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CAPITULO 1.0. GENERALIDADES 

L a intención que lleva esta tesis es presentar una comparación de dos de los 
métodos más recientes en la determinación de la sacarosa la polanmetria en la 
zona del infrarrojo y la cromatografla de líquidos de alta resolución, con objeto 
de presentar al lector algunos argumentos en la selección de estas técnicas. 

Del mismo modo se pretende resaltar que el surgimiento de la polarimetría en la 
zona del infrarrojo ha sido el resultado de un esfuerzo por mantener limpio el 
ambiente al modificar las rnetodologías y evitar el uso del plomo como reactivo en 
esta determinación. De acuerdo con lo anterior, se presentan los siguientes 

1.1 OBJETIVOS 

• OBJETIVO GENERAL 

Realizar una comparación entre un polarímetro convencional (UNV) con 'A 
589.44nm y un polarímetro infrarrojo (NIR) con ti rs- 882.6 nm, haciendo énfasis en lo 
que respecta a exactitud de lecturas en soluciones coloridas. 

• OBJETIVOS PARTICULARES 

Comparar los resultados de las lecturas obtenidas en los polarlmetros con aquellas 
obtenidas en un cromatógrafo de líquidos de alta resolución (CIAR) como una de las 
técnicas más confiables. 

Aplicar diferentes agentes clarificantes para determinar su eficiencia en la eliminación 
de dextranas, y que presente las mejores características de filtración y coloración de la 
solución filtrada. 



1.2 Ingenios azucareros de caña de azúcar. 

La caña de azúcar (Saccharum oilicinarum) es la matero prima inó utillz¿ld en 
elaboración del azúcar comercial; la caña tuvo su origen en el sureste de Asia, lugar 
de donde se diseminó hacia la India hacia el año 600. De aquí, pasaría a España y 
África del norte. 	En el siglo XVI, Cristóbal Colón y los conquistadores trajeron 
consigo la caña de azúcar a América Central, donde fue extensamente cultivada a tal 
grado que, posteriormente se pensarla que esta procedía de ahí. En la primera 
década del siglo XIX, Napoleón promovió la industria del azúcar de remolacha en 
Europa, con objeto de contrarrestar el bloqueo de la flota inglesa que prácticamente 
impedía el arribo de los buques con azúcar procedentes de América. v >11  

Así, la industria azucarera es una de las primeras establecidas en el nuevo mundo, en 
el siglo XVI , y en el caso de México, ha crecido hasta contar con una producción 
actual de más de 40 millones de toneladas anuales de caña de azúcar, casi 13 
millones de toneladas de bagazo, 15 millones de toneladas de mieles finales o mieles 
incristalizables y como producto de su fermentación se obtienen 250 millones de 
litros de alcohol etílico. I-  I 

La producción de caña de azúcar en el mundo, para 1990 eta de poco 111(15 de 100 
millones de toneladas anuales. De ese volumen total el 60% aproximadamente se 
obtiene de la caña de azúcar en 110 países de todos los continentes, situados en su 
mayoría entre los trópicos de Cáncer y Capricornio, es decir, en las zonas tropicales y 
ecuatorial. 

Desafortunadamente, la agroindustria azucarera mexicana padece severos problemas 
originados principalmente por el retraso tecnológico y la deficiencia de los procesos 
empleados, lo cual se refleja en grandes pérdidas y gastos excesivos de producción, 
aunado a esto el hecho de que el azúcar se ha caracterizado en el mercado 
internacional por una alta inestabilidad de los precios, mientras que los costos de 
producción para todos los productores se mantienen por encima del precio real, lo 
cual obliga a los gobiernos a aplicar diferentes políticas proteccionistas. 

Esta última situación es la que ha influido para que el ritmo de crecimiento de la 
producción azucarera, que hasta los años 50 alcanzaba un índice del 5% anual, 
declinara y hoy se mantenga alrededor del 2% anual, mientras el consumo per capita 
se mantiene a nivel estático desde los años '70 en 20 Kg. II/  

Esta situación puede llevar a pensar que la industria azucarera dejará de tener una 
importancia económica para muchos países. Sin embargo, con una revolución 
tecnológica adecuada en la explotación de la caña de azúcar a partir de una 
reconversión de la actual industria y con nuevos conceptos energéticos y de 
utilización de los subproductos, se puede transformar lo que antes fue una industria 
limitada a la producción de un producto principal en productora de una amplia 
variedad de productos de gran demanda en la economía de cualquier país y en los 
mercados de exportación. 
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La producción actual de los ingenios incluye azúcar blanca granulada (refinada), 
azúcar FrlOrerld u obscura (incluyendo azúcar moscabado) como productos 
principales y piloncillo, bagazo, alcohol y melazas corno parte final del proceso, todos 
como subproductos. 

Aunque el proceso de elaboración se puede describir a grandes rasgos corno 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 lavada 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, se dispone el 
primero para la generación de vapor usado más adelante y el jugo de caña o 
guarapo se envía a tanques de sedimentación y clarificación. 	Los productos 
intermedios son jugo sulfitado, jugo alcalinizado y, finalmente, jugo clarificado. 
Una vez que se obtiene un jugo lo suficientemente limpio, se envía a evaporadores 
para retirar el agua y provocar la cristalización de la sacarosa presente. 

Como resultado de la evaporación, se obtiene un jarabe llamado magma que es 
enviado a cristalizadores y centrífugas, para separar los cristales formados 
obteniéndose como producto final azúcar granulada tipo estándar y las melazas o 
mieles incristalizables .1 I  JI41  

1.2.1. La caña y sus características como materia prima. 

La caña de azúcar es considerada la planta comercial con mayores rendimientos por 
sus características relevantes en energía, materia verde y fibra. 	En condiciones 
culturales medias puede producir 100 t de materia verde/ha, las cuales expresadas 
en términos energéticos significan 1000 f de petróleo, o 75000 Mcal/kg de energía 
metabolizable por su gran capacidad de fijación de la energía a través de la 
fotosíntesis y su posibilidad de crecer en condiciones de clima y suelo donde otras 
plantas no crecerían. 

Residuos de la cosecha que se 
quedan en el campo 
Residuos de la cosecha 
separados en los centros de 
acopio y de limpieza 

La caña de azúcar como materia 
prima para su aprovechamiento 
industrial da lugar a 8 productos 
que 	se 	originan 	durante 	la 

CAÑA Agua vegetal 
Cachaza 

cosecha 	y 	su 	procesamiento 
mostrados en la fig.(1.) 

Miel final 
Azúcar 

\ Bagazo 
Cenizas 

Fig. 1. Los 8 productos primarios de la cana de azúcar. 
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CAPÍTULO 2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Propiedades químicas de sacáridos y monosacáridos presentes en la 
caña de azkar 

A
mes de iniciar con la composición y origen de las mieles incristalizables, es 
necesario conocer esto mismo en la materia prima, la caña de azúcar, puesto 
que las sustancias que la componen son en esencia las mismas. 

El principal carbohidrato encontrado en el jugo de caña es la sacarosa, 
camero resultante de la unión de dos moléculas : una de glucosa y otra de fructosa. 
Se hallan también presentes en pequeñas cantidades glucosa y fructosa como 
monosacáridos, oligosacáridos corno la rafinosa y otros.1411  Puesto que la sacarosa es 
el principal objeto de este estudio, se centrará la atención sobre algunas propiedades 
de esta molécula. 

Rotación óptica 

La luz ordinaria puede concebirse como si rayos de diferentes longitudes de onda 
vibraran en todos los planos posibles perpendicularmente a la dirección de su 
propagación. Cuando la luz blanca pasa a través de un filtro adecuado se obtiene 
luz monocromática (longitudes de onda uniforme). 

Esta clase de luz puede aún vibrar en todos los planos posibles. Si un haz de luz 
pasa a través de una sustancia que permita que solamente un componente, por 
ejemplo, el vertical, pase por ella, el rayo de luz resultante contiene ondas de luz que 
vibran en un solo plano; a tal rayo de luz se le llama polarizado en el plano. 

La sacarosa, como muchos otros compuestos orgánicos posee cierta actividad óptica, 
lo cual quiere decir que tiene la capacidad de rotar un haz de luz polarizado sobre un 
plano al pasar éste a través de una solución. Esta es una propiedad óptica muy 
importante, empleada comúnmente en estudios analíticos, puesto que los grados de 
rotación del haz de luz son proporcionales a la cantidad del material ópticamente 
activo en la solución, 15.71  

La rotación óptica al igual que otras propiedades, como el indice de refracción, son 
dependientes de la temperatura (11 y de la longitud de onda (X). 	Es también 
dependiente de la distancia de contacto del haz de luz con la sustancia (longitud de 
la celda), pero una vez manteniendo constantes estas variables, es posible realizar 
lecturas de sacarosa en soluciones puras, entendiéndose por ello que no contienen 
sustancias que afecten la rotación óptica. 

La propiedad llamada 'rotación óptica' se define normalmente como a y por 
convención, si se tiene una celda de 100 mm de longitud, una temperatura de 20°C 
y se usa una X correspondiente a la linea D del sodio (589 nm), la rotación especifica 
de la sacarosa se muestra en la figura 2, 
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CAPirulo 2. MANco TróRico 

Sacarosa [a]„ = + 66.53° 

Figura 2 Rotación óptica de la 
sacarosa. 

El signo '+' indica que la rotación del plano de 
luz polarizada será hacia la derecha, o 
dextrorrotatoria. 	Cuando la sacarosa es 
separada en sus dos componentes, fructosa y 
glucosa, la solución resultante rozará la luz 
polarizada hacia la izquierda o será 
Icvorrotatoria. 	Esta inversión de dextro a 

 

levorrotación ha dado el nombre de azúcar invertido a la mezcla de glucosa-fructosa 
resultante de la hidrólisis de la sacarosa. También, puesto que la glucosa rota la luz 
polarizada hacia la derecha recibe el nombre de dextrosa y de manera análoga, la 
fructosa recibe el nombre de levulosa. 

La explicación del cambio de rotación hacia la derecha de la sacarosa a rotación a la 
izquierda de la hidrólisis de esta, se entiende porque la fructosa tiene una rotación 
específica negativa más grande que la rotación específica positiva cte la glucosa, 
como se muestra en la siguiente figura 

Glucosa [a 112,0  =4-57.2' 	Fructosa [a .1;0, = - 92.4 

Figura 3, Rotación óptica de la glucosa y fructosa 

Todos los azúcares son reactivos, sin embargo, con la sacarosa, los principales sitios 
reactivos de la glucosa y la fructosa están unidos unos a otros. 	Los dos 
monosacáridos son entonces, más reactivos que la sacarosa, y son conocidos como 
azúcares reductores por su habilidad de actuar como agentes reductores. 

