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CAPITULO 1.0. GENERALIDADES

métodos mds recientes en la determinacion de ia sacarosa: la polanimetrfa en fa
zona del infrarrojo y la cromategrafia de liquidos de alta resolucion, con objeto
de presentar al lector algunos argumentos en a seleccidn de estas téenicas.

! a intencién que feva esta tesis es presentar una comparacion de dos de fos

Del mismo modo se pretende resaltar que el surgimiento de 1a pofanmetrfa en la
zona del infrarrojo ha sido et resultado de un esfuerzo por mantener impio el
amhiente al modificar las metodologlas y evitar el uso del plomo como reactivo en
esta determinacion.  De acuerdo con lo anterior, se presentan los siguientes

1.1 OBJETIVOS

o OBJETIVO GENERAL

Realizar una comparacidn entre un polarimetro convencional {UNV} con 4 =
589.44nm y un polarimetro infrarrgjo {NIR} con & = 882.6 nm, haciendo énfasis en lo
que respecta a exactitud de lecturas en soluciones coloridas.

¢ OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar fos resultados de las lecturas obtenidas en los polatimetros con aquellas
obtenidas en un cramatégrafo de liquidos de alta resolucion {CLAR) como una de las
técnicas mds confiables.

Aplicar diferentes agentes clarificantes para determinar su eficiencia en la eliminacion
de dextranas, y que presente las mejores caracteristicas de filtracion y coloracion de la

solucidn filtrada.



1.2 Ingenios azucareros de cana de azucar.

La cafia de azicar (Saccharum officinarum} es 1a matend prema mds utihzada en i
elaboracion del azicar comercial, (& cada tuvo su angerr en ¢l sur-este de Asia, Iugar
de donde se diseming hacia fa India haca ¢ afio 600, De aqul, pasaria a £spaiia y
Africa del narte.  En el siglo XVI, Cristabal Colon y los conquistadores trajeron
consigo la cana de azucar a América Central, donde fue extensamente cultivada a tai
grado que, posteriormente se pensarla que esta procedla de ahl.  En la primera
década del siglo XIX, Napoledn promovid la mdustria del azdcar de remotacha en
Europa, con objeto de conwarrestar el bloqueo de 1a flota inglesa qug{)racru’ameme
impedia el arribo de los buques con azicar procedentes de Ameérica. v

Asl, la industria azucarera es una de las primeras establecidas en el nuevo mundo, en
el siglo XV, y en el caso de México, ha crecido hasta contar con una produccion
actual de mds de 40 miliones de toneladas anuales de caiia de aztcar, casi 13
millones de taneladas de bagazo, 15 millones de toneladas de micies finales o mieles
incristalizables y como Qroducro de su fermentacion se obtienen 250 millones de
litras de alcohol etllico. !

La produccion de cana de aztcar en ¢l mundo, para 1990 era de poco mds de 100
millones de toneladas anuales.  De ese volumen total e 60% aproximadamente se
obtiene de la cafa de azucar en 110 palses de todos los continentes, situados en su
mayoria entre los tropicos de Cancer y Capricornio, es decir, en las zonas tropicales y
ecuatorial,

Desafortunadamente, fa agroindustria azucarera mexicana padece severos prablemas
originados principaimente por et retraso tecnoldgico y la deficiencia de los procesos
empleadas, lo cual se refieja en grandes pérdidas y gastos excesivos de produccion,
aunado a esto ef hecho de que el azicar se ha caracterizado en el mercado
internacional por una alta inestabilidad de los preclos, mientras que los costos de
produccion para todos 10s productares se mantienen por encima del precio rea, lo
cual obliga a los gobiernos a aplicar diferentes politicas proteccionistas.

Esta ultima situacion es la que ha influido para que el ritmo de crecimiento de la
produccién azucarera, que hasta los anos 50 alcanzaba un Indice del 5% anual,
declinaray hoy se mantenga alrededor del 2% anual, mientras et consumo per capita
se mantiene a nivel estalico desde los afos 70 en 20 Kg. !'

Esta situacién puede ilevar a pensar que la industria azucarera dejard de tener una
impartancia econdmica para muchos paises. Sin embargo, con una revolucion
tecnologica adecuada en la explotacion de la cana de azlcar a partir de una
reconversion de la actual industria y con nuevas conceptos energéticos y de
utilizacion de fos subproductos, se puede transformar 10 que antes fue una industria
limitada a la produccion de un producto principal en productora de una amplia
variedad de productos de gran demanda en la economia de cualquier pals y en los
mercados de exportacion.
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La produccion actual de los ingemos induye axdicar blanca granufada freflinada),
azicar morena o obscura [incluyendo  axicar moscabadol  como  productos
principates y piloncillo, bagazo, alcohol y melazas como parte tinal def proceso, todos
como subproductos.

Aunque el proceso de claboracidn se puede describir a grandes rasgos como una
concentracion por medio de eveporacion del jugo de 1a cafa de azicar y la
separacion de los cristales formados por centrifugacion, es en realidad un poco mas
complejo.  Este se inicia con la recepcion de la cafa de azicar, que en algunos
casos es lavada antes de entrar a los molinos, que se encargan de extraer la mayor
cantidad de jugo de cafna,  Una vez separado el bagazo del jugo, se dispone el
primero para la generacion de vapor usaclo mds adelante y el jugo de cafa o
guarapo se envia a tanques de sedimentacion y clarificacion.  Los productos
intermedios son jugo sulfitado, jugo alcalinizado y, finalmente, jugo darificado.
Una vez que se obtiene un jugo 1o suficientemente fimpio, se envia a evaporadores
para retirar el agua y provocar la cristalizacion de la sacarosa presente.

Como resultado de la evaporacion, se obtiene un jarabe llamado magma que es
enviado a cristalizadores y centriffugas, para separar los cristales formados
obteniéndose como producto final azucar granulada tipo estandar y las melazas o
mieles incristatizables !l

1.2.1. La cafia y sus caracteristicas como materia prima.

La cana de azdcar es considerada la planta comercial con mayores rendimientos por
sus caracterfsticas relevantes en energfa, materia verde y fibra.  En condiciones
culturales medias puede producir 100 ¢ de materia verde/ha, las cuales expresadas
en términos energéticos significan 1000 ¢ de petrdleo, o 75000 Mcal/kg de energla
metabolizable por su gran capacidad de fijacidn de la energla a través de la
fotosintesis y su posibilidad de crecer en condiciones de clima y suelo donde otras
plantas no crecerfan.

" Reslduos de la cosecha que se ,
quedan en el campo La caha de azicar como materia
Residuos de la cosecha prima para su aprovechamiento
separados er fos centros de industrial da !ugar a 8 productos
acopio y de impieza que se originan duranlg la
CANA Agua vegelal cosecha 'y su  procesamiento
Cachaza mostrados en la fig.(1.}
Miel final
Azucar
\ Bagazo
-~ Cenizas
Fig.1. Los 8 productos primarios de la cafta de azdcar.




CAPTIOLG 20 WAasco Te

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Propledades quimicas de sacaridos y monosacaridos presentes en la
cana de azicar

ntes de iniciar con la composicion y origen de las mieles incristalizables, es
necesario conocer esto mismo en la materia prima, la cana de azdcar, puesto
queé las sustancias que [ CompPonen son en esencia las mismas.

El principal carbohidrato encontrado en el jugo de cana es la sacaros,
dimero resultante de la unidn de dos moléculas : una de glucosa y otra de fructosa.
Se hallan también presentes en pequedias cantidades glucosa y fructosa como
monosacdridos, oligosacdridos como a rafincsa y otros.""! “Puesto que 1a sacarosa es
el principal objeto de este estudio, se centrard la atencion sebre algunas propiedades
de esta molécula.

Rotacion optica

La luz ordinaria puede concebirse como si rayos de diferentes longitudes de onda
vibraran en toedos los planas posibles perpendicularmente a la direccidon de su
propagacién.  Cuando fa luz blanca pasa a través de un filtro adectuado se obtiene
iuz monocromdtica ({longitudes de onda uniforme).

Esta clase de luz puede aun vibrar en todos los planos posibles.  Si un haz de luz
pasa a través de una sustancia que permita gue solamente un componente, por
ejempio, €l vertical, pase por elia, el rayo de luz resultante contiene ondas de luz que
vibran en un solo plano; a tal rayo de luz se le ilama polarizado en el plano.

La sacarosa, como muchos otros compuestos orgdnicos posee cierta actividad optica,
lo cual quiere decir que tiene |a capacidad de rotar un haz de luz polarizado sobre un
plano al pasar éste a través de una solucién.  Esta es una propiedad dptica ruy
importante, empleada comtnmente en estudios analiticos, puesto que los grados de
rotacién del haz de luz son proporcionales a la cantidad de! material pticamente
activo en la solucién,

La rotacién ptica al igual que otras propiedades, como el Indice de refraccién, son
dependientes de la temperatura (f y de la longitud de onda (A).  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 rotacién éptica.

La propiedad llamada ‘rotacién éptica’ se define normalmente como oy por
convencién, si se tiene una celda de 100 mm de longitud, una temperatura de 20°C
y se usa una A correspondiente a la inea D del sodio (589 nm), 1a rotacion especifica
de la sacarosa se muestra en la figura 2.
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El signo '+ indica que la rotacion del plano de
Wz pokrizada serd hacia la  derecha, ©
dextrorrotatoria, Cuando la sacarosa  es
separada en sus dos componentes, fructosa y
glucosa, la solucion resultante rotard la fuz
polarizada  hacla  la  izquierda o serd
levorrotatoria. fsta inversion de dextro a
levarrotacion ha dado el nombre de azicar invertido a la mezcla de glucosa-fructosa
resultante de 1a hidrdlisis de 1a sacarosa.  También, puesto que fa glucosa rota la luz
polarizada hacia la derecha recibe el nombre de dextrosa y de manera andloga, la
fructosa recibe el nombre de levulosa.

