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RESUMEN

Las micles incnistalizabt idas también como “meclazas”, son uno de los subproductos de
1a industria anucarera, las cuales se obti en grandes idades, por lo que se busca obtener
de ellas un producto con mayor valor agregado, como son las dextranas Estas actualmente son
obtenidas por métodos biotecnoldgicos, sin embargo, sc sabe que cstan presentes en las micles
incristalizables. Con cste trabajo sc pretende obtener dextranas a partir de melazas utilizando un
método de extraccion ctanol-agua Se probaron muestras de micles incristahzables y soluciones
alcohdlicas a diferentes concentraciones asi como la scparacion por precipitacidén y
centrifugacion, ademas, se determind la cantidad de azicares reductores totales presentes
utilizando e} método del Fenol-Sulfurico para cada una de las condicioncs de extraccion Sc
G que las diciones opti de scparacion del precipitado son uso de mucstras de

micles incristalizables al 50%, solucion alcoholica al 80% y centrifugacion tomando como
parimetro de optimizacion el mayor rendimicnto en la extraccion. Para comprobasr quc el
precipitado obtenido (el cual presento un color café) era dextrana con caracteristicas similares a
las comerciales, sc reahzaron hidrolisis enzimaticas del precipitado y de una dextrana indusinial
de alto peso molecular (5,000,000-40,000,000 daltones) con una dextranasa obtenida del
hongo Faecilomyces llacinus [l estudio mostro un comporntamicnto diferente para ambas
sustancias, lo que podria indicar que se trata de dextranas con propicdades diferentes El
producto obtenido, tentativamente dextrana impura, fuc blanqueado con hipoclorito de sodio al
6%, obteniéndose una dextrana con apariencia, color y textura sinular a! de las dextranas
corne(cwlu La muestra blanqueada si tuvo un comportamiento similar a la comercial bajo las
antes das, por lo que puede decirse quc se trata de dextrana, la cual se

A cOn una con acion de O 46% en 1a miel incristalizable original




CAPiTULO 1
INTRODUCCION
1.1 Generalidades

Con el nombre de miel incristalizable se designa al subproducto de la cafa de asucar que es el

resultado del agotamicnto de la masa coada separandose por medio de maquinas centrifugas
. - o

Se le conoce tambien con ¢l nombre de “miclaza™ v/o miel final el

Las melazas o mucles incristalizables son uno de los subproductos de la industria azucarera que
se obtiene durante la produccion del azacar bruto v su refino Estas se obticnen en grandes
cantidades y se¢ estima que, del total de la cana de azicar procesada, aproximadamente una
cuarta parte se convertira en melara Se pucde decir que estas contienen, ademas de agua y
sacarosa, todas las impurezas del jugo de cana y todas Ly que se forman y arrastran en ol
proceso de manufactura, como las dextranas, que se cmprezan a producire en el momento de la

contaminacion del Jugo de cafa con MICTourgamsmos ¥ s¢ manticnen durante todo «f procesoe
acumulandose al final en las melaras y ocastonando que estas tengan una alta siscosadad, 1o que
dificulta su mangyo 'Y

Leuconostoc mesenicrondes, 1. dextramcurm, y otras bactenas del nismos
de 1a flora natural presente en la cafa de arucar 1os cuates utilizan como unico sustrato a la
sacarosa para produdir dextransacarasas que intervienen en la formacion de la dextrana bBstos
provienen del suclo v de los desechos de plantas en estada de putiefacaion v su poblacion se ve
influenciada por factores como la temperatura, la humedad y la temporada

Cro son microor

En los ingenios azucareros, estos mucroorganismos son fos prinapales productores  del
B
polisacarido e inician su produccion en el momento del corte de 1a cana por contanunacion del
a0
guarapo la cual continua durante el transporte y almacenamiento de la musma 7

Los efectos adversos que las dextranas ticnen sobre la economia del procesamiento del azucar,
provienen de una combinacion de varios factores que, juntos, contribuyen a dismunuir la

capacidad dc la faibnica y la refineria, cuando csta exisic

Se ha observado en !a industria azucarera que las dextranas son un problema debido a que
ocasionan oclusiones en filtros, causan senas dificultades en el mancjo det guarapo por la alia
viscosidad gencrada v provocan una cristalizacion lenta ademas de la clongacion de los cristales
dec sacarosa, entre otras También vuelven mas lentos los procesos de filtracion y manecjo en
genecral del jugo, inhiben la cristalizacién, reducen la produccion de azucar bruto y distorsionan
1as mediciones de rotacion optica usadas en la estandanizacion y determinacion de pureza de la
sacarosa dando valores sobrestimados debido a que son altamente dextrorrotatorias ¥4

La dextrana es un polisacarido de D-glucosa producido a partir de sacarosa por diferentes
bacterias. Esta compuesta principalmente de enlaces 1-0 glucosidicos y su estructura varna

2



dependiendo del organismo o cepa que lo produce. Industrisdimente se ha trabajado con virias
cepas de Leuconostoc mesenteroides v, en particalar, con la NRRIL-BSI12F, ya que ésta produce
dextrana con un 9525 de enlaces 1-6 vy solo 526 de 123 Las cuales won solubles debrdo a bija
IYERRT

ramificacion que presentan

La dextrang es sintotizada por la enzima destransacarasa a partie de unrdades de plucosa, que
son transferidas Jde La sacarosa al sitto activoe ¢ insertadas entre la enzima s ol extremo reductor
del potimero de destrana, iberando asi unidades de tructosa

Por su nmaturalesa, tas dextranas presentan propicdades tuncronales muy anteresantes, o gque
permite uttlizarlas en una pran vancdad de productos Bstas propredades estin estrechamente
i comao

relacionadas con su peso molecular e acucerdo o esto, las destranas se claati
dextranas nativas » destzanas fraccionadas

Las dextranas natis as son las que se obuenen directamente del medio de termentacion, sin sutnie
culares de 30-50

ningun procedinnento Jde hudrolisis. |stas pucden presentar pesos molke
millones de daltones, dependiendo de fos microorpanmismos que fas producen T as destranas
fraccionadas son obtermidas a parur de las dextranas nativas por hudiolisis acida o por sintesrs
direct

Las dextranas en a actualidad se usan para un gran numcero de propositos industriales Por sus
caracteristicas  de  viscoadad., las dextranas e usan en la andustria del petroleo comoe
componente basico de los TTudos de perforacion de pozos, en L formulacion de dentitricos,

como destloculantes en productos de papel. en Lo preparacion de filamentos espectiles, en
iy

provesos de chapado de metales sy comao vedior de medicamentas ente atros

En L1 industria de alimentos ticnen usos conto aditis os, ¢ usan como estabihizador v o

pesante

en jarabes, en concentrados de jupos aitricos, en procesamiento de frutas, en conservacion de
camaroncs, en presenacion de alimentos (pelicula protectoran, como estabilizante de la
emulsion en helados, comao conservador (en combinacion con antibiGticos) v en cubicrias

A
sada es maser al det propio asocar

protectoras para semillas > por 1o tanta, su salor agre
Las aplicaciones anteriormente mencionadas consideran solamente a las destranas de alto peso

molecular, %

Actualmente, en México, la industria azucarera s¢ cncuentra en erisgs debido. entre otras caus
a que el aricar es ol pnncipal producto que elabaran; por lo tanto, ¢s imponante que se pucdan
diversificar los productos generados por este sector para obtener productos con un valor
agregado mayor, como podria ser el caso de las dextranas, atlizando para ello subproductos
(miel incristalizable) y derivados (ctanol), producidos por esta misma industria.

cos los cuales

Actualmente, las destranis se obticnen por mdétodos biatecnolog “ON MUY

costosos, o que hace que el valor de dextranas sea alto. Sin embargo. como ya se ha

mencionado, se be (ue estin presentes ¢n s nucles ncristalizables: por esta razon se

cstudiaron tecnologias limpias que permitan extracr ¢ rdentificar a las dextranas presentes en las
3




melazas para que, posteriormente, sc realice el estudio técnico-econdmico para su posible
1i ] on la ind. ! 1i

p ia ia

1.2 OBJETIVOS

El objctivo general de este trabajo de investigacion cs la extraccion e identificacion de
dextranas presentes cn micles incristalizables

Para alcanzar cste objctivo se plantean los siguientes objctivos especificos

» Identificacion de los componentes pnncipales de las melazas, realizando un analisis quimico
(protcina, cenizas, humedad y carbohidratos)

e Extraccion (propucsta de un sistema hmpio de extraccion) de las dextranas

e ldentificacion de las dextranas

e Caracterizacion de fa materia prima despues del proceso de separacion de las dextranas y
determi i6n de los b ocurridos

e Cuantificacion del ctanol recupcerable



cariTuLO 2
ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes histéricos de Ia caiia de azacar

Los estudios que sc han efectundo recientemente indican que la cana de arzicar es originana de
Nueva Guinea, y no de la India como antes se creia Fx indudable que las canas que fueron
introducidas en la India cfectuaron cruzamicatos hibndos con caias silvestres indias y chinas
La cafa de azicar llegsd a Persia v despues a Egipto a traves de las invasiones arabes %}

La existencia de azucar cn forma solida procede de Persia v data del aito SO0 Jde nuestra cra La
primera mencion del azacar en grano data del ado 627 después de Cristo, cuando e} emperador
bizantino Heracleos, durante o tercera campana que sostuvo contra los persas, obtuvo azucar
como producto especialmente valioso del botin V7

Cristébal Colon en su segundo vigge 4 Amenica Hoevoe consigo alpunos trtozos de cana de ariear
que sembrd por primera vez on Santo Domungo Ya para ¢l siglo XV el azucar era un articulo
importante de comercio entre Europa y las regiones productoras de Brasit, Cuba v Mexaco %1

e

2.2 Antecedentes historicos de la industria azucarera en México

En México la vida de 1a industris arucarera fue azarosa y poco estable dutante los tres siglos de
la dominacion espafola (1521-1821), presentandose lias oscilaciones susuentes

Epoca de prosperidad, 1537 a 1570
Epoca de estancamicnto, 1571 a 1802
Epoca de depresion, 1803 a 1808
Epoca de prosperidad, 1809 a 1811

A la terminacion de la dominacion espaola la industria azucarera mexicana quedé destruida
casi totalmente ¢!

2.2.1 México independiente

Después de la destruccion de fos ingenios arzucareros durante 1a guerra de independencia, en el
periodo de 1840 a 1850 se volvieron a trabajar, aunque cn forma primitiva o provisional,
(algunos ingenios en los Estados de Morclos, Pucbla, Veracruz y Michoacin) y, para 1878-79,
la cafa se cultivaba ya en gran parte de la Republica con las variedades nobles tales como la

morada, la rayada y la criatlina. 18]

2.2.2 La industria azucarera nacional en el siglo actual

A principios de estc siglo, cl ingenio de Zacatepee, Mor., bajo 1a administracion de Don Manuel
Pérez, fue ¢l primero en México donde se efectuaron trabajos del mejoramiento del suclo con la

s



conslrucclon de drcncs de tubos de barro Por los ados 20°s las cnscianzas logradas fucron

d. en A ., Puc, y ad as cn 1929 Don Manuel trajo a Mexico las mejores
v;ncdtdes comerciales de caila cultivadas en csa época y a la vez conocimicntos sobre Ia
fertilizacion de la cana

En el despegue de la industria azucarera nacional se han enmarcado una serie de actividades de
campo, fabricas y administrativas cuya trascendencia socioecononuca la hacen una de las mas
importantes agro-industrias del pais, ya Que su crecimiento ha sido gradual, atravesando ctapas
criticas que Ia han colocado en situaciones dificiles de expansion para poder llegar a satisfacer
la demanda de un pucblo en constante crecimiento

En la década de los treinta (1930-1939), se obtuvo un rendimiento de campo de 52 ton/ha y
9.63% de rendimiento de fabrica, en la decada de los cuarenta s (19:40-1949), ¢l rendimiento de
campo fue de solo 51 ton/ha v ¢l de tabrica de v 0%

En la década dc los cincuenta’s (1950-1959) el rendimicnto de campo subso hasta 52 tonvha y
el de fabrica dechino hasta ¢l 8 K0%a

En la década de los sesenta’s (1960-1969), el rendumiento de campo tue de 67 tonhay R 70°%e
el de fabrica, en esta epoca hubo excedentes fuctibles de exportarse, generando divisas para el
pais

En la década de los sctenta’'s (1970-1979), ¢l rendimiento de campo se elevo a 73 tonha v el de
fabrica declind en la zafta 197K-1976 hasta ¢l 8 45°%,

En la decada de los ochenta’s ( 1980-19849), ¢] rendimiento de campo tue de 63 ton'ha y el de
fabrica de 9 76%6 *'"!

2.3 Situacion y problemaitica actual

En 1995 <l rendimicnto de campo fue de 77 99 tonvha y el de fabrica de 10 66%  Sin embargo,
actualmente fa industria azucarcra enfrenta un importante reto  tecnoldgico-comercial
constituido por la irrupcion en los mercados nacionales ¢ internacionales de edulcorantes
sintéticos y substitutos y, ademas, por la revolucion biotecnologica Estos elementos hacen de
la modernizacion dc la estructura productiva de esta agroindustna, un imperativo impostergable
a fin dc garantizar que la misma siga siendo un factor fundamental de desarrolio 7

En Meéxico, las fabricas de azucar estan rezagadas con respecto al desarrollo existente cn otras
ustrias de la competencia Igual sucede con cl aprovechamiento de los recursos cnergéticos,
lo que limita la opcracién cficicnte de las empresas azucarcras ¢ impacta negativamentce los
costos de produccion Mejorar esta situacion resulta de gran relevancia, especialmente en los
momentos actuales cuando los paises de la region atraviesan por serias dificultades en su
desarrollo econémico y donde !a industria azucarera sigue sicndo un factor estratégico en ia
economia mexicana

a
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2.4 Estadisticas de produccién anual de aziacar y micles incristalizables en México

En México como ya se menciono la agroindustria azucatera reviste gran amportancia en la
economia del pais En la tabla 2 1 pucde vbscrvarse los rendirmientos que se han tenido en ef

sector azucarero durante las ultimas cuatro décadas

Tabla 2.1 "RESUMEN DE PRODUCCION. ZAFRAS 1959/60 -1994/95" DE L.A
CAMARA NACIONAL DE 1AS INDUSTRIAS AZUCARERAS Y ALCOHOLERAS!"!