La sacarosa seca, cristalina es normalmente estable arriba de su punto de fusión. La 
sacarosa fundida se puede descomponer rápidamente en glucosa y fructosano. Si es 
calentada hasta cerca de 200°C se producen una serie de descomposiciones muy 
complejas. El resultado es una mezcla café obscura, no dulce y soluble en agua 
llamada caramelo. 

Los azúcares reductores formados de la sacarosa pueden reaccionar con aminoácidos 
y proteínas para dar origen a pigmentos café obscuros conocidos como 
melanoidinas. Esta reacción conocida como "reacción de Maillard" produce también 
compuestos volátiles con fuertes notas de olor y sabor.181191  

2.2. Melazas o mieles incristalizables 

Las melazas o mieles incristalizables son el resultado de las operaciones de 
evaporación y cristalización, es decir, el producto final del proceso de refinación. 
Otra forma de definirlas es como el producto que resulta de separar los cristales de 
sacarosa por centrifugación de la última masa cocida que se obtiene en la fabricación 
de la azúcar y contiene la mayoría de los no-azúcares presentes en la caña. 



' 

La composición promedio de las melazas se muestra con detalle en el anexo f . De 
esta miel no es posible recuperar más cristales de sacarosa aunque sea llevada a una 
elevada concentración, lo que se debe al alto porcentaje de sales y de glucosa que 
contiene. 

Si se quiere definir estrictamente el concepto de melazas es necesario establecer una 
distinción entre melazas teóricas y melazas prácticas. La melaza teórica es una mezcla 
de agua, azúcar y otros compuestos, tal que ya no puede cristalizar más la sacarosa 
residual, aún en las mejores condiciones físicas y técnicas, Una melaza práctica es 
aquella masa cocida de la que ya no puede recuperarse una cantidad significativa de 
sacarosa. 1211131 

Existen definiciones basadas en la formación de las melazas o mieles incristalizables, 
las cuales coinciden en señalar que se trata de una combinación hidratada de 
consistencia líquido-siruposa de sacarosa, fructosa y sales orgánicas e inorgánicas en 
diferentes proporciones)'' 	Se trata pues de líquidos muy viscosos y altamente 
coloreados cuyo uso principal es la producción de alcohol por fermentación, 
suplemento animal, sustrato para la industria biotecnológica de fermentaciones y en 
algunos casos se utilizan como saborizantes.(411131  

Como sustrato en la industria de las fermentaciones, las melazas tienen gran 
importancia siendo base en la producción de alcohol etílico ¡como en México y 
Brasil), ácido cítrico, láctico, acético, málico, glucónico y furfural, entre otros. Existe la 
posibilidad de recuperar CO2  de algunas de estas fermentaciones como un 
subproducto más. 
En general, su composición varia con la eficiencia del proceso, condición inicial de la 
materia prima y agentes externos como ataque bacteriano a la caña de azúcar, 
Aunque existe una completa clasificación de las melazas de acuerdo a su 
composición (contenido de azúcar principalmente) en este trabajo se considera solo 
un tipo de melaza puesto que el objetivo es probar nuevas tecnologías en la 
medición de sacáridos. 

Aproximadamente 40-60% de las melazas es sacarosa y azúcares invertidos, también 
contienen una alta concentración de no-azúcares y otros materiales del proceso' de 
refinación, es decir, contienen todas las impurezas que trae el jugo y que no fueron 
eliminadas por la defecación y aquellas que se formaron en el proceso por la adición 
de reactivos y calentamientos prolongados. 

En el siguiente cuadro, se muestra la composición promedio de las mieles 
incristalizables 
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COMPOSICION MEDIA DE LAS MELAZAS 
CONSTITUYENTES PORCENTAJE 
AGUA 20 

CONSTITUYENTES ORG, NICOS : 
SACAROSA 32 
GLUCOSA 14 
FRUCTOSA 16 
RAFINOSA > 0.1 
NO AZÚCARES : MATERIALES 
NITROGENADOS, ÁCIDOS LIBRES Y 
COMBINADOS, GOMAS SOLUBLES 

10 

CONSTITUYENTES INORGÁNICOS : 
SiOZ  0.5 
K20  3.5 
Ca0 1.5 
M90 0,1 
P2O5  0.2 

1\1220 0.2 
Fe2O3  0.001-0.005 
Residuos sulfatados 1.6 
Cloruros 0.4 

Tabla I . Composición media de las melazas 

2.2.1. Teorías de formación de las melazas 

Existe una teoría química descrita por Calles y López Negrete basada en la 
solubilidad de la sacarosa y del aumento de ésta en presencia de ciertas sales, las que 
reciben el nombre de cuerpos meladgenos, cuerpos que poseen la propiedad de 
aumentar la solubilidad de la sacarosa 	"Todas las sales, tanto orgánicas como 
inorgánicas, se combinan con la sacarosa para formar cuerpos hidratados, teniendo 
cada uno de estos cuerpos su propia solubilidad" 1/1'12I 

Se han realizado pruebas en las que se demostró que el potasio es una de las sales 
que originan conbinaciones no cristalizables, deduciendo de ahí la formación de 
sacarato de potasio. 	También se ha demostrado que, como regla general, la 
solubilidad del azúcar en la melaza es mayor en solución alcalina. 

En un estudio realizado por Geerligs se elaboró una melaza artificial usando mezclas 
de azúcar, miel pura y diversas sales como acetato; de potasio, carbonatos de sodio y 
calcio, sales inorgánicas como cloruros, sulfatos y otras sales. De esta experiencia se 
dedujo que la formación de las melazas se debe al hecho de que tanto el azúcar 
como la glucosa y aquellos productos de descomposición de la última, tienden a 
combinarse con las bases de las sales, actuando, hasta cierto punto como ácidos. 1111 
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Causas que favorecen la formación de las melazas 

a) La presencia de no-azúcares 
b) La formación de compuestos moleculares entre el azúcar y las sales orgánicas 
c) Inversión de la sacarosa por la acción de ácidos 
d) Un exceso de cal que actua sobre la glucosa presente 
e) Alta viscocidad de los jarabes resultantes 
f) Una cristalización defectuosa 

2.2.2. Producción mercado mundial 

Las mieles que se comercializan internacionalmente provienen en su mayoría de 
mieles de caña de azúcar producidas en paises de escaso desarrollo, mientras que las 
mieles de remolacha producidas en paises de mayor desarrollo se autoconsumen. 

Las mieles que comúnmente se comercializan son las mieles finales, sin embargo, 
durante los últimos años se han desarrollado producciones de mieles ricas para fines 
industriales. 	La producción mundial se ha mostrado una tendencia a la alza, 
principalmente desde 1980, 

Importación exportación de azúcar 
IncbT azúcar refinzsdil y w myscaba 

 

[otport. 

Impart. 

 

1090 	 11192 	1993 

Años 

fumen:Arlairro tit,J1tco de Fo4 

POctlOrlerf aatrxr:Arut 1101 21 0) ), 17 .01 1701 

Gráfica 1. Importación exportación de azúcar 1990-1993. Fuentes 114-171 
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Importación-exportación de miaus. 

Millones de Mg 

Import. 

1990 
	1991 	1992 

	
1993 

Año 

Fuente. Anuario ei1J01fr7o cle les E. u 74. 
Fracciones arzncelahas 17.03.10.01 y 11.03 10 02 

Gráfica 2. Importación exportación de mieles incristalizables 1990.1993. Fuentes 114.171 

2.3. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE SACÁRIDOS 

A lo largo del tiempo, se han desarrollado diversos métodos para cuantificar la 
cantidad de azúcares presentes en los alimentos, mismos que van desde las 
determinaciones de azúcares reductores totales y directos por métodos volumétricos, 
hasta métodos sofisticados que emplean columnas cromatográficas y detectores 
automatizados. 

Esta necesidad ha sido principalmente alentada por la importancia económica que 
representa la determinación de estos, aunque el interés científico también ha jugado 
un papel decisivo. Por ejemplo, se determina el pago de la caña de azúcar en 
función de la cantidad de sacarosa, el azúcar refinado debe de tener una cantidad 
mínima de sacarosa, según normas, las melazas son clasificadas y vendidas en 
diferentes precios de acuerdo a la conentración de azúcares, etc. 

La industria azucarera ha adoptado, desde hace tiempo, la polarimetrfa como medida 
oficial para la determinación de sacarosa. Pero este procedimiento, a pesar de ser 
muy rápido y práctico tiene algunos inconvenientes, asá, se están buscando métodos 
más exactos para la cuantificación de la sacarosa dado que una lectura incorrecta de 
ésta representa pérdidas económicas cuantiosas, 
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Entre estas nuevas tecnologías se encuentra la polarimetria en la zona del Infrarrojo y 
la cromatografía de líquidos en diversas modalidades; CLAR (Cromatografía de 
líquidos de alta resolución o HIV. por sus siglas en inglés), CGT (cromatografía gas-
liquido), CIAR o CHAAR (Cromatografra iónica de intercambio aniónico de alta 
resolución HPIC o HPAEC por sus siglas en inglés) , IC/IR (cromatografía de intercabio 
catiónico/indice de refracción, CE/RI, por sus siglas en inglés), y la Cl/IDIPA 
(Cromatografla de intercambio iónico/detección integrada por pulsos 
amperométricos, IC/IPAD, por sus siglas en inglés), de las cuales se discutirán, en 
capítulos posteriores la polarimetrla y la CIAR. 

2.4. IMPACTO AMBIENTAL 

"En el siglo XIX cuando se dibujaba una fábrica echando humo era sinónimo de 
progreso, tecnología y un futuro promisorio. Hoy día es sabido que la revolución 
industrial ha traído consigo aparte de éxito y progreso contaminación y destrucción 
ambiental. En el Final del siglo XX se tiene la conciencia de que el 100% de los 
procesos industriales tienen un impacto sobre el ambiente y con ese conocimiento se 
ha luchado por la modificación de la tecnología hacia procesos con un mlnimo de 
impacto." 118I 

Lo anterior es un punto importante en la búsqueda de nuevos métodos de 
cuantificación de sacarosa, ya que la determinación convencional por polarimetrla 
involucra, de manera oficial, el uso de subacetato de piorno en la determinación de 
este carbohidrato en todas las etapas del proceso, desde la obtención del jugo de 
caña hasta el control de calidad del producto final en la compra-venta de azúcar. 

