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GLOSARIO DE TÉRMINOS 

GLOSAR.J:O DE TÉRMINOS 

Aneleva 
CLAR 

DAP 
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RESUMEN 

RESUMEN 

En el presente trabajo se realizó la clarif'teación del jugo de caña, así como su hidrólisis química 

y enzimática para la obtención de un jarabe tructosado con un 42º/o (p/v). Los componentes 

de interés en este estudio son sacarosa, fructosa y glucosa, k>s cuales se evaluaron en cada 

una de las etapas de los procesos aplicados con ayuda de un cromatógrafo de líquidos de alta 

resolución (ClAR). Los resultados obtenidos Indican que el uso de etanol como agente 

clarificante elimina en gran proporción las dextranas y material de peso molecular mayor a 10 

kD cuando éste se emplea en concentraciones desde 70°/o, concentración a la cual se observó 

una disminución notoria de la coloración inicial del jugo y no se presenta una pérdida 

significativa de sacarosa, glucosa y fructosa. Con la hidrólisis química realizada al jugo de caña 

clarificado, se llegó a la obtención de un jarabe con una concentración de hasta un 12º/o de 
fructosa {p/v), con lo cual fue necesarkl realizar una eva1x>radón con ayuda de un "rotavapor" 

para lograr la obtención de un jarabe con 42% de fructosa (p/v). Los cambios presentados en 

el jugo de caña clarificado e hidrolizado químicamente con ácido sulfúrico fueron la adquisición 

de una tonalidad amarilla (se presentó únicamente al emplear concentraciones del 98º/o de 

pureza del ácido), la cual se elimina fácilmente si se mantiene un pH neutro o ligeramente 

ácido, así como la formación de la sal corresJX>ndiente a la neutralización para detener la 

reacción (sulfato de sodio), lo cual afecta el sabor del jarabe obtenido. La hidrólisis enzimática 

se llevó a cabo, tras determinar la actividad de la enzima lnvertasa (Sigma-Aklrich®) sobre una 

solución estándar de sacarosa al 22%. Una vez obtenida la relación enzima sustrato (E/S) 

óptima se procedió a emplear el jugo de caña clarif"icado corno sustrato. Las condiciones con 

las cuales se obtuvieron los mejores parámetros de hidrólisis (en muestra,; estándar de 

sacarosa) fueron: uso de la relación E/S = 3.36% durante 3 minutos de reacción a SSºC y a un 

pH de 4.S. Bajo estas condiciones aplicadas al jugo de caña clarif"!Cado, fue posible la 

obtención de hasta 13.4S% de fructosa (p/v). También se evaporó en un ~rotavapor"' para 

obtener un jarabe con 42%, de tructosa (p/v). En la hidrólisis enzimática no se observaron 

cambios de coloración como los que se presentaron en la hidrólisis química. Para la obtención 

de jarabes fructosados de SS y hasta 90% (p/p) deben realizarse métcdos de separación que 

permitan alcanzar esas concentraciones de fructosa. Esto, a su vez, permite emplear la glucosa 

para seguir obteniendo fructosa por lsomerizaclón o bien adquirir subproductDs elaborados a 

partir de glucosa. 
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INTRODUCOÓN 

1.0 INTRODUCCIÓN 

En los últimos años los nuevos eduk:orantes aparecidos en el mercado Internacional han 

propiciado un desplazamiento progresivo de la sacarosa como ingrediente en la fabricación 

de diversos alimentos procesados. En particular, se encuentran los jarabes de maíz de alta 

fructosa (JMAF}, que son productos elaborados con base en la hidrólisis del almidón de 

maíz con la posterior isomerización de la glUc:osa en fructosa conteniendo 

aproximadamente un 42% de fructosa y no más de un 8% de otros sacárldos, los cuales 

han competido exitosamente en diversas aplicaciones, especialmente en la elaboración de 

refrescos y bebidas no alcohólicas y en otros productos que requieren un edulcorante en 

fase líquida o fluida tales como productos lácteos, confitería, panificación, etc. La 

competencia de los jarabes de maíz de alta fructosa con la sacarosa ha ocasionado 

grandes diFJCuitades a la Industria azucarera mexicana ya que es una competencia real 

para el azúcar que se consume en México cuyo precio es mayor que el de dichos jarabes, 

lo cual se debe a que los costos de producción de los jarabes de maíz de alta fructosa son 

relativamente bajos debido a que la materia prima (el maíz) es un producto subsidiado en 

los países productores, propiciando así que las cotizaciones de los jarabes sean hasta un 

20º/o Inferiores comparados con los precios del azúcar de caña. 

La realización de este proyecto está basada en una serle de Investigaciones previas que 

han demostrado que la elaboración de jarabes de alta fructosa a partir de jugo de caña 

puede ser una buena opción dada la creciente demanda de estos edulcorantes en nuestro 

país, siempre y cuando se planteen las metodologías adecuadas del proceso que permita 

llegar a la obtención de dichos jarabes, los cuales deben contar con ciertas características 

fisicoquímicas para que sean capaces de competir con un jarabe comercial de maíz de alta 

fructosa. 

En el presente trabajo se plantea la posibilidad de instaurar una vía alterna para la 

obtención de jarabes de alta fructosa a partir de jugo de caña, por lo cual se retomaría 

parte del proceso para la obtención de azúcar enfocándolo así posteriormente a la 

obtención de jarabe de alta fructosa. 
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OBJETIVOS 

2.0 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Obtener soluciones ricas en fructosa a partir de la sacarosa presente en el jugo de 

caña previamente clarificado con etanol mediante procesos de hidrólisis química y 

enzimática. 

2.2 Objetivos particulares 

Evaluar la clarificación en jugo de caña con diferentes concentraciones de etanol 

para así determinar cual es la concentraciÓn óptima en la que se obtenga la 

máxima eliminación de Ja coloracián inicial del jugo, sin que exista pérdida de 

sacarosa, glucosa y fructosa presentes en el jugo. 

Determinar las mejores condiciones en las que deben realizarse las hidrólisis 

química y enzimática para Ja obtención de un jarabe rico en fructosa. 

Llevar a cabo una evaporación en "rotavapor" después de la reacción de hidrólisis 

para obtener un jarabe fructosado de hasta 42% de peso en fructosa. 

Realizar una comparación de los resultados obtenidos en las reacciones de 

hidrólisis química y enzimática. 
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MARCO TEÓRICO 

3.0 MARCO TEÓRICO 

3.1 LA INDUSTIUA AZUCARERA 

Actualmente en el mercado se pueden encontrar una serie de eduk:orantes naturales y 

sintéticos que se distinguen entre sí principalmente por dos factores: su potencia 

endulzante y los costos que implican su producción. De estos edulcorantes, el más 

Importante a nivel mundial es el azúcar (sacarosa}, el cual se produce principalmente a 

partir de la caña (especie Saccharum offJCinarum} pero, además, también puede 

obtenerse a partir de la remolacha azucarera. 

El azúcar se consume en todo el mundo, puesto que es una de las principales fuentes de 

calorías en las dietas de todos los países. Se obtiene a través de un largo proceso, el cual 

Incluye desde que la "semilla" de caña germina hasta que el azúcar se comercializa como 

producto terminado. 

La producción de azúcar en el mundo es de poco más de 100 millones de toneladas 

anuales. De este volumen total, el 60% aproximadamente se obtiene de la caña de azúcar 

en 110 países de todos los países, situados en las zonas tropicales [Anónimo, 1988). 

Debklo a la ampliación de Investigaciones y desarrollos en la ciencia, se han llegado a 

. obtener nuevos productos edulcorantes que están ganando terreno en el mercado del 

azúcar de manera considerable. Los sustitutos del azúcar se pueden dividir en 

edulcorantes naturales calóricos (como el jarabe de maíz de alta fructosa, que es el 

principal sustituto del azúcar}, y los sintéticos no calórk:os y de gran intensidad que tienen 

un menor uso (tales como el "aspartame", "taumatín", etc.} [Hernández, 2001) (Tabla 

3.1). 

En varios países, sobre todo en los desarrollados, la presencia de edulcorantes corno 

jarabes fructosados y sustitutos no calórk:os hace que el mercado azucarero Internacional 

sea más estable y que los precios del azúcar disminuyan, pues los costos de producción de 

dichos jarabes son Inferiores a los de la producción de azúcar. 
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TABLA3.1 

PODER EDULCORANTE DE DIFERENTES COMPUESTOS (SACAROSA = 1) 

COMPUESTO 

Dulcltol 

Fructosa 

Galactosa 

Glucosa 

Jarabe de azúcar Invertido 

Jarabe de maíz de alta fructosa (42%) 

Jarabe de maíz de alta fructosa (55%) 

Lactosa 

Maltosa 

Manito! 

Sorbltol 

Xllitol 

5acarlna sódica* 

Cicla matos* 

Aspartame* 

Acesulfame K* 

Taomatina* 

Monelln* 

• Edulcorantes de alta Intensidad 
[FUENTES: Hernández, 2001; Hul,1991) 

. 

.· ·' .· 

PODER EDULCORANTE 

RELATIVO 

0.4 
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.• 0.4 ..• . .. 
. 0,3-.0.6 

0.4-0.7 .•..... 
o.5· . -.··. 

. 1.0. . .. 
300 ... , 

.. 30-80 

150-200 

150 

1600-3000 

2,360 

Los Estados Unidos de América es un país que ha logrado un gran avance en la obtención 

de edulcorantes a partir del almidón del maíz, lo mismo sucede con países como Canadá y 

Argentina, ya que estos tres países son productores netos de maíz, y aún países como 

Taiwán y Japón, que no poseen cultivos de productos agrícolas en cantidades suficientes 

han logrado ocupar un lugar Importante en la producción mundlal de sustitutos del azúcar. 
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En los Estados Unidos ele América, el desarrollo de la industria de los edulcorantes a partir 

de maíz ha obedecido, en lo fundamental, al hecho, de que los agricultores están 

subsidiados por el gobierno federal, lo que ocasiona que los precios del jarabe sean muy 

bajos y que los productos provenientes de cultivos no subsidiados no puedan competir, 

con los bajoS costos y la abundancia de la producción del grano. 

3.2 PROBLEMÁTZCA DE LA INDUSTRIA AZUCARERA POR LA INTRODUCCIÓN AL 

MERCADO DE EDULCORANTES SUSTITUTOS 

Actualmente la industria azucarera está en riesgo de perder su capacidad de crecimiento y 

de permanencia causados por el ingreso masivo de jarabes de maíz ele alta fructosa, los 

cuales son un producto que presenta diversas ventajas sobre el azúcar, entre las que se 

pueden mencionar, además ele los costos en el mercado, la facilidad en su manejo para la 

elaboración de productos tales como chocolates, productos lácteos, así como en confitería 

y panlf"icaclón, pero su principal uso se encuentra en la elaboración de bebidas gaseosas, 

conocidas en México como "refrescos" y en bebidas no alcohólicas. 

Debido a las ventajas que representa el uso de jarabes de maíz de alta fructosa sobre el 

azúcar, el consumo de los primeros ha ido en aumento, lo que ha provocado un 

desplazamiento paulatino en el consumo del azúcar. Por ejemplo, en los Estados Unidos 

de América, la participación del azúcar en la industria de bebidas carbonatadas ha 

disminuido (Figura 3.1). Esto obedeció, en principio, a motivos políticos, ya que el 

suministro de azúcar (de caña) provenía de Cuba. En aquel entonoes Cuba ocupaba el 

primer lugar en la producción de azúcar con casi 10 millones de toneladas anuales. Al 

romperse las relaciones diplomáticas y establecer los EEUUA un bloqueo económico contra 

Cuba, trataron de cultivar caña de azúcar en las Islas Hawai, país que invadieron también 

en 1898, corno lo hicieron con Cuba y las Filipinas, pero el rendimiento agronómico nunca 

pudo alcanzar los niveles de Cuba. 
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FJ:GURA3.1 

PARTICIPACIÓN DEL AZÚCAR/JARABES DE MAÍZ DE ALTA CONCENTRACIÓN DE 

FRUCTOSA, EN LA INDUSTRIA DE LAS BEBIDAS CARBONATADAS EN EEUUA [Fuente: 

Sánchez-de-Cima, 1997] 

Debido a la alta demanda que ha tenido el uso de los jarabes de maíz de alta fructosa, la 

producción de éstos a escala mundial ha ido en aumento, tal como lo muestra la Tabla 

3.2. 

Como ya se ha mencionado, uno de los principales factores que ha propiciado el 

desplazamiento del azúcar por los JMAF es el bajo costo que presentan estos últimos. En 

nuestro país por varios años los precios del azúcar se mantuvieron artificialmente bajos, 

mediante subsidios pero, al liberarse estos sin que en los países productores de los JMAF 

se eliminen los subsidios correspondientes a sus materias primas, ha causado que los 

edulcorantes sustitutos se estén tomando competitivos (con una política denominada a 

nivel mundial ndumping"). 
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TABLA3.2 

PRODUCOÓN MUNDIAL DE JARABES DE MAÍZ DE ALTA FRUCTOSA (HFCS) 

(Millones de toneladas métrk:as en base seca) 

Año Estados Unidos canadá Argentina Japón Mundial 
de América 

1980 1978 42 6 353 2639 
1985 4782 210 156 680 6417 
1990 5670 240 157 764 7657 
1991 5842 250 154 778 7874 
1992 6036 250 150 761 8067 
1993 6.453 255 153 760 8549 
1994 6 814 260 158 760 8935 
1995 7153 260 160 760 9295 

[Fuente: Sánchez-de-Clma, 1997) 

Las posibilidades de que aumente la participación de los jarabes de maíz de alta fructosa 

en el mercado de edulcorantes mexicano dependen de diversos factores como: 

1) El desarrollo de la industria de los edulcorantes se relaciona con una oferta suficiente 

de almidón, cuya fuente más importante es el maíz que, en México, se destina 

fundamentalmente a la alimentación humana; sin embargo, ya se imJX>rtan granos 

para satisfacer la demanda de las industrias productoras de jarabes fructosados lo cual 

plantea competencia desleal por la política ndumplngw, y 

2) Para usar los jarabes fructosados se requiere de Infraestructura en la industria de 

alimentos, capital para Invertir en Investigaciones y políticas públicas que atraigan las 

Inversiones que ese sector necesita [García-chávez, 1997]. 

3.3 LA JNDUSTIUA AZUCARE- EN MÉXICO 

La Industria azucarera de México es una de las agrolndustrlas más Importantes del país y 

enfrenta una creciente problemática [Bautista-Zúñiga y col., 2000]. Una recomendación 

hallada con frecuencia es la de que esta Industria debe modernizarse tecnológicamente 
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para poder competir con mayores posibilidades de éxito con aquellos productores de 

sustitutos de azúcar de caña [castlllO-Urueta y col., 2003]. 

La agrolndustrla azucarera se desarrolla en quince estados de la República, donde se 

ubican los 61 Ingenios azucareros que la conforman, los cuales producen más de 4.7 

millones de toneladas métricas de azúcar. Según datos proporcionados por la Cámara 

Nacional de las Industrias Azucarera y Alcoholera (CNIIAyA) esta industria genera empleos 

para 133,000 productores, 80,000 cortadores de caña, 20,000 jornaleros, 20,000 

transportistas, 40,000 obreros de planta, 5,000 trabajadores eventuales y 8,000 

empleados administrativos [Hernández, 2001]. 

En los últimos 13 años se ha observado un incremento en la superficie·=sechada de caña. 

En 1985, ésta fue de 579,894 hectáreas, mientras que para la zafra 97/98, ésta se 

Incrementó en 11.2%, es decir, el campo cañero se extendió en 653,155 hectáreas. Y 

para la zafra 98/99 se cosecharon 635,593 hectáreas [Hernández, 2001]. 

A partir de 1988, la industria azucarera atraviesa por un proceso de modernización 

caracterizado por la reprivatlzación de los Ingenios azucareros, aunque en los últimos 

meses varios de ellos han sido expropiados. 

3.4 LA CAÑA DE AZÚCAR 

La caña de azúcar es una hierba gigante que pertenece al género Saccharum o/11cinarum. 
Las amplias variaciones en el tamaño, el color y el aspecto son resultado de las diversas 

condiciones de terreno, del clima, de los métodos del cultivo y de la selección local (S. 

barberi, S. sinense, s. spontaneum y S. robustum). 

La caña de azúcar es consklerada la planta que más perfucclooados tiene los mecanismos 

fisiológicos para la producción de sacarosa, pues sus vías fotosintéticas para producirla a 

partir de los azúcares simples, son mecanismos altamente eficientes, que el hombre a 

través de un proceso largo y continuaclo de mejoramiento ha mejoraclo y perfeccionaclo 
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hasta akanzar variedades comerciales con alto contenido de sacarosa y resistentes a 

enfermedades. 

El fruto agrícola de la caña de azúcar es el tallo, en el que se acumula sacarosa en el 

periodo de maduración. 

Durante la temporada del año en que prevalecen temperaturas altas y es máxima la 

actividad pluvial, la caña alcanza un gran crecimiento vegetativo. Al recesar las lluvias y 

disminuir la temperatura, adquiere niveles máximos la síntesis de sacarosa que se 

almacena en el tallo [Spencer y Meade, 1967]. 

3.4.1 Sistema de cultivo 

La caña de azúcar comercial se propaga por medio de estacas o de tallos enteros de 

semillero que se plantan en surcos y después se cubren con una ligera capa de tierra. 

cada yema es capaz de producir una planta, y de cada una de estas plantas nacen varios 

tallos o renuevos que forman una cepa de caña. En los trópicos se plantan trozos de tallos 

que contienen dos o tres yemas cada uno, pero en los lugares subtropicales, se plantan 

cañas enteras, de dos en dos y traslapadas, ya que sólo el 25% aproximadamente de las 

yemas producen vástago después de yacer en la tierra todo el Invierno; así se utiliza unas 

cuatro veces más cantidad de caña (de 4,48 a 6,72 toneladas por hectáreas) que en los 

países tropicales. La maduración de la caña se controla mediante la regulación de la 

cantidad de agua de regadío. En sitios donde no hay regadío, la planta madura a medida 

que se aproxima la época seca o fría, y los rendimientos más elevados de azúcar se 

encuentran en países donde se da una larga temporada de sequía. A medida que la planta 

se aproxima a la madurez, aumenta el contenido de sacarosa de los tallos y distribuye el 

de azúcares reductores. Es frecuente que se evalúe el grado de madurez por la sacarosa o 

los azúcares reductores que contienen las cañas en el campo. Plantas nuevas llamadas 

retoños nacen de la cepa después que la caña se corta, produciendo así una segunda 

cosecha, que a su vez puede producir una tercera y una cuarta y así sucesivamente. En la 
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mayor parte de Jas zonas cañeras se tiende actualmente hacia un ciclo más restringido de 

cosech:ls [Spencer y Meade, 1967]. 

3.4.2 Fabricación de azúcar 

Aunque el proceso de elaboración de sacarosa se puede describir a grandes rasgos como 

una concentración por medio de evaporación del jugo de la caña de azúcar y la separación 

de los cristales formados por centrifugación es, en realidad, un poco más complejo. Éste 

se Inicia con la recepción de la caña de azúcar, que en algunos casos es lavacla antes de 

entrar a los molinos que se encargan de extraer la mayor cantidad de jugo de caña. Una 

vez separado el bagazo del jugo, el jugo de caña o guarapo se envla a tanques de 

sedimentación y clarificación. Una vez que se obtiene un jugo lo suficientemente limpio, se 

envía a evaporadores para retirar el agua v provocar la cristalización de la sacarosa 

presente. 

3.4.3 Clarificación del Jugo de cafta 

Los reactivos más usados en la actualidad para la clarificación de mieles v otros productos 

v subproductos de la industria azucarera son el hidróxido de calcio, las sales de aluminio, 

el cloruro de bismuto, las sales de zinc, las sales de estaño, las resinas de intercambio 

lónico con carbón activado v los agentes floculantes. Los criterios para elegir un agente 

clarificante se basan en que no sean reactivos con la sacarosa, que sean estables 

químicamente a las condiciones ciimátlcas de los laboratorios de campo, que los sólidos 

que generen no sean tóxicos, que sean fácilmente preclpitables v estables, que tengan 

fácil disponibilidad v que sean baratos. 

Recientemente se ha Introducido el uso de etanol como agent"' clarificante; el empleo de 

etanol esta basado en su habilidad de precipitar polímeros de alto peso molecular {mayor 

a 10,000 daltons). Los reportes del uso de etanol indican que éste disminuye 

notablemente la coloración inicial del jugo de caña. 
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3.5 COMPOSJ:CXÓN DE LA CAÑA Y DEL GUA-PO 

3.5.1 Su Importancia para la fabricación de azúcar 

El concx:lmlento de la composición del jugo y la comprensión de sus propiedades químicas 

y de las reacciones de sus componentes son esenciales para el control y mejoramiento 

efectivo de los procesos de extracción y refinación del azúcar de caña. La composición 

total de la caña es de menos Importancia que la composición del jugo que se extrae 

durante la molienda, ya que este jugo o "guarapo" constituye la verdadera materia prima 

para producir azúcar. 

Es necesario reconocer la composición del guarapo, tanto respecto a sus constituyentes 

minerales como a sus constituyentes orgánicos; eUo es cierto aún en guarapos 

prcx:edentes de una sola localidad. Las diferencias de clima, en los terrenos y de otros 

factores ambientales, hacen que exista una variación más amplia de los porcentajes de 

constituyentes Individuales presentes en guarapos de cañas pl"Oa!dentes de diferentes 

zonas de producción; sin embargo, estas variaciones son más bien cualitativas y todos los 

jugos contienen aproxlmaclamente los mismos constituyentes, pero en proporciones 

variables. En la Tabla 3.3 se indican los límites dentro de los cuales varían los porcentajes 

de las principales clases de sustancias, y también los de constituyentes Individuales que se 

pueden encontrar en guarapos de diferentes cualidades, extraídos de cañas comerciales. 