CUT RITCLE SUE KrRDINA T N1y T OCGRA NG
COKTADA an (VNN AZLCAR PR

them) HILTAREA
- 0 i RIK)
© 7 s Teon
- LX) Tir s
A CEiN T i
-~ T wan T Ty
- rCRIE) el Tox
ey [XRLT] - Tt
S TSI i

AL o

TTRITEY X3

TFR S

Te oo oIt

[T Vo

TORK v

IR N

T IS

RS2 R

[RA X

a3 115 [XT)

TSR [EX] v

Tu e ) <

RNl < 2

Saas Ty <

CRZY S [y ~ o

EOX WL [ -

Siaise LT "

INCS mia 3

375 144 wa =

EYRIT] v =Y -

Sixsia 0 LY 0

Tia.see 0 CAT) LAY

Yosar < Vv PIE)

77 307 H ) v

XA OETEAE) T is B

BT 03 XTI Iyl T

YA RLXT0) 0 e [RIE)




2.5 Aspectos gencrales del proceso de eluboraciéon de Ia caila de azicar

El azicar que sc consume en México proviene de la cana, la cual s¢ propaga comercialmente
por trozos de su tallo gencralmente con tres o cuatro yemas, de donde germinan las nucvas
plantulas. Generalmentc se usa para semilla, cafia joven de 7 a 9 meses de edad, sembrandose
de 8 a 12 toneladas por hectarea en promedio Una ves depositada 1a sermilla de cada de aztcar
en el campo deben transcurrir de 14 a 18 meses para que alcance su madures industrial que
permita su pruncr corte Para los cortes subsccucntes basta con esperar de 12 a 14 meses
durante los cualces la cafia de azicar vuclve a tener hojas v a desarrollar su tallo

La siembra de la cafda de azucar en esas condiaiones sinve para 35 o mas aicdos agneotas Bl
primero se conoce con el nombre de “plantilla™, ¢l serundo con ol de *soca’ y los subsecuentes
con ¢l nombre de “resoca” La epoca durante la cual se hace ol corte de la cafia de azucar se

Nama zafra, (molienda de la cafta en Jos ingenias) ')

de sus hojas o “tarle” que

a su madurers, se corta, se despuny

Cuando la cafa de azucar Hep
pucde utilizarse como  alimentos para el ganado o hien como mejorador det suelo A
continuacion los tallos sc transportan hasta ol ingermo par ferrocarnl, camion, chalan yio
carretas jaladas por tractores que se encargan de depositarlos en su patio o batey  La matena
prima, cafa de azucar, sc encuentra bsta para entrar a4l proceso de elaboraoon de acucar

Los manojos de tallos de cana de azucar depositados en el batey se colocan mediante yruas en
la mesa lavadora y/o alimentadora las cuales tienen una anclinacion en contra de los
transportadores de duclas, en donde puede aplicaise airua para lavar la cana de la tierra que se
fe adhicre en los campos, o directamente se descargan en osta para ser deshizados hacwa los
conductores quc Jos llevan hasta los cquipos de preparacion, haciendols pasar bajo cuchillas
giratorias que cortan los tallos y los convierten en astilas, entre muazas de rayado grueso gue
quicbran la cada v exprimen gran parte del juro, por destibradores en tforma de raohnos de
marulios, que desfibran la cana sin exprmur pupo, o, mas gencralmente, a0 traves de
combinaciones de dos o tres metodos

En esta forma la cana introducida al ingenio. una ves pessda previamente, pasa la fase de
“preparacion” Dentro del ingenio el proceso en general consta de los pasos que se describen a
e

continuacion
2.5.1 Molienda o extraccion del jugo

Et primer paso cn el proceso fabril del azucar de cada es la extraccion del jugo (suarapo)
mediante la compresion de la cafa entre cihindros de gran tamaio Hlamados mazas L.os malinos
son unidades multiples de combinaciones de tres mazas (cafera, superior y bagaccra) entre las
cuales pasa sucesivamicnte la cafa exprimida o bagazo Para ayudar a la extraccion del jugo, se
rocia la torta de bagazo, al salir de cada unidad moleduora, con chorros de agua o de jugo pobre
en azicar, csto ayuda a Ja extraccion de azicar por hxiviacion  Este proceso, llamado
imbibicion o, menos frecuentemente, maceracion o saturacion, tiene muchas variantes Los
mejores procedimientos de molienda logran extraer, en forma de jugo, mas del 9525 del azacar
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que conticne la cafia, este porcentaje se Hama la extraccion de sacarosa, o simplemente, la
extraccion

El bagazo que sale del uliimo molino contienc cl ariscar no extraido, la fibra lcdosa y 40 a 50%
de agua Este producto sucle ir a las calderas para servir de combusuible, pero muchas fabricas
compran ¢l combustible que necesitan y utilizan el bagaro como complemento en alimento

para ganado, para fabricacion de papel, para tablas-roca y otros productos agricolas
(comiposte) o comerciales

El jugo extraido de los molinos arrastra particulas de bagazo por 1o que es necesano efectuar
un colado en un colador fijo de mallas, con un <stema de raspadores que pasan sobre el
colador, montados sobre cadenas moviles para levar este bagarzo o bagacillo nuevamente al
sistema de molinos, dgandolo caer sobre el colchon de bagazo o usandolo como *
en los filtros de “cachara™ o sohdos de la clanticacion 7!

2.5.2 Clarifica,

*ayuda-filtro™

n 6 depuracidn de jugo

La clanficacion consiste basicamente en la punficacion o defecacion del jugo de la cafa
extrasdo por los mobinos, ¢l cual es acido, turbo y de color verde oscuto

En ¢l proceso de clanficacion (0 defecacion), ideado pata chiminat tanto las impurezas solubles
como las insolubles, es universal el uso de la cal y el calor como agentes clanficadoses La
lechada de cal, preparada con aproxamadamente una libra (350 g) de CaQO por tonelada de cada,
neutraliza la acides natural del jupo y torma sales insolubles de cal, prinaipalimente en forma de
fosfatos de calcio El calentamicnto del jupo alcaline, hasta el punto de chullicion, o un poco
mas alla de este punto. coagula la albumina  y alpunas de las grasas, ceras y gomas y el
precipitado que ast se forma englobando tanto los solidos en suspension como las particulas
mas finas Mediantce la sedimentacion. se logra la separacion de 1os lodos del jupo claro. esto se
hacia antiguamente en tanquues individuales de decantacion -llamados defecadores-, mientias
que hoy en dia es casi universal el uso de clanficadores cerrados continuos de vanas bandejas
Los lodos se filtran en filtros de tambor rotatuvo al vacio o, en algunas fabricas, en filtros de
laminas a presion En algunos casos existe un sistema conodido coma sulfitacion, para lograr la
primera disminucion de pardcamuentos y olores indescables por inactivacion de la actividad
enzimatica quemando asufre en presencia de aire y mezciando ¢l SO; resultante con of jugo o
BUarapo en una torre en cascada 4 contracornente Y

El jugo de los filtros prensa ¥ ©f agua de lavado retosna al proceso o se adaden directamente al
jugo y la torta de las prensas, Hlamada “cachara™. se ta o se fleva a oy campos como

fertilizante El jugo clanficado, de color cafe oscuro, tetorna a los evaporadores sin sufnir
tratamiento adicional

2.5.3 Evaporacion

El jugo clarificado, que posee casi 1a misma composicion que el jugo crudo extraido (con la

excepcion de las impurczas precipitadas que fucron extraidas por el tratamiento con cal)

conticne aproximadamente 85%: de agua Las dos terceras partes de csta agua se evapora cn

evaporadores de multiples efectos al vacio, que consisten en una sucesion (gencralmente

cuatro) de celdas de ebullicion al vacio lamadas cuerpos, dispucstas cn scrie para que cn cada
9




cuerpo haya mas vacio que cn ¢l cucrpo anterior y de csta forma el jugo que dicho cucrpo
conticne hierva a menor temperatura  Asi, l0s vapores producidos en un cucrpo podran calentar
a cbullicibon el jugo que conticne el siguiente Con el uso de este sistema, ¢l vapor que se
introduce al primer cuerpo logra producir evaporacion en muluple efecto (que, de hecho, fue
una innovacion en su momento quc representd ahorros considerables de generacion de
vapor) ME) vapor que sale del ultimo cuerpo va a un condensador

Al jugo concentrado que sale de los evaporadores se le conoce como “meladura”™ v sale en forma
continua del ultimo cuerpo o evaporador con un contemdo aproxvmado de 65%, de solidos v

3s de agua, éste es cnviado a tanques de almacenamiento o retencion para el proceso de
. - 3
cristalizacion ¥

2.5.4 Cristalizacio

La cristalizacion se lleva a cabo en reapientes conocidos como *

tacho en los cusles se
concentra 1a meladura Que sale de los evaporadorses hasta quedar saturada de azucar Al llegar a

este punto, se introducen cnistales de siembra para que sirvan de nucleos a los cnistales de azucar
y se va afadiendo mas meladura a medida que se evapora el agua Los costales onginales, que
fucron formados por la desttesa del operador del cnstahizador o
instrumentos, crecen, sin que formen cristales adictonales. a
depositando arzucar procedente de la masa en cbhulhicion
continua hasta que al guedar

por control  mediante
medida que on ellos se va
bate crecimiento de los cristales
lleno el recipiente han alcanzado un tamano  previamente
determinado La mezcla de enstales vy meladura queda concentrada hasta formar una masa densa,
conocida como masa cocida f.a templa o contenido del tangue se descarwa a traves de una
valvula inferior hacia un mezclador o cristalizador 14

2.5.58 Centrifugacion

La centrifugacion o “purga’™ es basicamente la separacion de tos cnistales de azucar de la
mecladura o “licor madre™

La masa cocida que se Hlevo al mezelador o cristalizador se hace pasar a maquinas giratorias
flamadas centrifugas El canasto cilindrico de Ja centnifuga, que esta suspendido de una flecha o
huso tiene sus costados perforados y forrados de tela metalica 1 forro perforado setiene los
cristales de azdcar, que puecden ser lavados con agua si se desea Las apguas madres o mieles
pasan a través del forro, impulsadas por la fuerza centrituga, Quedando esta lista para recibir otra
carga de masa cocida Las instalaciones modernas son exclusivamente del tipo de alta velovidad
(o alta gravedad) con control automatico total o parcial de 1odo el ciclo de purga

En cl sistema de coccion triple la primera coccion o templa de jarabe puro rinde azucar crudo y
miel A", ésta se retorna al tanque para ser recocida junto con una remonta de masa cocida de
primer grado y forma una scgunda masa cocida “B™ que a su vez rinde otra cosecha de cristales
El azucar procedente de las templas “B” sc juntan con el azucar “A™ para constituir la
produccion comercial de 1a fabrica La segunda mie! “"B™ es de pureza mucho menor y, a su vez,
se vuelve a cocer con nuevo jarabe para formar una templa de grado bajo “C™ tas masas
cocidas de grado bajo permanccen durante varios dias en los cristalizadores donde se enfrian, la
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masa €3 mantenida en movimicento por medio de aspas giratorias  El arucar “C™ se mescla con
jarabes y se utiliza para siecmbrea de masa cocida "A” y "B La meladura final €s un material
pesado y viscosa que conticne aproximadamente unit tercera parte de sacarosa, ofra tercera
parnte de azucarcs reductores y el resto de cemizas, "no azucares” organicos y agua, ademas,
sirve como base para la fabricacion de alcohol, alimentos para nado, produccion de levadura,
cte, y se le conoce como “niick final” o “micl incristalizahle™

Una ver terminada la centnfugacion los cnstales de arucar permancceen dentro de 1a snalla y se
les conoce como mascabado Son de color higeramente cafe y ticnen una pehcula deigada de
miet adhenda a su superficie

Para transformar el azucar mascabado en azucar estandar blanco se elimina la peliculis de miel
por medio de lavados dentro de fa misma contritupe, se se

4 e envasa

En la claboravion del azue

1 blanco refinado we requieten de @ pasos poncg

1) El mascabado se disuelve on agua cabiente

2) EI licor obtenido se trata nuevimente para chimimar al masimo las impurezas, defecandolo
con cal y acido fosfonico
3) El licor obtenido se le pasa por columr
quedando tan puro como ¢t a

s de carbon activado v se tiltra para eliminar ¢l color,
ua cnistaling

4) El licor mmcaloro se rectintahiza mediante su ebullicion en tachos al vacio, se separan los

[REN

cristales de aztcar en las centnfugas, se seca el asucar v despues se envasa

2.6 Subproductos y derivados de ta cada de aricar
2.6.1 Generalidades

A nivel mundial hay alrededor de 70 paises productores de cafia de azdcar, cuya arca sembrada
abarca 13 mullones de hectareas. de las cuales el 61°6 se encuentra en America Latina y <l
Caribe El azucar que se extrae de la cana contribuye sigmiticativamente a la ahmentacion de la
poblacion a la vez que para muchos paises de America Latina y ¢! Caribe, tradicionalmente ha
representado una importante tuente de divisas y uno de los pilares principales para las
cconomias nacionales

Las potencialidades para la diversificacion de la agroindustna cafiera se derivan precisamente
de los elementos fisiologicos que constituyen a la matenia prima La cada de azucar esta
compucsta basicamente de azucares (fundamentalmente sacarosa) v de  carbohidratos
estructurales del complejo hignocelulosico, los cuales oftecen diferentes posibilidades de
industrializacion

Por cjemplo, a partir de los sacaridos de Ja cana de azucar, via fermentativa © quimica, se
obtienen productos intermedios o finales con grandes posibilidades de utilizacion en ¢l sector
11



agropecuario, la industria alimentasia, quinuca, farmacéutica y otros. Por su parte, cf
compucsto lignocclulosico esta constituido basicamente de ceclulosa, lignina y pentosanas, a
partir de estos componcntes pucden obtencrse tableros, pulpa y papel, combustible, clectricidad
y otros derivados

Bagazo, melaza, torta de filtro o cachaza, ceniza de hornos, efluentes liquidos y gases de
combustion, ademas de los residuos agricolas, son producciones colaterales a Ia produccion
azucarera y quc constituyen los subproductos de esta agroindustnia

Se denomina derivados de la cafla de azucar aqucllos productos gue se obtiencn industrialmente
a partir de los subproducios de la agroindustnia cadera

Por cjemplo la melaza es un subproducto, micntias que ¢l alcohol y 1a levadura torula son
derivados que se obticnen a partir de ese subproducto 2

Los productos que sc obtienen del proceso agnicola ¢ industnal cafdero se pucden agrupar
segun el lugar en que se oblienen, sca en campo o en fabrnica Como se mucstra en la siguiente
figura, los subproductos agricolas estan consutudos pot cogollos, hojas secas y hojas verdes
(paja) micntras que los industniales estan integrados poncipalimente por bagazo, melaza y
cachaza o tonta de filtto (Fig 2 1)

Figura 2.1 TIFO DE SUBPRODUCTOS DEL SISTEMA AGROINDUSTRIAL
CARNERO"™
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2.6.2 Transformaciéon industrial de los subproductos

Tradicionalmente, los subproductos agricolas ¢ industriales de la cafa de azucar (Fig. 22)
fucron calificados y tratados como desechos, en la mayoria de Tos casos, indeseables. Sin
embargo, cada dia se aprecia mas el valor cco de los en tanto quc sirven de
matcria prima para la produccion de una extensa gama de bicnes y servicios. En la actualidad
existen clementos asociados a las caracteristicas y tendencias del desarrollo agroindustrial que
permiten afirmar que se estd en ¢l umbral de una nueva cultura en la concepcion de la
sgroindustria caficra e