Sucarosa [ ], = +06653°C

Figura 2. Rotacidn dptica de 1
sacarosa.

La explicacion del cambio de rotacion hacia la derecha de la sacarosa a rotacion a la
izquierda de la hidrdlisis de esta, se entiende porque la fructosa tiene una rotacion
especifica negativa mds grande que la rotacion especlfica positiva de la glucosa,
como se muestra en la siguiente figura .

Glucosafo ]y =+572°  Fructosa [ ]}) = -924

Figura 3. Rotacidn dptica de a glucosa y fructosa

Todos los aztcares son reactivos, sin embargo, con la sacarosa, fos principales sitios
reactivos de la glucosa y la fructosa estdn unidos unos a otros.  Los dos
monosacaridos son entonces, mds reactivos que la sacarosa, y son conocidos como
azucares reductores por su habilidad de actuar como agentes reductores.

La sacarosa seca, cristalina es normalmente estable arriba de su punto de fusion. La
sacarosa fundida se puede descomponer rdpidamente 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 aztcares reductores formados de la sacarosa pueden reaccionar con aminodcidos
y proteinas para dar origen a pigmentos café obscuros conocidos como
melanoidinas. Esta reaccion conocida como “reaccion te Maillard” produce también
compuestos voldtiles con fuertes notas de olor y sabor, 1%

2.2. Melazas o mieles incristalizables

Las melazas o mieles incristalizables son € resultado de las operaciones de
evaporacion y cristalizacidn, es decir, el producto final del proceso de- refinacion.
Otra forma de definirlas es como €l producto que resulta de separar fos cristales de
sacarosa por centrifugacion de la Ultima masa cocida que se obtiene en la fabricacion
de la azicar y contiene la mayorfa de los noazucares presentes en la cana.
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La composicion promedio de las melazas s¢ muestra con detafle en el anexo §. De
esta miel no es posible recuperar mas cristales de sacarosa aungue sea llevada a una
elevada concentracion, fo que se debe al alto porcentaje de sales y de glucasa que
contiene, MM i

Si se quiere definir estrictamente el concepto de melazas es necesario establecer una
distincion entre melazas tedricas y melazas précticas. La melaza tedrica es una mezcla
de agua, azlcar y otros compuestos, tal que ya no puede cristalizar mds la sacarosa
residual, aun en las mejores condiciones fisicas y téenicas. Una melaza practica es
aquella mlqls'c?]]cocida de fa que ya no puede recuperarse una cantidad significativa de
sacarosa.

Existen definiciones basadas en 1a formacion de las melazas o migles incristalizables,
las cuales coinciden en seffalar que se trata de una combinacion hidratada de
consistencia liquido-siruposa de sacarosa, fructosa y sales organicas e inorgdnicas en
diferentes proporciones.”!!  Se trata pues de liquidos muy viscosos y altamente
coloreados cuyo uso principal es fa produccidn de alcohol por fermentacion,
suplemento animal, sustrato para la industria biotecnoldgica de fermentaciones y en
algunos casos se utilizan como saborizantes.'!

Como sustrato en [a industria de fas fermentaciones, fas melazas tienen gran
importancia siendo base en la produccidn de alcohal etllico {como en México y
Brasilj, &cido cltrico, lActico, acético, malico, glucdnico y furfural, entre otros. Existe {a
posibilidad de recug:erar CO; de algunas de estas fermentaciones como un
subproducto mas 21"

En general, su composicion varfa con la eficiencia def proceso, condicion inicial de la
materia prima y agentes externos como ataque bacteriano a la cafa de azlcar,
Aunque existe una completa clasificacion de las melazas de acuerdo a su
composicidn [contenido de azticar principalmente] en este trabajo se considera soio
un tipo de melaza puesto que el objetivo es probar nuevas tecnologlas en fa
medicion de sacridos.

Aproximadamente 40-60% de las melazas es sacarosa y azticares invertidos, también
contienen una alta concentracion de no-azdicares y otros materiales del proceso’ de
refinacidn, es decir, contienen todas las impurezas que trae el jugo y que no fueron
eliminadas por la defecacion y aquellas que se formaron en el proceso por la adicidn
de reactivos y calentamientos prolongados.

En el siguiente cuadro, se muestra la composicion promedio de las mieles
incristalizables :
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COMPOSICION MEDIA DE LAS MELAZAS

CONSTITUYENTES PORCENTAJE
AGUA 20
CONSTITUYENTES ORGANICOS :
SACARQSA 32
GLUCOSA I4
FRUCTOSA 16
RAFINOSA > 0.1

NO AZUCARES : MATERIALES 10

NITROGENADOS, ACIDOS LIBRES Y :

COMBINADOS, GOMAS SOLUBLES
CONSTITUYENTES INORGANICOS :

Si0, 0.5
K,Q 3.5
Ca0 15
MgO 0.1
P,0. 0.2
Na,0 0.2
Fe,0, 0.001-0.005
Residuos sulfatados 1.6
Cloruros 04

Tabla 1. Composicion media de las melazas

2.2.1. Teorias de formacion de las melazas

Existe una teorfa quimica descrita por Calles y Lopez 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 melacigenos, cuerpos que poseen [a propiedad de
aumentar la solubilidad de la sacarosa.  “Todas las sales, tanto organicas como
inorganicas, se combinan con la sacarosa para forr'lar cuerpos hidratados, teniendo
cada uno de estos cuerpos su propia solubilidad”

Se han realizado pruebas en las que se demostro que el potasio es una de las sales
que originan conbinaciones no cristalizables, deduciendo de ahi la farmacion de
sacarato de potasio.  También se ha demostrado que, como regla general, la
solubilidad del azdcar en la melaza es mayor en solucion alcalina.

En un estudio realizado por Geerligs se elabord una melaza artificial usando mezclas
de azuicar, miel pura y diversas sales como acetatos de potasio, carbonatos de sodio y
calcio, sales inargdnicas como cloruros, sulfatos y otras sales. De esta experiencia se
dedujo que la formacion de las melazas se debe al hecho de que tanto el azlcar
como fa glucosa y aquellos productos de descomposicion de fa ultima, tienden a
combinarse con las bases de 1as sales, actuando, hasta cierto punto como Acidos. !



Causas que favorecen {3 formacion de las melazas -

a) La presencia de no-azucares

b} La formacion de compuestos molecutares entre el azacar y las sales orgdnicas
¢} tnversidn de la sacarosa por [a accion de acidos

d} Un exceso de cal que actud sobre fa glucosa presente

e} Alta viscocidad de los jarabes resultantes

f} Una cristafizacion defectuosa

2.2.2, Produccién mercado mundial

Las mieles que se comerciatizan internacionalmente provienen en su mayoria de
mieles de cana de azdcar producidas en palses de escaso desarrollo, mientras que las
mieles de remolacha producidas en palses de mayor desarrallo se autoconsumen.

Las mieles que comdanmente se comerciatizan son las mieles finales, sin embargo,
durante los Vitimos afos se han desarrollado producciones de mieles ricas para fines
industriales,  La produccidon mundial se ha mostrado una tendencia a la alza,
principalmente desde 1980,

importacién-exportacion de azicar

... Inclyg azicar refinada y mascabado, N

1090 1891 1982 1993
Aflos

Fuenie: Anania e 100 de ios EUM.
Fracckones aaneeimiag 12.00 1 0y 1200 1201

Grafica 1. Importacién exportacion de azicar 1990-1993. Fuentes [14-17]
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Grdfica 2. Importacion exportacidn de migles incristalizables 1990-1993. Fuentes [14-17]

2.3. METODOS DE DETERMINACION DE SACARIDOS

A lo largo del tiempo, se han desarrollado diversos métodos para cuantificar la
cantidad de azicares presentes en 10s alimentos, mismos que van desde las
determinaciones de azlicares reductores totales y directos par métodos volumétricos,
hasta métodos sofisticados que emplean columnas cromatograficas y detectores
automatizados.

Esta necesidad ha sido principalmente alentada por la importancia econémica que
representa la determinacion de estos, aunqgue el interés cientifico también ha jugado
un papel decisivo.  Por gemplo, se determina el pago de la cana de azucar en
funcién de fa cantidad de sacarosa, el azicar refinado debe de tener una cantidad
minima de sacarosa, sequn normas, las melazas son clasificadas y vendidas en
diferentes precios de acuerdo a la conentracion de azticares, etc.

La industria azucarera ha adoptado, desde hace tiempo, la polarimetrla como medida
oficial para fa determinacion de sacarosa.  Pero este procedimiento, a pesar de ser
muy rdpido y practica tiene algunos inconvenientes, asf, se estan buscando meétados
mds exactos para la cuantificacion de fa sacarosa dado que una lectura incorrecta de
ésta representa pérdidas econdmicas cuantiosas.



CAPITLLD 2, MR TEdrice

Entre estas nuevas tecnologlas se encuentra fa polarimetria en la zona del infrarrojo y
la cromatogratia de liquidos en diversas modalidades; CLAR {Cromatografia de
liquidos de alta resolucion o HPLC por sus siglas en inglés), CGL. (cromatografia gas-
liquido), CIAR o CIAAR (Cromatografia idnica de intercambio anionico de alta
resolucion HPIC o HPAEC por sus siglas ertinglés) , IC/R (cromatografia de intercabio
cationico/indice e refraccion, CE/Rl, por sus siglas en nglés), y la CI/IDIPA
(Cromatograffa  de  intercambio  idnico/deteccion  integrada por  pulsos
amperométricos, IC/IPAD, por sus siglas en inglés), de las cuales se discutirdn, en
caplitulos posteriores la polarimetria y la CLAR.