3.5.2 Azúcares 

El valor comercial de la caña de azúcar deriva de la preponderancia de la sacarosa como 

constituyente del jugo de la planta madura. los otros azúcares Importantes que se 

encuentran presentes en concentraciones sustanciales son la glucosa y la fructosa. Los 

azúcares están claslflcados químicamente como carbohidratos, grupo numeroso y 

ampliamente diseminado de sustancias naturales que se caracterizan por ser compuestos 

de carbono combinaclo con oxigeno e hidrógeno en las proporciones que se requieren para 

formar agua. 
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TABLA3.3 

COMPOSICIÓN DE LA CAÑA DE AZÚCAR Y DE LOS SÓLIDOS DEL GUARAPO 

(Intervalos aproximados de concentración de los principales componentes en los sólidos 

extraídos del guarapo) 

COMPONENTES PORCENTAJE 
AGUA 
SÓLIDOS 

FIBRA (SECA) 
SÓLIDOS SOLUBLES 

Componentes del guarapo 

AZUCARES 
SACAROSA 
GLUCOSA 
FRUCTOSA 

SALES 
DE ÁCIDOS ORGÁNICOS 
DE ÁCIDOS INORGÁNICOS 

ÁCIDOS ORGÁNICOS UBRES 
ÁCIDOS CARBOXÍUCOS 
AMINOÁCIDOS 

OTROS NO AZÚCARES ORGÁNICOS 
PROTEÍNAS 
ALMIDÓN 
GOMAS 
CERA, GRASAS FOSFÁTIDOS 
NO AZUCARES NO 
IDENTIFICADOS 

[Fuente: Spencer y Meade, 1967) 

73-76 
24-27 
11-16 
10-16 

75-92 

3.0-7.5 

o.s-2.5 

Porcentaje de 
sólidos solubles 

78-BB 
2-4 
2-4 

1.5-4.5 
1.0-3.0 

0.1-0.5 
o.s-2.0 

0.5-0.6 
0.001 - o.oso 
0.30-0.60 
0.05-0.15 
3.0-5.0 

Los monosacáridos son los más simples de estos compuestos y comprenden sustancias 

tales como las pentosas y las hexosas, formadas por cadenas de 5 y 6 carbonos, 

respectlvamente. Las triosas (tres carbonos) las tetrosas (cuatro carbonos), y las heptosas 

(siete carbonos) se encuentran en la naturaleza con mucha menos frecuencia. La 

condensación de dos de estos compuestos simples origina los disacáridos y la de tres 

monosacárldos forma trisacárldos. Los productos de más de tres rnonosacáridos no 

poseen las propiedades que se consideran más características de los azúcares. Los que se 

forman con una cantidad relativamente pequeña de unidades simples de azúcares, en 

número superior a tres, se llaman ollgosacárldos, mientras que los carbohidratos muy 
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polimerizados tales como el almidón y la celulosa se llaman polisacáridos. Las 

configuraciones de los grupos hic:lroxilo y los átomos de hidrógeno en k>s azúcares son las 

que determinan la propiedad de los azúcares de ocasionar la rotación del plano de la luz 

polarizada; en esta propiedad se han bastado los métodos más ampliamente empleados 

para la determinación de la presencia de azúcares en los jugos y los productos de la 

fabricación de azúcar [Severiano, 1997]. 

3.6 SACAROSA 

La sacarosa es un disacárido producido por la condensación de glucosa y fructosa y tiene 

la fórmula empírica C12H22011 (peso molecular 342.30 g/mol) [Baduí, 1993]. Se ha 

determinado que su estructura y configuración estereoquímlca (cuya representación 

espacial puede verse en la Figura 3.2) son las de a·D-glucopironasil·j3·D·fructofuronasido. 

Soca rosa 

FIGURA3.2 

FÓRMULA ESTRUCTURAL DE LA SACAROSA 

Los componentes monosacárldos se condensan en grupos glicosídicos. Estos dos grupos 

que en los monosacárldos libres muestran un equilibrio de configuración a y 13, se fijan en 

la molécula de sacarosa en una conFoguración a del componente de fructosa. Mientras que 

el componente de glucosa está ligado en su forma plranosídica normal, los componentes 

de fructosa muestran en la molécula de sacarosa una torma anormal furanosídica que no 

se observa en la fructosa libre. Los cristales tienen una densidad de 1.5879 g/mL a lSoC y 

muestran actividad óptica a lo largo de dos de sus tres ejes. La sacarosa pura funde a 

188°C. En solución, este azúcar es dextrógiro, con una rotación especíFica de 
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[a]20
0 +66.53º a una concentración de 26 gramos por 100 ml de agua. Esta propiedad es 

de gran imix>rtancia, por constituir la base de los métodos polarimétricos de análisis. 

La sacarosa es muy soluble en agua, como lo son casi tcx:fos tos azúcares; una solución 

saturada a 20ºC contiene el 67.09% por peso. No reduce los Iones de cobre o de otros 

metales en soluciones alcalinas tales como la de Fehling, ya que ni el grupo reductor de 

alclosa ni el de cetosa está libre en la molécula del disacárido [Spencer y Meade, 1967]. 

3.6.1 Sfntesls de la sacarosa 

En las plantas, los carbohidratos (azúcares, almidón, celulosa) se fbrman por un proceso 

fotosintético de asimilación: 

6 C02 + 6H20 + 675 kcal 

La sacarosa es, con mucho, el más extendido y frecuentemente el más abundante de los 

azúcares presentes en la savia de las plantas. En la savia de la caña de azúcar (Sacr:harum 

officlnarum, S. spontaneum, S. sinense, etc.) se encuentra más de 17%, de sacarosa, lo 

mismo que en la savia de remolacha (Beta vulgariSJ. 

3.6.2 Reacciones de la sacarosa 

3.6.2.1 Inversión 

La hldróllsls de gllcósldos, ollgosacárldos y polisacáridos de los alimentos está innuenclada 

por numerosos factores, tales como pH, temperatura y configuración anomérica [Fennema, 

1993]. 

La sacarosa se hldroliza con racilldad en soluciones ácidas a veloclclades que aumentan 

notablemente según el aumento de la temperatura y la disminución del pH, con liberación 
de los monosacárldos constituyentes según la reacción: 
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c,,H,,O,, + H,O - C6/l1206 +c.H,,o. 
SACAROSA 

[af"o+ 66.53° 

GLUCOSA 

[a)20o+ 52.7° 

FRUCTOSA 

[af"o - 92.4° 

MARCO TEÓRICO 

A esta reacción hldrolítica se aplica generalmente el nombre de Inversión, ya que produce 

un cambia de la actividad óptica dextrógira propia de la sacarosa a una actividad neta 

levógira, equivalente a [a]20
0 - 39.7° de los productos de la reacción. Esta reacción es 

sumamente Importante en la fabricación de azúcar, ya que se pierde sacarosa cuando los 

guarapos o jugos no se mantienen a un pH de 7 o ligeramente superior, especialmente 

durante las múltiples operaciones para las cuales se requieren altas temperaturas. La 

magnitud de las pérdidas posibles se puede estimar sobre los porcentajeS de sacarosa 

Invertida por hora a diferentes pH y temperaturas. La me>cla equimolecular de glucosa y 

fructosa que se forma es conocida generalmente como "azúcar invertido", por extensión 

de la terminología que se aplica a la reacción de hidrólisis. Ha sido procedimiento oomún 

la expresión de los resultados de las determinaciones del JXl(ler reductor, por métodos 

aplicables en Igual proporción a estos azúcares, como Invertido. La Inversión produce 

cantidades precisamente iguales de los dos monosacáridlas. 

3.6.2.2 Poder Inversor ele los c\c:idos 

Los ácidos varían en su habilidad de Invertir la sacarosa casi en el orden de su grado de 

Ionización. La Tabla 3.4 se ha desarrollado oonsiderando el ácido clorhídrico (HCI) como 

100. En la selección de un ácido para Invertir la sacarosa se debe considerar la 

compatibilidad del ácido con el producto terminado. Por ejemplo, los ácidos cítrico y 

fosfórico frecuentemente son componentes de bebidas y ellos podrían usarse para Invertir 

la sacarosa para la producción de la bebida. 

El ácido clorhídrico normalmente se usa debido a su alto poder de inversión y, cuando el 

ácido se neutraliza can hidróxido de sodio, rinde 1 molécula de agua y 1 molécula de 

cloruro de sodio. En la mayoría de las formulaciones esta cantidad pequeila de sal es 

lnslgnlflcante [Panooast y Junk, 1973]. 
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TABLA3.4 

PODER INVERSOR DE LOS ÁODOS 

AODO PODER INVERSOR 

HBr 
HCI 

HNO, 
H,so. 

Oxálico 
H3P04 

Tartárico 
Cítrico 
Láctico 
Acético 

RELATIVO 
111.4 
100.0 
100.0 
53.6 
18.57 
6.21 
3.00 
1.72 
1.07 
0.40 

[Fuente: Pancoast y Junk, 1973] 

3.6.2.3 Descomposición alcalina de las soluciones de sacarosa 

MARCO TEÓRICO 

cuando las soluciones de la sacarosa se calienta en presencia de Iones OH, ésta se 

descompone. Puede observarse la formación de furfural, de 5-hidroxy-metll-2-furfural, de 

metil gllcoxilo, gliceraldehído, dloxiacetona, acetona, ácido láctk:o, ácido trioxiglutárico, 

ácido trloxibutírico, ácido fórmico, bióxido de carbono y otras sustancias. Primeramente, se 

forma el ácido láctico, bajo ciertas circunstancias, hasta llegar al 75% del peso de la 

sacarosa descompuesta (el rendimiento teórico sería del 100%). En circunstancias 

normales en el proceso de evaporación o de cristalización de la tecnología del azúcar, se 

forman aproximadamente 3 g-equivalentes de ácidos por una mol de sacarosa 

descompuesta. 

La descomposición de la sacarosa se acompaña con la lbrmación de mezclas Indefinidas 

de sustancias en pequeñas cantidades, pero de un color cale muy intenso (polifenoles). 

Debido a la formación de ácidos la alcalinidad de la solución disminuye la descomposición 

alcalina. Como consecuencia de la disminución de pH se hace menor la lbrmaclón de 

ácidos y de color. Sin embargo, más allá del punto neutro, CX>l'l'lienzan las pérdidas de 

azúcar causaclas por la Inversión. La descomposición mínima de sacarosa toma lugar 
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aproximadamente a un pH de 9 cuando la concentración de H• (que causa la inversión), y 

la concentración OH" (que causa la formación ele ácidos y color) son pequeñas [Honig, 

1969]. 

3.7 GLUCOSA (DEXTROSA) 

Este monosacárido tiene la fórmula empírica C:.H120 6 (peso molecular 180.16 g/mol), y su 

estructura recibe la designación química de D-glucoplranosa, quedando el anillo formado 

por el oxígeno en Ja posición que se muestra en la estructura de la sacarosa. Es una 

aklohexosa y se puede cristalizar del agua tanto en Ja configuración a como en 13, y estas 

dos formas están en equilibrio en solución a temperaturas inferiores a sooe , la a-D­

glucosa, que es la forma más estable, cristaliza en forma de mooohldrato, C.HuO... H20, Ja 

glucosa anhidra forma cristales romboides que tienen un punto ele fusión de 146 oC, 

mientras que el hidrato funde a B3ºC (Figura 3.3). 

Es menos soluble en agua que la sacarosa; las soluciones saturadas contienen 49.4% a 

23ºC y 54.6% a 300C, de azúcar anhidro, por peso. Es típico ele los azúcares reductores, 

el tener un grupo aldehído libre oxidable por la acción ele soluciones alcalinas de sales de 

cobre, el yodo, y otros agentes oxidantes [Whalley, 1971]. Estas reacciones constituyen Ja 

base de muchos métodos para la determinación analítica de Ja glucosa [Klr y col., 2000]. 

Se ha descrito un método para Ja determinación por separado del contenido de glucosa de· 

mezclas que contienen otros azúcares; este método emplea la enzlma glucosa oxldasa que 

Ja oxida específica y cuantitativamente, formando ácido glucónlco. 

FJ:GURA3.3 

ESTRUCTURA QUÍMICA LINEAL DE LA GLUCOSA 

18 



MARCO TEÓRICO 

Son fácilmente interconvertibles las formas a y 13 de la glucosa, y sus soluciones muestran 

el mismo fenómeno de mutarrotación que muestran las de la mayoría de las hexosas y 

pentosas simples. Cuando se disuelve primero, la a-O-glucosa tiene una rotación 

específ"oca de [aJ''ºo+112.2" mientras que la 13-D-ghJCOsa es de [a]20o+18.7º. Cuando se 

establece un equilibrio con presencia de aproxlmaclamente 40% de la forma a y 60 % de 

la forma 13 la rotación es de [a]20o+52.7" y este valor es el que se usa para la 

determinación del azúcar en la sacarimetría. 

3.8 FRUCTOSA (LEVULOSA) 

La fructosa tiene la misma fórmula empírica que la glucosa, C.,H120,, (peso molecular 

180.16), pero es una cetohexosa, con el oxígeno fijado en el carbono 2, en lugar de estar 

en el carbono l. Su designación de levulosa surgió de la actividad levógira de sus 

soluciones; pero la conFoguración de este monosacárido es la de una forma O y en la 

nomenclatura química precisa este azúcar cristalizado corresponde a la forma a o la forma 

13-D-fructoplranosa. Es más soluble en agua que la glucosa y que la sacarosa; una solución 

saturada a 20ºC contiene un 78.9% de este azúcar y la cristalización de formas 

particulares es más difícil que en el caso de la glucosa. La oxidan la mayoría de los 

reactivos que se utilizan para la determinación de la glucosa y de otros azúcares 

reductores, aunque reacciona mucho más lentamente con soluciones alcalinas de yodo 

bajo condiciones específicas. 

La fructosa funde de 102 a 104"C. Su configuración de fructopiranosa, con un anillo de s 
átomos, uno de ellos de oxígeno, es diferente de la furanósica, con anillo de 4 átomos, 

que existe en la molécula de sacarosa. La mutarrotación en soluciones acuosas es más 
compleja que en el caso de la glucosa, ya que se establece equilibrio entre la estructura 

anular furanósica y la piranósica, y también entre sus formas a y 13. 
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3.9 PROPIEDADES RSICAS Y QUfMICAS DE LOS AZÜCARES REDUCTORES 

(DEXTROSA Y LEVULOSA) 

Los azócares reductores se caracterizan por su capacidad para reducir los Iones metálicos 

como los del cobre que está contenido en la solución de Fehllng. Todos los monosacárldos 

pertenecen a este grupo. En la hidrólisis los azúcares se convierten a sus constituyentes 

monosacárldos. La hidrólisis ácida o enzimática de la sacarosa resulta en la formación de 

cantidades Iguales de glucosa y de fructosa. La glucosa existe en abundancia en la 

naturaleza como azúcar libre, así como en formas combinadas. Estas últlmas Incluyen 

productos de pollcondensaclón como el gllcÓgeno, el almidón y la celulosa; disacáridos 

como la maltosa, la lactosa y la sacarosa. 

La fructosa que está presente en muchas frutas como azúcar libre se encuentra también 

en la naturaleza, con combinaciones químicas. Ejemplos ele estas combinaciones con la 

sacarosa compuesta de fructosa y dextrosa e lnullna, la pollfructosana que se encuentra 

en muchas plantas de la familia Compositae. 

Los azúcares reductores contienen grupos alcohóllcos primarios y secundarios. Junto con 

éstos están presentes, ya sea un aldehído o un residuo ele cetonas que existe en grandes 

cantidades en la forma de un hemiacetal Interior. El hemiacetal o anillo de formación, 

resulta de la reacción de un aldehído o de un grupo de cetonas con un grupo de alcohol 

de la misma molécula. cada una de las posibles estructuras de anillo es capaz de existir 

como los Isómeros conocidos como anómeros. El carbón hemiacetal es responsable de la 

acción reductora de estas moléculas de azúcar y por lo tanto se le llama carbón reductor 

[Honlg, 1969]. 

3.10 ASPECTOS GENERALES DE LOS .JARABES DE ALTO CONTENIDO EN 

FRUCTOSA 

Los jarabes de maíz de alta fructosa, JMAF (HFCS, por sus siglas en Inglés, hlgh fructose 

com syrup) son soluciones concentradas que contienen básicamente fructosa y glucosa 
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(dextrosa) con cantidades menores de sacáridos de alto peso molecular. El jarabe es 

producido a partir de una isomerización enzimática de un hidrolizado de dextrosa, seguido 

de un proceso de refinación y concentración. Los productos comerciales pueden llegar a 

contener 42, SS o 90°/o de fructosa en base seca. 

La fructosa (también llamada levulosa o azúcar de frutas) se encuentra naturalmente en 

muchas frutas y vegetales. La miel contiene hasta un 50% en peso de fructosa en base 

seca. Cada unidad de sacarosa se compone de una molécula de fructosa y una molécula 

de dextrosa que en conjunto forman al disacárido ya mencionado. La fructosa también se 

encuentra en forma de polímero como inulina en plantas corno las dalias, chicoria, 

alcachofas de Jerusalén, amargones, etc., y se libera mediante tratamientos químicos o 

enzimáticos. 

La fructosa fue aislada por primera vez en 1847. En 1874 se reconoció que la fructosa 

presentaba ventajas sobre la sacarosa tales como ser un endulzante para diabéticos. 

Siguiendo el descubrimiento de la conversión alcalina de la dextrosa en fructosa, en 1895, 

un número considerable de Investigaciones se dirigía en un esfuerzo para desarrollar un 

proceso comercial. Sin embargo, debido a problemas asociados con color o con sabor, el 

bajo rendimiento de fructosa y la degradación del producto el proceso nunca fue 

comercializado. La conversión enzimática de dextrosa a fructosa con la enzima glucosa 

lsomerasa se reportó por primera vez en 1957 y se patentó en 1960. La Investigación en 

esta área continuó por varios años en Japón dando como resultado su producción 

comercial en 1960 y se patentó en Estados Unidos de América en 1971. 

La tecnología japonesa fue autorizada por Standard Brands y su producción fue Iniciada en 

los Estados Unidos de América en 1967 mediante un proceso por lotes. Inicialmente se 

fabricaban jarabes de fructosa de 15% en peso seguida en 1968 por la producción de 

jarabe de fructosa de 42% en peso de fructosa. En 1972, se Inició un sistema continuo 

utilizando para ello la enzima Inmovilizada durante el proceso [Inglett, 1974]. 
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El éxito comercial de jarabes de maíz de alta fructosa ha sido notable. El primer embarque 

en los Estados Unidos del producto se realizó en 1968 y por 1988 los embarques 

excedieron 5,000 millones de kilogramos o 5 millones de toneladas (11 mil millones de 

libras) como sólidos secos. Hay dos productos importantes: El jarabe de fructosa al 42% y 

el jarabe de fructosa al 55%. Estos eduk:orantes pueden reemplazar a la sacarosa en la 

elaboración de alimentos. Las plantas Industriales para la fabricación de los HFCS son 

controladas por un sistema moderno de computadoras. Esto permite a la industria obtener 

un producto de alta calidad. 

3.10.1 .Jarabes de malz de alta t'ructosa, .JMAF (HFCS) al 42°/o 

En los Estados Unidos de Amérk:a, los JMAF se elaboran a partir de almidón de maíz. El 

almidón se licua a temperaturas altas con una a-amllasa hasta la obtención de 

equivalentes de dextrosa. En la segunda etapa una glucoamilasa transforma el almidón 

hasta un 94-96% de dextrosa. Lo obtenido de este paso es refinado y filtrado con 

carbono y un tratamiento de Intercambio lónico. El hidrollzado de dextrosa refinado se 

bombea entonces a través de una columna con glucosa isomerasa inmovilizacla que 

convierte aproximadamente un 45% de glucosa en fructosa. El jarabe con 42% de 

fructosa es de nuevo refinada con carbono y sometido a un tratamiento de intercambio 

iónico y clespués es evaporado para obtener así el JMAF (HFCS) al 42% comercial [O'Brien 

y Gelardl, 1991]. 

3.10.2 .Jarabes de malz de alta fruc:tDsa, .JMAF (HFCS) al 55º/o 

Se produce a partir del proceso para la obtención de jarabes al 42%. El jarabe se bombea 

en la unidad de fraccionamiento donde hay sitios de calcio que retienen la fructosa 

mientras la glucosa y los sacáridos de peso molecular alto la atraviesan. La dextrosa y los 

sacáridos son recirculaclos para la producción de jarabe al 42%. Posteriormente se 

bombea agua a través de la unidad de fraccionamiento para liberar a la rructosa. Lo que 

se obtiene generalmente es un jarabe con 80-95% rructosa, el cual es refinado y entonces 
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se mezcla una parte de éstos con los HFCS al 42% para obtener así un producto al 55% 

[O'Brlen y Gelardl, 1991]. 

TABLA 3.5 

COMPOSIOÓN TÍPICA DE LOS JARABES DE MAfZ DE ALTA FRUCTOSA* 

.JMAF42 .JMAF55 .JMAFB0-95 
lHFCS42l lHFCS55l lHFCSa..95l 

º/o Fructosa 42 55 B0-95 
º/o Sacarosa 52 40 4-19 
% Altos sacáridos 6 5 1-3 
% Sólidos secos 71.0 77.0 77.0 

* Sólidos en base seca 
[Fuente: O'Brlen y Gelardl, 1991] 

El JMAF (HFCS) es un líquido claro, descolorido. Tiende a desarrollar un color paja ligero 

después de un tiempo prolongado y/o a temperaturas altas. Sin embargo, el producto 

puede ser utilizable durante muchos meses si se almacena bajo las temperaturas 

prescritas. 

Los JMAF (HFCS) al 42% pueden cristalizar debido a que los niveles de glucosa son más 

altos. El jarabe al 55% raramente cristaliza. SI cualquier producto cristaliza, el material 

puede ser calentado para solublllzar a la glucosa. 

La característica más importante de los JMAF (HFCS) es su dulzura (Tabla 3.6). En dulzura 

los JMAF (HFCS) al 42% son casi Iguales a la sacarosa. Los valores de dulzura varían con 

la temperatura, pH, y sólidos. En general, los jarabes de la fructosa son más dulces en 

sistemas que están fríos a valores de pH bajos. 

Desde que los JMAF (HFCS) reemplazaron a la sacarosa, se necesita tornar en cuenta la 

química de los dos sistemas. La sacarosa en alimentos ácidos o en el cuerpo se invertirá a 

cantidades aproximadamente Iguales de glucosa y fructosa: 

100 g Sacarosa INVERSIÓN TOJAL .. S2.6 g Glucosa + 52.6 g Fructosa 
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TABLA3.6 

DULZURA RELATIVA DE EDULCORANTES NlirRITIVOS 

EDULCORANTE DULZURA RELATIVA CON 
RESPECTO A LA SACAROSA 

Sacarosa 1.0 
Fructosa cristalina 1.2-1.8 
JMAF CHFCS) 90% 1.2 -1.6 
JMAF fHFCS) 55% 1.0 + 
JMAF fHFCS) 42% 1.0 
Glucosa 0.7 

[Fuente: O'Bnen y Gelardi, 1991] 

3.10.3 Propiedades de los jarabes de alto contenido en fructosa 

Los jarabes de maíz de alta fructosa son más dulces que los jarabes de maíz 

convencionales debido a la presencia de fructosa, aunque la intensidad de dulzura 

depende de muchos factores tales como la temperatura, el pH y la concentración. En 

general, el jarabe de maíz de alta fructosa con 42% (p/p) presenta la misma dulzura que 

la sacarosa, el de 55% {p/p) es un poco más dulce que la sacarosa y, finalmente, el de 

90% (p/p) es de un 20 a un 60% más dulce que la sacarosa. Otras propiedades del jarabe 

con alto contenido de fructosa es que presenta una alta solubilidad, reduciendo así la 

posibilidad de la cristalización; sus propiedades humectantes permiten que se alargue la . 

vida de anaquel en productos de panadería; la fácil descomposición de la fructosa durante 

el cocimiento da como resultado una mejora en el sabor y en color y su alta presión 

osmótica inhibe el crecimiento microbiano. 

