de etanol-agua al 5%.
Se identifica: sacarosa.

Se detecta un oligosacérido de RG C,16 con el de=-
sarrollador a, y RG 0,22 con el desarrollador d. Da cclor

rosa brillante con difenilamina-urea.
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fraccibn 3.

Se unen y concentran a pegueno volumen 5 lifros -

de etanol-agua al 5,5% y 5 litros de etanol-agua al 7%.

Se detectan dos oligosaciridos de Ry 0,46 y 0,1°
con el desarrollador a y RG 0,69 y 0,38 con el desarroll_
dor g. Dan colores verde y verde-azul con el revelador di

fenilamina-anilina y rosa brillante con difenilamina-ures.

Fraccibn &4,

Se concentran a pequefio volumen 2,5 litros de eta

nol-agua al 10%.

Se detectan dos oligosacéridos de R; 0,68 y 0,36
conel desarrollador g, que dan color rosa brillante con -

difenilamina-urea.

Se han identificado en extractos de pulpa de acei
tunas deshuesadas de la variedad "manzanilla'": glucosa, -

fructosa, manitol ¥ sacarosa que s2

1%

W

ncuentran en cantida

F

des apreciables. Como componentes menoresi-xiloga y damos

como probadble la existencia ds ramnosa.

oe nan detectado varios olizosaciridos que DOT —-=

sus movilidades cromatozraficas los consid=arano ri

o

digac

f)
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE I0S

AZUCARES DE-

LA FULPA.

METODOS VOLUMETRICOS Y COLORIMETRICOS




1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Las determinaciones analiticas cuantitativas de --
azlcares en extractos de pulpa de aceitunas se realizan o

dinariamente de forma global y no especifica.

Rodriguez de la Borbolla, Fernfindez Diez y col. -~
(12) determinan los azlcares reductores y totales en ex---
tractos de pulpa de las variedades gordal y zorzaleia. Uti
lizan el método de Lane-~-Eynon en muestras defecadas con --
acetato neutro de plomo. Estos autores observan que 108 ==
azlicares reductores disminuyen progresivamente con el de--
sarrollo y madurez del fruto pasando desde un valor méximo

a mediados de Julio de 7,8% de pulpa fresca en la variedad

gordal y 8,2% en la variedad zorzalefia a otro minimo a fi=:

nales de noviembre de 3,1% en la variedad gordal y 3,4% en

la variedad zorzaleina.

Los azicares totales también disminuyen progresiva
mente pasando de un méximo a mediados de julio de 8,0% en
la variedad gordal y 8,1% en la variedad zorzalefia a un -

3,2% v 3,5% a finales de noviembre.

Estos autores (12) observan que también disminuyen

rogresivamente los azlcares reductorss y azlcares totales

[

T

expresados en % de vulpa seca. R —

Sandret (9) hace un estudioanalitico cuantitativo
d= tres varisdsdes gqgue s2 cultivan en Marruecos: vpicholine

marroqui o Zitoum, hojiblanca y =o

17 -

3]

dal, Zmrlea el método =

de ZBertrand en las determinaciones de azlicares reductores
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v totales. Los extractos de la pulpa los defeca con aceta-
to de plomo y los trata vosteriormente con resinas de cam-

bio idnico, Amberlita IR-120 y IR-4B.

Petruccioli (10) determina los azlcares reduc . 3
v totales en extractos de pulpa de las siguientes varicioo-

R

[

des italianas: "canino", "carboncella", "frantoio”, "1

PRV

D

},_.J

no", "maurino", "moraiolo" y "morchiaio"j; utilizando e
1] 3 o ?

i

+todo de Bertrand.

Donaire y col. (33,34) determinan en aceitunas de
la variedad martefia los az(cares reductores y los azica--
res totales, utilizando los métodos colorimétricos de Jo-

lin-Malmros (35) v de Mokraah (36) de la anftrona.

Los resultados de Sandret, Petruccioli y Yonaire
coinciden con los de Rodriguez de la Borbolla y col. en -
cuanto a la disminucidn prosresiva de los azlcares reduc-

sores en % de pulpa seca desde agosto a noviembre.

Para Donaire v para Sandret los azficares solubles

[N

Sotales en algunas variedades, expresadcs 2n Zramos por -

OO Py

CO frutos, aumentan vrozrssivamente de agostc a noviem--

hre & sentismbre

-~
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3
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1o0s valores ba

jos de partida.
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dan para esta relacidn los valores de 0,7 a 0,9, admitien
do que dicha relacidn vuede tender a 1 por desaparicidn -

de la sacarosa en frutos muy maduros.

2 MATERTAL Y METODOS

2.1, Aceitunas

Se han utilizado aceitunas de las varisdades "m=x
zanilla" y "zordal" recogidas en olivares de la Provincia

de 2evilla.

Muestras de manzanilla:

Muestra F (20-0-1977

Muestra

92
N
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4

T
1

Tuestra H (10-85-1978)

Musstra de "zordal":
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ta y se filtra. Lo que queda en el filtro se lava con agua

31 extracto acuoso se purifica por defecaciln

paso por resinas de intercambio idnico.

2.3.1. Defecacidn (12,15)

A ~

A la disolucidn acuosa de la muestra se ls aidade -
una disolucidn saturada de acetato neutro.de plomo (2 ml).
Se comprueba con una gota de oxalato potésico en agua si -

hav exceso de idn plomo. Si la r ién es nsgativa la ope

®
1
Q
Q
|

racidén se repite hasta gue haya exceso de acstato de plomo.

%

precipitado cbtenidc se filfra en un embudo nor-
mal a travis de pavel “hatman n2 1 7 se lava con agua des-
tilada (50 ml). A los filtrados reunidos se le afade oxalz

to potasico (0,5 g) v se comprueba el =xceso ds oxalato --

rante unas 15 horas. Pasado sste tismpo se filtra a través
de un embudo normal con vapel Yhatman n? 1, se lava con --
agua destilada (5C ml) v s2 »masa a un matraz aforsdo de --

500 ml, llevindola a este volumen con azua destilada.

Ta mitad de esta Aisclucidn, aque corresvonde a 50 g
1e »ulpa fresca, se somste oSro “tratamisnto de purifica-

1i2 en el anartado sizuisnte. De ambas mitades se toman ==
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fracciones alicuotas gue se emplean en las distintas de--

terminaciones analiticas.

N

2.3.2., Tratamiento con resinas de intercambio idnico {37)

La disolucidn defecada (250 ml) se pasa a travi:
de una columna de Amberlita IR-120 H' (15,38,39) (70 ml -
de resina hlmeda). A continuacibn la resina se lava con =
agua destilada empleéndose un volumen 15 veces el del le-
cho. Posteriormente se pasan los filtrados por una colum-
na de Amberlita IR-45 OH (40) (90 ml de resina hlmeda) -
lavéndose la resina anidnica con un volumen 15 veces el -
del lecho. Los liguidos reunidos se concentran en rotava-
por y la disolucidn gque resulta se lleva a un matraz afo-
rado de 250 ml, completando el volumen con agua destilada.
De esta sclucidén se toman las fracciones alicuotas que se

£

utilizan en las determinaciones analiticsas.

2.4, Determinacidn de agficares reductores

2.4.1. Método de Lane-Eynon (41,42)

Se utiliza el método de Lane-Lynon cue €S una mo=-
dificacidn del método de Fehling (43,44), ambos se basan
en que los azlcares que tienen un grupo aldehido & cetona

en su molécula reducen en solucidn alcalina las sales de

cobre.

CHO COCH

O
(@}
[
N
O
iy
s
N
+

| + uugo + HQO
CHCH CHCH
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Esta reaccidn del complejo de cobre no se realiza
estequiométricamente debido a los profundos cambios en la
molécula del azlcar causados por el medio fuertemente al-
calino. No obstante, las condiciones de la reaccidn en =3
te método pueden adaptarse de modo gque los resultados ---
sean reproducibles ¥ que las cantidades de oxido cuprosc
sean proporcionales a la concentracidn del azlcar dentro

de un cilerto margen.
a) Reactivos

Solucidn A.- Se disuelve sulfato de cobre (89,28 g)
en azua destilada caliente (400-60C ml). La solucidn tria

se pasa a un matraz afcrado, completéndose el volumen has

ot
o

1C00 ml.

Solucidn B.- Se disuelve tartrato sddico potasico
(345 z) en agua destilada (300 ml). 3e prepara otra diso-
lucidn de hidrdxido sdbddico (10C g) en azua (380 ml) y se
hierve durante 5 minutos. A continuacibn se anade el ftar-

trato a la sosa, se enfria la mezcla ¥ se pasa a3 un ma---

traz aforadc de 10CO ml, enrasando con asua destilada.

s

3clucidn C.- 32 disuelve zlucocsa anhidra vur

o]

S

}_J

«dil a
(&4 g) en un matraz aforado de 1CCO ml con azua destilada,
3e le afiade a la solucidn 1 ml de %tolueno y »ueds conser-

varse, verfectamentsa

i 4

,—t«
O]

vada, durante una 4 dos semanas --—

i

. o R4
sin gue suflra alteracion.
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b) Valoracidn del reactivo de Fehling

Se mezclan volimenes iguales de las soluciones A
v B (reactivo de Fehling) y se toman con una pipeta © ml
de la mezcla que se llevan a un matraz aforado, diluysni-
con agua destilada hasta 100 ml. La disolucidn que resnul-
ta se pasa a un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Desde una ou
reta, que contiene la solucidén C con la que se va a valo-
rar el reactivo de Fehling, se le afiaden &€ ml y se calien
ta a ebullicidn durante dos minutos. Se forma un precipi-
tado rojo intenso y el liquido gue sobrenada toma color -
azul. Sin que el licuido deje de hervir se continfa la -
valoracibén afiadiendo glucosa hasta que el color azul sea
casi imperceptible; se agr=zgan entonces 2 a 5 gotas de so
lucibn de azul de metileno al 1% y se continda la valora-
cidn hasta Que el color azul pase a morado débil y por -

fin desaparece.

Se revite la valoracidn adadiendo 0,5 ml menos --
que la cantidad que se ha necesitado la primera vez y se
ajusta el punto final. Se realizan sucesivas valoraciones

n dentro de una diferenciz de

MD»

hasta que dos de ellas est

D

0,1 ml. E1 tiemno total de ebullicidn debe ser ds uncs =
3 minutos y durante la valcracidn no debe agitarse el m

traz.,.

Llamando P 2l peso de glucosa disuelta en 1 litro,

Q2
<t
H

al nlmero de ml gastados en la valoracidn y T 2l facto

of
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P.C

1000

Se ha encontrado gque el volumen C empleado en la -
valoracién de 4 g de glucosa por litro ha sido de 8,5 nl,

por tanto el factor F es 0,034,

F = = 0,034
1000
e) Valoracidn de la solucidn de azicares

Se toman 6 ml de la disolucidn de Fehling, aque se
diluye a 10C ml, se le afiaden desde una bureta 5 ml de la
solucién de azlicares, se hierve durante dos minutos y se
continfa afiadiendo solucidén hasta que el color azul se ha
ga casi imperceptible, se adiciona entonces de 2 a 5 go=--
tas del indicador y se continfia la valoracidn hasta la —--

completa desaparicidn del color azul.

Se repite la valeracidn como en ¢l casoc anterior,
hasta que dos determinaciones no se diferencian en més de

0,1 ml.

Siendo r el factor del reactivo, C los ml de solu
cibn problema y ¢ la concentracidén de dicha solucidn en -

gramnos de glucosa por 100 ml, tenemos que:

r . 100
C =
C
2.4.2, NM&todo de las sales de tetrazolio

[
@]
n
W
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N
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El método se basa en gue



S =l 8
medio alcalino a las sales de tetrazolio incoloras a for-

mazanos coloreados y solubles en disolventes orgénicos,

Se ha seguido con algunas modificaciones el procg
dimiento de Fairbridge y col. (45) que utiliza el cloruz«

de 2,3,5=trifeniltetrazolio.

a) Procedimiento

A 2 ml de una disolucibn de glucosa (160-26Cug) -
se le afiade 1 ml de una disolucidn acuosa no coloreada al
0,3% de cloruro de 2,5,5—trifeniltetra201io vy 1 ml de una
disolucidbén acuosa de hidrdxido sbddico 2 N. La mezcla se -
calienta 3 minutos en bafio de agua hirviendo, se enfria -
inmediatamente sumergiéndola en agua fria y se acidifica
con 1 ml de &cido acético 2,1 Ili. Se lleva con etanol abso
luto hasta 5C ml, se agita y se hacen las medidas frente

al blanco a 485 nm.

b) Curva de calibrado

Para conocer la concentracidn de glucosa de cada

3

!

una de las muestras analizadas por este método, partiendo

del dato de absorbancia obtenido exterimentalmente, es ne

cesario conocer previamente lz absorbancia de distintas -

cantidades conocidas de glucosa cue se someten al mismo -

Procsso que a las muestras, es declr es necesario CoOnsS=—-—-—

truir una curva de calibrado.
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cantidades de glucosa que van desde 168 a %60 ug por cada

2 ml de disolucidén. Se toman 2 ml de cada unz de estas di

soluciones y se someten al procedimiento descrito anterior
mente midiendo las absorbancias frente al blanco a 485 nm.
Las cantidades de glucosa que contienen las 9 disolucio--

nes asi como las absorbancias que resultan se exponen a2

la tabla V .

La linea de calibrado se obtiene pcniendo en abs-
cisas los microgramos de glucosa que hay en 2 ml y en or-
denadas los corresvondientes valores medidos en absorban-

cia.

Como blanco se emplea el obtenido al someter 2 ml

de agua destilada al mismo procesc que-cada una de las &i

soluciones referencia.

Para cue las absorbancias obtenidas con las dige=-
tintas muestras se puedan comparar, con el minimo error,
con las absorbancias obtenidas para las disoluciones de -
referencia, se hace una curva de calibrado cadz vez oue =-
se hace el an&lisis de una muestra. iAsi, tanto las mues--
tras como las referencias estén sometidas 2 las mismag —-

Co

K

ciclones experimentales, 3i se snalizan Juntas mis de
una muestrza, se hace solo una curva de calibrado al mismo

fiempo ocue las muestras se someten al proceso analitico.



Tabla V

Disoluciones de - Cantidad de glu- Absorbancia
referencia. cosa en 2 ml, en
microgramos.

ne 1 168 0,315
ne 2 192 0,390
ne 3 216 0,475
ne 4 240 C,550
noe 5 264 0,660
ne &6 288 0,735
ne 7/ 312 0,790
ne 8 336 0,905
ne 9 360 C 1,000

Con los vaslores de la tabla V se construye la cur

va de calibrado de la figura 1.
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2¢5.. Determinacidn de azicares totales

\

2.5.1., Método de Lane-Eynon (41,42)

En la determinacidn de aztcares totales se utili-
za el métode volumétrico de Lane-Eynon realizando previi-
mente una hidrdlisis de los disacéricos presentes, en =s-
te caso sacarosa con 4cido clorhidrico 1,2 N, Para ello -
se opera de la forma siguiente: a la disolucidn de la ---
muestfa (250 ml) se le afiade &cido clorhidrico concentra-
do (10 ml) y se deja la disolucibén toda la noche a tempe-
ratura ambiente. AL dia siguiente se neutraliza la disolu
cidn con hidréxzido sbédico al 30%; procediérdose a conti--
nuacidn a la determinacidn de los azlcares totales por el

nétodo va descrito en el apartado 2.4¢1l.

2.5.2., Método del fenol-Acido sulfirico

£

1 método se basa en gue los azlcares simples y -

oligosaciridos con un grupc reductor libre o votencialmen

e

te libre den un color anaranjado-amarillo cuando se tra--

tan con fenol y é4cido sulfdrico concentrado.

—  _Se-utiliza el pracedimiento de Smith y col. (46,

47).
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b) Procedimiento

A1 ml de la disolucidn acuosa de glucosa (4-40ug)

se le afiade 1 ml de la disolucidn de fenol al 5% y se --

mezclan. E1 blanco se prepara con 1 ml de agua destils

Con una pipeta se le afiaden 5 ml de &cido sulflri
co de forma que golpee en la superficie del liquido agi--
tando durante la adicidn del &cido. Después de 10 minutos
el tubo en que se efectlia la reaccidn se vuelve a agitar
v se coloca en un bafio de agua a 302 durante 20 minutos.
Una hora después de su preparacibén se mide la absorbancia

de 1la disolucién frente al blanco a 490 nme.

c) Curvas de calibrado

Como se han analizado extractos de pulpa en dos =
momentos diferentes (septiembre de 1977 y agosto de 1978)
en cada una de estas fechas se construye una curva de ca-
librado con disoluciones de glucosa, que se preparan y se
someten al procedimiento descrito en este apartado al mig

mo tiempo que los correspondientes extractes de pulpa.

Curva.de calicrado me 1e+=—5e construye una curva
de calibrado en sentiembre de 1977 que se emplsa en la dg

terminacidn cuantitativa de las muestras F e I. Para ello

someten al procedimiento indicado en este apartado midién
dose las absorbancias frente al blanco a 490 nm. Les can=-

tidades de glucosa de las discluciones de referencia, asi
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como los valores de las absorbancias gue resultan, se ex-
ponen en la tabla VI. Con dichos valores se construye la

curva de calibrado ne 1 (figura 2).

Curva de calibrado n? 2.~ Se construye otra curv=
de calibrado en agosto de 1978 gque se emplea en el anili-
sié cuantitativo de la muestra H. Se preparan 8 disoluci:z
nes de glucosa (8-%6 ug), se someten al procedimiento des
crito en este apartado y se miden las absorbancias frente
al blanco a 490 nm. Las cantidades de glucosa de las diso
luciones de referencia, asi como los valores de absorban-
cias que resultan se exponen en la tabla VII. Con dichos

valores se construye la curva de calibrado n2 2 (figura 2).

Tabla VI
Disoluciones de Cantidad de glu- Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en

microgramos.

ne 1 4 0,075
ne 2 8 0,095
ne 3 12 0,130
nO 4 16 0,225
ne § 20 0,235
ne & e 0,285
ne 7 o o8 - 0,340
no 8 32 0,355
ne 9 26 0,415
ne 10 10 0,475
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Tabla VII
Disoluciones de Cantidad de gluf Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en
microgramos
ne 1 8 0,090
no 2 12 0,105
no 3 16 0,160
no &4 20 | 0,195
ne 5 24 0,245
ne 6 28 0,295
no 7 32 0,310
n2 8 36 0,360
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2.5.3., M&todo de la antrona

Se sigue el método de Roe (48)

a) Prevaracidn del reactivo

333 ml de Acido sulflrico concentrsdo (del 96-¢7
se anaden lentamente sobre 140 ml de agua destilada, cui-
dando que no suba la temperatura por encima de 1102. Se =~
disuelve tiourea (5 g) en esta disolucidbn. Se enfria por
debajo de 902, se le adiciona antrona (0,25 g) y se alma-

cena en un frigorifico a 49.

b) Procedimiento

A 1 ml de disolucidn acuosa de glucosa (18-180 mg)
se le anaden 10 ml del reactivo antrona. El tubo en que -
se realiza la reaccidn se tapa, se agita y se calienta en
agua a ebullicibdn (952) durante 15 minutos. Después se en

fria répidamente en agua fria.

De la misma forma se opera con el blanco (1 ml de

agua destilada) y con las muestras.

—

Despulds del enfriamiento se hacen lazs medidas a =

Curvag de calibrado
a \»m N

™

Se analizan extractos de pulpa en dos momentos di

ferentes (noviembre de 1977 v agosto de 1978) v en cada -
una de estas fechzs se construye la corresvondiente curva
de calibrado.



~58~

Curva de calibrado n¢ 1. Se construye una curva de
calibrado en noviembre de 1977 que se emplea en laz deter-

minacidn de la muestra G.

Se preparan 8 disoluciones de glucosa (18=144 wirt,
se someten al procedimiento descrito en este apartado -

se miden las absorbancias frente al blanco a 620 nm.
]

Las cantidades de glucosa contenidas en las diso=-
luciones de referencia y los valores de absorbancia que -

resultan se exponen en la tabla VIII.

Tabla VIIT
Disoluciones de Cantidad de glu=- Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en

micrcgramcs.,

ne 1 18 0,045
ne 2 36 0,100
ne 3 54 0,130
no 4 72 C,205
ne 5 90 0,255
ne 6 108 0,230
e 7 126 | 0,310
ne 8 1un 0,410

Con los valores de la tabla anterior se construye

la curva de calibrado n¢ 1 (Figura 3).

Curva de calibrado n? 2,- 3e construye otra curva

de calibrzdo en agosto de 1978 que sz emplea sn ol anéli-

0
®
0

. s - ) —
81lg cuangvivtativo ce la muestra H.
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oe preparaﬁ 10 disoluciones de glucosa (18-180 ug),
se sigue el procedimiento descrito midiendo las absorban--

cias frente al blanco a 620 nm.

Las cantidades de glucosa de las disoluciones i~ =~
referencia, asi como los valores de las absorbanciss au-

resultan, se exponen en la tabla IX.
Tabla IX

Disoluciones de Cantidad de glu- Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en

microgramos.,

ne 1 18 0,045
n2 2 36 0,110
ne 3 54 0,110
no 4 72 0,175
ne 5 390 0,205
ne 6 108 C,270
ne 7 126 0,280
ne 8 144 0,310
n? 9 162 C,370
-ng 10 180 : 0,410
N Con los valores de la tabla anterior se construye
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pulpa de aceitunas. se emplea el método de la cisteina-4ci
do sulflrico de Dische y Davi (4G) especifico de este azl

car, puds la glucosa solo interfiere cuando esta presente
] = O a

en cantidades 100 veces mayor que la de fructosa.

El resultado en estas determinaciones correstcn
a la fructosa total existente en dichos extractos, pués -
la sacarosa se hidroliza por la accidn de los reactivos -
empleados en este método liberando fructosa. lio obstante,
al estar la sacarosa en estos extractos en pequena canti-
dad, los resultados de estas determinaciones pueden ser -
referidos a la fructosa libre cometiendo ligeros errores
por exceso y que pueden ademés ser corregidos si se cono=-
cen las cantidades de sacarosa en cada uno de dichos eX--

tractos.

a) Procedimiento

A 0,4 ml de una disolucidn de fructosa (44,8-224ug),
se le afiaden 0,1 ml de una disolucidn acuosa de clorhidra
to de I~cisteina al 20% vy 5 ml de una disolucidbn de &cido

sulfirico del 75%. La mezcla se agita vigorosamente v se

=

deja & horas a temperaturz ambiente.

-

2zl mismo vrocedimiento ge aplica tanto al blanco

<

o

e (0,4 ml de szus destilada), como =2 lazs distintas musstras.

N—~ — N
Las absorbancias se micden a 42C nm.

Jie]

{
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la cisteina-dcido sulfiirico extractos de pulpa en tres mo
mentos diferentes (septiembre 1977, noviembre 1977 y agos
to 1978) y en cada una de estas fechas se construye unas -

curva de calibrado.