Otros métodos emplean en mayor o menor concentración, diferentes reactivos que 
tienen un fuerte impacto ambiental si no son tratados de forma adecuada, en adición 
a los costos más elevados, ya sea por equipo requerido o por el tiempo que 
representa su realización, 

Se tiene conocimiento de que el uso de acetato de plomo causa pérdidas de sacarosa 
durante el procedimiento analltico, pero lo que ahora concierne es que estas sales 
luego de ser usadas son desechadas a ríos, campos y áreas circundantes y el plomo 
es un metal tóxico a la salud humana y animal, de alta residualidad y letalidad en 
dosis bajas. 11811191  

En respuesta, se están haciendo estudios con otros productos defecantes como el 
cloruro de bismuto, sales de aluminio, sales de zinc, sales estanosas, resinas iónicas y 
agentes comerciales fioculantes. 	En este rubro la búsqueda continúa todavía, 
buscando el mejor floculante, más barato, más rápido y con menos impacto al 
ambiente. 

También, como se ha mencionado, existe la filosofía de evitar el uso de clarificantes 
durante los análisis, para lo cual se ha propuesto el uso de la cromatografía de gases, 
la de líquidos en diferentes modalidades y la tecnologia de alta longitud de onda por 
polarimetrla infrarroja. 
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2.5. EL ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO 

En el renglón de la industria azucarera, es bien sabido que por mas de un siglo - 
desde 1842- se ha confiado en los métodos polarimérricos para conocer el 
contenido de sacarosa de la caña. 	Sin embargo, el desarrollo de los métodos 
cromatográficos a través de 30 años y especialmente en los últimos 10, han brindado 
un camino para distinguir entre múltiples componentes en las muestras, l? ' ^221  

La palabra cromatografla se deriva de los vocablos "khromatos", que significa color y 
"graphos" que significa escritura. La cromatografla fue descubierta por el botánico 
Tswett (1903) al separar por primera vez los pigmentos de plantas utilizando una 
columna de vidrio empacada con un material adsorbente. Desde entonces han sido 
desarrolladas diversas técnicas cromatográficas basadas en el principio de adsorción 
o partición. 1231  

La cromatografla es un método flsico de separación en el que los componentes de la 
muestra se distribuyen entre dos fases, una fase estacionaria que presenta una gran 
superficie de contacto y una fase móvil que pasa a través o a lo largo de la fase 
estacionaria.123)(24] 

Los sistemas cromatográficos incluyen sistemas de separación e identificación al 
mismo tiempo y hacen posible la medición de sacarosa y otros compuestos 
encontrados en las muestras, cualquiera que ésta sea (jugo de caña, melaza, vinazas, 
azúcar etc.). 

Dentro de la cromatografla existen algunas subdivisiones dependiendo básicamente 
del sistema utilizado para analizar y separar la muestra, es decir, de qué modo se 
tiene que preparar la muestra para su análisis. 	De este modo, se tiene la 
cromatografla de gases con sus diferentes sistemas de detección, la cromatograffa de 
líquidos con sus variantes, la cromatografía en capa fina, de intercambio jónico y de 
filtración en gel entre otras. 

La cromatografla en papel y en capa fina están consideradas como técnicas inferiores 
en el análisis de azúcares debido a su pobre eficacia en la separación, tiempos largos 
de análisis y dificultades en la cuantificación. La cromatografía de intercambio jónico 
(CII) ha conseguido excelentes separaciones, pero con tiempos largos de análisis y 
temperaturas muy altas. La cromatografla de filtración en gel es particularmente útil 
en la separación de polisacáridos de alto peso molecular sin necesidad de 
hidrolizarlos, pero la resolución es limitada y los tiempos de análisis largos. 1221  

A continuación se describen las generalidades y diferencias de la cromatografla de 
gases y de liquiclos corno las técnicas más ampliamente utilizadas para el análisis de 
azúcares. 

II 



2,5.1. LA CROMATOGRAFÍA DE GASES 

La cromatografía de gases es una técnica analítica usada para la separación, 
identificación y medida de los componentes de una mezcla. 	Corno se ha 
mencionado, se basa en la diferencia de velocidades de migración de los 
componentes de una mezcla, al ser arrastrados por un gas inerte a través de un tubo 
relleno de un material adecuado. 

Los métodos de identificación y cuantificación de carbohidratos por cromatografía de 
gases se han desarrollado continuamente, principalmente para su uso analítico en 
laboratorio; siendo la razón principal, que es necesaria una reacción química para la 
preparación de la muestra. 	Aún así, la CG ha tenido aplicación en la industria; 
ejemplo de ello es que en Sudáfrica se ha autorizado como método oficial de análisis 
de caña de azúcar y mieles finales. 1211  

El fundamento de la CG es la separación de los componentes por medio de su 
afinidad a un medio o fase estacionaria principalmente por su polaridad. 	La fase 
móvil es un gas, y la estacionaria puede ser un liquido o un sólido. Cuando la fase 
estacionaria es un líquido, el sistema se llama cromatografía gas-liquido; y el 
mecanismo de separación es por partición. Cuando la fase estacionaria es un sólido 
el sistema es llamado cromatografía gas-sólido y el mecanismo de separación es por 
adsorción. 126:211  

En cuanto a la muestra a separar, ésta debe cumplir con ciertos requisitos, a saber : 
• Deben ser gases, o en su defecto 
• Deben ser volátiles 
• Su temperatura de vaporización debe ser menor a la de su descomposición. 128 1  

El método de cromatografía de gases fué iniciado por los científicos ingleses A. T. 
James y A. J. P. Martin en 1941. Comenzó a utlilizarse en laboratorios a partir de 
1950 y la construcción de equipos comerciales se inició en 1955. 

El primer reporte de análisis de carbohidratos por cromatografía de gases (CG) 
aparece en la literatura en 1958 pero fue hasta la aplicación de la técnica de la 
formación de trirnetil-silis derivados en los carbohidratos por Sweeley y colaboradores 
(1963) cuando se inició el rápido desarrollo en esta área. 1251  

Puesto que los carbohidratos no son volátiles se debe de recurrir a una técnica 
alternativa para poder ser analizados por esta técnica. 	Es así que se forman 
derivados químicos volátiles en los que han sido intercambiados los grupos hidroxilo 
(OH) por grupos éster o éter. 

Los derivados más comúnmente utilizados son los éteres trimetilsilanos (TMS), 
conocidos comúnmente como trimetilsilil derivados, aunque se emplean también los 
derivados de acetatos, las oximas, diferentes metilderivados, acetatos de aldital, etc. 
1251 
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Partes de un cromatógrafo de gases 

Como partes esenciales de un cromatógralb de gases se cuentan 
a) El gas de arrastre, encargado cle hacer circular la muestra por el sistema 

cromatográfico y que generalmente se trata de N2, Ar, H2, CO2  o mezclas como 
Ar/5% metano. Debe cumplir con varios requisitos, entre los cuales tenemos: Alta 
pureza (cualquier impureza equivale a la presencia de una muestra adicional); 
Sensibilidad (Dado que el gas de arrastre fluye constantemente por el sistema, 
producirá una señal de fondo la cual influirá sobre la sensibilidad del detector 
usado): Velocidad (La velocidad del análisis dependerá de la velocidad de difusión 
de los componentes cte la mezcla en el gas de arrastre). Como condición 
adicional, éste debe ser inerte a la muestra en estudio ya que está en contacto 
constante con la muestra durante todo el análisis. 

b/ Sistema de muestreo, que nos permite introducir la muestra al sistema en forma 
adecuada evitando pérdidas. 

c) Columna cromatográfica, que puede ser de acero, aluminio, vidrio o algún 
polímero sintético y por su diámetro puede ser empacada o capilar. Su función es 
contener la fase estacionaria que efectua la separación misma de la muestra. 

d) Fase estacionaria, también conocida como fase liquida, es la encargada de 
hacer la separación de los componentes. Puede ser muy variada, desde los 
poliésteres a las gomas de silicón, pasando por los derivados de siliconas polares. 
Las mejores separaciones de monosacáridos se obtienen con fases polares; sin 
embargo, no pueden aplicarse a disacáridos por la limitación de la temperatura, 
en cuyo caso la fase estacionaria más usada es la de silicón polar OV-1 7. 	El 
soporte de la fase cromatográfica puede ser muy variado, pero se emplean 
Chromosorb G y W. 

e) Detector, encargado de registrar los fenómenos ocurridos en la columna. Existe 
una gran variedad de detectores corno el de conductividad térmica o universal, 
ionización de flama y captura de electrones por mencionar algunos 

f) Graficador, tiene la función de dar una señal gráfica proporcional a la respuesta 
del detector. Actualmente los graficadores han sido sustituidos por modernos 
sistemas computarizados de mayor rapidez, exactitud y que almacenan la 
información al mismo tiempo. 

La señal gráfica del detector es muy similar en todos los equipos de cromatografía, y 
la información que brinda se explica a continuación 
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Compoliente 1 
A 	 

Pico de aire Componente 2 
Componente 3 

 

Linea base 

  

-"—V7i7Z7;7-Z5 “, 

Figura 4. Señal gráfica de un análisis cromatográfico, 

Linea base - La linea dibujada por el registrador en ausencia de muestra 
tm - Tiempo muerto, es el tiempo de elución o retención del aire a temperatura y 
flujo constante. Se usa para calcular el tiempo de retención corregido. 
tr - Tiempo de retención, es el tiempo que tarda en eluir un componente a flujo y 
presión constantes, desde el punto de inyección hasta el pico de la señal. 
Vm- Volumen del gas de arrastre necesario para arrastrar el aire en la línea, es igual 
al volumen de aire desde el punto de inyección hasta el máximo de la señal. 
t'r - Tiempo de retención corregido, es la distancia entre tr del aire y tr del 
componente. 
Wb Ancho de la base, es la distancia en tre las intersecciones de las tangentes a los 
puntos de inflección con la línea base. 
h - Altura del pico, la distancia perpendicular desde la línea base y la máxima 
inflección del pico. 

2.5.1 CROMATOGRAFÍA DE LIOUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN 

La cromatografía de líquidos de alta resolución (CIAR) es una técnica desarrollada 
recientemente, pero su aplicación en la industria azucarera fue aceptada hasta 1979 
para determinación de sacarosa. 1291  Esta técnica evolucionó de la cromatografía de 
líquidos que requería tiempos de análisis muy largos, hasta lograr, a mediados de los 
sesentas, separaciones comparadas a las logradas en cromatógrafos de gases. 

Las últimas características de los sistemas de CIAR incluyen bombas de alta presión 
capaces de proveer solvente (fase móvil o eluyente) de un contenedor externo a una 
columna separadora (que contiene la fase estacionaria), antes de la cual se ubica un 
inyector que introduce la muestra en la corriente. 