Figura 2.2 SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AZUCARERAY™
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2.6.3 Diversificacion y desarraiio de I agraindustria cadiers
Cada vez mas, los produciores involucrados en vida
fatinoamericana y del Caribe, tanto en ¢l nivel de campo como de fabrica, estan convencidos de

1a actividad azucarera en la region
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En cfecto, cientificos y técnicos relacionados con la agroindustria demuestiran, cada vez con
mas fundamento, la factibilidad técnica y las ventajas economicas que se derivan de las
producciones industriales basadas ¢n cl aprovechamiento integral de la cafa de arucar y sus
subproductos (Fig 2 3) A csta rama sc le Uama sucroquimica, en un simil con la pctroguimica

La di ibilidad del vol
dcsnnollo de la

adcecuado de subproductos cs la condicion necesaria  para el
ersificacion  en su dimension industnal, a pesar de que 1a diversificacion
industrial en América Latina y el Catibe, presenta un desarrollo relativamente alto

Figura 2.3 PRINCIPALES DERIVADOS DE LA CANARY
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2.6.3 Diversificacién y desarrolio de la agroindustria caficra

Cada vez mas, los productores involucrados en la actividad azucarcra en la region
latinoamericana y del Caribe, tanto en ¢l nivel de campo como de fabrica, estan convencidos de
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que la modemizacion de la estructura productiva v el desarrollo del sistema agroindustrial
cafiero debe llevarse a cabo a traves de un proceso de diversificaciéon de su reproduccion En
cste sentido sc plantea a la diversificacion como una estrategia dingida a optimizar ¢l uso de los
recursos naturales, tecnologicos ¢ industriales con que cuenta la region de America Latina y ¢l
Caribe, a la vez que representa la alternativa de modernizacion mas viable para garannzar la
rentabilidad y competitividad de la ya mencionada agroindustria

Al hablar de diversificacion del sector cadero, se identifican dos dimensiones 1) Diversificacion
agricola, quc cs fa implantacion de cultivos alternativos mediante la intercalacion y rotacion de
108 mismos en ¢l arca cafiera y 1t) diversificacion industnal, que comprende el uso alternativo de
1a cafa de arucar y cl aprovechamiento integral de la matena poma mediante ta transformacion
de los subproductos que se generan tanto en la cosecha de fa cana como en ¢t procesamiento de
la misma

En México existen mas de 20 plantas dedicadas a la industnializacion de los subproductos de la
cafa de azucar y de productos denvados, algunos de los cuales muestran una impaortancia
significativa en terminos de tamano y valor economico de su producaion, como es el caso de la
produccion de pulpa y papel. tableros, alimento amimal, bisina v glutamato de sodio

A pantir de 1a micl se obtiene alcohol, cuya produccion diania asciende a 547 1 mules de hitos en
31 destilerias '™

2.7 Bagazo

El bagazo es ¢l subproducto fibroso que se obuene en los molinos del ingemo azucarcro
durante el proceso de extraccion del jugo para la fabricacion de azucar

El bagazo es una matena pnima qQue desde ¢l punto de vista quimico esta compuesto de

aproximadamente 52%% de celulosa. 29%% de hemuceluiosa (fundamientalmente pentosanas) y

19%% de lignina Morfologicamente consta de 60% de fibras, 30% de parénquima o médula
ida como " ilo” o bagacillo y 10% de finos o solubles

La utilizacion del bagazo como materia pnma para la produccion de derivados requicre quc sc
efectuen una seric de operaciones que exigen el conocimiento de las caracteristicas del mismo y
que sean dominadas técnicamente las mcjores tecnologias para su preparacion adecuada y
minimizando efcctos contaminantes de los propios procesos

En comparacion con otros residuos vegetales, puede decirse que ¢l bagazo retne una seric de
condiciones que hacen que sca ¢l material fibroso con mas posibilidades de industrializacion, ya
que se encuentra potencialmente disponible en grandes cantidades (por cada tonclada de azucar
se obti aproximadamente 2 5 toneiadas de bagazo con 50% de humecdad), existe
experiencia en su manipulacion, alma i v ad as sc utiliza mundialmente en la
produccion de pulpas papeleras, productos aglomerados, furfural vy otros (Fig 2.4)




El desarrollo de la industria quimica unido a la crisis encrgética ha hecho que en menos de 20
afos se haya clevado ¢l valor de este subproducto, que sélo se utilizaba como combustible en
los ingenios azucarcros

La inestabilidad en los precios del arucar y del petrolco, el ahorro en términos de divisas que
implica 1a sustitucion del bagaro por combustoleo, determina que se analice una politica, a
largo plazo, de industrializacion de derivados que consista en ¢l uso mas racional del bagazo
sobrante en la industria

La industria azucarera, ademas de instalar las mcjoras necesarias con el fin de contar con
bagazo excedente para ser utilizado cn la produccion de derivados, decbe dedicar esfuerzos  al

estudio del uso adecuado de los residuos de 1a cosecha como combustibles ¢n las calderas de
[ER]]

los ingenios azucareros

Figura 2.4 DERIVADOS DEL BAGAZO!™

fioceso

Papetescntura e inpresion
fulpa o nulu\\cr‘ur‘n( #apei peiicdico
Pulpa 1ennomecar _Fapelgacela
Papel para envolver
—l Pulja senuguunicd J—a Papel para sacos
Cancnchio
Papel escnluia e Impresion
—‘ Pulpa quinica J-——- Canulina i
{ Papeles doméslicos
Rayon
chme

. -4 cewtan
~[ Puipa para wisoieer ) Acetale de celulosa

 Yobleros ge patticutas ‘
IH Tavteros ge nibra

}— Tableros con aglutnantes inorginicos )
t-{"Productas nioiceados

Alcotiol Luturilco
Piagucdas
—{"Teiratidrofurano
Carbén Activado fles:nas

Baqazo Hiurolizado




2.8 Meclazas

Con ¢l nombre de micl incristalizable se designa al subproducto de la cafa de azicar que cs cf
resultado decl agotamiento de la masa cocida scparandose por medio de maquinas cenurifugas
Se le conoce también con cf nombre de “mclaza” y/o micl final 1'%

La definicion de micl incristalizable que se da comunmente, se reficre 3 cllas como el “liguido
viscoso y pesado que se separa de la masa cocida final y de la cual ya no puede cristalizar mas

azicas” '

Si se quiere definir estrictamente el concepto de melazas es necesario establecer una distincion
entre melazas tedricas y melazas practicas La mclaza “tedrica™ es una mescla de agua, articar y
otros compuestos, tal que ya no pueda cristalizar mas la sacarosa residual, aun cn las micjores
condiciones fisicas y técnicas Una mclaza “practica™ es aquella masa cocida de la que ya no
pucde recuperarse una cantidad signiticativa dec sacarosa 14

Existen definiciones basadas en la formacion de las melazas o micies incnistalizables, las cuales
coinciden en scalar que se trata de una combinacion hudratada de consestencia liquido-siruposa
de sacarosa, fructosa y sales organicas ¢ inofganicas en difesentes proporciones ' Se trata
pues de liquidos muy viscosos y altamente coloreados cuyo uso principal es la  produccion de
alcohol por fermentacion, suplemento animal, sustrato para la industria biotecnologica de
fermentaciones y en algunos casos sc utilizan como sabotizantes "'}

La composicion de las melazas varia en cada centro productor y es dificil suponer un valor

promedio para todas las mclazas Fsta variacion permite definir la variabilidad de los derivados

que pueden obtencrse a partir de este subproducto l.a compaosicion promedio se muestra en el
anexo A (Tabla A 1)

Por el volumen y la viscosidad no es muy facil i econémico almacenar las melazas Ademas, si
se almacenara cn tanques a temperaturas por chcimas de los 40°C se podria presentar diversos
problemas, como la descomposicion que conlleva a pérdida de arucares totales, aumento de
azicares reductores, incremento del porcentaje de no-azucares, pérdida de solidos totales y

aumento de coloracién

Este tipo de problemas son muy conocidos, por lo que el manejo, almacenamiento y transporte
de 1a melaza se efectua a temperaturas no mayores de 40 a 42°C

La cantidad de melaza que se obticne de la produccion de anicar, varia entre 2 75 y 4 5% del
peso de la cada, porcentaje que csta ligado a aspectos agricolas (suclo. variedad, clima,
fertilizantes) ¢ industriales (recuperacién, eficiencia, inversiéon)

La melaza puede dar origen a una seric de derivados de primera generacion. En la industria de
los derivados, los principales usos de 1as melazas se encuentran cn la produccion de alcohol
etilico, levaduras, miel proteica, L-lisina, glutamato de sodio y acido citrico. Los paises de
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América Latina y el Caribe, obticnen este aitimo a partir del azucar, mientras quc la India es el
anico pais que emplea la melaza como materia prima para la produccion de acido citrico (Fig

2.5

La melaza que se produce cn los paises en desarrollo s practicamente 1a que se comecrcializa
en o mercldo |nlcrnnc|onal después de atender su demanda interna en la produccion de

lcohot icias y otros derivados En los ultimos ados se ha iniciado la
produccnén de micles ricas para alimentacion animal y fines industriales, con lo que sc libera un
mayor volumen de melaza para atender la demanda intermacional

La calidad de la melaza determina su uso A modo de cjemplo, se puede scilalar que al fabricar
bebidas alcoholicas, la melaza dcbe tener un alto grado de pureza, ehminando totalmente las
impurezas que de otra manera generarian mal olor en la bebida que se desea obtener ne. 1

Figura 2.5 DERIVADOS DE 1.A MELAZAY
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El emplco de la melaza en los paises productores, se ha incrementado desde finales de la década
de los sctenta, con la consecuente disminucian de excedentes de exportacion. Actualmente se
estima que en veinte de los principales paises productores de melaza en el mundo, con
excepcidn de la CEE, EEUU, URSS, Cuba, Meéxico, Repiablica Dominicana y Guatemala, estan
utilizando en gran proporcién la melaza para producir alcohol

En la produccion de alcohol, de levadura torula y levadura para consumo humano, el precio de
1a melaza tiene un peso fundamental en el costo del producto, sobre todo en ¢l alcohol, en el
que representan poco menos del 50%% En cambio, en la produccion de L-lisina, el porcentaje
del precio de la melaza respecto al costo final, es de alrededor de 1676

La variabilidad en los precios de la melaza en el mercado mundial ha afectado los analisis de
costos de produccion de los denvados que se obtienen a partic de la misma En virtud de cllo, la
decision de canalizar dicha materia prima para el establecimiento de una industia de derivados
o su comercializacion en el mercado internacional se hace mas dificil

A continuacion, en la tabla 2 2 se presentan los costos de produccion de algunos denvados de
19
las melazas 7!

Tabla 2.2 INFLUENCIA DEL PRECIO DE LA MELAZA EN EL COSTO DE
PRODUCCION DE DERIVADOS"™

o Consumo de melaza %a_de  participacion  de
el {t port) . | melaza en el costo de
P . T produccidn. i }
Alcohol 4.3 45
Levadura torula 425 42
Levadura para}5 45 40
consumo humano
L-lisina 7.6 16
( clorhidrato de )
Acido citrico 32 13
Glutamato de sodio 3.9 20

Base: precio de la melaza, 60 dolares/tone’ada

Generalmente se da por hecho que la produccion de mielaza corresponde a su consumo, debido
a que es dificil almacenar grandes cantidades de una zafra a otra,



2.9 Desarrollo de los derivados de 1as melazas
2.9.1 Alcohol por via fermentativa

La produccién de alcohol ctilico o etanol por la via fermentativa €s un proceso biotecnoldgico
que utiliza camo materias primas la melaza y/o ¢l jugo de cada dircctamente En los altimos
quince afios se ha incrementado la produccion, especialmente para ser utilizado como carburante
cn automaviles

La tecnologia de produccion de alcohol etilico a partir de las micles es muy conocida Es la
primera industria de denvados que se desarrollo utilizando un subproducto de la industria
azucarers

La produccidén de etanol ha evolucionado en los ultimos afos y la viabilidad econdmica esta
influenciada por diversos factores especificos de cada pais En muchos casos se considera que
los factores determinantes son el valor unitario de 1a materia prima, su disponibilidad actual o
futura; usos a los que estara destinado, posibilidades de exportacion

Usos

El etanol tiene diversas aplicaciones, estimandose que se emplea especialmente en 1os siguientes
campos: produccion de productos quimicos, solventes, bebidas alcoholicas y casburante Los

usos del alcohol estan en relacién directa a tas condiciones de desarrollo del pais consumidor
749

2.9.2 Levaduras

Se obticnen dc micles de cafia, remolacha, citricos, micles hidrolizadas y otras, también se
pueden recuperar a partic de la produccion de alcobol etilico

Entre las levaduras mas conocidas estan la panadera y la torula. La levadura panadera sc
produce en casi todos los paises de América Latina y el Caribe, pucs su presencia es fundamental
para la produccion de distintos tipos de panes Por lo gencral, las levaduras de los géncros
Candida y Saochuomyccs se uulmn en la alimentacidon para aprovechar sus componentes
nutricios csp pro y

Desde un punto de vista :str-legxco 1a produccuén de levaduras cs una alternativa para sustituir
importaciones dec productos en 1a for ! de p para la ali acion animal. Los paises
en desarrollo que, en su mayoria, no cuentan con recursos para satisfacer sus déficits de
proteinas, pucden mejorar la situacion alimentaria al aprovechar su fuente de carbohidratos en la
produccion de levaduras

La levadura torula es un producto alimenticio con alto contenido proteico quc sc obticne a partir

de un proceso fermentativo de la melaza. Posee una relacion proteina/carbohidratos mas alta que

la de los forrajes; contiene L-lisina, 10 que hace que la torula seca un suplemento para la
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alimentacion con cercales de bajo contenido de este aminoacido esencial. La levadura 1orula se
pucde usar cn cualquicr especie de animales aunque es mas frecuente utilizarla en la

preparacion de picnsos para ¢l ganado avicola

Las levaduras de forraje se utilizan fundamentalmente para alimentar cerdos y aves, con lo que
sc puede incrementar el valor del producto mediante la obtencion de cepas ricas en mctionina

Entre las ventajas de la levadura como recurso proteico se pueden citar la gran velocidad de
reproduccion, alto contenido de proteina con buena calidad. requenimientos nutnitisos simples y
N ’

alto contenido de munerales '

2.9.3 Miel proteica
no poscen las

Los paises en desarrollo, localizados en zonas tropicales o subtropicales.
coscchas productivas de

condiciones climaticas ni el desarrollo tecnologico para obtener
cereales (con la excepcion de Argentina y Brasil), que son s fuente principal para alimentacion

animal
La miel proteica es un producto desarrollado en Cuba con el fin de sumunistrar carbohidratos y
proteinas en proporciones de 16%e de proteina v 40% de matena seca La muel proteica se

obtiene por fa mezcla de crema de levadura v ricles A y B o melazas El producto es un liguido
ion variable que depende del npo de muel utizada en la produccion

Por ello se pucden producir varios grados (hipo A, tupo B, upo nica o mescla de Ay nca)

E! uso principal de la micl proteica es en la alimentacion de ganado porcino, de engorda y
ra ¢l balance nutnicio de las

dicta se complements con vitanunas v mincrales pi

reproduccion 1.
diferentes especies de animales

Indudablemente la produccaion de nuel proteica o proteimica para la alimentacion del ganado
porcino proporciona postbilidades para la producaion de carne. basada totalmente en la cada de
arncar, garantizando una base alimenticia no convencional con la utihizacion de metodos

biotecnologicos 717

2.9.4 L-lisina

La L-lisina se produce por procedimtentos bioteenologicos. como la fermentacion Fn este caso
la Corinchacterium glunimicum actia sobre la melaza i nombre tecnico de este producto es
el acido 2,6 diaminohexanoico, gue es un producto alifatico dramino monocarboxilico, con un
peso molecular de 146’ maol

El producto sc presenta en forma cristalina como clorhidrato. También se puede preparar en
15 a 25% de L-hsina o como [.-hsina cristalina con 80%% de

forma de bioconcentrado con
purcza

La L-lisina se comercializa en tres formas



1) El monochidrocloruro de L-lisina, producto scco cn polvo con un contenido no menor al
98.5% dec monohidrocloruro de L-lisina Esta presentacion cs la mas comian

2) Acetato de L-lisina, cristales o polvo cristalino, con no menos de 98%4 del producto puro.