2.4, IMPACTO AMBIENTAL

“En el siglo XIX cuando se dibujaba una fabrica echando humo era sindnimo de
progreso, tecnologla y un futuro promisorio.  Hoy dia es sabido que la revolucion
industrial ha traldo consigo aparte de éxito y progreso  contaminacion y destruccion
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 conodimiento se
ha Iuchadcla! thmr la modificacion de 1a tecnologla hacia procesos con un minimo de
impacto.”

Lo anterior es un punto imporiante en la busqueda de nuevos métodos de
cuantificacion de sacarosa, ya que la determinacion convencional -por polarimetria
involucra, de manera oficial, el uso de subacetato de piomo en la determinacién de
este carbohidrato en todas las etapas del proceso, desde la obtencion del jugo de
caina hasta el control de calidad del producto final en la compra-venta de azticar.

Otros métodos emplean en mayor 0 menor concentracion, diferentes reactivos que
tienen un fuerte impacto ambiental si No son tratados de forma adecuada, en adicion
a los costos mas elevados, ya sea por equipo requerido o por el tiempo que
representa su realizacion,

Se tiene conocimiento de que el uso de acetato de plomo causa pérdidas de sacarosa
durante el procedimiento analitico, pero 10 que ahora concierne es que estas sales
luego de ser usadas son desechadas a rios, campos y areas drcundantes y el plomo
es un metal toxico a la salud humana y animal, de alta residualidad y letalldad en
dosis bajas. "1

En respuesta, se estan haciendo estudios con otros productos defecantes como el
cloruro de bismuto, sales de aluminio, sales de zinc, sales estanosas, resinas ionicas y
agentes comerciales floculantes.  En este rubro la busqueda continta todavia,
buscando el mejor fioculante, mas barato, mas rapido y con menos impacto al
ambiente.

También, como se ha mencionado, existe la filosofla de evitar el uso de dlarificantes
durante los analisis, para lo cual se ha propuesto el uso de ia cromatografia de gases,
la de liquidos en diferentes modalidades y la tecnologla de alta longitud de onda por
polarimetrla infrarroja.
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2.5. EL ANALISIS CROMATOGRAFICO

En el renglon de la industria azucarera, es bien sabido que por mas de un siglo -
desde 1842-  se ha confiado en 1os métodos polarimétricos para conocer ¢l
contenido de sacarosa de la cana.  Sin embargo, ¢ desarrollo de los métodos
cromatograficos a través de 30 afos y especialmente enlos dltimos 10, han brindado
un camino para distinguir entre multiples componentes en las muestras. ¥4

La palabra cromatografla se deriva de los vocablos "khromatos”, que significa color y
“graphos” que significa escritura.  La cromatografia fué descubierta por el botdnico
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
desanoﬂadas diversas técnicas cromatograficas basadas en el principio de adsorcion
0 partncnan

La cromatografia es un método fisico de separacion 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 movil que pasa a través o a lo largo de la fase
estacionaria.[23][24]

Los sistemas cromatograficos incluyen sistemas de separacion e identificacion al
mismo tiempo y hacen posble la medicion de sacarosa y otros Compuestos
encontrados en las muestras, cualquiera que ésta sea (jugo de cana, melaza, vinazas,
azacar etc.).

Dentro de la cromatografla existen algunas subdivisiones dependiendo basicamente
del sistema utilizado para analizar y separar la muestra, es decir, de qué modo se
tiene que preparar la muestra para su andlisis.  De este modo, se tiene la
cromatografia de gases con sus diferentes sistemas de deteccion, la cromatografia de
liquidos con sus variantes, Ia cromatografia en capa fina, de intercambio ionico y de
filtracion en gel entre otras.

La cromatografia en papel y en capa fina estan consideradas como técnicas inferiores
en el andlisis de azUcares debido a su pobre eficacia en la separacion, tiempos largos
de andlisis y dificultades en la cuantificacion. La cromatografia de intercambio ionico
[Cll) ha conseguido excelentes separaciones, pero con tiempos largos de analisls y
temperaturas muy altas, La cromatograffa de filtracion en gel es particularmente atil
en la separacidn de polisacdridos de alto peso molecular sin necesidad de
hidrolizarios, pero la resolucion es limitada y los tiempos de andlisis largos. 4

A continuacion se describen las generalidades y diferencias de la cromatografla de
gases y de liquicos como las técnicas mds ampliamente utilizadas para el andlisis de
azdcares.



2.5.1. LA CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica analluca wsada para [a separacion,
dentificacion y medida de los componentes de una mezcla.  Como se ha
mencionado, se basa en la diferencia de veloddades de migracion de 1os
componentes de una mezcla, al ser arrastraros por un gas inerte a través de un who
relleno de un material adecuado.

Los métodos de identificacion y cuantificacion de carbohidratos por cromatografia de
gases se han desarroilado continuamente, principalmente para su uso analitico en
laboratorio; siendo la razon principal, que es necesaria una reaccion quimica para la
preparacion de la muestra.  AUn asl, 1a CG ha tenido aplicacion en la industria;
ejemplo de ello es que en Sudafrica se ha autorizado camo método oficial de andlisis
de cana de azacar y mieles finales. ’

El fundamento de la CG es la separacion de los componentes por medio de su
afinidad a un medio o fase estacionaria principalmente por su polaridad.  La fase
movil es un gas, y la estacionaria puede ser un llquido o un sdlido.  Cuando la fase
estacionaria es un liquido, el sistema se llama cromatografia gasdiquido; y el
mecanismo de separacion es por particion,  Cuando la fase estacionaria es un solido
el sistema es llamado cromatografla gas-sdlido y el mecanismo de separacion es por
adsorcion, 707! ’

Encuanto a la muestra a separar, ésta debe cumplir con ciertos requisitos, a saber
¢ Deben ser gases, o en su defecto

o Deben ser volatiles

o Sutemperatura de vaporizacion debe ser menor ala de su descomposicion, ¢}

El método de cromatografia de gases fué iniciado por los cientlficos ingleses A. T.
James y A. J. P. Martin en 1941, Comenzd a utlilizarse en laboratorios a partir de
1950 y la construccion de equipos comerciales se inicio en 1955,

El primer reporte de andlisis de carbohidratos por cromatografla de gases {CG)
aparece en la literatura en 1958 pero fue hasta la aplicacion de la técnica de [a
formacion de trimetil-silis derivados en los carbohidratos por Sweeley y colaboradores
[1963) cuando se inicid el rapido desarrollo en esta area, !

Puesto que los carbohidratos no son voldtiles se debe de recurir a una técnica
dternativa para poder ser analizados por esta técnica.  Es asf que se forman
derivados quimicos volatiles en los que han sido intercambiados los grupos hidroxilo
{OH) por grupos éster o éter.

Los derivados mas comunmente utilizados son los eteres trimetilsilanos  (TMS),
conocidos comunmente como trimetilsilil derivados, aunque se emplean también los
Icziselrivados de acetatos, las oximas, diferentes metil-derivados, acetatos de aldital, etc.
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Partes de un cromatdgrafo de gases

Como partes esenciales de un cromatografo de gases se cuentan
a) & gas de arrastre, encargado de hacer circular 1a muestra por el sistema

cromatografico y que generatmente se trata de N, Ar, H,, CO, 0 mezclas como
Ar/5% metano. Debe cumplir con varios requisitos, entre los cuales tenemos: Alta
pureza (cualquier impureza equivale & la presencia de una muestra adicional),
Sensibilidad  (Dado que el gas de arrastre fluye constantemente por el sistema,
producird una senal de fondo 1a cual influird sobre la sensibilidad del detector
usado); Velocidad (La velocidad del andlisis dependera de la velocidad de difusion
de los componentes de la mezcta en el gas de arastre).  Como condicion
adicional, éste debe ser inerte a la muestra en estudio ya que estd en contacto
constante con la muestra durante todo el andlisis.

b Sistema de muestreo, que nos permite introducir la muestra al sistema en forrma

adecuada evitando pérdidas.

¢) Columna cromatografica, que puede ser de acero, aluminio, vidrio o algun

polimero sintético y por su didametro puede ser empacada o capilar.  Su funcidn es
contener la fase estacionaria que efectua la separacion misma de la muestra.

d} Fase estacionaria, también conocida como fase liquida, es la encargada de

hacer la separacion de los componentes. Puede ser muy variada, desde los
paliésteres a las gomas de silicon, pasando por fos derivados de silicones polares.
Las mejores separaciones de monosacdridos se obtienen con fases polares; sin
embargo, no pueden aplicarse a disacaridos por la limitacion de la temperatura,
en cuyo caso la fase estacionaria mas usada es la de sllicon polar OV-17.  El
soporte de la fase cromatogrdfica puede ser muy variado, pero se emplean
Chromosorb Gy W.

e) Detector, encargado de registrar los fendmenos ocurridos en la columna.  Existe

fi

una gran variedad de detectores como el de conductividad térmica o universal,
ionizacion de flama y captura de electrones por mencionar algunos

Graficador, tiene la funcion de dar una sefial gréfica proporcional a la respuesta
del detector.  Actualmente los graficadores han sido sustitulcdos por modernos
sistemas computarizados de mayor rapidez, exactitud y que almacenan la
informacion al mismo tiempo.

La sefal grafica del detector es muy similar en todos los equipos de cromatografia, y
la informacion que brinda se explica a continuacion :
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Figura 4. Senal grafica de un andlisis cromatogréfico.

Linea base - La Iinea dibujada por el registrador en ausencia de muestra

tm - Tiempo muerto, es el tiempo de elucion o retencion del aire a temperatura y
flujo constante.  Se usa para calcular el tiempo de retencion carregido.

tr - Tiempo de retencion, es el tiempo que tarda en eluir un componente a flujo y
presién constantes, desde el punto de inyeccidn hasta el pico de la sefal.

