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DEPARTAMENTO DE BROMATOLOGIA, TOXICOLOGIA Y
ANALISIS QUIMICO APLICADO

Prof. Dr. R. GARCIA-VILLANOVA

COMENTARIO SOBRE LA REACCION DEL IODO CON LA
METIONINA. TECNICAS IODIMETRICAS PARA SU
' VALORACION EN MUESTRAS CONTENIENDO PROTEINAS

. D1az-RocHa, O. FERRER EsSPINO, G. FONT PEREZ ¥ F'. BOSCH SERRAT

RESUMEN

En este trabajo se estudian algunas técnicas iodimétricas para la
dosificacion d

studiado las

mente suelen ir asociadas a la metionina, se establecen los p

para la valoracion de metionina en medicamentos y otras muestras en
cuya compagsicion entra

cion se practica a un pH 4,5 - 5 en un medio regulado con 4cido acético-
acetato sodico.

RESUME

a la metionine, on établit les procédé pour la valoration de metionine en
nédicaments et d’antres échantillons avec quelque protéine dans leur
omposition.

‘ On p

acide acétique-acétate sodique.

SUMMARY

Some iodimetric techniques are employed in this work for the pur-

' Ars Pharmaceutica. Tomo XVIII. Num. 4. 1977.
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methionine in medicines and other samples in whose composition is intq.
grated some protein.

The determination is practised at pH 4,5 - 5 in a buffered solutigp
with acetic acid and sodium acetate.

INTRODUCCION

La reaccion del iodo con la metionina y con la homocistei
na se desarrolla con una velocidad muy variable y con plurg
mecanismo, siendo el pH el factor que mas influencia tiene so-
bre estos dos extremos.

A pH ligeramente alcalino ambos aminoacidos fijan ung
molécula de iodo por cada una del compuesto organico (1), ori-
ginandose un compuesto incoloro y estable dentro de un limi
tado intervalo de pH, pero que se destruye facilmente a pH fuer-
temente acido, liberandose el iodo de forma cuantitativa (2)
Dentro del amplio grupo de los aminoacidos la reaccion es muy
selectiva para estos dos aminoacidos azufrados. Es evidente que
esta selectividad se debe a la presencia de un atomo de azufre
en la molécula y una explicacion de porqué otros atomos (N, O,
C,) que entran a formar parte de la constituciéon de los amino-
acidos no tienen apreciable capacidad para enlazar una molé-
cula de iodo, podria ser el que estos atomos son muy electrone-
gativos, sin tendencia a compartir electrones con la molécula
de iodo, ni para adoptar una estructura electronica con mas de
ocho electrones en su capa mas externa. La molécula de iodo
sin embargo iene marcada posibilidad, al igual que el atomo de
azufre a compartir los electrones de su ultima capa, y ambos
elementos, en especial el iodo, pueden acdmitir diez o doce elec-
trones en su capa externa por su radio atémico mas elevado.

La técnica propuesta en el National Formulary XII para la
valoracion de metionina en capsulas y comprimidos, es una io-
dimetria por retorno, utilizando un pH ligeramente superior a
siete, logrado con una disolucion reguladora de KH,PO, - K.HPO..
Se han propuesto otras técnicas utilizando acetato sédico para
controlar el pH entre 6,4-7,2 (3), o tetraborato soédico con €l
que segun los autores (4) se consigue una determinacién direc-
ta mas rapida que mediante el método del N. F. XII. Mas re-
cientemente ha sido estudiada la valoracion de metionina en
mezclas de vitaminas y sustancias minerales, utilizando otro
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procedimiento directo en el que primero se hace reaccionar la
metionina y la disolucion de iodo a pH 6,5 y se titula el iodo no
‘consumido, y después se acidifica a pH menor de uno y se valo-

PARTE EXPERIMENTAL

DETERMINACION DE METIONINA EN MEDICAMENTOS EXENTOS DE
PROTEINAS

' 1.1. Reactivos

Disoluciéon 0,1 N de yodo.—Se pesa 12,7 g de iodo y se vierten
' en un vaso de precipitado en el que previamente se habian co-
' locado 30 g de ioduro potasico disuelto en unos 40 ml de agua.

3,"' 1000 ml y se completa con agua destilada. Finalmente se valora
. frente a la disolucion de tiosulfato sodico.