Su fundamento, al igual que la CG, es la separación debido a interacciones 
especificas entre las moléculas de la fase estacionaria y el eluyente, es decir, se realiza 
la partición de cada uno de los componentes de una mezcla entre las dos fases. Si 
los componentes de una mezcla presentan diferencias en sus coeficientes de 
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partición, cada uno de ellos se distribuirá y desplazará con velocidades distintas a lo 
largo de la columna, io cual permitid su separación. 1 3i) 

Una de las grandes ventajas de esta Wcnica es que las muestras requieren de una 
mínima preparación antes de ser analizadas, a pesar de que, mientras más compleja 
sea la muestra más complejo será el tratamiento. 	De existir, proteínas y grasas 
deben ser retiradas de la muestra para evitar daños en la columna. Para remover 
estas impurezas menos polares es común el uso de minicolumnas como las Waters 
Sep-Pak C1E)  o equivalente, en las que lípidos y proteínas son retenidas, en tanto que 
los azúcares pasan libremente. 1331  

Partes de un cromatografo de líquidos 
Las partes que integran un CIAR son muy similares a aquellas en CC.S: 
a) Fase móvil o eluyente, que depende en general del tipo de análisis, para el caso 

de azúcares se utilizan mezclas de acetonitrilo/agua aumentando la proporción cae 
agua a medida que es mayor el peso molecular de los azúcares. 

I)) Columnas cromatográficas, cuyo desarrollo en el caso de el análisis de azúcares 
ha sido espectacular. 	En el periodo anterior a 1970 se utilizaban columnas 
Sephadex, con baja resolución y grandes tiempos, luego de la introducción de las 
columnas de filtración sobre gel se acortaron los tiempos y se mejoró la resolución. 
Con columnas de intercambio iónico se separaron mezclas de rnonosacáridos 
entre 1-411. A estas siguieron las hoy utilizadas columnas de sílice con 5 y 10 mm 
con fases polares ligadas como grupos amino. 

c) Detector, puesto que los carbohidratos no poseen grupos cromóforos o 
fluoróforos no se facilita la detección por U.V-Vis o por fluorescencia. La mayoría 
de los carbohidratos absorben en la región del U.V. cercano, 180.220 nm, pero a 
estas longitudes de onda se tienen interferencias de muchos otros componentes, 
por lo que se requiere de solventes de una pureza muy alta, siendo así, descartado 
como método de rutina. 
El detector por indice de refracción con mucho el más utilizado en el análisis de 
alimentos, es inespecífico, sensible a la temperatura y afectado por la composición 
del solvente, debido a lo cual no se pueden realizar análisis con gradientes. 

d) Graficadores, comúnmente sustituidos por software en computadoras, registran 
y cuantifican las señales arrojadas por los detectores. 

El desarrollo en la química de las columnas y en la tecnologia de los detectores 
promete grandes avances; actualmente, la tecnología de punta en el análisis de 
carbohidratos incluye columnas de intercambio aniónico y detectores por pulsos 
amperométricos, con lo cual la CIAR es más cercana a la CG. 
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2.5.3. C.L.A.R. Vs C.G. 

Como sucede muy comúnmente, no existe técnica que sea la 'ideal' o perfecta 
siempre existe algún factor que interviene haciéndola rnás o menos adecuada. 
Dado lo anterior, se enlistan a continuación una serie de razones por la cual se 
considera mejor una u otra técnica para la determinación de sacarosa : 

La CIAR es particularmente útil y rápida cuando se trata de muestras con matrices 
simples, y resulta de gran utilidad en grandes volúmenes de análisis, el 
pretratamiento de la muestra es mínimo y señales sencillas son obtenidas para cada 
carbohidrato 12 1.22113 21; en contraparte la CG requiere pretratamientos para la muestra 
que, en particular en el caso de los carbohidratos son más complejos (recordar la 
derivatización simplemente( y, a causa de ello, los costos de análisis son más 
elevados, a pesar de que algunos autores demuestran que en algunos casos es 
posible evitar algunos pasos " 1321. 

La sensibilidad de los detectores empleados en la CG es muy superior, la resolución 
es mayor comparado con la CIAR, que presenta el inconveniente de sobreestimar el 
contenido de fructosa por cerca del 10% debido a que ciertos componentes eluyen 
al mismo tiempo. Otro punto a señalar son los tiempos de análisis, que en la CG son 
más largos, por las temperaturas usadas algunas muestras se ven afectadas, estos 
aspectos son mejorados en la CIAR, 121'7211251r3233I 

2.6, ANÁLISIS POLARIMÉTRICO 

Con el inicio de la producción industrial de azúcar, inmediatamente surgieron las 
primeras investigaciones en instrumentación para la medición de la calidad del 
azúcar, la efectividad de cada uno de los pasos del proceso y la evaluación del azúcar 
final por propósitos de pago. 

En los inicios, el contenido de azúcar era determinado por la medición de la 
densdidad física con la ayuda de un hidrómetro. La primera escala de azúcar usada 
para la polarlmetría data de esta epoca Una solución de azúcar con una densidad 
de 1.100 g/cm3  correspondía a una cantidad pesada de 26 g de sacarosa pura en 
100 ml de agua, y fue declarada en ese entonces como 100 grados de azúcar (S°). 

El primer polarímetro práctico fue construido aproximadamente en 1870 por los 
fundadores de la casa comercial Schmidt & Haensch. Tiempo después, cuando se 
descubrió que el cuarzo y el azúcar comparten las mismas propiedades ópticas, se 
construyó un polarlmetro visual con cuña de cuarzo. 1341  

Es asl que por más de una centuria, la industria manufacturera y refinadora del 
azúcar ha usado la polarimetrfa como técnica oficial en la determinación de sacarosa. 
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La polarimetria es rápida, con una alta repetibiliciad y, como se 1)0 mencionado, es 
una medida indirecta : 'el cambio en la rotación de la luz correlacionado con la 
cantidad de sustancia óptica en la muestra', en otras palabras, la lectura del 
polarimetro (POL) representa la rotación neta de la luz que pasa por la muestra y es la 
suma algebraica de las rotaciones de todos los compuestos presentes. )21) 

Es bien conocida la situación en la que otros compuestos presentes en la solución 
posean también actividad óptica (corno la glucosa, fructosa, etanol, ácido láctico) 
dado lo cual la lectura de sacarosa es errónea, en mayor grado mientras más impura 
sea la muestra. 	La reproducibilidad y rapidez de la polarirnetria provocó que la 
exactitud pasara corno término secundario, lo cual provocó la "pérdida" de medición 
real de millones de toneladas de azúcar. 

Teniendo en mente lo anterior, se han desarrollado diferentes técnicas para 
determinar la cantidad de sacarosa presente, de la forma más confiable y 
representativa. 	En los productos impuros que contienen otras sustancias 
polarizantes corno rafinosa, fructosa, aminoácidos etc., la determinación de sacarosa 
utilizando sólo un polarimetro requiere de métodos de múltiple polarización, entre los 
que el método de Clerget es un ejemplo particular. 1351. 

En el caso de que el producto no contenga rafinosa, se hacen dos polarizaciones 
una directa y la otra después de una hidrólisis. El contenido de sacarosa se deduce 
del cambio de polarización debido a la hidrólisis, dando por hecho que las impurezas 
polarizantes no son afecadas por los reactivos hidrolizantes y que se comportan de 
manera idéntica en ambas mediciones. 

En cualquiera de los casos, el riesgo de error siempre está presente ya que en el caso 
de la hidrólisis muchos compuestos diferentes a la sacarosa pueden ser hidrolizados y 
debido a que a la lectura contribuyen todos los compuestos ópticamente activos, las 
correciones por cambios en la temperatura son necesariamente inciertas, 
recomendándose que, si es posible, todas las polarizaciones se efectuen a 20°C para 
evitar correcciones. 61  

2.6.1. POLARIMETRIA CONVENCIONAL. Y EN INFRARROJO CERCANO 

Polarimetrla 

El fundamento de la polarirnetrfa es la cuantificación de una sustancia determinada 
que posea actividad óptica. Como se ha mencionado, existen ciertas sustancias que 
tienen la capacidad de rotar un haz de luz polarizada en un plano, y esta propiedad 
es proporcional a la cantidad de la sustancia presente, es decir, a mayor cantidad de 
sustancia mayor será la rotación del haz de luz inicial. 

Un polarimetro mide la rotración de una muestra en grados angulares y está 
constutuido por las siguentes partes: 
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Fuente de luz, que generalmente es una lámpara de halógeno que emite una 
longitud de onda de 589.44 nm (linea arrwrifia del sodio) y para el polarimetro 
infrarrojo a una longitud de onda de 862.60 rim (infrarrojo cercano) 
Prisma polarizador, el cual polariza el haz de luz proveniente de la fuente en un 
solo plano, que se dice es determinado por el vector eléctrico 
Tubo de polarización, que contiene en solución la muestra bajo estudio. 
Prisma analizador, gracias al cual se determina los grados que ha rotado el haz de 
luz original 

El principio básico de funcionamiento es como sigue: Se enciende una fuente de luz, 
misma que atraviesa un prisma polarizador que origina un haz de luz polarizado en 
un plano, el cual atraviesa un tubo de muestra, para finalmente llegar a otro prisma 
de la misma naturaleza que el prisma analizador. 

Si los ejes de los prismas son paralelos, se observa el campo de luz totalmente 
iluminado, y si no son paralelos se observa el campo totalmente obscuro. 
Normalmente se busca que el campo de luz sea totalmente obscuro. Si ahora se 
introduce una sustancia ópticamente activa se altera el plano de polarización de la luz 
y algo de luz pasará a través del prisma analizador. Rotando el prisma analizador 
unos grados a la izquierda o a la derecha se tendrá nuevamente el campo totalmente 
obscuro. 

El ángulo descrito (a) para lograr esto es igual a los grados que la sustancia 
ópticamente activa ha rotado la luz polarizada. Este ángulo a es llamado rotación 
observada. 

Existen ahora dos tipos de polarlmetros cuya diferencia radica en la longitud de onda 
empleada para realizar la lectura, a saber : El polarímetro tradicional (polarimetro 
universal o UNV) que trabaja a )=589.44 nm, y el reciente polarímetro infrarrojo 
(polarímetro infrarrojo cercano o NIR) que trabaja a h882,60 nm. Este último fué 
creado como una alternativa para evitar el uso de clarificantes como el subacetato de 
plomo en los análisis. 

Dado que este último está en su fase inicial de venta a los consumidores potenciales 
(laboratorios analíticos de los ingenios azucareros), en este estudio se comparará su 
operatividad con respecto al tradicional y a un cromatógrafo de líquidos. En el 
siguiente capitulo se presenta la metodología seguida para lograr esta comparación. 