3) Solucidn al 50% de L-lisina !'"

Usos

Sc considcra que la L-lisina es el aminoacido mas importante on la contribucian nutricia dentro
de los roles biologicos y su consumo cs |nd|spcnubl: cn las dictas, tanto para alimentacion
humana como en mezclas ali icias para 1 ¢ cerdos y aves También se
considera un producto importante cn la mduqnu far"uu.cullca En Estados Unidos, la
estructura de consumo seciiala 67 para ahimento de cerdos, 29% para aves y 425 para otros
usos "%

2.9.5 Glutamato de sodio

El glutamato de sodio se obtiene a partir de acido glutamico que €s uno de los aminoacidos no
escnciales, presentes en todas las proteinas compucstas

Este acido, igualmente llamado acido 2-aminopentadioico, ¢con un peso molecular de 147, al

feaccionar con sosa caustica produce glutamato de sodio que tiene un peso molecular de 169
El glutamato de sodio sc¢ presenta en forma de pequeios cristales blancos conteniendo una
molécula de agua

La sal de sodio del acido L-glutamico es la que ucene la capacidad de acentuar ¢l sabor En la
actualidad el proceso principal para su obtencion es por via fermentativa Otros procesos son
el de hidrolisis. que se utilizo para la produccion a partir del gluten de trigo o maiz, considerado
obsoleto hoy en dia y ¢l proceso de sintesis quimica basado en ¢l acrilonitrilo

Hay poca informacion disponible en cuanto a los procesos mencionados ya quec éstos sc
encucntran protegidos por patentes

El Dr. S Kinoshita fuc quien desarrollo cf proceso para obtener glutamato de sodio a partir de
ta melaza por via fermentativa, para lo cual inoculo ¢l Micrococcus glutamicus en un medio que
ademas de la glucosa de la melaza contenia amonio o urea Actualmente, Japon es el pais con

mayor conocimiento y tecnologia en relacion a este denvado producido a partir de 1a melaza de
cafa de azucar. ')
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Usos

Otros usos sc dan en la i ia fas
preparaciones de “permanentes” y otros

rios, como agcente fijador en

La proporcidon de sus usos depende de las costumbres locales, por cjemplo, en Estados Unidos
es Ia siguientc: sopas 20%, alimentos procesados 22%, venta a 1os consumidores 12%, mezclas
dc especies 16%, diversos usos institucionales 22%

. alimentacion animal 2%, y otfos usos
6% 1n»

2.9.6 Acido citrico

El acido citrico es uno dc los acidos que mas se utilizan en ¢l mundo un acido dibasico y ello

permite la formacion de sales neutras, una de tipo monoaicalina y dos sales diferentes dialcalinas
También forma salcs complejas solubles con varios iones metalicos

Es un producto que abunda en ¢l reino vegetal, especialmente en los productos citricos (limon,
toronja, naranja) y, en cl jugo de limdn, se encuentra a una concentracion de alrededor de 7

En general, se considera que la materia prama debe ser 1a melaza de remolacha, como se utiliza
en Europa y en los Estados Unidos y solamente en la India se esta empleando la melaza de la
cafa de azucar para la obtencion de acido citnco  En los paises miembios de GEPLAC
utiliza el ariicar como matersia prima. %!

Usos

El acido citrico y/o sus sales se utilizan mayormente en la industria alimenticia y bebidas (60°%),
productos farmaccuticos (12%), limpicza y agua fuene en metales (6%5), tel
cosméticos (3 , polvo de lavado (12%) y otros (2°%)

o de textiles (5%e).

En Estados Unidos ¢l uso se aplica en ¢l siguiente porcentaje bebidas 43
detergentes 25%

s, alimentos 22
. productos farmacéuticos y cosmeticas 5% y usos industnales miscelaneos 5%

En la industria alimenticia se le da un uso como  acidulante, emulsificante, acentuador de sabor y
como estabilizador de aceites y grasas En la preparacion de bebidas, con y sin gas, helados y
productos de pasieleria muy apreciados También se utilizan en la industna farmaccutica con
diversos fines y sus sales de sodio, potasio y hierto ticnen amplia aplicacion

2.9.7 Goma xantana

La goma xantana cs un derivado de la agroindustria arucarera La goma es un heteropolisacarido
constituido por unidades monomericas que contienen glucosa, Manosa y acido glucuronico en
relaciones moleculares 2 B 22, respectivamente Es un producto de muy alto peso molccular,

aproximadamente dos millones, con dispersion de los pesos moleculares © incluye en su malécula
sustituyentes de acetilo y acido piruvico

Lo anterior contribuye a otorgarle caracteristicas  reologicas  especiales, tales como la
capacidad viscosificante ¢en forma sinergética vy estabilidad cn sus soluciones Al ser una goma
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se puede disolver y dispersar facilmente en agua formando geles, ] y P
viscosas.

La goma xantana sc obticne por un proceso biotecnologico con la accion de microorganismos en

sustratos que contiencn sacarosa (melaza o aniicar) Sc ha determinado que es aconscjable el uso

de soluciones azucaradas, en parte por su pureza y porquc la concentracion se puede controlar

de mancra uniforme.!'?

Como microor i se lea Xarrh campesiris presente en cultivos de coliflor y col,

donde ataca ﬁlopllolbgnumcmc a cstas legumbres El microorganismo, por medio dc las
écni de 1a bi Bia, se orienta biologicamente a sintetizar Ia goma xantana con las

caracteristicas reolégicas que se requicren en el mercado.

Estas caracteristicas reoldgicas se deben a la estructura ramificada de su molécula y su clevado
peso molecular. La viscosidad aparente a en forma exp ial con la co aciéon de
las soluciones o dispersiones de goma xantana, dando viscosidades mas altas que los alginatos,
dextrosas y CMC. Tienc ademis otra caracteristicas rcologicas, tal como el punto de
"cedencia”, por cl cual las soluciones de xantana requieren un esfuerzo inicial diferente de cero

para que pueda fluir. Por estas propicdades la goma xantana, en ia de defor ion, sc
puedcn considerar como un solido Este punto depende del porcentaje de la goma en las
1 F_nn prop dad no la ticne otros hidrocoloides en solucién, lo cual le proporciona

pos de ap ion especial

Otra propicdad reoldgica importante es la psecudoplasticidad, por la cual disminuye la viscosidad
cuando hay un aumento de la deformacion del luido, es decir que se produce un adelgazamiento
de las soluciones por accion de la agitacion

La goma xantana pucdec producirse cn grado técnico y en grado alimenticio, dependiendo del
nivel que se alcance en el proceso

Usos
Los usos de la goma xantana estin oricntados a la alimentacion y en usos industriales, en este

caso | la IPIICICIOI’\ pnnc:pal esta orientada a los fluidos de pcrforacnon de pozos petroleros, en su
ter ony i o, incluyendo los aspectos de recuperacion secundaria

La unlluclén en ll lg,romdustnn csta enfocada a la prcpanmon de soluciones de fentilizantes,
1 herbi 1 s quc se apli por aspersion. Se ha empezado a utilizar en

otras ind; ias como la far
otras.

ceramica, pinturas, textil, imprentas y explosivos entre

Su mayor uso esta en la alimentacién, pucs la goma xantana permite otorgar varias
caracteristicas que son necesarias en la preparacién de ciertos alimentos.
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También sc uliliza en la obtencion dec alimentos presecados dc preparacion instantanca, ¢n
rellenos de pasteleria, para optimizar el procesamienio de pastas y masas de panaderia, cn la
fabricacién de jugos de fruta, en la manufactura de helndos a los cuales les controla la sinéresis
(control det gel para cvitar la exudacion de la superficic)

La Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) de Estados Unidos y organismos de la
CEE y Canada 1a han sometido a ngurusos ensayos, habiendo sido aprobada para alimentacion

humana '™

2.9.8 Dextrana

2.9.8.1 Antecedentes

Los polisacaridos microbianos pueden ser burdamente divididos dentro de dos grupos,
homopolisacaridos y heteropolisaciridos LLos homopolisacaridos incluyen aquellos polimeros
producidos de sacarosa por una variedad de bacterias. los muembros mejor conocidos de este
grupo son las dextranas

El término dextrana fue acuiado por Scheibleren en 1874 al encontrar que la causa dec que
espesara el jugo de cafa de azucar cra la presencia de un carbohidrato con formula empinca
(CeH,;005)x ¥ con una rotacion optica positiva Ya en 1861 Pasteur habia mostrado que cestas
masas mucilaginosas tenian un origen microbiano ¥ Van Ticghemn denomino a la bactena que
las causa Jeuconostoc mescnterord aunque tambien feuconostoc dextrarmcum. famiba
Streptococcea y familia Lactobacteriaceae son capaces de producislas S

“Dextranas’™ es entonces un nombre colectiva para un ampho tipo de polisacandos bacterianos
extracelulares compuestos de la unidad monomenca alfa{l-6), pnncipalmente Existe una gran
cantidad de dextranas con estructuras variables, desde las lincales hasta las altamente
ramiticadas y sc¢ obticnen de una gran vancdad de microorganismos mediante  sintesis
enzimatica La cnzima es una glucosiltranferasa denominada dextransacarasa y que €s
producida por Leuconostoc meseniterotdes, 1. dextramcum, Strepiococcus mutuans, Stro Sanglis
y otras bacterias facticas Todas las especies ticnen una caractenstica en comun la sacarosa es
¢l Bnico carbohidrato apropiado para la produccion del polisacarido 31!

Las propiedades del polisacarido y la estructura final obtenida estan estrechamente relacionadas
a la cepa particular del que es producido

Los trabajos mas recientes se han llevado a cabo sobre la dextrana producida por Lewncosioc
mesemeroides, en especial ta cepa NRRL BS5SI2F 1a cepa produce una dextrana con
estructura lincal que conticne 95%6 de enlaces alfa(1-6) y solamente un 5% de ramificaciones en
alfa(1-3). y es la cepa utilizada industrialmente en los Estados Unidos de America y en Europa
Occidental para la produccion del polisacarido (Fig 2 6) 1*'**}




Fignra 2.6 ESTRUCTURA DE DEXTRANA DE Leuconostoe mesenleroides B-512F!




2.9.8.2 Sintesis

La sintcsis de dextrana en 1a naturaleza y en la industria se llcva a cabo por la accion de una
glucosil transferasa: la dexiransacarasa que cataliza la reaccion de transferencia de unidades

glucosil a parntir de sacarosa, formando un polimero de giucosa y la fructosa como
subproducto 1

El proceso tiene lugar cn dos partes eon la primera 1a célula bacteriana se divide arrojando la
dextransacarasa al medio de cultivo En la segunda parte, la polimenzacion enzimatica de
uniones de glucosa a dextrana tienen lugar gradualmente, micntras la dextrana es formada el

medio se cspesa hasta formar una masa viscosa Cuando la viscosidad uene su valor mas alto,
se sup que el rendimi

o maximo es obtenido la dextrana es precipitada con metanol,
etanol o acectona El precipitado blanco gomoso es postenormente secado y pulverizado para
dar un hidrocoloide de color blanco a ligeramente amaniento ¥

La sintesis del polisacando adquicre relevancaia en la industnia azucarera donde cs sintetizado en
forma no controlada por MICrootgamsmos presentes en ¢l guarapo. causando una senc de
dificultades

2.9.8.3 Propiedades

La dextrana es un polisacarido natural soluble en apua fria o caliente dando soluciones claras y
viscosas Son insaboras, quimicamente incstes y

compatibles normalmente con muchos
ingredientes usados en alimentos

Tiene caracteristicas tipicas de un hidrocolode, tales como propredades emulsificantes y

estabilizantes en sistemas de aceite agua, os tambien conocido por sus cualidades humectantes ¢
imparte atnbutos de cucrpo a los alinentos hquidos

Las estructuras quimicas con bajo grado de ramuficacion propoicionan un alto grado de

estabilidad a la despolimerizacion hidrolitica, ta cual la hace utihizable como extendedor de
plasma sanguinco sintético

Fisiologicamente, la dextrana cuando es ingerida os hidrolizady lenmamente a carbohidratos
absorbibles que son utilizados  Esto fue mostrado en pruchas de alimentacion en animales de
taboratorio

Se ha observado gue existe colapso intestinal de 1a dextrana lo cual no solo es atnibuible a la
‘e . A . . Iy

accion microbiana sino a enzima(s) presente(s) on la mucosa intestinal %

Baker reportd que prucbas biologicas demostraron que cuando una dextrana que contiene una

alta proporcion de cnlaces alfa(1-6) ¢s incluida en una dicta narmal sobte un regunen regular la
ganacia cn peso cs inhibida '



Cuando la dextrana es ible y asimilada sin efc desfavorables en ¢l sistema humano
parece ser que ¢l enlace alfa(1-6) es resistente al ataque por bacterias y a enzimas presentes en
¢l tracto gastrointestinal FEsto sugeriria su uso cn comidas bajas en calorias o en dictas de
reduccion de peso %!