Vm- Volumen del gas de arrastre necesario para arrastrar el aire en la linea, es igual
al volumen de aire desde el punto de inyeccidn hasta el méaximo de la senal.

tr - Tiempo de retencidn corregido, es la distancia entre tr del aire y tr del
componente.

Wh - Ancho de [a base, es la distancia en tre las interseccidnes de las tangentes a los
puntos de infleccidn con la linea base,

h - Altura del pico, la distancia perpendicular desde la linea base y la maxima
infleccion del pico.

2.5.2, CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos de alta resolucidn [CLAR) es una técnica desarrollada

recientemente, pero su aplicacion en la industria azucarera fue aceptada hasta 1979
P 129 - :

para determinacion de sacarosa. Esta técnica evoluciond de la cromatografia de

llquidos que requerla tiempos de andlisis muy largos, hasta lograr, a mediados de los

sesentas, separaciones comparadas a las logradas en cromatégrafos de gases.

Las vltimas caracteristicas de los sistemas de CLAR incluyen bombas de alta presion
capaces de proveer solvente (fase movit 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 separacidn debido a interacciones
especificas entre las moléculas de la fase estacionaria y el eluyente, es decir, se realiza
la particion de cada uno de los componentes de una mezcla entre fas dos fases.  Si
los componentes de una mezcla presentan diferencias en sus coeficientes de
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particion, cada uno de elios se distnbuire y desplazn}rgﬁ?(:k::n velocidades distintas 3 to
largo de la columna, 1o cual permitird su separacion '

Una de las grandes ventajas de esta 1écnica es que las muestras requieren de una
minima preparacion antes de ser analizadas, a pesar de que, mientras mds compleja
sea la muestra mds complejo serd el tratamiento.  De existir, protelnas y grasas
deben ser retiradas de la muestra para evitar danos en la columinga.  Para remover
estas impurezas menos polares es comin el uso de mircolumnas como las Waters
Sep-Pak Cyq 0 equivalente, en fas que lipidos y protelnas son retenidas, en tanto que
los azticares pasan libremente. ™

Partes de un cromatografo de liquidos

Las partes que integran un CLAR son muy similares a aquellas en CG:

a) Fase movil o eluyente que depende en general del tipo de andlisis, para €l caso
de aziicares se utilizan mezclas de acetonitrilo/agua aumentando la proporcion de
agua a medida que es mayor ¢l peso molecular de los azticares.

b Columnas cromatogrdficas, cuyo desarrollo en el caso de el andlisis de azacares
ha sido espectacular.  En el perloda anterior a 1970 se utilizaban columnas
Sephadex, con baja resolucion y grandes tiempos, luego de la introduccion de las
columnas de filtracion sobre gel se acortaron los tiempos y se mejord Ia resolucion.
Con columnas de intercambio ionico se separaron mezclas de monosacaridos
entre 144 b, Aestas siguieron las hoy utilizadas columnas de sliice con 5y 10 mm
con fases polares ligadas como grupos amino.

) Detector, puesto que los carbohidratos no poseen grupos cromoforos o
fluoréforos no se facilita la deteccion por U.V-Vis o por fluorescencia.  La mayorla
de los carbohidratos absorben en la regién del U.V. cercano, 180-220 nm, pero a
estas longitudes de onda se tienen interferencias de muchos otros componentes,
por o que se requiere de solventes de una pureza muy alta, siendo asl, descartado
como método de rutina.

El detector por Indice de refraccién con mucho el mas utilizado en el andlisis de
alimentos, es inespecifico, sensible a la temperatura y afectado por la composicion
del solvente, detido alo cual no se pueden realizar andlisis con gradientes.

d) Graffcadores, cominmente sustituidos por software en computadoras, registran
y cuantifican las sefales arrojadas por los detectores.

El desarralio en la quimica de las columnas y en la tecnologla de los detectores
promete grandes avances; actualmente, la tecnologla de punta en el andlisis de
carbohidratos incluye columnas de intercambio anidnico y detectores por pulsos
amperométricos, con lo cual fa CLAR es mads cercana a la CG.
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2.5.3. CLAR. Vs C.G,

Como sucede muy comunmente, no existe 1éenica que sea la ideal” o perfecta,
siempre existe algun factor que interviene haciéndola mds © menos adecuada.
Dado lo anterior, se enlistan a continuacion una serie de razones por la cual se
consicera mejor una u otra técnica para la determinacion de sacarosa :

La CLAR es particularmente Ut y rapida cuando se trata de muestras con matrices
simples, y resulta de gran utifidad en grandes volumenes de andlisis, el
pretratamiento de la muestra es minimo y senales sencillas son obtenidas para cada
carbohidrato P #1%1: en contraparte la CG requiere pretratamientos para la muestra
que, en particular en el caso de los carbohidratos son mds complejos {recordar la
derivatizacion simplemente) y, a causa de ello, los costos de andlisis son mds
elevados, a pesar de que alqunos autores demuestran que en algunos casos es
posible evitar algunos pasos ' P2,

La sensibilidad de los detectores empleados en la CG es muy superior, 1a resolucion
es mayor comparada con la CLAR, que presenta el inconveniente de sabreestimar el
contenido de fructosa por cerca del 10% debido a que ciertos componentes eluyen
al mismo tiempo.  Otro punto a sefalar son los tiempos de andlisis, que en la CG son
mds largos, por las temperaturas usadas alqunas muestras se ven afectadas, estos
aspectos son mejorados en la CLAR, 21221 125152331

2.6, ANALISIS POLARIMETRICO

Con el inicio de la produccion industrial de aziicar, inmediatamente surgieron las
primeras investigaciones en instrumentacion para la medicién de la calidad del
azucar, la efectividad de cada uno delos pasos del proceso y la evaluacion def azdcar
final por propositos de pago.

En los inicios, el contenido de azucar era determinado por la medicién de la
densdidad flsica con la ayuda de un hidrdmetra.  La primera escala de azUcar usada
para la polarimetria data de esta época.  Una solucion de azucar con una densidad
de 1,100 g/cm3 correspondla a una cantidad pesada de 26 g de sacarosa pura en
100 mL de agua, y fué declarada en ese entonces como 100 grados de azdcar (5°).

E! primer polarimetro prdctico fué construldo aproximadamente en 1870 por los
fundadores de la casa comercial Schmidt & Haensch. Tiempo después, cuando se
descubrio que el cuarzo y el azicar comparten las mismas propledades opticas, se
construyd un polarimetro visual con cuna de cuarzo. !

Es asl que por mds de una centuria, la industria manufacturera y refinadora del
azucar ha usado la polarimetrla como técnica oficlal en la determinacion de sacarosa.

16
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La polarimetria s rapida, con una alta repetibilidad y, como se ha mencionado, es
una medida indirecta @ el cambio en la rotacon de la luz comrelacionado con la
cantidad de sustancia optica en la muestra’, en otras palabras, fa fectura del
polarimetro [POL) representa la rotacion neta de la luz que pasa por la muestra y es Ja
suma algebraica de 1as rotaciones de todos los compuestos presentes. [21]

Es bien conocida 1a situacion en la que otros compuestos presentes en 1a solucion
posean también actividad optica (como la glucosa, fructosa, etanol, dcido lactico)
dado lo cual lalectura de sacarosa es erronea, en mayor grado mientras mds impura
sea la muestra.  La reproducibilidad y rapidez de la polarimetria provoctd que la
exactitud pasara como término secundario, lo cual provocd la “pérdida” de medicion
real de millones de toneladas de azdcar. '

Teniendo en mente lo anterior, se han desarrollado  diferentes técnicas para
determinar la cantidad de sacarosa preserte, de la forma mds confiable y
representativa. En los productos impuros que contienen otras sustancias
polarizantes como rafinosa, fructosa, aminodcidos etc., 1a determinacion de sacarosa
utilizando s6lo un polarimetro requiere de métados de muttiple polarizacion, entre los
que el método de Clerget es un ejemplo particular. ™.

En el caso de que el producto no contenga rafinosa, se hacen dos polarizaciones :
una directa y la otra después de una hidrolisis. £l contenicdo de sacarosa se deduce
del camblo de polarizacién debido a la hidrdlisis, dando por hecho que las impurezas
polarizantes no son afecadas por los reactivos hidrolizantes y que se comportan de
manera idéntica en amhas mediciones.

En cualquiera de los casos, €l riesqo de error siempre estd presente ya que en el caso
de la hidrdlisis muchos compuestos diferentes a la sacarosa pueden ser hidrolizados y
debido a que a la lectura contribuyen todos los compuestos dpticamente activos, Ias
correciones  por cambios en la temperatura son necesariamente incienas,
recomendandase ciue, si es posible, todas las polarizaciones se efectuen a 20°C para
evitar correcciones.*!

2.6.1, POLARIMETRIA CONVENCIONAL Y EN INFRARROJO CERCANO

Polarimetrla

El fundamento de la polarimetrfa es 1a cuantificacion de una sustancia determinada
que posea actividad optica.  Como se ha mencionado, existen ciertas sustancias que
tienen la capacidad de rotar un haz de Iu2 polarizada en un plano, y esta propiedad
es proporcional a la cantidad de la sustancia presente, es decir, a mayor cantidad de
sustancia mayor sera la rotaclon del haz de luz inicial.

Un polarfmetro mide fa rotracion de una muestra en grados angulares y esta
constutuido por las siguentes partes:
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Fuente de luz, que generalmente s una ldmpara de haldgeno gue emite una
longitud de onda de 589.44 nm jlinea amaritta del sodio) y para el polarimetro
infrarrojo a una longitud de onda de 882.60 nm (infrarrojo cercano)

Prisma polarizador, ¢l cual polariza el haz dv luz proveniente de fa fuente en un
solo plano, que se dice es determinado por el vector eléctrico

Tubo de polarizacidn, que contiene en solucion fa muestra bajo estudio.