A las disoluciones de referencia se les éplica
método descrito en este apartado. Las disoluciones colo--~
readas que resultan no pueden medirse directamente, sino
que es necesario diluirlas previamente para que sus absor
bancias estén dentro del intervalo adecuado. Como se ha -
indicado antes se han hecho tres determinaciones y tenien

do en cuenta la experiencia, la dilucidn ha sido diferen-

te en cada una de ellas.

Curva de calibrado n2 l.- Se construye dicha cur-

va de calibrado en septiembre de 1977 y se utiliza en 1la

determinacidn cuantitativa de las muestras F e I.

Se preparan 9 disoluciones de fructoss (44,8-224ug)

Yy se scmeten al procedimiento descrito en este apartado.

Las discluciones coloreadas gue resultan se dilu-
yen de la siguiente forma: se toma 1 ml de cada una de ==

ellas y se le afiaden 3% ml de Acido sulférico del 75% a

3

T} -

f

téndose a continuacidn.

De 1a misma forma se procede con el blanco ¥y con

los extractos de pulpz corresvondientes,

I
o
)]
@]
W
v
ct
’_l
o)
o
(0]
n

de Tructosa contenidas en las diso

}.._l
o
(@]
'J
O
o]
[6))
43}
[oF
()]
3
<D
-y
[
I}
D
;
¢}
}J
o]
<
|_J
O
n
=1
<
84}
H
@]
H
D
n
o)
[
4V
(@]
n
O
H
&
9]
3
O
|..J
av]
[0)]
1]
o
()]

(]
)

[0}]
o

}_.J
9]

m

o

0]

D

)]

:) A

J

O

e
0}
o]

3
} d
I}
ct
{9
o’
W
i
b
-



-63=

Tabla X
Disoluciones de Cantidad de fruc- Absorbancia
referencia. tosa en 0,4 ml,
en microgramos.

ne 1 44,8 0,170

ne 2 67,2 0,315

ne 3 89,6 0,435

ne 4 112,0 0,580

ne 5 134,4 0,680

ne 6 -156,8 0,805

ne 7 179,2 1,080

ne 8 201,6 1,190

ne 9 224,0 1,480

- Con estos vaiores se construye la curva de calibra

do n? 1 (figura 4). |

Curva de calibrado n2 2.- Se construye otra curva
de caiibrado en noviembre de 1977 que se emplea en el ané

lisis cuantitativo de la muestra G.

Se preparan 9 disoluciones de fructosa (44,8-224ug)

Yy se sigue

el procedimiento descrito en este apartado.

Las disoluciones cocloreadas cue resultan se dilu-

yen de la siguiente forma: se toma 1 ml de cada una de —-

ellas y se le afiaden 4 ml de &cido sulflrico del 75%. Se

agiftan y se miden las absorbsncias frente al blanco g —-
L2C nm.

Le l=2 misma forma se nrocsade con el blanco v con
los extractos de pulpas de la zusstra G.



e

Las cantidades de fructosa de las disolucicnes -
de referencia, asi como los valores de las absorbancias

que resultan se expresan en la tabla XI.

Tabla XTI
Disoluciones de Cantidad de fruc- Absorbanciz
referencia tosa en 0,4 ml,

en microgramosS.

ne 1 44,8 0,190
no 2 67,2 0,275
ne 3 89,6 0,365
ne 4 112,0 0,490
ne 5 134, 4 0,570
ne 6 156,8 0,675
ne 7 179,2 0,745
ne 8 201,56 0,845
no 9 22u,0 0,970

Con estos valores se construye la curva de cali-

brado ne 2 (figura 4).

terminacidn cuantitativa de la nruestra H.

n

e preparan 10 disoluciones de fructosa (41,6-
228,8 ug) v se someten al procedimiento gue ha sido des=-

crito en este apartado.
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los

Las disoluciones coloreadas que resultan se dilu-
de la siguiente forma: se toma 1 ml de cada una de eg
disoluciones y se le afladen 5 ml de Acido sulfirico -
75%. Se agitan los tubos que las contienen y se mii=n

absorbancias frente al blanco a 420 nm.

De la misma forma se procede con el blanco 7 coo

extractos de pulpa de la muestra H.

Las cantidades de fructosa de las disoluciones de

referencia y los valores de absorbancias que resultan se

exponen en la tabla XIT.

Tabla XIT

Disoluciones de Canftidad de fruc- Abscrbancia
referencia tosa en O,4 ml,
en microgramos.
ne 1 41,6 0,13C
ne 2 62,4 0,195
n2 3% 3%,2 0,270
no 4 104,0 04345
ne 5 124,38 0,380
ne o 145,52 0,470
no 7 186,4 G, 5CC
n2 8 187,2 0,aCC
ne 9 208,0 0,540
ne 10 228,83 C¢,79C
Con los datos sxpusstos =2n la Tavla ant2rior s -
construve la curva 4z calibraodc ° 3 (fisura 5).
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3. ANATISIS DE TLAS MUESTRAS

A continuacidn se describe el proceso seguido con
cada una de las muestras y se detallan los resultados ob-

tenidose.

Zele Muestra F.

Variedad: "manzanilla',
Fecha de la toma de muestra: 20-9-1977,.

Su estabilizacidn y extraccidén se ha realizado cg

mo se indica en el apartado II.2.2.

Los extractos etandlicos procedentes de 100 g de
culpa fresca se evaporan en el rotavapor para eliminar el =
etanocl. El residuo se trata con agua, como se indica en -
el apartado III.2.3., con el fin de pasar a solucibn acugo

sa los azlGcarss y demdscomponentes hidrosolubles.

La mitad de la-disolucién acuosa se ha purificado
vor defecacidn y la otra mitad por paso a través de regi-
nes de intercambio idnico y defecacibn. En ambos casos se
sigue el procedimiento indicado en los apartado IIT.2.3.1.

v II1.2.3.2.

Las discluciones resultantes, 25C ml de cada una,
constituyen las muestras que denomineamos F=1 y F-2, v co-
rresvonden cada una a los extractos de 50 g de pulpa fres

ca.
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En las nmuestras F-1 y F-2 se determinan los azlica
res reductores y totales por el método de Lane-Eynon, si-
guiendo el procedimiento descrito en los apartados III.Z2.

L!‘-lo y III‘20501..

Los resultados han sido:

Muestra Azlcares reductores AzGcares totalas
% (glucosa) %  (glucosa)
F—l 597 5’9
F-2 3,8 3,8

En la muestra F-1, convenientemente diluida, se -
han determinado también los azlcares reductores por &l —-
procedimiento del cloruro de 2,3,5~trifeniltetrazolioc des

crito en el avartado III.2.4.2.

£l resultado ha sido el siguiente:

luestra Hicrogramos de Absorbancia Microgramos Azfcares

pulpa extraida de glucosa reductores
por 2 ml de di en 2 ml. % (glucosa
solucibdn. |

-1 asqn 0,550 237

A3
no

=n la muestra F-1, se han determinado los azlca~--

=]

res totales por el método colorimétrico del fenol-4cido -
sulfirico descrito en el avpartado IT7.2.5.2., utilizando

la curva de calibrzdo n2 1 (figura 2
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Muestra Microgramos de Absorbancia Microgramos Azlcares
pulpa por cada de glucosa totales
ml de disolucidn en 1 ml, % (zlucos
=1 454 0,235 19 4,2

a1

En las muestras F-1 y F-2 se ha determinado
tenido en fructosa por el método de la cisteina-&cido sul-

flrico de Dische y Davi descrito en el apartado ITI.2.%5.,

utilizando la curva de calibrado no

Los resultados han sido losg

1 (figura 4).

Siguientes:

Muestra Microgramos de pul Absorbancia !Microgramos Fructo
pa por cada 0,4 ml de fructosa %
de disolucidn. en 0,4 ml 1
F-1 088 0,Z00 99 1,1
F=2 12800 0,880 153 1,2
2e2 ruestra G.
Variedad: '"manzanilla'.
fecha de laz toma de muestra: 18-11-1977.

i_l
On

TLea disoluci

estra

j—
Y
£
ot

G,

. acuosa

convenientemente
azlcarss recductores por =21 nmdtodo de La

2do ha sido de %,2%

de los extractos se ha purifi

diluida, se han

[}

S

zlucosa),

;
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Los azlcares totales se han determinado por el mé

todo de la antrona-Aacido

sulfirico de Roe; que se detalla

en el apartado III. 2.5.3., utilizando la curva de cali--

brado n2 1 (figura 3%).

Los resultados han sido:

Muestra Microgramos de Absorbancia Microgramos Azlcares
pulpa extraida de glucosa  totales
por 1 ml de di en 1 ml. % (glucosa)
solucidn.

ne 1 2000 0,180 66 5,3
ne 2 4000 0,350 12¢€ 2,1
La fructosa se ha determinado por el método de la
cisteina-sulfirico utilizando la curva de calibrado no 2

(figura 4).

Ios resultados han sido:

lMluestra lMicrogramos de Absorbancia Microzramos fructosa
pulpa extraida de fructosa
por cada C,4 ml en 0,4 ml
de disgolucidn
ne 1 20000 ¢, 350 83 0,4
ne 2 30000 0,580 137 C,5
262 fuestra H.
Veriedad:"manzanilla™.
“eche 2 la toma de muestra: 10-8=1978
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Después de deshuesar las aceitunas,la pulpa se di
vide en dos fracciones iguales que se someten a todas las
operaciones ya indicadas de estabilizacidn y extraccidn y
pasc a disolucidn acuosa. La purificacidn se realiza en -
una de las disoluciones por defecacidn, y en la otra v-¢
defecacidn y paso por resinas de intercambio idnico conoc

ya se ha detallado anteriormente. Las dos muestras asi ob

tenidas las denominamos H-1 y H-2 respectivamente.

En las muestras H-1 y H-2 se han determinado los

azlicares reductores y los totales por el método de Lane-

Eynon.
Los resultados han sido:
Muestra Az(cares reductores = Azlicares totales
% de =zlucosa % de glucosa
H-1 4,5 4.8
H=-2 4,4 4,4

En las nuestras E-1 y H=2 convenisntemente dilui-
das se han determinsdc también los azlcarss totales por -
el método del fenol-sulfirico utilizando la curva de cali

brado ne 2 (figura 2).

Los resultados han sido los siguizntes:

Muestra lMicrogramos de pul- Abscrbancia Microsramos Azdcare:

pa extraida vor 1 ml de zlucosa totales

_ de disolucibn. en 1 ml, %(=zlucos
H-1 572 0,295 ec *. 5
E-1 8eu C,4C0 40 L,6
52 £72 0,250 25 3,7
H-2 86i 0,315 31 2,6
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En las muestras H-1 y H-2, convenientemente dilui
das, se han determinado también los azlcares totales por
el método de la antrona-sulflrico, utilizando la curva --

de calibrado n2 2 (figura 3).
Los resultados han sido:

Muestra Microgcramos de pul- Absorbancia Microgramos Azlcorss

pa extraida por 1 ml de glucosa totales

de disolucién. en 1 ml, %(glucos
H-1 2400 0,250 1C9 4,5
H-1 3600 0,400 177 4,9
H-2 2400 0,250 109 4,5
H-2 3600 0,370 S les 4,6

La fructosa se ha determinado vpor el método de la
cisteina-sulfirico, utilizando la curva de calibradc n2 3

fisura 5).
Tos resultados han sgido:

Muestra HMicrosramos de pul- absorbancia Microgramos Fructosa

va extraida por O,4 de fructosa
ml de disolucidn. en 0,4 ~1,
H-1 0216 0,385 121 1,%
g1 12288 0,510 159 1,%
H-2 9216 0,400 125 1,4
Ha? 12288 0,560 178 1,4
Tt uestra I,
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Fecha de la toma de muestra: 20-9-1977.

La estabilizacidn v extraccidn se ha realizado co-

mo se indica en el apartado II.2.2.

La disolucidn acuosa de los extractos se ha vuri i
cado una parte por defscacibdn (Muestra I-1) y la otrz ==
paso por resinas de intercambio idnico v defecacidn (luss-

tra I-2).

EZn las muestras I-1 y I-2 se han determinado los -

azlGcares reductores y totales por el método de Lane-Eynon.

Los resultados han sido:

Muestra AzQicares reductores = Azlcares totales
% de glucosa . . % de glucosa
I-1 5,5 5,1
I-2 4,3 5,8

También se han determinado lcs azlcares relductores

0

por el método de las sales de tetrazolio con los siguien--

tes resultados:

Muestra Microgramos de pul- Absorbancia lMicrosramos Azlcares

va exbraida cor 2 de zlucosa reductore:

ml de disolucidn. en 2 ml, %{=lucosa
I-1 4342 0,645 263 6,1
I-2 3789 C,280C 150 4,2

&n las nuestras I-1 y I-2, convenisntements dilui-

das, se han determinadeo los zzlcarss totsles nor el método
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del fenol-sulfGrico utilizando la curva de calibrado n2 1

(figura 2).

- Los resultados han sido los siguientes:

Muestra Microgramos de pul- Absorbancia Microgramos Azidcarse
pa extraida por ca- de glucosa totales
da ml de disolucidn. en 1 ml.. %(zluco

I-1 . 434 0,295 25 5,8
I-2 379 0,205 17 455

La fructosa se ha determinado por el método de la
cisteina-sulfdrico, utilizando la curva de calibrado n2 1

(figura 4).
Los resultados han sido l1os siguientes: . -

Muestra Microgramos de pul=- Absorbancia Microgramos Fructo:

pa extraida por ca- cde fructosa %
.da 0,4 ml de disoluc. en 0,4 ml.
I-1 10421 0,410 86 0,8
I-2 9093 0,315 72 0,8
%25, Resumen

En la tabla XIII, se recopilan los resultados de to

das las determinaciones.

En el apartado VIII.Z2 sehace un estudio comparado
de los resultados obtenidos con los mitodos slobales v —=
los encontrados por avlicacidn de los métodos cromatocri-

ficos.
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IV. DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLUCOSA EN La FULBA

ik e -— LPLAY Ll

METODO ENZIMATICO (1)
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Los mbétodos enzimAticos son precisos y especificos,
sin embargo son pocos los trabajos descritos en la biblio-
graffa en los que se utilizan estos métodos en el anfdli:=is

cuantitativo de azlcares en productos naturales.

£l método enzimético més empleado en la determino-
cién de glucosa presente en distintos productos naturales
es el de Hough y Jones (50), que se fundamenta en la deshi
drogenacidn especifica de la g-D-glucopiranosa en presen--
cia de la enzima aerodeshidrogenasa 4 glucosa-oxidasa con
la formacidn de la D-glucono-l,5-lactona y perdxido de hi-~
drbégeno, el cual al reaccionar con ortodianisidina en pre-
sencia de peroxidasa . da un compuesto coloreado. La inten-
sidad de color se mide a 540 nm, y es proporcional a la ==

cantidad de glucosa presente en la muestra.

Recientemente, a. Heredia (51) ha puesto a punto -
una técnica analitica de tipo enzimédtico para esclarecer -
la pressncia o ausencia de almiddn en aceitunas verdes gue

aplica a las variedades "gordal” y "manzanilla. El proce-

nética del alriddn, posiblemente presente, con amilogluco-

sidzsa y posterior andlisis de la glucosa resultante me—--
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2e MATERTAL Y METODOS
2ele Aceitunas

Se han utilizado aceitunas de las variedades “man-
zanilla" y "gordal" recogidas en olivares de la provinci:

de Sevilla.

Muestras de "manzanilla™:

Muestra G (18-11-1977)
Muestra J (20-11-1978)

Muestras de "gordal':

Muestra I (20-9-1977)

Muestra ¥ (20-11-1973)

2.2, Extraccidn de mono v oligosacédridos

174

Se ha realizado de manera similar a como y& se ha

indicado en el apartado II.Z2.2.

2e%, Tratamiento de purificacidn vprevio a las determina-

ciones cuantitativas
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eterninacidn de la glu-
ccsa en las distintas nuestras de scsitunas  es el descrito
por Hough y Jones (50) que emplea el reactivo zlucosa-oxida

sa y que se basa en el sizuiente escuema de resacciones:



CH2 CH
B 51
520 + 0, + D-g:lucosai>
HO -oxidasa
H CH 2
(D) (1)
Ciz0 OCH4
- S
neroxidasa
Hgog * HEN Eng > COTIOR

La enzima glucosa-oxidasa cataliza la separacidn -
de dos Atomos de hidrdgeno, del carbono anocmérico, de la -
B =D-glucopiranosa (I) forméndosa D-glucono-l,5-lactona --
(I1) v peréxido de hidrbeeno, el cual, origina un producto
coloreado al reaccionar con la crtodianisidina (III) en --
presencia de la enzima peroxidase. Despuds de acidificar =
con 4cido clorhidrico 5 N, la intensidad de la coloracidn
medida a 540 nm en un espectrofotdmetro Beckman lod. 2400,

es provorcional a lz cantidad de glucosa presente en la ==

muestra.

2.44.1. ZReactivos

Tris=-hidroximetil-aminometanc (Zastman)

Glicerina (Panreac)
Clorhidrato de o-dianisidina (Zastman)
Glucosa-oxidasa (Merck)

Peroxidasa (BDH)
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2le2e Solucidn de tris-glicerol buffer, de pH 7.

Se disuelven 6,1 g de tris-hidroximetilamino-meta-
no en 8,6 ml de &cido clorhidrico 5 N. La solucidén se dilu
ye a 100 ml, con agua destilada y se afiaden 66 ml de glisg

rina. Se ajusta el pH a 7 con &cido clorhidrico 5 N.

2.4.%3, Reactivo glucosa-oxidasa

En 100 ml de tris-glicercl buffer, de pH 7, se di-
suelven 30 mg de glucosa-oxidasa, 3 mg de peroxidasa y 10
mg de clorhidrato de o-dianisidinay la sclucidén se conser-

va en la oscuridad a 49,

24,4, Procedimiento de anélisis

2

4 1 ml de la muestra preparada para la determing—-
cibn de la glucosa se le afiaden 2 ml del reactivo glucosa-
oxidasa y se calienta en termdstato durante una hora a 3092
<+

I 12.A continuacidn se afiaden 4 ml de Acido clorhidrico -

5 N y se mide la absorbancia a 540 nm.

2.4.,5, Curvas de calibr=ado

Somobjeto—de—eenceer—la—concentracidn de glucosa
de cada una de las muestrzs analizadas por este método, par

tiendo del dato de sbsorbancia obtenido experimentalmente,

s necesgario conocer previamente la abscrbancia de distin=-

tas cantidades conocidas de glucosa cue se someten sl mis=-

n

+

mo vroceso gue a las muestras, es declir ¢e necsesita tener

o
D
C

uns curva de calibrado.
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Para la construccidn de esta curva de calibrado se
preparan 9 disoluciones de referencia cuyas concentracio--
nes estén comprendidas en el intervalo de 10-90 microsra--
mos de glucosa por mililiftro de disoluéién. Se toma 1 7! -
de cada una de estas disoluciones, en distintos tubos
ensayo y se someten a la reaccidn enzimética con el rsz::
vo de la zlucosa-oxidasa., Posteriormente se afiaden 4 uml ds
4cido clorhidrico 5 N a cada tubo y se mide la absorbancis

a 540 nme.

La linea de calibradc se obtiene poniendo en absci
sas los microgramos de glucosa que hay en un mililitro y -

en ordenadas los correspondientes valores medidos de absor

banciza.

Como blanco se utiliza un tubo de ensayo contenien
do 1 ml de agua destilada, el cual se somete al mismo pro=-

ceso que las disoluciones de referencia.

Para que las absorbancias obtenidas con las distin
tas muestras se puedan comparar, con el minimo error, con
las absorbancias obtenidas va2ra las disclucicnes de refe--
rencia, se hace una curva de calibrado cada vez cue se ha-

ce el anAlisis de una muestra. Asi, tanto las muestras co-

VIN

mo lasg referencias estén sometidas a las mismas concicig—-

\

B
o®
0]
E[i
J
O]
-3
|,_|
3
O}
]

tales. ©1 se analizen Jjuntas niés de una mues-

)

tra, se hace solo unz curva de calibrado al mismo tiempo =
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Como se han analizado muestras en cuatro momentos
diferentes se han construido también cuatro curvas de ca-

librado.

Curva de calibrado n2 l.- Se emplea en la deter~i
nacidn analitica de la muestra G (disoluciones G-1-1,

2, G=2=1 3 G=2=2).

Las cantidades de glucosa que contienen las 9 di-
soluciones de referencia, asi como los valores de absor--
bancia que resultan por aplicacidn del método se exponen
en la tabla XIV, construyéndose con dichos valores la cur

va de calibrado n® 1 (figura 6).

Curva de calibrado n¢ 2.- Se utiliza en la deter-
minacidn cuantitativa de glucosa en las muestras G (diso=-

luciones G=3-1 y G=3-2) e I.

Los valorss de absorbancias obtenidos para las ©
disoluciones de referencia por aplicacidn del procedimien
to analitico se exponen en la tabla XV, y con dichos valo

res se construye la curva de calibrado n2 2 (fizura 6),
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Tabla XIV

Disoluciones de Cantidad de glu=- Absorbancia
referencia,. cosa en 1 ml, en

microgramosS.

n2 1 10 0,115
ne 2 20 0,220
ne 3% 30 0,310
ne 4 40 0,430
ne 5 50 0,510
ne 6 60 | 0,660
ne 7 70 0,780
ne 8 80 0,880
ne 9 90 1,050
Tabla XV
Disoluciones de Cantidad de glu=- Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en
microsranos.
n2 1 10 0,065
ne 2 20 0,175
ne 3 20 | 0,285
ne 4 40 0,220
ne 5 50 0,470
ne 6 &0 | 0,610
ne 7 70 0,595
n2 8 80 0,710
n¢ 9 20 ¢,210
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Curva de calibrado n2 3.- Se emplea en el anflisis

de la muestra J.

Se preparan 9 disoluciones de glucosa (lO—90‘yg},
se someten al procedimiento analitico descrito en el ar=o-
tado 2.4.4. 7y se miden las absorbancias frente al blan:

540 nm.

Los valores obtenidos se exponen en la tabla XVI.
Tabla AVI

Discluciones de Cantidad de glu- Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en
MiCTOgTanosS.

ne 1 10 0,090
ne 2 20 0,19C
ne 3 30 0,285
no 4 40 0,395
ne 5 50 0,510
ne 6 60 C,610
ne 7 70 0,700
n2 8 80 - C,750
n2 9 Q0 0,880
Con estos valores ss construye la curva de cali--
brado n2 3 (figura 7).

v el andlisis



87 -

bancia que resultan por aplicacidén del método enziméhtico -
se exponen en la tabla XVII, construyéndose con dichos va-

lores la curva de calibrado n? 4 (figura 7).