2.9.8.4 Aplicaciones

Productaos horneados

Se ha mostrado que la incorporacion de pequeias cantidades de dextrana en masa para claborar
pan, praodujeron panes que fucron mas suaves y tuvicron un mayor volumen que los panes
ordinarios hechos de masa sin dextrana Las dextranas preferidas fueron las provenientes de
Leuconostoc mesenicrondes con un peso molecular en ¢l intervalo de 20,000,000-40,000,000
(=)

de daltones
Bebidas

Sc ha usado dextrana para remplazar del 10 al 20%% de la malta de a produccion de la cerveza
pilsener L.as corverzas tuvicron un buen sabor y estabilidad en la espuma y tuvicron ¢l mismo
color que la cerveza pura de malta

El derivado de carboximeul dextrana es un efectivo estabilizante de espuma cuando es
agregado a la cerveza o a otras bebidas de malta fermentadas a concentraciones de cerca de

Las dextranas han sido usadas como estabilizadores para bebidas de leche con chocolate ¢
incluso se encontro efectividad cn la estabshzacion de betudas suases v extracto de sabor L)
uso de dextrana es util en la produccion de jarabes de arzucar no cnistalizable, donde la
estabilidad y viscosmidad fueron caractenisticas smportantes Tambuen se ha sugendo el uso de
dextranas como agentes de cuerpo en bebidas bajas en calornas y en bebidas libres de azucar %0

Confiteria

Las dextranas son consideradas como un constituyente descable para uso on golosnas en las
cuales hay como ingrediente azucar Su valor esta en la capacidad para prevenur la cristalizacion
mgcjorar la retencion de humedad, mejorar el cucrpo y mantener el sabor y la apanencia Su uso

es efectivo en dulces, jaleas y frutas enlatadas ™

Cubiertas de proteccion

L.as dextranas han sido cmpleadas para conservar una larga vaniedad de ahimentos por medio de
la prevencion del secado de los alimentos durante el almacenamiento ¥ protegicndolos contra
efectos de detenoro por la expaosicion al aire

Se han usado en solucion acuosa para la dispersion de dextrana nativa o lidrolizada para
preservar camaronces y otros productos Sinularmente, otros alimentos tales como carnes, fruta
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scca y quesos pucden ser recubiertas con una capa de dextrana, 1a cual protege al alimento de
d. 1 icnto ¢ incluso permite al producta ventilar los gases 27

en

Médicas

Las dextranas han sido propuestas para usarse cn un gran numero de aplicaciones médicas ¢
industriales pero el mas grande uso ha sido en medicina, donde las dextranas parcialmente
hidrolizad han sido i usadas como extendedores de plasma sanguineo en el
tratamiento de shock Para esta aplicacion se requieren dextranas con un peso molecular en ¢l
intervalo de 10 mil a 50 mil daltones '**!

Usos diversos

También sc han probado las dextranas como un acondicionador en gomas de mascar as1 como
un estabilizante en productos helados Pueden ser usadas incluso en ta manufactura de cremas
sintéticas v productos congelados En general, las dextranas pucden remplazar por completo o

200
cn partc a algunas gomas talcs como ta goma aratuga, carays e

tragacanto o alginatos

Tambien sc han propuesto 1os siguientes usos

a) Recuperacion secundaria de petroleo #!

b) Desfloculantes en productos papeleros
©) Proceso de chapada de metales U7 !
Las dextranas de alto peso molecular podrian ser anbipenicas v causar efectos sccundanos en
algunos sujetos, por 1o que la tendenaa actual ha resultado en la comercializacion de la
dextrana 70 (PN 70,000) y dextrana 40 {PM 30,000) V'

2.9.8.5 Dextranas cn a industria azucarcra

La presencia de Louconostoe moesenterowdes v otras bacter

as del gencro como flora normal de
la cada de azucar es ahora gencralmente aceptado como el factor mas importanic que
contnibuye al detenoro post-cosecha de ta ¢ana de azucar La flora mucrobiana es muy ampha y
no puede adjudicarse a un nmucroorgamsmo particular la formacion de cstas gomas  Los
microorganismos presentes en la cafia cortada provienen del suclo y de los desechos de plantas
en descomposicion, ¥ 1a poblacion se ve influenciada por la temperatura, ta humedad v la
temporada Las bacterias comunmente encontradas en hojas v tallas pertenecen a las especies
Fluvobacterium,  Lactobacillus,  Xantomonas,  Frierobacter,

Pscudomonas,  Frwrina,
Leuconostoc, Bacillus y Cormnebacterium

La forma mas comun de cosechar 1a cadda en nuestro pais consiste en prender fuego al campo,

practica que aumenta la temperatura del tallo entre S5 y B5°C La quema de los cajaverales no
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afecta grandemente a los microorgantsmos pues una gran vancdad de cllos sc¢ encucntian
N N i .
viables minutos después del quemado '™

Por lo genetal lcuconostoc mesenterowdes 'y otras bacterias del gencro, ademas de causar
pérdidas significativas de sacarosa y acidificar la cafa o remolacha con acidos organicos, son
capaces de convertir la sacarosa en dextranas que pueden scriamente afectar ta efi
cual la cafia o remolacha deteriorada podria ser procesada
dextranas tiencn sobre la economia del

cncia con la
L.os efectos adversos que las
procesamicento  del arucar, provienen de una
combinacion de vanos factores que, juntos, sirven para disminuir la capacidad de la fabrica y
refineria Las dextranas insolubles por ejemplo contribuyen a tapar los filtros, tuberias, tamices
vy tangues y pucden interferir setiamente con la remocion de la matena suspendida en la etapa
de clanficacion de la manufactura det azucar  sin refinar Estas gomas 1ambien promucven la
formacion de costras que resultan on pérdidas de calor en los evaporadores del jugo de cana

Las viscosidades de 1os jugos de sacarosa cruda, Jarabes y Umassecuttes” (mezela de enstates y
licor madre de los jarabes concentrados) son incrementadas por la presencia de dextranas
solubles y tienen efectas indescables en los procesos de fittraaion, clanficacion, evaporacion y
refinacion Tambien ha sido demaostrado que las dextranas solubiles retardan bs vetoadad de
cnstalizacion de la sacarosa v tambien atectan la forma det cnstal Los enstales noemales de
sacarosa son monochnicos v hgeramente elongados a to largo de sus gjes b
cnstales desarrollados en ptesencia de dexira

mecanismo de clongacion de los ¢jes ¢,

. micntras que los
estan clongados 4 To larpo de sus cjes ¢ El
ey incieno, sin embargo se ha supendo que esto es
causado por 1a adsorcion temporal de moleculas del polisacarntdo dentro de las caras de
crecimiento det cnistal El efecto parece ser fasorecido por ehincremonto en la temperatura v el
peso molecular o concentracion de la dextrana "

La formacion de cristales en forma de aguja es particularmente indescable porque causan que la
calidad de la refinacion del azucar se vea disnunuida y baa la eficiencaia con la cual la parnte
cristalina de os jarabes es separada de los cnstales de sacatoss en Tas maguinas contnitugas

Un efecto imponante de o

s destranas en el procesamiento del azucar es que cllas interfieren
con los métodos polanimetncos usados ¢n el control de la pureza de fs sacarosa Las dextranas
son altamente dexirorrotatonas y, a menos que sean removidas antes de la determinacion,
causan que la pureza de las mucestias se vea sobreestimada, por incrementar la fectura
polarimétnca Esto implica que al pretender medir sacarosa se mida tambien Ia dextrana y debe
pagarse mas por un producto con menos contenido real de sacarvss a los productores de cafa
Desde el punto de vista comercial no hay medios enteramente satisfactotios para prevenir la
sintesis micfobiana de dextranas en cafda o remolacha dafada, m la elimimacion completa de
dextranas de jugos crudos de caia deteriorados

Actualmente la forma mas cfectiva  de prevenii 1a formacion v una excesiva propaicion de
dextrana cn caia de azucar ¢s mimimizar ¢l sempo o espera entre ¢l corte v ¢l procesanuento de
la cafa Alguna disminucion de miveles de dextrana en jugos crudos de cana es aparenteinente

alcanzada en la ctapa de clanificacion de la manufactura del aszucar en la cual se adiciona oxido
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de calcio o algin otro agentc precipitante; ahora sc han hecho consideraciones de la posibilidad

de tratar los jugos crudos con pPreparaciones enzimaticas degradadoras de dextranas 1328

Las dcxtranasas son cnzimas poco utilizadas en la industria pero tiene un potencial importante
Sus aplicacioncs son de tres tipos

1) hidroélisis de la placa dental para combatir la canes

2) hidrolisis controlada para la produccion de dextranas de hajo peso molecular para uso
AT )
clinico

3) hidrolisis de la dextrana contaminante en la industna azucarera como se meciond
- s
anteriormente 13 '

La existencia de dextranasas ha sido reportada en hongos, levaduras, bacterias, tejidos animales
¥y tejidos vegcetales Las endodextranasas son sccretadas por diversos hongos y unas cuantas
. . B
bacterias, las cxodextranasas s¢ encucntran predominantemente en tejpido de mamifesos 'Y
Dextranasas fungales

Las dextranasas fungales actian al azar sobre la molecula de dextrana produciendo isomaltosa
pincipalmente, y también isomaltotriosa y glucosa v pueden provenir de diferentes cepas de
microorganismos como son Pemcillium, Aspergillus, Verticdlnmm v Sprearia

Actualmente s¢ estan cxplorando otro tpo de especies como Paccielomyces ldacinus para
aplicaciones industriales Esta cepa no ha sido relacionada con la produccion de toxinas '

La comaminacion primordial cn ingenios azucareros s causada por [ cuconastoc mesernterordes
que produce una dextrana soluble conun 9525 de enlaces alfa (1-6) y que, por la longitud de su
cadena, produce fuertes incrementos en la viscosidad del jugo aun en bajas concentraciones

Paecilomyces lidacinus cs capaz de producin una dextranasa en torma cxtracclular  Este
microorganismo tiene la ventaja de no estar relacionado filogenceticamente con productores de
toxina como Permcilium. El pH opumo de la enzima es 54 y la fermentacion tiene bucnos
resultadosapli 70

La enzima mostro actividades optimas a pHl § 2. 65°C y no mostro inhibicion por producto o
por sustrato La presencia de un 12% de azacar fue evaluada, considerando 1a aplicacion de la

. R . s
enzima ¢n la industria azucarera y 1o s¢ encontraron diferencias significativas en actividad n=

3



Con base en lo aqui mencionado se llevari a cabo la deter

i &

i de la pr i
en micles incristalizables de un ingenio azucarero del estado de Veracruz, México
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CAPIiTULO 3

MATERIALES ¥ METODOLOGIA

Para los objeti pl dos en el prescntc trabajo de investigacion se siguio fa
metodologia propuesu enla Iltculur- y se planted una nucva metodologia para la extraccion ¢
identificacion de la dextrana obtenida

3.1 Origen de la muestra

La muestra de miel incristalizable provenia de un ingcnio ubicado cn el estado de Veracruz,
México. Para su caracterizacidn quimica. la metodologia usada fuce la siguiente

®  Determinacién de humedad Metodo destilacion por arrastre con toluenof *4?7

Determinacion de cenizas Mectodo de la AOAC! ™!

e Determinacion de proteina Metodo de Kjeldaht!' ™

e Determinacion de carbohidratos totales Mctodo del Fenol-Sulfarico'™'
e Decterminacion de azicares reductores Método DNSHY

Tambidn se hicieron estos analisis a las mucstras de miel extraida

El fundamento y procedimiento de estas metodologias son descritas en detalle en cl anexo B.

3.2 Metodologia general propucesta para cl estudio de fas dextranas

Debido a que en la literatura no se cucnta con la metodologia para la extraccion ¢ 1dentificacion
de la dextrana sc propuso la siguiente

e Extraccion de !a dextrana

e Decterminacion de carbohidratos totales v proteina de la muestra extraida
= Separacién y preparacion de la muestra

e Determinacion de carbohidratos totales y azucares reductores

e Hidrolisis enzimatica

e Separacion del polisacarido soluble e insoluble

e Blanqueo



e Determinacion de azacares reductores y carbohidratos totales

e Hidrolisis enzimatica de 1a muestra blanqueada
« Cuantificacion del etanol recuperable
El diagrama gencral de esta metodologia se muestra en la figura 3 1 A continuacion se describe

la metodologia propucsta para ¢! estudio de la dextrana

3.3 Extraccién de la dextrana

Se probaron cinco diferentes concentraciones de ctanol cn agua desulada y cuatro diferentes
diluciones dc miel incristalizable en agua destilada, dando veinte combinaciones para verificar la
cantidad de matcnal precipitado por decantacion Las concentraciones utilizadas fueron las

siguientes

Solucién dc etanol Miel incristalizable

Para la extraccion se trabajo a tempceratura ambiente (20°C)

Es importante hacer notar que durante la preparacion de las muestras de melaza, en la muestra
al 50 p/v se observo la precipitacion de unos sélidos los cuales tuvieron que ser separados
por filtracion Una veez extraidas las dextranas sc filtraron sobre papel filtro Whatman #1(125
mm de diametro del poro). previamente puesto a peso constante Despucs de hecha 1a filtracion
se secaron a 60°C (porque a csta temperatura no hay una alteracion en las dextranas)

Para una mcjor recuperacion del maternial precipitado se cmpleo la centnfugacion a 1,500 spm,
(20°C durante 10 min), con las muestras de miel incristalizable al $0%s v 70%0 v que sc observo

que la precipitacion con estas mucstras €ra mayor
3.3.1 Determinaciéon de carbohidratos totales y proteina de las mucsiras extraidas

Para podcr tener un criterio mas confiable en la cleccion de la mejor condicion de extraccion se
determino ¢l contenido de carbohidratos totales en el precipitado obtenido Para realizar este
analisis se utilizo la misma mctodologia usada para las micles incristalizables

Se determiné ¢l contenido de proteina empleandose para elio la misma metodologa usada para

las micles incristalizables

Las determinaciones se hicicron en todas las mucestras extraidas utilizando muestras de micl
incristalizables al S0 y 70 %6 p/v y soluciones alcoholicas al 50, 60, 80 v 90 5 viv
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3.4 Separacién y preparacién de la mucstra para realizar 1a hidrolisis enzimitica

3.4.1 Didlisis

Las muestras extraidas fueron dializadas (utilizando una membrana de poro de 3.4 kDaltones)
para climinar protcinas, carbohidratos de bajo peso molecular y color

sis fuc el siguiente

El procedimiento que sc sigui6 para realizar la dial
e Extraer a dextrana

« Disolveria en un volumen pequeto de agua destilada

» Preparar las membranas de dialisis de aproximad. 20 cm de longitud poniéndolas en
$00 mL dec agua destilada aproxi d: 30 min

® Hacer el amarre dec uno de los extremos con hilo grueso

» Llcnar aproximadamente a la mitad de su capacidad las membranas con la muestra disuelta

e Amarrar el extremo libre, dejando un pedazo de hilo de aproxi | 20 cm de lo
& Suspender en un volumen de agua de aproximadamente 20 L la membrana de dialisis

e IHacer un cambio de agua cada 1S minutos durante las primeras 4 h y, posteriormente, cada
hora

Cuando ya no se perciba ¢l olor dulce y cl color café en el agua, se pone la membrana en agua
destilada por 1 hora y posteriormentc sc corta la membrana ¢n uno de sus extremos y sc¢ vacia
el contenido a un matraz

La duracion de esta prucba s de 4 dias o hasta ¢l momento on que ¢l agua deje de salir obscura
y con ofor a dulce

3.4.2 Liofilizacién

La preparacion de la muestra para realizar la hidrolisis enzimatica consistio primero en hofilizar
(con un vacio de -1 Psi y una temperatura de operaciodn de -45°C) la muestra dializada para
climinar !a humedad

El procedimiento para liofilizar la muestra fue el siguiente

La preparacion dec la muestra dializada, consistié en congelar la muestra en matraces

kitasato utilizando un bafo de acciona-hielo seco para llegar a una temperatura de
aproximadamente -30 °C.



