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GLOSARIO

AGUA DE IMBIBICION: Es el agua que se coloca sobre el bagazo del pendltimo o
altimo molino, para la extraccion de jugo.

ALDEHIDO: Cada uno de los compuestos organicos que contienen el grupo
carbonilo (CO) y que responden a la formula general R—HCO donde R es un
atomo de hidrogeno (es el caso del metanal) o un radical hidrocarbonado alifatico
0 aromaético.

H—C—H R—C—H Q—C—H

o o o
AREA SUPERFICIAL: Area externa de la particula y también las paredes internas
de los poros, que tiene la capacidad para retener iones. A menor diametro de poro

mayor area superficial, por lo cual es mayor retencion.

BAGAZO: Residuo que se obtiene al moler la cafia en uno o mas molinos. En
general el término bagazo se refiere al residuo solido que sale del ultimo molino a
menos que se especifique otra cosa.

BAGACILLO: Fraccion fina de particulas que se han separado del bagazo.
BRIX: Porcentaje de soélidos disueltos en una solucién.

CACHAZA: (torta de los filtros) Material o residuo eliminado del proceso por
filtracion.

CETONA: Cada uno de los compuestos organicos que contienen el grupo
carbonilo (CO) y que responden a la formula general R—CO—R’, en la que Ry R’
representan radicales organicos

e gD OO O

O

DIFUSION: Fenémeno provocado por la existencia de gradientes de concentracion
gue favorecen el transporte hacia las zonas de menor concentracion de cada
especie. Afecta tanto a particulas cargadas como no cargadas. Las moléculas
tienden a moverse de forma aleatoria debido a que poseen energia cinética propia
a esto se le denomina difusion.



FIBRA: Materia seca insoluble en agua que contiene la cafia y el bagazo.

ELUCION: Transporte de una especie a través de una columna por adicion
continuada de una nueva fase movil (eluyente) donde los componentes de una
muestra se distribuyen en las fases movil y estacionaria, mientras avanza por ésta
altima.

ELUYENTE: La fase movil adicional que hace que la fase movil que contiene una
parte de la muestra avance por la columna.

FASE ESTACIONARIA: Material que permanece dentro de la columna
cromatografia durante la cromatografia y que retiene algin componente de la
muestra, posee una gran area superficial y puede ser un sélido o un liquido
dispuesto sobre un sélido que actia como soporte.

FASE MOVIL: Es un fluido que puede ser liquido, gas o fluido supercritico que se
usa como portador de la mezcla y que se hace pasar a través de la columna
cromatografica y la fase estacionaria.

FIBRA: Materia seca insoluble en agua que contiene la cafia y el bagazo.
MELADURA: Jugo de la cafia concentrado por evaporacion del agua.

MIEL: Liquido madre que se separa de una masa cocida por medios mecanicos.
Se denomina de acuerdo con la masa de donde se obtiene.

MIEL FINAL: Es el residuo liquido del cual no resulta econdémico extraer mas
azucar. Este producto también recibe el nombre de miel tercera o melaza.

MIEL VIRGEN: Jugo de cafia denso obtenido por concentracién previamente
clarificado y del que no se ha extraido ninguna forma de azlcar

PORO: Cavidades de la esfera con profundidad.
POROSIDAD: relacién del volumen interno de los poros y el de la particula.

POL: El término Pol es la abreviatura de la palabra polarizacion. Es la lectura en la
escala del polarimetro (°S). Sila muestra es una solucion de normal de azucar la
Pol es igual al porcentaje de sacarosa.

SEMILLA: Azucar pulverizada y seca que esta en suspension en un liquido inerte
usado para suministrar o crear un ndcleo de cristales para empezar una masa
cocida.

SOLIDOS INSOLUBLES (Suspendidos): Son sélidos presentes en el jugo u otro
liquido, los cuales se pueden remover por medios mecanicos.



INTRODUCCION

Los laboratorios de calibracion y ensayo deben velar por suministrar informacion
real, oportuna, precisa y confiable, siendo esto aun mas importante en los
laboratorios de control de calidad donde esta informacion es un indicativo tanto de
las condiciones del proceso como del producto terminado. Por ello, garantizar que
los métodos utilizados sean lo suficientemente fiables para producir un resultado,
se convierte en un problema critico inherente a cualquier tipo de analisis. [1,2]

Al ser la miel virgen de cafia un producto alterno en la produccion de azlcar y ser
otra fuente de ingreso rentable para el Ingenio Pichichi S.A. se plantea asi, para la
Division Gestion de Calidad, la necesidad de garantizar la confiabilidad de la
informacion que suministra a sus clientes internos como son Division Campo,
Division Cosecha, Divisibn Comercial, Departamento de Contabilidad y Fabrica al
igual que para sus clientes externos de producto terminado, mediante la
evaluacion de los métodos para la determinacién de sacarosa y de azlcares
totales como reductores en miel virgen de cafia, comparando los resultados
obtenidos por el método de cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC vy los
meétodos utilizados en el analisis de miel virgen de cafia método de Lane y Eynon
para la determinacion de azUcares totales como reductores, y en la determinacion
de sacarosa por el método polarimétrico y refractométrico, calculando Ila
correlacién respectiva para cada método.