Prisma analizador, gracias al cual se determing los grados que ha rotado el haz de
luz original

El principio basico de funcionamiento s 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 flegar a atro prisma
de la misma naturaleza que el prisma analizador.

Si los ejes de los prismas son paraleles, se observa el campo de tuz totalmente
iluminado, y si no son paralelos se observa el campo totaimente obscuro.
Normalmente se busca que el campo de fuz sea lotalmente obscuro.  Si ahora se
introduce una sustancia opticamente activa se altera el plano de polatizacion de la iuz
y algo de luz pasard a través del prisma analizador.  Rotando ef prisma analizador
unos grados a la izquierda a a la derecha se tendra nuevamente el campo totaimente
abscuro.

El angulo descrito (o) para lograr esto es igual a los grados que la sustancia
apticamente activa ha rotado la luz polarizada.  Este dngulo a es flamado rotacion
observada.

Existen ahora dos tipos de polarimetros cuya diferencia radica en la longitud de onda
empleada para realizar la lectura, a saber @ El polarimetro tradicional {polarimetio
universal 0 UNV) que trabaja a A=589.44 nm, y el reciente polarimetro infrarrgjo
[palarimetro infrarrojo cercano o NIR) que trabaja a A=882.60 nm. Este ultimo fué
Creado como una alternativa para evitar el uso de dlarificantes conio el subacetato de
plomo en los andlisis.

Dado que este ultimo estd en su fase inicial de venta a los consumidores potenciales
{laboratorios analiticos de los ingenios azucareros), en este estudio se comparard su
operatividad con respecto al tradicional y a un cromatégrafo de liquidos. En el
siguiente capitulo se presenta la metodologfa sequida para lograr esta comparacion.

Antes de iniciar con {a metodologfa, se considera necesario mencionar [0 siguiente:

Cuando el polarimetro es utilizado como sacarimetro y es calibrado con cuarzos
certificados, el valor mostrado por los equipos es valido para tubos de polarizacién de
200 mm mientras no se especifique otra convencion para el euipo.

Las unidades mds comunes en la medicion de sacarosa por polarimetria son los
grados $ 0 °S, que son las unidades internacionales de la escala de medicion de
azucar {por sus siglasen ingés “ISS’) y corresponden a una proporcion especlfica de
porciento en peso de sacarosa en una cantidad determinada de muestra.
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Por convencidn', 100°8 equivalen a una solucian 26% de sacarosa [26ge/100 m.
agua destilada).  En la sesidn de 1986 del comite interacional para la unificacion de
métados de analisis de azicar [por sus siglas en ingldés ICUMSA’] se decidio adoptar
una nueva escala internacional para medicidn de azacar, puesta en marcha a partir
del 1° de julio de 1988 y que adopta la denominacion de °Z para distinguirla de 12
escala antigua.

Este cambio fue necesario para realizar experimentos en una soluddn normal de
sacarosa en el Physikalisch-Technische Bundesanstalt (Alemania) y en el Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologla {por sus siglas en inglés “NIST’), donde se
llevaron acabo mediciones de rotacién dptica con 10s equipos més avanzados
obteniendose una rotacidn de 40.777° para una sclucidn normal de sacarosa
usando, al vacfo, la linea verde del mercurio '™ Hq (A=546.2271 nm) medida a
20.000°C en una celda de polarizacion de 200 mm, en lugar del valor anterior de
40.765°

De este modo y con esta redefinicion, toda la informacion generada en °S debe ser
cambiada a °Z y, para tal motivo, cualquier valor abtenido con la escata anterior debe
ser multiplicado por un factor de 0,99971 o, disminuido en 0.029% para cumplir con
la nueva disposicion.

' Al principlo, la concentracion de azdcar se determinaba midiendo la densidad fisica con ayuda de un
hidrémetro o densimetro. La primera escala Introducida en la polarimewfa par Venizke data de esa época. A
una soluclén de azacar con una densidad de 1,100 9,3 corresponde a una cantidad de 26 g de sacarosd
pura en 100 mt de agua, y fueron declarados como 100 °§

1
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen de las muestras :

0s azucares utilizados se obtuvieron de tendas de autoservicio de fa Cd. de
México. Las melazas usadas fueron obtenidas del ingenio Bt Carmen, Veraciuz,
siendo conservadas durante ¢ estudio a una temperatura de 4°C.

De un punto de vista general, el desarrollo del estudio se puede explicar como sigue:

» Verificacion de fa linearidad de tos polarimetros y calibracion de las celdas.

o Calibracidn del cromatdgrafo de ilquidos de alta resolucion (CLAR).

« Comparacidn entre los métados de clarificacion y capacidad de los polarimetros
para feer soluciones coloridas. {polarimetros).

o Andlisis de las melazas ; Polanmétrico, cromatografico y por espectroscopla de
absorcion atdmica.

A continuacion se describe cada una de las etapas mencionadas antericrmente :
3.2 Calibracion de los instrumentos
» Verificacion de la linearidad de los polarimetros. Calibracion de las

ceidas.
Material y equipo

Polarimetros Schmidt Haensch Universal A=589.44 nm
Infrarrojo A=882.60 nm

Tubos de polarizacion de 200, 100y
50 mm
Sacarosa grado RA.

Procedimiento

Se revisa €l correcto funcionamiento de los polarimetros con sus carrespondientes
cuarzos, colocando éstos en el compartimiento de lectura y comparando fa lectura
obtenida can la repartada 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 ohjeto de abservar la existencia de actividad 6ptica propia de 10s vidrios,

Para verificar el intervalo de linearidad bajo el cual operan los instrumentos, se realizd

una curva de calibracion desde 0 a 150°2 usando sacarosa RA. 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 aplicd {a siguiente ecuacion

P, =P, [1+0.0003(t - 20)

Fig.5 Ecuacion de Pal, en funcidn de la temperatura !

Las soluciones de sacarosa fueron preparadas de acuerdo a la relacion 100 °Z =
2633y e ¥ de acuerdo a la relacion mostrada mas adelante. Posteriormente
fueron filtradas usando filtros Whatman N° 42 y, finalmente, se colocaron en tubos
de polarizacidn de 200mm ajustando 1a temperatura a 20 °C y tomando lecturas por
cuadruplicado.

Grados Z g de Sacarosa  Aforo final

RA.
0 0.00 100
0.05 0.013 100
0.1 0.026 100
0.5 0.13 100
1.0 0.26 50
5.0 1.3 50
10 2.6 25
20 5.2 25
40 10.4 25
60 15.6 25
70 18.2 25
80 20.8 25
90 234 25
100 26 25
150 39 25

Tabia 2. Curva de calibracion para los polarimetros.

¢ Calibracién del cromatégrafo de liquidos de alta resolucién.
Material y equipo

Cromatdgrafo de liquicos de alta resolucion Perkin
Elmer

Bomba binaria modelo 200 Perkin Elmer

Interfase serie 900 Perkin Eimer

Detector de Indice de refraccion Perkin Eimer
Estédndares de Glurosa, Fructosa y Sacarosa grado RA.
Acetonitrilo grado HPLC

Agua desionizada

Bario ultrasénico

Filtros 0.2 mm y cartuchos sep-pack para HPLC
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Procedimiento :

La calibracidn consiste en fa preparacion de estandares de cada uno de los azdcares
a detectar para asl indicar al cromatografo los tiempos de retencion y drea bayjo fa
curva para concentraciones especificas para, de este medo, poder obtener resultados
con mayor rapidez.

Los estanclares de fructosa, ghicosa y sacarosa fueton elaborados en concentraciones
1, 5y 10% {°/,) firadas & wavés de membranos de 0.12 mm de diametro ¢
inyectadas en el CLAR de acuerdo a las siguientes:

Condiciones experimentales para CLAR

Columna Altech Versapack 200 mm
Sllica Aminobonded

Fase mavil Acetonitrilo:Agua 75:25

Flujo de fa fase movil |2 ml/min

Detector Indice de refraccion

Volumen de 20mL

inyeccion

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

3,3 Comparacion entre métodos de clarificacidon y capacidad de los
polarimetros de lectura en soluciones coloridas

Material y equipo

Polarimetria ;
Tubos de Pol 1200 mm, 100 mmy 50
mm
Temperatura |20 °C
Cromatografia:

Las mismas condiciones y equipo mencionados anteriormente,

Clarificacion
Acetato de plomo basico RA. | Qxalato de potasio anhidro
Triclorurg de aluminio RA. Celite
Hidroxido de calcio Tierra de diatomeas
Alcohol etllico 96°GL Filtros Whatman N°s 2y 42
Embudos de filtracion rdpida

2



CANTULD 3. MATERIALES Y MFTOROS

Los datos obtenidos de esta comparacion son tratados estadisticamente mediante
andlisis de varianza [AANOVA del cual, se muestra un ejempolo en el anexo 2.

Procedimiento -

Clarificaclon con acetato de plomo

Con objeto de observar el comportamiento de {os polarimetros ante soluciones de
diferente coloracidon, se prepararon soluciones IN (267100 mL) de azicar blanca,
morena y moscabado.  Antes de flevar a (2 marca de aforo se afadié solucidn
saturada de acetato de plomo en exceso @an pequeno como fue posible, eliminando
éste con oxalato de potasio anhidro.  Se filrd con papel Whatman N° 2 y 42,
empleando tierra de diatomeas como filtro ayuda.  Se determiné 1a lectura directa en
los polarimetros y su correspondiente lectura en ef CLAR,

Adicionalmente, se realizé la determinacion 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 dcido clorhidrico. Se realiza la lectura del invertido con el objeta de
verificar la eficacia del acetato de plomo en fa eliminacidn de polimeros como las
dextranas. Mientras mas cercanas sean las lectura obtenidas por este método y por
una polarizacion directa, mejor serd ala accidn del agente clarificante.