Al mismo tiempo sc prendio el sistema dc enfriami de la liofilizad
-15°C, momento en ¢l cual se prende el vacio.

a hasta que llego a

Cuando sc tlegd a -1 Psi de vacio se procedid a colocar las mucstras en la liofilizadora

El tiempo de liofilizacion varia dependiend
aproximadamente 24 h

de la cantidad de muestra. Para estc estudio fue de

3.4.3 Determinacién de carbohidratos totales y azicares reductores

A la muestra dializada y liofilizada se le determiné cl contenido de azmicares reductores
utilizando el método del DNS para comprobar si estos se habian eliminado durante la dialisis,
asimismo se determind la cantidad de carbohidratos totales

3.8 Metodologin para 1a identi

cacién de la dextrana
3.5.1 Hidrolisis enzimitica (precipitado obtenido. dializado y liofilizado)

Sc midid la actividad enzimatica de 1a dextranasa de Paccilomyces lidacinus usando 1a siguiente
metodologia:

e Dilucién de 1a enzima 1:200
Poner la enzima diluida en un recipicnte con hiclo

Poner 4 tubos de ensayo con 1 mL de dextrana al 2 5%« ¢n un baio de agua a 60°C, por §
minutos

e Adicionar 250 uL dc la enrzima

Agitar y tomar alicuotas de 100 ul. en los siguicntes tiempos® 0, 3, 6 y 9 minutos
Colocar el hidrolizado en tubas que conticnen 100 ul. de DNS

e Tapar y agitar

Poner los tubos por cinco minutos en un bado de agua hirviente

e Enfriar a tcmperatura ambiente

» Adicionar 1 ml de agua y agitar

e Leer la absorbancia a 530 nm



Para corroborar que ¢! 36lido obtenido tiene las caracteristicas de una dextrana nativa, sc
reahzb una h:drollsls ennmaxlu con una dextranasa obtenida de Pacclomyces hilacinus, en tas
peratura 60 *C, ptl 5.4 (solucion regutadora de acctatos), tiempo de
hidrélisis de O a 60 minutos (Fig 3 2) Ademis, sc realizé una hidrolisis simultanea de una
dextrana (obtenida industrialmente) de alto peso molecular bajo estas mismas condiciones

Posteriormente, para cuantificar la cantidad de dextrana presente en cl precipitado se determind
1a cantidad dc aziicares reductores utilizando el método de DNS

3.6 Scparacién del polisacirido soluble € insoluble

La muestra dializada y liofilizada sc disolvio en agua destilada y en repulador de acetatos (pH
5.4), encontrandose que después de media hora se observaba un precipitado en el fondo dei
matraz. Para realizar la separacion del polisacanido soluble ¢ insoluble se centrifugo a 15,000
rpm, a 20°C por 10 min

3.7 tdentificaciéon del polisacarido soluble

3.7.1 Blanqueo

Para efiminar ¢l color que presentaba 1a dextrana soluble se realizo un blanqueo con hipoclorito

de sodio al 6%%, postenior a csto. se realizo una dialisis y bofilizacion para climinar el hipoclonito
residual

3.7.2 Determinacién de carbohidratos totales

Para conocer de una manera indireeta el contenido de polisacarido en la muestra, se
determinaron los carbohidratos totales utilizando ¢l método ya mencionado

3.7.3 Hidrélisis enzimatica de 1a mucstra blanqueada

Se realizo una hidrolisis enzimatca con la muestra blanqueada bajo las condiciones  de
hidroblisis antes mencionadas

3.8 EQuipamiento usado

Aparato para la determuinacion de humedad en alimentos por destilacion dfrecta, marca PIREX
Equipo de digestion y destilacion (Mctodo Kjeldahl, Facultad de Quimiga)

Equipo de destitacion simple, marca PIREX .

Balanza analitica, marca OHAUS, seric No N3643.4, Canada

s




Figura 3.2 Diagrama de Lrabajo de la hadeolisis enzimatica
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Mufla marca SYBRON, modelo F-D1525M-1, empresa fabricante Thermolyne

Corporation, EEUUA.

Estufa marca MAPSA, modelo 1HHIDT-27, empresa fabricante MAPSA, México.

Centrifuga marca BECKMAN, modclo J2-MC, empresa fubricante BECKMAN, EEUUA.
Espectrofotometro marca PERKIN-ELMER, modclo C618-0337, PERKIN-ELLMER, EEUUA.

Membrana de didlisis marca SPECTRAPOR, tubos cstandares de dialisis 3.4 kilodaltones,
empresa fabricante SPECTRUM MEDICAL INDUSTRIES, EEUUA,

Liofilizadora marca FREEZE-DRYER, modelo RP2V. ecmpresa fabricante S.0.D, Argentina,

3.9 Anilisis estadistico

El andlisis estadistico (en este caso la media aritmética y andlisis de regresion ) son solamente
un instrumento de ayuda cn ] anilisis ¢ interpretacion de los datos

3.9.1 La mecdin aritmética

La miedia de la muestra se define como ¢l promedio aritmético de todos los valores de la
muestra es?

Ko (M +ene +Xp)in =

"

X X\n = ENXn

flart

donde n ¢s ¢ numero de observaciones en ta muestra.

La media aritmética estd afectada por cada clemento de la mucstra y principalmente por los
valores extremos. Dos propicdades interesantes de 1a media aritmética son: 1) la suma de las
desviaciones a partir de la media aritmética es cero y 2) la suma de los cuadrados de las

desviaciones a partir de la media aritmética es menor que la suma de los cuadrados de las
desviaciones a partir de cualquicer otro valor.

Las ventajas de la media aritmética son: 1) ¢s ¢l promedio mas comunmente empleado, 2)es
facil de calcular, 3) sc entiende ficilmente, 4) se presta a matpulaciones algebraicas, '

3.9.2 Anslisis de regresion

Cuando poscemos informacion acerca de dos 0 mads variables relacionadas es natural buscar un
modo dec expresar Ia forma de las reluciones funcionaies. Ademas os descable conocer 1a
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de la relacién. Esto es, no sc busca ani una funcid Atica que diga de

qué manera cstan relacionadas las variables, sino que se quicre saber también con qué precisién
se puede predecis ¢! valor de una variable si se conocen los valores de las variables asociadas.
Las técnicas uullndls para logrlr estos dos objetivos se conocen como métodos de regresidon y
étod ! d de regresion se usa para determinar la “mejor” relacién

de corr ' Los
funcional entre las variables.

El pr dimi cstadisti para ar ia linea recta de “mejor l)usle & un conjunto de
purtos €3 en cicerto modo, una formalizacion del pr di do al hacer un ajuste

visial de una recta.*”!

E! programa usado en este trabajo fuc el andlisis de regresion lineal de 1a computadora personal
Scientific Library 116, FX-850P, manual del propietario (Casio, 1992).
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CAPIiTULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de la caracterizacion quimica de las micles del ingenio en estudio, asi
como de esas micles una ves extraidas las dextranas, muestran que la extraccion. en cfecto,
elimina una gran proporcion de cenizas, proteinas y, naturalmente, los carbohidratos totales, que
forman parte del solido precipitado (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Anadlisis quimico de las mieles incristalizables
(¢n pardéntesis, cn base scea)

Determinacion Antes de la extraccidn " Después de In
- - extraccién
2o Humedad 2246 70.58
%o Cenizas 881 (11.361%) 1.95 (6.6281)
26 Proteina 3.07 (3.9592) 0.30 (1.0197)
%o Carbohidratos 0O5.59 (84.38K0) 2695 (9]1.60434)
Totwal 9993 (99.9060) Q978 (99.2522)

Se realizaron las extracciones por precipitacion ¢on diterentes proporciones de melaza en agua
destilada (20. 30. 30 ¥y 70% cn peso de melaza por volumen de agua) » para cada muestra de
melaza acuosa se probo la precipitacion de solidos con soluciones alcoholicas al 20, 40, 60, 80
¥ 90% en volumen, obteniéndose ¢l mayor porcentaje de precipitado para las muestras de
melaza enaguaal S0y 70% (Fig. 3.1,

Posteriormente. con cestas dos muestras se volvio a realizar la extraceion utilizando la
centrifugacion como mdétodo de separacion empleando las soluciones alcoholicas (30, 50, 60, 80
y 90 26 v/v) (Fig. 4.2).




Figura 4.1 Condiciones de extraceion de dextrana
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Figura 1.2 Condiciones de extracceion de dextranas
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L.os precipitados obtenidos en esta altima extraccién se cuantificaron, se les determing el
contenido de carbohidratos totales (ya que este resuliado permitio conocer con un gran margen
de scguridad quec ¢l precipitado con mayor contenido de carbohidratos totales era el que
contenia la mayor cantidad de dextranas debido a que éstas son un polisaciarido de unidades de
glucosa). el porcentaje de proteina expresado en p Jde carbohidratos totales v de proteina por
cada 100g de micl incristalizable (Tabla 4.2),

Tabla 4.2 Condiciones de extraccion

~ Condicioncs - %o de precipitado % de carbohidratos % de proteing
i N ‘ wtates . : S

melaza $0%% solucion no se¢ obserna no se Vohscr\'u no se nt?sr:r\u
alcoholica 3044 precipitado precipitado precipitado

meclaza 30%6 solucion 10.3909 34 2460 413
alcoholica 50°0

melaza 30%56 solucion 45171 47,0200 7
alcoholica 60%s

melaza 30° 6 solucion 200733 54,8311 1.9
alcoholica 80%o

melaza 3076 solucion 14 8252 34 T2RS 399
alcohdlica 90°%

melaza 70%0 solucion precipitacion precaipitacion preaipitacion
alcoholica 0% incipiente incipicnte incipicnte

melaza 7076 soluction 1.3679 33,4771 3.36
alcohidlica 307,

muelaza 70%0 solucton 11,4340 48 2018 5.24
alcohiolica 60w

melaza 70%6 solucion 12,3381 43,0084 371
alcoholica 80%%a

melaza 70”6 solucion 12,0301 481790 6.02
alcoholica B,

Estos datos permitieron corroborar que, durante la extraccion. tambidén se precipitan proteinas y
cenizas ¥y que ol porcentaje Jde carbohidratos en las muestras varia del 439 al 48%6 para la
muestra de melaza acuosa al 7024 v del 32% al 5395 para la melaza acuosa al 30% (Fig. 4.3).



Figura 4.3 Condiciones de oextracceion de dextranas
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Pam realizars la h nsl is cn?jmmicu de las dextranas obtcnidas cn este trabajo, sc procedio a
purificar cl ¢ btenido con lara al 50% y solucion alcohdlica al 80% (ya quc con
clla se oblu\o cl mayor porcentaje de precipitado y de carbohidratos, presuponicndoe con cllo
que tiene un contenido mayor de polisucaridos). Sc realizaron las didlisis v liotilizacion de la
muestra y, posteriormente, s cuantificd la cantidad de carbohidratos totales y azticarcs

1 s. comprobind. que estos ultimos se habian climinado d ta dialisis (0% de
amicares reductores). También se determing de mancra indirecta, ¢l contenido de carbohidratos
totales, que fue del 49.4575°% expresado como g de carbohidratos totales por 100g de

precipitado.

Los resultados de las hidrolisis realizadas simultincamente en la dextrana extraida y en una
dextruna comercial de alto peso molecular, muestran que ¢ grado de hidrélisis es diterente para
cada muestra indicando que sc trata de dos muestras de dextranas con propicdades no
comparables por este método (Fig. 4.4).
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Durante la hidrélisis sc obscrvé a los 30 minutos Ia prescncia de un precipitado el cual fue
separado de 1a dextrana soluble usando centrifugacion. Las fracciones soluble e insoluble fucron
dializadas, liofilizadas y cuantificadas encontrindose 1.8339g de palisacirido insoluble lo que
representa el 0.18324 expresado como g por 100 de miel incristalizable (muestra original) con
un contenido dc carbohidrutos totales de 30.07529% y 2.603Rg dec dextrana soluble lo que
representa el (L.5365% cxpresado en g por 100g de micl incristalizable (muestra original)
teniendo un contenido de carbohidratos de 91.8235%%

La dextrana soluble la cual presentd un color caté, fue blunqueada con hipoclorito de sodio al
6%, despuds de lo cual fue dializada y liofilizada para climinar el hipoclorito residual,
obtenidndose 1.5206g de muestra blanqueada lo que representa ¢! 0.4575% de fa muestra de
micl incristalizable original ¥ con un contenido de carbohidritos totales del 90.256%.

Se realizd una hidroli enzimdtica con  la dextruna blangucada observiandose quc es
hidrolizada por la dextranasa de Paccilomyces lilacinas 1o que confirma que sc trata de dextrana
(Fig. 4.5).

Ficura 1.0 Hidrolisis enzinatica de 1o dextran
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El ctanol se recuperd por destilacidon. Fue del 56.3125%, expresado como mL por 100 mL de
etanol puro (Tabla 4.3).

L.os resultados presentados cn las tablas y las figuras son ¢! promedio de as determinaciones
realizadas; el resultado de cada una de ellas se muestra en el anexo C.

Tabla 4.3 Etanol recuperado

.7 Muestra mwil de etanol %5 etauol promedio
: rcs‘idt_r.xl.mL recuperado ' recuperado o L
154 33.3 55,72‘)2- 36.3125
153 53.0 56.2500
154 54.2 363583
154 54.7 56,9792
153 539 56.1458

Dado que las dextranas son un polisacdrido de pluco al ser extraidas Jde las melazas, el

contenido de carbohidratos totales de 1a misma disminuye

Dcbido a la alta viscosidad que presentan las mieles incristalizables. los sélidos permanecen en
suspension v son arrastrados durante la separacion con el precipitado de interés.Sin embargo.
en las muestras de miel con dilucion al 20%5 donde se observo una buena separacion de estos
solidos.

La cantidad de precipitado obtenido presenta una relacion proporcional a la cantidad de miet
incristalizable acuosa utilizada » a la cantidad de solucion alcoholica:

0.0561g a2.1570¢g con melaza acuosa al 13%,

0.9099g a 3.1417g con melaza acuosa al 30%

3.4575¢ a 7.8048¢ con melaza acuosa al 50%

y de 2.8376¢ a 3.7865¢g con melaza acuosa al 70%e.

Reportados como gramos por cada 100 g de miel ineristalizable.