3.11 MANUFACTURA DE .JARABES DE MAfz 

Los jarabes de maíz y azúcares son producidos por la hidrólisis química o enzimática del 

almldón. La hldrólisls de almidón para la producción de jarabes de maíz se puede llevar a 

cabo por tres métodos diferentes. 
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En la terminok>gCa industrial, los nombres ''conversión" o "conversión de almidón" son 

usados para denotar estos tres procesos. La seleccián del tipo de método de la conversión 

depende del tipo de jarabe de maíz que será producido. El grado de conversión es 

normalmente medido en términos de dextrosa equivalente (DE). Este término se define 

como el porcentaje de azúcares reductores en un jarabe de maíz, calculado como 

dextrosa, en una base de peso seco. 

Los tres procesos de hidrólisis de almidón son la conversión ácida, la conversión ácido­
enzima y la conversión enzima-enzima. En el primero de estos métodos, como su nombre 

lo Indica, los únicos agentes empleados para hldrolizar el almidón son ácidos. Los dos de 

estos últimos procedimientos son los llamados de conversión dual. Los sistemas de 

conversión duales tienen dos propósitos. En primer lugar, la conversión ácida produce 

jarabes que tienen limitaciones en la aceptabilidad cuando la hidrólisis se lleva más allá de 

SS DE. En segundo lugar, los métodos de conversión dual hacen posible la producción de 

jarabes que tienen una amplia diferencia en las propiedades físicas y químicas .. 

3.11.1 Conversión ácida 

Cuando el almidón es hidrolizado con ácido como catalizador, ocurren rupturas en las 

uniones -e-o.e- con lo cual se lleva a cabo la producción de glucosa y de muchos de sus 

polímeros. Al continuar la hidrólisis hay un aumento en el número de los azúcares de peso 

molecular bajo. SI el proceso continúa, varios de los polímeros son hldrollzados hasta 

llegar sólo a remanentes de glucosa. Así, cualquier proceso de conversión, realizado ya 

sea por vía ácida o por un tratamiento dual, debe controlarse rigldamente para producir 

un jarabe con el valor DE deseado. 

La prodUCCiÓn de los jarabes de maíz por conversión ácida se lleva a cabo en un tanque 

de presión denominado "conversor"". El almidón es mezclado con agua hasta formar una 

suspensión, que contiene de un 3Q-40% de almidón seco. La cantidad requerida de ácido 

diluido, la cual se basa en el peso de almidón y normalmente es de 0.12% de HO, es 

agregada y la temperatura se eleva con vapor hasta obtener los gradoS requeridos. Esta 
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temperatura es aproximadamente de 140-160ºC. La calefacción continúa durante un 

intervalo de 1S-20 minutos. La cocción o gelatlnización del almidón convierte primero a los 

polisacáridos más grandes. Conforme el proceso avanza se van produciendo otros 

azúcares. La conversión se puede continuar hasta llegar al grado de conversión deseado. 

En ese momento, se debe detener el calentamiento y la hidrólisis debe ser detenida 

rápidamente por la Introducción de cantidades equivalentes de un agente neutrallzante. El 

pH debe ajustarse a un Intervalo de 4.0 a s.s. 

Después de la neutralización, el material suspendido, que consiste en substancias grasas y 

partículas sólidas, es eliminado por medio de centrifugación y el uso de filtros. El tlltrado 

se evapora parcialmente hasta obtener aproximadamente 60% de sólidos y se hace pasar 

por filtros de carbón para clarificar y blanquear el producto. Finalmente, el jarabe de maíz 

se bombea a través de un filtro de poro muy fino. Después de la clarificación, el jarabe se 

concentra en los tanques hasta obtener la densidad final. 

Uno de los desarrollos para la producción de jarabes por hidrólisis ácida es el uso de un 

sistema continuo. Este desarrollo ha hecho posible la producción de jarabes de maíz 

refinados con propiedades uniformes. El tiempo de proceso para este sistema es de 

aproximadamente 4 horas. Y, para el sistema de producción de jarabe por lotes, se 

requiere un tiempo de 14 a 16 horas [Pancoast y Junk, 1973). 

3.11.2 Conversión Acldo-enzlma 

La producción de jarabes de maíz por medio de una conversión ácido-<!nzlma se lleva a 

cabo en dos etapas de hidrólisis. La primera etapa se lleva a cabo con el ácidio como se 

ha descrito en el punto anterior. Esta etapa se puede realizar por un sistema por lotes o 

con el uso del sistema continuo. La magnitud de la conversión ácida va a estar 

determinada por el valor que se desee de DE y por la composición de carbohk:lratos del 

jarabe final. 
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La segunda etapa en este tipo de conversión se lleva a cabo por medio de enzimas que 

escinden el almidón. 

Las enzimas que escinden al almidón, o amllasas son de tres tipos: Alfa amllasa, beta 

amllasa y glucoamilasa. Las primeras dos son utilizadas en la producción de jarabes de 

maíz y la tercera para la obtención de glucosa a partir de almidón [Pancoast y Junk, 

1973]. 

3.11.3 Conversión enzima-enzima 

La producción de jarabes de maíz por conversión dual que usan dos enzimas en serle está 

bastante limitada. Esto puede ser debido al costo más elevado que el proceso ácido­

enzima. Se han descrito ventajas de la producción de jarabes de maíz por este método 

sobre el sistema convencional. 

En el primer paso de la hidrólisis, se debe emplear una alfa amilasa termoestable debido a 

las temperat11ras de gelatinizaclón que se utilizan. La segunda etapa de la hidrólisis se 

lleva a cabo con una amllasa fúngica [Pancoast y Junk, 1973]. 

3.11.4 Uso de la enzima glucosa lsomerasa para la obtención de Jarabes altos 

enfructosa 

El jarabe de maíz de alta fructosa que contiene 42% en peso es producido comercialmente 

por lsomerlzación continua de glucosa con la enzima glucosa lsomerasa Inmovilizada. 

El jarabe enriquecido que contiene 90% de fructosa en peso, que se prepara por 

separación cromatográflca, es mezclado con el jarabe de maíz alto en fructosa al 42% en 

peso para obtener un jarabe de 55% en peso de fructosa. 

Durante el desarrollo Inicial de la glucosa lsomerasa, fue Indiscutible que la reacción en 

lote no seria comerclalmente factible debido a varios factores. Los largos tiempos de 

27 



MARCO TEÓRICO 

residencia con Ja enzima soluble causaban &a producción de cok>r, eliminación del sabor, 

así como la formacién de derivados de azúcar no metabolizables, formadas bajo 

condiciones alcalinas. Además, el costo de la enzima era alto y se hizo necesario 

desarrollar un sistema de la reacción en forma continua. Como resultado de estos 

estudios, se desarrollaron dos tipos de procesos de Inmovilización para su uso comercial: 

los procesos de células enteras y los procesos de enzimas solubles. 

En el proceso de células enteras la célula microbiana que contiene enzimas Intracelulares 

se recupera del caldo de fermentación y se trata de conservar su actividad enzimática y 

mantener la Integridad de la partícula. En un proceso, el caldo del cultlvo se centrifuga y el 

concentrado de células Usadas se homogeneizan y se mezclan con glutaraldehído. El 

material se diluye y se flocula con un floculante catlónico y el producto final, se seca y se 

criba. El otro método Involucra el arreglo de las células en gelatina y se mezcla con 

glutaraldehldo, seguido de un lavado, realizando posteriormente una clasificación de 

partículas por tamaño y por último un secado. 

En el proceso de enzima soluble la enzima es separacla de las células y purificada antes de 

la Inmovilización. Debido a que la glucosa lsomerasa es una enzima intracelular, se rompe 

primeramente la pared de la célula por métoclos físicos (sonicación y homogeneización) o 

enzimáticos. 

La glucosa lsomerasa es solubillzada, separada por centrifugación y/o filtración y 

concentrada por ultrafiltraclón. En uno de los métodos de Inmovilización se va ligando a la 

enzima soluble simplemente a partículas que contiene una combinaciÓn de celulosa con 

DEAE (cloruro de dietllamlnoetllo), dióxido de titanio y pollestireno: otros soportes para la 

glucosa lsomerasa incluyen resinas de Intercambio aniónk:o, celulosa de Intercambio 

aniónlco, cerámica porosa y alúmina porosa. 

La glucosa lsomerasa se ha Inmovilizado por distintos métodos y a diferentes soportes 

como por ejemplo la Inmovilización por enlaces covalentes a esferas de vidrio poroso, a 
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esferas de vidrio recubiertas con zirconio, por "atrapamJento'' en polímeros de acrilamida v 
por adsorción a DEAE-Celulosa. 

Se han aislado enzimas de glucosa lsomerasa de una variedad de fuentes microbianas. Sin 

embargo, sólo unos cuantos organismos bacterianos se han usado para producir la 

glucosa lsomerasa de uso comercial. Éstos Incluyen Strepromyces o/ivochromogenes, S. 

rnurinus, S. rubiginosus, Bacil/us coagulans, Actinoplanes miSsouriensis y Hicrobacterium 

arborescens. 

Los jarabes de maíz altos en fructosa se producen a partir de un hldrollzado de glucosa el 

cual ha sido clarificado, tratado con carbón, y evaporado hasta un 40 - 50% de peso en 

base seca (Figura 3.4). Se adiciona magnesio como un coractor para mantener la 

estabilidad de la glucosa isomerasa y prevenir la Inhibición por cantidades traza de calcio 

residual. Si el nivel del calcio está por debajo de 1 ppm, un nivel del magnesio (agregado 

como MgSO.) de 0.4 mM es suficiente. El hidrolizado se pasa a través de una cama fija de 

glucosa lsomerasa Inmovilizada a una proporción de flujo controlada. Las condiciones del 

proceso dependen del uso del sistema de enzima pero generalmente son de 55-65 ºC, a 

un pH de 7.5-8.5, y un tiempo de reacción de 1 hora o menos. 

La máxima cantidad de fructosa contenida en el equilibrio es de 50 a 55% en peso en 

base seca; sin embargo, el tiempo de residencia se ajusta para lograr de 42-45 % en peso 

de fructosa ya que sólo con tiempos aumentados considerablemente se logran los 

porcentajes más altos. La enzima puede ser utilizada por varios meses y para compensar 

la pérdida de actividad enzimática se regulan los tiempos de residencia, para lo cual se 

modifica el flujo a través de la columna. 

Los reactores de la enzima pueden operar en paralelo o en serie hasta que la actividad se 

reduzca a un 10% del nivel inicial. El hidrolizado isomerizado que contiene hasta 42 % en 

peso de fructosa se ajusta a un pH de 4-5, se realiza un tratamiento con carbón para 

eliminar el color, se realiza un Intercambio iónloo para quitar las sales, y se hace una 

evaporación hasta un 71 o/o en peso de sólidos. 
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Cuando el contenido de glucosa en el jarabe de maíz es de 50 - 52% en peso el 

almacenamiento debe de ser de 30 - 32ºC para prevenir la cristalización. Si la 

cristalización llega a ocurrir, el jarabe se debe calentar a JSºC para disolver los cristales 

formados [Macrae, 1993]. 

3.12 ANÁUSIS CROMATOGRÁFICO 

La cromatografía de líquidos de alta resolución es la técnica de separación más 

ampliamente utilizada para la cuantificación de azúcares [Snyder, 1976]. 

Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su fácil adaptación a las 

determinaciones cuantitativas exactas, su Idoneidad para la separación de especies no 

volátiles o termolábiles y sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de 

primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en 

general [Skoog, 1994]. 

3.12.1 Determinación de carbohlclratos por cromatografta de liquidas de alta 

resolución 

Los hidratos de carbono no poseen grupos cromóforos lo que evita su detección por 

absorción en la región de UV y visible o por fluorescencia. La mayoría de los hidratos de 

carbono absorbe en el Intervalo de UV cercano, 180-220 nm, pero a esta longitud de 

onda, hay normalmente Interferencia de otros componentes de la muestra. 

El grado de pureza de la muestra y del solvente hace que la medición de absorbancia a 

longitudes de onda debajo de 200 nm sea dif'icil y cara. El detector del índice de refracción 

es el que comúnmente se utiliza para el análisis de carbohldratos en alimentos. El detector 

de índice de refracción es sensible a la temperatura y se ve afectado por la composición 

de los solventes, lo cual no permite el uso de elusión por gradiente [Scott, 1992]. 

La cromatograf'ia de gases no está sujeta a estas dificultades pero presenta otros 

problemas tales como la preparación de derivados volátiles ya que los carbohldratos no 
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son volátiles, es así que se forman derivados químicos volátiles en los que han sido 

Intercambiados los grupos hidroxilo (OH) por grupos éster o éter [Bradbury, 1976). 

A diferencia de la cromatograf'ia de gases, la cromatografía de líquidos ofrece a menudo la 

preparación de la muestra con un pre-tratamiento pequeño, y normalmente se observan 

solo los picos cromatográficos para cada azúcar [Scott, 1992). 

3.12.2 Columnas analitfcas para cromatograffa de llqulclos de alta resolución 

Las columnas para cromatograf'ia de líquidos se construyen con tubo de acero Inoxidable 

de diámetro Interno uniforme, aunque en algunas ocasiones se encuentran tubos de vidrio 

de paredes resistentes. 

La mayoría de las columnas para cromatografía de líquidos tienen una longitud entre 10 y 

30 cm. Por to común, &as columnas son rectas y se pueden alargar, si es necesario, 

acoplando dos o más columnas. El diámetro Interno de las columnas es a menudo de 4 a 

10 mm y los tamaños de las partículas de los rellenos más comunes son 3, 5 y 10 µm. 

3.12.2.1 Columna de sillce amino-ligada ("slllca amlno-boncled•) 

Los reportes de separación de carbohidratos por cromatograffa de líquidos tales como la 

fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa Indican el uso de columnas aminadas desde 

1974. La desventaja de estas columnas es la degradación gradual de los grupos aminados 

y la deterioración de la propia sílice, llevando partlcularmente en el futuro a la pérdida de 

resolución entre la glucosa y fructosa. La formación de bases de Schllf entre los grupos 

aminados y los azúcares reductores puede producir pérdidas, particularmente a 

temperaturas elevadas. 

Las características generales de un sistema de análisis de carbohidratos por cromatografía 

de líquidos de alta resolución se muestran en la Tabla 3.7. 
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3.12.3 Detectores de Indice de refracción 

En este tipo de detector, el disolvente en su camino hacia la columna pasa a través de una 

mitad de la celda y el efluente de la columna pasa por la otra mitad. Los dos 

compartimentos están separados por una placa de vidrio montada a un ángulo tal que si 

las dos diluciones dlf"ieren en el índice de refracción se produce una desviación del haz 

Incidente. El desplazamiento del haz con respecto a al superficie fotosensible del detector 

provoca una variación de la señal de salida, la cual, una vez amplif"icada y registrada, 

proporciona el cromatograma. 

Los detectores de índice de refracción tienen la ventaja de que responden a casi todos los 

solutos. Es decir, son detectores universales análogos a los detectores de llama en 

cromatografía de gases. Además, son fiables y no dependen del caudal. Sin embargo, son 

dependientes de los cambios de temperatura y se deben mantener a una temperatura 

constante, con unas pocas milésimas de grado centígrado de variación. Por otra parte, no 

son tan sensibles como la mayoría de los otros detectores y, por lo general, no se pueden 

utilizar en la elución con gradiente [Skoog, 1994]. 
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TABLA3.7 

CARACTERÍSTICAS DE SISTEMAS DE ANÁLISIS DE CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFÍA DE 
LÍQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN 

SUlce •mino- Sillce•mlno- Res..,.• de Iones ReslrNl•de 
,..,_(Amino- ----... -~-

lnt~mblo ---· ••u• •nlónlco 
CH,c:N/H,O (75:25) Hz() de.sjonlzacla (a 

NaOH+ot~ Eluyente CH..CN/H,O (80:20) + modiftcadorde veces+ para elulr ol~ y (desgasltlcado) 
polla mina modiftcadores pollSacáridos orainlcosl 

Intercamb'o 66oKo, 
Cromatogratla Partición Partición exdus~ por Intercambio lónico tamario, complejos 

11nandos 
Detector 

amperométJico 

Detector IR IR IR pulsado (PAD,. 
"pulsed 

amperometrlc 
detection'"l 

Umltes de detecdón lOµo 10 .... 1 µo 0.01 µ.g tarvnvlmados' 
Varia debido a ligeros Buena estabilidad, El uso de post· 

Unea base cambios en la Como el anterior mejor que la fase columnas estab'liza composición de la 
f~móvU móvU mezclada la línea base 

Usualmente Usualmente ssoe, los anómeros 
Temperatura de la temperatura temperatura se separan a 2Cl-45"C columna temperatura ambiente ambiente 

amb~te 

Presenta buena 
La rase estacionaria La se1ice sola nWis una Es buena, si la esta~lldad mecánica 
amino reacciona con regeneración presión no aumenta (>275 bar o 4000 

Estabilidad de la los aldehidos y continua del grupo más de 103 bar psi). Evitar el CO,: la 

columna cet:onas para formar amino, da COfllO 
(1500 psi), se deben deposlciÓn de 

bases de Schttf con lo resultado un sistema evttarlassa~. carbonatos requN!re 
cual la vida de la más "'robusto'" ácidos org.finicos y de eliminación del 

columna se reduce metano! uso de NaOH 
concentrada 

Gradiente de eluddn No No No Si . aradienbs iÓnlcos 
Altas bemperaturas 

La separación de catallzan la reacción Valores altos de pH anóme:ros no causa de mutarrotaci6n1 los 
Mutarrotación problemas, el grupo Como el anterior andmeros se pueden incrementan ~ 

reaa:lón de amlnado catallza la observara mutalTOtación reacción ~turas más 
balas 

Glucosa/galactosa Sacarosa/maltosa Glucosa/manitol XUitDVsort>-Glooosol/sortMtol 
FructDsaj)(jUtDI CorrK> en el anterk>r1 

Saauoso/ladDY (La 

Problemas de (tlempasde '""'"-
últi~ JMA:~ tiene 

separación rell!nción más '""""' glucosa/galactosa ~s •resofuci6n•con SorbitDl/duldlol 
t'onnil5 "'lloinlc3s de para rannosill y separadas J*>rno 'f algunos estaquiasa1 pueden otros pares con usarse para plata) ol'-'"'cáridos\ 

[Fuente: Scott, 1992) 
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4.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

En general, la metodología de esta Investigación consistió en realizar la clarificación del 

jugo de caña con etanol y en preparar las soluciones estándar de sacarosa para llevar a 

cabo el estudio de optimización ele las hidrólisis química y enzimática. 

Las determinaciones de glucosa, fructosa y sacarosa, presentes en cada una de las 

muestras analizadas a diferentes tiempos de las etapas de la metodología, se realizaron 

por medio de cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR). 

Para llevar a cabo la hidrólisis ácida de las soluciones estándar de sacarosa y de las 

muestras de jugo de caña clarificado se empleó ácido sulfúrico como agente hlclrollzante a 

diferentes concentraciones para determinar la concentración óptima. 

La hidrólisis enzimática se llevó a cabo con la enzima invertasa, con la cual se probaron 

diferentes relaciones E/S para determinar la relación óptima. 

4.1 DIAGRAMA EXPERIMENTAL 

En el siguiente diagrama (Figura 4.1), se indica ele manera general, los pasos de la 

metodología realizada. 

4.2 OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

Las muestras se obtuvieron directamente en el laboratorio extrayendo el jugo de caña 

mediante un prensado para lo cual se empleó un molino de caña manual. Algunas de las 

muestras de jugo de caña se obtuvieron en "'juguerias• del centro de la dudad de México, 

(con la finalidad de tener diferentes muestras y compararlas), las cuales se transportaron 

al laboratorio para su análisis en recipientes de plástico cerrados y en hleleras para evitar 

su descomposición. Posteriormente se almacenaron a 4"C hasta el momento de su 

análisis. 
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4.3 CUANTIFICACIÓN DE SACAROSA, GLUCOSA Y FRUCTOSA POR 

CROMATOGRAFiA DE ÚQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN (CLAR) 

4.3.1 Calibración del cromatógrafo de Uquldos de alta resoluc:i6n [AOAC, 1995] 

El procedimiento para la calibración del CLAR consiste en preparar los estándares de cada 

uno de los azúcares a cuantificar (glucosa, fructosa y sacarosa) con el fin de detectar los 

tiempos de retención de cada uno de los azúcares, así co.mo el área bajo la curva para 

concentraciones específicas. 

4.3.2 Reactivos y material 

Los materlales y reactivos usados fueron: 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Perkln 
Elmer 
Bomba Binaria modelo 200 Perkln Elmer 
Interfase Serie 900 Perkln Elmer 
Detectar de Índice de Refracción Perkin Elmer 
Estándares de Glucosa, Fructosa y sacarosa grado 
reactivo analítico 
Acetonltrilo grado CLAR (HPLC) 
Agua desionlzada 
Baño ultrasónico modelo Branson 1210 
Filtros de 0.2 µm de ffnylon" para CLAR (HPLQ 

4.3.3 Procedimiento 

Los estándares de fructosa, glucosa y sacarosa se elaboraron en las siguientes 

concentraciones para cada azúcar: 

AZOCAR 
FRUCTOSA 0.052835 
GLUCOSA 0.050910 0.012730 0.006363 
SACAROSA 0.050001 0.012500 0.006250 

Las condiciones experimentales que se manejaron para el cromatógrafo de lí:¡uldos 

fueron: 
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Columna Termo "Hypersll" 250 x 4.6 mm Sílice amino-ligada 
{"Slllca Aminobonded") 

Fase móvil 
Flujo de la fase móvil 
Detector 
Volumen de Inyección 

Acetonitrilo:Agua (60:20) 
1 mLJmin 
Índice de refracción 
20 µL 

Las Inyecciones al cromatógrafo de líquidos de cada uno de los estándares se realizaron 

por triplicado para la obtención de las curvas de calibración. 

cada una de las muestras inyectadas al cromatógrafo, deben ser filtradas a través de 

filtros de "nylon" para CLAR (HPLC) de 0.2 µm. 

El acetonitrilo y el agua que se emplean como fase móvil, deben ser filtrados a vacío a 

través de una membrana de "nylon" de 0.45 µm y desgasificadas en el baño ultrasónico 

por un Intervalo de tiempo de 30 minutos. 

4.4 CLARJFJ:CACJÓN DEL .JUGO DE CAÑA 

El método de clarifocaclón con alcohol etílico, tiene como fundamento el hecho de que el 

etanol posee la capacidad de precipitar material con un peso molecular mayor a 10,000 

daltones [castlllo-Guajardo, 1996; castlllo-Guajardo y col.,2002; Gulllén-Vlllegas y col. 

2002]. 