Lectura directa : Se preparan 100 mi. de una solucidn normal del azucar a analizar,
se filtra con un papel filtro Whatman # 40 con objeto de eliminar las impurezas
gruesas. Se coloca la solucion en el tubo de polarizacion y se realiza (a lectura de °Z
en ambos polarimetros.

Lectura del invertido : Se pesa la cantidad adecuada de la muestra de azucar para
preparar 100 mL de una solucidn normal, se afiade 1 mi de solucion de acetato de
plomo neutro para clarificar, o la cantidad suficiente para que fa solucion quede
clara.

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

Se toman dos porciones de 50 mL. del filtrado y se colocan en matraces de {00 mL.
A la primera porddn, se le anaden 2.315g de NaCl y se afora al volumen. La
temperatura deberéd ser 20°C.

La segunda porcion se hidroliza usando 10 mL de HCl ¢, Y Se mantiene por |3

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 azicar
corrigiendo [a lectura al peso narmal de 1a solucion, de acuerdo a la siguiente
ecuiacion

- 0007 - )
" = 13256 - 0.0794(13 - ¢) - 0.53(1 - 20)

Figura 6. Ecuacidn de Jackson y Glils para calcular azucar por bidrdlisis {36/

en donde Py P’son las lecturas de la muestra y el hidrolizado respectivamente, € es
la lectura de sdlidos totales por refractometrla. (no la lectura de °Z del instrumento) y
tes la temperatura a la que se realiza la lectura.

Cada andlisis de la muestra se realizé por duplicado como minimo, y 13 lectura en los
instrumentos se realizd por cuadruplicado, mostridndose mds adelante, el promedio
de las lecturas.

La cantidad de azucar en las muestras se compara <on el resultado obtenido por
CLAR. Este dato se uso como referencia para el contenido de azicar, ya que es una
de las técnicas mAs precisas vy, por consiguiente, fué la base de comparacion para
ambos polarimetros.

Clarificacion con alcohol etflico

Como es bien sabido, el etanol tiene cierta actividad optica.  Por esta razon se
decidid estudiar la respuesta de los polarimetros ante distintas cantidades de etanol
manteniendo constante fa concentracion de sacarosa.  Se prepard una serie de 10
frascos de acuerda a la siguiente tabla :

Solucion “stock” de sacarosa RA. 100 °Z (26g/100 ml)

mL “stock” de mL de etano!  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 alcono! etliico en la lectura de azicar en los
polarimetros.

De este estudio se obtuvo la proporcion de etanol/agua que altere en la menor
proporciodn ia fectura real,
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Teniendo coma fundamente el hecho de que ¢ eranol posee  la capacidad de
precipitar matenial con un peso molecular mayar a 10,000 daltons, se utilizd como
agente clarificante P’

De este modo se elaboraron soluciones 2N del azdcar a analizar, se tomo una
allcuota de 10 mL y se aford a 50 mi. con EtOH al 96%. Se deja reposar y se filtra
usando tiltro Whatman N°2.  El filtrado es analizado en los instrumentos de fa
manera descrita realizando la correccion al peso normal de la muestra.

Clarificacion con AlCl; /CaOH 2:1

Se ponen a peso constante los reactivos RA., s¢ muele finamente el AlCI, y se mezcla
perfectamente con el CaOH.  Se anaden las sales floculantes {aprox. 2-3g) a las
soluciones | N de azucar hasta obtener un filtrado clarn, se lleva a la marca del aforo
y se procede despuds a fa filtracion coma ya se ha mencionado.

3.4 Analisis de las melazas.

Procedimiento :

Para el andlisis de las melazas se procedio a realizar una dilucion 1:1, de 1a cual se
prepararon soluciones IN {26g/100mL) previamente darificadas de la misma forma
que los azucares usando acetato de plomo, etanol y tricloruro de aluminio/hidroxido
de calcio procurando mantener fas mismas condiciones de temperatura,

Para el andlisis por CLAR, la muestra fué filtrada adicicnalmente con cartuchos sep-

pack con objeto de eliminar lipidos y proteinas que podrian quedar atrapados en la
columina y restarle vida utll.
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3.5. Analisis por espectrofotometria de absorcion atémica

Material y equipo :

Espectrofotometro de absorcion atomica Varian modelo | Micropipetas de Ty 5 mL
SpectrAA 400
Lamparas de Fe, Cu, Ph, Cd, Acdido perclorico
concentrado
Acelileno Acido nltrico concentrado
Qxido nitraso Agua desionizada.

Digestion de la muestra via h meda

La digestion consiste en la destruccidn de la materia organica por accion de los
4cidos nitrico y percidrico,  Esta se aplico a dos muestras de diferente concentracion
y por ello se usaron diferentes condiciones para cada una. 8

La preparacion de las muestras inicia con la realizacidn de las diluciones pertinentes,
normalmente se preparan muestras muy concentradas para poder realizar lecturas a
niveles “traza”.  Se agrega acido nftrico y percldrico sometiendo la muestra a bafo de
arena a temperatura constante:,

Las condiciones se muestran a continuacion :

Muestra 1 Melaza 1:1 a Muestra 2 -

260/100 mL Melaza 1:1
Muestra, mL 5 5
HNO,, 2 3
HCO, | 2 3
Temperatura, °C{ 90 90
Tiempo. h 48 48

Segunda etapa
HNO,, 1 2
HCO,, | 2
Temperatura, °C{ 90 90
Tiempo, h 24 24

Tahla 4, Mineralizacién de la materla argdnica por via himeda, condiciones para recipiente ablerto
Como condicién, las muestras a introdudirse en ef espectrofotémetro de absorcmn
atémica (EAA) deben ser incoloras, ya que la presencia materia organica colorida’
puede interferir en fa lectura (se forman compiejos organometalicos que provocan
lecturas erroneas).

Como método alternativo se empled la mineralizacion de la materia organica por via
seca, que se describe a continuacion:

? La absorcidn de fondo {en Inglés “background absorption”| que es una Interferencio, surge det hecho de que no
todos los materlaies de la matriz del analito son atomizados al 10096, Las formas no disociadas de materiales
matriciales pueden tener bandas de absorcién muy anchas y confundirse con la del anaiito, ademds de que
particulas finas en a flama pueden dispersar la iuz a una longitud de onda mas amplia.  Esto origina errores en
las lecturas.  Sin embargo, la presencia de color no indica necesariamente materia organica, pues algunos
metales pueden producir ciertas tonalidades,
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Se pesa una cantidad del homogencizado de ky muestra colocdndose en una capsula
de porcelana y se seca & la estufa a 110-160°C durante 4 horas. Una vez Seca la
muestra, se coloca en 1a muflay se eleva la temperatura gradualmente hasta alcanzar
los 450°C manteniéndola hasta cenizas blancas que se enfrfan en el desecador. Este
método no es aplicable para la determinacion de metales o metaloides voldtiles como
mercurio o arsénico entre Otros.

Método de destruccion de la materia organica

Procedimiento:

Se toma una cantidad homogeneizada de la muestra, se coloca en una capsula de
porcelana o crisol y se coloca en la eswfa a 110°C por 24 hrs para su secado.
Posteriormente, se calcina con un mechero hasta obtener cenizas negras y ausencia
de humo. Se termina la calcinacion en la mufla a 450 °C hasta la obtencidn de
cenizas blancas.[39]

Las cenizas obtenidas de este modo son disueltas en 4cido nltrico at 1 a 2% (/) v,
finalmente, son filtradas con fibra de vidrio Whatman GF/A.

Las condiciones de trabajo del equipo de EAA son las siquientes ;

Fe Cu Cd Ca Pb
Corriente, mA 5mA 5mA 4 mA 5mA
Combustible Acetileno  Acetileno  Acetileno Acetileno
Soporte Aire Aire Aire Aire
Estequiometria Oxidante  Oxidante  Oxidante Oxidante
long. de onda|372nm 3247 nm 2288nm 217 nm
nm
Abertura “stit’, nm {0.2 nm 0.5 nm 0.5 nm 0.5nm
Flujo aire
Flujo acetileno

Tabla 5. Condiciones de trabajo para espectrofotometria de absorcion atomica.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, Calibracion de instrumentos.

su correcto funcionamiento.  Como se menciond en el capiulo anterior, UNV es

Se muestran los resultados de la calibracion de los instrumentos, como senal de
el polarfmetro universal y NIR es el de infrarrojo cercano.

* Z Tedrico Lectura UNV ' Lectura NIR
0 0 0
0.05 0.035 0
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. Resultados de |2 calibracién de los polarimetros.
Andlisis de regresion lineal
a ) r
NIR 0.01 0.9920 0.9999911
UNV -0.0145 0.9939 0.9999898

Tabla 7, Andlisis de linearidad de 1a lectura de los polarimetros,
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Linearidad de los polarimetros Schmidt
intervalo de iineardagd 0-0.5 °Z
Grados Z
0.6 ; T
4 .
0.5 !
os 1 T o
0.3 T
0.2 . T
0.1 )
o - ""_'T‘“ [ R S S e S
o 002 004 0.06 008 01 612 014 016 018 0.2
g. de azlcar
—o- t- -
UNV NIR TEORICO

6.22

Fig. 3, lustracién de 1a lineandad de los polarimetros en e! intervaic 0.0- 0.5 °2.°

" Como se puade apreciar en fa @bla 6.0, los valores obtenidos en ambos polarimeros son Muy Cercanos, Por io que en la grafica parecen estar cobrepuesios
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Intervaio de linearidad 0.5 - 5.0 °Z

s
—e- —i

S
TONIR “* TECRCC

Fig 35 Uustacion de la linearidad de log poiarimetros en el intervaio 0.5 - 5.0 °Z.
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40

20

Linearidad de los polarimetros
intervalo de hineandad 5.0 - 50.0 °Z

Grados Z

(3 23 33 432 53 6.3 7.3 83 43 16.2 113 123
q. ge azacar

J I e

= uny iR ~ TEORICO

Fig. 3~ liustracion de 12 lineandad de los polarimetros en et intervalo 5.0 - 50 °Z
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intervalo de finearidad 40 - 100 °Z
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Fig. 3, ilugtracion de la kneanidad de Jos polarimeros en e intervalo 40 - 100 °Z,
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Linearidad de los polarimetros
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Fig. 3 lustracion de la linearidad de los polarimetres en el intervale 100 - 150 °Z.