Tabla XVIT

Disoluciones de Cantidad de glu-~ Absorbancia
referencia cosa en 1 ml, en

microsramos.

ne 1 .10 0,095
no 2 20 0,190
ne 3 30 0,265
ne 4 40 0,380
ne 5 5C 0,485
ne 6 60 0,590
ne 7 70 0,700
no 8 80 0,790
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Se ANALTISIS DE LAS MUIZSTRAS

A continuacidn se describe el proceso seguido con

cada una de las muestras y los resultados obtenidos.

3ele Muestra G.

Variedad: "manzanilla™
Fecha de la toma de muestra: 18-11-1977,

La estabilizacidn y extraccidn se ha realizado co-

mo se indica en el apartado IT.Z2.Z2.

Los extractos etanbdlicos prccedentes de 25 g de =-=-

pulpa fresca se evaporan en rotavapor ccn el fin de elimi=-

nar el etancl. El residuo se Ttrsta con agua como se indica -

en el apartado III.2.3%. para pasar a disclucibn acuosa —==

(100 ml) los azlcares y demés componentes hidrosolubles.
4

En esta disolucidn acuosza cada ml corresponde 8 =—-

250 mg de nulpa extraida.

Dos partes alicuotas de esta disolucidn (1 ml de -

®

cada una) se diluyen a 200 nl y 100 ml rsspectivamente ob-

teniendo dos disoluciones cue cenoninamos muestras G-1-1 ¥

G-1-2, en las cue cada ml corresponde a 1250 y 250C micro-

El resto des la vprimers disoclucidn acuosa se defeca

con acetato neutro de vlomo (zpartade ITT.2.3.1.).
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Una parte se diluye convenientemente obteniéndo -
dos fracciones que denominamos muestras G-2-1 y G-2-2, en
las que cada ml corrssponde a 1250 y 2500 microgramos 1= -
pulpa extraida. Oftra parte se pasa por 4dos columnas ds va-
sinas de cambio ibnico, Amberlita IR-120 y IR-45 y se 1.7
ve convenientemente, obteniendo dos fracciones gque dznomi-

namos muestras G-3-1 vy G=3=-2 en las que cada ml corrsspcin-

A
91

[¢))

~a 2000 v 30CC microgramos de pulpa extraida.

De cada una de estas disoluciones, se toma 1 ml ¥
se le aplica el procedimiento analitico que se indica en -
el apartado IV.2.4.4, midiendo las absorbancias frente al

blanco a 540 nm.

~

Tos valores de abscrvancia de las discluciones we= v

que corresponden a las muestras G-1-1, G-1-2, G-2-1 7 ---
G-2-2 se llevan a la curva de calibrado n2 1 y los de las
muestras G-3-1 v G-3%3-2 a la curva de calibrado n2 2. Se dg

terminan de

®

sta forma las cantidades de ~lucosa, en micrg

ontienen dichzas disclucicnes.

fog
=
=

H
9
=1
O
)
0
-
®
)

Los microgramos ds pulna extraida por 1 ml de di-

solucibn analizada, las absorbancias, los microgramos- de -

o}
}-_l
o
e}
O
10}
o]

'3
(e}
3

1 ml v los tan%os nor cisnto 42 zlucosa en ca-

o

da una de las muestrag analizadas se i1ndlcan a convinug-—-—-—



-91-

Muestras Microgramos de Absorbancia Microgramos Glucosa

pulpa extraida de glucosa %
por cada ml de en 1 ml.
disolucidn.,
G=1-1 1250 0,150 15 1,2
G=1=2 2500 0,275 26 1,C
G-2-1 1250 0,195 19 1,5
Gm2m2 2500 0,350 33 1,3
G=3-1 2000 0,340 36 1,8
G=3=2 3000 0,545 57 1,9
%020 Muestra J

Variedad: "manzsnilla".
Fecha de la toma de nuestra: 20-11-1978

Se extraen los azlcares de la pulpa de aceitunas
deshuesadas siguiendo el procedimiento descrito en el —==-

apartado II.2.Z2.

El extracto etandlico gue se obtiene se pasa a di
sclucidn acuosa y se purifica mediente defecacidn con acg
tato de nlomo vy nosterior desmineralizacidn con resinas -

de cambio idnico tal como se ha indicado en el avartzdo -

A vartir de este sxtracto se prepsran dog disclu-
cicnes ague denominamos muegtras J-1 y J=2 cue scn las que

se scometen al procedimiento enzimético descrito.
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Los valores de absorbancia de estas dos disolucig
nes se llevan a la curva de calibrado n2 3, conociéndose
asi las cantidades de glucosa que les corresponden a cada

una de ellas.

Los resultados son los siguientes:

23

[ty

Y

o

uestra liicrogramos de Absorbancia Microgramos Glucosa

pulpa extraida de glucosa %
por cada ml de en 1 ml.

disolucidn.

Jd=1 1610 0,270 28 1,7
J=2 4040 0,620 63 1,6
305 Muestra 1.

Variedad: "gordal”.
Fecha de la toma de nmuestra: 20-9-1977

Se extraen los azlcares ds la »ulpa como ya se ha

indicado y se purifica el extractoc acuoso por desioniza--
cibén con resinas de cambio idnico ¥y posterior defecacidn

cen acetato neutro de plomo como se ha indicado anterior-

mante.,

A partir de este extrzcto se vrepvaran dos disolu-
clones que denominamos muestrss I-1 v I-2, cue se someten

21 procedimiento de detsrminscidn enzimitica descrito.
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ta forma las cantidades de glucosa gque corresponden a cada

una de ellas.

Los resultados son los sigulentes:

Muestras Microgramos de Absorbancia Microgramos Gluco::
pulpa extraida de glucosa <
por cada ml de en 1 ml.
disolucidn. '

I-1 1185 0,400 42 - 3,5
T2 2370 0,800 82 3,5
Selts Muestra K.

Variedad: "zordal'.
Fecha de lz toma de nmuestra: 20-11-1978

Se extraen los azfcares de la pulpa y se pasan a
disolucidn acuosa como ya se ha indicade 7y el extracto ==
acuoso se purifica por defecacidn con acetato neutro de =
plomo ¥ mediante tratamiento con resinas de intercambio =

idnico.

A pertir del extrzcto acuocso que resulta, s2 pre=-
paran dos disolucionss que denominamcs nuestras K-1 v K=2

aue se analizan siguiendo el procedimisnto indicado en el
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Muestras Microgramos de

~Ole

Absorbancia Microgramos Glucosa

pulpa extraida de glucosa %
por cada ml de en 1 ml.
disolucidn.
K-1 1620 0,285 30 1,9
K=2 2030 0,385 10 2,0
Z2e5e Resumen

En la tabla XVIII, se recopilan los valores obteni

dos en estas determinaciones.

Muestra

Muestra G-1
Muestra G=2
Muestra G=3
Muestra J
lwestra I

[Mfuestra K

Tratamiento:

Tabla XVIIT

» Tratamiento

ninguno

a

d9

o o o o

ey
e

Porcentaje de glucosa
% de pulpa fresca

1,1
1,4
1,9
1,7
3,5
2,0

a, defecacidén; b, paso por resinas.

El estudio comparado de estos resultados con los

obtenidos por otros procedimisentos se incluye en el apar

tade VIIT,.Z2.Z2.



V. DETERMINACTON CUANTITATIVA DE GLUCOSAg . '\ o . .

FRUCTOSA Y SACARCSA DE LA PULPA.

METODC DE La CROMATOGRAFIA DE PAPHL.
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1. ANTECEDENTES BIBLICGRAFICOS

La cromatografia cuantitativa sobre papel se ha --
utilizado con frecuencia en la determinacidn de azlcarss -
de extractos de plantas desde la publicacidn original s -

Partridge aparscida en 1948 (15), .

El procedimiento més exacto es aguel en que los ni

dratos de carbono se separan sobre el papel y posteriormen
te se extraen con agua del cromatograma y se determinan --
por una técnica espectrofotométrica (52). Los reactivos en
vleados para valorarlos son muy diversos, siendo el de la

eantrona uno de los més utilizados (53,54).

La determinacidn de glucosa, fructosa y sacarocsa -
en extractos de tejidos de plantas se ha descrito por Sun-
derwirth v col. (55). Recizntemente Hehl (56), describe un
procedimiento anélogo, determinando la glucosa con el reac
tivo antrona-écido sulfurico

(48,57,58) y la fructosa y sa

carosa con orcinol (59).

En relacidn con la determinacidn cuan
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ativa midiendo las dimensiones e intensidades de ==

las manchas que se oricinan al ravelar con fosfato de ===
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Este autor (9) establece gue la relacibn glucosa a
fructosa permanece sensiblemente constante en el curso de
la maduraciédn para las tres variedades analizadas: fructg

sa / azlGcares reductores = 0,40-0,45.

Régazzi y Veronese (11) hacen un estudio cuantit
tivo en el alpechin de aceitunas maduras. Aplican la cro-
matografia sobre papel determinando la glucosa por el né-

todo de Wilgon (60) con ftalato Acido de anilina y la frug

tosa mediante el método de El Xhadem (61) con molibdato.

\v}
L]

MATERIAL ¥ METOICS

2.1. Aceitunas

Tias mueéstras utilizadas en estas determinaciones

fueron recogidas en nlivares de la provincia de Sevilla.
Muestras de "manzanilla':

luestra ¥ (20-9-1977).

uestra G (18-11-1977).
tfluestras de "gordal':

¥usstra I (20-9-1977)

e
.
o
.
o
b
of
H
oy
Q
Q
3
Os
o]
(o}
D

monc yolicosacéridos

Se ha realizado de manera similar a como ya se ha

indicado en el arzsrtado I1.2.2.
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2eBe Tratamiento de purificacidn previo a las determi-

naciones cuantitativas.

Todas las muestras han sido defecadas con acetato
neutro de plomo vy tratadas con resinas de intercambio 1

co siguiendo el procedimiento indicado en los avartadoes -

III.E.B.].. y III.2-5.2.

2.4, Técnica cromatogréfica

El procedimiento gue se utiliza es similar al de
Gunther Hehl. (56). Consiste en la separacidn de glucosa,
fructosa y sacarosa en extractos de pulpa de aceitunas mg
diante la cromatografia de papel descendente y posterior-
mente la glucosa, fructosa y sacarosa extraldas del papel

son determinadas- cuantitativamente por el método colorimé

trico de la antrona-&cido sulfdrico descrito por Roe.

3]

1 método antes citado ha sido aplicado en las de
terminacidn cuantitativa de tres muestras de aceitunas, -
dos correspondientes a la variedad "manzanilla" y la otra

de la variedad "gordal'.

2.5 Insayos cromatocrificos previos

Se han ensayacdo papeles Whatman ne 1,3 y 2 MM ¥ -

distintos desarrolladores con el fin de escoger el mis —-

adecuado,

in la tabla ZIX se detallan algunos de los desa--

rrollzdores v vepeles utilizados, azsi como los R, de los
- T
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distintos azlicares gue componen las muestras y los tiem--

pos de elucidn necesarios.

Los tiempos de desarrollo necesarios para consg—--
guir la méxima separacibn de los componentes de las mu=23-
tras, dependen del tipo de papel y del desarrollador uti-
lizado. Estas pruebas que se detallan en la tabla XIX s=

han hecho a temperaturas entre 20 y 22 2,

Después de haber hecho un estudio de los cromato-
gramas, en las condiciones que se explican en la tabla an
tes citada, llegamos a la conclusidn de que el sistema --
acetato de etilo-piridina-agua (13:5:1), .es el desarrolla
dor que permite una mejor separacidn de la glucosa, fruc=-
" tosa y sacarcosa en concentracciones anflogas da las de las
muestras que tenemos que analizar. El papel més adecuado
es el Whatman n2 3, d&ndose en el un desarrollc mis uni--
forme a una mayor concentracidén de las manchas y una bue-

na separacidn entre las mismas.




Tabla XIX

Desarrollador Papel Tiempo de .
desarrollo Gluc. Fruct.

Butanocl-acetona-agua

(2:7:1) (18,19) W-1 %32 horas 1,00 1,25 0,51

Butanol-acetona-agua

(2:7:1) We=? 24 horas 1,00 1,36 0,56

Acetato de etilo-acido

propancico-acetona-agua-

isopropanol-butanocl.

(4:3:3:2,5:2:1) (56) W=% 15 horas 1,00 1,23 0,56

Acetato de etilo-

piridina—~agua.

(3,6:1:1,15) (21) W=l 45 horas 1,0 1,23 0,60

Acetato de etilo-

piridina-agua.

(3,6:1:1,15) =3 40 horas 1,00 1,25 0,54

Acetato de eftilo-

piridina-agua. v

(8:3:1) (82) - W-3 332 horas 1,C0 1,35 0,48

Acatato de etilo-

piridina-acua.

(10:5:1) W=% 27 horas— 1,00 1,34 C,5C

S AR AT

cetato de etilo-

piridina-agua

<15 5:1) -3 30 horas 1,00 1,43 0,41



-101-

24604 Curvas de calibrado

2.6.1, Prevaracidn v desarrollo de los cromatogramas

Para la construccidn de las curvas de éalibrado,~
que nos van a servir para realizar posteriormente el sl
lisis de los diversos azlcares existentes en las muestr: .
se oreparan las hojas de papel Whatman n2 3, donde se v=

a efectuar la separaciédn cromatogréfica de los azlcares,-

de la sisguiente manera:

Se dibujan en cada una de ellas cinco bandas lon-
gitudinales C,A,C,B y C en la forma y con las dimensiones
que se detallan en el disefio, (figura 8), y se sefialan —=-
los puntos a y b en la linea de base, donde se cclocan --
los microlitros de las mezclas de azlcares que se van a -
separar en la cromatografia. Estas mezclas las denomina—-
mos: disolucidn A y disolucidn B. La disolucidn A se pre=-
vara disolviendo glucosa (2,2 g), fructosa (1 g) y sacary
sa (0,7 g) en agua y diluyendo a 1CC ml en un matraz afo-
rado., La disolucidén B se prepara disolviendo glucosa ===
(0,4 g), fructosa (0,2 g) y sacarosa (0,2 g) en agua y di
luyendo a 100 ml en un matrzz aforado. Las disoluciones -
se preparan inmedistamente antes de su uso, con azlcares
de pureza analitica y cromatosréfica, haciendc las pesa--

das con un error de 0,0001 g.
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El desarrollo de los cromatogramas se ha realiza-
do por la técnica descendente, utilizando como desarrolla
dor acetato de etilo-piridina-agua (13:5:1), un tiempo de

desarrollo de 38 horas y a la temperatura de 16-179.

2.6.2. Localizacibn y extraccidn de los azlcares en 1c-

cromatogramas

Una vez desarrocllados y secados los cromatogramas,
las bandas C, separadas del resto, se revelan con objeto
de saber a gue altura del cromatograma guedan 1los distin-

tos azlcares.

Para la localizacidén de las posiciones de los hi-
dratos de carbonc en el papel, las tiras anteriormente ci
tadas son reveladas con el reactivo difenilamina-urea y -
fcido fosférico (29). La preparaciédn y forma de uso de di
cho reactivo revelador ha sidc descrito en el apartado -=-

IT.2.3.

A continuaciédn se recompone el cromatograma y las
tiras A y B se cortan transversalmente, guiéndose DOT ==
las manchas de las tiras reveladas, en bandas cue tienen

las siguientes dimensiones:

Para la glucosa: 12 x 14 cm.
Para la fructosa: 11 x 14 cm.

Para la sacarosa: 9 x 14 cm.

-

ostes bandas se cortan de tal forma gue las man--
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La extraccidn de la glucosa y fructosa del pavel

se hace de la siguiente forma:

Se cortan las bandas en trozos pequenos y Se TO=-
nen en un matraz con 30 ml de agua destilada. Se calisnt-
el matraz en bafio maria durante media hora a una temper- -

tura de 90-952,

Después de extraer la glucosa y la fructosa del -
vpapel, tal como se ha indicade, se filtra la disolucién -
acuosa que la contiene a través de papel Whatman n2 3, --
con objéto de que la disolucidn no contenga trazas de pa-
pel cue daria positiva la reaccidn con el reactivo-antrona-

sulflirico.

Se lavan los trozos de papel sobre el filtro con
40 ml de agua caliente. Z& concentran en rotavapor y en -
el caso de la glucosa se llsva hasta un volumen de 10 nl
en un matraz aforado con agua destilada. Cuando se trata
de la fructosa se procede de la misma forma, excépto en -

cue el volumen de la disolucidn final es de 5 ml.

L1 proceso seguido en la extraccidn de la sacaro-
sa es similar =1 descrito antericrmente para la extraccidn
de la glucosa y fructosa. La diferencia consiste en cue -
tanto la extraccidn como el lavado posterior se =fectla -

con etanol-agua del 70% para evitar la nosible hidrdlisis
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2.6.3%3. Determinacidn colorimétrica

Se emplea el método de la antrona-sulflrico de --
Roe (48) en las determinaciones de glucosa, fructosa v s=

carosa extraidas de los cromatogramas desarrollados.

Se toma 1 ml de cada uno de los extractos indica~
dos en el apartado anterior, corresvondientes a la cluco-
sa, fructosa y sacarosa, y se le aplica el procedimiento
descrito (III.2.5.3.) midiendo las absorbancias frente al
blanco a €20 nm en un espectrofotdémetro Beckman Mod., =wm=

G=-24C0.

Los blancos corresvondientes a las determinacio-—-
nes de glucosa,. fructosa y sacarosa se obtienen por eXe——-—
traccidn de las bandas transversales cue se han indicado
en el apartado V.2.%.2. de un cromatograma de anfélogas ca
racteristicas a las ya sefialadas, que se ha desarrollado
en idénticas condiciones y con el mismo desarrollador,pe=-

ro en el que no se han colocado azlcares.

Con estos datos se construyen las curvas de cali-
brado que se han de emplear en las detsrminaciones de glu
cosa, fructosza y sacarosa presentes en los extractos de -

las muestras que se analizan.

-

Helts  Curva de celibrado de la zlucosa

Se ha construldo la curva de calibrado a2l nmismo -
Tiempo que se enalizaban los extractos de las muestras de
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Se han utilizado cuatro cromatogramas de papel =-
Whatman n? %,que denominamos: 1, 2, 3 y 4, con las dimen-
siones y divisiones en bandas como ya se ha indicadec en -

el aparﬁado Ve2.6.1.

En el cromatograma n? 1, en ca&a uno de los pun-~--
tos a se colocan 10 ul de la solucién_A v en cada uno ds=
los puntos b se colocan 10 pl de la solucidén A y 10 ul de
la solucidn B. De esta manera quedan en los tres puntos a
de la linea de base de la banda A 660 ug de gluéosa y en
los treg puntos b de la banda B 780 mg de glucosa.

En el cromatograma n2 2, en cada uno de los pun-—-
tos a se colocan 10 ul de la solucién A y 20 ul de la so-
lucidn B. En los puntcs b se coloczn 10 ul de la soluciébdn
Ay 30 ul de la solucidn B. Cuedando por lc tanto en la -
banda & 900 pg de glucosa y en la banda B 1020 pg de glu-

cosa.

Se procede analogamente con el cromatograma nQ 3,

’

En los puntos a se colocan 10 ul de la solucidn A y 40 ul

- ——,

de lz solucidén B. En los vuntos b se colocan ademés de —-
lO'pl de la solucidn A 50/pl de la solucidn B. Suedan en

la banda A 1140 ug de glucosa y en la B 1260 pg de zluco=-

S2.

b

n el cromatosrama n& 4, en cada uno de los pun--
tos a se colocan 1C pl de la solucidn A ¥y €0 pul de la so=-

lucidn B y en los puntos b se colocan 1C ul de la solu~--
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Una vez preparados los cromatogramas, éstos se de

sarrollan en la forma indicada en el apartado V.2.6.1.,
se dejan secar al aire y a continuacidn se cortan las t

ras testigo (C), se revelan con el reactivo difenilamin

-

G -

ures, se recompone el cromatograma y se cortan las bandi=~

correspondientes a la glucosa. Lstas bandas se extraen
con agua segun lo indicado en el apartado V.2.6.2., se
ma 1 ml de cada uno de los extractos que resultan y se
terminan colorimétricamente siguiendo lo indicado en el

apartado V.2.5.3.

Los microlitros de la disolucidn A y de la diso
cidn B puestos en los distintos cromatogramas, los micr
zramos de glucosa en 1 ml de cada uno de los extractos
tenidos, asi como los valores medidos de absorbancia, s

exponen en la vabla XX.

Con las cantidades de glucosa en 1 nl de extrac
7 los valores de absorbancia correspondientes Se CcoOnsvry
ve la curva de calibrado de la glucosa, que se represen

en la figura 9.

2.0¢5., Curva de calibradc de la fructosa

; . 2 - 5 . >
Para la construccidn de la curva de calibrado 4

la fructosa se han utilizado los mismeos cromatogramas g

han sido empleados en la construccidn de la curva de cal

brado de la glucosa. Los volumenes de las soluciones X

puestos en la linea base (en los puntos g v 2) han sido
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cantidades de fructosa colocadas en las bandas A y B de -

los cuatro cromatogramas emplesados son las siguientes:

Cromatograma n2 1 : banda A : 30C ug.
banda : 360 ug.
Cromatograma n? 2 : banda A : 420/ug.
banda B : 480 pg.
Cromatograma n? 3 : banda A : 540/ug.
banda B : 500 ug.
Cromatograma n2 4 : banda A : 560,ug.
banda B : 620 ug.

Como se ha indicado en el apartado anteriocr 1los ==
cromatogramas se desarrollan, se secan, se localizan los -
aznicares en las tiras empleadas como testigos. (C), se re--
compone el cromatograma, se cortan las bandas correspon—-—-—
dientes a la fructosa y se extraen segin lo indicado en el

apartado V.2.5.2.

Se toma 1 ml de cada uno de los extractos que re—-
sultan y se determinan colorimétricamente vor el mitodo de

la antrona-sulfirico.

Los microlitros de las disocoluciones A ¥ B gue hen

sido colocados en los distintos cromatogramas, los micro--

-

craros de glucosa en 1 ml de cada uno de los extractos ob-
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Con los microgramos de fructosa en 1 ml de extrac
to v los valores de absorbancia correspondientes, se cong
truye la curva de calibrado para la fructosa gue se reore

senta en la figura 10.

2.6.,6. Curva de calibrado de la gacarosa

Para construir dicha curva de calibrado se han --
utilizado los extractos acuosos de las bandas correspon-—-—
dientes a los tres primeros cromatogramas, cuyas caracte-
risticas han sido expuestas en el apartado V.2.6.4., ade-
més se ha empleado el extracto correspondiente a la banda
B del cromatograma n2 4 y la banda A del cromatograma n? 5,
cuya preparacidn ahora se expone: En los puntos a de di--
cha banda se colocan 10 ul de la solucidén A y 240 pl de -
la solucién B. De esta manera gquedan en los tres puntos a

de la linea de base, en la banda A, €90 ug de sacarosa.