4.4.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Jugo de caña 
Etanol 99.90 OG.L. 
Agua destilada 
Filtros Whatrnan Nº 540 a peso constante 
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4.4.2 Procedimiento 

Se prepararon soluciones de etanol a diferentes concentraciones con jugo de caña de la 

siguiente manera: 

0/o de 
Etanol 

0% 
20% 
40% 
50% 
60% 
70% 
80% 
90% 

99.90% 

Jugo de caña 
Cml) 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

4.4.2.1 Medidas turbldlmétricas 

Etanol (mL) 

o 
5 

10 
12,5 
15 

17.5 
20 

22.5 
25 

Agua (mL) 

25 
20 
15 

12.5 
10 
7.5 
5 

2.5 
o 

Se prepararon las soluciones de etanol con jugo de caña como ya se Indicó, por triplicado 

y las muestras se dejaron reposar durante 24 horas. Después de este tiempo, se midió la 

absorbancia a 595 nm de cada una de las soluciones (se utilizó como blanco la mezcla de 

etanol-agua correspondiente a cacla porcentaje de etanol a evaluar sin la adición de la 

muestra de jugo de caña), con la final de obtener la densidad óptica, DO, de cada 

muestra. 

4.4.2.2 Medidas gravlmétricas 

Se prepararon las soluciones de etanol con el jugo de caña por triplicado y se dejaron 

reposar durante 24 horas, después de este tiempo se filtraron las soluciones en papel filtro 

Whatman Nº 540, el cual se puso previamente en una estufa a 1()()-llOoC durante dos 

horas aproximadamente (hasta peso constante). Posteriormente se colocaron los papeles 

filtro con el precipitado en una estufa a lOOoC hasta peso constante. 
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4.5. DETERMINACIÓN DE pH EN MUESTRAS DE .JUGO DE CAÑA Y EN 

SOLUCIONES ESTÁNDAR DE SACAROSA 

Esta prueba se basa en la determinación de la actividad de Iones hidrógeno, empleando 

un Instrumento potenciométrico, con sensibilidad para reproducir valores de pH de O.OS 

unidades usando un electrodo Indicador al Ión hidrógeno como electrodo de vidrio y un 

electrodo de referencia apropiado, tal como el de calomel o el de cloruro de plata-plata. El 

aparato debe detectar el potencial en milivoltios y en unidades de pH a través del par de 

electrodos. 

Para las mediciones de pH se utiliza ampliamente el electrodo de vidrio, porque da una 

respuesta Inmediata a los cambios rápidos de las concentraciones de Iones hidrógeno aún 

en soluciones poco reguladas. 

Los valores de pH dependen de la temperatura, por lo cual las mediciones se deben 

efectuar a determinadas temperaturas. 

4.5.1 Calibración del equipo 

Se deben seguir las instrucciones dacias por el fabricante del equipo. 

Examinar los electrodos antes de usarlos observando si presentan el puente salino, previo 

a su uso, si es necesario, abastecer de solución salina el puente y observar las 

precauciones Indicadas por el fabricante para el Instrumento y el electrodo. 

Encender el aparato y dejarlo calentar lo suf"iclente, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

Seleccionar dos soluciones reguladoras ("buffer"'), patrón de referencia certiflcadas para 

calibración cuya diferencia en pH no exceda de cuatro unidades. 
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Llenar el recipiente con una de las soluciones reguladoras para calibración teniendo en 

cuenta la temperatura a la cual el material de prueba debe ser medido. 

Colocar el control de temperatura a la de la solución y ajustar el control de calibración 

hasta hacer que los valores de pH observados coincidan con las soluciones amortiguadoras 

("buffer") certificadas para calibración. 

Enjuagar los electrodos y los recipientes con varias porciones de la segunda solución 

reguladora seleccionada para la calibración. 

Llenar los recipientes a Ja misma temperatura a la que el material debe ser medido. El pH 

de Ja segunda solución reguladora debe estar dentro de ± 0.07 unidades de pH del valor 

Indicado. Si se observa mayor desviación revisar los electrodos y si están afectados, 

reemplazarlos. Ajustar el control de calibración para hacer que el valor de pH observado 

sea igual al valor de pH reportado. 

Repetir Ja calibración hasta que las dos soluciones reguladoras den valores observados de 

pH dentro de O.OS unidades de los reportados, sin más ajuste de los controles. Evitar 

frotar los electrodos durante las mediciones, ya que se pueden cargar electrostáticamente 

y provcx:ar alteraciones en la lectura. 

4.5.2 Determinación del pH de las muesb'as 

Efectuar las determinaciones a 25±2ºC. calibrar el aparato como ya se mencionó, a 

continuación lavar los electrodos y recipientes varias veces con agua destilada, dejando 

que los electrodos escurran el agua y secar el recipiente con papel absorbente. 

Ajustar la temperatura con el control, a la que tiene la solución de prueba. Enjuagar los 

electrodos y el recipiente con la solución de prueba, 
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Posteriormente, llenar el recipiente con esta solución y efectuar la determinación de pH. 

Repetir el procedimiento con una segunda muestra (duplleado). La diferencia no deberá 

ser mayor a O.OS. 

4.6. ANÁUSIS CROMATOGRÁF.ICO DEL JUGO DE CAÑA CLAIUF.ICADO 

4.6.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

"Rotavapor'" Büchl modelo 461 
Mlcroplpetas de 1 mL 
Filtros de 0.2 µm de "nylon• para CLAR (HPLC) 
Baño ultrasónico modelo Branson 1210 
Agua deslonlzada 
Ak:ohol ebllco 99.90°GL 

4.6.2 Procedimiento 

Una vez obtenida la concentración óptima de etanol para realizar la clarificación, se realizó 

una evaporación del jugo de caña clarificado en un "rotavapor" a una temperatura de 

65oC y a 145 rpm con la finalidad de eliminar todo el etanol presente y poder realizar las 

hidrólisis química y enzimática. 

Para la cuantificación de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en la muestra de jugo 

clarificado, una vez que se ha evaporado todo el etanol y que la muestra está a 2SoC, se 

debe ajustar el pH a un valor de 7 a 7.5. 

Se tornaron 5 mL del jugo y se adicionaron 5 mL de agua deslonlzada y 5 mL de alcohol 

ebllco la mezcla resultante se hizo pasar por filtros de 0.2 µm de "nylon• para ClAR 

(HPLC). Posteriormente, se tomó lmL de la solución filtrada y se le adicionó lmL más de 

42 



MATERIALES Y MÉTODOS 

alcohol etílico. Esta muestra se desgaslflcó en el sonicador durante 5 minutos v se Inyectó 

un volumen de 20 µL (por triplicado) en el cromatógralb de liqulclos para su análisis. 

Para la cuantificación de cada uno de los azúcares en las muestras de jugo clarificado, se 

emplean las ecuaciones de las curvas de calibración realizadas para cada azúcar. 

4.7 HIDRÓUSIS ACIDA 

Este proceso se funclamenta en que los enlaces glucosldicos son más rápidamente 

descompuestos en medio ácido que en medio alcalino, en los que poseen bastante 

establliclad. El aumento de temperatura Incrementa en gran medida la velociclad de 

hidrólisis de glucósidos. 

4.7 .1 Hlctróllsls klda en soluciones estllnclar de sacarosa 

4.7.1.1 Reactivos y material 

Los reactivos v material usados fueron: 

Soluciones de H2SO• de 98°/o, 90% y 49% de pureza 
Hlclróxldo de sodio 10% 
Soluciones de sacarosa 22% 
Termométro 
Hielo 
Bailo de agua a 60"C con agitación 
Microplpetas de 1 y 5 mL 
Potenciómetro Orión modelo 720 A 
Parrilla de agitación magnética 
Bu reta 
Vasos de precipitaclo de 50 y 100 mL 

4.7.1.2 Procedimiento 

En el bailo de agua, se colocan 55 mL de la solución de sacarosa en un vaso de 

precipitados de 100 mL tapado con ftparafilm# (para evitar el efecto de la evaporación en 
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la solución), hasta que se alcance en Ja muestra una temperatura constante de 6QOC. Una 

vez alcanzada la temperatura, se toman 5 mL de la solución para su análisis 

cromatográfico. Este punto se considera como cero. Posteriormente, se adiciona el ácido 

sulfúrico a la pureza a Ja cual se va a llevar a cabo Ja hidrólisis (98, 90 y 49% de pureza), 

hasta llegar a un valor de pH de l; a partir de la adición del ácido, se comienzan a tomar 

alícuotas de 5 mL cada una a diferentes tiempos para su análisis cromatográfico. Para 

detener Ja reacción de hidrólisis, las muestras se colocan Inmediatamente en hielo y el pH 

se ajusta a un valor de 7-7.5 con NaOH al 10%; posteriormente, se mide el volumen final 

obtenido para cada una de las alícuotas (para la realización de los cálculos) y se 

almacenan a una temperatura de 4oC para su análisis cromatográfico. Cada una de las 

hidrólisis se realizó por triplicado. 

4.7.1.3 ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO DE LOS ESTÁNDARES DE SACAROSA 

4.7.1.3.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Micropipetas de 1 mL 
Filtros de 0.2 µm de "'nylon" para CLAR (HPLC) 
Baño ultrasónico modelo Branson 1210 
Mezcla Agua - Alcohol etílico (50:50) 
Alcohol eblico 99.90ºGL 

4.7.1.3.2 Procedimiento 

Para el análisis crornatográfico de cacla una de las muestras de sacarosa hldrollzaclas por 

vía ácida se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 

Para Ja cuantificación de glucosa, tructosa y sacarosa presentes en Jos estándares de 

sacarosa, se toman 2 mL de las muestras a temperatura ambiente y se adicionan 2 mL de 

Ja mezcla agua-alcohol etillco (50:50); posteriormente, las muestras se hacen pasar a 

través de filtros de 0.2 µm de nnylon" para CLAR (HPLC, por sus siglas en inglés). La 
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muestra obtenida se desgasifica en el sonlcador durante 5 minutos y se inyecta un 

volumen de 20 µL (por triplicado) en el cromatógrafo de líquidos para su análisis. Para la 

cuantificación de cada uno de k>s azúcares en las muestras estándar de sacarosa, se 

emplean las ecuaciones de las curvas de calibración realizadas para cada azúcar. 

4.7.2 Hldróllsls ácida en muestras de Jugo dariflcado 

4.7.2.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Soluciones de H2SO• de 98, 90, y 49°/o de pureza 
Hidróxido de sodio 10% 
Jugo clarificado 
Termómetro 
Hielo 
Baño de agua a 60ºC con agitación 
Mlcroplpetas de l y 5 mL 
Potenciómetro Orión modelo 720 A 
Parrilla de agitación magnética 
Bu reta 
Vasos de precipitado de so y 100 mL 

4.7.2.2 Procedimiento 

En el baño de agua, se colocan 55 mL del jugo de caña clarificado en un vaso de 

precipitados de 100 mL tapado con "parafilm• (para evitar el efecto de la evaporación en 

la solución) hasta que se alcance en la muestra una temperatura constante de 6CJOC. Una 

vez alcanzada la temperatura, se toman 5 mL de la solución para su análisis 

cromatográfico, (determinación de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en la muestra a 

60oC antes de la hidrólisis). Posteriormente, se adiciona el ácido sulfúrico a la pureza a la 

cual se determinó como óptima, de acuerdo a los resultados obtenidos de los 

experimentos realizados en los estándares de sacarosa, hasta llegar a un pH de l; a partir 

de la adición del ácido, se deja seguir la reacción de hidrólisis hasta el tiempo a>nslderado 

como óptimo, tomando en cuenta el comportamiento de la reacción de hidrólisis en los 
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estándares de sacarosa. Para detener la reacción de hidrólisis, las muestras se colocan 

inmediatamente en hielo y el pH se ajusta a un valor de 7-7.5 con NaOH al 10%. 

Posteriormente, se mide el volumen final obtenido (para la realización de los cálculos) y se 

almacenan a una temperatura de 4ºC para su análisis crornatográfico. Se realizaron 

hidrólisis en tres muestras de jugos diferentes y cada una se realizó por triplicado. 

4.7.2.3 Anó!íllsls cromatogniflco de las muestras de jugo de cafta clarlftcado e 

hldrollzado 

4.7.2.3.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Micropipetas de 1 mL 
Filtros de 0.2 µm de ~nylon# para CIAR (HPLC) 
Baño ultrasónico modelo Branson 1210 
Mezcla Agua-Alcohol etílico (50:50) 
Alcohol eblico 

4.7.2.3.2 Procedimiento 

Para el análisis cromatográfico de las muestras de jugo hldrolizadas por vía ácida se llevó 

a cabo el siguiente procedimiento: 

Para la cuantificación de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en los estándares de 

sacarosa, se toma 2 mL de las muestras a temperatura ambiente y se adicionan 2 mL de 

la mezcla agua-alcohol eblico (50:50), posterionnente las muestras se hacen pasar a 

través de filtros de 0.2 µm de ~nylon# para a.AR (HPLC). La muestra obtenicla se 

desgaslflca en el sonicador durante 5 minutos y se Inyecta un volumen de 20 µL (por 

triplicado) en el cromatógrafO de líquidos para su análisis. 
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Para &a cuantificación de cada uno de ios azúcares en las muestras de jugo, se emplean 

las ecuaciones de las curvas de calibración realizadas para cada azúcar. 

4.8 HIDRÓLISIS ENUMÁTICA 

Este proceso se basa en la capacidad de la enzima lnvertasa para lograr la hidrólisis de la 

sacarosa bajo condiciones específ"ocas de pH y temperatura (Slgma-Aidrlch, 2001). 

4.8.1 Hidrólisis enztm~tica en soluciones estAnclar de sacarosa 

4.8.1.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Enzima invertasa 
Solución de NaOH lM 
Ácido sulfúrico lM 
Soluciones de sacarosa 22% 
Buffer de acetatos pH = 4.5, Concentración 0.1 M 
Termómetro 
Hielo 
Baño de agua a ss0 c con agitación 
Mlcroplpetas de 1 y 5 ml 
Potenciómetro Orión modelo 720 A 
Parrilla de agitación magnética 
Bu reta 
Vasos de precipitado de 50 y 100 ml 

4.8.1.2 Procedimiento 

La hidrólisis enzimática se llevó a cabo empleando la enzima lnvertasa (EC 3.2.1.26, 

Slgma-Aldrich®) con la finalidad de evaluar los parámetros de la actividad enZlmátlca 

sobre un sustrato conocido. 
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El parámetro que se estudio en los estándares de sacarosa fue la relación de la cantidad 

de enzima óptima con respecto a la cantidad de sustrato. Se consideró parte de la 

metodología propuesta por el fabricante para realizar la hidrólisis. 

Para Ja hidrólisis enzimática de sacarosa, se estudiaron dos variables, que fueron: 

a) Porcentaje de enzima 

b) Tlempo de reacción 

Estas variables se estudiaron utilizando soluciones estándar de sacarosa a una 

concentración constante (22%). 

Las relaciones E/5 a estudiar fueron: 

Relación E/S 

O.Mº/~. 

1.68% 

3.36% 

g de enzlma/10 ml 

0.01848 

0.03696 

0.07392 

Para cada experimento se siguieron los siguientes pasos: 

En el baño de agua, se colocan 10 mL de la solución de sacarosa en un vaso de 

precipitados de SO ml tapado con "parafllm" (para evitar el efecto de la evaporación en la 

solución) hasta que se alcance en la muestra una temperatura constante de ss0 c. A su 

vez, la solución reguladora de fosfatos ("buffer} (para pH = 4.5, 0.1 M), se coloca en el 

baño de agua hasta que se alcance una temperatura de ssoe. 

En balanza analítica se pesa la cantidad de enzima requerida para cada experimento. Esta 

cantidad de enzima corresponde a un porcentaje en peso con respecto a la cantidad de 

sacarosa presente en la muestra. 
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una vez alcanzada la temperatura, tanto en la solución amortiguadora \buffer} como en 

la solución de sacarosa, se disuelve &a cantidad correspondiente de enzima en 10 mL de la 

solución amortiguadora ("buffer") a 55°C y se adiciona a los 10 mL de sacarosa que se 

encuentran a 55ºC. Inmediatamente después de la adición de la enzima al estándar de 

sacarosa, se toma una alícuota de 2ml, el cual se considera como el tiempo cero. Después 

se siguen tomando alícuotas de 2mL a los tiempos 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.5 y 10 

minutos. 

Para detener la reacción, una vez que se toma Ja alícuota, ésta se pone inmediatamente 

en un bano de agua a ao0 c para lnactivar la enzima. A su vez, se adiciona NaOH 1.0 M 

con la finalidad de aumentar el valor de pH a un valor de 7.0--7.5. Se mide el volumen 

final obtenido en cada muestra para que se considere la dilución en los cálculos. Después 

se pasa cada una de las alícuotas a un baño de hielo y las muestras se almacenan a una 

temperatura de 4°C para su análisis cromatográfico. 

cada una de las hidrólisis con diferente porcentaje de enzima se realizó por triplicado. 

4.8.1.3 Análisis cromab>gráflco de los estándares de sacarosa 

4.8.1.3.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Micropipetas de 1 mL 
Filtros de 0.2 µm de •nylon~ para CLAR (HPLC) 
Baño ultrasónica modelo 8ranson 1210 
Mezcla Agua - Alcohol etílica (50:50) 
Alcohol etílico 
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4.B.1.3.2 Procedimiento 

Para el análisis cromatogrático de cada una de las muestras de sacarosa hidrolizadas por 

vía enzimática se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 

Para la cuantificación de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en los estándares de 

sacarosa, se toman 2 mL de las muestras a temperatura ambiente y se adicionan 4 mL de 

la mezcla agua-alcohol etílico (SO:SO), de esta mezcla de reacción se toma 1 mL y se le 

adiciona lmL de alcohol etlllco, estos dos mL resultantes se hacen pasar a través de filtros 

de 0.2 µm de "nylon" para CLAR (HPLC). La muestra obtenida se desgasifica en el 

sonicador durante S minutos y se inyecta un volumen de 20 µL (por triplicado) en el 

cromatógrafo de líquidos para su análisis. 

Para Ja cuantif'w:ación de cada uno de Jos azúcares en las muestras estándar de sacarosa, 

se empJean las ecuaciones de las curvas de calibración realizadas para cada azúcar. 

4.B.2 Hidrólisis enzimática en muestras de jugo de cafta clarlflcado 

4.8.2.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Enzima invertasa 
Solución de NaOH lM 
Ácido sulfúrico lM 
Soluciones de sacarosa 22% 
Solución reguladora ("Buffer") de acetatos pH = 4.S, Concentración 0.1 M 
Termómetro 
Hiek> 
Baño de agua a ssoe con agitación 
Mlcropipetas de 1 y S mL 
Potenciómetro Orión modek> 720 A 
Parrilla de agitación magnética 
Bu reta 
Vasos de precipitado de SO y 100 mL 
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4.8.2.2 Procedimiento 

Una vez determinado el porcentaje de enzima óptimo y el tiempo de reacción al cual se 

realizará la hidrólisis enzimática en el jugo de caña clarificado, en el baño de agua, se 

colocan 10 mL del jugo clarificado en un vaso de precipitados de 50 mL tapado con 

"parafilm" (para evitar el efecto de la evaporación en la solución) hasta que se alcance en 

la muestra una temperatura constante de 55oc. A su vez, la solución reguladora de 

fosfatos (pH = 4.5, O.lM) se coloca en el baño de agua hasta que se alcance una 

temperatura de 55°C. 

En balanza analítica se pesa la cantidad de enzima determinada como óptima para la 

hidrólisis enzimática. 

Una vez aJcanzada la temperatura tanto en la solución reguladora como en la solución de 

sacarosa, se disuelve 1a cantidad de enzima en 10 mL de la primera a ssoc y se adiciona a 

los 10 mL del jugo que se encuentran a 55ºC. Inmediatamente después de la adición de la 

enzima a la muestra de jugo de caña, se toma una alH:uota de 2mL para determinar así la 

cantidad Inicial de glucosa, fructosa y sacarosa en el jugo de caña a 55ºC. Después de 

transcurrido el tiempo determinado como óptimo, se toma una alícuota de 2 mL de la 

mezcla de reacción. 

Para detener la reacción, una vez que se toma la alícuota, ésta se pone inmediatamente 

en un baño de agua a aooc para lnactlvar la enzima; a su vez, se adiciona NaOH 1.0 M 

con la finalidad de aumentar el valor de pH a un valor de 7.0-7.5. Se mide el volumen 

final obtenido en cada muestra para que se considere la dilución en los cálculos. Después 

se pasa cada una de las alícuotas a un baño de hielo y las muestras se almacenan a una 

temperatura de 4ºC para su análisis crornatográFoco. Cada una de las hidrólisis con 

diferente porcentaje de enzima se realizó por triplicado. 
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4.8.2.3 Análisis cromatográftco de las muestras de jugo de cafta clarificado e 

hldrollzado 

4.8.2.3.1 Reactivos y material 

Los reactivos y material usados fueron: 

Microplpetas de 1 mL 
Filtros de 0.2 µm de "nylon" para CLAR (HPLC) 
Baño ultrasónico modelo Branson 1210 
Mezcla Agua-Alcohol etílico (50:50) 
Alcohol etílico 

4.8.2.3.2 Procedimiento 

Para el análisis cromatográf"ICO de cada una de las muestras de jugo de caña clarif"icado 

hidrolizadas por vía enzimática se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 

Para la cuantif"icación de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en el jugo de caña, se 

toman 2 mL de las muestras a temperatura ambiente y se adicionan 4 mL de la mezcla 

agua-alcohol etílico (50:50), de esta mezcla de reacción se toma 1 mL y se le adiciona 

lmL de alcohol etílico, estos dos mL resultantes se hacen pasar a través de filtros de 0.2 

µm de "nylon" para CLAR (HPLC). La muestra obtenida se desgasifica en el sonlcador 

durante 5 minutos y se Inyecta un volumen de 20 µL (por triplicado) en el cromatógrafo 

de líquidos para su análisis. Para la cuantif"ocación de cada uno de los azúcares en las 

muestras de jugo de caña clarlf"ocado, se emplean las ecuaciones de las curvas de 

calibración realizadas para cada azúcar. 
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 CLARIFICACIÓN DE .JUGO DE CAÑA CON ETANOL 

La clarificación del jugo de caña se realizó con etanol, tomando como base las 

Investigaciones previas del uso de etanol como agente clariFicante en el jugo de caña, en 

esta investigación se realizaron estudios para determinar la concentración óptima de 

etanol a la cual se obtiene la mejor clariFocaclón. 

Con la finalidad de conocer la concentración óptima de etanol para llevar a cabo la 

clarlFocaclón de jugo de caña, se realizaron dos pruebas en las cuales se determinó la 

densidad óptica, así como el material precipitado de peso molecular mayor a 10 kD, con 

diferentes concentraciones de etanol a experimentar. 

5.1.1 Mediciones turbldimétricas 

La Figura 5.1 y la Tabla 5.1 presentan la curva de clarificación y el análisis estadístico 

realizado a las mediciones turbidimétricas. En la Figura 5.1 se observa cómo va 

disminuyendo la densidad óptica en las muestras de jugo de caña a medk:la que aumenta 

la concentración de etanol. 