4.2. Pruebas con agentes clarificantes y lectura de soluciones coloridas

Tratamiento con acetato de plomo como agente clarificante
2UNV ZNIR g Azucar UNV g Ardicar NIR q Azicar por g de azdcar
Hidrdlisis por HPLC
';é‘f;(;;‘(’oal;‘;;pm 92.63 92.45 24.095 24.035 3173 2591
refractometsia
24.2666 9/100 mi.
Al Y X 4 378 5
501.322'1332‘5"50, 98.05 98.09 25.496 25500 . {32.51 25.56
refractometrla - 23 8
/100 mi.
’2’3"?”’““‘“““0' 97.29 97.16 25.295 25.260 34.45 25.65
hiddos torales por
refractometrfa :
23.666
Tabta 8. Resultados del analisis de azucares con PRACO
Tratamiento con Alcohol etllico como agente clarificante
Lectura directa, Lectura dei chrificado HPLC
Zunv | ZNR | gunw [ gMR 2UNV | ZNR ] gun [ aNR
T"’““"’"‘“‘“» 96.337 |96.15 125045 12500 [97.49 |97.40 2534 (2532 |26.2
emperaturd de
trabalo 17.5 °C
f“‘“"m’f“ﬂ- 96.69 196.61 [25.t4 12512 ]96.68 9641 25.135 }25.065
emperatura de
rabajo 17°C
Adcar 95.97 196.02 {2495 12497 9735 [97.07 (2531 }25.24 |25.33
moscabado.
Temperatura de
trabaje 17°C
Tabla 9. Resultados del andlisis de azicares con EtOH.
Tratamiento con AICI, como agente clarificante
Lectura directa, Lectura del clarificado HPLC
ZUNV] ZNR ] gUNV [ gNR JZUNV] ZNIR | gUNV | gNR
Awcar 199,69 [99.57 [25.92 12589 9890 {9842 (2571 2559 {25.88
Blanca
aicar 198.99 19894 [25.74 ]25.72 19885 |98.76 12570 125.68 ]25.997
morena
Azicar 9758 |98.71 [25.37 25.66 {97.53 [97.46 {2536 25.34
moscabado

Tabla 10. Resultados del analisis de azdcares con AlCI
* Indica que el polarimetro indicaba obstruccion, y Ia lectura nunca fue estable.
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Anadlisis de fas melazas de ingenio azucarero

trata- pol. Universal pol. Infrarrojo CLAR.
miento q de sacarosa g de sacarosa en gramos
Directo Clarif. Directo Clarif., Fru Glu Sac
EtOH 7.29 7.18 7.69 3.125 [1.737 118.09
AlCl, 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

Tabia 1) Resultado del andlisisc di sacatosa en nigles ncristatizables

Los cromatogramas mds representativos de andlisis de azdcar y melazas, asf como los
datos de la integracion se muestran en ef anexo 3.

4.3. Andlisis de melazas por espectrofotometria de absorcion atdmica

Elemento ppm {mg/L) Técnica

Hierro (Fe}  103.16 Via humeda
Plomo [Pb}  11.488 Via seca
Cobre (Cu}) 92 Via seca
Cadmio (Cd] 0 Via seca

Tabla 12. Resuttados de metaies en melazas por absorcion atomica

4.4, Discusion

Se puede observar que los polarimetros presentan un intervalo de linearidad muy
similar en el que, como es de esperar, a concentraciénes muy bajas fa respuesta no
es muy buena (esto es muy notorio en el NIR}.  Se puede observar que el polarimetro
infrarrgjo tiene una tendecia a observar valores ligeramente menores al universal.
Debe hacerse notar que el valor tedrico de azicar nunca fue alcanzado por los

instrumentos.

Ei cromatdgrafo de tiquidos presentd una buena resolucion entre fas senales de
fructosa, glucosa y sacarosa, la variabilidad entre una y otra inyeccion fue minima.
ta calibracion def instrumento no presentd ningun problema,

Después de redizar un analisis de varianza se pudo observar que no existe diferencia
significativa entre los polarimetros, no Importando el tipo de tratamiento aplicado.




Canriiiio . RESULYADOS 7 DISCUSIEN

LS muy importante resalar que el polarimetro mfrarrojo presentd en casi todas las
lecturas valores menores a los repartados en el polarimetro universal.

Se piensa quee este fendmeno puede deberse a fa diferencia en 1a longitud de onda,
es dedir, al aumentar esta es posible que una cantidad menor de motéculas

opticamente activas sean “atravesadas” por el haz de uz, provocando que la lectura
sea menor,

En todos los casos, el cromatdgrafa de liquicos wvo a lectura mds alta, y fue la pauta
para la comparacion del instrumento mas cercano al valor tedrico.  Tomando este
criterio estrictamente el polarimetro universal fue el que mejor se acercd al dato real.
Nuevamente se subraya que, estadisticamente, no hay diferencia significativa entre
los dos polarimetros en la lectura de sacarosa.

En el rengldn de tectura de soluciones coloridas, fue obvio que el polarimetro
universal no es capaz de realizar lecturas a liquidos obscuros.  Para ello requiere de
una celda de menor longitud conforme la intensidad de la solucion se incrementa.
En el caso extremo, las melazas, no existe celda suficente, se requieren realizar
diversas difuciones a fin de lograr 1a lectura. {Sin olvidar el paso de la dlarificacion)

Et polarimetro infrarrojo (NIR) realiza la fectura de estas soluciones de una manera
mas rapida sin mermar ta exactitud de ia medicion.

La determinacion de azdcar por el método de Jacksony Gills {hidrolisis de la muestra)
muestra que el acetato de plomo neutro no es un agente eficaz para eliminar los
polimeros de glucosa, {como las dextranas) que estan presentes aun en el azicar. {Se
incrementan al disminuir la pureza del azdcar, blanca, morena y moscabado)

En to que respecta a los tratamientos con agentes clarificantes, se demuestra
mediante el andlisis de varianza que existe una diferencia significativa entre los
tratamientos que emplean acetato de plomo y tricloruro de aluminio/hidréxido de
calcio 2:1. Esto se debe a que comparalivamente, en el tratamiento con acetato de
plomo se obtienen, en promedio, las lecturas mds bajas de sacarosa y con el
AlCly/(Ca0H); las lecturas mds altas [y las mds similares a aquellas obtenidas en el
CLAR).

La diferencia también indica que con la mezcla AlCI;/[Ca0OH), se obtiene la mejor
clarificacion, sin embargo, es necesario juzgar otro criterio : EI tiempo de filtracidn.
En una escala comparativa, el darificante que mds tiempo requiere para filtrar es el
AlCl/{Ca0OH), sequido del acetato de plomo y finalmente. el etanol es el mas rapido.

Este criterio practico es uno de 10s mas importantes puesto que las determinaciones
de sacarosa en los ingenios deben de realizarse en €l menaor tiempo posible.



CAPTULG 4. RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento usando etanol como agente clarficante tiene una ventaja mds, a
saber, permite 1a separacion de las dextranas de una forma limpia, que pudiera
representar, mas adelante, el uso de este nuevo subproducio en la industria de (os
aditivos alimentarios donde tiene gran aplicacion

Sobre el empleo del etanal, existen algunos inconvenientes tales como st volatilidad;
se detectaron variaciones en las lecturas debido a la evaporacidn y subsecuente
concentracion de la muestra. - Esto obliga a trabajar rapidamente y a la temperatura
ambiente o menor de ser posible, con lo que se hace necesaria la correccion de 1as
lecturas asl obtenidas.

En segunda instancia y, como se menciono anteriormente, el etanol es una molécuia
opticamente activa, influyendo asl, 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 realizo la busqueda de metales
pesados que pudieran ocasionar problemas, ya sea de toxicidad o durante la
fermentacion.  El cadmio estad 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 & desgaste del equipo {tuberfas, tanques...etc.) empleados
para el proceso. Si se aplica el criterio de la dilucion y no se considera un problema
grave, pero sl debe tomarse en cuenta.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES.

5.1. Conciusiones.

Anmbos instrumentos, el polarimetro universal y el infrarrojo muestran un
excelente intervalo de linearidad desde 0 hasta 150 °Z.

. Ambos instrumentos  observaron valores por debajo del valor tedrico, aun

trabajando a 20°C.  Se observa que el NIR tiene valores mids cercanos al tedrico en
el intervalo 0-10 °Z, en el resio muestra valores ligeramente inferiores  at
polarfmetro UNV, del cual se puede decir que fue el que presentd (0s valores mds
cercanos al tedrico en el intervalo 10 - 150 2.

3. En general, el polarimetro NIR presenta valores ligeramente menores que el UNV.

4. Estadisticamente, no existe diferencia significativa entre las lecturas obtenidas por

(521

el polarfmetro universal y el infrarrajo.

. La presencia de partlculas suspendidas en las soluciones a ser analizadas en los

polarimetros afecta la lectura siendo todavia mas notorio en soluciones muy
coloridas.

. Estadisticamente existe una diferencia significativa entre el uso de acetato de

plomo [datos mas lejanos al valor real) y la mezda AICI;/CajOH), (valores de
sacarosa mads altos), no asl entre 105 clarificantes anteriores comparado con el
etanol.