Disolucion 0,1 N de tiosulfato sédico—Se pesa unos 25 g

Disolucion de hidroxido sodico al 25 % p/v
Disolucion de hidroxido sédico al 10 % p/v
Acido acético glacial

Disolucién de almidoéon al 0,5 %

‘ 1.2. Técnica

Se mide un volumen (jarabe, elixir...) o se pesa una canti-
~ dad del producto solido pulverizado (comprimidos, grageas, gra-
nulado...) que contenga de 0,5 a 1,25 g de metionina. Para pro-
ductos solidos se coloca el polvo en un vaso de precipitado de
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250 ml y se anade 75 ml de hidroxido sodico al 10% (*). En ¢j
caso de liquidos se anade hidroxido soédico al 25 % en cantidaqg
suficiente para alcanzar una concentracién del hidroxido gleg-
Jino del 8 al 10%. Completar con agua a unos 75 ml si fuerg
necesaria.

Se agita durante 15 minutos y se fiitra si fuese necesario
lavando y completando con agua destilada hasta 2850 ml.

En sendos matraces previstos de tapdén esmerilado o de
‘plastico (**) se colocan 25 ml de la disolucion de iodo y 5 ml
de acético glacial. A continuacion se anade gota a gota y agi-
tando 25 ml de la disoluciéon problema, se tapan los matraces y
al dia siguiente se valora el exceso de iodo con la disolucion de
tiosulfato, utilizando si se prefiere el almidon como indicador.
Para mayor precision es conveniente realizar una prueba en
“klanco”, colocando en otro matraz 25 ml de la disolucion de
iodo y 2 ml de acido acético, valorando también al dia siguiente
esta disolucion con tiosulfato.

1.3. Cdlculos

Teniendo en cuenta que el equivalente gramo de la me-
tionina, en esta valoracion, es su pM/2, los mg de metitonina
existentes en los 25 ml de la dilucion tomada seran, mg = (v’ —
v) x 74,5 X N .

v’ = volumen de tiosulfato gastado en la valoracion de la prue-
ba en “blanco”.

v = volumen de tiosulfato gastado en la valoracién del pro-
blema.

N = Normalidad exacta del tiosulfato.

(*) Cuando el problema son comprimidos la filtracién resulta, en algu-
necs casos muy lenta y es mas conveniente modificar la técnica, ex-
trayendo la metionina del polvo con 50 ml de agua caliente, filtrar
al vacio y agregar después 75 ml de hidroxido sédico al 259%, pro-
siguiendo a partir de este momento como la técnica original.

(**) En el caso de no disponer de ellos es preferible e] tapon de goma
al corcho, pues el uso de este ultimo implica un error del 0,5%
aproximadamente.
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1.4. Resultados

La técnica fue ensayada primero con metionina pura obte-
iéndose los siguientes resultados.

mg de metionina mg de metionina Diferencia Error
puestos hallados %
50 49,9 —0,1 0,2
50 50,2 0,2 0,4
50 49,8 —0,2 0,4
5 74,75 —0,25 0,33
5 74,90 —0,1 0,13
5 75,0 0 0
100 100,2 0,2 0,2
100 99,7 —0,3 0,3
100 99,6 —0,4 0,4
125 124,6 —0,4 0,32
125 124,8 —0,2 0,16
125 1244 —0,6 0,48

3 Los resultados obtenidos son la media de tres valoraciones,
‘observandose una excelente reproducibilidad y exactitud.

i Posteriormente se hizo la valoracion de la metionina en di-
'versas especialidades farmacéuticas en las que su concentracion
“habia sido contrastada. De los resultados obtenidos con medica-
entos y con muestras de composicion similar preparadas con
- Productos puros se deduce que la valoracion es igualmente exac-
ta en presencia de las sustancias a las concentraciones relativas
‘que a continuacién se relacionan:
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Peso de Peso de
sustanca metioning

(Relacion maxima ensayada)

Glicocola ... ... ... ... No interfiere ... ... ... ... ... 2 :1
Alanina ... ... ... ... i 2 2:1
A-Glutamico ... ... ... ” 2 2 5
A-Aspartico ... ... ... 2 < 2.1
Arginina ... ... ... ... ” % 2 :1
Lising s 5 w0 ese aws ” ” 2 :1
Triptofano... ... ... ... Interfiere

Glucosa... ... ... ... ... No interfiere ... ... ... ... ... 20: 1
Sacarosa ... ... ... ... 2 ” 20: 1
Colina (citrato) ... ... ” ” 1:1
Inositol... ... ... ... ... ” ” 1:1
Vitamina By, ... ... ... ¥ i vy e e Gl 2 100
Vitamina B; ... ... ... o y ool sl e sesin<al) % 1,00
Vitamina B, ... ... ... 2 X s o bamarats el ¢ 100

2. DETERMINACION DE METIONINA EN MEDICAMENTOS QUE CONTIENEN
SUSTANCIAS DE NATURALEZA PROTEICA

2.1. Reaqctivos

Los mismos del apartacdo 1.1. y
Acido tricloroacético al 20% p/v.