1. JUSTIFICACION

Actualmente la Industria Azucarera mundial tiene el reto de ofrecer al mercado
productos diferentes a los convencionales que satisfagan sus necesidades y
otorguen un valor agregado, dependiendo cada vez menos del azlcar en su
presentacion granulada, que tiene pocas posibilidades de diferenciarse. Por esta
razén varios de los principales productores de azucar del mundo de acuerdo a sus
posibilidades y politicas gubernamentales internas, estdn generando valor a partir
de nuevos productos ya sean derivados directamente de la cafia o subproductos
de la produccion de azucar, tales como: melazas, azucar refinado, mieles
virgenes, alcohol, cogeneracion de energia a partir de bagazo, tableros
aglomerados, papel y solventes entre otros, logrando su consolidacion como una
de las industrias azucareras mas productivas del mundo. [3]

El Ingenio Pichichi S.A. productor de azucar blanco, blanco especial, crudo seco y
mieles finales, diversifica sus ingresos con la produccién de miel virgen, producto
derivado directamente de la cafia, que representa un ingreso rentable a partir del
afio 2005, generando una alternativa sostenible de crecimiento paralela a la
elaboracién de azucar de cafa.

La miel virgen de cafia producida por el Ingenio Pichichi S.A. se comercializa a
nivel nacional como materia prima en la elaboracion de licores y alcoholes
industriales entre otros, teniendo un uso similar a las mieles finales subproducto
de la elaboracion de azulcares, pero diferencidndose de ellas porque se obtienen
mejores rendimientos en los procesos, por su mayor contenido de sacarosa siendo
este contenido un factor determinante en su costo comercial, y por lo cual es
importante su cuantificacion.

De este modo el realizar la evaluacion de los métodos utilizados actualmente en
esta empresa para la determinacién de sacarosa y azucares reductores en miel
virgen de cafa, proporciona un alto grado de confianza y seguridad tanto de la
aplicabilidad de los métodos analiticos, como de la calidad de la informacién
suministrada a partir de ellos, al ser un indicativo de la caracteristicas de la miel
virgen de cafla como producto terminado sobre el cual se ejerce control, como
también un apoyo para optimizar las etapas de proceso.

Adicionalmente, con esta informacion se genera un balance de produccion mas
real debido a la precision de la cantidad de sacarosa que sale al final del proceso,
de donde se derivan los indices de gestion de la industria azucarera en el proceso
de produccién de azucares y mieles que se intercambian con otros ingenios [4],
contribuyendo asi con el mejoramiento del sistema de calidad del Ingenio Pichichi,
de acuerdo con los lineamientos establecidos en la NTC ISO 9001 versién 2000
en la cual el Ingenio se encuentra actualmente certificado.



OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la confiabilidad en cuanto a la precision de los métodos analiticos
utilizados para la determinacion de sacarosa por el método polarimétrico y
refractométrico y para la determinacion de azucares totales como reductores en
miel virgen de cafia comparando sus resultados con los obtenidos por el método
de cromatografia liquida de alta resolucion.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la precision de la determinacién del contenido de sacarosa en
miel virgen de cafia por el método refractométrico y polarimétrico.

e Evaluar la precision de la determinacién del contenido de azucares
totales como reductores en miel virgen de cafia por el método de Lane y
Eynon.

e Evaluar la precision de la determinacién del contenido de sacarosa
glucosa y fructosa en miel virgen de cafa por cromatografia liquida de
alta resolucion.

e Realizar los andlisis de datos calculando la correlacién lineal al
comparar los resultados las diferentes técnicas con los obtenidos por
cromatografia liquida de alta resolucion.



3. MARCO REFERENCIAL

3.1 MARCO HISTORICO
Una Tradicion hecha con ingenio

El Ingenio Pichichi S.A. ubicado en el municipio de Guacari carretera central
kilbmetro 5 al oriente de Sonso, distante en 70 kildmetros del municipio Cali, tuvo
como predecesora la antigua Hacienda Pichichi perteneciente al Doctor Antonio
San Clemente, adquirida por Don Modesto Cabal Galindo hombre de amplia vision
comercial representada en sus grandes extensiones de tierra y reconocida
trayectoria en el desarrollo de la industria azucarera, prueba de ello fue el trapiche
“Guacharacal”’ que cre6 y fundé en sus predios y la participacion en la fundacién
de el Ingenio Providencia del cual fue pionero.