Por lo tanto, las cantidades de sacarosa colocé—-
das en las bandas de los distintos cromatogramas empleg—-
dos en la construccidn de la curva de calibrado de la sa-

carosa, son las siguientes:

Cromatograma n2 1

.

banda A : 210 ug.

banda B : 270 pg.
Cromatograma n? 2 : banda A : 330 ug.
banda 3 : 390 ug.

Crometozrama ne 3 : banda 4 : &£50 ug.

bznda 3 : 510 ue=,
Cromatograma n2 & : banda 3 : €20 ug.
Cromatozsrama n? 5 : vanda A : £90 ug,
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El proceso cue se sigue con los cromatogramas se

ha indicado en el apartado V.2.6.4.

D)

Una vez cortadas las bandas correspondientes a 1
sacarosa, se extraen con etanol-agua del 70% (apartadc .
2.6.2.), se toma 1 ml de cada uno de los extractos cus :
sultan y se determinan colorimétricamente, al mismo tiem-

DO que se analizan las muestras.

Los microlitros de las disoluciones A y B que se
han colocado en los distintos cromatogramas, los microgra
mos de sacarosa en 1 ml de cada uno de los extractos y —-

los valores medidos de absorbancia, se exponen.en la ta--

bla ZLXIT.

Con los microsramos de sacerosa en 1 ml de extrac
to ¥ los valores de absorbancia correspondientes se cons-
truye la curva de calibracdc de ls sacarosa, gue Se repre-

senta en la figura 11.

3 ANATISTS DE La&S MUZSTRAS

A continuacidbn se describe el proceso sezuido con

cada una de las musstras v ss detallan los resultzdos ob=

tenicos,.

Z.l. Muestras F.

Varisdad: '"manzanilla®,



GOkt o QCT . oW 0% ki ¢ wu

Oheto 92T 012 0% 9 7 oU
eTAe) 2ot 04T 0% T
o TAK) 06 02T 0¢ i ¢ ou
0120 8/, 06 0% )
002°0 99 09 0% v 2 sl
G610 4 0% 0¢ o
G410 Al 0 0% v 1 U
*0]0BIFXO ‘g ugTont *V ugTont -
op TW T U8 BSOJIBD -0STp BT @D —-0STP BT 8D
MH OQGQHOmQ< -85 ap mOEm,HMmO.HOHZ SOJIJTTOJIOTiY SOJIQTTOJOTIy . epuey . QEQPHMNHWOPMEORO .

IIXX e1qey



*TT BIndTa
TW T U® BSOJILOBS 8P SOWBIBOIIT|

061 G2l 00T e

04

aJ
o

(SN
o

laR™]
eV

VICNYEHO0



~117-

Los detalles correspondientes a la extraccidn de
los azlcares de la pulpa, asi como el proceso de purifica
cibn consistente en paso a través de resinas de intercam-
bio idnico v defecacidn han sido expuestos en el apartaio

ITT.3.1.

A partir del liquido acuoso desionigado y defzca-
do, se preparan dos disoluciones gue se van a emplear en
la preparacidn de los cromatogramas utilizados en el ani-
lisis de la glucosa, fructosa y sacarosa existentes en di

cha muestra.

Los datos obtenidos tanto por los métodos volumé-

tricos v colorimétricos (apartado TII.3.) como por la com

paracidn del tamadio e intensidad de las manchas derlos ==

componentes de las muestras con las manchas gque producen
cantidades conocidas de glucosa, fructosa y sacarosa, nos
permiten pcner los cromatogramas con las cantidades de --

tra soropiada para que se encuentren dentro 4del inter

valo de las refsrencias, aque 2s el intervalo adecuado pa-
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las cantidadss de mues®tra colocadas sean talss gue se pro

duzca un buen 4desarrcllo de los cromatogramas ¥ una ade--—

’ - o .
n de los agzicares ¢componantas d2 dichas --

O~

cuada senaraci

muestras.

Saeociin lo indicado 32 han Trenarado 4dos cromato-
- 2 N 32 a 8 T >

cramas por c2ada una de las nmuesiras.
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ponen cantidades de muestras tales que la sacarosa se en
cuentra dentro del intervalo de las referencias, las can=-
tidades de fructosa y sobre todo de glucosa son muy ele—-

vadas, estando fuera del intervalo adecuado y no permit=n

la completa separacibn de dichas sustancias.

En la determinacidn de szlucosa y fructosa se utill

o

za la disolucidn F-1, que se prepara de la siguientes ma-
nera: se concentra a pequefio volumen una fraccidn alicuo-
ta del extracto acuoso que corresponde a 6,4 g de pulps,

se lleva a un matraz aforado de 10 ml y se enrasa CcoOn —-—-

agua destilada.

En la determinacidn de sacarosa se emplea la diso

P

lucibn 7-2, cue se prepara de la misma  forma que la F-1,
excepto cue el volumen final de la disolucidn es de 5 ml

en lugar de 10 ml.

Como se ha indicado anteriormente se emplean dos

cromatogramas, uno en la determinacidn de zlucosz y fruc-

tosa y el otro vara la determinacidn de sacarosa.

21 cromatograma que se utiliza en 21 anflisis de

glucosa y fructosa se prevara de la sicuiente

Hy

orm

v}

[~
=

5

cada uno de los puntos a de la banda A se colocan QOlpl -

de la disoclucidn F-1 y en cada uno de los puntos b se co=_____

locan 30 ul de la disclucidn F=1. De esta manera cuedan -

O
3
3
®
0
I

en la linea base de las bandas 4 v B los azdcares ¢
vondientes a un Total de 38400 v 57600 microgramos de pul

na eXxtraida respectivamente.
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El cromestograma utilizado en el andlisis de la sa

carosa se prepara asi: se colocan en cada uno de los pun-
tos a 100 ul de la disolucidn F=2 y en cada uno de 1los =--
puntos b, 150 ul de la disolucibdn F-2; quedando por lo --
tanto en la base de las bandas A y B los azlcares corr:: -
pondientes a 384 y 576 mg de pulpa extraida respectivam=:

te.

Los dos cromatogramas se desarrollan segin lo in-

dicado en el apartado V.2.6.1l.

Se cortan las tiras testigo (C), se revelan, se -
recompone el cromatograma y se cortan las bandas corres—-—
pondientes a la glucosa y fructosa, en el cromatograma --
n? 1 vy las de sacarosa en el cromatosrama ng 2, resultan-
do dos bandas por cada una de las sustancias analizadas.
Las bandas se extraen al mismo tiempo que aguellas utili-
zadas en la construccidn de la corresspcndiente curva de -
calibrado. Todas estas operaciones se han realizado con--

forme a lo descrito en el apartado V.2.5.2.

a) An&lisis de glucosa.- Se toma 1 ml de cada uno de los

t-H

dos extractos obtenidos,

=
=

u

P Y ] ,
oo I LlICE BT DT UCT NI TO ™=

colorimétrico de la antrona-sulflrico y se miden las ab--

sorbancias frente al blanco a 620 nm. Los valores medidcs

de absorbancia se llevan a la curva de calibrado de la ==

zlucosa (figura 9), conociéndose asi los microsramcs de =

glucosa existentes en 1 ml del extracto.
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Los microlitros de la disolucién F-1 que se han =
colocado en las dos bandas del dromatograma, los microgra
mos de pulpa extraida en 1 ml de cada uno de los extrac—-
tos, los valores de absorbancia y los microgramos de =zli-
cosa que contiene 1 ml de cada uno de los extractos, = -

exponen a continuacidn:

Cromato- Banda Microlitros Microgramos Absorban Microzramos

grama de la diso~ de pulpa ex cia de glucosa
lucibn F~1  traida en en 1 ml.
1 ml.
ne 1 A 80 3840 0,200 a8
ne 1 B - 90 5760 - 0,305 157

Como se conocen las cantidades de pulpa extraida
v de glucosa correspondisntes a 1 ml de extracto, se cal=-
culan los vorcentajes de clucosa en cada uno de 1los ex---

tractos, expresados en tantos por ciento.

Cromatograna Banda Porcentaje

¢ (=zlucosa)

ne 1 - A 2,55
n2 1 B 2,328
Valor medio 2487
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Los resultados se exponen a continuacidn:

Cromato Banda Microlitros Microgramos Absorban Microgrames

gramea. de disolu-  de pulpa cia. de fructcoss=
cidn F-1. extraida en ean 1 nl,

1l ml. »
ne 1 A 60 7680 0,275 8%
ne 1 B Q0 11520 0,435 128

Los porcentajes de fructosa en los dos extractos,

expresados en tantos por ciento, son los siguientes:

Cromatograma Banda : Porcentaje
% (fructosa)
ne 1 A 1,08
ne 1 B 1,11

Valor medio

c) An&lisis de sacarosa.- Las dos bandas gue se cortan -

del cromatograma n? 2 se sextraen con etanol-agua del 70%

(apartado V.2.F.2+), las axtractos se avsnorsn a seque—-—
dad, y se llevan a un volumen de ml con agusz destilsada,

5
determinéndose la sacarosa mediante el método de la an-—-—

, . .. . ——
trona-sulflirico. Los valores medidos de absorbancia & =

llevan a la curva de calibrado de l2a sacarosa (figura 11),

conociéndose asi lss cantidades de sacarosa existentes -

zn 1 ml de cada uno de los extractos snalizedos.
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Tos resultados obtenidos se exponen a continuacidn:

Cromato Banda Microlitros lMicrogramos Absorbancia i

licrosr

grama. de disolu- de vulpa de s=zc=
cibn F=2. extraida en ean 1 -1

1 ml. -

ne 2 A 300 76800 0,350 129
ne 2 B 450 115200 0,520 204

Los porcentajes de sacarosa, expresados en tantos

o]
[@]
k3

ciento, son los siguientes:

Cromatograma - Bandsa v Porcentaje

% (Sacarosa)

ne 2 A A 0,17
no 2 B c,18
Valor medio 0,18

Zele Muestra G.

Variedad: ''manzanilla'.

Techa de la toma de muestra: 18=11-1977,

e

La disolucidn acuosa de los extractos se ha opurifi

cado nor defecacidn con acetato neutro de vI0WMO ¥ TZSU DOT

o

[4}]

resinas como se ha indicado en lcs apartados III.2.%.1. ¥y
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fructosa y sacarosa en dicha muestra, se ha empleado la di
solucidn G=~1, que se prepara de la siguiente forma: se con
centra en rotavapor a pequernio volumen una fracecidn alicuo-
ta del extracto acuosc gque corresponde a 25 g de pulpza =2u-
traida, se lleva a un matraz aforado de 10 ml y se enr=::

con agua destilada.

Como en la muestra F, se han utilizado dos cromatg
gramas, uno en la determinacidn de glucosa y fructosa y el

otro en el anilisis de sacarcsa.

Cromatograma n l.- Se emplea en el anélisis de --
glucosa y fructosa y se prepara de la siguiente forma: en
cada uno de los puntos a de la banda & se colocan lO‘pl -
de la disolucidn G-1 y en cada uno de-los puntos b cde la =
banda 3 se colocan 20 ul de la disolucidén G-1. De esta ma-
nera quedan en la linea base de las bandas 4 y B los azlca
res correspondientes a un total de 75 y 15C mg de pulpa eX

traida respectivamente.

Cromatograma n2 2.- Se utiliza en el andlisis de -

sacarosa y se prepars como se indica a continuacidn: se co

locan emTCadz TUno U= tos—Tountos §,80/}l de—Ja disolucidn -
G-1 y en cada uno de los puntos D5, 120 pl ce le disolucidn

G-1; quedando por lo tanto en la base de las bandas A 7 B

PR

los azficarss corresnondientes a £CC v CCO mg de pulpa ex-
t

Los dos crometocranmas se degarrollan segiun lo in-
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A continuacidn se procede de la misma forma que -

con la muestra F (apartado V.3.1.).

Los distintos detalles de las

efectuadas se exponen a continuacidn.

a) Andlisis de glucosa:

T

Cromato Banda Microlitros llicrogranos

determinacionss =--

Absorban Microgramocs

gramna de disolu- de pulpa clae. de glucosa
cibn G=1. extraida en en 1 ml.
1 ml.
ne 1 A 30 7500 0,350 154
ne 1 B &0 150C0 0,760 207

Los porcentajes de zlucosa en

-

zada uno de los

S

tractos, expresados en tantos por ciento, son los siguilen

tes:
Cromatograma Benda rForcentaje
% {(zlucosa)
ne 1 A 2,05
ne 1 2 2,05
Valor medio 2,05
b) Andlisis de fructosa:
Crcmato Bandsa lHicrolitros Hicrogramos 4Dsorban [icrogramos
grama. de disolu- <ce pulpa cla. de fructosa
.2 ~ - . s -
citn -1 extraida en en 1 ml.
1 =1,
n2 1 A 20 150CC C,215 66
n2 1 B 60 5C0CCC O, 445 121
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Los porcentajes de fructosa en cada uno de los -

extractos, son los siguilentes:

Cromatograma Banda Porcentaje
% (fructogs !

ne 1 A 0,44
no 1 B 0,4l
Valor medio 0,44

¢) Andlisis de sacarosa: Las dos bandas que se cortan del
cromatosrama no 2, se extraen con etanol-agua del 70%, --
conforme a lo indicado en el apartado V.2.€.2. Los extragc
tos se concentran a sequedad, y se llevan a un volumen de -
5 ml, determinéndose la cacarosa mediante el método colo=
rimétrico de la2 antrona-sulflrico. Los valores medidos de
ébsorbanﬂia se 1llevan a la curva de calibrado de la saca=-
rosa (fisura 11) y de esta forma se conocen las cantida-—-
des de saczrosa existentes en 1 ml de cada uno de 1os exX=-

tractog snalizados,

Los resultados obtenidos se exponen a continuacidn

Cromato Zanda iicrolitros liicrogramos absorbancia Hicrogramos
STEMmI. de disolu- de nulpa de sacaross
cidén G-1. extraide en en 1 ml.
1 ml.
ne 2 A 240 12CC0C C, 290 147

ne 2 3 260 18C0CC C,580 231
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Los porcentajes de sacarosa, expresados en tantos

por ciento, son los siguientes:

Cromatograma Banda Porcentajz
% (sacersoso

no 2 A 0,12
ne 2 B 0,13
Valor medio 0,15

%eDe Muestra I.

Variedad: "gordal',
Fecha de la toma de muestra: 20=9-1977

La estabilizacidn y extraccidn se ha realizado co

mo se indica en el apartado IIl.2.Z2.

- P4

La disolucidn acuosa de los extractos se ha puri-
ficadeo por tratamisnto con resinas de intercambio idnico
seguido de defecacidn con acetato neutro de nlomo, como -

se incdica en los avartados III.2.%.1. v IIT.2.3.2.

3

A partir del liguido acuoso, desionizado v defeca

do, se pre

'd
I

ran dos disoluciones.

La disolucidén I-1 se prevara concentrando a peque
no volumen una fraccidn alicuota del extracto acuoso, que
corresnonde a 11,84 g de nulna extraida, llevéndola a un
matraz sforado de 10 ml v enrasando a continuacidn con ==

agua cestilada.
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La disolucidn I-2 se prepara de la misma forma —-—
que la I-=-1, pero el volumen final es de 5 ml en lugar de

10 ml.

La disolucidn I-1 se emplea en el andlisis d= 1

cosa y fructosa y la disolucibn I-2 en 21 de la sacarcs .

Como se ha indicado en los apartados anteriorss -
se usan dos cromatogramas, uno para la determinacidén cuan
titativa de glucosa y fructosa y el otro para'la determi-
nacidn de sacarosa. A continuacidén se describe la prepara

cibn de dichos cromatogramas:

Cromatograma n? l.- En cada uno de los puntos a =
de 12 banda A se colocan 10 Pl de la disolucidén I-1 y 2n
cada uno de los puntos b de la banda 3 se colocan QO/ul
de la disolucidbn I-1; quedando en la linea base de las —-
bandas A4 ¥ B los aglcares correspondientes a un btotal de
55520 y 71040 microgramos de pulpa extraida resvectivamen

b

CEoe

Cromatograma n? 2.~ Se colocan en cada uno de los
puntos a 40 ul de la disolucidédn I-2 y en cacda uno de los
ountos b, 60 ul de l= disolucidn I-2; quedzndec vor lo tan
to en 13 base de las bandas A ¥ B losg azlcares correspon-

dientes a 284160 y 426240 micrcgramos de pulva extraida -

respectivamente.
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Los resultados obtenidos, han sido los siguientes:

a) An&lisis de zlucosa.

iflicrolitros lMicrogramos absorbancia

Cromato Banda Micrniramce
grama. de disolu-~ de pulpa de =iu 2
cibn I-1.  extraida en en 1 = .
1 ml,
ne 1 A 30 3552 0,250 116
ne 1 B 60 7104 0,545 227

Los porcentajes de glucosa, expresados en tantos

por ciento,

e

son los siguientes

Cromatocram=a Banda Porcentaje
% (zlucosa)
n2 1 A 3,26
n2 1 B 2,20
Valor medio 3,23
b) Andlisis de fructosa:
Cromato Banda Microlitrog Microsramos absorban Microgramos
cramsa de disolu-~ de pulps cia. de fructosa
cidn I-1. extraida en en 1 m1.
1 ml.,
ne 1 A 20 7104 0,150 a7
ne 1 B el 14208 0,280 gL
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Los vorcentajes de fructosa en cada uno de los ex

tractos, son los siguientes:

Cromatograma Banda Porcentaje

% (glucoss

n? 1 A 0,66
ne 1 B 0,59
Valor medio 0,63

c) Arndlisis de sacarosa:

Cromato Banda lMicrolitros lMicrogramos absorban Microgramos

grama. de disolu- de pulpa cia, de sacarosa
cibn I-2. extraida en en 1 nml.
1l ml.
n2 2 A 120 56800 0,325 118
ne 2 B 180 85248 0,450 178

Los vorcentajes de sacarosa, en Tantos mor ciento,

se exponen a continuzcidn:

Cromatograna Banda Fforcentaje
% (gacarosa)
ne 2 A C,21
ne 2

b
O
PO
=

Valor medio 0,21
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3.4, Regsumen

®
0

En la tabla XXIIT se =sxponen los pnorcentajes -

[6)]

en tantos por ciento de pulpa fresca de glucosa, fructos=a

v sacarosa en las tres muestras analizadas.

A partir de estos wvalores se calculan los oo~

centajes de azlcares reductores (zlucosa y fructosa), azi-

~

(@]
=
o

cares totales (glucosa, fructosa y cacarosa) y las rels

“/

nes: azfcares reductores/azlicares totales y fructosa/azlcs

res reductores; que también se exponen en la tabla XXIII.

En el apartado VILI.2se hace un estudio compa-
rado de los resultados obtenidos en la cromatografia sobres

papel con los encontrados por los otros nrocedimientos..
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l. ANTECEDENT

(&3

S BIBLIOGRAFICOS

Desde que los carbohidratos se pueden convertir -
fécil y cuantitativamente en derivados volétiles, que zon
répidamente analizados por cromatografia gas-licuido, =1
uso de esta técnica ha tenido gran difusidn en el andli--

sis de mezclas complejas de azlicares.

Los derivados més frecuentemente empleados son -~
los acetatos de alditol (63) v los trimetilsilil (TMS) —=
éteres (64).

Sweeley y col. (64,65) introducen la trimetilsili
lacidén con hexametildisilazano y trimetilclorosilano en -

piridina segln:

.
S

nblme3 —— 5 ROblMe5 + ClNH4

A

ROH + MeBSiCl + heBSiZ

La resccidn ocurre a temperatura ambiente y se —-—
’ /

LS

completa en pocos minutos.

Con vosterioridad al trabajo de Sweeley se han es
\
crito varias monografias sobre el tema, destacando las de

Sishop (€6) y Sloneker (87).

También se han descrito diversos procedimientos -

vara la trimetilsililacidn de carbohidrstos, que incluyen
1

O
0
’3‘
0]
m
O

tivos emrlescos nor 3Jweelsy —-—-—

Faay Lo e ] PR et 3
o), emplean acido Trifluorascéticce comec cs=taslizader en -
luzar de trimetilclorosilanc, lo cus mermite el US0O de ==
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Davison y Young (£69) recomiendan la eliminacidn -
del agua de las musstras mediante evaporaciones con bencg

orma azedtropo con el agua y el empleo de excesc

[

no que
de reactivos. Aplican este procedimiento a la d=stermins--
cibdn cuantitativa de glucosa, fructosa y sacarosa prss- -

tes en distintos extractos de plantas.

La vrecisidn del método se discute en diversos --
trabajos (68,59,70,71). ormalmente el error cue se come-
te, para cada uno de los componentes a separar de la mez-

cla, es menor del 5%.

N
L]

MATZRIAL ¥ METODCS

—

In este capitulo se sstudia la determinacidn cuan
titativa de los azlcares solubles, glucosa, fructosaz, sa-
carosa y del manitol en los extractos de pulpa de zceitu-

-

nas mediante la cromatografia gas-licuido.

s
.’1

2.1, Aceitunas

Las nmuestras utilizadas en sestss determinaciones

fueron recosides en oliverss de la provincia ds bevilla,

suestra E (10-8-1878)

Yuestra J (20-11-1278) o
luestra de “goxrcdel™:

suestra ¥ (20=-11-1978)

suegtra d2 "hollnlsncal:

!
[
n
\l
H
m
7N
o
(]
|



Fuestra de "verdial':
uestra LL (20-12-1978)

2.2, Extraccidn de mono v oligosacéridos

Se ha realizado de menera similar a como ya <

indicado en el apartado II.2.2.

PO
.
AN
.

Tratamiento de vurificacidn previo a las determi-

naciones cuantitativeas

Fn la defecacidn de les muestras ss ha seguido el

procedimiento indicado en el apartado ITII.2.%.1.

El tratarierto dz desionizacidn de las muestras -

inas de intercambio idnicc eg anfdlogo al descrito

3

ccn re

in
£

en el apartado III.2.3.2.

2.4, “étodo
Se sisue con zlzunas modificaciones el procedimien

to de Davison y Younz (€9).

cromatografis gas-l1icuide, detecténdose zlucosa, fructcsa,

sacarosa y manitol. Z1 cvico de esta Ultima sustencia apa-
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De esta forma se puede ¢
pico del manitol de 1los

andmeros de la gzlucosa.

Se ha observado

tograficas se mantengan

~1%6-~

onseguir una buena separacidn del

otros dos correspondientes a los

gque aungue las condiciones crom»

fijas, los tiempos de retenciin

de las sustancias varian de un cromatograma a otro. 3in -
embargo, la relacidn entre =1 tiempo de retencidn de las
distintas sustancias y el tiempo de retencidn del patrdn

interno se mantiene constante.

21 uso de la temperatura programada produce una =
mavor variacibdn en los tiempos de retencidn, lo cual nos
obliga a introducir en 21 computador los factores de res-

puesta del detector para cada una ds las sustancias anali-
zadas, antes de cada determinacidn, disminuyendo la senci

llez del método.