Antes de iniciar con la metodología, se considera necesario mencionar lo siguiente: 

Cuando el polarímetro es utilizado como sacarímetro y es calibrado con cuarzos 
certificados, el valor mostrado por los equipos es válido para tubos de polarización de 
200 mm mientras no se especifique otra convención para el euipo. 

Las unidades más comunes en la medición de sacarosa por polarimetría son los 
grados S o °S, que son las unidades internacionales de la escala de medición de 
azúcar (por sus siglasen ingés "ISS") y corresponden a una proporción específica de 
porciento en peso de sacarosa en una cantidad determinada de muestra. 
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Por convención', 100'S equivalen a una solución 26% de sacarosa (26gr/100 ml 
agua destilada). En la sesión de 1986 del comité internacional para la unificación de 
métodos de análisis de azúcar (por sus siglas en inglés "ICUMSA") se decidió adoptar 
una nueva escala internacional para medición de azúcar, puesta en marcha a partir 
del I° de julio de 1988 y que adopta la denominación de °Z para distinguirla de la 
escala antigua. 

Este cambio fue necesario para realizar experimentos en una solución normal de 
sacarosa en el Physikalisch-Technische Bundesanstalt Hemania) y en el Instituto 
Nacional de Estandares y Tecnología (por sus siglas en inglés "NIST"), donde se 
llevaron acabo mediciones de rotación óptica con los equipos mis avanzados 
obteniendose una rotación de 40.777° para una solución normal de sacarosa 
usando, al vacío, la linea verde del mercurio /98  1-íg (?=546.2271 nm) medida a 
20.000°C en una celda de polarización de 200 mm, en lugar del valor anterior de 
40.765° 

De este modo y con esta redefinición, toda la información generada en °S debe ser 
cambiada a °Z y, para tal motivo, cualquier valor obtenido con la escala anterior debe 
ser multiplicado por un factor de 0.99971 o, disminuido en 0.029% para cumplir con 
la nueva disposición. 

hl principio, la concentración de azúcar se determinaba midiendo la densidad (laica con ayuda de un 

hidrómetro o densímetro. La primera escala Introducida en la polarimetrla por Ventde data de esa época. Pt 
una solución de azúcar con una densidad de 1.100 g/„,3 corresponde a una cantidad de 26 g de sacarosa 
pura en 100 ml. de agua, y fueron declarados como 100 "S 
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Polartmetros Schmidt Haensch Universal 1=589.44 nm 
Infrarrojo X.882.60 nin 

Tubos de polarización de 200, 100 y 
50 mm 
Sacarosa grado R.A. 

CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Origen de las muestras 

os azúcares utilizados se obtuvieron de tiendas de autoservicio de la Cd. de 
México. Las melazas usadas fueron obtenidas del ingenio El Carmen, Veracruz, 
siendo conservadas durante el estudio a una temperatura de 4°C, 

De un punto de vista general, el desarrollo del estudio se puede explicar como sigue: 
• Verificación de la linearidad de los polarimetros y calibración de las celdas. 
• Calibración del cromatógrafo de líquidos de alta resolución (CIAR). 
• Comparación entre los métodos de clarificación y capacidad de los polarimetros 

para leer soluciones coloridas. (polarlmetros). 
• Análisis de las melazas : Polarimetrico, cromatografico y por espectroscopia de 

absorción atómica. 

A continuación se describe cada una de las etapas mencionadas anteriormente : 

3.2 Calibración de los instrumentos 

• Verificación de la linearidad de los polarimetros. Calibración de las 
celdas. 

Material y equipo 

Procedimiento 
Se revisa el correcto funcionamiento de los polarimetros con sus correspondientes 
cuarzos, colocando éstos en el compartimiento de lectura y comparando la lectura 
obtenida con la reportada en el certificado del cuarzo. Lo anterior se realiza a 20°C. 

Cada una de las celdas fué limpiada completamente y sometida a lectura sin muestra, 
con objeto de observar la existencia de actividad óptica propia de los vidrios. 

Para verificar el intervalo de linearidad bajo el cual operan los instrumentos, se realizó 
una curva de calibración desde O a 150°Z usando sacarosa R.A. y agua destilada, 
Las lecturas fueron realizadas a 20°C, cuando fué posible. 
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En el caso en que la lectura no fuese a 20°C se aplicó la siguiente ecuación • 

P„ =P, + 0.00030 — 2051 
NTS Ecuación de Pol, en función de la temperatura (3'1  

Las soluciones de sacarosa fueron preparadas de acuerdo a la relación 100 °Z = 
269 'acarma7loomi  y de acuerdo a la relación mostrada más adelante. Posteriormente 
fueron filtradas usando filtros Whatman N° 42 y, finalmente, se colocaron en tubos 
de polarización de 200mm ajustando la temperatura a 20 °C y tomando lecturas por 
cuadruplicado. 

Grados Z g de Sacarosa 
P.A. 

Aforo final 

o 0.00 l 00 
0.05 0.013 100 
0.1 0.026 100 
0,5 0.13 100 
1.0 0.26 50 
5.0 I.3 SO 
10 2.6 25 
20 5.2 25 
40 10.4 25 
60 15.6 25 
70 18.2 25 
80 20.8 25 
90 23.4 25 
100 26 25 
150 39 25 

Tabla 2. Curva de calibración para los poiadmetros. 

• Calibración del cromatógrafo de líquidos de alta resolución. 
Material y equipo 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Perkin 
Elmer 
Bomba binaria modelo 200 Perkin Elmer 
Interfase serie 900 Perkin Elmer 
Detector de Indice de refracción Perkin Elmer 
Estándares de Glucosa, Fructosa y Sacarosa grado R.A. 
Acetonitrilo grado HPLC 
Agua desionizada 
Baño ultrasónico 
Filtros 0.2 mm y cartuchos sep-pack para HPLC  
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Tubos de Pol 200 mm, 100 mm y 50 
mm 

Temperatura 20 °C 

PA, 1 Hm.! 	.'11.7C,D1...):; 

_ 
Procedimiento 

La calibración consiste en la preparación de estándares de cada uno de los azúcares 
a detectar para así indicar al cromatógrato los tiempos de retención y área bajo la 
curva para concentraciones especificas para, de este modo, poder obtener resultados 
con mayor rapidez. 

Los estándares de fructosa, glucosa y sacarosa fueron elaborados en concentraciones 
1, 5 y 10% (2/,,), filtradas a través de membranas de 0.12 mm de diarnetro e 
inyectadas en el CIAR de acuerdo a las siguientes: 

Condiciones experimentales para CIAR 

Columna 

 

Altech Versapack 200 mm 
Sllica Arninobonded 
Acetonitrilo:Agua 75:25 
2 tril./min 
indice de refracción 
20 mL 

Fase móvil 
Flujo de la fase móvil 
Detector 
Volumen de 
infección  

 

  

Se realizaron las inyecciones por triplicado y los resultados de éstas se promediaron 
para ser introducidas en el ordenador que controla al CIAR y procesa los resultados. 

3,3 Comparación entre métodos de clarificación y capacidad de los 
polarímetros de lectura en soluciones coloridas 

Material y equipo 
Polarímetría 

Cromatografía: 
Las mismas condiciones y equipo mencionados anteriormente. 

Clarificación 
Acetato de plomo básico R.A. Oxalato de potasio anhidro 
Tricloruro de aluminio R.A. Celite 
Hidróxido de calcio Tierra de diatomeas 
Alcohol etílico 96°GL Filtros Whatman N°s 2 y 42 
Embudos de filtración rápida 
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Los datos obtenidos de esta comparación son tratados estadísticamente mediante 
análisis de varianza (ANOVA) del cual, se muestra un ejernpolo en el anexo 2. 

Procedimiento 
Clarificación con acetato de plomo 
Con objeto de observar el comportamiento de los polarímetros ante soluciones de 
diferente coloración, se prepararon soluciones IN (26g/100 mL) de azúcar blanca, 
morena y moscabado. Antes de llevar a la marca de aforo se añadió solución 
saturada de acetato de plomo en exceso tan pequeño como fue posible, eliminando 
éste con oxalato de potasio anhidro. 	Se filtró con papel Whatman N° 2 y 42, 
empleando tierra de diatomeas como filtro ayuda. Se determinó la lectura directa en 
los polarímetros y su correspondiente lectura en el CIAR. 

Adicionalmente, se realizó la determinación de sacarosa por el método de Jackson y 
Gills que consiste en realizar dos lecturas, una directa y otra después de hidrolizar la 
muestra con ácido clorhídrico. Se realiza la lectura del invertido con el objeto de 
verificar la eficacia del acetato de plomo en la eliminación de polímeros como las 
dextranas. Mientras más cercanas sean los lectura obtenidas por este método y por 
una polarización directa, mejor será ala acción del agente clarificante. 

Lectura directa : Se preparan 100 	de una solución normal del azúcar a analizar, 
se filtra con un papel filtro Whatman # 40 con objeto de eliminar las impurezas 
gruesas. Se coloca la solución en el tubo de polarización y se realiza la lectura de °Z 
en ambos polarlmetros. 

Lectura del invertido : Se pesa la cantidad adecuada de la muestra de azúcar para 
preparar 100 mL de una solución normal, se añade 1 mL de solución de acetato de 
plomo neutro para clarificar, o la cantidad suficiente para que la solución quede 
clara. 

El exceso de plomo se elimina añadiendo oxalato de potasio en el menor exceso 
posible, lo cual es corroborado por la ausencia de formación de un precipitado 
blanco al añadir el oxalato. Se afora y se filtra con un filtro Whatman 11 40 usando 
tierra de diatomeas como filtro ayuda. 

Se toman dos porciones de 50 mL del filtrado y se colocan en matrices de 100 mL. 
A la primera porción, se le añaden 2.315g de NaCI y se afora al volumen. La 
temperatura deberá ser 20°C. 

La segunda porción se hidroliza usando 10 mL de HCI c„, y se mantiene por 13 
minutos -tiempo total- a 60 °C, para ser enfriado posteriormente hasta 20 °C 
aforando al volumen final. 
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Se realiza la lectura de la muestra y el hidrolizado, y se calcula la cantidad de azúcar 
corrigiendo le lectura al peso normal de la solución, de acuerdo ala siguiente 
ecuación : 

100(P - P') 
x 

132.56 - 0.0794(13 - c)  0.53(t - 20) 

Figura 6. Ecuación de Jackson y Gills para calcular azúcar por hidrólisis 1361 

en donde Py P'son las lecturas de la muestra y el hidrolizado respectivamente, C es 
la lectura de sólidos totales por refractometrla. (no la lectura de '2 del instrumento) y 
tes la temperatura a la que se realiza la lectura. 