En la realizacién de la hidrolisis simultdnea de 1a muestra ¥ una dextrana industrial de alto peso
molecular, se observé que para la misma cantidad de enzima adicionada hay diferencias en el
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to parcce indicar que sc truta dc

grado de hidréli de la enzima con ambas mucstras.

dextranas diferentes,

Las d pr en las 1 son producidas por diferentes microorganismos y tiencn
caracteristicas diferentes. En el caso de la dextrana de alto peso molecular usada en este trabajo.
ia cual proviene de un microorganismo en particular (Leuconostoc mesenteroides), al parccer se
tienen caracterfsticas diferentes a las de las dextranas exraidas de la miel, por 1o que no puede

hucerse una comparscién efectiva.

E! blanqueo permite obtener una dextrana soluble con un color ¢rema y con caracteristicas
fisicas, como apariencia y textura, similares a las de las dextranas comerciales.

s0




CAPITULO S

CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De cste trabajo experimental pucde concluirse Jo siguiente:

N

I.as condiciones miis adecuadas para la separacion de polimeros de alto peso maolecular
(dextranas) son  utilizando muestras de micl incristalizable diluida en agua destilada al 50%a;
con una solucion alcohdlica al 80%% » usando centrifugacion como métado de separacion, ya
que se encontré que los porcentaje de precipitacion (20.0753g por 100g de  iel
incristalizable) ¥ carbohidratos totales (54.8411g por 100g de precipitado) fueron los mas

aftos.
lifucinus empleando 10 unidades

obtenida del hongo  Paccilomyces
por extraccion de micles

f.a dextranasa
la mucstra de dextrana  obtenida

enzimaticas si hidroliza
incristalizables.

Sc encontro en las melazas un 0.183%%a de un polisacarido insoluble ¥ un 0.54 %4 de dextrana
soluble.
Il polisacarido soluble blanqueado con hipaclorito al 626 es lhudrolizado por fa destranasa de

n de 30ul. de envima (60 min.) sc hidroliza ©] 6.6322
to indica que con la

Paecilomyces lilacinus. Con la adici
2% ¥y con 250ui. de enzima (60 min.) sc¢ hidroliza e} 17.1765%.1
metodologia propuesta en este trabajo se pusde realizar la extraccion, cuantificacion ¢
identificacion de las dextranas presentes en Jas micles incristalizables en estudio.

5.El alcohol empleado en la extraccion de la dextrana pucede ser recuperado por re-destilacion

de los residuos con eficiencias de casi 60%a.

st




5.2 Recomendaciones

Sin embargo, con base cn cstos experi 5, SC

Ca fos experi probando ya las dextranas aisladas cn usos especificos del drca
alimentaria y. tomando dextranas comerciales como control, verificar su eficiencin.

ti ! i dcni i de factibilidad para definir la bondad del

f una cv
2. R
proyecto, incluyendo la recuperacion del etanol.

3. Coun base en ¢l analisis quimico realizado on esie proyecto se recomienda hacer estudios para
saber Jos usos posibles de la mclaza tratada ya sin dextranas, especialmente para la
produccion de levadura comercial y otros productos biotecnologicos de alwa calidad

4. Para conocer con exactitud la puresa del etanol recuperado es recomendable que se realice un
estudio analitico, utilizando el C1LAR o HPLC o el cromatografo de gases, a fin de aumentar

la rentabilidad del proceso.
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ANEXO A

Tabla A.1 COMPOSICION PROMEDIO DE MIELES INCRISTALIZABLES DE
CANA DE AZUCAR.P11223334)

Poncnts Ty

ESAGITRES

Sacarosa

Otros carbohidratos

Gomas solubles, xilosa, arabinosa ctc 0.72
Almidon 0 20
Inositol 018
Fitina 1.50
D-manitol 180
Acido urénico 0.60
Metoxil

Cenizas (Carbonatadas)

Promedio indicativo
expresado cn %
en melazas

Intervalo de

de
ccnizas

Bases K.O 4.80 30-50
CaOo 1.20 7-15
MgO 0 98 214
Na;O o.10 03-09
Fe:03 / ALLO, 012 043-25

Acidos SO, 1.80 7-27
Cl 180 12-20
P05 060 1-10

0.60 1-7

Acidos nitrogenados

Intervalo de %% en melazas

Proteina cruda 2.5-45
Aminoacidos 0305

24 acidos presentes de los cuales mg por g de melazas
Alanina 0 20-0.20
g-aminobutirico 0 60-0.80

Acido aspartico 0 90-1.65

Acido glutamico 1.02-1.04

Glicina 0.06-0.07

Leucina 0 03-0 05

Lisina 0.05-0.07
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Continuacién, Anexo A. (Composicion de...)

s nitrogenados...cont

Treonina
Valina

Intervalo de % en melazas...cont
0.39-080
0 30-0.90
011-020

Acides mo mitrogemados
Aconitrico

Citrico

Milico

Mesacdnico

Succinico

Intervalo en %o en melazas
1-6

Estereles, ceras
1-Tricontanol
Fitosterol
Stigmasterol

Pigmentes
Clorofila
Taninos
Antocianinas

(H)

BJ)
Acido folico (complcjo B)
Niacina (complcjo B)
Acido p éni ( lejo B)
Riboflavina (B2)
Piridoxina (B,)
Tiamina (B;)

mg por g de melazas
1-3

880

03-04

17-30

20-60

2.3

1-7

0.6-1.0
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ANEXO B

METODOLOGIA EMPLEADA EN LA CARACTERIZACION DE LAS MIELES
INCRISTALIZABLES

Deterniinacién de humedad
Métodos de destilacién directa (Destilacion por arrastre con tolueno)

Es mdlspcnmble conocer la humedad dc la muestra, para darle un valor teal a la cantidad de sus
en hos casos, ¢l dato de h dad estd rel. do con la edad y/o

el estado de conservacion de 1a muestra.

Los métodos de destilacion directa para la determinacién de humedad implican la destilacion a
reflujo de los alimentos con un liquido inmiscible con el agua, menos densa que clla y
normalmente con un punto de cbullicion mas elevado, pos ejemplo tolueno (p ¢b, 110°C) o
xileno (p. eb., 140°C) E! apurato (Fig 1) se discia de mancra que el agua y cl liquido
inmiscible se volatiticen el matraz C, se condensen en A y caigan al colector B

Figura 1. APARATO PARA LA DETERMINACION DE HUMEDAD EN ALIMENTOS
POR DESTILACION DIRECTAY

El liquido organico se mczcla en B con ¢! mismo liquido v ¢l exceso refluve y vuelve a C.

El agua, mas densa, cac 2 la parte infeiior del tube graduado B donde se mide su volumen. Los

solidos deben pulverizarse finamente.
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Precedimiente

En primer lugar, se limpia cuidadosamente el aparato con mezcla cromica, se enjuaga y s¢ seca
Se pess la muestras en ¢l matraz scco, se llena hasta la mitad con toluecno y se ensamblan el
refrigerante A y el colector B Se hierve el liquido calentando el matraz con una manta cléctrica
0 con un bado de aceite hasta que no aumenta mas ¢l volumen de agua scparada en el colector.
Se mide e volumen total de agua (V mL) en la parte graduada y si €s W cl pcso tomado de
muestra en (g):

Agua en la muestra (%)=~ 100°V/ W

Determinacioa de cenizas: Método de Ia AOAC

Las cenizas son ¢l producto de la calcinacidon del matenal organico o inorganico a altas
temperaturas (500-600°C) Estec residuo contiene oxidos y sales Dentro de los aniones que
pucden estar presentes cstan los siguientes fosfatos, cloruros, sulfatos, ctc Los cationes que

pueden estar presentes son  sodio, potasio, calcio, magnesto, fierro, mangancso, etc

El contenido de cenizas pucde considerarse una medida de !a calidad del proceso y puede ser
usado para determinar identidad.

Procedimiento

Pesar aproximadamente de 3 a 5 g de muestra en un cnsol (la mucstra no dcbe sobrepasar la
mitad del crisol) previamente pesado despues de meterlo a la mufla 2 h a 600°C

Calcinar Ia muestra, para cllo carbonizar primcro con mechero hasta que no s¢ desprendan
humos.

Meter a la mufla cuidando que la temperatura no pase de 550 °C para cvitar que los cloruros se
volatilicen.

Se pende el i cuando las cenizas estén blancas o grises, aproximadamente 2 a 3
h (si se observan puntos negros, se¢ humedecen con unas gotas de agua destilada, se secan en la
estufa a 130 °C y se vuciven a calcinar)

Enfriar en desecador y pesar

Notas
Se recomienda colocar los crisoles en la mufla fria y dejar que se alcance la temperatura (toda
a noche).
La mufla s¢ pucde calentar hasta 425°C, sc colocan las muestras y se calientan gradualmente
hasta la temperatura descada.
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Para mejorar la calcinacion, las cenizas pueden scr h deci 1

con agua.
Evitar las cormi de aire, ial

p en i ponj como son las de los productos
azucarados (tapar con una caja pctri o un vidrio de reloj, al riar)

En muestras liquidas, antes de 1a ignicidn se recomicnda secar el material dentro de Ia capsula,
usando un bafo de vapor.

Detes ién de pr

Método de Kjeldahl
Principio de la determinacién de nitrogeno total

La cuantificacion del nitrégene es un estimador del contenido de protcina. La mayoria de las
pPr ticnen una idad aproximada de 16 % dc nitrdgeno.
100 g de protcina

SURSAESRS—Y T 1

16 g de nitrogeno

Factor =--

% N; X factor = % protcina cruda

El método fue desarrollado en ¢l afo dec 1883 y 1 principal en los
puntos:

Digestién

Las condiciones de digestion hacen que s¢ rompan todos 1os enlaces presentes

~Oxidacidén de p

Yy P organicos por H;SO,
-Fijacion del nitrégeno como sulfato de amonio

Destilacibn

-Desprendimi del iaco por una base fuente

Factores que afi la determi i6

1.Efecto de la temperatura cn 1a digestion



-L.a recuperacion cuantitativa de N: depende de [a temperatura (temperatura Optima de
digestidn 360°C).

2. Influencia dcl catalizador

-Aumenta la cficiencia en Ia descomposicion del material
-Mayor eficiencia con 6xido de mercurio

Procedimiento

Sc pesan en balanza analitica 0.5-1 0 g de muestra en un papel delgado blanco y con todo y
papel 3¢ introduce en un matraz de Kjeldah! de 800 ml..

Se agregan 0 3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 5 g de sulfato de potasio o sulfato de
sodio, 15 ml. de acido sulfurico concentrado y se adade pedazos de plato poroso o perlas de
vidrio para regular la cbullicion en la destilacion

Se coloca el matraz en el digestor del aparato Kjeldahl, abrir el extractor del vacio v calentar
hasta la total destruccion de la materia orgianica

Después de ta digestion la solucion debe quedar completamente cristalina (1 o 2 horas) enfriar
Diluir la solucion digerida con 350 ml. de agua destilada y enfriar sobre hielo

Afadir 40 ml. de una solucion concentrada de hidroxido de sodio (100 g en 100 ml. de agua),
que también ha sido enfriada sobre hiclo, haciendo!la resbalar lentamente por la pared del
matraz de mancra que sc estratifiquen las dos soluciones No agitar porque puede haber
desprendimiento prematuro de amoniaco

Adicionar 0 2 g de polvo de zinc y conectar inmediatamente ¢l matraz a la trampa de Kjeldahl,
unida al refrigerante que a su vez esta conectado a una alargadera que va introducida en SO ml.
de HC1 0 1 N (mcedidos con pipeta volumétrica), contemidos en un matraz Erlenmeyver de 500
ml. y adicionados de 5 gotas de indicador rojo de metilo 0 1°% en alcohol Las conexiones
deben ser de un ajuste perfecto para evitar las fugas

Una vez conectado cl matraz agitar para mezclar las dos capas ¢ inmediatamente colocar en la
parrilla ya caliente del destilador, regular la ebullicion alinicio de esta agitando de vez en vez
Destilar aproximadamente hasta un volumen de 250 ml.

Suspender la destilacion, retitando primero ef matraz con ¢l desulade de manera que la

alargadera quede por encima y antes de apagar la parrilla dejar destilar unos minutos con objeto
de lavar la alargadera por dentro v despues lavarla por fuera recogiendo los lavados en of

mismo matraz
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Titular el exceso de acido con solucion valorada de NaOl 0.1 N, hasta vire amarillo del
indicador.

Corregir mediante una determi ion en bl de los r i usados, pleando la misma
cantidad de papel

Cilculos

(mlL blanco-mL problema) X N (NaOtl) X 0014 X 100

Nitrogeno =

peso de la muestra en gramos

% Proteina cruda = % Nitrégeno X 6 25

0.014 = miliequival quimi del Nitrogeno

Nota: Las determinaciones realizadas en este trabajo se recibio el destilado en acido borico al
4% y sc tituloé con HCI O 1 N previamente valorado

Determinacién de carbohidratos totales

Para la determinacion de los carbohidratos solubles totales, una solucion acuosa de la muestra
gencralmente ©s tratada con acido sulfUrico concentrado para hidrolizar completamente a los
polisacaridos y deshidratar a las moléculas del o los monosacaridos obtenidos, ¢l producto de
esta deshidratacion se hace reaccionar con compuestos fenodlicus para formar compuestos
coloridos cuya intensidad ¢s proporcional a la cantidad de carbohidratos presentes

Meétodo fenol - sulfurico

Fundamento

Sec basa en la oxidacion de los azucares en presencia de sustancias acidas como la mezcla de
acido  sulfirrico-fenol, formando anillos furanicos colondos  cuantificables en el
espectrofotémetro

Ventajas

-Es util para la determinacion de hexosas a 490 nm y pentosas a 480 nm

-Es un método simple, rapido con resultados reproducibles

-No requiere especial atencion en el control de las condiciones

-Pucde ser utilizado para microdeterminacion de azucarces, los metilderivados, oligosacaridos y
polisacaridos.
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-La intensidad del color desarrollado es funcién de la cantidad de fenol anadido, la cual debe
ser constante, lo que indica menor o mayor concentracion de azucar.