10 20 30 40 50 60 70 "° - 90 

%deetanol 

FIGURAS.1 
CURVA DE CLARIFICACIÓN DE JUGO DE CAfiiA CON ETANOL A DIFERENTES 

CONCENTRACIONES 
{mediciones turbk:limétricas) 
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TABLAS.1 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA CLARIFICACIÓN DE JUGO DE CAÑA CON ETANOL A 

DIFERENTES CONCENTRACIONES (MEDICIONES TURBIDIMÉTRICAS) 
Tratamientos 

JUGO DE CAÑA 

Estacf5Uci5-Aod@va 
(SPSS) 
Flshe• 

%DE 
ETANOL 

99.90(A) 

VALORES DE DENSIDAD 
ÓPTICA 

0.015666667 .:1:: 0.001527525 

90 (B) - - f D.014666667 ± 0.002081666 

80 (C) ; 0.02933-3333 .:1:: 0.007571878 

70- (0) - 0.03033333,., 0.004041452 

·roce)-- -· ¡ ~O.CH2DOOOO _;;-- (úJ078Ü>25 
so CF> -- :---·o:os5333JJ-:t:·--cü>óiós·stfs 
1o·cG5- i-o:it166666i-~·-o:oo929·1s73· 

20 (H) 1 0.23733333 .:1:: 0.005507571 
--o-u>~ r·-o.s2900000-·±-o.o..300o0oo -

___ _ a. ___ o.os _ _ 

Duncan 

A.e.e.o.e 
c.o,e.F 

G 
H 

0.05 

1 

Arlálists-·de· SiQOiticancla de FiStiei. • Offerenda -Signlflcattvc! al 95.0% de exigencia. cunean prueba dC rango 
múltfple, hace una comparación entre Ja media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de slgnificancia 

En la Figura 5.1 se observa el comportamiento que presentan las muestras de jugo de 

caña clarificadas con etanol a diferentes concentraciones. En el punto marcado como Oº/o 

de etanol se tiene el valor de densidad óptica para el jugo de caña que se obtiene 

directamente de la molienda de la caña. Cuando se utiliza un 20% de etanol para clarificar 

el jugo de caña, se observa una disminución considerable de la densidad óptica (el valor 

de densidad óptica disminuye aproximadamente en un 60%) con respecto a la 

concentración de 0%; al utilizar 40% de etanol, el valor de densidad óptica disminuye 

aproximadamente hasta en un 80% y con el uso de etanol al 50% la disminución de la 

densidad óptica con respecto a la que no tiene es de aproximadamente de un 90%. A 

partir de esta concentración de etanol los valores de densidad óptica se mantienen casi 

constantes hasta llegar a la concentración de 99.90% de etanol, cuyo valor de densidad 

óptica se ve disminuido aproximadamente hasta en un 97% con respecto a la 

concentración inicial de etanol (0%). 
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Lo dicho anteriormente se puede apreciar también en los resultados obtenidos en el 

análisis estadístico aplicado, el cual agrupa las concentraciones de 99.90, 90, 80, 70, 60 y 

50º/o de etanol sin encontrar diferencia signH'"catJva entre ellas pero, en las 

concentraciones de O, 20 y 40% de etanol, ya hay una diferencia significativa con respecto 

a las concentraciones anteriores, este comportamiento es el que se aprecia en la Figura 

5.1, en la cual la densidad óptica es muy elevada para las concentraciones de O, 20 y 40% 

de etanol, con respecto a las otras concentraciones (99.90, 90, 80, 70, 60 y 50% de 

etanol), para estas últimas se puede notar que los valores de densidad óptica registrados 

se acercan a cero. Tomando en cuenta estos resultaclos se puede Inferir que a las 

concentraciones de 20 y 40% de etanol es donde se lleva a cabo la mayor parte de la 

clariflcaclón, y a partir de 50% de etanol el proceso de clarificación continúa aunque ya en 

una proporción menor que permite alcanzar valores de densidad óptica cercanos a cero. 

5.1.2 Mediciones gravlméb'icas 

La Figura 5.2 y la Tabla 5.2 presentan la curva de clarlflcaclón y el análisis estadístico 

realizado a las mediciones gravlmétrlcas. 

c::a.. c::t 0.06 
i 5!~::¡ 
j "; 0.05 

c::a.. ~0.04 
7i .... Ji ~ 0.03 i,_ ___________ ....,,_._....,. .... __ _ 
.. 20.02 
~ a..0.01 

:, o+o--~,0---20~--30~--40~---50~--eo~-~~70---eo~--eo~--,~oo 

Conc•ntnclón de etanol (%) 

FIGU-5.2 
CURVA DE CLARIFICAOÓN DE JUGO DE ~A CON ETANOL 

(material precipitado de PM mayor a 10 kD) 
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TABLAS.2 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA CLARIFICACIÓN DE JUGO DE CAÑA CON ETANOL A 

DIFERENTES CONCENTRACIONES (MEDICIONES GRAVIMÉTRICAS) 
TratarTiientiis- · - - --- · - ,·- -- GRAMos DE MATERIAL 

Ji.icio De CAit3A-.. ~~ p~~~~;"i~ 

--EStadiStiCaS AñdéVa 
(SPSS) 
Fishe• 

º·~~ 

-¡;-(¡¡-- -- r 0.02330000 ± - 0.00291376 
r-·2océ)-- 10:-02766667 * ó.00072342 
, . 40 (C) i 0.02856667 * 0.00145029 
¡-·.o (o)--·¡ iú13oú-333 * 0.00003267 
lOo (E)- f-0:03223333-± -O~ÓO:Í74477 
, ---,.¡¡-¡F)-- r·o:-ó4696ooif ± 0:0026664ff 
1 eo(G)- ra-:-ó4s7666'.f-.; --(Úl0670249 
¡· ,,¡¡-ctii- 1 o:osS..3333 ±. - o.iJo427239 . 
f99.90(i)lo~ó7136667·±-o:OOsils462- · 

Duncan 

u ·o.os 

A,.B,C.O 
e.e. o,E 

F,G 
H 

1 

AnállsJs de sJgnlficanda de Asher. • Dtfereicia sJgniflcativa al 95.0 % de exigencla. Duncan prueba de rango 
múltiple, hace una comparación entre la media y Jas agrupa o no, de acuerdo al ntvel de sJgnificancia 

En la Figura 5.2 se observa el comportamiento que presentan las muestras de jugo de 

caña cuando se clarifican con etanol, en esta figura se puede notar como aumenta la 

concentración de material precipitado de peso molecular mayor a 10 kD conforme se 

Incrementa la concentración de etanol, desde una concentración de elilnol de 0% y hasta 

un 60% se observa que en la cantidad de material precipitado no hay una variación 

significativa, a partir de un 70% de etanol ya se observa un cambio considerable del 

material precipitado con respecto a la concentración inicial de etanol (0%), en cuanto a las 

concentraciones de 80, 90 y 99.90% de etanol se observa que la cantidad de material 

precipitado en el jugo de caña va aumentando, siendo en la concentración de 99.90% en 

la que se obtiene la mayor cantidad de material precipitado. Esto se puede apreciar 

también en los resultados obtenidos en el análisis estadístico aplicado (Tabla 5.2), en el 

cual se agrupan las concentraciones de 20, 40, SO y 60% sin er.contrar diferencia 

significativa entre ellas. La diferencia significativa se observa a partir del uso de una 

concentración de 70% de etanol. A su vez, estos resultados muestran que conforme 

aumenta la concentración de etanol, a partir de 70%, se obtiene una mejor clarificación, 
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así la máxima clarificación del jugo de caña ocurre cuando se usa una concentración de 

99.90% de etanol. 

Los análisis estadísticos aplicados a cada una de las pruebas mencionadas (Tabla 5.1 y 

5.2) indican que sí hay diferencia significativa entre los productos obtenidos a las 

concentraciones de etanol utilizadas. 

Tomando en cuenta los resultados de las dos pruebas, se puede apreciar que la 

concentración óptima de etanol para la clarificación de ju'.JO de caña se obtiene a partir de 

una concentración del 70% de etanol en adelante. La concentración de etanol que se 

consideró en este trabajo como óptima para llevar a cabo la clarif"lc:ación del jugo de caña 

fue de 70% de etanol, debido a que se pretende que esta metodología sea aplicada en los 

ingenios azucareros (en los cuales se obtiene alcohol como un subproducto de la caña), y 

en estos lugares sería costoso utilizar etanol con un 99.90°M de pureza. 

5.2 HIDRÓUS:l.S QUÍMICA 

5.2.1 Hidrólisis qufmlca en soluciones estándar de sacarosa 

Para la determinación del comportamiento de la sacarosa en la hiclrólisls química se 

realizaron experimentos con diferentes concentraciones de ácido sulfúrico en muestras 

estándares de sacarosa. 

Las Figuras 5.3 a 5.5, presentan el comportamiento de las reacciones de hidrólisis 

química en los estándares de sacarosa empleando concentraciones de ácido sulfúrico de 

49, 90y98%. 
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~---------·------~---~---------

111~~~· ···-·-_:__:::::•=:=:==: ==: ==r ! 
o 2 3 4 5 6 8 10 j 

TIEMPO (MINUTOS) 

j-+-(FRUCTOSA) ---(GLUCOSA) _.,_(SACAROSA) j 

FJ:GU-5.3 
HIDRÓUSIS QUÍMICA EN SOLUCIONES ESTÁNDAR DE SACAROSA CON ÁCIDO 

SULFÚRICO (49%] 

lt ~D:~-:---;___.;........--: --:--: --¡f i 
o 3 4 5 6 

TIEMPO (MINUTOS) 

\-+-(FRUCTOSA) ~[GLUCOSA) __,._(SACAROSA) ) 

FJ:GU-5.4 

8 

HIDRÓUSIS QUÍMICA EN SOLUCIONES ESTÁNDAR DE SACAROSA CON ÁCIDO 
SULFÚRICO [90%] · 

o 2 3 4 5 6 

TIEMPO (MINUTOS) 

7 

1-+-(FRUCTOSAI ---(GLUCOSA¡ --(SACAROSA! 1 

FJGU-5.5 

a 9 

HIDRÓUSIS QUÍMICA EN SOLUCIONES ESTÁNDAR DE SACAROSA CON ÁCIDO 
SULFÚRICO (98%] 
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En las Figuras S.3 a s.s. se representa el comportamiento que tiene la reacción de 

hidrólisis en las muestras de jugo de caña con ácido sulfúrico a diferentes 

concentraciones. En estas Figuras se observa como a medida que la sacarosa se hldroilza 

(la curva de la sacarosa comienza a disminuir), hay un aumento proporcional de las 

concentraciones de glucosa y fructosa, lo cual se nota como un crecimiento en las curvas 

de estos dos últimos componentes hasta llegar a valores de concentración constantes, los 

cuales indican que la reacción ha llegado al equilibrio. 

Para poder determinar cual es la concentración de ácido sulfúrico a la cual se lleva a cabo 

la hidrólisis óptima del estándar de sacarosa se realizó un análisis estadístico, que se 

muestra en las Tablas S.3 a s.s. en el cual se comparan las tres concentraciones de ácido 

sulfúrico que se estudiaron para determinar si hay o no diferencia slgnlf"icatlva entre ellas. 

Es Importante hacer notar que los análisis estadísticos aplicados únicamente fueron para 

la fructosa, la cual es el componente de Interés de este trabajo de Investigación y la razón 

es porque al aplicarlo para la glucosa la tendencia es semejante a la obtenida para la 

fructosa. Aunque con respecto a la sacarosa se tienen valores que van decreciendo por la 

reacción de hidrólisis el resultado del análisis estadístico es semejante al de la fructosa, ya 

que la degradación de la sacarosa durante la reacción de hidrólisis es proporcional a la 

formación de glucosa y fructosa. 
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TABL.A5.3 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA HIDRÓLISIS QUÍMICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

CON ÁCIDO SULFÚRICO A LAS CONCENTRACIONES DE 90 Y 98% 
------ ---TratamientoS--

coNCENTRAcróN ¡- --~~~- - g de Fructosa/lOOmL 

90% 

1-·o.s-cA> · ·· 2.42o967 ± 0~3289 
fn 1.0 '(EÍ> n 7.080433 "' 0.3651 
í 2.0 (C) 8.445833 "' 0.7892 
r· 3·.óco;-· 10.247267"' o.3031 
.----~Úl (E)- - - ,-1o°34ciJ°G7 z-Ó.2433 
r·· .. s:oci'J .... : ii.19i233-,.,·o.271s· 
¡- .. 6.(f (G). - - i 1Ü9in:f±. o.27'is· 

1 
r"-lf.o(H)-, ll.19123~0::fj>is-- 1 A 

1 10.0 (I) 1 ll.19U33 "' o.2715-: Be o 

Cunean 

o.os 

~--------1a:s(Á)-i5:36ó767±0.s963--, • º e 
r-Dffe)" ; "iüi:7'6233-z o.5304-- • E, F, G, H, I 

98% 

r-·2-:-0 ce~ ;·10.114soo±·o:ss97: 
í~o(o,-'lo-:240767±-o.aoa2·' 

¡-¡;-:o-cc;>· 111.srosoo ±c.:3162-: 
18.0CH>-IT1.so3soo-±0~3162-; 
!Tó:O(I)-lü.so35oo"' if.3162-- i 

r :_:~{~_--r~1~~~~f~_~=~~! d 
Estadí~5~deva -[ ---- -

1

,.-------------------

Flsher 

==~======º=·º=5==~~ 
An.1.lisis de signific:oncia de Fisher, • diferencia significativa al 95.0 ~ de exigencia. Cunean prueba de rango 
mllltipJe, hace una comparación entre la media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de significa.nda 
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TABLA5.4 

ANÁUSIS ESTADÍSTICO PARA LA HIDRÓUSIS QUÍMICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

CON ÁODO SULFÚRICO A LAS CONCENTRAOONES DE 49 y 90% 

CONCENTRACIÓN Tiempo 
(mln) 
O.S(A) 

1.0(B) 

2.0(C) 

3.0 (D) 

gde 
Fructosa/ lOOmL 

3.217500 ::1: 0.4547 

s.221067 ::1: 0.4112 

9.084267 '* 0,4500 

10.092767 ::1: 0.4859 

Duncan 

o.os 

AnA.lisis de significancia de Fisher, • diferencia significativa al 95.0 S de exigencia. Duncan prueba de rango 
md.ltiple .. hace una comparación entre la media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de slgnifícancia 
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TABLAS.5 

ANÁLISIS ESTADísnco PARA LA HIDRÓLISIS QUÍMICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 
CON ÁODO SULFÚRICO A LAS CONCENTRAOONES DE 49 Y 98% 

TratamHintos 
CD~~m¡crÓ~ -- r Tleiiipo 

(mln) 
O.S(A) 

9de 
Fructosa/ lOOmL 

3.247500 * o.4547 

1 1·.o cB) -- f s.221067 .:1: o.'4112 

! -2.o ce;---¡- 9.0&1267; 0.1500- · -¡ 
¡-_--3~(Ó) ____ r-·:-__ 10~092767-~ 0.~859 ~-- ¡ 
¡- -.. :a·ce)- ---¡ új)5J567-::e 0.1727- -: 

F~{4if:8~~s~~;i~~~=--' A 

cunean 

o.os 

; 1 10.0 (I) -- 1 11.2°97233 ::1:: 0.2078 -1 B 

~------------F~!~~m== F~~~;;;;L~~tt¿ :=: ~º~F. G. H. I 

r · · 3-_o·cof- ·-110240767* -o-=soei 
¡ -· -... Ó.CE)·- f -i15o35oo ::t:0.3t62 j 
i 5.0 (F) f 11.503500 ::t:. 0.3162 i ¡ 

98% 

r--s:<nH> --· ·r 11.só3!fo0-,..;-031&2· i 
r·-To:-o-cíf- -r-1iso3soo~a.3162- 1 

¡-6~ó(G>--rti:503s00~03fiii- 1 1 

~-Estad~---~-A-ndev--a-- ---r----·-------
(SPSS) 1 1 

~. -~---~~~~~~~~J 
Análisis de significancia de Fisher~ • diferencia significativa al 95.0 " de exigencia. Duncan prueba de rango 
mtlltiple, hace una comparación entre la media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de significancia 

En la Tabla 5.3 se analizan los resultados obtenidos para la hidrólisis con ácido sulfúrico al 

90 y al 98%; en dicha tabla se puede observar que sí hay diferencia significativa entre 

estas dos concentraciones de ácido sulfúrico a los tiempos de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 

minutos después de este tiempo se observa que ya no hay diferencia significativa en el 

uso de una u otra concentración. En la Tabla 5.4 se analizan los resultados obtenidos para 

las hidrólisis con ácido sulfúrico al 49 y 90%, en la cual se puede observar que sí hay 

diferencia significativa entre estas dos concentraciones de ácido sulfúrico, a bs tiempos de 

0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 minutos. Después de este tiempo se observa que ya no hay 

diferencia significativa en el uso de una u otra concentración. En la Tabla 5.5 se analizan 
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tos datos para fas concentraciones de 49 y 98% de ácido sulfúrico, en esta tabla se puede 

observar que sí hay diferencia significativa entre estas dos relaciones a los tiempos de 0.5, 

1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 minutos después de este tiempo se observa que ya no hay diferencia 

significativa en el uso de una u otra concentración. 

Se debe tener en cuenta que a los tiempos en los que ya no se observa una diferencia 

significativa entre fas concentraciones de ácido suffúrio:>, son aquellos en los que fa 

reacción ya ha llegado al equilibrio y ya no hay más hidrólisis de fa sacarosa para la 

formación de fructosa y glucosa. Esto se puede apreciar mejor en fas Figuras 5.3 a 5.5 en 

fas cuales se muestra como se va llevando a cabo fa reacción de hidrólisis de fa sacarosa. 

En los primeros tiempos de fa reacción se aprecia cómo la curva de sacarosa va 

decreciendo hasta llegar a valores constantes. En cuanto a tas curvas para fa fructosa y fa 

glucosa, se observa cómo va aumentando su concentración en &a mezcla de reacción a 

medida que la sacarosa se está hldroflzando hasta llegar a un valor constante. 

Con base en estos resultados, ta concentración de ácido sulfúrico que se considera como 

óptima para llevar a cabo fa hidrólisis química es fa de 98% de pureza, pero a esta 

concentración de ácido sulfúrico se observó experimentalmente (al realizar fas hldróflsis en 

los estándares de sacarosa) que hay cambios de color en fas muestras, lo cual no ocurrió 

cuando se utilizó ácido sulfúrico con 90% y 49% de pureza, tomando en cuenta que en 

estas últimas concentraciones sí hay diferencia significativa se tomó fa concentración de 

90% como óptima y fue a esta concentración a fa que se realizaron fas hldróflsls en jugo 

de caña clarificado. 

Se aplicó un análisis estadística a los resultados de la hidrólisis realizada con ácido 

sulfúrico al 90% para así determinar el tiempo de reacción óptimo el cual se muestra en la 

Tabla 5.6, en la cual se puede apreciar que en los tiempos de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 4.0 y 5.0 

minutos, sí hay diferencia significativa (a excepción de los tiempos de 3.0 y 4.0 minutos); 

después del minuto 5.0 y hasta 10 minutos ya no se observa diferencia significativa, por lo 

cual el tiempo óptimo de hidrólisis se considera que es de 5.0 minutos. Esto se puede 

observar en fa Figura 5.4, en la cual a partir del tiempo de cinco minutos la curva se 
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mantiene constante en los vak>res de las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa, 

Indicando así que la reacción de hidrólisis ha llegado al equilibrio. 

TABLA5.6 
ANÁUSIS ESTADÍSTICO DE LA HIDRÓUSIS QUÍMICA (CON ÁCIDO SULFÚRICO AL 90%) 

EN ESTÁNDARES DE SACAROSA PARA LA DETERMINACIÓN DEL TIEMPO ÓPTIMO DE 
HIDRÓUSIS 

:_ _____ -r:~~.!'1~º~ r·-mMPO-! g de Fructosa/lOOmL 

--~~C~~CI N , <".'"'l ¡ 
¡ - 0.S (A) 3.640225 :i: 0.6186 

Duncan 

o.os 
1.0 (B) j _ -· _ 4.38~~~~~:~~ ---- -!.· ;-2--.ocq -- --r 9.612s21 :t: o.6165 . 

¡-~o(O)- f - ·- ··1·1.-Sll1oa "'o.8936--1 "e 
90% f .. ·4-_Q(E) ___ ¡-· ---1i-53li0ii;-Q.a936-- . , c 

r-s~o-cF>-- r----il.s331~"To119~-- 1 º· e F, a, H, 1 
í6:0(G)_ ! ___ 1_i:-SJJ108 z o.893_6 __ 

r·a~~C_H~-r~:- i1.SJJ1oe~0.89J6 :~.-~I 
i:StadiStkiSAncse\ril-- __ ~-- ~~--~_Q:? __ 

1
__ Ú.5331o8 ·¡·Q.8936--=) 1 

o.os 
Análisis~ s¡gninca-ncia de Fisher .• --Dtferendii Sigñ1flcattva·afl;~s.O% de extgenda. Duncan prueba de rango 
múrt:lpte, hace una comparación entre la media y las agrupa o no .. de acuerdo al nivel de slgniflcanda 

5.3 HIDRÓUSIS ENZIMÁTICA 

5.3.1 Hldróllsls enzimática en soluciones estándar de sacarosa 

Para la determinación del comportamiento enzimático que presenta la enzima invertasa 

sobre la sacarosa, se realizaron ensayos previos para poder determinar los factores que 

intervienen en la reacción enzimática y para observar el comportamiento de dicha enzima. 

Con la finalidad de lograr este objetivo, se mantuvri!ron constantes los valores de pH y de 

temperatura [pH = 4.5, Temperatura = SSoC], los cuales son los recomendados por el 

fabricante. Los valores enzima/sustrato que se emplearon fueron 0.84%, 1.68% y 3.36%. 
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---------~ --·---------·----~-·-------------- -----------, 

4 5 6 

TIEMPO (MINUTOS) 

7 

1-+-fFRUCTOSA] g/100 mL -a-[GLUCOSA) g/100 mL --.-¡SACAROSA] g/100 mL i 

RGURAS.6 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

(REL E/S = 0.84%) 

9 

4 5 6 7 8 9 
TIEMPO (MINUTOS) 

10 

10 
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HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 
(REL E/S = 3.36%) 
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Las Figuras 5.6 a 5.6, presentan el comportamiento de las reacciones de hidrólisis 

enzimática en estándares de sacarosa empleando las relaciones E/S de 0.84%, 1.66% y 

3.36°/o respectivamente. En estas figuras se muestra cómo se va llevando a cabo la 
reacción de hidrólisis de la sacarosa. En los primeros tiempos de la reacción se aprecia 

cómo la curva de sacarosa va decreciendo hasta llegar a valores constantes. En cuanto a 

las curvas para la fructosa y la glucosa, se observa cómo va aumentando su concentración 

en la mezcla de reacción a medida que la sacarosa se está hidrollzando hasta llegar a un 

valor constante. 