Cada análisis de la muestra se realizó por duplicado como mínimo, y la lectura en los 
instrumentos se realizó por cuadruplicado, mostrándose más adelante, el promedio 
de las lecturas. 

La cantidad de azúcar en las muestras se compara con el resultado obtenido por 
CIAR. Este dato se usó como referencia para el contenido de azúcar, ya que es una 
de las técnicas más precisas y, por consiguiente, fué la base de comparación para 
ambos polarlmetros. 

Clarificación con alcohol etílico 

Como es bien sabido, el etanol tiene cierta actividad óptica. 	Por esta razón se 
decidió estudiar la respuesta de los polarimetros ante distintas cantidades de etanol 
manteniendo constante la concentración de sacarosa. Se preparó una serie de 10 
frascos de acuerdo a la siguiente tabla 

Solución "stock" de  sacarosa R.A. 100 °Z1213q/100 mIL 
mL "stock" de 	mL de etanol aforo con agua 

sacarosa 
2 0 25 
2 I 25 
2 2 25 
2 3 25 
2 5 25 
2 7 25 
2 9 25 
2 10 25 
2 15 25 
2 23 25 

Tabla 3. Condiciones de trabajo para estimar el efecto del alcohol etlllco en la lectura de azúcar en los 
polarlmetros. 

De este estudio se obtuvo la proporción de etanol/agua que altere en la menor 
proporción la lectura real, 

24 



(APiTUI.0 MATiWLES Mr.10rJÚS 

Teniendo como fundamento el hecho de que el etanol posee la capacidad de 
precipitar material con un peso molecular mayor a 10,000 dallons, se utilizó como 
agente claudicante 1371  

De este modo se elaboraron soluciones 2N del azúcar a analizar, se tomó una 
alícuota de 10 mL y se aforó a SO 	con EtOH al 96%. Se deja reposar y se filtra 
usando filtro Whattnan N°2. 	El filtrado es analizado en los instrumentos de la 
manera descrita realizando la corrección al peso normal de la muestra. 

Clarificación con AlC13 /CaOH 2:1 
Se ponen a peso constante los reactivos R.A., se muele finamente el AIC.13  y se mezcla 
perfectamente con el CaOH. Se añaden las sales floculantes (aprox. 2-3g) a las 
soluciones I N de azúcar hasta obtener un filtrado claro, se lleva a la marca del aforo 
y se procede después a la filtración como ya se ha mencionado. 

3.4 Análisis de las melazas. 

Procedimiento 
Para el análisis de las melazas se procedió a realizar una dilución I : I, de la cual se 
prepararon soluciones IN (26g/1 00m1) previamente clarificadas de la misma forma 
que los azúcares usando acetato de plomo, etanol y tricloruro de aluminio/hidróxido 
de calcio procurando mantener las mismas condiciones de temperatura. 

Para el análisis por CIAR, la muestra fué filtrada adicionalmente con cartuchos sep. 
pack con objeto de eliminar Jipidos y proteínas que podrían quedar atrapados en la 
columna y restarle vida útil. 
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3.5. Análisis por espectrototometria de absorción atómica 

Material y ei ui 	: 
Espectrofotómetro de absorción atórrlitId Variar modelo 

SpectrM 400 
Micropipetas de I y 5 mL 

Lámparas de Fe, Cu, Pb, Cd, Ácido perclórico 
concentrado 

Acetileno Acido nítrico concentrado 
Oxido nitroso Agua desionizada. 

Digestión de la muestra vía h meda 
La digestión consiste en la destrucción de la materia orgánica por acción de los 
ácidos nítrico y perclórico, Ésta se aplicó a dos muestras de diferente concentración 
y por ello se usaron diferentes condiciones para cada una.131411  

La preparación de las muestras inicia con la realización de las diluciones pertinentes, 
normalmente se preparan muestras muy concentradas para poder realizar lecturas a 
niveles "traza". Se agrega ácido nítrico y perclórico sometiendo la muestra a baño de 
arena a temperatura constante, 
Las condiciones se muestran a continuación : 

Muestra 1 	Melaza I : I a 
2L),g/100 mL 

Muestra 2 - 
Melaza I:1 

Muestra, mt. 5 5 
HNO3, 2 3 
HC104  2 3 
Temperatura, °C 90 90 
Tiem o, h 48 48 

Segunda etapa 
HNO3, 1 2 
HCIO4, 1 2 
Temperatura, °C 90 90 
Tiempo, h 24 24 

Tabla 4. Mineralización de la materia orgánica por vía húmeda, condiciones para recipiente abierto 
Como condición, las muestras a introducirse en el espectrofotómetro de absorción 
atómica (E.AA) deben ser incoloras, ya que la presencia materia orgánica colorida2  
puede interferir en la lectura (se forman complejos organometálicos que provocan 
lecturas erroneas). 

Como método alternativo se empleó la mineralización de la materia orgánica por vio 
seca, que se describe a continuación: 

La absorción de fondo (en Inglés *background absorptionl que es una interferencia. surge del hecho de que no 
todos los materiales de la matriz del analito son atomizados á 100%. Las formas no disociadas de materiales 
matriciales pueden tener bandas de absorción muy anchas y confundirse con la del anallto, además de que 
partículas finas en la flama pueden dispersar la luz a una longitud de onda mas amplia. Esto origina errores en 
las lecturas. Sin embargo, la presencia de color no indica necesariamente materia orgánica, pues algunos 
metales pueden producir ciertas tonalidades. 
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Se pesa una cantidad del homogeneizado de la muestra colocanclose en una cápsula 
de porcelana y se seca a la estufa a I 10-100°C durante 4 horas_ Una vez Seca la 
muestra, se coloca en la mufla y se eleva la temperatura gradualmente hasta alcanzar 
los 450°C manteniéndola hasta cenizas blancas que se enfrían en el desecador. Este 
método no es aplicable para la determinación de metales o metaloides volátiles corno 
mercurio o arsénico entre otros. 

Método de destrucción de la materia orgánica 

Procedimiento: 
Se toma una cantidad homogeneizada de la muestra, se coloca en una cápsula de 
porcelana o crisol y se coloca en la estufa a |!0°[ por 24 hrs para su secado. 
Posteriormente, se calcina con un mechero hasta obtener cenizas negras y ausencia 
de humo. Se termina la calcinación en la mufla a 450 °C hasta la obtención de 
cenizas blancas.139j 

Las cenizas obtenidas de este modo son disueltas en ácido nítrico al 1 o 2% (v/y) y, 
finalmente, son filtradas con fibra de vidrio Whatman GF/A. 

Las condiciones de traba'o del e u )ci de EAA son las si uientes ; 
Fe 	Cu 	Cd 	Ca 	Pb  

Corriente, mA 	5 mA 	5 mA 	4 mA 	 5 rnA 
Combustible 	Acetileno Acetileno Acetileno 	Acetileno 
Soporte 	Aire 	Aire 	Aire 	 Aire 
Estequiometria Oxidante Oxidante Oxidante 	Oxidante 
Long. de onda, 372 nm 	324.7 nm 228.8 nm 	217 nm 
nm 
Abertura "slit", nm 0.2 nm 	0.5 nm 	0.5 nrn 	0.5 nm 
Flujo aíre 
Flu'o acetileno 

Tabla 5. Coi aciones de trabajo para espectrofotomettia de absorción atómica. 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Calibración de instrumentos. 

S
e muestran los resultados de la calibración de los instrumentos, como señal de 
su correcto funcionamiento. Como se mencionó en el capitulo anterior, UNV es 
el polarlmetro universal y NIR es el de infrarrojo cercano. 

..---- 
" ¡Teórico Lectura UNV Lectura NIR 
00 - _ 0 

0.05 0.035 O 
0.1 0.085 0.0974 
0.5 0.465 0.479 
1.0 0.975 0.99 
5.0 5.04 4.9925 
10.0 10.02 9.955 
20.0 19.93 19.825 
40.0 39.935 39.815 

60.0 59.73 59.587 
70.0 69.005 68.86 

80.0 79.53 79.36 
90.0 89.80 89.603 
100.0 99.125 98.955 
150.0 149.184 148.94 

Tabla 6. Resut idos de la calibración de los polarlmetro 

Análisis de re resión lineal 

a b r 
NIR 0.01 0,9920 0.9999911 

UNV -0.0145 0.9939 0.9999898 
Tabla 7. Análisis de linearidad de la lectura de los polarimetros. 
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Linearidad de los polarímetros Schmídt 

Intervalo de linear/dad O - 05 

Grados Z 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

O 
0 0.02 0.04 	0.06 0.08 	0.1 0.12 	0.14 0.16 0.18 02 0.22 

g. de azúcar 

UNV 
	 TE081C0 

C.:APli-ULO 4. RESULTADOS Y DES:J.15f :15N 

Fig. 3, Iluración de la lineandad de los polarirneros en er intervalo 0.0 - 0.5 

Como se puede apreciar en la tabla 6.0, los valores obtenidos en ambos polar metros son muy cercanos, por io que en la gráfica parecen estar sobrepuestos. 
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Intervalo de lineandad 0.5 - 5.0 "Z 

   

 

 

o 

      

       

 

0_13 	0.23 	0.3 	343 	0.53 	0.65 	073 	,71.83 	0.93 	03 	:.15 	23 

9. de azúcar 

UNV 
	Ni2 	TEOZCO 

Fig 3, IluSsación de la linearidad de tos polanrnedos en ei inten.,310 0.5 - 5.0 Z. 
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2.3 	3.3 	4.3 	5.3 	6.3 	7.3 	8.3 	43 	10.3 	11.3 i 2.3 

g. de azúcar 

1.3 

50 

40 

30 	:'---- 

20 

I O 

— 
UN'J TEORICO 

Linearidad de los polarímetros 

Intervalo de lineandad 5.0 - 50.0 '2 

Grados Z 

o 

G,-,Prlizo 4. RESULTADOS Y piscusióN 

3- LuOración de ta tinearidad de les polarimetros en eI intervalo 5.0 - 50 Z.  
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120 

100 

80 

60 

40 

Intervalo de lineaddad 40 - 100 °Z 

Grados Z 

20 

o 

10.4 	12.4 	14. 	16.4 	18.4 	20.4 	22.4 	24.4 	26. 	28.4 	30.4 	32.4 
4 

g. de azúcar 

uNry 	NR 	TEORICO 

CAPITULO -"I. RESULTADOS Y D1SCUSIÓ,,,1 

F. 3d- i!uV.zración de La linearidad de 10 poiadmecos en e; interva10 40 - 100 Z. 
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Linearidad de los polarimetros 

Intervalo de lineandad 100 - 150 °Z 

Grados. Z 

160 

150 

140 

130 

120 

110 

100 

90 

26 	28 	30 	32 	34 	36 	38 	40 	42 

  

g. de azúcar 

UNV -4- MR 	TEOPJCO 

CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Fi°. 	lustración de la linearidad de los polarímerros en el intervalo 100 - 150 Z. 
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4.2. Pruebas con agentes clarificantes y lectura de soluciones coloridas 

Tratamiento con acetato de alomo como a ente clarificante 
2 UNV 2 NIR g Azúcar UNV p AZCle¿If NIR g Azúcar por 

Hidrólisis 
g de azúcar 

por HPLC 
Azúcar blanca. 
Sólidos totales por 
refractometrla 
24 2666 y/100 mt. 