[ 4

Zn resumen, el método gque se sigue en la determi-
nacidn cuantitativa de glucosa, fructosa, sacarosa 7 mani
tcl en extractos de pulpa de aceitunas, consisfte en la —-
formacidn de los trimetilsilil derivados smpleando sl pro
cedimiento de Davison y Young (52) v en la sesparacidn de
iichos derivados utilizando coniicibtnes isotirmicas de --



-137-

[\

Hele Procedimiento

Se sizue el procedimiento de Davison y Young, gque

o

se expone a continuacidn:

Los azlcares y el patrdén interno (300-400 ug) -
disuelven en 25 ml de agua y se dejan estar una noche. ==
toma 1 ml de la disclucidn y se concentra a sequedad en -
rotavapor, adicionando benceno vara cue forme azedtropo -
con el agua. &1 residuc se disuelve en piridina y se le =
afiade hexametildisilazano (0,3 ml) y a continuacidn trime
tilclorosilano (0,% ml). Se agita durante 5 minutos y se
lleva a seqﬁedadd se adiciona tetracloruro de carbono y -
se vuelve a concentrar. Ista operacidn se repite 4 6 5 ve

CES,

Por Ultimo, se adiciona de nuevo tetracloruro de
carbono y, una vez gue se elimins el sdlido que sobrenada
en l= disclucibn, esta se puede invectar en el cromatdgra

fo.

2.4.2. Instrumentacidn v condicicnes cromatogrificas.

Se hez utilizsde un cromatdégrafo Perkin-Elmer, —--=

Franktometzr -7, de ionizecidn a la llama, equinado con

un regictrador-integrader Eewlett-Fackard 3380 A {dotado

N
.

|

|

de ccmputador

(€]
®

he usado una columnz ds 128% c¢cm de lonsitud v -

™~

D

AN
3
3
h)
D
Q.
*.J

M

Tro interno con UCW-98 =21 8% scbre Chromosordb

IS

(0
(@

D

-100 mash, condicioneda 24 horas a 220 2, =

2
|
@
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gag portador utilizado es N, con un flujo de 30 ml/min.

En la determinacidn de glucosa, fructosa y mani--
tol, la temperatura de la columna se mantuvo a 1702, si=»
do las temperaturas del blooue de inyeccidn y del detzr--

tor, 2402 y 2702 respectivamente.

En el andlisis de la
la columna fué de 2302 y las

v deteccidn fueron de 2602 y

2.4,%3., Andlisis previo

b

sacarosa, la temperatura d

{

de los bloques de inyveccidn

3009,

determinacidn cuantitativa ~

Antes de realizar la
de las muestras de aceituna, se han identificado los com-
ponentes de unz de sllas por cromatografia gas-liquido.

Zste estudio se descompone en dos partes:
a) Identificacidn de glucosa, fructosa y manitol: La mues
tra J-32-1 se somete al nrocedimiento seneral de formacidn
de Trimetilsilil derivados tal como se indica en el spar-
tado VI.2.4.1. e invecta en 21 cromaetdgrafo a una tempe=-
ratura de 1702 v aparecen cuatro nicos cque se identifican
Tor sus tiemvos de raetencidn con los gue producen la glu-
cosa (2 picos), la fructosa {1 nico) ¥ el mznitol (1 nico).

La mezcla ce refe?ercinga sido preparsdsz con Pro
ductos comercislas cue hen sido secados prevismente con -
pentdxido de fdsforo v cue ha si'o somstida al procedie-—--
miantc general de sililscidn.
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Las condiciones cromatogrificas han sido las mis-

mas para las dos determinaciones.

Los dos cromatogramas obtenidos se pueden compi--

rar en la ficura 12.

b) Identificacidbn de sacarosa: De la misma forma se proo_
de a identificar la sacarosa. Para ello,se inyecta el trinz
£ilsilil derivado de la muestra J-3=2- & la temperatura -
de 2302, apareciendo un pico qgue se identifica con el que

produce la sacarosa de referencia.

Los dos cromatosramas que resultan se comparan en

la figura 13%.

Les condiciones cromatogrificas han sido las mis-

mas en los dos arédlisis efeactiados.

no
L

4.4, Calibrado

0]

Los tiempos de retencidn, asi como las A&reas de -
log picos de los derivados (TiS) de las sustancias anzli-

zadas, se miden con un integrsdor elasctrdnico.

)]
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El calibrado con patrdn interno se lleva a cabo -
aftadiendo una cantidad pesada o medida del mismo a una --
cantidad determinada de mezcla que conftenga cantidades cg

nocidas de los componentes a analizar.

La mezcla resultante, después de someterse al —
cedimiento de formacidn del TMS derivado que se indica =20

el zpartado VI.2.4.1l., se inyecta en el cromatdgrafo 7

2

n

desarrolla e1 cromatograma. Se informa al computador de -
las cantidades de cada unc de los componentes analizados

(incluida la del patrdn interno) y este nos suministra —--
los factores de respussta del detector para cada una de -

Poy

las sustancias analizadsas.

ando se quiere realizar la detferminscidn cuanti -

tativa de los componentes de la muestra, esta s=2 desarro-

t—
P_J

a y 21 computador, una v=2z conocido los factorss de res
puesta ¥ la cantidad de natrdn interno, nos proporciona -

las cantidadzs de cada una de

}._l
oy
n
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ot
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T1 vroceso 42 calculo de los factores Ae rTespues-

ta v comprobacidn del método zmnleado, se onliczca inde

dientemente, Dor un lado 2l estudio 4z glncosa, Zructossa
v manitol; por otro lado al sstudio de 12 gacarcsa. Ambos
se indican a continuacibn:
N T e 2 o~ .
a, Estndio 42 zlucosa, Zructosa ¥y manitol,
Para 13 wealizaciin 42 zstas dst-rminaciones =z -
o .

.. . ., . . .
utiliza inositol come pewrin interno, sa2xin indicen Davi-

son v Younzs - aen s Franzio (55,
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Se prepara una referencia gue contiene cantidades
conocidas de las tres sustancias y de inositol. Se forma
el trimetilsilil (TMS) derivadc que se inyecta en el cro-
matégrafo, previa filtracidn para evitar introducir 2l-u-
na impureza en la columna cue pueda afectar a la defterni-

nacibn.

Se hicieron varias pruebas a distintas temperatu-
ras hasta conseguir un buen desarrollo del cromatograma,
lo cual se logrd a 1702. Se proceds a la calibracibén in--
formando al computador de las cantidades que cada compo-=-
nente tiene en la muestra, y este nos proporcionz los fac
tores de respuesta del detector para cada uno de los Di=m—
cos. Detido a cue la glucosa presenta un pico para cada =
anémero (exyA), la cantidad total de este monosaclrido -
es la suma de las cue corresponden vrororcionalmente a la

zlucosa @y B .

ON

ci

m

La comprob n del mitodc se rezliza avlicando -

los factores de resruests ant

t
D
=
l_.l
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H
=3
D
]
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n
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o
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ves muestras de referencia, Los enélisis se dieron nor ==

ct
O]
}j

™

=D

nsdos cusndo se cconsicuieron determinsciones con un

~

rror menor del 5%, auncue en =2lzunos casos la fructcsa y

8

el manitol (componentes minoritariocs) presentaron un error

alzo suverior el antseriormente indicado,
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Z1 no poder emplear inositol se debe a lo siguien

ct
6]

Cuandb las condiciones cromatogréaficas son las --
apropiadas para la separacidn de los picos correspondizr -
tes a la fructosa, glucosa y manitol, el pico de la s=--
rosa es achatado y pequefio. Esto se debe a que dicho nice
en estas condiciones tiene un tiempo de retencién muy al-

to vy también a la pequefia proporcidn en que se encuentra

la sacarosa en las muestras analizadas.
Al emplear temperaturas més elevadas con el fin -
de disminuir el tiempo de retencidn de la sacarosa, los =

picos de las otras sustancias analizadas no se separan en

tre si, ni tampoco del pico corresvondiente al inositol.

Tn consecusncia, hubo que probar con diversos azi
cares de tiempo de retencidn superior al del inositol y =

elezir el més conveniente para este tipo de determinacibn.

Los tres azlcares que se escogieron para su posi-

ble utilizacidn como patrdn interno fuer

(@]
[
=]
W
f,«l
(a3
o
433
]
2]
D
’..J
I

biosa y trehalosa. Se prepararon sus correspondisntes THS
derivados que se inyectaron, obteniédndoses los cromat

mas que se representan en la

Como se puede observar, tanto la maltosa como la

melibiosa presentan mis de un pico, lo cual implica los =
sicuientes inconvenientes:
l.- La cantidsd total d¢ ~atrdn interno no puede
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realizar las determinaciones cuantitativeas.

2.- Cabe la posibilidad de sclapacidén de algunos

de los picos del patrdn interno con el de la sacarosa.

Ssto hizo que se empleara como patrdn interno 1-
trehalosa. Esta sustancia presenta un sdlo pico cuyo Hi-

po de retencidn es superior al de la sacarosa, lo cusl --

permite la separacidn entre ambas (figura 14).

Una vez elegido el patrdén interno adecuado, se --
procede a la preparécién de una muestra que contiene canQ
tidades conocidas de sacarosa y trehalosa, a partir de la
cual se calculan los factores de respussta del detector -
que luego se emplean en el estudio de las muestras proble
mas. Se prepara el correspondiente derivado y se inyecta
siendo las condiciones de trabagjo: ftempsratura de la co--
lumna, 2302 5 temperatura del bloque de inyeécién, 2608
Temperatura del detector, %002 3 ¥ el flujo d= zas porta-

dor (N2) de 30 ml/min.

Tog factorss de respusstas obtenidos se aplican a
dos nuevas disoluciones de referencia que contienen canti

dades conocidas de sacarosa Y Ltrehalosa.

Tos andlisis finalizaron cusndo el error conmatido

l.,_.i

(s

en las determinacicnes zra inferior al 5%,
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% AVAT.TSTIS DE TAS MUESTRAS

Trags haber sometido las musstras a los distintos
procesos de estabilizacién y purificacidbn, se realiza 1=
determinacidn cuantitativa de los hidratos de carbcno 7.

considerados.

Se preparan los trimetilsililderivadcs de czdz -—-
muestra sicuisndo el método de Davison y Young (69) indi-
cado en el apartado VI.2.4.1l. Se inyectan en él cromatb——
erafo, habiendo oscilado los volGmenes de inyeccidn entre

0,4 v 1,5 microlitros.

Los cromatogsramas se han realizado con una ate——-
nuacibdn de 1 x 16, siendo la velocidad de la carta de 0,5

cm/min,

p]

Se han empleado dos disoluciones de inositol y -=
una de trehalosa. Las de inositol contenizn 40 y 50 mg de
dicha sustancia en 25 ml de agua destileda. La de trehalo

sa contenfa 50 mg de dicha sustancia en 25 ml de agua.

Las condiciones sstecificas para la determinacidn
de glucosa, fructosa v manitol, por un lado y de sacarosa
por otro, se han indicado anteriormente en 21 ansrtado --

2.’4'.40



-148-

Tr/Tr inositol Tr/Tr Trehalosa
Fructosa 0,29
Glucosa (o) 0,41
Manitol 0,5%
Glucosa’Qﬂ) | 0,65
Sacarosa C,74

A continuacidn se describe el proceso seguido con

cada una de las muestras y los resultados obtenidos.

el Muestra H.

O

Variedad: "manzanilla'.
Fecha de la toma de muestra: 1C0-8=1978

La estabilizacibn y extraccidn se ha realizado co

mo se indica en el apartado II.Z2.2.

Los extractos etandlicos procedentes de 50 g de -

Il GE =

(=
[

pulpa fresca se evaroran en el rotavapor con el

eliminar el sternol. El residuo se trata con agua ccne se

-

ado ITITZ.2.% para pasar 2 disclucidn ——-

o]
3]
"
ct

indica en ¢l a

acuosa los agzlcares y demés componentses hidrosolubles.,

&l extracto scuoso cue resulta se purifica, me-—-

diante defecacidn con zcetato neutro de plomo ¥y paso nor

|-
3
o

nas de intercambio idnico Amberlita IR-120 y IR-45,

Ires

)

segln lo indicado en los evartados III.2.3.1 v IIT.2.3.2,
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Se lleva a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con =—-

agua destilada.

A 20 ml de la disolucidn anterior, que correspon-
de a 450 mg, se le denomina muestra H-% y ha sido utili~-
da en la determinacidn cuantitativa de glucosa, fructc::

v manitol.

A la muestra H-3 se le ahade 2 ml de una disolu--
cibn de inositol gque contiene 5,7 mg de esta sustancia. -
Se deja estar una noche a temperatura ambiente y al dia -
sicuiente, se someten al procedimiento de formacidn de ==
los trimetilsililderivados indicado en el apartado VI.2.4.

1.

El derivado se inyecta en el cromatdgrafo y se --

realizan dos cromsbosramas,

Uada azlcar presenta un pico cuyo &rea es propor-

cionzl a la cantidad de dicho azficar en la muestra. rle=—-

iiznte el proceso de calibradc indicacdo en el apartaco ==

IS5
e}
@]

VI.2.4.4, se obtienen los factores de vproporcionalidsd —-
existentes entre el 4rea y la cantidad de los comnonentes

a partir de mezclas cde refersncia cue lcs contisnen,

]
H
‘_l

integrador-computador, una vez qQue s2 le ha su
ministrado dichos factores de resvuesta vara cada uno de
los picos v la cantidad de inositol (patrdn interno) cue

oy i b P, g o ~ A - G~ T PRSI
cocnrtienzs L3 MU cra, nos oIrsece CLITESCTAMENTE L4838 cantlidas-

€]
n

des de los distintos componentes en la musstra snalizada,
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Los resultados han gido los siguientes:

Muestra Miligramos Cromato- Filigra- !Miligra- [MNiligra-
de pulpa grama mos de mos de mos de
extralida glucosa fructosa mnmanitol

H=-3% 450 ne 1 14,056 6,326 6,972
-3 450 ne 2 12,709 5,661 5,753

Val.medio 450 13,383 5,999 6,343

Cemnuesto Porcentaje %
Glucosa 2,97
Fructosa 1,33

[fanitol 1,41

el Muestra J

Variedad:

Fecha de la toma de
La estabilizacidn y

mo se indica en el avartado

Los extractos etandlicos procedentes

pulpa fresca se evaporszsn en

"menzarilla",

muestra: 20-11-1978

realizado co

de 5C g de =

el fin de ==

el rotavaror con

eliminar el etanol. E1l residuo se trata con agua como se

indica en el avpartado III.2.

Z pars pasar a disclucibdn ——=

acvosa (50C ml) los azlcares v demés componentes hidroso-

lubles.



Se toma una fraccidn (50 ml) de la disolucidn que
resulta. En esta disolucidn cada ml corresponde a 100 ng

de pulpa extraida.

A 4 ml de esta fraccidn se le denomina muestrs ~-

J=1-1 y corresponde a 4CC mg de pulpa.

Como se indicd anteriormente quedaron 450 ml de -
disolucidn acuosa que fueron a continuacidn defecadas con
acetato neutro de vlomo siguiendo lo expuesto en el apar-

tado IIT.2.%.1.

De la disolucidn que resulta (250 ml), se toma —-
una fraccidn de 25 ml y se lleva hasta un volumen de 50 ml
con agua destilada. En esta disolucidn cada ml correspon-

de a 90 mg de pulpa extraida.

A 4 ml de la fraccidn anterior se le dernoming ——-—

muestra J=2-1 y corresponde a %60 mg de pulra.

De la disolucidn acuosa defecads cuedan 225 ml, -
que se pasan por resinas de intercambio idnico Amberlita
IR-120 v IR-45 siguiendo lo indicado en el apartado IIT,Z2.

220

De la disolucidn cue resulta (250 ml), se toma —-
una fraccidn de 25 ml y se enrasa hasta 50 ml con agua =—-

onde a 81 ng

N

destilada. En esta disclucidn cada nl corres

a
p.

)]

nulva extraida.

A

L 4 ml de 12 disclucidn anterior se le dercomina =

musstra J-3-1 ¥ corresponde a2 724 mg de nulpa.
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El resto de la disolucidén (46 ml) se lleva hasta
50 ml con agua destilada. A 10 ml de esta disolucidbn se -

12 llama muestra J-3-2 y corresponde a 745,2 mg de pulnza.
a) Anélisis de glucosa, fructosa y manitol.

A cada una de las muestras J-1-1, J=2-1 y J=-3-1 ~-
se le afiaden 2 ml de una disolucidn de inositol que con--

tiene 2 mg de esta sustancia.

Las muestras v el patrdn interno se dejan una no=-
che a temperatura ambiente y al dia siguiente se procede
a la formacidn de los trimetilsililderivados siguiendo el

procedimiento indicado en el apartado VI.2.4.l.

Una vez formado los derivados, se invectan sn el
cromatbegrafo. Por cada una de las muestras analizadas se

desarollan tres cromatogramas.

Como se ha indiczdo enteriormente, el comoputador

desnués de haberle suministrado los factores de respuesta
e los distintes picos y lz cz=ntidad de inositol presente
en la mezcla, nos proporciona lzs cantidades de los dig—=-

tintos componsntes presentes en dicha muestra.

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla -
LXIV.
b) Andlisis de l= sacarosa,.

A l2 nmuestra J=%=2 gse 12 gnade 1 ml d= 12 disolu-

cidn de trehalosa cue-contiene Z mo de =sta szustsncis.
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Se procede de la misma forma que en el anflisis -

de la glucosa, fructosa y manitol.

en

3¢5

mo

pul

2li

indica

acuocsa

1us

se

Los resultados de esta determinacidn s

la tabla XXV,

Muestra K

Variedad: "gordal"

echa de la toma de

La estabilizacidn y

se indica en el apartado

exponen -

o
pwrl

muestra: 20-11-1978.

extraccidn se ha realizado cg

IT.2.2.

Los extractos etandlicos nrocedentes de 50 g de =

pa fresca se evanoran en

)
o)
Ao

minar el etanol.

1.2,

les.

lucidn

O

A

de esta

corresnonde

[o8

.2
cclon

el rotavapor con el fin de -~

1 residuc ss ftrata con 2gua como se

3 para pasar a disolucidn we-

v demfs componentes hidroso-

(50 ml) de 12 4isoclucibn

cada ml corresnonde a 100

. nmuestra

(
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Como se indicd anteriormente quedaron 450 ml de -
disolucidn acuosa que fueron a continuacidn defecadas con
acetato neutro de plomo siguiendo lo indicado en el arar-

tado IIT.2.3.1.

De la disolucidbdn que resulta (250 ml), se tomz -
una fraccibdn de 25 ml y se lleva hasta un volumen de 5C =i
con agua destilada. En esta disolucidn cada ml corresvon-

de a 90 mg de pulpva extraida.

A 4 ml de la fraccibén anterior ds le denomina mues

tra K-2-1 vy corresvonde a 360 mg de pulva.

L7

£l resto de la disolucidn (46 ml) se enrasa a 50
ml con agua destilada. 4 10 ml de esta disolucidn se le =

llama muestra K-2-2 y corresponde a2 828 mg de pulpa,.

D

0]

la disolucidn acuosa defecads quedan 225 ml, -
gue se pasan por resinas de intercambio idnico Amberlita
IR-120 y IR-45 giguiendo lo indicado en el apartado IIT.

2.5-20

De 1la disolucidn que resulta (250 ml), se toma ==

una fraccidn de 25 ml v se enrasa hasts 50 ml 06n STUS m=

ct

destilada. En esta disolucidn cada ml corresnonde a 81 ng

de pulra extraida.

A

A4 m]l de la disolucidn anterior se le dernomina -

muestra K-%-1 y corrssponde a 324 ng ds ovulpa.
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a) Anédlisis de glucosa, fructosa y manitol:

A cada una de las muestras K-1-1, K-2-1 v K-3-1 =~
se le afiaden 4, 3 ¥ 3 ml de una disolucidn de inositol --
cue contiene 6,4, 4,8 y 4,8 mg de esta sustancia resvaoil

vamente.

Las muestras y el patrdn interno se dejan estar -
una noche en disolucidn acuosa y al dia siguiente se for-
man los trimetilsililderivados mediante el procedimiento

que se indica en el apartado VI.Z2.4.1.

Se desarrollan tres cromatogramas por cada una de

las muestras analizadas.

Los resultados obtenidos en las determinscionss =

realizadas se exponen en la tabla XXVI.

b) Anélisis de sacarosa:

A cada una de las nmuestras K=1-2, K-2-2 y X-3=2 =
se le aficden 1 ml de un2 disolucidn acuosa de trehalosa -
que contliens 2 mg de esta sustancia,

Se procads de lz misma forme—Tus == andrisis—
de la glucosa, fructosa y manitol,

Los resultados se recogen en la tabla LLVIT. =
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Dol Muestra L
Variedad: "hojiblanca".
Fecha de la toma de muestra: 11-12-1978.

Los extractos etandlicos procedentes de 30 g d: -
pulpa fresca se evaporan en el rotavapor con el fin de --
eliminar el etanol. El residuo se trata con agua como Ssse
indica en el apartedo III.2.3. para pasar a disolucidn --

acuosa los azlcares y demfs componentes hidrosolubles.

™

Ll extracte acuoso que resulta se purifica median
te defecacidn con acetato neutro de plomo y paso por resi
nas de intercambio ibnico Amberlite IR—iEOVy-IR-45, Si=-
guiendo lo cue se indica en los apartacdes III.2.3.1 y III.

2e5e2a

o

Se toma una fraccidn alicuota del extracto acuoso
purificado que corresponde a 5 g de pulpa, se lleva a un
matraz aforado de 50 ml y se enrasa con ague destilada. -
Zn esta disolucidn cada ml corresponde a 120 mg de pulpa

extraida,.

oy ~ o ~ o
2,72 mz de pulpa se diluye hasta 5C nl.

| '|[‘ b R, = L IR 4 1 R - .

A 10 ml de esta disolucidn se le cenoning MUSSm—-
tra L-%3-2 v corresnonde a 352 mz de nulva.
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a) An&lisis de glucosa, fructosa y manitol:

A 1la muestra IL-3-1 se le afiaden 2 ml de una diso-

lucibdn de inositol que contiene 3,2 mg de esta sustancia.

La muestra y el patrdn interno se dejan estar ui-
noche en disolucidn acuosa y al dia siguiente se obtien=n
los trimetilsililderivados mediante el procedimiento qus

se indica en el apartado VI.2.4.1.