Para poder determinar cual es la relación E/S a la cual se lleva a cabo la hidrólisis óptima 

del estándar de sacarosa se realizó un análisis estadístico que se muestra en las Tablas 

5.7 a 5.9, en las cuales se comparan las tres relaciones E/S que se estudiaron para 

determinar si hay o no diferencia significativa entre ellas. 

Al igual que en la hidrólisis química, únicamente se aplicaron análisis estadístlcos para los 

resultados de fructosa. 
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TABLAS.7 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA EN ESTÁNDARES DE 

SACAROSA CON INVERTASA EN EL USO DE LA RELACIÓN E/S DE 0.84% Y 1.68% 

0.84% 

1.68% 

Estad5ticas Andeva 
(SPSS) -o.os 

o.os 

Análisis de significancia de Fisher, • diferencia significativa al 95.0 % de exigencia. Duncan pruebe de rango 
nullliple, hace una comparadOn entre la media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de significancia 
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TABLA5.B 

ANÁLISIS ESTADísnco PARA LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA EN ESTÁNDARES DE 

SACAROSA CON INVERTASA EN EL USO DE LA RELACIÓN E/S DE 0.84% Y 3.36% 

--- -----1'..aiamiéiifos- - 1 ---
gde 

Fructosa/lOOmL E/S 

0.84% 

3.36% 

Tiempo···¡ 
(mln} 

i 

1 
j A, B 

e 

Duncan 

o.os 

D, E, F,G,H 
E.F,~H,:r.,J 

·--¡ 
_______ t 

An.álisis de s.ignificancia de Fisher .. • diferencia significativa al 95.0 % de exjgencia. Duncan prueba de rango 
mtl:ltiple. hace una comparacjón entre la medlla y tas agrupa o no, de acuerdo al nivel de sfgrúficancia 

68 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

TABLAS.9 

ANÁUSIS EsrADÍSTICO PARA LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA EN EsrÁNDARES DE 

SACAROSA CON INVERTASA EN EL USO DE LA RELAOÓN E/S DE 1.68% Y 3.36% 

1.68% 

Estadisacas Andeva 
(SPSS) 
Asher 

o.os 

Duncan 

o.os 

1 
¡ 

-¡ 
i 
1 

1 

1 

1 
Arutlisis de significanclia de fisher, •diferencia significativa al 95.0 S de exigencia. Duncan prueba de rango 
mll:ltipJe, hace una comparación entre la media y las agrupa o no, de acuerdo al nivel de signifieancia 

En la Tabla 5.7 se analizan las relaciones E/S de 0.84 y 1.68%; en esta tabla se puede 

observar que si hay diferencia significativa entre estas dos relaciones a los tiempos de 0.5, 

1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 minutos. Después de este tiempo se observa que ya no hay 

diferencia significativa en el uso de una u otra relación E/S. 

En la Tabla 5.8 se analizan las relaciones E/S de 0.84 y 3.36%, en la cual se puede 

observar que no hay diferencia significativa entre estas dos relaciones a los tiempos de 0.5 
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y 1.0 minuto, pero en el tiempo de 2.0, 3.0 y 4.0 minutos sí hay diferencia significativa. A 

partir del minuto 5.0 en adelante se vuelve a observar nuevamente que ya no hay 

diferencia significativa en el uso de una u otra relación E/S. 

En la Tabla 5.9 se analizan las relaciones E/S de 1.68 y 3.36%. En dicha tabla se puede 

observar que sí hay diferencia significativa entre estas dos relaciones a los tiempos de 0.5, 

1.0, 2.0, y 3.0 minutos. Después de este tiempo se observa que ya no hay diferencia 

significativa en el uso de una u otra relación E/S. 

Se debe tener en cuenta que en los tiempos en donde ya no se observa una diferencia 

slgnif"icativa en el uso de una u otra relación, son aquellos en que la reacción ha llegado al 

equlllbrio y ya no hay más hidrólisis de la sacarosa para la formación de fructosa y 

glucosa. Esto se puede apreciar mejor en las Figuras 5.6 a 5.8. 

Tornando en cuenta estos resultados, la relación E/S con la cual se reallZó la hidrólisis 

enzimática del jugo de caña fue la de 3.36 en la cual la reacción de hidrólisis se lleva a 

cabo en un menor tiempo con respecto a las otras dos relaciones E/S (0.84 y 1.68%). 

Considerando que la relación E/S óptima es la de 3.36 se aplicó un análisis estadístico a 

los resultados de esta relación E/S para determinar el tiempo de reacción óptimo, el cual 

se muestra en la Tabla 5.10, en la cual se puede apreciar que la hidrólisis enzimática para 

la relación E/S 3.36%, en los tiempos de 0.5 y 1.0 minuto no hay diferencia signif"ocativa, 

pero en los tiempos de 1.0, 2.0 y 3.0 minutos sí hay diferencia signif"ocativa entre ellos; 

después del minuto 3.0 y hasta 10 minutos ya no se observa diferencia significativa, por lo 

cual el tiempo óptimo de hidrólisis se considera que es de 3.0 minutos. Esto se puede 

observar en la Figura 5.8, en la cual a partir del tiempo de tres minutos la curva se 

mantiene constante en cuanto a las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa, 

indicando así que la reacción de hidrólisis ha llegado al equilibrio. 
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TABLA5.10 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA, EN ESTÁNDARES DE 
SACAROSA, A UNA RELAOÓN E/S DE 3.36% PARA LA DETERMINACIÓN DEL TIEMPO 

ÓPTIMO DE HIDRÓLISIS 
Tratamientos -

E/S ¡ ~~N?f g de Fructosa/lOOmL 

-- ¡ ~cüi.cA) ·-- - --- -3.64022s -* 0.6186 ·- -:--- - · 

[_~l:_O_ciiC i · - -4.3_&.n3_"' -º~60~3 __ . ¡ 
f }:~:~ ·- :_ li~iti~1s~~~:w¡¡- --1 A B 

Duncan 

o.os 

, ...... , -··· .. -- . -····--- -·I , : --~- ~~-- ~ -~H~~-~-~=~-~::~:--¡ e o, E, F, G, H, 1, J 
¡· -1;:0 (Gf--- í - - il.!ii:3ioe-,.,-ó~e!i36--

f ~~WF ~~-.:.:f!~~~~~:~f~~~F-..: i 
------------- - -i--ió.OcJf-- -- · 11:S3Jios-:t;C).8936 - i---------- ----------

--ESiadí~~fdeYa --¡-- -·· ------·--·--- ---------·--
Ffsher ¡ . 

• ·-.e_~~ .cO.O_!; ~.--'-- ·~- ·- _ o __ ------... . --~---e_.·-"-=~·· ~c.~~= =~,~d 
Análisis de signtncanda de Flsher. • Diferencia significativa al 95.0% de exigencia. Duncan prueba de rango 
múltfple, hace una comparación entre la media y las agrupa o no .. de acuerdo al nivel de signlfk:ancia 

5.4 ANÁUSJS CROMATOGRÁFJCO DE LAS MUESTRAS DE .JUGO DE CAÑA 

CLARJFJ:CADO 

En la Tabla 5.11 se muestran los valores de la concentración inicial de glucosa, fructosa y 

sacarosa presentes en tres muestras diferentes de jugo de caña clarificado antes de la 

hidrólisis. En esta tabla se puede observar que en las muestras de jugo de caña ya hay 

una cantidad inicial de fructosa y glucosa, la cual es muy similar en las tres muestras. En 

cuanto a la cantidad de sacarosa presente, se puede observar que la concentración es 

variable, principalmente en la muestra B, cuyo valor en la concentración Inicial de sacarosa 

es un poco más alto en relación con las muestras A y c. 
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TABLAS.11 

CONCENTRACIONES DE FRUCTOSA, GLUCOSA Y SACAROSA OBTENIDAS POR CLAR 

(HPLC) PARA LAS MUESTRAS DE JUGO CLARIFICADO* 

MUESTRA DE 
[FRUCTOSA] [GLUCOSA] [SACAROSA] 

JUGO ¡ g/lOOmL g/lOOmL g/100 mL 
CLARIFICADO . 

-----·--'"' -· ·-· 
0.965211 1.845671 19.951363 

]-------~--- -- 2,033797 2.479'15? 25.423821 
1 c 1.368741 2.003894 21.854022 
' *Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 

5.5 HJDRÓUSJS QUfMJ:CA EN MUESTRAS DE .JUGO DE CAÑA CLARIFICADO 

Para llevar a cabo la hidrólisis química del jugo de caña clarificado se utilizó la 

conoentración de ácido sulfúrico de 90% =nsiderada como la óptima de acuerdo a los 

resultados obtenidos de la hidrólisis química de los estándares de sacarosa y el tiempo al 

cual se llevó a cabo la hidrólisis fue de s.o minutos. La Tabla 5.12 muestra los resultados 

obtenidos de la hidrólisis química reallzada a tres muestras de jugo de caña clariflcado. 

TABLAS.12 

ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO DE LAS MUESTRAS DE JUGO DE CAÑA CLARIFICADO E 

HIDROUZADO CON ÁODO SULFÚRICO 

MUESTRA DE 1 
CLA~~~DO E [FRUCTOSA] g/lOOmL 
HIDROUZADO 

1 A ---·ra.397642sS"*-•:t•l""1"" 

1 B r-:;2.()~ttJsft897&1 

c=_~ ___ I _ 9.68763966-a*"""''; .. 

~:;~) g/lOOmL FCAROSA] g/100 mL 

1 9.28516446 ° * o-:'"<i54r.j7"°-·J-Qg:,;¡2e734 m-:-ee:¡zzxil-

1 15.6851455 aro.1114a!s-u•-r 1.4853742 o* a:1s.:-¡¡¡¡¡z­
I 10.6451126-a""'i:-D:1"''47o47-·-¡ 1.2972454 a:.:-o:»i"i2ra-
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5.6 HIDRÓU:Sl5 ENZIMÁTICA EN MUESTRAS DE JUGO DE CAliA CLARIFJ:CADO 

Para llevar a cabo la hidrólisis enzimática del jugo de caña clarifocado se utilizó la relación 

E/S = 3.36 considerada como la óptima de acuerdo a los resultados obtenidos de la 

hidrólisis enzimática de los estándares de sacarosa y el tiempo al cual se llevó a cabo la 

hidrólisis fue de 3.0 minutos. La Tabla 5.13 muestra los resultados obtenidos de la 

hidrólisis enzimática realizada a tres muestras de jugo de caña clarif"ocado. 

TAlllLA5.13 

ANÁUSIS CROMATOGRÁFICO DE LAS MUESTRAS DE JUGO DE CA~A CLARIFICADO E 

HIDROUZADO ENZIMÁTICAMENTE (RELACIÓN E/S = 3.36) 

r

-------,------ ------------ ;------- ---------- -----,--
MUESTRA DE Í 1 ¡ 
CLA~~~DO E f [FRUCTOSA] g/lOOmL ¡ [GLUCOSA] g/lOOmL / [SACAROSA] g/100 mL 

, HIDROUZADO i : i 
¡--A-------- r-a.113S4BB4ª_*_º:-s1e7e5Ms .. -¡ -e---:-a754·a7 g-1 ti* o 8312 .. s1a· -- 1--·i~---xi642ª*1U~-¡-e---r 13.45296426-,¡-0:3SGe12~ -- -¡-1-4.8695355·6-~0-:112~á- !o.9975187 lr:t: o.142'97iiM­

r .. --.-·-c-----19_95407072"a :t:-0-322" 3212-- r---9.27931~ln,-o-:-36.!J'10b'i7-j 0.9146230 °-~o.&r.si":üe-
-------- -------------------

En las Tablas 5.12 y 5.13 se observan los resultados obtenidos de las hidrólisis química y 

enzimática realizadas en jugo de caña clarificado. Para ambas hidrólisis se partió de las 

mismas muestras de jugo de caña, para las cuales en ambos tipos de hidrólisis se llegaron 

a obtener cantidades similares de los azúcares en estudio (fructosa y glucosa). 

Después de realizar las hidrólisis química y enzimática en el jugo de caña clarificado, se 

realizó una evaporación de las mezclas finales de reacción obtenidas en un •rotavapor"', 

con la finalidad de eliminar agua y concentrar los sólidos totales, para así obtener una 

solución con 42ºJb en peso de fructosa. En la Tabla 5.14 se observan los resultados 

obtenidos de la concentración de fructosa en la mezcla de reacción después de realizar la 

evaporación. 
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TABLAS.14 

RESULTADOS DE LA CANTIDAD DE FRUCTOSA OBTENIDA EN LA MEZCLA DE REACCIÓN 

DESPUÉS DE EVAPORAR 

[----------- - f - -HIDRói.ISIS QUÍMICA 

1-MDESfRAoE-JUGO- f . -CFRUCTOSA] 911oomL 
1 A ------¡------40.:úr?.2ª*ººflGH51 
1-----s--------- ¡ · ·-·--41~·5414 ª'*'ºIM2"~ 

c ----r··---3e..;·546··a:1:·aa7~5 -----

HIDRÓUSIS ENZIMÁTICA 
[FRUCTOSA] g/10oml 

39.1851 & :1: O.!W'13231 

39.9404 6 :1:·0.7837032-

40".-9·,45·6-•0:31•2~5-- - . 

Tomando en cuenta los resultados de la Tabla 5.14, se puede observar que después de la 

evaporación realizada en las muestras de jugo de caña clarificado, es posible llegar a la 

obtención de jarabes de fructosa de 39 - 42º/o p/v, tanto para las muestras de jugo 

hldrolizadas con la enzima invertasa como con las muestras hidrolizadas con ácido 

sulfúrk:o al 90%. 

Las concentraciones de fructosa obtenidas después de la evaporac1on, tanto para la 

hidrólisis químk:a como para la enzimática, son muy similares, lo que indica la factibilidad 

de utilizar cualquiera de los métodos para llegar a la obtención de un jarabe fru~o de 

hasta 42% de fructosa, esto a su vez nos muestra que con los productos obtenidos a 

partir de la hidrólisis química o enzimática de jugo de caña clariricado es posible obtener 

un jarabe con un porcentaje de fructosa semejante al que se obtiene a partir de la 

hidrólisis del almidón de maíz ( 42% de fructosa). 

Considerando la tecnología para la elaboración de jarabes de maíz altos en fructosa 

descrita en la literatura y comparándola con el esquema de trabajo, para la obtención de 

jarabes fructosados a partir de jugo de caña realizado en esta Investigación, es posible 

que el jarabe fructosado obtenido a partir del jugo de caña clarlficaclo sea más barato y 

más rápido, ya que si se parte de almidón, se debe realizar una hidrólisis de éste para la 

obtención de glucosa, a su vez la glucosa debe ser isornerlzada a fructosa para llegar a un 

jarabe fructosado de 42%. En el caso de los jarabes obtenidos por hidrólisis de la sacarosa 

presente en el jugo de caña, únk:amente hay que realizar una hidrólisis, sin necesidad de 

llevar a cabo una isomerización para obtener un jarabe fructosado de 42%. 
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6.0 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

6.1 CONCLUSIONES 

l. El uso ele alcohol ett1ico como agente clarificante del jugo de caña, proporciona 

buenos resultados cuando se emplea para tal fin a partir de una concentración de 

70% (en una relación 1:1 con respecto al jugo de caña) concentración a partir de 

la cual se eliminan en gran proporción las dextranas presentes. El uso de alcohol 

etílico con 99.90% de concentración es la que proporciona mejores resultados de 

clarificación va que es a esta concentración en la cual se da la máxima eliminación 

de elextranas. 

2. Las condiciones óptimas para la reacción ele hidrólisis química fueron: uso de ácido 

sulfúrico al 90%; tiempo de reacción de hidrólisis: 5 minutos, para una 

concentración de sacarosa promedio de 22% (p/v). Es Importante hacer notar que 

el tiempo de hidrólisis se puede disminuir si se utiliza ácido sulfúrico al 98%, pero 

se presentan cambios Importantes de coloración en la mezcla de reacción. 

3. Las condiciones óptimas para la reacción de hidrólisis enzimática fueron: uso de la 

enzima invertasa en una relación E/S de 3.36%; tiempo de reacción de hidrólisis: 3 

minutos, para una concentración de sacarosa promedio de 22% (p/v). 

4. La obtención _de azúcar Invertido por hidrólisis con ácido presenta algunas 

desventajas tales como cambios de coloración de la mezcla de reacción, así como 

la formación de sales (resultado ele la neutralización de la mezcla de reacción), lo 

cual afecta directamente en las características del producto final. 

5. La hidrólisis enzimática presentó algunas ventajas sobre la hidrólisis por vía ácida 
en el jugo de caña, tales como: no hay cambios en la coloración del producto, esta 

reacción se lleva a cabo más rápido, es una reacción más específica, la 

concentración de sales formadas es más baja que la que se obtiene por vía ácida y 

se obtienen resultados similares en cuanto a la obtención de glucosa y fructosa. 

Con estos resultados se puede concluir que para la elaboración de un jarabe con 
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alto contenido en fructosa es más conveniente llevar a cabo el procedimiento por 

vía enzimática, el cual no presenta cambios que pudieran afectar las características 

del producto final, con kJ cual pc>dría obtenerse un producto capaz de competir con 

los jarabes de maíz altos en fructosa comerciales. 

6. Esta tecnología se podría aplicar en los ingenios azucareros como una alternativa 

para la elaboración de jarabes altos en fructosa a partir del jugo de caña capaces 

de competir con los jarabes de maíz ya existentes. 

6.2 RECOMENDACIONES: 

l. Se recomienda realizar un estudio, en el cual se utilice algún método de separación 

que permita quitar la glucosa de la mezcla de reacción de hidrólisis para así llegar 

a la obtención de jarabes con alto contenido en fructosa (de SS y hasta 90% (p/v) 

de fructosa) que sean capaces de competir con los jarabes de maíz altos en 

fructosa existentes en el mercado. 

2. Realizar un estudio que permita evaluar las ventajas y desventajas de utilizar jugo 

de caña como materia prima para la obtención de jarabes altos en fructosa, sobre 

el uso de almidón de maíz como materia prima. 

3. Realizar un estudio en el que se evalúe principalmente el ahorro de energía para la 

cristalización de la sacarosa, el cual es un paso que se eliminaría en el caso de que 

la elaboración de estos jarabes fructosados a partir del jugo de caña sea vlable. 

4. Llevar a cabo una evaluaclón sensorial que permita comparar los jarabes altos en 

fructosa obtenidos a partir de jugo de caña con los jarabes de maíz altos en 

fructosa, con la flnalklacl de estudiar la aceptación de los primeros, por la posible 

Interferencia de los productos químicos empleados en la percepción del sabor. 
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ANEXO 1 

a.o ANEXOS 

8.1 ANEXO 1: CURVAS DE CAU8RACIÓN OBTENIDAS PARA GLUCOSA,. 
FRUCTOSA Y SACAROSA POR CROMATOGRAFfA DE ÚQUIDOS DE ALTA 
RESOLUCIÓN 

Las Figuras 8.1 a 8.3 muestran las curvas de calibración obtenidas del CLAR. 

r = 0.997950 D.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.00 

b = - 894379.2641 g et. glucc:JeWmL 

y - 539069498 X • 894379.2641 
J-e-AREA uneal (ÁREA) J 

FIGURA8.1 
CURVA DE CAUBRACIÓN DE GLUCOSA OBTENIDA POR CLAR 

r ... 0.99892 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 

b - 193389.6753 g de fructosalmL 
y • 349562595.5 X + 193389.6753 

1-+-AREA Uneal (ÁREA) J 

FIGURA8.2 
CURVA DE CAUBRACIÓN DE FRUCTOSA OBTENIDA POR CLAR 

0.04 o.os o 0.01 
r ... o.99898 
b - - 559626.6314 

0.02 0.03 

SI de ...:arosalmL 

0.08 

y - 420180227.7 X • 559626.6314 
1-+-AREA 

FIGURA8.3 
CURVA DE CAUBRACIÓN DE SACAROSA OBTENIDA POR CLAR 
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ANEX02 

8.2 ANEXO 2: DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS 

8.2.1 DATOS DE CURVAS DE CAUBRAOÓN* 
*Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 

TABLA8.1 TABLA8.2 
CURVA DE CAUBRAOÓN DE GLUCOSA CURVA DE CAUBRAOÓN DE FRUCTOSA 

OBTENIDA POR CLAR* OBTENIDA POR CLAR* 

CONCENTRACION 
ÁREA (g de Glucosa/ml) 

CONCENTRACION 
ÁREA (g de Fructosa/mL) 

0.05091 27449642.85 0.052835 18980732.35 
0.04073 20399978.33 0.04227 14856684.7 
0.03564 17756570.37 0.03564 12807036.6 
0.02545 12658674.49 0.026415 9461981.2 
0.01273 6324364 0.01321 4536471.175 

0.006363 2669032.671 0.006604 2851084.5 

TABLA8.3 
CURVA DE CAUBRACÓN DE SACAROSA 

OBTENIDA POR CLAR* 
CONCENTRACION 

ÁREA (g de Sacarosa/mL) 

0.050001 20914544 
0.040001 15774853 

0.035 14039541 
0.025 9817167 
0.0125 4870444 

0.00625 2131945 

*ClAR: CROMATOGRAFÍA DE ÚQUIDOS DE ALTA RESOLUCÓN 
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ANEX02 

B.2.2 CLARIFICACIÓN DE .JUGO DE CAfiiiA CON ETANOL 

TABLAB.4 
DATOS OBTENIDOS PARA MEDIOONES TURBIDIMÉTRICAS 

VALORES DE DENSIDAD ( PTICA 
REPETICIÓN 1 REPETICION 2 REPETICICN 3 %DEETANOL O.O. PROMEDIO DESV. ESTR. 