2.2. Técnica

Se pesa una cantidad de producto sélido pulverizado que
contenga de 0,5 a 1,25 g de metionina, se colocan en vaso de
precipitado con unos 50 ml de agua y se agita durante 10 mi-
nutos. A continuacion se anaden 20 ml de acido tricloroacético
al 20%, se agita y se aguardan 15 minutos. Al cabo de este tiem-
po se filtra a través de papel, se lava con unos 50 ml de disolu-
cion al 0,4% de acido tricloroacético (diluir al 2% la disolucion
concentrada).

Al filtrado se le anaden 75 ml de hidroxido sodico al 25%, se
homogeneiza y se deja en reposo 15 minutos. Se completa con
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- agua destilada a 250 ml, y a partir de este momento se prosigue
como se describio en el apartado 1.2,

23, Cdlculo

Véase apartado 1.3.

i

2.4. Resultados

En primer lugar se ensayo la técnica con metionina pura
. obteniéndose los siguientes resultados:
mg de metionina mg de metionina Diferencia Error
’ puestos hallados %
50 49,6 —0,4 —0,8
50 49,6 —0,4 —0,8
‘ 50 49,5 —0,5 —1,0
i 5 74,3 —0,7 —0,93
‘ 5 74,4 —0,6 —0,8
5 14,6 —0,4 —0,53
100 99,5 —0,5 —0,5
100 99,3 —0,7 —0,7
100 99,3 —0,7 —0,7
125 124,0 —1,0 —0,8
125 124,0 —1,0 —0,8
125 124,2 —0,8 —0,64

Cada valor de esta tabla representa la media de tres valo-
raciones muy concordantes entre si. La aplicacion posterior a
medicamentos con contenido conocido de metionina, en los que
formaba parte alguna proteina dié igualmente resultados bas-
tantes exactos.

3. DETERMINACION DE METIONINA EN PIENSOS
3.1. Reactivos,

Los mismos que en el apartado 2.1,
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3.2. Técnica

Se pesa una cantidad de muestra, que previamente ha sido
pulverizada y homogeneizada, que contenga de 25 a 100 mg de
metionina. Se coloca en un vaso de precipitado, se le anaden
50 ml de aguga destilada y se agita durante 10 minutos o 15 mi-
50 ml de agua destilada y se agita durante 10 minutos o 15 mi-
nutos, después se agrega lentamente y agitando 20 ml de triclo-
roacético al 20% y se sigue agitando durante algunos minutos,
A continuacion se filtra por papel y se lava con 70 ml de acido
tricloroacético al 0,4 %.

Al filtrado se agrega 80 ml de hidroxido sodico al 25%, se
agita, se aguarda de 10 a 15 minutos y se completa a 250 ml
con agua destilada. El resto de la técnica es como ya se ha des-
crito en el apartado 1.2.

3.3. Cdlculo.
Véase apartado 1.3.
3.4. Resultados

La técnica anterior fue ensayada comparativamente frente
a la técnica de Lavin, obteniéndose resultados mas exactos con
la propuesta en este trabajo.

DISCUSION

La valoracion en medio acido, regulado con acido acéti-
co-acetato sodico, si bien transcurre mas lentamente que a pH
ligeramente alcalino, tiene la ventaja de ser un método sen-
cillo y de amplia aplicacion. Los resultados obtenidos con mues-
tras complejas, diversos medicamentos y piensos, prueban la
exactitud de las técnicas propuestas, consiguiéndose en todos
los resultados un error inferior al + 1 % para muestras conte-
niendo de 50 a 125 mg de metionina. La reproducibilidad es tam-
bién buena pues para una misma muestra y determinaciones
paralelas la diferencia maxima encontrada es de 0,50 mg de
metionina.
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En las muestras en que la sustancia problema estd acompa-
' fiada de proteinas, el ‘empleo de 4acido tricloroacético tiene un
: doble efecto, uno, eliminar la interferencia de las proteinas,
- pues estas reaccionan con el reactivo iodo-iodurado, y otro, ha-
- cer mucho mas rapida y perfecta la filtracion. Las técnicas pro-
= puestas en este caso poseen una selectividad, exactitud y repro-
- ducibilidad dificilmente superable por cualquier otro método.
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