Se desarrcllan tres cromatogramas, obteniéndose -

los resultados que se indican a continusacidn:

tluestra (iligramos Cromato- Miligra- lMiligra- Kiligramos

de pulp=e grama. mos de mos de ‘ de

extraida - clucosa. fructosa manitol,
IL-3-1 480 ’ ne 1 8,769 0,575 0,928
I~-3-1 480 ne 2 8,846 0,556 0,869
L=3%=-1 480 ne 3 8,695 0,575 0,760
Val.medio 480 8,770 0,589 0,856

Compuesto Porcentaje

Glucosa 1,853

fructosa C,12

Hepitelr 0,18 e
b) 4nélisis de gacarosa:

4 le muestre I-%=2 ge le afiade 1 ml de una disolu
cibn de trshalosa que contiene 2 me de esta sustancia,
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3e procede de la misma forma que en el anélisis

de la glucosa, fructosa y manitol,.

6]

En primer lugar se hicieron tres cromatogramas d

fd

la muestra empleando las condiciones cromatogrificas in’
cadas en el apartado 2.4.3 ¥ 2.4.4, con los siguientes

sultados:

I

b3

uestra Miligramos Cromato- Miligramos de BSacarosa

de pulpa crama. sacarosa %
extraida.

L~3=2 552 n? 1 1,388

I-3=2 552 ne 2 1,271

I-3%=2 552 ne % 1,414

Val.medio 55

no

1,291 ' 0,25

Como se observa en el cromatograna de la figura 20
aparece un pico que solapa con el de _a ftrshalosa., Esto -
hizo gue se revitieran las determinaciones, en este caso
los cromatogramas se desarrollaron emnleando como temper_

tura de la columna 220%en lugar de 2302, consiguise

esta forma la senarac:

I 4
10n
muestra como se puede ver tanbién en la

)
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Muestra Miligramos Cromatograma [Miligramos de Sacarosa
de opulpa sacarosa %
extraida

L-3=2 552 ne 2 1,158
L-3-2 552 ne 3 1,183
Val.medio 552 1,152 0,21

2¢5 Muestra LL.

Variedad: "verdizl'.

Fecha de la toma de muestra: 20-12=1078

-

Los extractos etandliccs procedertas de 35,28 g =
de opulyrs fresca 3se svaporan en el rotavapor con el fin de
eliminar el etanpcl. El residuo se trata con asua como se

indica en el apartade IIT.2.3. para pasar 2 disolucidn —-

I(j

acuosa los 2zlcares vy deméds comnonentes hidrosclubles.

L1 extracto acuoso cue resulta se vurifica median

[

te defecacidn con scetato neutro de plomo ¥y paso vor re-

El licuido obtenide se lleve a un volumen de 100 ml.

En esta disolucidn cada ml corresvonde = 352,82 me Ae pul-
na extrzida,
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La primera de las muestras se utiliza en la deter
minacidn cuantitativa de glucosa, fructosa y manitol y la

segunda en la determinacidén de sacarosa.
a) Andlisis de glucosa, fructosa y manitol:

A la muestra LIL-3-1 se le arfiaden 3 ml de una di-.

lucidn de inositol gue contiene 4,8 mg de esta sustanciz,

El proceso empleado con esta muestra es andlogo -
al seguido con las muestras anteriores, obteniéndose los

siguientes resultados:

Muestra Miligramos Cromatno- Miligra- Miligra- Miligra-

de pulpa Zrama ., mos de mos de mos de
extraida. . gluccsa, Iructosa manitol,
LI-2-1 705,6 ne 1 10,348 0,965 1,370
LI-3-1 705,6 ne 2 10,755 0,943 1,463
LL-%-1 7C5,6 ne 3 10,230 0,976 1,385
Val.medio 705,€ 10,444 0,961 1,406
Compuesto Porcentaje
g5
Glucosa 1,48
Fructosa G,14
Manitol 0,20 I
b) indiisis de sac=rosa:

-

A la nmuestras TLI=?
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Se sigue el mismo procedimiento gue con las mues—

tras anteriores, obteniéndose los siguientes resultados:

Muestra Miligramos Cromato- Miligramos de Sacearcsa

de pulpa grama. sacarosa. -
extraida.

L1-3-2 1764 ne 1 2,131

LI=3=2 1764 ne 2 2,100

IL-2%2-2 1764 ne 3 2,184

Val.medio 1764 2,138 0,12

También en los cromatogramas correspondientes a es
ta muestra aparece un hombro en el pico de la trehalosa ==
(figura 22) aunque en este c2so 2s menos intenso que en la

nmuestra anterior.

Por lo dicho anteriormente se hacen nuevas determi

naciones a 2202 consiguiendo la separacidn del nico corres

D

ot

vondiente a la trehalosa del otro verteneciente 2 la nmues-

!
¥

tra analizada (figura 22) con los resultados

in

igulentes:

liuestra Hiliszranos Cromato- riligramos de Sacarosa
cde pulpa _Zrama, Sac=sTrQsa. 4
extraida.
IT=-3=2 1764 nt 1 1,204
-— - e
I1-3%=2 1764 ng 2 1,839
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$.6.  Hesumen

Los porcentajes de glucosa, fructosa, manitol y sa
carosa obtenidos en las determinaciones cuantitativas de =
las distintas muestras analizadas se recogen en la tavlns -~

XVTIT.

Igualmente los porcentajes de azlcares reductor=s,
azlcares totales y las relaciones azlcares reductores/azl-
cares totales v fructosa/azlcares reductores se exponen 2n

lza tabla XXIX.
Tabla TIVIIT

Porcentaje
lluestra Tratamiento % de pulpa fresca

Glucosa Iructosa Manitol Sacarosa

H a vy b 2,97 1,33 1,41
J=-1 ninguno 2,11 0,71 0,22
J=2 a 2,13 0,67 C,23
J-% ayb 2,05 0,80 0,20 0,08
T-1 ‘ninzuno 1,60 0,11 0,15 0,15
£-2 a 1,61 0,11 0,10 0,15
V-3 2y Db 1,561 0,14 0,10 0,16
L avhb 1,83 0,12 0,18 0,21
IL a v b 1,48 O,14 0,20 c,11

Mot ams ar . afan 1A b nAT Taacinac
Tratamiarto: a, defeca2cidny b, naso nor resinas,
Variedad: "mangzganilla", musstras #, J-1, 7-2 7 J=3; "zordal",

muestras K-1, ¥=2 v K=3%; "hoiiblanca", musstra L; "verdial



Tabla XXIX

luestra Tratamiento Az.reduct. Az.totales Az.red. Fructosa
Az.tot. az.red.
H ayhb 4,20 Oy, L
J-1 ninguno 2,82 ,
J=2 a 2,80 Gy o5
J=3 ayb 2,85 2,93 0,97 0,28
K-1 ninguno 1,71 1,86 0,92 0,06
K=-2 a 1,72 1,88 0,92 0,06
K-3 a7y b 1,75 1,91 0,92 0,08
L ay b 1,85 2,16 C,90 0,06
LL ay b 1,62 1,73 0,94 0,09

Tratamiento: a, defescacidny b, paso vor resinas.

ultados obtenidos por 21 método de la cromatogr:

el apartado VIII.2 se hace un estudio comparado
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

E1l Gnico trabajo en el que se hace un estudio de
los monosaciridos en hidrolizados de pulpa de aceitunas -

se dsbe a Petruccioli (10).

Tste autor estudia los hidrolizados de pulpa ds 1§ =
siguientes variedades italianas: "canino", "carboncella",
"frantoio", "leccino", "maurino", "moraiolo" y "morchiaio".
En ellos identifica mediante cromatografia sobre papel: -
arabinosa, xilosa, fructosa, glucosa, galactosa y manosa.

Los mismos azlicares gue este autor encuentra en los eX-—-—

tractos acuosos de la pulpa.

Rigazzi v Veronese (11) estudian el alpechin de -

6y]

aceitunas maduras, En el hidrolizade de dicho alpechin --
han identificado y detsrminado cuantitativamente mediante
1a cromatozrafia sobre papel los sizuientes monosacfridos:

glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y ramnosa.

AY)
*

MATZRTIAL ¥ METODCS

En 2sts canitulo se determinan los monosacAridos

compconen<ss ie pequsfic n2so molzcular, asl como 1ns 1lipi-
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E1l material pulverulento que resulta desoués de -
las extracciones se hidroliza con &cido sulflirico. Zn el
hidrolizado se determinan cuallfat“vamﬂn#e los monosacari

dos presentes mediante la cromatografia de papel descen-~

p-4e

dente v la cromatografia gas-liquido.

o

Posteriormente se determinan cuarntitatbivaments -~

()

los azlicarses presentes de forma global por 2l método cclo
rimétrico de la antrona-sulfirico de Roe e individualnmen-
te por cromatografia gas-liquido como acetatos de los co-

rrespondientes alditcles.

as detarminaciones analiticas se han realizado -

an muestras de las variedades "manzanilla" y "=zordal".

el Aeeitunas

3e han utilizado aceitunas de las variedades "man
zanilla" v "gordal" recogidas en olivares de la provincia

de oevilla,

Tarisdad "manzenilla': Muyestra M (20-10-1978).

Variedad "ezordal": Muestra N (25-10-1975),

AV
A
-

Tratamiento de nurificecidr »revio = las datermi-

2
[4V]
3
o]
jd
iw
ot
tJ
(@]
(3
ul

nazionas

¥imadamente un 20% de acaa, se estabiliza con =2%anol acug

so del 20%., Para =21lo, s2 le afiads la cantidad nscesaria
de etanol del ©6% has%a llzgar =2 la composicidn deseada y

se calienta 2 =2bullicidn Furense +tras



-179-

Ia estabilizacién se efectlla 21 mismo dia de la recogida

de la nmuestra.

A continuacidn se procede de la siguiente fornma:
la pulpa fresca una vegz estabiliza&a, se filtra ¥y se d=2i=
secar. El sdlido ss extrae en Soxhlet con etanol acucsrs -
del 80%. De esta manera se eliminan la glucosa, fructos=,
sacarosa ¥y manitol que existen en forma libre en la zulpa
de aceitunas en cantidades apreciables. Mediante esfte Trz
tamiento, también se eliminan sustancias glicosidicas y -

componentes fendlicos.

Ia pulpa se seca y se somete a una extraccidn con
tinua con hexano y acetona con el objeto de eliminar fun-
damentalmente los lipidos. EZn 1la purificacidén de la mues-
tra de la variedad "manzanilla" sblo se ha empleado la ex

traccidn con hexano.

Sobre este material que aueda en forma pulverulen

ta se realizan las hidrdlisis correspondientes.

2% Tidrdlisis Acida

Ia hidrblisis de polisaciridos usando &acidos mine
rales ha sido muy empleada en el estudio estructural de -

dichas sustancias.

o
o)

Ta resistencia

¢

2st0os compuestos 2 rom

erse, 1li

berando los monosacaridos gue lo constituyen, es nuy va--

]
_d
iy
@]
’_l
D
<“I
(o)
@
o]
®
[}
0
Q)
th

undamentalmense de los monosaciridos --

aue lo forman, del tino de anillo de dicho monosscédrido y
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Tos 4cidos minerales empleados con este fin han -

sido muy diversos. Los més frecuentemente utilizados son

o
T

los 4cidos clorhidrico, férmico, trifluoracédtico y sulf

b

td
S

rico.

Los procedimientos consisten en el calentamisn<:

del polisacérido con uno de estos &cidos durante un dev=2
minado pericdo - de tiemvo. La concentracidn del &cido uti
lizado, asi como el tiempo y la temperatura de calenta—-—-
miento van siendo mavores a medida que aumenta la resis-—-

tencia del nolisacérido a la hidrdlisis. o obstanfte, ——-

cuando las condiciones de hidrdlisis son enérgicas, los -

-

meonosacéridos liberados puedan ser dezradsdos.

w
W
D

-~
N

) mroronen un vrocedimiento para

man v col. (
hidrolizar celulosa y otras D-hexoglicanas que son insolu

bles en agua 6 en écidos diluidos.

Consta de dos narte

i

, en la ovrimera se solubiliza
el polisacérido con &cido sulfirico del 72% calentando a
202 durante 45 minutos. En la sesunda se e

drdlisis secundaria con Acido sulflrico del 3% calentando
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desnués de las tres horas, de acul cue sea éste el verio-

do de calentamiento empleado. Comprueba tTambién la exacti

tud del método emnleado, analizando celulose microgranular

=

ediante el procedimiento general, con la excepncidn

gue en la fase de digestidn emplea 1 ml de Acido s

4

§7]
1
}

o

JNRN

717

co del 72% por cada 100 mg de celulosa. Los resultados

tenidos dan una composicibdn de glucosa del 96%, con tra--

zas de arabinosa y xilosa. En la neutralizacidn emplea hi

drbéxido bérico 0,25 M.

este trabajo, se ha empleado

el procedimiento

de Blake v Richards (73)

para conseguir la hidrdlisis to=-

volisacéridos presentses en

la pulpa de aceitu=-

determinéndose a continu=cidn de

forma cualitativa y

cuantitativa los azlcares neutros que resultan,

Al sélido (1,2
de Acido sulflrico del 72%

11z de vidrio para facilitar la

i

mn

o]

{—
i<

8]
H
fde
I
i
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A continuacidn se hace vasar la disolucidn por --

dos columnas gue contienen resinas de intercambio idbnico

W

k] > ™ ~ P aad -

Amberlita IR-120 HY (20 ml) y IR=45 OH (30 ml). Par
que los azdcares no queden retenidos en las resinas se 17
van éstas con un volumen de acua destilada aproximadar=i -

te igual a 15 veces el volumen de su lecho.

La disolucidn incolorz gue resulta y que contiens
los azicares neutros es la cue se emplea en el estudio =--

analitico.

N

A, Identificacibdn de azlicares por cromatocrsfis so=-

bres vapel.

ma desarrollacdor empleado ha sido acetato ce etilo-piridi

habiendo dejade 2,5 cnm de intervzlo vy % cm del borde del
cenel.

Las cdisoluciones de referencia ¢e hon nrevarado -
a2l 2. con nmu=stras turas de xilosa, arazovinocsa, mANCsSa, =—-

- o = -~ A
mlucosa v gslactosa.
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secado al aire, en el reactivo difenilamina-urea y Acido
fosfbérico (29). Se ha empleado la disolucidn reveladora -
para aldosas. La preparacidn de este reactivo y el proce-
dimiento de revelado ha sido descrito en el apartado II.

2.5.

3
t_.l
ON
3
[9)]
[¢H]

i

Con obJjeto de conseguir una mayor separsci

O~
e
(o)
O
n
®
|

hz dejado salir el disolvente desarrollador, midi

los valores RG en lugar de los correspondientes Ro.

Los datos cromatogrificos correspondientes a las

referencias se exponen a continuacidn:

Comouesto RG color
(1) (2)

{ilosa 1,84 1,83 rosa
Arabinosa 1,53 1,48 rosa
llanocsa 1,21 1,2¢€ rosa-brillante
Glucosa 1,00 1,00 rosa~brillante
Calactosa G,8C C,80 rosa-prillsante
(1) Perel Yhastman n? 3; tiemvo de dessrrollo, 24 horas;

(2) Tavel Yhatmen n® 1; tiemno de desarrollo, 18 horas;

= T A - L SN —~ - S Al
2.5. Zeterminaciln espactrofctométrics
o 1 a S s . G I4 vmAamta Ta ]
2N L2 Ce2TsSPMInsClon CUSMvTITATIYVE directa e 108 =
nofipopad +A+n]a P T I w3 A 75 T ey . T v
2ZUCares TOTELlsg efXIZventsass en Al1droillzados .2 nulins 8= a.
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empleado el método celorimétrico de la antrona-sulfirico -

de Roe (48).

El procedimiento utilizado se ha descrito en el -

apertado IIT.2.5.%.

Para conocer la concentrzcidn de los azlcarss -—--
existentes (referidos a glucosa) en las muestras analizz-
das, a partir de los valores de absorbancia obtenidcs ex
perimentalmente, es necesario construir una curva de calil

brado,

FPara la construccidn de ésta curva de calibrzado -

o,
®

se preparan 10 disoluciones

e referencia cuyas concentra
ciones en glucosa van desde 18 a 180 pg/ml. Se toma 1 ml
de cada una de estas disoluciones y se scmeten al procedi

miento descrito en ¢l apartade II1.2.5.3., midiendo las =

absorbancias frente al blanco a £20 nn.

Las cantidades d= glucosa oue contienen las diso-
lucioness de refersncia asi come los valores de absorban~-

cla ¢ue resultan se exvonen en la Table XX,

ciszs los microsrarmos dz zlucosa en 1 nl de disclucidn y
en ordenadas los corresnondientes valores medidos de ab--

sorbancia {(fisura 23)

s2 mreparan dos disoluciones con diferentes CcoN=-

e —\’.-\ ~ A - PP
ceantrecionas de aztcares de cada una de las musstrags ansg-
lizadzsg. & 28tas disclucionss ge la2g arlics el nrocedi—--



miento analitico al mismo tiempo cue a las disoluciones -
de referencia y al blanco. De esta forma, tanto las mues-

tras cormo las referencias se someten a las mismas condi—--

ciones experimentales,

Los valores de absorbancia cbtenidos se llev=an
la curva de calibrado de la figura 23, conociéndose asi -
las cantidades de azlcares (referidos a glucosa) existen-

tes en cada una de estas disolucionsse.

wrersr

Tab 1 8 AAA

- Disoluciones de Microgramos de Absorbancia
referencia glucosa en 1 =nl
ne 1 18 ’ 0,C50
nge 2 26 0,095
ne 3% S C,125
ne 4 72 0,190
ne 5 90 0,220
ne 6 108 C,275
ne 7 128 46,515
ne 8 ARV C,355
n2 9 162 C,3%%0
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2.6. Identificacidn v determinacidn cuantitativa de ==

los azicares nor cromatosrafia =zas-liguidc.

Dado que los hidratos de carbono no son volétil=s

z

para su determinacidn por cromatografia gas-licuide, =z -

-

requiere la preparacibdn de derivacdos volétiles.

Sweeley v col. (63) introducen los trimetilsilil-
derivados. Desde entonces nuchos autores lo han anlicado
al andlisis cuantitativo de monosacéridos (74,75) v a los
hidrolizados de polisacdridos (7£,77). ELl problema més inm
portante que presentan zstos derivados es el gque un mismo
azlicar da lugar 2 una nultiplicidad de picos correspon——-

4

dientes 2 sus formas gndmeras en eguilibrio, lo cual dif

i
||_.|.

Gunner v col. (78,79) dermostraron la nosibilidad
de utiligar estos Asrivados en 21 arflisis cuantitative -

de mezclas de monosacéridos, pero hasts nue Sawardsker y

col. (63) no introducen como fzase

licuica g7 18 Serey ===

.z ey o - ~
cidn de =stos compusstos la ECNSS-il, 21 métefc no fuéd am-
nliamente aceptado. Focteriormente h2 sido arlicado 2 1=
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y lo aplican a la determinacidén cuantitativa de los mono-
sacidridos obtenidos por hidrdlisis &cida de polisacéridos

en tejidos de plantas.

La técnica cromatosrédfica empleada en este trann-
jo es similar a la de estos dos Gltimos autores y se dan-

cribe a continuacibn.

2eE.le Procedimiento

El procedimiento empleado en la preparacidn de -=

los acetatos de alditoles es el siguiente:

A 5 ml de la disolucidn acuosa de los azlicarss ==
(20 a 40 mg) se le atade 1 & 2 ml de una disolucidbn de ==
inositel cue se wtiliza como patrdn interno y que contie-

ne 2 6 4 mg de esta sustanciz.

A esta disolucidn se le adicionan 2 ml de otra —-
.preparada disolviendo 50 mz de borohidruro sddico en 10 ml

de acua destilada. Desnués de estar 3 horas

e e
Cemnt

n
4]

ra ambi=snte, s2 destruye el exXceso de reactive con unas -

otas de Acido acéti

3
J

ot
=
[@]
o
N
=)
4]
n
oF
[¥V]
]
e
)
(@]
W
N
0]
6]
]
Q.
D
n
3
3
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[
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ft
i3
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»
o
ot
O

1

b

de burbujzs). La eliminacidn del catidn Lia Se€ Tealiza D&

sando la disolucidn vor una columnz con resina Amberlita

v ® . s PR 3.
IR-120 HT (3 ml). Parz cue no cueden retenidos los aldito

les en la columna, se lava ésta con &5 ml de acua destila

da. E1 licuido eluido de la ceolumnsa se concentrs en rota-
veapor hastzs sequedad v se evanora de nuevo & secuasdad 5 -
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Finalmente los alditoles son acetilados con 2 ml
de anhidrido acético-piridina (1:1, v:v) dejéndolo toda -

la noche a temperatura ambiente.

Para el buen desarrollo de los cromatogramas 3 -
conveniente eliminar el exceso de estos dos Gltimos renc-
tivos. Esto se consigue concentrando a secuedad 5 6 6 va-

ces con 5 ml de cloroformo.

Los alditoles acetilados disueltos en cloroformo

se inyectan en el cromatdgrafo.

2.6.6. Instrumentacidn v condiciones cromatogréficas

Los anélisis se han realizado en un cromatdgrafo
Perkin-Elmer, Franktometer #=7, de inonizacidn a la llama,
equipado con un registrador-integrador Hewlett-Packard --

33280 A (dotado de un computador),

S

@D

ha empleado una cclumna de 2 m de longitud y -
1/8 de pulgades de didmetro externo, conteriendo ECI

al %% sobre Ces-Chrom Q, 100-12C mesh.

El gas peortador utilizado es Eg con un flujo de -

- , , ,
20 ml/min. La temperaturs de la columnz se& mantuvo a 12002,

O

sisndo l2s temperaturas d-l blooue de inveccidn ¥ del de=-
t

ivamente. T T
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2.6.3, Anilisis previo

Antes de realizar la determinacidn cuantitativa -
de los monosaclridos en los hidrolizados, se han identifi
cado los componentes de una de las muestras por crometic--

grafia gas-liguido.

La muestra i-1 se somete al procedimiento general
de formacidn de los acetatos de alditol tal como se indi=-
ca en el apartado VII.2.6.1. Se inyecta en el cromatbgra-
fo y aparecen 6 picos cue se identifican por sus tiempos
de retencidn con los que producen la ramnosa, arabinosa,

xilosa, manosa, galactosa y glucosa.

La mezcla de referencia ha sicdo preparada con pro

ductos comercizles secados vreviamente con pentdxido de -

fésforo v sometida al procedimiento general de formacidn
de derivados.