97.63 97.45 74.095 24.035 31.73 25.91 

Azúcar morena. 
SálidOS totales por 

refractometrla : 23 8 
q/100 rit 

98.05 98.09 25.496 25.500 	. 32.51 75.56 

Azúcar rnoscabulo 
Sólidas totales por 

refractometrf a : 
23 666 

97.20 , 197.16 25.795 25.260 34.45 75.65 

Tabla 8. Resultados de análisis de azoca es con PbAcO 

Tratamiento con Alcohol etílico como agente clarificante 
Lectura directa Lectura del clarificado HPLC 

Z UNV 	I 	Z NIR 	I 	q UNV 	/ 	9....N.  JR 2! UNV 	I 	2 NIR I g UNA/ 	I 	q NIR 

Azúcar Blanca. 
Temperatura de 
trábalo 17.5 °C 

96.337 96.15 25.045 25.00 97,49 97.40 25,34 25.32 26.2 

Azúcar morena. 
Temperatura de 

trabajo 1PC 

96.69 96.61 25.14 25.12. 96.68 196.41 25.135 25.065 

Azúcar 
moscabado.  

Temperatura de 
trabajo 17°C 

95.97 96.02 24.95 24.97 97.35 97.07 25.31 25.24 25.33 

Tabla 9. Resultados del análisis de azúcares con EtOH. 

Tratamiento con AICIq  como agente clarificante 
Lectura directa, Lectura del clarificado HPLC 

Z UNV 	Z NIR 	q UNV 	q NIR Z UNV 	Z NIR 	g UNV 	q NIR  

Azúcar 
Blanca 

99.69 99.57 25.92 25.89 98.90 98.42 25.71 25.59 25.88 

Azúcar 
morena 

98.99 98,94 25.74 25.72 98.85 98.76 25.70 25.68 25.997 

. . 
Azúcar 

moscabado 
97.58 98.71 25.37 25.66 97.53 97.46 25.36 25.34 

Tabla 10. Resultados del anúli is de azúcares con AlC13  

* Indica que el polarlmetro indicaba obstrucción, y la lectura nunca fue estable. 
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Análisis de las melazas de ingenio azucarero 
trata- 
miento 

por. Universal 
q de sacarosa 

por. Infrarrojo 
q de sacarosa 

C.I.A.R. 
en c ramo. 

Directo Clarif. Directo Clarif. Fru Glu Sac 
EtOVI 7.29 7.18 7.69 3.125 1.737 18.09 
AICI-;  6.93 7 44 7.1 3.55 2.04 21.67 
Filtro 7.29 7.94 7.31 3.1 1.92 17.9  

Tabla I I Resultado del dn.1! 	dr, zacarasa en mieles incrid 	.s 

Los crornatogramas más representativos de análisis de azúcar y melazas, así como los 
datos de la integración se muestran en el anexo 3. 

4.3. Análisis  de melazas por espectrofotometria de absorción atómica 
Elemento 	pprn Lmq/L) Técnica 
Hierro (Fe) 	103. I6 	Va húmeda 
Plomo (Pb) 	11.488 	Vía seca 
Cobre (Cu) 	92 	Vía seca 
Cadmio (Cd) O 	Vía seca  
Tabla f 2. Resultados de tnetaies en melaras por absorción atómica 

4.4. Discusión 

Se puede observar que los polarímetros presentan un intervalo de linearidad muy 
similar en el que, como es de esperar, a concentraciónes muy bajas la respuesta no 
es muy buena (esto es muy notorio en el NIR). Se puede observar que el polarimetro 
infrarrojo tiene una tendecia a observar valores ligeramente menores al universal. 
Debe hacerse notar que el valor teórico de azúcar nunca fue alcanzado por los 
instrumentos. 

El cromatógrafo de líquidos presentó una buena resolución entre las señales de 
fructosa, glucosa y sacarosa, la variabilidad entre una y otra inyección fue mínima. 
La calibración del instrumento no presentó ningún problema, 

Después de realizar un análisis de varianza se pudo observar que no existe diferencia 
significativa entre los polarímetros, no importando el tipo de tratamiento aplicado. 
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Es muy importante resaltar que el polarimetro infrarrojo presentó en casi todas las 
lecturas valores menores a los reportados en el polarímetro universal. 

Se piensa que este fenómeno puede deberse a la diferencia en la longitud de onda, 
es decir, al aumentar esta es posible que una cantidad menor de moléculas 
ópticamente activas sean "atravesadas' por el haz de luz, provocando que la lectura 
sea menor, 

En todos los casos, el cromatógrafo de líquidos tuvo la lectura más alta, y fue la pauta 
para la comparación del instrumento más cercano al valor teórico. Tomando este 
criterio estrictamente el polarlmetro universal fue el que mejor se acercó al dato real. 
Nuevamente se subraya que, estadísticamente, no hay diferencia significativa entre 
los dos polarimetros en la lectura de sacarosa. 

En el renglón de lectura de soluciones coloridas, fue obvio que el polarlmetro 
universal no es capaz de realizar lecturas a liquidos obscuros. Para ello requiere de 
una celda de menor longitud conforme la intensidad de la solución se incrementa. 
En el caso extremo, las melazas, no existe celda suficente, se requieren realizar 
diversas diluciones a fin de lograr la lectura. (Sin olvidar el paso de la clarificación) 

El polarímetro infrarrojo (NIR) realiza la lectura de estas soluciones de una manera 
más rápida sin mermar la exactitud de la medición. 

La determinación de azúcar por el método de Jackson y Gills (hidrólisis de la muestra) 
muestra que el acetato de plomo neutro no es un agente eficaz para eliminar los 
pollmeros de glucosa, (como las dextranas) que están presentes aún en el azúcar. (Se 
incrementan al disminuir la pureza del azúcar, blanca, morena y moscabado) 

En lo que respecta a los tratamientos con agentes clarificantes, se demuestra 
mediante el análisis de varianza que existe una diferencia significativa entre los 
tratamientos que emplean acetato de plomo y tricloruro de aluminio/hidróxido de 
calcio 2: I . Esto se debe a que comparativamente, en el tratamiento con acetato de 
plomo se obtienen, en promedio, las lecturas más bajas de sacarosa y con el 
AlC13/(CaOH)2  las lecturas más altas (y las más similares a aquellas obtenidas en el 
CtAR). 

la diferencia también indica que con la mezcla AlC13/(CaOH)2  se obtiene la mejor 
clarificación, sin embargo, es necesario juzgar otro criterio : El tiempo de filtración. 
En una escala comparativa, el clarificante que más tiempo requiere para filtrar es el 
AlC13/(Ca011)2  seguido del acetato de plomo y finalmente, el etanol es el más rápido. 

Este criterio práctico es uno de los más importantes puesto que las determinaciones 
de sacarosa en los ingenios deben de realizarse en el menor tiempo posible. 
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El tratamiento usando etanol como agente clarificante tiene una ventaja más, a 
saber, permite la separación de las dextranas de una forma limpia, que pudiera 
representar, más adelante, el uso de este nuevo subproducto en la industria de los 
aditivos alimentarios donde tiene gran aplicación 

Sobre el empleo del etanol, existen algunos inconvenientes tales como su volatilidad; 
se detectaron variaciones en las lecturas debido a la evaporación y subsecuente 
concentración de la muestra. Esto obliga a trabajar rápidamente y ala temperatura 
ambiente o menor de ser posible. con lo que se hace necesaria la corrección de las 
lecturas así obtenidas. 

En segunda instancia y, como se mencionó anteriormente, el etanol es una molécula 
ópticamente activa, influyendo así, aunque en menor grado, en los resultados finales. 

Puesto que estas melazas se emplean como complemento para alimento animal y 
como substrato para diferentes fermentaciones, se realizó la búsqueda de metales 
pesados que pudieran ocasionar problemas, ya sea de toxicidad o durante la 
fermentación. El cadmio está ausente, los niveles de plomo son bajos tomando en 
cuenta que las melazas siempre se diluyen para su uso, y los niveles altos de hierro y 
cobre pueden deberse a desgaste del equipo (tuberías, tanques...etc.) empleados 
para el proceso. Si se aplica el criterio de la dilución y no se considera un problema 
grave, pero sí debe tomarse en cuenta. 
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CONCLUSiOWS 

CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES Y 
RECOMENDACIONES. 

5.1. Conclusiones. 

.Ambos instrumentos, el polarímetro universal y el infrarrojo muestran un 
excelente intervalo de linearidad desde O hasta 1SO °Z. 

2. Ambos instrumentos observaron valores por debajo del valor teórico, aún 
trabajando a 20°C. Se observa que el NIR tiene valores más cercanos al teórico en 
el intervalo 0-10 °Z, en el resto muestra valores ligeramente inferiores al 
polarímetro UNV, del cual se puede decir que fue el que presentó los valores más 
cercanos al teórico en el intervalo 10. 150 °Z. 

3. En general, el polarímetro NIR presenta valores ligeramente rrrenores que el UNV. 

4. Estadísticamente, no existe diferencia significativa entre las lecturas obtenidas por 
el polarímetro universal y el infrarrojo. 

5. La presencia de partículas suspendidas en las soluciones a ser analizadas en los 
polarlmetros afecta la lectura siendo todavía más notorio en soluciones muy 
coloridas. 

6. Estadísticamente existe una diferencia significativa entre el uso de acetato de 
plomo (datos más lejanos al valor real) y la mezcla AlC13/Ca(OH)2  (valores de 
sacarosa más altos), no así entre los clarificantes anteriores comparado con el 
etanol. 

7. El tratamiento con plomo no elimina eficientemente las dextranas, que se hacen 
presentes en el momento de la hidrólisis de la muestra 'clarificada". 