-E} color producido ¢s cstable por varias horas

Desventajs
-Si sc varia 1a concentracién de fenol entre una y otra determinacién, afecta la intensidad del

color desarroliado

Reactivos

-Fenol: Disolver 50g de fenol en agua y aforara 1L

-Destilar

-Acido sulfurico concentrado reactivo analitico

Metodologia
1. Disolver los carbohidratos solubles con agua en una cantidad conocida de muestra Por lo
gencral ! gramo en 50 - 100 mL de agua, dependiendo de la cantidad de carbohidratos que se

espere obtener
2. Si la solucién no es transparente, filtrar a través de papel, para ehminar cualquier material no
soluble

3. En tubos de ensaye perfectamente ctiquetados, coloque 1 ml. de la solucion acuosa de la
muestra y adicione 0 6 ml. de una solucion acuosa de fenol al 5%, mesclando perfectamente

después de Ia adicion

4. Inmediatamente después de la adicion de la solucion de fenol, adicionar cuidadosamente 3 6
mlL de acido sulfurico concentrado, mezclando perfectamente

5. Dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente (aproximadamente 30 min) y determinar la
intensidad del color naranja obtenido en un colorimetro a 480 nm, frente a un blanco preparado
de la misma manera utilizando agua como muestra

Determinacion de azicares reductores

Una caracteristica atil en la cuoantificacion de carbohidratos es la reactividad del grupo
carbonilo prescente en los monosacandos libres o de los sacaridos que no involucran a este
Brupo en su enlace Este grupo es fucrtementce reductor, de tal manera que al cuantificar grupos
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d i ios carbohidratos reductores

reductores en una solucién de la A, sc p
de la misma

Método ded DNS (dcido dimitrosalicilico)

Fundamento

Sec basa cn la reduccion del acido DNS por los azicares reductores, formando un
nitroaminado colorido cuya intensidad de color se mide espectrofotdmetricamente a S30 am

Veatajas
-Método preciso y ripido cn comparacion con los que utilizan derivados fenélicos

-Util en la determinacion de azicares reductores en solucion y en hidrolizados que contengan
pequeilas cantidades de levaduras

Desventajas
-La presencia de polifenoles ocasiona reduccion en el reactivo

Reactivos

-Disolver 1 g de 3,5 acido dinitrosalicilico en 20 ml. de NaOH 2 N y 50 mL de H20 con 30 g de
tarirato doble de sodio y potasio, aforar a 100 mL.

-Curva estandar de glucosa 0.2 - 2 mg/mL preservada en tolueno

Metodologia

1. Preparar una solucion de 1 mg/ml. y llevar 1 ml. de esta solucién o bien tomar | mil. del
hidrolizado en un tubo de cnsaye

2. Adicionar | mL del reactivo de DNS y calentar por S min en un baflo de agua hirviente
3. Enfriar v diluir con 10 mL de agua

4. Ajustar el espectrofotometro con un blanco de reactivos y agua igualmente tratado que
en la muestra a 540 nm

5.C ifi los probl, en la curva estandar.




ANEXO C
TABLAS DE RESULTADOS

Tabla C.1 Caracterizacion de la melaza usada como matceria prima

v e N vy -

«_Andlisis quimico

%% de Humedad Promedio
humedad 21 8453 22 46

22.7201
228131

Determunacion de “o dc Centzas

cenizas B 3125 L34
8 8142
R 8089

Determinacion de “e de Protcinas

proteinas 3.1550 307
29077
315158

Determunacion de . 2% de Carbohidratos

carbohidratos 65 5946 65 59
65 98435
65 2048

Tabla C.2 Caracterizaciéon de la melaza residual

R R ] -7 e Andlists S!!‘"”‘co LR tedTle 2t fu T el 20 T
Determinacion de % de Humedad Promedio
humedad 70.7042 70.58
70.9037
70.1321
Decterminacion de cenizas % de Ceniza Promedio
2.0225 1.95
1.8872
1.9403
Determinacion de % de Proteina Promedio
proteina 0.2635 030
0.3221
0.3378
Determinacion de % de Carbohidmtos Promedic
carbohidratos 27.0730 26.95
26.4560
27.3210
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EXTRACCION Y SEPARACION POR PRECIPITACION

Tabla C.3 Muestra de melaza al 15%

40% 00011 00015 0 0766

60% 0.0080 0 0093 0 4801

80% 00359 0.0389 1.9869

90% 00425 0.0422 21554




Tabla C.4 Muestra de melaza al 30%

3]s Peso del s
* ] precipitado en (i)
0.0280
0.0270
0 0297
00239
0 0284
10%% 0.0329 00335 11033
00337
00310
0.0333
0.0365
60% 00390 0 0383 1.2626
0 0107
0.0381
0.0379
00358
80% 0 0859 0 0866 2.8549
0.0868
0.0867
0.0838
00898
90%% 0.0950 0.0953 3.1317
0.0949
0.0929
0.0957
0.0980
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Tabla C.S Muestra de melaza al 50%

o
o
o
o
o
40% 018517 O 1437 2 8538
o]
(]
o
o
(o}

60% .2701 0.2705 53720

80% 0.3329 03501 6.9529

90% 0.3899 0 3930 7.8048
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Tabla C.6 Muestra dc meiaza al 70%

eso del "

precipitado en {(g)

0.1978
0.1993
01875
01974
02150

30%%

02701
0 2479
0 2580
02611
0 2608

0.2597

37013

03716
03629
03611
0.3398
03711

0.3633

51779

80%

03811
0 3698
03572
03694
0.3735

03702

90%

04170
0.4011
0 3886
0.3998

04135

0.406

5.7865

69




EXTRACCION Y SEPARACION POR CENTRIFUGACION

Tabla C.7 Muestra de melaza al 50%

" promedio
no se observa no sc observa
recipitacion precipitacion precipitacion

50% 00516 03313 0 3999
0 0485 0 3208
0.0766 0 S072
0.0636 0 4206
00619 0 4096

. 60% 0.7242 3.8097 45171
: 0.7372 4 8962
0 6388 4 2426
0.6956 3.6199
0 6048 40171

80% 2 8595 18 9921 200753
3 2335 21 3757
2.9591 19.6533
2.9707 19.7303
3 0903 20 5251

90% 2.2800 15.1429 14.8252
22333 148327
2.3413 15.5508
21042 13.9754
2.2019 13.6242
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Tabla C.8 Muestra de mcelaza a2l 70%

g - delom 2k 5
Peso debszgr =
precipitacién precipitacion precipitacion
incipente incipiente incipiente

50% 02827 1.3355 1 3679
03526 1 6782
0.2683 1.2770
0.2250 1.0709
0.3084 1 4679

60% 2.2883 10.8225 11 4340
2 3867 11.2859
2.3831 11 2704
26236 12,4078
2 4069 11.3834

80% 26108 12,3473 12.4481
2.7376 12.9469
2.6307 12,3313
26192 12.3870
25623 12.1180

25188 11.9126 12.0301
90% 2.5299 11.9647
2.6000 12.2962
2.5685 12.1972
2.4489 11.7798
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DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

(Método del fenol-sullurico)

Tabla C.92 Curva patrén de glucosa

Solucién estandar de glucosa 100ug/ml.

‘Absorbancia | Absorbancia I Prom
PN L - P EORRNEP w“f,',\_b,‘

0 o { 0
0132 0 138 { " 013s
> 0351 0 360 | 03555
30 { o3 | os | 0617 | 0618 I 06175
60 { 06 1 [OE) { 0 803 I 0 796 0 800
80 [ 08 | 02 i 1127 | 1132 ] 11295
100 i 1 I [} ! 1.258 ] 1261 [ 12595

Andlisis de regresion
Ordenada al origen: 5.7791E-2
Pendiente: 1.2649E-2
Coeficiente de regresion: 0.9929




Tabla C.10 Mucstra de melaza al S0%

i6n. | Peso de lasf-Absocbancia | - pg/mLs
puesua (g} | a8 I :

o010 0 435 29,8199 27 1090 342360
00l0s 0493 3 4050 32 7666
0 o105 0579 41 2037 39 2416
0 0099 0532 374882 37 R669

60%a oolle 0 738 $3 7734 46 3568 47 6200
o011l 3 804 S8 9909 S$3 1449
0.0120 0 851 62 7065 S$2 2554
oolle 0 620 1.3 9193 38 7235

80%% 00108 0771 S6 3822 S22 2057 53 84711
oolle 0 785 57 4889 49 5594
00100 0 867 63 9714 63 9713
00110 0 804 S8 9909 38 6231

90%% 00101 0551 3R 9902 38 6041 39.7288
oo0rts 0 056 37 2909 a1 1225
00109 0.577 39. 40306 36 2060
00108 0.645 46 4214 32 9828

Tabla C.11 Muestra de melaza al 70%%

Solucién | Peso dola | Absorbancia | pg/mL %% ' Promedio
alcohdlica | muestra (g) Carbohidratos :
50%a 00103 0622 43 6031 43 3039 23 3771
0 0095s 0550 {39 3858 41 4584
00100 03561 39 7807 39 7307
0.0099 0676 48 8720 49 3656
60%% 0.0108 0625 43 B302 41 5185 48 2618
0.0119 0 661 37 6802 40 0724
00115 0813 59 7025 519152
00117 0939 69 6633 59 5412
80% 00130 0 761 5535917 32.7628 13.00843
0.0125 0 695 SO 3731 <40 2992
ooQr1s 0.725 52 7357 34 6997
00118 0 760 555126 382718
90% 0oQ1lo 0 559 39.6227 36 0206 48 1790
00113 G.643 46.2632 <40 9408
00112 0931 69 0309 61 6347
00109 0.80-3 58.9909 54 1201
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Determinacién de proteina (método de Kjeldahl)

Tabla C.12 Muecstra de melaza al S0%

FPesader 'mL dé HCl | % Proteina | .. Promedio®® ~
muéstra (g){_ 0.1023 N : N L
50% 0.2296 1.05 ERE] 314
02368 11 117
60%% 03303 35 700 7 005
0 4998 39 701
80%% 1ol s3 I 3780 3905
10053 ] 56 s 01
90%% 1.0314 J CE] l 593 7 599
09801 66 6 05

Tabla C.13 Muestra de mclaza al 70%%

.mL de HCl . Yde - Promedio

0.1028N Proteina ) ;
13 313 3365
is 159
4 I 538 S 245
3 511
69 569 5715
63 1 574
69 l 6 1354 6.0277
68 592
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Tabla C.14 Determinacién de carbohidratos totales de I1a muestra de dextrana dializada y

liofilizada
Pesodela Absorbancia pg/mL .. B 9% L .. Promed
anuestra gy [ - o L "Carbohidratos | .
0 0011 0715 519551 47.2319 19 3575

0.725 S2 7457 47 9506

0 748 54 3267 49 3879

| 0 784 57 4099 52 1908

] 0 759 555712 50 5265 |
Determinacion de azucares reductores
Tabla C.15 Curva patrén de glucosa
Solucion estandar 1000 pg/ml.
= Glucosa - Absorbancia Ahsorbancia Promedio

02 0102 0112 0 1070
[ 0223 0232 02270
06 0341 0 323 03320
0.8 0345 0 164 0 4535
1.0 0.556 0572 0 $640
1.2 |8 0672 0 648 0 6600
1.3 1 0 701 0 734 07170
16 1 0.800 0823 08320
1.8 | 0986 1.035 1 0055
20 ] 1.130 1 1.176 11530

Anilisis de regresion
Ordenada al origen: -2.06818¢-3
Pendiente: 0.55225

Coeficiente de regresion: 0.9968
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Tabla C.16 Determinacion de azicares reductares de la muestra de dextrana dializada y
liofilizada

-Peso"de la miestra smimiaiii Absorbancin - -izies
0.099 0.000

0 004

0 000

0 000

0 001

Hidrolisis enzimitica

Tabla C.17 Dextrana grado industrial

ia:{ Absorbancia
R kit
0 026
8 0.070 0.082
16 0.090 0 089
30 0-145 0.140
60 0.205 0 223

Dextrana grado industrial.

5,000,000-40,000,000 Peso molecular promedio
Compaiia SIGMA, No. D-5501

Peso de la dextrana 2.5016 g/100 mL

Dilucion del hidrolizado 1:10

Enzima: 15puL dilucién 1:100

Relacién E/S: 6X10? mL de enzima\g de dextrana
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Tabla C.18 Dextrana experimental

Absorbancia | Absorbancia ot 4 Promedio
e Al N Conversidn |- S
0214 0231 4.220 15 8165 16 1369
17 0574
8 0298 G 299 5433 5 48t 21,9604 21.9967
220331
16 02s 0320 2741 5 832 23 20583 23 3892
23 5732
30 0329 0318 5995 5 796 23 2320 23 8298
23 3276
60 0299 0 289 $ 452 5270 220372 21 60693
21 3015

Dextrana expernimental

Dextrana dializada v liofilizada con un contenido promedio de carbohidratos de 49 3574
Peso de fa muestra 0 1237 /2 S mL

Dilucion del hidrolizado 1 10

Enzima: 15uL dilucion 1 100

Relacién E\S: 6.0630X 10" mL de enzima'g de dextrana

Cuantificacién de carbohidratos de los polisaciaridos soluble (dextrana) e insoluble

Tabla C.19 Cuantificaciéon de carbohidratos totales del polisacirido insoluble

L Absorbancia- oS- ng/mbsc s | %4 Carbohidratos |- Promedio
0.325 30 2864 30 2864 300752
0.333 30 9904 30 9904
0317 29 5823 29 5823
0326 30 3744 30 37443
0312 29.1423 29 1423
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Tabla C.20 Cuantificacién de carbohidratos totales del polisaciarido soluble

swAbsorbancia Jeg/ml "] 2% Carbohidsratos | - Promedio -
0.689 62.3207 { 61 0987 61 8235
0.697 63 0248 I 61 7890 I~
0699 63 2008 i 619616 i
0.711 63,2569 1 62 9970 |
0.691 62 4968 ] 612713 |

Tabla C.21 Cuantificacion de carbohidratos totales del polisacarido soluble
(dextrana blanqueada)

i Absorbancia | pg/ml | %% Carbohidratos_| Promedio
0.968 T 36 8746 i 90 4933 1 90 256
0978 [ 87 7540 | L3110 {

09332 1 84 5864 | 38 1108 {
0 983 B 88 1947 | 31 8608 i
0956 1 8BS 8185 B 80 3943 [

Tabta C.22 Hidrolisis enzimiitica de la dextrana blanqueada

I Absorbancia ] Absorbancial Promedio J (s/L) ’ 25 Conversién
l‘ 6;36 ‘ .0136 ] 01345‘1' 373 ) 54"?{0(;
8 I 0129 [ 0 145 { 0137 l 2518 I 55797
16 1 0136 { 0 138 ’ 0137 1 2518 ! 55797
30 } 0137 J 0138 01375 ] 2527 l 5 5996
60 , 0159 J 0 168 I 01635 1 2998 ) 6 6333

Dextrana dializada y liofilizada con un contenido promedio de CFHQ's de 49 4574

Peso de la muestra 0.1237 g/2.5 mL
Dilucion del hidrolizado 1:10
Enzima: 30ul. dilucién 1:200
Relacion E\S: 3.3228X10”ml. de enzima \g de dextrana
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Segundo ensayo

Tabla C.23 Hidrélisis enzimitica de la dextrana blanqueada.

T [ Ao [P [ | e
o 0.209 0.196 0 2025 3.704 8 2077
8 0.343 0333 0 3380 6158 13.6456
16 0330 0389 0 3595 6 537 14.5076
30 0373 0 369 0371 6 755 14,9685
60 0423 0429 0 426 7.751 17.1756

Dextrana dializada, liofilizada y blanqueada con un porcentaje de
90.256%.

Dilucion del hidrolizado 1 10

Enzima: 250 puL dilucion 1 200

Relacion E\S' 2 7699X10°mL de enzimalg de dextrana
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