Tas condicilones cromatogriiicas han sido las mis-
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Tig. 24, Cromatogramas Zas-llquido de los acetatos de al-

]

YuesSra M-1 (varisdad "manzanilla"). 2) Mezcla

saj; 4, manosaj; 5, zalactosa; £, zlucosa. 32 ubilizd unz -
columna de 2 m 4e longitud v 1/8 " de didmetro extzrno --
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el apartado

disdo
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4

azucare

del “_')C’t

-192-

Compuesto Tr/Tr inositol

Ramnosa 0,13

Arabinosa - 0,21

{ilosa 0,30

Manosa 0,54

Galactosa 0,62

Glucosa 0,77

Calibrado

£l calibrado se efectia siguiendo lo indicado en
VIe2obe

T1 método empleado en los célculos cromatogréfi--

el del patrdn interno, habidndose escogido para es
al inositol cuyo pico no 001ncide con ning:no de -
os presentes en los cromatogramas de las muestras.
La exactitud v precisidn del método ha sido estu-
exhaustivamente nor 2Zlake y Richards (7%). Los erro
se cometen por término medio para les distintas -
izs analizadas son inferiores al 5%.
Zn onrimer lugar se han cealculzsdo los factores de
ta del detector mara cads una q‘"}as sustanciaz —--
Pars ello se orepara una ~usetra de raferen=-—
contiene cantidadss conocidas de los distintos ==
s analizados 7 ge le 27ade una canvidad corocida —--
rén interno. Se obtienen los acsetztos de 2lditol -
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correspondientes y se desarrolla el cromatograma. Se

procurado que las proporciones de los distintos azlcares

en esta mezcla sean similares a las de dichos azfcarss en

las muestras analizadas.

Se le informa al computador de dichas cantidzad:

v éste nos sumunistra los factores de respuesta del dst=c

tor para cada una de las sustancias analizadas.

La comprobacidn del método se realiza aplicando -

los factores de respuesta anteriormente calculados a nue-

vas mezclas de referencia. Los resultados de estas pruc—-

bas indicaron un error medio inferior al 5%.

Cuandoc se quiere efectlar la determinacidn cuanti

tativa de unz muestra, ésta se desarrolla y el computbador,

una vez conocido los factores de resnuesta y la cantidad

de patrdn interno, nos oroporciona las cantidades de cada

una de las sustancias presentes en dicha muestra.

% ANALIZSIS DE Ta3 HUESTRAS

A +3 and A 37 1 a1

A continuacidn se describe el proceso seguido
cada una d& Iags TUSSTITS TSe detailer—tos—resultados

con

ob=~
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El fruto deshuesado y triturado (5000 g) se esta-
biliza con etanol acuoso del 80% segin se indica en el --

apartado VII.2.Z2.

El resto insoluble se extrae en Soxhlet sucesiv -

mente con etanol-agua del 80% y hexano.

T1 material residual (257 g), que queda en forma
pulvarulenta y que va a ser la base de nuestro estudio, =-

representa un 5,14% de la vulpa fresca inicial.

A 1,2 g de este sblido que se hidroliza siguiendo
el procedimiento indicado en el apartado VII.2.3%, se le -

denomina muestra i=l.

Te muestra -1 se hidroliza con &cido sulftarico,
se neutraliza con carbonato bérico v a continuacibdn se ==
desioniza paséndola por cclumnas con Amberlite IR-120 ¥y
IR-45, Para ello, se sigue lo indicado en el apartado =—-

ViT.2.5%.

Tsta muestra se 1lleva a un matraz aforado de 100 ml

enraséndoss con azuz destilada. De esta disolucidn (M-1)

" o . L. , ~ . s
Se TomWMal dISCUINICES I IacTeTonss—areho

b
(g
®
"
®
5

'3
!..J
®
]
o
®
3

can. -
a) Identificacidn de log zzlcares vor cromstocrafia de pa-
nel
32 toman 2C ml de 12 disolucidn =1 ¥ se croncenw-—
4
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mente). En el concentrado se identifican los monoszcéri--
dos por cromato‘ sfia sobre vapel siguizndo el procedi--=-
miento indicado en el apartado VII.Z2. L El cromatograma -
se revela con difenilamina-urea y 4cido fosfdrico det=c--
téndose manchas con los siguientes valores Rq: 1,83 (rre
,52 (rosa), 1,29 (rosa-brillante), 1,00 (rosa—bfillsnt;}
vy 0,79 (rosa-brillante); que se corresponden con los azl-
cares: xilosa, arabinosa, manosa, glucosa y galactosa de

acuerdo con las mezclas de refersncia.

7o se ha identificado la ramncsa por los siguien-
tes motivos: 1) que dicha sustancia da una coloracidn més

débil con el reactivo revelador emnleado, lo cuzl hace ==

l—j

que cuando esté presente en une muestra en pequeiia

‘g

roovor

cibn no se detecte. 2) para conseguir una busna separg-—-—
(.4 - 5 Vd 3 -

cidn de los demZe azlicares analizados es5 necesario aumnen-—

tar el tismpo de desarrollo, szlisndcose 1a del --

j3V]

ramnos

Con obJjeto de conocer de forma avroximzda las can

TidEaEs g EriCTTos e tes muestras—eralizadas, se ha he-

cho una determinacidn zlobal de azlicerss totalss referi—-
dos a rlucosa. Para ello, SﬁAh2%~Ql_m9dO el método colori

3
(Dv
ct
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Se toman 2 ml de la disolucidn M-1 y se lleva a un
matraz aforado de 50 ml, enraséndose con agua destilada. A
1 ml de esta disolucidn que corresponde a 480 microgramos

de sblido se le denomina musstra M-1l-1.

Se toman 3 ml de la disolucidn M-1, se 11

(O]

va a un
natraz aforado de 50 ml y se enrasa con agua destilada.
1 ml de esta disolucidn que corresponde a 720 microgramos

de sblido insoluble se le denomina muestra l=-1-2.

Las muestras lM-1l-1 y [=1-2 se someten al procedi=-
niento colorimétrico indicado en 2l apartado’III.2.5.5.'-
Los valores medidos de absorbancia se llevan a la curva -
de calibrado de la figura 2%, obteniéndose las correspon-
dientes cantidades de glucosa. & continuacidn se calculanr

los porcentajes de agzlcares resferidos a glucosa. Todos eg

tos datos se exponen a continuacidn.

lMuestra [Microegramos Absorbsncia Hicrogramos Azlcares

de sblido de glucosa  totales
en 1 ml. en 1 ml. %(=lucosa)
M-1-1 528 0,165 17 3,9
-1-2 720 0,215 7% 10,1
~
Valor medio » 7
¢) Deterninacidn cu=ntitativa por crcmatosrafis cos-1icuido
n nriner luggr se han identificadco nor crometo--
grafia gas=1icuido los monosacéridos comnonentss en hidre
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lizados de pulpa de aceitunas. Para ello‘se ha seguido 1lo

indicado en el anartado VII.Z.C.

Como se conoce de forma aproximada las cantidades
de azlicares existentes en la muestra -1, se procede a2 1=

formacibén de los acetatos de alditol de dicha muestra.

Se toman 20 ml de la disolucidn M=l que correspon
dena 240 mg de sblido insoluﬁle. Se concentra en un rota-
vapor hasta un volumen de unos cinco mililitros, se le ==
afiaden 2 ml de una disolucidn de inositol que contiene --
4 mg de esta sustancia y se somete al procedimiento gene-
ral de formacidn de derivados descrito en el apnartado —=--

VII.2.50.1.

Los derivados disueltos en cloroformo son inyecta
dos en el cromatdgrafo, desarrolléndose tres cromatogra--

meaSe

A partir de los datos obtenidos en los cromatogra
Nalerd

mas realizados, los cualss se exponen en la tabla XTI, -

distintos =zlcares en

mn

se calculan los vorcentajes de lo

o

la muestras analizada. Zstos son:

. Porcentaje
Compuesto ¢ dz sb8lido residual % ée vulva fresca
Ramnosé = — 0,325 - 0,02
arabinosa 5,04 0,25
<ilosa 1,72 0,09
i.anosa G,69 C,04%
Glucosa 7455 C,%8
Galactosa 1,89 G,C8
azlcares Sotales 12,85 C,86
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N
no
.

fwestra N,

Variedad: "gordal".
Fecha de la toma de nmuestra: 25-10-1976.

El fruto deshuesado y triturado (7300 g) se =scti-
biliza con etanol-acuoso del 20% segin se ha indicado en

el apartado VII.Z2.Z2.

Bl resto insoluble se extrae en Soxhlet sucesiva-

mente con etanol-agua del 80%, hexano y acetona.

El material residual (323 g) que queda en forma -
pulverulenta y es la base de nuestro estudio, representa

un 4,42% de la pulpa fresca inicial.

A 1,2 g de este sblido que se hidroliza siguiendo
el procedimiento que se indica en el apartado VII.2.3, se

le denomina muestra N-l.

Ia muestra =1 se hidroliza con écido sulfirico,

neutralize con carbonzto blricc v se desionirza

n
0]
o]

or el

s ds resinas de intesrcambio idnico. Todas es-

(O

rav

ct

Soc a

3
8]

dqr

-~

H
(0]
o

= ~n
=) AT

[¢1]
‘k.'.j

nes-ge realizan tal come se indica en el apar

tado VII.Z2.3.

~TLa discTucidn gque resulta se 11

@

va a un matrsz —-

¥

11 enraséndose a continuacidn con asua des
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a) Identificacibn de los azficares vor cromatografiz de —=

panel

Se toman 20 ml de la disolucidn N-1, se concentra
en rotevapor hasta un volumen de 1 ml aproximadamente. =
el concentrado se identifican los monosachridos por cro.: .

tografiz de papel (Whatman n2 1) siguiendo lo indicado

3]
<
3

el apartado VII.2.4. Se detectan las manchas, cuyos valo-
res RG y colores con el reactivo revelador difenilamina-

urea y 4cido fosfdérico son los siguientes: 1,86 (rosa), -
1,49 (rosa brillante), 1,27 (rosa brillante), 1,00 (rosa

brillente) vy 0,81 (rosa brillente). Se identifican vpor lo
tanto los siguientes azlcares: ramnosa, arabinosa, manosa,
zlucosa y galactosa de acuerdo con las mezclas de referen

Cig.

Las razones por 1a cue no se he identificado la
ramnosa son las mismas gue se han expuesto anteriormente
en el andlisis nor cromatografis de pepel de 1la muestra -

li=1.

b) Determinacidn colorimétrica

nado de forma global los azlcares totales referidos a glu
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destilada. A 1 ml de cada una de las disoluciones que re-
sultan y que corresvonden a 480 y 720 microgramos de s611i

T

do insoluble, se les denomina muestras N-1l-1 y H-1-2,

La muestra I-1-1 y N-1-2 se someten al procadi--—-
miento indicadc en el apartade III.2.5.5. Los valores‘mem
didos de absorbancisz se llevan a la curvé de calibradec -
de la figura 23, obteniéndose las corresvpondientes canti-
dades de glucosa. 4 continuacidn se calculan los porcenta
jes de azlcares r=feridos a glucosa de las muestras anali

zadas. Estos datos se exponen a continuacidn.

Muestra Iicroeramos Absorbancia I[icrogramos Azlicares

de sblido de <lucosa  totales
en 1 ml. en 1 ml. %(zlucosa) -
N-1-1 480 0,180 5S4 ‘ 11,3
N=1-2 720 0,255 93 12,9
Valor medio 12,1

¢) Determinacidn cuantitativa mor cromatocrafis gas-licuido

Una vez cue se hen identificado por cromatografia

¢
oY
0]
}.4.
)
0

gas=licuido los componentsas ruestras, COmo sSe cono

ce de forma anroximada las cantidades en cue s2 encuentran

dichos azlcares en la nuestra anslizada, se proceds a la
formacidn ce los derivados, es decir de los acetatos de -
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vapor hasta 5 ml aproximadamente, se le anaden 2 nl de ==

una disolucidn de inositol que contiene 4 mg de esta sus-

tancia y se somete al procedimiento general de formacién

de derivados descrito en el apartado VII.2.6.1.

Los derivados disueltos en cloroformo son inyect

dos en el cromatdgrafo, desarrolléndose tres cromatocro--

mase.

A partir de los datos obtenidos en los cromatogra

mas realizados y que se exponen en la tabla XXXII, se cal

culan losg porcentajes de los distintos azlcares en la ——-

muestra analizada, siendo estos los siguil

0]

n

es:

ct

hy
H

Q)

orcent

)

Je

Compuesto o Qe

sblido residual % de mu

1na fresca

Ramnosa
Arabinosa
Xilosa

Manosa

D

Glucosa

€

[ep]
)
l‘__.l
)
(@]
ot
O
n
¢

Azficarez totales
343, Resunen

S3e ha reglizado

Ae los monosaciridos an

0,25 0,01
el 0,19
2,96 0,12
0,57 0,0%
9,23 0,41
1,17 0,05

un estudio cualitativo ¥

nidrolizados de pulpa 4=

cuantitativo

aceitunas de

las variedades "manzanilla" v "gordal", Astzrminindose los -

- - ' rd - -
S1lTilenves azucsregs: ramnosa, a2ranlnosa,

lactosa 7 zlucosa.

¥ilecsa, manosa, ga-



wst1tee 86442 GletT 9604 48201 G09°0 OTpouW J0T8A
oko‘ee ¢g/lte 69¢ T 686°9 OTT 0T 16540 ¢ su owe T-N
.0¢0'ee 76442 94¢¢T (Tt 00% 0T 8090 2 su onre T-N
06% ‘e 4,182 I8¢t A 2 06¢ ‘0T G190 T sU oe T-N
*es *esou aTgnNIosut
BsoonTd op 040eTe8 9p °*BSOUBW ©p °*BSOTIX 8p ~-TqeJde 9p BSOUWBI dP cewead OPTIQS &P
SOwWBIBTTTW SOWeIBTTTH SOWBIBTTT SOWBIBTTTIN SOWRISTTTW SOWEISTTTH 04BUIOIY.) SOUWBIBTIIN BIFSON|

TIXXX ®eTqge




!

*506T ‘euuntoo BT °p anjersdws] 2 evIN
-TIJ BT U® gEACSNAYS CRT UOS BUWUNTOOD BT 8P mWOHumwmmpomHmo se1 *(ougsjput ugajed) Tojgrsout
‘) tesoontd ‘o tesogoered ‘¢ tesourw ‘4 tesorrx ‘¢ ‘twsoutqeae ‘g ‘egsouuwra ‘T *(,TePIOH,

pepsTaes) T-N BIZSeOnu BT 8P [03TPTE @p S03w3190E SOT op optnbli-sed guelFojewol) °*9c¢ °*dJT4

IR
[

| ge ¢

o

[ P PBaipy Y

PR

L2y
[

g2

-
(A8 ]

Tv
C.
- !
w0 n

w

R s




II. DISCUSICN DE I0S REIULTADOS




-207-

1. Identificacibn de azlcares en la pulpa de aceitunas

Hemos hecho un estudié analitico cualitativo, me--
diante cromatografia de papel, de los monosacéridos y disza
cdridos existentes en extractos de pulpa de aceitunas d:z:z-
huesadas de la variedad "manzanilla". Las muestras corrz:i-
ponden a aceitunas verdes recogidas en los meses de agosTto

a noviembre.

En todos los extractos se han identificado: gluco-
sa, fructosa, manitol y sacarosa, gque se encuentran en can

tidades apreciables.

Para identificar con precisidn los azlcares que se
encuentran en cantidades pequefias fué necesario fraccionar
los extractos concentradcs mediante cromatosrafia sobre co
lumnas de celulosa. De esta manera se han podido identifi-
car en todas las muestras xilosa, dando como probable la -
existencia de ramnosa. Tambidn se han detectado algunos _—

oligosaciridos.

Posteriormente se ha procedido a la identificacidn

de los monosaciridos pre=entes en la pulpa en forma combi-

nada, 2sto es formando parte de los volisaciridos. Este es

tudio se ha realizado por cromatografia de napel y cromato

R ———

grafia sag-1iquido en los hidrolizados de la pulva de acel

tunas verdes de las variedades "manzanilla" y "zordal", --

con etanol acuoso al 8C% y vosterior-

vreviamentz extraid

0

mente con hexano v acetona. La cromatografia zas-liquido -
se ha efectuado mediante los acetatos de alditoles odteni-
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dos previa reduccidn de los azficares a polioles con boro--
hidruro de sodio. E1l empleo de estos derivados fué posible

al no existir fructosa en los hidrolizados de pulpa.

De esta manera se han identificado en las dos mu=:
tras analizadas los mismos monosaciridos: ramnosa, arabic.

sa, xilosa, manosa, glucosa y galactosa.

Nuestros resultados estin de acuerdo con los obte-
nidos.por Sandret (9) que solo ha detectado la presencia -
de glucosa, fructosa, manitol y sacarosa en aceitunas ver-
des o poco maduras de las variedades "picolin marroqui", -
"hojiblanca" y "gordal'. Sin embargo estin en desacuerdo -
con los obtenidos por Petruccioli (10) que identifica en -
aceitunas verdes de las variedades "canino!, "carboncella"
"frantoio", "leccino", "maurino", "moraiolo" y "morchiaio",
ademés de estos azlcares, arabinosa, xilosa, manosa y ga--—

lactosa.

(
3
pors
D
3
I_J-
o]
]
l

Estos monosacéridos, como se ha indicado
mente, estin presentes en la pulpa en cantidades aprecig--

bles, nero no en forma libre, sinc formando parte de los -

polisachridos, como este mismo autor tambidn ha ssfialzdo -
al detectarlos en los hidrolizados de la pulpa.

——

o o Ta nrobable que 12

condicionas de estabilizacidn

n

L

<
b
(W]
¥
ot
H
IS
e
¢
}._J
On
3
(V]
3
IS
|~
O
Ay}
ds
@]
n
@]
O
H
D

ste autor harvan proiucido dg=—-—

[¢)

(

ib

[§V]
-]

erajaciones en los polisacédrides, ¥y nor tanto 1

-

cidn de Adichos monosachiridos.
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res hayan detectado algunos de estos monosaciridos al tra-

bajar con frutos muy maduros & con alpechines (4, 6).

2e DETERMINACION ANALITICA DE IOS AZUCARES LIBRES 7 -

DEL MANITOL EN ZXTRACTOS DE PULPA DE ACEITUNAS,

2.1. Preparacidén de las muestras para su determinacidn

cuantitativa

En los productos naturales se encuentran sustan—-—-—
cias que pueden interferir la determinacidn de los azlca--
res. Esto hace necesario purificar previamente los extrac-
tos en los que se van a hacer las determinaciones analiti-

cas. Numerosos autores aconsejan hacerlo mediante trata-—-

miento con resinas de intercambio idnico.

En las aceitunas se encuentran muchas sustancias -
de caracter fendlico que pueden interferir los procedimien
tos volumétricos y colorimétricos, que se basan en reaccio
nes de reduccibn. Para conseguir la eliminacién de estas -
sustancias se aconseja la defecacidn con acetato neutro de

plomo (83).

Nosotros hemos estabilizado y extraido la pulpa de
las aceitunas deshuesadas por calentamiento con etanol =—-=-

orm

[We
(O]

acuoso al 80%. Poster nte el etanol s2 elimina por evg

S5

e T

Ui

K3

poracidn, el residuo ata con azua y se filtra parg =--
eliminar impurezas insolubles. Z1 filtrado, en el gue se -

encuentran los azlcares libres que se van a cuantificar, -
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No se producen pérdidas de los azlcares cuando las
muestras se han sometido a defecacidn con acetato neutro -
de plomo y cuando ademis se pasan a través de resinas Am--

berlita IR-120 H v IR-45 OH™ que posteriormente se lavan

con un volumen igual a 15 veces el volumen del lecho.
se ha comprobado en las determinaciones efectuadas por =27
matografia gas-liquido, descritas en el apartado VI, en --
las que no se observa variacidén de los porcentajes de los

aziucares dentro de los limites admitidos.

Tabla XXXIX

Muestra Variedad Tratamiento Porcentaies en % de pulpa fresca

Glucosa Fructosa Manitol Sacarosa

J=-1 '"manzanilla" ninguno 2,11 0,71 0,22 -
J-2 " a 2,13 0,57 0,23 -
7-3 " 27 b 2,05 0,80 0,20

K-1 "esordal"  ninsuno 1,50 0,11 0,15 0,15
K2 a 1,61 0,11 0,10 0,16
K-3 n 27 b 1,61 0,14 0,10 0,15

N

Tratamiento: a, defecacidnj; b, paso pcr resinas.

La tabla anterior también nos indica que en el

método de la cromatografia zas-liguido los resultados no -

}._.J

estin influidos por el tratamiento de purificacidn utilizag

d0o.



Si se comparan los valores obtenidos por aplica-—-
cibn de métodos volumétricos, colorimétricos y enziméticos
(métodos globales), con los obtenidos por aplicacidn de —-
los métodos de la cromatografia de papel y gas-liquido, ob
servamos una mayor concordancia cuando las muestras han i
do purificadas mediante defecacidn con acetato neutro iz‘*

plomo y tratamiento con resinas de intercambio idnico.

Muestra Tratamiento Az. reduct. Az. totales Fructosa

(2 L _(3) (&)

I-1 a o5

£ O
NS

5,1 5,8 0,8

.

I-2 ayb 3 5.8 4,5 0,8

(1) Método de Lane-Eynon.
(2) M&todo de las sales de tetrazolio.
(3) Método del fenol-Acido sulfirico.

(4) Método de la cisteina-4cido sulfirico.

Tratamiento: a, defecacidn; b, paso por resinas.

Los resultados obtenidos por cromatozrafia sobre -

'3
o
e}
[0]
ot
[6)]
(@)
S
—

0s siguientes:

Muastra Tratamiento Glucosa Fructosa Sacarosa Az. red. Az,

I-2 ayhb 3,23 0,53 0,21 3,85 £,07
Tratamiento: a, defecacidn; b, paso por resinas.

La influencia 4el tratamiento es mayor cuando se -

am -I ’_;_ - .‘ L ~71 . -
amnlea el método enzimatico de la glucosa-oxidasa.
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Muestra Tratamiento Porcentaje de glucosa, en % de nulpa fresc

Mét. enzimitico Met. cromatog.en néng
G-1 ninguno 1,1
G=2 a 1,4
G-3 ayhb 1,9 2,05

Tratamiento: a, defecacidn; b, paso por resinas.

2e20 Sstudio comparativo entre los métodos globales y -

cromatogrificos

2.2.1. Agzlcares reductores y azucares totales

Los métodos estudiados por nosotros han sido: el -
método de Lane-EZynon, el de la antrona-ficido sulflrico, el. .~

del fenol-écido sulflrico y el de las ssles de tetrazolio.

2

Los resultados que se recogen en la tabla YTITIT indican que
4 o 1

los dos primeros son los que dan resultados mas concordan-

tes, vy es por ello por lo que se analizan a continuacidn..

Zn la tabla XL se exponen los valores obtenidos em

™

pleando los métodos de Lane-Eynon y de la antrona-sulfiari-
co y se comparan con aguellos otros obtenidos vnor cromato-

~ s

rafia de vapel ¥ cromatografia gas-liguido. Todas las ---

[919]

nmuestras han sido previamente defecddas y tratadas con re-

sinas de intercambio idnico.

De dichos valores se deduce que el método de Lane-

Evnon no se puede emplear en la determinacidn de azlcares
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no reductores (sacarosa) puds los errores dsl método son del
mismo orden que las proporciones en que se encuentra la saca

0S8

Para la determinacidn de sacarosa es necesario 1o -
separacibén de los componentes de las muestras y su posteion

Fal

ndlisis cuantitativo (métodos de la cromatosrafia de vap:l

v de la cromatografia gas-liquido).