. EI tratamiento con plomo no elimina eficientemente las dextranas, que se hacen

presentes en el momento de la hidrélisis de la muestra “clarificada’.

. Bl tratamiento con etano! elimina en gran proporcion ias dextranas, € inclusive

disminuye la coloracion, por lo que facilita fa lectura de la muestra.

. El etanol debe usarse a determinadas concentraciones para minimizar en lo

posibie su influencia sobre 1a lectura del polarimetro ya que posee cierta actividad
oOptica. Para usarse etanol al 96% como agente clarificante se deberd usar en una
proporcién aproximada de 45% del volumen a aforar, a fin de lograr 1a menor
interferencia posible.  Adicionalmente, se pueden usar filtros de poro grande en
la filtracion sin peligro de gue pasen particulas en suspension.

10.La mejor velocidad de filtracion se obtiene usando etanol y la mas lenta usando la

mezcla AlCI;/Ca(OH),.

11.Los niveles de metales pesados en las mefazais no representan peligro tomando en

cuenta que, en el empleo de éstas en las diferentes industrias que Ja requieren, las
diluyen.
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¢ RECOMEMDACIONES

CAmT B, LONCUISIONT

5.2. Recomendaciones

En cuanto a Jos instrumentos !

£l uso del polarimetro infrarrojo para (a fectura de soluciones altamente cotoridas,
pera sin ninguna particula en suspension que altere fa lectura.  El polarimetro
universal puede ser usado para muestras menos coloridas y, al igual que el
anterior, sin particulas en suspension.

Las membranas de (ftracion como alternativa & [a aplicacion de  agentes
clarificantes en soluciones que no tengan una gran cantidad de sedimento que
pudiera tapar los poros de la membrand.

£En cuanto a los tratamientos ;

Es necesario en el caso del etanol establecer factores de correccion de acuerdo o
la cantidad usada, por o que se recomienda realizar estudios més especificos
sobre effo.

Por cuestiones practicas, la filracion y lecturas de las soluciones ast clarificadas
debera ser lo mas rapido posible con objeto de disminuir la evaporacion.  Del
mismo moda se recomienda trabajar a temperatura ambiente {si es menor a 20°C)
o enfiiar ef alcohof con ef mismo objetivo.

£n la determinacidn de elementos por absorcidn atdmica se recomienda el uso de
la via seca mientras los elementos no sean volatiles (As, Mo, Hg) en estos casos se
recomienda Ia vla hiimeda, e incluso la digetion via himeda usando microondas
en un recipiente cerrado.

Se recomienda estudiar la posibilidad de extraccidn de dextranas como una
alternativa de uso de sub-productos, y buscar una aplicacion adecuada.
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ANEXG

ANEXC 1.

Composicion promedio de mieles incristalizables de caha de
azucar,

Componentes

Otros carbohldratos

Gomas solubles, xilosa, arabinosa elc,
Almiddn

jnositol

Fitina

- manitol

Acido urdnico

Metoxil

Cenlzas [Carbonatadas)

Bases

Acidos

Acidos nltrogenados

Protelna cruda

Aminoacidos

24 Acidos presentes de los cuales ;
Alanina

g-aminobutlrico

Acido aspartico

Acido glutamico

Glicina

Leucina

Licina

Promedio Indlcativo expresado
en % en melazas

0.72
0.20
0.18
0.50
.80
0.60
Promedio Intervalo de %
indicativo de cenizas
expresado en %
en melazas
4.80 30-50
1.20 7-15
0.98 2-14
0.10 0.3:0.9
0.12 04-2.5
1.80 727
1.80 12-20
0.60 1-10
060 -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
}.02-1.04
0.06-0.07
0,03.0.05
0.05-0.07
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AMEXT

'
i

Continuacion, Anexo 1, Composicion de ...

Acldos nitrogenados... cont
Serina
Treonina
Valina

Acidos niicieicos basicos
Guanina
Hipoxantina

5-metilcitasing
Xantina

Acidos no notrogenados
Aconitrico

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

1-6

Rango en % en melazas

Cltrico
Mélico
Mesaconico 1-2.5
Succlnico
Esteroles, ceras ...

|-Tricontanol
Fitosterol
Stigmasterot

Pigmentos
Clorofila
Taninos
Antocianinas

Vitaminas mg por g de melazas
Biotina xR 13
Colina B 80
Acido fdlico  [complejoB] 0.30.4
Niacina JcomplejoB) 17-30
Acido {complejo B) 20-60
pantoténico  ___ .
Riboffavina B, ... 2:3
Piridoxina B -7
Tiamina B 406-1.0
Fuente : [20) |
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ANEXO 7

Anexo 2

Ejemplo del analisis estadistico realizado a tratamientos e
instrumentos.

Tabla de andlisis de varianza para agentes clarificantes-instrumentos, azdicar blanca.

NIR UNIV CIAR SUMAS MEDIA
b 24.035 24.094 25.91 74,035 24.6796667
Al 25.89 25.92 25.88 77.69 25.8966667
EtOH 25 25,045 26.2 76.245 25415
SUMAS 74,925 75.05% 7799 221,914
MEDIA 24975 250196667} 25.9966667) 25.3304444
FV. S.C. Gl M Fexp Ftab Descis
A 2.25380669 2} 1.12690344 3.761955 6.94 |RECHAZO
B 2,00032689 2| 1.00016344 | 3.33865737 6.94 [RECHAZO
AB
ERR 119821044 4] 0.29955261
10T 5.45234422 8

Ho = No existe diferencia entre instrumentos

H1 = Existe diferencia entre tratamientes

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

stimadores sobre el valor mds cercano am
ratamiento med@a d
b 24.6796667 | -0.65077778
tOH 254151 0.08455556
| 25.8966667 | 0.56622222
nstrumentos
IR 24,975 ] -0.35544444
NV 25.0196667 | 0.31077778
PLC 259966667 | 0.66622222
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ANEXO 2

Prueba de rango para identificar diferencias significativas entre tratamientos e
instrumentos.

Nivel de confianza a=0.95
Prueba de rango multiple ae Duncan

Decisidn
Py - Et 0.73533333 igudles
Ph - A 12171  diferentes
Et-Al 0.48160667 iguales

UNV-NIR | 0.04466667 iquates
NIR-CLAR | 1.02166667 diterentes

UNV -« 0.977 iguales
CIAR

Tratamientos

e 2 3

1o 3.927 4.013
fp 1.0247890) 1.04723155

instrumentos

P 2 3
R 3.927 4013
Rp 0.99458161 101636262
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..... ANEXO 3

Anexo 3
Ejemplos mas representativos de los cromatogramas
obtenidos

Azucar Morena  Processed: 11-01-1994 14:31:22 segment 1, eyele 1
AREA PERCENT REPORT
11-01-1994 14:31:33  Version 5.1

! Sample Name: Azucar morena Data file AAAZMO |
I Date : 11-01-1994 15:16:06 Method A:MELAZA !
! Interfase: 16 Cycle#: 1 Operator HCG Channcl#: | Vial#: N.A, |
I Starting Peak Width: 10 Thershold: 50 Area Threshold: 5000 |
L e e e e e e . — 1
Starting delay: 2.00

Pk. Ret Peak Area B Pcak  Normalized Arca/
No. Time Arca % L Ht, % Helght

Total Area: 44025184 Area reject: 5000 one per 1.000 scc.

EXTERNAL STANDARD TABLE

Pk. Ret  Peak Concentration Normalized Ref
No._Time Name_ _in% _ _ cone _ _Area Height Peak
1 10.750 Sacarosa 24.7574 100,00 44025184 892169 1

L

PD+ ATH COM
Fructo
Glucos;
Sacaro ::,:5 10.75
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Melaza #3 AICIY processed: 10199 14631:22 segment 1, eyele 1

EXTERNAL STANDARD TADLE
12- l)ﬁ 1994 13’\9 22 Version 5. 1

{

! Sample Name: Melaza #3 etanol Data fite Aimetae?
Date : 12-05-1994 13:15:36 Method AIMELAZA |
huertaac 16 Cycle#: 7 Operator HCG Chaunel#: 1 Vial#: N.A. |
Smrtmg Peak Width: 10 "Thershold: 50 Area Threshold: 5000 |

btnrtmg delay: 200

Pk. Ret  Peak Concentrmion Normalized Ref
No. fime Name _ in% _ __ conc _Aren Height Peak _
1 5.667 Fructosa 0.2908 13,375 514691 30023 |

2 6783 Glucosa 0.1374 63183 221514 10214 2

3 9883 Sancarosa 1.7461 80306 3104945 3104945 3

Total Amount: 2.1743  Area reject: 5000 ane per 1000 see.

PD+ ATH COM
Fructo — 56
Glucos 6.7
Sacaro, - 98
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ANEXQ 3

Melaza #3 Ftano) processed: 11-01-1994 14:31:22 segment 1, cycle 1
EXTERNAL STANDARD TABLE
12051994 13:39:22  Version 5.1

ittt . |
Samyle Name: Melaza #3 ctanol Data file Aumelae7
Date : 12-05-1994 13:15:36 Method AMELAZA |
Interfase: 16 Cycle#: 7 Operator HCG Channel#: | Vial#: N.A. |
I Sturting Peak Width: 10 Thershold: 50 Area Threshold: 5000 |
| e e e e e e e e o e e o o e e e
Starting defay: 2.00
Pk, Rel  Peak Concentration Normalized Ref
No. Time Nome % _ _ _eonc _Area Height Peak
1 5667 Fructosa 0.2908 13.375 514691 30023 1
2 6783 Glucoss 01374 63183 221514 10214 2
3 9,883 Sacarosa 1.7461 80306 3104945 3104945 3

Total Amount: 21743 Arca reject: 3000 one per LOGO see.

PD+ ATH COM
e vt
Fruct
Tucto] 6
Glucos 6.7
Sacaro) 08
50
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