0.481 0.564 0.542 o O.S29000000 0.0430~ 

0.24 0.241 0.231 20 0.237333333 0.0055075 
0.104 0.109 0.122 40 0.111666667 0.0092915' 
0.056 O.OS2 o.ose so O.OS5333333 0.0030SSO 
0.037 0.038 0.051 60 0.042000000 0.0078102! 
0.034 0.031 0.026 70 0.030333333 0.0040414' 
0.024 0.038 0.026 80 0.029333333 0.00757181 
0.013 0.017 0.014 90 0.014666667 0.0020816 
0.014 0.016 0.017 100 0.01S666667 0.001S275 

TABLAB.5 
DATOS OBTENIDOS PARA MEDIOONES GRAVIMÉTRICAS 

GRAMOS DE MATERIAL PRECIPITADO DE PM 
MAYOR A 10 kD 

REPETICI<">N 1 REPETICIÓN 2 REPETICIÓN 3 %DEETANOL PROMEDIO DESV. ESTR. 
Q.0703 0.0669 0.0769 100 0.07136667 0.00508462 
o.OSS3 0.0633 0.0567 90 0.05843333 0.0042723! 
0.0426 O.OSS9 0.0478 80 0.04876667 0.0067024' 
0.0448 0.046 0.0499 70 0.0469 0.0026664E 
0.03S4 0.0332 0.0281 60 0.03223333 0.0037447. 
0.0292 0.0304 0.0308 50 0.03013333 0.0008326 
0.0271 0.03 0.0286 40 0.028S6667 0.0014S02• 
0.0273 0.0285 0.0272 20 0.02766667 0.0007234 
0.0208 0.026S 0.0226 o 0.0233 0.00291371 

B.2.3 HIDRÓUSZS QUfMJCA 

8.2.3.1 Hldr611sls qulmlca en soluelones esdndar de sacarosa 

En las tablas 8.6, 8.10 y 8.11, se muestran los resultados promedio obtenidos de la 

reacción de hidrólisis química en estándares de sacarosa con ácido sulfúrico al 49, 90 y 

98% respectivamente. 
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o 
0.5 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
8 

10 

ANEX02 

TABLAB.6 
HIDRÓLISIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

(Ácido sulfúrico 49%)* 

[FRUCTOSA] g/lOOmL [GLUCOSA] g/lOOmL [SACAROSA] g/100 mL 

0.000000º * o.oooo 0.000000° * 0
·
0000 21.9563336 *D..56.Jl 

3.247500º * 0.4547 4.137100"' * 0.68.32 18.079267 .. - 0.8]99 

5.221067º*0.4112 6.025267°. 0.21816 14.109540° * O.lll32 

9,Q84267D * 0."500 9.893433 ... * 0.32m 4.719633°- 0 ·71311 

10.092767° * D.485Jll 11.3274336 * 0.6 UtS 2.596800°. 0 •411543 

11.053567° * D.lr.i7 11.732267°*0.3775 1.217900º*-· 
11.297233°. O.:iD1B 12.086633°. 0.

74• 9 1.0786331!. * 0. 1247 

11.297233° * 0.:ZO.fD 12.086633° * 0.7"'lSI 1.078633º*0.1247 

11.297233o•o.:zo, .. 12.086633°* 0."'4l9 1.078633'" * 0.1247 

11.297233°. 0.:ZOnl 12.086633° * 0.-•9 1.078633°*0.1247 

•Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 

En las siguientes Tablas { 8.7 a 8.9), se muestra un ejemplo de los datos obtenidos para la 

hidrólisis con ácido sulfúrico al 49o/o (las cuales también se obtuvieron para las hidrólisis 

con ácido sulfúrico al 90 y 98%) 

TIEMPO 
fMINLJTOSl 
STO. A 6QOC 

0.5 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
8 

10 

TABL.AB.7 
HIDRÓUSIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

(Ácido sulfúrico 48%) VALORES PARA FRUCTOSA 

HIDRÓU515A HIDRÓL1515 8 HIDRÓL151S C PROMEDIO 
o o o o 

2.8756 3.1125 3.7544 3.2475 
4.8655 5.1264 5.6713 5.221066667 
8.6151 9.5123 9.1254 9.084266667 
9.6954 10.6345 9.9484 10.09276667 
10.8913 11.2351 11.0343 11.05356667 
11.1584 11.1972 11.5361 11.29723333 
11.1584 11.1972 11.5361 11.29723333 
11.1584 11.1972 11.5361 11.29723333 
11.1584 11.1972 11.5361 11.29723333 
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o 

0.454687926 
0.411156592 
0.450012137 
0.485909975 
0.172707884 
0.207772287 
0.207772287 
0.207772287 
0.207772287 



ANEXO 2 

TABLAB.B 
HIDRÓLISIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

(Acido sulfúrico 49%) VALORES PARA GLUCOSA 
TIEMPO 

(MINUTOS\ HIDRÓLISIS A HIDRÓLISIS B HIDRÓLISIS C PROMEDIO DESV. ESTR. 

STD.A60oC o o o o 
0.5 3.4548 4.1354 4.8211 4.1371 0.683151586 

5.7'992 6.0411 6.2355 6.025266667 0.218580519 

9.6412 9.7845 10.2516 9.893433333 0.320881198 

3 10.6542 11.8735 ll.'4546 11.32743333 0.619517266 

4 11.5646 11.4676 12.1646 11.73226667 0.377539843 

5 12.4535 12.5736 11.2328 12.08663333 0.741875679 

6 12.4535 12.5736 11.2328 12.08663333 0.741875679 

8 12.4535 12.5736 11.2328 12.08663333 0.741875679 

10 12.4535 12.5736 11.2328 12.08663333 0.741875679 

TABLAB.9 
HIDRÓLISIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

(Ácido sulfúrico 49%) VALORES PARA SACAROSA 
TIEMPO 

1 <MINUTOS\ HIDRÓLISIS A HIDRÓLISIS B HIDRÓUSISC PROMEDIO DESV. ESTR. 
STD.A600C 22.0704 21.3449 22.4537 21.95633333 0.563132101 

0.5 17.1639 lB.1574 18.9165 18.07926667 0.878908586 
1 13.2365 14.2467 14.84542 14.10954 0.813182354 
2 4.3615 4.2558 5.5416 4.719633333 0.713803211 
3 2.1597 2.5465 3.0842 2.5968 0.464297997 
4 0.8216 1.5864 1.2457 1.2179 0.383157135 
5 0.9467 1.1945 1.0947 1.078633333 0.124678841 
6 0.9467 1.1945 1.0947 1.078633333 0.124678841 
8 0.9467 1.1945 1.0947 1.078633333 0.124678841 

10 0.9467 1.1945 1.0947 1.078633333 0.124678841 

TABLAB.10 
HIDRÓLISIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

<Acido sulfúrico 90%)* 
TIEMPO [FRUCTOSA] g/lOOmL [GLUCOSA] g/lOOmL [SACAROSA] g/100 mL IMINUTOS\ 

o 0.000000º * O.IXOJ 0.0000006 * o.oooo 21.9563336 * 0 •5631 

0.5 2.420967u * Cl.329 3388667°. 0.7JOO 15.899567 ... O.o7'1.3 

1 7.080433º * o.»Sl 7.244033u * 0.411DS 7 .090767ª * o.31n 
2 8.445833 .. *o.~ 8.914467º*0."257 5.273367°. 0."221 

3 10.247267°. D.303& 9.973667 .... 0.&339 3.586733º * Cl.Slle.) 

4 10.340367ª. 0.2'03 10.873433° * Q.3&56 2.557833º * O.CZCJ 

5 11.1912336 *0.Vts 11.485200°. o ..... 1.1242006 * D.:Z.S 

6 11.191233° * 0.
2715 11.485200v * 0.4m& 1.124200°•0.-

8 11.191233° •0.2715 11.485200° * 0."'88 1.124200° * o.:zar.s 

10 11.191233º * 0.2715 11.485200 ... a. .... 1.124200 ... D.28155 

*Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 
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ANEX02 

TABLA 11.11 
HIDRÓLISIS QUÍMICA EN ESTÁNDARES DE SACAROSA 

<Ácido sulfúrico 98%\* 
TIEMPO [FRUCTOSA] g/lOOml [GLUCOSA] g/lOOmL [SACAROSA] g/100 mL CMINLJTOS\ 

o 0.0000006 * 0..0000 0.000000º * 0.0000 21.9563336 * 0.S63l 

0.5 53607676 * O.SW.3 6.6029676 * O.Slil67 13.765033'"'. 0..3795 

1 8.876233º * O.Sl04 9.366367° * 0 ·
6125 6.483133°. u.Sl74 

2 10.114500º*0..S.51§l7 10.657867'"'. 0..31522 2.109367° * 0.3.l7S 

3 10.240767º .. o.m:m 10.942400°. O.a7Sll 1.135033º. 0..1717 

4 11.503500°. 0.3 162: 11.779433º*º·11667 1.135033° * u..t717 

5 11.503500º * o.3 l62 11.779433º. 0 ·6667 1.135033"' * ... 1717 

6 11.5035006 • 0.3162 11.779433º* D.<.667 1.135033°. u.l7 l 7 

8 11.503500º. 0.3162 11.77943Ju*0.6M7 1.135033 ... u.l7 t 7 

10 11.503500°*0.3•~ 11.779433º * 0 ·6667 1.135033º. D.l7t 7 

*Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 

11.2.4 HIDRÓUES ENZIMÁTICA 

8.2.4.1 Hldróllsls enzimática en soluciones est'1índar de sacarosa 

En las Tablas 8.12, 8.16 y 8.17, se muestran los resultados promedio obtenidos de la 

reacción de hidrólisis enzimática en estándares de sacarosa con la enzima lnvertasa 

usando las relaciones E/S = 0.84, 1.68 y 3.36 respectivamente. 

TAllLA8.12 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

<Relación E/S = 0.84%)* 
TIEMPO [FRUCTOSA] g/100 mL [GLUCOSA] g/100 ml [SACAROSA] g/100 mL CMIN) 

o O.CK>OOOO u* 0.0000 O.OCK>OOO o* u.oooo 22.060950 c:J *u.-...-

0.5 1.361955 u*----- 2.101934 ° *u._, __ 19.733381 o*--··· 
1 2.724141 • * ---- 4.203869 ° * u.l- 17.405863 u* u.4"'4"' 

1.1666 3.178241 O* u~•ou 4.904266 "'* u.i,,_ 16.630580 u* u.·-~ 
2 5.345707 O* u_,,. 7.496669 u* 0,1187 13.059601 u* ---

2.5 6.~298 o* 0..Zl74 9.052351 • * 0
·
12" 10.918115 u* u-ll 

3 7.198389 O *-U.1845 9.469378 •• --u- 9.171222 •• o ..... 

4 8.302706 u* u.-. ...... 10.304360 o.-·-- 5.679383 •• ···-
5 9.145446 u* u.1--- 11.056217 o. --- 4.353117 ······-
6 9.988326 u*u"-- 11.808574 u* u.4 ::.:>11 3.027792 o.----· 
7 10.954082 u. --- 13.214377 u.--· 2.293246 o.··---

8.5 11.647588 o* .... i ..... ~ 13.435658 u. ·--- 2.140713 u•u.lh.r 

10 11.647588 •• o .... , 13.435658 u *u~>• 2.140713 o. u .•• ,. 

*Los resultados reportados son el ~lo de tres detennlnaclones 
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ANEX02 

En las siguientes Tablas (8.13 a 8.15), se muestra un ejemplo de los datos obtenidos para 

la relación E/S = 0.84% (las cuales también se obtuvieron para las relaciones E/S 1.68 y 

3.36%) 

TABLAS.13 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

<Relación E/S = 0.84%) VALORES PARA FRUCTOSA 
TIEMPO fMIN\ HIDROUSISA HIDROLISIS 8 HIORÓLISIS C PROMEDIO DESV.STD. 
STD.A60oC o o o o o 

0.5 1.095062575 1.63337905 1.357422399 1361954675 0.269186855 
1 2.190853763 3.2667581 2.714812275 2.724141379 0.538012834 

1.1666 2.555857523 3.811727018 3.167137942 3.178240828 0.628008362 
2 5.228142688 5.616816649 5.192160747 5345706695 0.235476391 

2.5 6.831953477 6.699800321 6.40713956 6.646297786 0.217401948 
3 7.185833333 7.388833333 7.0205 7.198388889 0.184487378 
4 7.893794202 8.766927094 8.2473965 8.302705932 0.439186306 
5 9.286045 8.990142 9.16015 9.145445667 0.148498517 
6 10.67839591 9.213384473 10.07319622 9.988325534 0.736184014 
7 10.96657262 10.59120122 11.30447308 10.95408231 0.356799931 

8.5 11.79969895 11.65183873 11.49122672 11.64758813 0.154280035 
10 11.79969895 11.65183873 11.49122672 11.64758813 0.154280035 

TABLAS.14 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

<Relación EIS = 0.84%l VALORES PARA GLUCOSA 
TIEMPO fMIN) HIDROUSI5A HIDROLISIS 8 HIDROLISIS C PROMEDIO DESV.STD. 
STD. A60oC o o o o o 

0.5 2.057303274 2.186439225 2.062060689 2.101934396 0.073221977 
1 4.114606549 4.37287845 4.124121378 4.203868792 0.146443953 

1.1666 4.8001197 5.101431127 4.811247396 4.904266074 0.170840569 
2 7.504493625 7.611236961 7.374276886 7.496669157 0.118673653 

2.5 9.127320568 9.117264351 8.91246733 9.05235075 0.121246898 
3 9.441666667 9.691666667 9.2748 9.469377778 0.209810352 
4 10.07132167 10.8412851 10.0004732 10.30435999 0.466338191 
5 10.704 11.34095 11.1237 11.05621667 0.323792875 
6 1133742224 11.84098106 12.24731969 11.80857433 0.455813545 
7 12.58240754 13.36932686 13.69139713 13.21437717 0.57050112 

8.5 12.96807767 1336757272 13.97132447 13.43565829 0.505076996 
10 12.96807767 1336757272 13.97132447 13.43565829 0.505076996 
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TABLAB.15 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

<Relación E/S = 0.84%) VALORES PARA SACAROSA 
TIEMPO íMIN\ HIDROUSISA HIDROUSIS B HIDROUSISC PROMEDIO DESV.ST"D. 

ST"D. A 600C 22.06095029 22.06095029 22.06095029 22.06095029 o 
0.5 19.48851015 19.85967422 19.85195949 19.73338129 0.212099704 

1 16.9161203 17.65844843 17.64301898 17.40586257 0.424199405 
1.1666 16.05930752 16.92511362 16.9073179 16.63057968 0.494816211 

2 12.76515119 13.00863252 13.40501995 13.05960122 0.322964958 
2.5 10.78969857 10.65990726 1130473994 10.91811526 0.341057811 

3 9.08 8.90733333 9.52633333 9.17122222 0.319423496 
4 5.662376191 5.404449619 5.971324508 5.679383439 0.283819872 
5 4.15635 43555 4.5475 4353116667 0.195585891 
6 2.650741746 3.307895679 3.124739688 3.027792371 0.339134058 
7 2.264265537 2.264102694 2.351369132 2.293245788 0.050336359 

8.5 2.163623038 2.011208247 2.247308242 2.140713176 0.119705673 
10 2.163623038 2.011208247 2.247308242 2.140713176 0.119705673 

TABLAB.16 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

(Relación E/S = 1.68%\* 
TIEMPO [FRUCTOSA] g/lOOmL [GLUCOSA] g/lOOmL [SACAROSA] g/100 mL <MIN\ 

o o.oooooob z 0 •0000 0.000000º z 0.0000 22.060950º * 0
•
0000 

0.5 2.113691° * u.<>u 4.850243° * u.r;,u::.l 14.492646° * ... ~ ... &.J 

1 4.329654° *u.,,.. 6.030435° * ··--- 10.806132º * --· 
2 5.567681 ° * u.'f_., 8.340494° • u...;111;,::. 5.043161 o* U. 1D1 

3 8.324438º * --- 10.049004º * u.lloo 3.601097º * u.744.i: 

4 9.656294º * o;¡g¡¡, 10.9265881f*ó:S'2> 2.807329º * u.~9 

5 11.137434º *o .... 12.957281 u* u. 2.366489" * u. 
6 11.137434º .:1: U.;:Jl14 12.984050º * D.bblB 2 .366489° • u . ...--... 

7 11.137434° *u. , .. 12.984050º * 0.00115 2.366489° * o.~ ... 
8.5 11.137434º * U...:ll .. 'f 12.984050° *u.--- 2.366489° *o . .._ ... 

10 11.137434° * UJl .. 12.984050° * ........ lo 2.366489º * •. --

*Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 
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TIEMPO 
CMINl 

o 
0.5 

1 
1.5 

2 
2.5 
3 
4 
5 
6 
7 

8.5 
10 

ANEXO 2 

TABLA8.17 
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DEL ESTÁNDAR DE SACAROSA 

(Relación E/S = 3.36%)* 

[FRUCTOSA] g/lOOmL [GLUCOSA] g/lOOmL [SACAROSA] g/100 mL 

0.000000º ::1: o ......... - 0.000000º ::1: 0.0000 22.060950º :1: o ........... 
3.640225º ::1: U.OhJO 5.991497° :1: u.ol::.o 7.567264°*u .......... 
4.J8477Ju :1: u.~-- 6.966446Q*U, ••• 5.817266° * u.<u 
7 .932578° • º·9106 8.900699U ::1: U.-- 3.904695"' :1: u. --

9.612521° • u.olo> 11.683603º * 0·"19 3.229456° :1: 0 ·1 """ 

10.075626° * u . .:iS~l 12.412420° *u.-- 2.711692º :1: u ......... 

11.533108º. "·--- 13.097681° * u.i.:1::.l 2.371223° * u.1'-
11.533108". "·-- 13.097681° * u.1.s::.l 2.371223° *u.<~ 
11.533108º. "·-- 13.097681° * u.l.J::.l 2.371223º. 0 ···-
11.533108°. o.eo .. 13.097681° :1: u.l~::.l 2.371223° *u.••-
11.533108º :1: O.o:>"~ 13.097681 u. u ..... 2.371223" *u.<•-

11.533108° • ----- 13.097681 o * 0.1351 2.371223". -···-
11.533108°. u.--- lJ.097681 o :1: u.U!»l 2.371223º *o.,,_ 

*Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones 
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ANEX03 

8.3 ANEXO 3: ANÁUSIS ESTADisncos [utilizando el programa Statlstlc 

Program Social Sel._ {SPSS)J 

8.3.1 Análisis -istlco ele la dartflcaclón de jugo de cafta con etanol 

{mediciones turt>ldlmétricas) 

SET/PRINTER ON. 
TTTLE 'CLARIFICACION'. 
SUBTITLE 'ETANOL '. 
DATA UST FIXED /Vl l V2 3·4 V3 6 V4 8-12. 
FORMAT V4 (FS.3). 

VARIABLE LABELS Vl 'JUGO DE CAÑA ' 
V2 '% DE ETANOL' 
V3 'REPETICIONES ' 
V4 'DENSIDAD ÓPTICA'. 

VALUE LABELS Vl 'l'/ 
V2 1 '99.90' 2 '90' 3 '80' 4 70' S '60' 6 'SO' 7 '40' 8 '20' 9 'O'/ 
V3 1 'Rl' 2 'R2' 3 'R3'. 

BEGIN DATA. 
1 011 0.014 
10120.016 
1 013 0.017 
l 02 1 0.013 
1022 0.017 
l 023 0.014 
10310.024 
103 ;¿ 0.038 
1033 0.026 
l 04 1 0.034 
104 2 0.031 
104 3 0.026 
1os10.037 
1os2 0.038 

1 OS3 O.OSI 
1 061 O.OS6 
10620.0S2 
1 063 o.osa 
10710.104 
107 2 0.109 
1073 0.122 
10810.240 
10820.241 
10830.231 
1091 0.481 
10920564 
10930.542 
END DATA. 
LIST 

ONEWAY V4 BY V2 (1,09)/STATISTICS Al.l/ RANGES DUNCAN (0.01)/ 
RANGES DUNCAN (O.OS). 
ONEWAY V4 BY V3 (1,3). 
ANOVA V4 BY V2 (1,09) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

Number of cases read: 27 Number of cases llsted: 27 
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ONEWAY 
DESCRIPTIVES 

DENSIDAD ÓPTICA 

ANOVA 
DENSIDAD ÓPTICA 

SUm of Squares df Mean Square F Slg. 
Between Groups .689 8 8.610E-02 366.153 .000 

Wlthln Groups 4.233E-03 18 2.351E-04 
Total .693 26 
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DUNCAN" 

ANOVA 

Sum ofSquares df Mean Square F Slg. 
Between Groups 6.676E-04 2 3.338E-04 .012 .989 

Wlthln Groups 
Total 

.692 24 2.885E-02 

.693 26 

ANEX03 

8.3.2 .Anc\llsls estadfstfco de la clariftcaclón ele jugo de cafta con etanol 
(mediciones gravlmt!itrlcas) 

SET/PRINTER ON. 
TITLE "CLARlFICACIONº. 
SUBTITLE ºETANOL•. 
DATA UST FIXED Nl 1 V2 3-4 V3 6 V4 S-12. 
FORMAT V4 (FS.3). 

VARIABLE LABELS Vl 'JUGO DE CAÑA ' 
V2 '% DE ETANOL' 
V3 ºREPETICIONES ' 
V4 °GPPM>lOkDº. 

VALUE LABEl..S Vl '1'/ 
v2 1 '99.90° 2 '90' 3 ·eo· 4 70· s '60' 6 ·so· 7 '40' e '20' g •o•¡ 
V3 1 'Rl' 2 'R2' 3 "R3'. 
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BEGIN DATA. 
1 01 1 0.070 
1 012 0.067 
1 01 3 0.077 
1021 0.055 
1 02 2 0.063 
1 02 3 0.057 
1031 0.043 

1 03 2 0.056 
1 03 3 0.048 
1 04 1 0.045 
1 04 2 0.046 
1043 o.oso 
1051 0.035 
1052 0.033 
1 05 3 0.028 

1061 0.029 
1062 0.030 
1 06 3 0.031 
1 07 1 0.027 
107 2 0.030 
1 07 3 0.029 
108 1 0.027 
1 08 2 0.028 

ONEWAY V4 BY V2 {l,09)/STATISTlCS AU,/ RANGES OUNCAN (0.01)/ 
RANGES OUNCAN (O.OS). 
ONEWAY V4 BY V3 (1,3). 
ANOVA V4 BY V2 (1,09) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

Number e# cases read: 27 Number or cases Ji~: 27 
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1083 0.027 
1091 0.021 
1 09 2 0.026 
1093 0.023 
ENOOATA. 
usr. 