Los porcentajes de azficares reductores (método de -
Lane—?vnon), azlicares totales (método de la antrona=-sulfiri-

-~

co) concuerdan con los dados por los metodoq cromatogrificos.

%1 método de la antrona-sulfirico aventaiza al méto-~
do de Lane-Eynon por su gran sensibilidad, ya que extractos:
de pulpa que corresnondan a decenas de miligramos de pulpa =
tueden ser determinados por este método y también por la fa-
cilidad del procedimiento, ques vermite su automabizacidn y =

utilizacidn en el andlisis rutinario.

3e ha utilizado el mé&todo de la cisteina-sulfirico
que determina la fructosa total, es decir la fructosa libre
v la nue se lihera por hidrdlisis de la s=2carosa. Como en la
vulpva de la aceituna la sacarosa se sncusnitra en Tequetia oro
vorcidn, este método se puede emvlear en la determinacibn -
cuantitativa de la fructosa libre con liceros srrores nor e

C2280.

Tn la tabla YLI se comnaran favorabdlemente 1o0s re-—-

sultados obtenidos nor este método con aguellos otros aue -
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resultan al aplicar los métodos cromatograficos. Todas las -
muestras han sido previamente defecadas con acetato neutro -

de plomo y tratadas con resinas de intercambio idnico.

Tabla XLI

Muestra Variedad Porcentaje de fructcsa
en % de pulpa fresca. '

— @) (2) (3)

F "manzanilla" 1,2 1,10 -

G " 0,5 0,44 -

H " 1,4 - 1,33

T "gordal" 0,8 0,63 -

(1) Método de la cisteina-sulfirico.
(2) M&todo de la cromatogrsfia sobre papel.

(3) M&todo de la cromatografia gas-ligquido.

2.2.3, Determinacidn de glucosa

1c0Sa en 10s ex—

s

La determinacidn cuantitativa de gl

<

S

tractos de pulpa sin una previa separacidn de dicha sustan--
cia se ha realizado mediante la anlicacidn del método enzimi

tico de la glucosa-oxidasa (50).

En la tabla XLII se comparan los valores obtenidos
con aqguellos otros que resultan cuando se aplican los méto——

os cromatogrificos,considerandolos bastante satisfactorios.

oy
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Las muestras han sido purificadas mediante defeca--
cibén con acetato neutro de plomo y desionizacidn con resinas

de intercambio ibnico.

Tabla XLII
Muestra Variedad Porcentaje de glucossa,
en % de pulpa fresca.
— (1) ) (3)
G "manzanilla" 1,9 2,05 -
J "o 1,7 - 2,05
I "gordal" 3,5 5,23 -
K " 2,0 - 1,61

(1) Método enzimitico de la gliucosa-oxidasas.: @ :7:
(2) Método de la cromatografia de papel.

(3) M&todo de la cromatografia gas-liguido.

P

5 Resultados obteridos vpor aprlicacidn de los métodos

cromatocraficos 2 extractos de pulva de aceitunas.

t

3
[0 1Y

.. lo

Como g2 ha indicado anteriorments m=diante los
dos =lobales “e la antrona-sulitrico, de la cisteina-sulflri
co v de la sluccsa-oxidasa se pueden determinar los azlcares
totales, la fructosa y la glucosa respectivamente en 2xtrac-
tos de pulpa de aceitunas. Fs decir se anzlizan los azlcares

totales v las dos sustancizs que se encuentran en dichos ex-—

n
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como la cromatografia gas-ligquido son métodos apropiados en

el andlisis de dicha sustancia.

En el andlisis de manitol, poliol que se encuentra
en los extractos de pulpa en cantidades considerables, si -
método de la cromatografia de papel no se puede aplicar,’~
que con la mayoria de los desarrolladores empleados en el --

andlisis de azlcares, el manitol no se separa de la glucosa.

Conel desarrollador nitrometano-etancl-icido acéti
co-agua saturada de Acido bdrico (8:1:1:1), donde se consi--
gue 1a separacidén de dichas sustancias, el manitol tiene un
avance cromatografico similar al de la fructosa, sustancia

también presente en log extractos de pulpa.

En resumen, el método de la cromatografia de papel
se aplica favorablemente en la determinacidén cuantitativa -
de glucosa, fructosa y sacarosa en extractos de pulpa. Mien
tras que por cromatografia gas-liguido de los trimetilsilil
derivados se pueden determinar ademés de estas susftancias -

el manitol.

En las tavlas XLIII y XLIV se exponen los resulta-
dos obtenidos al aplicar los mdtodos de la cromatografia so
bre pavel y cromatografia gas-liquido a extractos de pulpa

que han sido previamente dafscados y desionizados.
De dichos ressultados se deduce lo siguilente:

l.- La sacarosa auncue disminuye con el desarrollo

[ 4

v maduracidn del fruto, -se encusntran en Todo momenco =n pgk
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quefia proporcidn. Sus proporciones son de alrededor del 0,1

a 0,2% de pulpa fresca.

2.~ Tanto la glucosa como lé fructosa, azlicares ma
voritarios en la pulpa de aceitunas, disminuyen al madursar
el fruto. No obstante, la fructosa se encuentra en menor --
proporcidn que la glucosa y su disminucidn es mis intensa a

medida que el fruto se va acercando a su madurez.

La relacidn fructosa a azlcares reductores (fructo
sa/glucosa + fructosa) depende de la variedad y del desarrg
1lo del fruto, lo cual estZ en desacuerdo con la constancia
dada para esta relacidn por 3Sandret (9), que indicaba que -

estaba comprendida entre 0,40 y 0,45,

Estos resultados justifican el predominio de la ==
slucosa dado por larcelet (4) y el que Nifiez y Spiteri (6) -
no encontraran fructosa en alpechines de aceitunas muy madu

ras.

3.- E1 manitol se encuentra en la pulpa de aceitu-
nas antes de su maduracidén (en el momento cdel cambio del co

lor verde a plrpura) en proporciones més bajas que las des-

critas en la literatura (9,12). Dichas proporciones son si-~

o

milares a las de la fructosa y sacarosa.

3s interesante sefialar acue la proporcidn de mani--
tol en una nmuestra de la variesdad '"manzanilla" recogida el
10-8-1978 es del 1,4%, sisndo la de la fructosa para esta -

misma muestra del 1,33%%.
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Todos estos datos apoyan la particivacidén del mani-
tol en la formacidn del aceite. Sandret (9) indicaba que di-
cha sustancia se transformaba previamente en fructosa 6 mano

S8e

Parece posible la participacidbn del manitol en 1» -

lipidogénesis mediante su transformacidn en fructosa.

4.~ Los porcentajes de azlicares reductores y azlca-
res totales, en tantos por ciento de pulpa fresca, disminu--
yen progresivamente con el desarrollo del fruto. Estos resql
tados estén de acuerdo con los obtenidos por Rodriguez de la

Borbolla y col. (12).

5.- La relacibn azlicares reductores a azlcares tota
les es practicamente constante para las variedades analiza—-

das en los distintos momentos del desarrollo del fruto.

Los valores 6btenidos vara esta relacidn se encuen-
tran alrededor de 0,95, algo superiorss a los valores obteni
dos vor Sandret (9), que tambiédn indicaba gue dicha relacidn
se mantenia constante. Tstos resultados también estin de ---

7 en desacuesrdo ccn los .

acuerdo con los de Petruccioli (10)

obtenidos por Donaire ¥ col. (34).

©.- Zn resumen, los frutos en el momento de su reco

g.jl

leccidn para el aderszo contienen fundamentalmenste zlucosa -

(1,5 a 2,0%) y vequefias cantidades de fructosa, sacarosa 7 =

{_).J .

manitol (sus pronorcicnss son apnroximadamente del 0,1 a3l -

C,2%) .
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5 DETERMINACION CUANTITATIVA DE IOS MONOSACARIDOS TN

HIDROLIZADOS DE PULPA

Como ya se ha indicado en el apartado VIII.l., se
han estudiado los monosaciridos existentes en la pulp» -
en forma combinada, esto es formando polisaciridos. Estos -
se encuentran en el producto insoluble que gqueda al extraer
la pulpa hiimeda con etanol acuoso al 80% y posteriormente -
con hexano y acetona. Zste producto se hidroliza con 4dcido
sulfﬁrido v en el hidrolizado se identifican los siguilentes
monosacaridos: ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galacto-

sa y glucosa.

El dnico trabajo rsalizado sobre dichos hidroliza-
dos se debe a Petruccioli (10). Tste autor identifica direc
tamente por cromatografia sobre pavel en la pulpa de diver-
sas variedades italianas los siguientes monosacaridos: ara=-

binosa, xilosa, manosa, zalactosa, glucosa y Ifructosa.
Tl proceso que se ha seguido es el sizuiente:

Ta pulva 4e aceiftunas se sxtrae sucesivamente con

[
»

etanol acuoso zl B0% ¥ con hexano. Zn el caso la muestra

£,

a variedad "gordal" adem&s ha sido extraida con acetona.

|._.J

o
b

21 material pulverulento gue resulta despufs de =—
las extracciones se hidrolizs con Acido sulfdrico 7 en die-
cho hidrolizado se determinan cualitativa 7 cuanvtits ivamen

0 ’ -
e los monosacaridolsS.
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La identificacidn se realiza en primer lugar median
te la cromatografia de papel deécendente. Al no haberse de-—-
tectado la presencia de fructosa se procede a la formacibn -
de los acetatos de los alditoles correspondientes siguiendo

el procedimiento de Blake y Richards (73%).

Estos derivados se emplean en la identificacidén 7 -
en la determinacidn cuantitativa de los monosaciridos en los

hidrolizados de pulpa.

Los resultados de estas determinaciones son los si-

guientes:

Compuesto Porcentaje % de pulpa fresca
Muestra M Muestra N
"manzanilla" . "rordal"

Ramnosa 0,02 0,01

Aravinosa 0,25 0,19

Xilosa 0,09 0,13

Manosa ‘ 0,04 0,03

Galactosa C,08 0,05

Glucosa 0,38 0,41

AzGcares neutros totales 0,86 . 0,82

Zs decir los azlcares neutros totales en los hidro-

lizado

n

de pulpa de aceitunas para las variedzdes "manzani--
113" v "gordal" suponsn el 0,35 y 0,32% de nulpa fresca res-

nectivamante.

i 4
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Los monosacairidos que forman parte de los polisach
ridos de la pulpa son los mismos para las dos variedades --
. . ’ . .
analizadas y practicamente se encuentran en las mismas can-
tidades, aunque se presentan pequenas fluctuaciones en l=s
proporciones de algunos de los monosacaridos analizados, -=-
siendo la ramnosa el que se encuentra en los hidrolizades -

en menor proporcidn.



IX. RESUMEN
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En esta tesis se ha hecho un estudio cualitativo -
y cuantitativo de los azlicares que existen libres en la -=
aceituna y de los monosaciridos que se encuentran en forma

combinada como componentes de los polisacéridos.

En nuestro estudio se han utilizado muestras de --
aceitunas verdes de las variedades "manzanilla", "gordal”,
"hojiblanca" y "verdial"™ y las determinaciones se han rea-

lizado en distintas etapas del desarrollo del fruto.

Para poder realizar este estudio ha sido necesario
perfeccionar las técnicas analiticas empleadas anteriormen

te e introducir otras de mayor precisidn.

En el aspecto cualitativo se han estudiado la cro-

matografia sobre papel y la cromatografia de particibnisos =

bre columnas de celulosa, lo que ha permitido la identifi= =

cacidén de componentes minoritarios.

En el aspecto cuantitativo se han puesto a punto -~
los métodos fotocolorimétricos de la antrona-&cido sulfari
co de Roe, del fenol-&cido sulfirico y el del trifenilte--
trazolio para la determinacidén de los azlcares totales y -

’
azucares reductores.

También se han puesto a punto el método fotocolori
métrico de la cisteina-4cido sulftGrico para la determina--—
cién de fructosa y el método enzimético de Hough-Jones pa-

ra la cuantificacidén de glucosa.

En todos estos métodos se ha estudiado la influen

cia que tiene el tratamiento de purificacidn previo al que
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se someten los extractos antes de ser analizados, comparin
dose los resultados que se obtienen con los que resultan -
cuando se emplean métodos més precisos, como son los de la

cromatografia sobre papel y la cromatografia gas-liquido.

Se han puesto a punto métodos especificos, como ~-
son los de la cromatografia sobre papel y la crométografia
gas-liquido, que han sido utilizados por primera vez en la
cuantificacidén de los azfcares presentés en los extractos

de pulpa.

El método de la cromatografia sobre papel se ha —-
aplicado a la determinacidn cuantitativa de glucosa, fruc-

tosa y sacarosa.

La cromatografia gas-liquido, empleando la trime-—-
tilsililacibén, se ha aplicado a la determinacién de la glu

cosa, fructosa, sacarosa y manitol.

También se ha hecho un estudio cualitativo y cuan-
titativo de los monosacéridos existentes en los hidroliza-
dos de pulpa de aceitunas de las variedades "manzanilla" y
"gordal", previamente extraida con etanol acuoso al 80%, -
hexano y acetona. Este estudio se ha realizado por cromato
grafia gas-liquido utilizando el método de los acetatos de

alditoles.
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Se han identificado en la pulpa de aceitunas de
la variedad "manzanilla", glucosa, fructosa, manitol, -
sacarosa, xilosa y ramnosa y se han detectado varios di

y trisacéridos.

Un estudio comparativo de los resultados obtezii

dos por los diferentes métodos utilizados demuestra:

a) Que el método colorimétrico de la antrona-
&dcido sulffirico de Roe es el més adecuado pa
ra la determinacibdn de azficares totales en =

extractos de pulpa.

b) Que el método fotocolorimétrico de la cistei
na-acido sulfGrico y el enzimético de Hough-
Jones son especificos-en la determinacidn de
fructosa y glucosa respectivamente, sin que
sea necesaria una separacidn previa de los -

componentes de la mezcla de azlcares.

c) Que para obtener resultados concordantes cuan
do se emplean los métodos fotocolorimétricos,
el método volumétrico de Lane-Eynon y el en-—
zimdtico de Hough-Jones, es necesario una pu
rificacidbn preliminar de los extractos que =-
se analizan mediante defecacidn y tratamien-

to con resinas de cambio idnico.

Un estudio comparativo de los resultados obteni
dos mediante la cromatografia de papel y la cromatogr -
fia gas-liquido demuestra que el contenido en glucosa v

fructosa disminuye al madurar el fruto. La fructosa se
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encuentra en menor proporcidn gque la glucosa y su dismi
nucidn es més répida a medida que el fruto se acerca a

su madurez. La sacarosa disminuye también con el desa--
rrollo del fruto y se encuentra siempre en pequefia pro=-

porecién ( = 0,2%). -

Las aceitunas en el momento de su recoleccidn -~
para el aderezo contienen en su pulpa: glucosa (1,5 a 2%)
y pequefias cantidades de fructosa, manitol y sacarosa =

( >~ O,l a'O,Z%).

Los porcentajes de aztcares reductores y azlca-
res totales disminuyen progresivamente con el desarrollo

del frutoe.

La relacidbn de azlcares reductores a azlcares -
totales es préicticamente constante para las distintas -
variedades y etapas del desarrollo del fruto. Los valo=-
res obtenidos para esta relacidn estén domprendidos en-
tre 0,90 y 0,95. En cambio la relacidn fructosa a azlca
res reductores no es constante, pués depende de la varie

dad y el grado de desarrollo del fruto.

Se han identificado en los hidrolizados de pul=-
pa de aceitunas de las variedades "manzanilla" y "gor--
dal", previamente extraida con etanol acuoso al 80%, he
xano y acetona, los siguientes monosaclridos: ramnosa,

arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa. .
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Se han determinado cuantitativamente los monosa
clridos que se indican en el apartado anterior, median-
te la cromatografia gas-liquido utilizando los acetatos
de_los correspondientes alditoles. Los porcentajes de -
los monosaciridos en una muestra de la variedad "manza-
nilla" son: ramnosa (0,02%), arabinosa (0,25), xilosa -

(0,09), manosa (0,04), galactosa (0,08) y glucosa (0,38).

Los porcentajes en una muestra de la variedad -
"gordal" son: ramnosa (0,01), arabinosa (0,19), xilosa

(0,13), manosa (0,03), galactosa (0,05) y glucosa (0,41).



XI. oSIBLIOGRAFIA




- 235

(1) A. Vizquez; Grasas y aceites, 16, 292 (1965).

(2) MeJ. Fernindez-Diez; "The Olive". Capitulo de la obra
"The Biochemistry of fruits and their Products". Volu

men n2 2, Academic Press, New York (1971).

-

(3) E. Parisi y G. de Vito; Ann. chim. apol., 21, 327

&

(1931); Ibid, 24, 20 (19%4).
(s) H. Marcelet; Compt. rend., 207, 859 (1938).

(5) R. Nuccorinij; Ann. chim. apol., 20, 535 (19%0); Ann.

Sper. agrar. Roma, 17, 21 (1934).

(6) G. Nifiez y J.Spiteri, Bull. soc. chim. biol., 34, S04

(1952).
(7 P.F. Nichols; J. Agr. Research, 41, 89 (1930).

(8) G. Leoncini y F. Rogaij; RBoll. Ist. super. agrar., Pisa

8, 763 (1932); 10, %69 (1934); Ann. Sper. Agrar., Roma

17, 121 (1935).

rins

(9) F.G. Sandret; Oléagineux, 13, 459 (1958).

(10) G. Petrucciolij Olearia, 19 (1-2), 5 (1955).
(11) E. Ragazzi v G. Veronese; Ann. Chim. (Roma), 57 (11),

1386 (1967).

(12) J.M2 Rodriguez de 1la Rorbolla, M.J. Ternindez-Diez ¥
F. Gonzilez Pellissd; Grasas y aceites, 5, 5 (1955).

(13) Z. Lederer v M. Lederer; "Chromaftograohy'", Elsevier
Publishing Co., New Yorik, 1957.
(14) =R. J. Block, E.L. Durrum y G. Zwe.~ "4 manual of Paper

Chromatography and Faper Zlectrophor :is”, ‘icademic.

Press. Inc., iew York, 1964,



(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

N
N
N

g

(23)

(24)

(25)
(26)
(27)
(28)

(29)

N

2C)

-254~

S.M. Partridge; Biochem. J., 42, 238 (1948).

K. Paech y M.V. Tracey; "Modern Methods of Plant Ana-

lysis", Vol. 2, Springer-Verlang, Berlin (1955).

A, Jeanes, C.5. Wise y R.J. Dimler; Anal. Chem.,
415 (1951).

-
H

Ke V. Giri y V.N, Niganj J. Indian Inst. Sci., 32,

(1954).

P.A. Garclia Ruiz, A. Soler y F. Barbaj; An. Quim., 71,

391 (1975).
J.F. Robyt; Carbohyd. Res., 40, 373 (1975).

P. Colombo, D. Corbetta, A. Pirotta, G. Ruffini y A.

Sartori; J. Chromatog., 3, 343 (1960).

D.A.T., Southgate; "Determination of food carbohydrates",

Applied Science Publishers Ltd., London, 1976.
J.K.N. Jones; J. Chem. Soc., 1672 (1953).

WeBE., Trevelvan, D.P. Procter J.3. Harrison; Nature
N ) J ’ 3

166, 444 (1950).

M. Albon y D. Gross; Analyst, 57, 554 (1950).

S.M. Partridge; Nature, 164, 443 (1949).

R.W. Bailey y Z.J. Bourne; J. Chromatog., 4, 206 (1560).

J.L. Buchan y R.I. Savage, Analyst, 77, 401 (1952).

3

I

2).

O

R.W. Bailey; J. Caromabog., 3, 3752 (1

Q

C. LUderitz y O. Westvhal; Z. faturforsch., 7, 548

T b T 17 T T TooTT I 5 T /
L. Hougn, J.K.il, Jones y J.4d. adman; Jd. C

=



(32)

(3%)

(34)

(35)
(36)

(37)

(40)

(41)

N
=
O}

N~

235

R.L. Whistler y J.N. BeMiller; Methods Carbohyd.
Chem., 1, 42 (1962).

J.P. Donaire, A.J. Sinchez, J. Ldpez-Gorge y L. Recalde

Phytochemistry, 14, 1167 (1975).

F
W

J.P. Donaire, A.J. Sanchez, J. Ldpez-Gorge y L.

Agrochimica, 21 (3-4), 311 (1977).
Folin-Malmros; J. Biol. Chem., 83, 115 (1929).
L.C. Mokraak; J. Biol. Chem., 208, 55 (1954).

A, Thompson y M.L. Wolfrom; Methods Carbohyd. Chem.,

1, 3 (1962).

J.D. Phillips y A. Pollard; lature, 171, 41 (1953).

R.A. Taidlaw v 3.G, Reid; J. Sci. Food Agr. 19
3 b ] b}

(1952).
B.%. Chan y J.C. Cainj J. Chromatog., 22, 95 (196%5).

J.E. Lane y L. Eynon; J. Soc. Chem. Ind. (TLondon),

42, 327 (1923).

L. Eypnon y J.H. Lane, J. 30c. Chem. Ind. (London),

50, 85 (1931),
H. Fehling; Ann., 72, 105 (1849).
3. Herstein; J. Am. Chem. 3oc., 32, 779 (1910).

airbridge, K.I. Willis ¥ R.G. Zooth; Riochem,

" = 17 A

les, 7.K., Hamilton, P.A. Rebers ¥

1
. Smithj Nature, 152, 1.~ "19°1).



(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(52

(54)

(55)

(58)

N
1
~J
~

\
J1
o0

e

N
\J1
O
~/

-236-

M. Dubois, XK.A. Gilles, J.K. Hamilton, P.A. Rebers y

F. Smithj; Anal. Chem., 28, 350 (1956).
J.H. Roej; J. Biol. Chem., 212, 335 (1955).

Z. Dische y A. Devij; Biochim. et Biophys. Acta, - .

v

140 (1960).

L. Bough y J.K.N. Jones; Methods Carbohyd. Chem., 1,
400 (1982).

A. Heredia Moreno; Grasas y aceites, 27, 1 (1976).
C.3. Wise, R.J. Dimler, H.A., Davis y C.E. Rist; Anal.
Chem., 27, 3% (1955).

R.J. Dimler, W.C. Schaefer, C.S8. Wise y C.E. Rist;
Anal. Chem., 24, 1411 (1952).

R.L. Whistler y J.L. Hicksonj; Anal. Chgm., 27, 1514

(1955) .

3.G. Sunderwirth, G.G. Clson y G. Johnson; J. Chroma-
tog., 15, 176 (1964)

@. Hehl; Z. Anal. Chem., 265, 268 (1973).

2. Dreywood; Ind. Zneg. Chem., %nal. =d., 18, 499 (1946)

i A T e b}