8. El tratamiento con etanol elimina en gran proporción las dextranas, e inclusive 
disminuye la coloración, por lo que facilita la lectura de la muestra. 

9. El etanol debe usarse a determinadas concentraciones para minimizar en lo 
posible su influencia sobre la lectura del polarímetro ya que posee cierta actividad 
óptica Para usarse etanol al 96% como agente clarificante se deberá usar en una 
proporción aproximada de 45% del volumen a aforar, a fin de lograr la menor 
interferencia posible. Adicionalmente, se pueden usar filtros de poro grande en 
la filtración sin peligro de que pasen particulas en suspensión. 

10.La mejor velocidad de filtración se obtiene usando etanol y la más lenta usando la 
mezcla AIC13/Ca(01-1)2, 

1 I .Los niveles de metates pesados en las melazas no representan peligro tomando en 
cuenta que, en el empleo de éstas en las diferentes industrias que la requieren, las 
diluyen. 
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• 

5.2. Recomendaciones 

En cuanto a los instrumentos 
• El uso del polarímetro infrarrojo para la lectura de soluciones altamente colorirías, 

pero sin ninguna partícula en suspensión que altere la lectura. El polarímetro 
universal puede ser usado para muestras menos coloridas y, al igual que el 
anterior, sin partículas en suspensión. 

• Las membranas de filtración corno alternativa a la aplicación de agentes 
clarificantes en soluciones que no tengan una gran cantidad de sedimento que 
pudiera tapar los poros de la membrana, 

En cuanto a los tratamientos : 
• Es necesario en el caso del etanol establecer factores de corrección de acuerdo a 

la cantidad usada, por lo que se recomienda realizar estudios más específicos 
sobre ello. 

• Por cuestiones prácticas, la filtración y lecturas de las soluciones así clarificadas 
deberá ser lo más rápido posible con objeto de disminuir la evaporación. Dei 
mismo modo se recomienda trabajar a temperatura ambiente (si es menor a 20°C) 
o enfriar el alcohol con el mismo objetivo. 

• En la determinación de elementos por absorción atómica se recomienda el uso de 
la vla seca mientras los elementos no sean volátiles (As, Mo, Hgj en estos casos se 
recomienda la vía húmeda, e incluso la digetión vía húmeda usando microondas 
en un recipiente cerrado. 

• Se recomienda estudiar la posibilidad de extracción de dextranas como una 
alternativa de uso de sub-productos, y buscar una aplicación adecuada. 
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ANEXO i 

Composición promedio de mieles incristalizables de caña de 
azúcar. 

Componentes  
Otros carbohidratos 

Gomas solubles, xilosa, arabinosa etc. 
Almidón 

Fítina 
D- manitol 
Acido urónico 
Metoxil 

Cenizas (Carbonatadas) 

Bases 	K.2° 
CaO 

Fe203  /  
Ácidos 	5O,  

CI 
P.20.5 
SiOL  

Ácidos nitrogenados 

Proteina cruda 
Aminoácidos 
24 ácidos presentes de los cuales 
Alanina 
g-aminobutírico 
Acido aspártico 
Acido glutámico 
Glicina 
Leucina 
Licina  

Promedio indicativo expresado 
en l'o en melazas 

0.72 

0.20 
0.18 
0.50 
1.80 
0.60 

Promedio 	Intervalo de 	% 
indicativo 	de cenizas 

expresado en 0/0 
en melazas 

4.80 
1.20 
0.98 
0.10 
0.12 
1.80 
1.80 
0.60 
0.60 

30-50 
7-15 
2-14 
0.3-0.9 
0.4-2.5 
7-27 
12-20 
1-10 
1-7 

Intervalo de % en melazas 

2.5-4.5 
0.3-0.5 
mg por g de melazas 
0.20-0.20. 
0.60 0.80 
0.90-1.65 
1.02-1.04 
0,06-0,07 
0,03-0.05 
0.05-0.07 

Mg0 
MDO 
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Continuación, Anexo 1. Composición de ... 

Ácidos nitrogenados... cont 
Serina 
Treonina 
Valina 

Acldos nucleicos básicos 
Guanina 
Hipoxantina 

5-rnetilcitosina 
Xantina 

Ácidos no notrogenados 
Aconftrico 
Cítrico 
Mallen 
Mesacánico 
Succinico 

Esteroles, ceras ... 
1-Tricontanol 
Fitosterol 
Stigmasterol 

Pigmentos 
Clorofila 
Taninos 
Antocianinas 

Vitaminas 
Biotina 
Colina 	Jr3d 	  
Ácido fálico 	jcomplgjp13] 	 
Niacina 	icornallp f3J 	 
Acido 	(complejo 131 
pantoténico 
Riboflavina 	jªaj 	  
Piridoxina 
Tiamina 	..111 	  

Fuente : (201  

Intervalo de % en melaras... cont 
0.39-0.80 
0.30-0.90 
0.11-0.20 

Rango en % en melaras 
1-6 

1-2.5 

mg por g de melaras 
1-3 
880 
0.3-0.4 
17.30 
20-60 

2-3 
1-7 
0.6-1.0 
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ANEXO 2 

Anexo 2 

Ejemplo del análisis estadístico realizado a tratamientos e 
instrumentos. 

Tabla de análisis de varianza para agentes clarificantes-instrun entos, azúcar blanca. 

Mit UNIV CIAR SUMAS MEDIA 
Pb 24.035 21.094 25.91 71.03; 24.6796667 
Al 25.89 25.92 25,80 77651-  25.8966667 
EIOH 25 25.045 26.2 76.24.5 25.415 
SUMAS 74.925 75.0.55 77.99 227.974 
MEDIA 29.975 250196667 259966667 25.3304444 

F.V. S.C. G.L. C.M. F exo F tab Descis 
A 2.25380609 2 1.12690344 3.761955 6.94 RECHAZO 
8 2.00032689 2 1.00016344 3,33885737 6.94 RECHAZO 
AB 
ERR 1.19821044 4 0.29955261 
TOT 5.45234422 

Ho = No existe diferencia entre instrumentos 
H1 = Existe diferencia entre tratamientos 

Estimadores de medias y diferencias de med as para los agentes clarificantes e 
instrumentos. 

stirnadores sobre el valor más cercano a m 
ratamiento media d 
b 24.6796667 -0.65077778 
tOH 25.415 0.08455556 
I 25.8966667 0.56622222 

nstrumentos 
IR 24.975 -0.35544444 
NV 25.0196667 .0.31077778 
PLC 25.9966667 0.66622222 
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Prueba de rango para identificar diferencias significativas entre tratamientos e 
instrumentos. 
Nivel de confianza 2=0.95 

Prueba de rango múltiple oe Duncan 
Decisión : 

Pb - Et 0.13533333 iguales 
Pb ..A.1 1.217 diferentes 
Et -Al 0.48166667 iguales 

UNV- NIR 0.04466667 Iguales 
NIR • CIAR 1.02166667 diferentes 

UNV - 0,977 iguales 
CIAR 
Tratamientos 
P 2 3 
rp 3.927 4.013 
Rp 1.02478901 1.04773155 

Instrumentos 
P 2 3 

rp 3.927 4,013 

Rp 0.99458161 1.01636262 —...—. 
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ANEXO 3 

Anexo 3 
Ejemplos más representativos de los cromatogramas 

obtenidos 

Azocar Morena Proccssed: 11-01-1994 14:31:22 segment 1, cycle 1 

ARFA PERCENT REPORT 

11-01-1994 14:31:33 Version 5.1 

Sample Name: Azucar morena 	 Data lile A:AZMO 
Date ; 11-01-1994 15:16:06 Method A:MELAZA 
Interfase: 16 Cycle#: 1 Operator HUI Channel#: 1 Vial#: N.A. 
Starting Peak Width: 10 Thershold: 50 Área Threshold: 500(1 

L 	  

Starting delay: 2.00 

Pk, Ret Peak 	Arca B 	Peak Normalized Aren/ 
No. Time Área 	% L 	1-1t. 	% 	Height 

1 10.750 44025184 100.00 1 	892169 	100.00 	49.3 

Total Aren: 44025184 Aren rejeet: 5000 one per 1.000 su, 

EXTERNAL STANDARD TABLE 

Pk. Ret Peak Coneentration Normaliza 	 Ref 
No. Time Name 	in % 	cone. 	Arca Height Peak 

1 	10.750 Sacarosa 24.7574 	100.00 44025184 892169 	1 

PD+ ATH COM 

Fruct 

Gluco 

Sacan 10.75 
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5.6 

6.7 

9.8 

xo 3 

Melaza #3 AIC13 processed; 11-01-199.4 14:31:22 seginent 1, eyele 1 

EXTERNAL STANDARD TABLE 

12-05-1994 1:3:39:22 Version 5.1 

Samplc Name: Melaza #3 etanol 	 Data fue Ancla!? 	i  
Date 12-05.1994 13:15:30 Metltod Ails1ELAZA 
Interfase: 16 Cycic#: 7 Operator 1-ICG Channel#: l Vial#: N.A. , 
Starting Peak Width: 10 Thershold: 50 Area Threshokl: 5000 

Starting delay: 2.00 

Pk. Ret 	Peak Concentration Normalized 	 Ref 
No. Time Name 	in % 	cone 	Arca Will» Peak 

1 5.667 Fructosa 0.2908 13.375 514691 30023 	1 

2 6.783 	Glucosa 0.1374 6.3183 221514 10214 	2 
3 9,883 	Sacarosa 1.7461 80.306 3104945 3104945 	3 

Total Amount: 2.1743 	Area tejed: 5000 otte per 1.000 sec. 
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ANLX0 3 

Melaza #3 Etanol processed: 11-01.1994 14:31:22 selpnent 1, cycle 1 

EXTERNAL STANDARD TARTE 
1 2-05- 1994 13:39:22 Version 5. t 
- 

1 
Sample Nante: Melaza #3 etanol 	 Data lile Aanclac7 
Date : 12-05.1994 13:15:36 Method A:MELAZA 
Interfase: 16 Cycle#: 7 Operator 11CO Channel#: 1 Vial#: N.A. 
Starting Peak Width: 10 'Thershold: 5(1 Arca Threshold: 5000 

Stalin delay: 2.00 

Pk. Ret 	Peak Coneentration Normalized Reí 
No. Time 	Name in % cone Aren Height Peak 

1 5.667 Fructosa 0,2908 13.375 514691 30023 i 

2 6.783 Glucosa 0.1374 6.3183 221514 10214 2 

3 9.883 	Sacarosa 1.7461 80.306 3104945 3104945 3 

Total Amount: 2.1743 	Arca reject: 5000 nne per 1.000 sec. 

L 
PD+ ATH COM 
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