ANOVA 
GRAMOS DE MATERIAL PRECJ:PITADO >10 Kd 

Sum ol Squares df Mean Square 1 F Stg. 
·se·tWeen-GiOOpS l · 6:s-19é-OJ e i -S.i49E-ó1 -62.86s 1.000, 
r ·wlthlllGn:iUP5~ í -2~333·e-04-- -- ia !1.296e-ós~ ~ -- -------- ! ·---J 

T0ia1 [ - ~-_753~~~3 ---~~f.-_~--- --~ ~ _______ ,J ~-··_j 

DUNCANº 

ANEX03 

~~~~1~s·;¡~~;~~(~~[~~I 
,---- ---7¡¡131 ·- · --- -· - ---¡-·---.4:7oo<ie-02r------­
,------·oor3r-· ----··--·--¡·---- -;;.:90ooe-02¡-----¡--
1- ·-· - --- . 9o i:i í. ·- . -· .. - ·- ... -··· ¡- .. --··- ¡- ·- -- - ~:S333E-Oi ¡-----· 
r---··99~90¡3 ¡----··· - ·-------¡·-----¡-----r--i7:1333E'0.2 
¡-----s¡g: í ¡--------:oso ¡-·--:-161 ¡--:sos ¡-1.óoo 1 1.000 
MeañS"for groups In homogeneous subsets are dlsplayed. 
a Uses Harmonlc Mean SampJe Slze = 3.000. 

ANOVA 

¡-------iSümc;,-s¡¡¡¡-án;sfitt~square!FiSig. 

~ Groups j 4.200E-05 f2 j 2.lOOE-05 f:075 i:921i 
1 Wlthln Groups ¡-¡¡:füe:o3 !24 I 2.796E-o4 ¡---¡--­
! Total ! 6.753E-oJ !26 ¡---¡---
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ANEXO 3 

8.3.3 Ejemplo del análisis estadlstlco aplicado para determinar si hay o no 

diferencia significativa en el uso de ácido sulfúrico al 90°/o y 98% para la 

hidrólisis qulmlca del estándar de sacarosa [se aplicó el mismo análisis para el 

uso de ácido sulfúrico 90% y 49%; 49ª/a y 98%) 

SET/PRINTER ON. 
TITLE ºÁCCX> SULFÚRICO 98% V 90o/o'. 
SUBTTTI.E 'HIDRÓLISIS QUfMJCA'. 
DATA UST FIXED /V1 1 V2 3-4 V3 6 V4 S-12. 
FORMAT V4 (F5.3). 
VARIABLE LABELS Vl 'CONCENTRAOÓN OE ÁODO SULFÚRICO' 

V2 'TIEMPO MINUTOS 
V3 'REPETIOONES ' 
V4 'g FRUCTQSNlOOmL'. 

VALUE LABELS Vl 1 '1' 2 '2'/ 
v2 1 ·os 2 •1.0• 3 ·2.0· 4 '3.0" s '4.0' 6 '5.o 7 '6.o • e •e.o· 

9 '10'/ 
V3 1 'Rl' 2 'R2' 3 "R3'. 

BEGIN DATA. 
1 01 1 5.139 
10124.907 
10136.036 
10218.419 
1 02 2 8.752 
1023 9.458 
1 03 110.33 
103210.53 
1 03 3 9.478 
1 04 19.347 
104210.45 
1043 10.92 
105111.20 
1 os 2 11.47 

1053 11.83 
106111.20 
106211.47 
106311.83 
107111.20 
1072 11.47 
1073 11.83 
1 08111.20 
1082 11.47 
108311.83 
109111.20 
1092 11.47 
109311.83 
2 0112.113 
2 012 2.382 

ONEWAY V4 BY Vl (1,2) /STATISTICS A1L /. 

2 013 2.767 
2 02 16.778 
2 02 2 6.976 
2 02 3 7.486 
2 03 18.552 
2 03 2 7.608 
2 03 39.176 
2 04 110.25 
2 04 2 10.54 
2 043 9.943 
2 05 110.S8 
2 05 2 10.34 
2 05 3 10.10 
2 06111.12 
2 06 2 10.96 

ONEWAY V4 BY V2 (1,10)/STATISTICS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)1 
RANGES OUNCAN (0.05). 
ONEWAY V4 BY V3 (1,3). 
AtKJVA V4 BY Vl (1,2), V2 (1,10) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

Number of cases read: 54 Number of cases Usted: 54 
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2 063 11.49 
2 07111.12 
2 072 10.96 
2 07 3 11.49 
2 08111.12 
2 082 10.96 
2 083 11.49 
2 09111.12 
2 092 10.96 
2 09 3 11.49 
ENDDATA. 
LlST. 



N. 

1 - ,- --

ONEWAY 
DESCIUPTIVES 

GRAMOS DE FRUCTOSA/100mL 

ANEX03 

Mean S!d., S!d.: 95%, Mlnlmum Maxlmum 1 Between-1 
Devlatlon ! Error .Confldence ¡ i i /'.c.omponent 
1 ; l Interval 1 ! ' Vartance 

:--- --!-- ' ror~: :¡ : -----¡-----
. 1 127 !10.232071 2.01021 /38687 I 9.43686 [11.02729 ! 4.907 ¡ 'ú.é3 I 

r-2 ·-- ·- - 2-7 f9.2s44á 1-2~s;.3·99r.sm31 -á-:-12944 íio.37953 í Eú r-il.49 ¡---­
/Totili - ·--- :S4 ¡-9;7432¡¡ !úiaa7ó f.33867 í -· 9:06399116.4225612:113111.aj ¡---­
Model ---Fixéd ¡··- ' -- -·- · :2:46264 ¡:335i::z ¡--9.o7oá0 !i1úii57s I · - - · ,---,---. 
1 Effects, · ; , , ' : / 

r---Rf= r .c=~~=L:~= ·· r-~~~ 1 -3~~3-~~3!~?54º~!-~=-- 1---·1-25323 
ANOYA 

g FRUCTOSA/100mL 
Sum of Squilré.i ~ df Mean Square ! F: Slg. / 

~~~~~=--=~!lE}i[ ~-~~~;[~~ª 

~~~ ¡-----r1nminn /Haxtmumj Between-
Com_,ent 

v .... ..,. 
..... -.nd r uwer¡-i-¡ 

Bound ; 

2.14138 f5.ii3996 I 2.113 I 6.0361 
6.86063 I 9.09571 r&.778 ! 9.158 J 

- 8~t2552l-1o:~ú24a1 -7-:-608 r --1053 r------
--g_&102a I 10.a1305 f9.311 I 10.92 1 

10.20309 ! U.636911 10.10¡--¡¡:¡:¡1 
11.01589] 11.&7411 lto.96111.i3 r-----
11.01589 I 11.67411 f 10.96 I 11.83 J 
11.01589 ( U.67411 t 10.96 ! U.83 \ 

U.01589 I U.67111 l"iQ."961 11.83 f 
9.06399 / 10.42256 r--2:'iti 1 11.83 1 
9.5143819.97218 ¡-¡-¡ 
7.83164 ¡ 11.65'491 i-1 

1 
6.06868 
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ANEX03 

ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

f-- - -- ---- sum ofSqua~ df Mean Square F; sto:: 
aetWeen-GroüP5~ - ·- 296.876 ·a -3?.ti-o 53207 .ooa: 
f-WlttÍiO-GroUPs: - - . -Ji.386 45 .697 r·- --------TOtiíl 1- . 328.262 53 

8.3.4 AnAllsls estacllstlco de la hldróllsls qulmlca en sol~ estlindar de 
sacarosa con ácido sull'úrlco con 900/o de pureza para la cletermlnacldn del 
tiempo óptimo de hldróllsls. 

SET/PRINTER ON. 
TlTLE 'HIDRÓt.ISIS QUfMICA'. 
SUBTinE 'ÁCJIX) SULFÚRICO 90%'. 
DATA LIST FDCEO /Vl 1 V2 3-4 V3 6 V4 8-12. 
FORMAT V4 (F5.3). 
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VARIABLE LABELS Vl 'CONCENTRACIÓN DE ÁCIDO SULFÚRICO• 
V2 "TIEMPO MINUTOS" 
V3 'REPETICIONES' 
V4 'g FRUCTOSA/100 ml'. 

VALUE lABELS Vl 1 '1'/ 
V2 1 'O.S' 2 '1.0' 3 "2.0" 4 '3.0' 5 '4.0' 6 '5.0' 7 '6.0' 8 '8.0- 9 '10'/ 
V3 1 'Rl. 2 'R2' 3 'R3'. 

BEGIN DATA. 
1 01 1 2.113 
1 01 2 2.382 
1 013 2.767 
1021 6.778 
1022 6.976 
1023 7.486 
10318.552 

1032 7.609 
1033 9.176 
104110.25 
1CH210.55 
1043 9.943 
105110.58 
105210..31 
1 05310,10 

1 06111.12 
1 06 2 10.96 
1 063 tt.49 
107111.12 
107210.96 
1073 11.49 
108111.12 
108 2 10.96 

ONEWAY V4 BY V2 (1,10)/STATJSTICS All/ RANGES DUNCAN (0.01)/ 
RANGES OUNCAN (O.OS) • . 
ONEWAY V4 BY Vl (1,3). 
ANOVA V1 BY V2 (1,10) VJ (1,.3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

ONEWAY 
DESCRJPTIVES 

GRAMOS DE FRUCTOSA/100mL 

ANEX03 

1 08 311.49 
109111.12 
109210.96 
109311 ... 9 
ENDDATA. 
UST. 

l
f ---- 1;-------fN 1¡--r-1ea-,,-¡~1~~::i~¡-· --~~Ir ~~~~,- -- í"'iiiiimum Miiiétmum1~==~ 

! • Interval for f Variance 
1 ; 1 ! Mean ' ¡--¡---!---¡--¡------r----F•eound 1=;----- --_ ----, -

r «>.s r-- -----' 3 r ú12ooi r :32a7i 1 · :ia97a 1 1.60411,-3:23723 r·--:üi3: ·2:7¡;7 r- ---- -- -,--i:¡, 1· ---- - r 317.ooooo r--:3ss2111-:21089 r - 1;:-rnro ,- 7;99~ r -6:ns ,--7:486 ¡----------­
r-:üH-- -- l 3 la:+ts67 ¡- .7aáá91--:4s5"'7 I- -----6:48595 fiíi:40539 l--7:6o9 :---9~176 ¡------ - -­
r·-ü; r-:- -- · r3-li02476i r·-.3ó3si r-;-¡-7:s2:i 1 - -9:4937rr1T.ooí6:i 1--g:943 ;-- 1o:ssr- -- --------
14:0 ,--- --- \3 !fo:340001 · .24000 J.13as6 ¡- -·9.743sí r10:93-6i9 r ·-·10:10 ,--- 1o:se ¡-- ----
1-s:o ¡-· ---¡3· fü:19ooo ¡-- .27185 f"~is695 f 10:51470 fii:il6s:fo r J:0-.961- --ü:49 ¡--------
1 "6.o ¡--· ---- -1·3 f1i:i9oOO r-·:2iies I ---:fs695 i lo:Si47i:I liü16530i --1¡¡;9-¡¡c --i"L49 ¡------­
r-a~o-1----- r 3 !IIToooo r·-~2:71as 1 ~í569s r- - -io.s147o r11.a6S30 r· 10:96: ~i.49 ,-----
1 ·--10 r·- - ·-- f 3 /il.190óOl"--:2:7iii:S r·:1s695 r ió:si47ci liü16s3Ó 1··-10:96 ;-- -11.49¡------­
r -ro¡¡;, r · -· -- - 2:r r 9-:2S48912.&H14 r :s;,735 ¡-- -ª~129711 rro:37m r -fifa :··11:49 ¡------
rOdéi r ~= ¡- 1 - ---¡---:3eú917.3399~i ¡ · 9To0681·9~409o91·-- -. [ ---- - ,------

r--_ ¡ _~~[~~L .:9~ I_ -6~993~E~6~5c=-~_L_ _ _a·60567 
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ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
'eetween Groups i 207.700 8 25.962 178.484 .000 
1-wlth-1ñ e;rou·ps :- ·-2-:-618 :1s: - - .14s' 
¡- - - -- ··i"o.a1 ¡- ···210-.318 26 

g FRUCTOSA/100mL 
DUNCAN 

¡----- ------;;¡-~"trara~.;-o.os- --r-- r-·--- ___ : 

~~~~~=--~~~~~~~E~~-~~~~~~-:::¡ 
~-=:~~~~[=-- -~=-~ ;~--~:==-~~~~~~~=¡ 
~~=-;1~: r===~==--=~-;==~; = f-~-~=.~-Ifft:! 
¡------ -¡-0¡3¡-------·-r·- ·-- ,------- :----·- fi:i900tf 
,----s.g. í I 1.oóO íLóOO r-1-.000 í--- -.no ---1:000 j 
--Mear.Srcii groUpsiñ- hómOgeneoLIS- SUbsets·a-re d1sP&aveci: -
a Uses Hannonic Mean Sample Size a 3.000. 

ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL ,-----= :Sum ofSQuares fdi 'Mean sQ"Uañ! ---F ís'O:; 

'.BetweenGroups¡--.824íir--~~Ó47(.954i 
¡--w.¡,¡~ ,------,o9:494 24 ¡ -s.72;¡ :-,--,. 
1 Total 1 210.318 !26 r-. 

ANEX03 

8.3.S Ejemplo del am!illsls estacHstlco aplicado para -rmlnar si hay o no 

diferencia slgnlftcatlva en el uso de la relación E/S = 1.-"Aa y 3.36% para la 

hldróllsls enzimática de sacarosa con lnvertasa e- aplicó el mismo am!illsls para 

las relacl- E/S = 0.84% ,, 1.611%; E/S ~ 0.84% ,, 3.36%) 

SET/P 
RINTERON. 
lTTLE 'RELAOÓN E/S 3.36% Y 1.68%'. 
SUBTTTI.E 'INVERTASA'. 
DATA UST FIXED /Vl 1 V2 3-4 V3 6 V4 8-12. 
FORMAT V4 (FS.3). 
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VARIABLE LABELS Vl 'RELAOÓN ENZIMA SUSTRATO ' 
V2 'TIEMPO MINUTOS' 
V3 'REPETICIONES ' 
V4 'g FRUCTOSA/100ml'. 

VALUE LABELS Vl 1 '1' 2 '2'/ 
v2 1 '0.5' 2 ·1.0· 3 ·2.0· 4 '3.0' s •4.0• 6 ·s.o 7 '6.o • B 7.o• 

9 'B.5' 10 '10' / 
V3 1 'Rl' 2 'R2' 3 'R3'. 

BEGINDATA. 
1 0114.076 
1 012 2.932 
1013 3.912 
10214.493 
10223.734 
1023 4.926 
1031 8.944 
1 03 29.734 
103310.16 
1 04110.69 
1042 11.43 
1043 12.47 
1os110.69 
1os2 11.43 
1OS312.47 

1 06110.69 
1062 11.43 
106312.47 
1 07110.69 
1072 11.43 
1073 12.47 
1 08110.69 
108211.43 
108312.47 
1 09110.69 
1092 11.43 
109312.47 
110 110.69 
1102 11.43 
1103 12.47 
2 011 2.485 

ONEWAY V4 BY Vl (1,2) /STATISTICS ALL /. 

2 012 1.549 
2 013 2.307 
2 02 14.154 
2 02 2 4.578 
2 02 3 4.257 
2 03 1 S.017 
2 03 2 S.957 
2 03 3 S.729 
2 04 1 8.199 
2 04 2 8.022 
2 04 3 8.751 
2 os 1 9.713 
2 os 2 9.43S 
2 os 3 9.820 
2 06 110.98 
2 06 2 10.93 

ONEWAY V4 BY V2 (1,10)/STATISTlCS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)/ 
RANGES DUNCAN (O.OS). 
ONEWAYV4 BYV3 (1,3). 
ANOVA V4 BY Vl (1,2), V2 (1,10) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

Number of cases read: 60 Number of cases Usted: 60 

ONEWAY 
DESCIUPnVES 

GRAMOS DE FRUCTOSA/100mL 

ANEX03 

2 063 11.50 
2 07 110.98 
2 07 2 10.93 
2 07 3 11.50 
2 08 110.98 
2 082 10.93 
2 083 11.SO 
2 09 110.98 
2 09 2 10.93 
2 093 11.SO 
2 10 110.98 
2 10 2 10.93 
2 10 3 11.50 
ENDDATA. 
UST. 

,-,--FF r-s-;;;:- rs;;:- r;;;;,-;;;;:,ñden.:., 
1 j N Mean j DevlraUOn J Error j Inberval fbr Mean ¡,H.,mwnFml --"""-"'"' Vartanoe 

1i---11¡-1r~-Bou nd 1=,-1-r-1 
l 10.99123 12:"9~ !1'2:471 ¡¡-¡---i30~7ii[3.09'24/.S•S48!8~ 

12,--Po.,.Sti743f 3.27482 f.59790 ,--.~ -, 9.79027 ~' 11.SO 1 
PfOtií ,--- ¡o )9.20107 I 3-22110 l .11623 1 8.36819 f 10.03394 1 1.549 1 12.47 1 

F*il = 1113.18727 J.11117 I 8.37741 [10.024721-. --¡-¡ 
1~11¡-¡ .•• 363 f 1.14999 --, 17.25214 ¡---¡-¡ 

---------------
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ANOVA 
g FRUCT05A/100mL 

ONEWAY 
DESCRJPTIVES 

GRAMOS DE FRUCTOSA/100mL 

ANEXO 3 

[ ~~~~--~~;;-¡_?;__:.i~~~~~~~~~-uppe.=~'."~~~:íF~m=~ ~t 1. 

1 1 1 1 J ; LOwerBound 1 Bound : 1 i 
Jo·.:s·T---·--T6f2.876831··.97509 •.39808 1.85354 r3:9ooü i 1:549 ¡ 4.076 ·1 --·--------·-
¡ ·i.o- ¡·-- · --- f 6 f4:357oo 1 .40754 .16638 ! 3.92932 i 4.78468 ¡- 3;734 ; 4.926 
1-2.0 1-·- - ·-·-·· r617:59017 r 2.27092 '.92710 5.20699 1 9;97335 r 5.017 r 10.16 r 
¡ ·3:0 · ¡-· · -- - ·· · f6 ¡9;92700· 1 1.86043 , .75952 ¡ 7.97460 l 11.87940 i' 8:022 ¡ 12:47 · 1 · 
r4:ó- ,--- ---,6-fio·.s93oo n.i7864 1 .48118 r- · 93500!1 1:.:i.8299i-r9:.¡35·-r12:47 ,- -
¡ ·5:0 ·-r----···- · rs fiü3333 f- :63726 : :26016 1 10.&...55 112.00210 r 10.69 r · 12.47. · ¡ 
1-6:0-·1- ----··---,6-fil.333331 .63726 1:26o16 1 10.66456 112.00210 r ·10.69· r-12:47- 1···---···-·· --·-· 
1-7 :o- ,--·-- - · · ¡-5 · fú.33333 1 .63726 r .260i6 1 10.66456 ' 12.00210· 1 i:o.69 1 ·12.47-
r s~s -r-·-··· ·--· ltf íll.33333 ! .63726 .260.16 1 -10~66456 ~ 12.00210 1 · io.&f ¡ 12:47·· ¡ 
1-10--1--· · - - r 6 fü.33333 I · :63.726 ; :26oi6 1 10.66456 ¡ 12.00210 r 10:59·- r ·ü.47 · 1 - -- -
/'r0tafl------~~¡9:-2füoiT3.224io f:4i623T -·8.36819- fJ.0.03394 li:s49 -1 l:i.47. r. ---------
Fod".;¡J~=-r-r----,1 . .-%9;i r~;4007-r·· 8.90366 ¡9~9s.;;r ---·-r-- --¡------
c1 ":,,~ cc=r-.. -_ ¡1.00694_1--~g23.22 ___ -:-111.471192_r=c=] 

ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

:SUm al Squares :df ,Mean Square ¡---¡;---- [5¡g. 
"':&;tweeñ===G==rou=ps= r¡r--054=7'°'.5~1"9,..--f9 I 60.835 146.246 /1iOO 
fWlthin Groups 1 65.774 50 1 1.315 ¡-¡---­
/ Total ~3--59 ¡-¡----
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g FRUCTOSA/100mL 
DUNCAN 

ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

ANEX03 

a.3.6 Alúlllsls estadfstfco de la hldróllsls enztm6tfca en est6ndares de sacarosa 
a una relación E/S de 3.36º/o para la determinación del tiempo óptimo de 
hidrólisis. 

SET/PRINTER ON. 
TITl.E 'Relación E/S 3.36%'. 
SUlllTTLE 'INVERTASA'. 
DATA UST FIXED /Vl 1 V2 3-4 V3 6 V4 8·12. 
FORMAT V4 (FS3). 

VARIABLE LABELS Vl 'RELAOÓN ENZIMA SUSTRATO• 
V2 'TIEMPO MINUTOS' 
V3 'REPETIOONES ' 
V4 'g FRUCTOSA/100 ml'. 
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VALUE LABELS Vl 1 '1'/ 
V2 1 '0.5' 2 '1.0' 3 '2.0' 4 '3.0' S '4.0' 6 'S.O' 7 '6.0' 8 7.0' 9 '8.5' 10 '10'/ 
V3 1'Rl'2 'R2' 3 'R3'. 

BEGIN DATA. 
1 0114.076 
10122.932 
10133.912 
10214.493 
102 2 3.734 
1023 4.926 
103 18.944 
103 2 9.734 

1033 10.16 
104110.69 
1 04 211.43 
1043 12.47 
1os110.69 
1os211.43 
1os3 12.47 
106110.69 
1062 11.43 

106 3 12.47 
107110.69 
107211.43 
1073 12.47 
108110.69 
108211.43 
108 3 12.47 
109110.69 
109 211.43 

ONEWAY V4 BY V2 (1,10)/STATISTICS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)/ 
RANGES DUNCAN (O.OS). 
ONEWAY V4 BY V3 (1,3). 
ANOVA V4 BY V2 (1,10) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

ONEWAY 
DESCRIP'OVES 

GRAMOS DE FRUCTOSA/100mL 

102 

ANEX03 

1093 12.47 
110 110.69 
110 2 11.43 
110 3 12.47 
ENDDATA. 
usr. 



ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

Sum Ot sQuares df Mean Square F . Sig. 
·setWeeflG..00-ps Í. 264.745 9 i 29.416 ~3.744 ~000~ 
1 WJthlnGtOUPSI -----13~44920:·· ·:672· - - --~- --J 
]-----~-=--~~-~~_;_· -~~E~~~-:2_?..~--- _ -~-~f _____ J 

g FRUCTOSA/100mL 
DUNCAN 

ANOVA 
g FRUCTOSA/100mL 

, · isum oK Squares fdf jOleiin Square IF f5i9.I 
· ~ Groups i 10.286 f2 ¡---5.143 rs1s ¡:601. 
J. WlthlnGroups ~~9091z7¡---9.9;2:J"¡-¡-J 
J TOCi!ll i 278.194 !29 ¡-----¡-¡-
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8.4 ANEXO 4: EJEMPLOS REPRESENTATIVOS DE LOS CROMATOGRAMAS 
OBTENJ:DOS EN EL SEGUJ:MJ:ENTO DE LAS REACCJ:ONES DE HIDRÓUSJ:S 

8 

ª 5 ~ =· 
:¡: 

FJ:GURAS.4 

ANEX04 

CROMATOGRAMA OBTENIDO DEL ANÁUSIS DE UN ESTÁNDAR DE SACAROSA ANTES DE 
REAUZAR LA REACOÓN DE HIDRÓLISIS 

"" 
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FJ:GURAS.5 
CROMATOGRAMA OBTENIDO DEL ANÁUSIS DE UN ESTÁNDAR DE SACAROSA AL 

REALIZAR LA REACOÓN DE HIDRÓLISIS 
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ANEX04 

oC ~ .., o 

"" -~ u ... C> C> 
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~ ·- u - :; 

ca -... 
~ -

FIGURA8.6 
CROMATOGRAMA OBTENIDO DEL ANÁLISIS DE UNA MUESTRA DE JUGO DE CAÑA 

CLARIFICADO AL REALIZAR LA REACOÓN DE HIDRÓLISIS 
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