Después de su muerte y continuando con la tradicion azucarera, Don Modesto
Cabal Madrifian dio inicio al Ingenio Pichichi S.A. protocolizandose su creacion
mediante firma de las escrituras el 1° de abril de 1941 en la notaria segunda de
Palmira, con un capital de $500.000 que en un 50% fue suscrito en el mismo acto
de la firma de la escritura, fijandose un valor de $100 por cada accion.

La empresa surgié como una sociedad agroindustrial. Durante estos 64 afios de
progreso el Ingenio Pichichi S.A., buscando ser competitivo en el mercado, ha ido
implementando nueva tecnologia en planta y equipos, logrando alcanzar una
molienda importante en el sector azucarero y que lo ha convertido en uno de los
ingenios de mayor trayectoria, tradicién y de mayor reconocimiento en la region y
en la industria azucarera del pais[5]. Es asi como durante estos ultimos 15 afios,
se ha dotado el laboratorio de aseguramiento de la Calidad con equipos con
tecnologia de punta para los analisis de materias primas, insumos y productos
que hacen parte de la industria azucarera, contando con sacarimetros
automaticos, espectrofotometros, refractdmetros digitales y el cromatografo liquido
de alta resolucion, que permiten una mayor exactitud en los analisis y programas
informaticos que permiten consultar los resultados via intranet en las demas
dependencias de fabrica con mayor rapidez y seguridad.

Asi mismo, a la par con su desarrollo tecnoldgico encaminados a el mejoramiento
continuo de la preservacion del medio ambiente, capacitacion y bienestar de todos
sus colaboradores de sus familias y de las comunidades vecinas de su area de
influencia, la empresa ha procurado trabajar por el desarrollo profesional y
humano de su gente, buscando siempre sus bienestar a través de programas
recreativos, culturales, educativos, de salud siguiendo a la vez politicas de
entendimiento, calidad, respeto y colaboracion en sus relaciones laborales.



3.1.1 Misién

El Ingenio Pichichi S.A., es una empresa orientada a la satisfaccion de sus
clientes, con calidad y confiabilidad, mediante la elaboracién y comercializacién de
productos derivados de la cafia de azucar, generando valor para los accionistas,
impulsando el desarrollo integral de sus colaboradores y contribuyendo a la
creacion y mantenimiento de un ambiente sano para la comunidad. [6]

3.1.2 Vision Ao 2012

Somos el complejo agroindustrial lider a nivel nacional en rentabilidad,
competitividad e innovacion, ofreciendo productos y servicios diferenciados que
generan reconocimiento y un solido posicionamiento en los mercados en donde
participamos. [6]

3.1.3 Politicas de Calidad

Asegurando Nuestra Calidad’

Con el fin de garantizar a sus clientes y proveedores productos de la mejor
calidad, bajo los mas altos estandares de higiene y seguridad, asi como una
mayor eficiencia y productividad en los procesos, el Ingenio Pichichi se ha
certificado en la produccién de azucares y mieles, que aseguran no solo la
calidad de sus productos, sino también el compromiso que ha adquirido con el
Pais.

Sello de calidad ICONTEC a nuestros azucares y mieles.
Certificacion de Aseguramiento de la Calidad ISO 9001 version 2000.
Certificacion del Sistema de Gestion ambiental ISO 14001 version 2004.

e Politicacon los clientes

Satisfacer las necesidades de nuestros clientes del mercado nacional e
internacional competitivamente, brindando productos y servicios con altos
estandares de calidad, manteniendo una alta productividad e innovacién para el
mejoramiento continuo de los procesos.

e Politicacon los proveedores

Buscar con nuestros proveedores de bienes y servicios el cumplimiento de las
especificaciones de los materiales e insumos, trabajando en equipo con una
excelente comunicacion y haciéndolo parte de nuestra gestion.



e Politica con la produccion

Garantizar la conformidad de las diferentes etapas del proceso, mediante el uso
de tecnologia adecuada, capacitacion y entrenamiento, equipos de medicién y
analisis, que optimicen las actividades de operaciéon y mantenimiento alcanzando
mejores niveles de seguridad y productividad.

e Politicacon la plantay equipos

Disponer de equipos de produccion e instalaciones y bodegas, acordes a las
necesidades y requerimientos de los clientes, que garanticen su confianza y
aceptacion, velando por el control y reduccién de los agentes contaminantes que
se deriven del proceso del producto.

e Politica con el Talento Humano

Identificar las necesidades de competitividad y bienestar del talento humano,
supliéndolas mediante la implementacibn de planes de capacitacion,
entrenamiento, formacion y desarrollo integral, aprovechando sus potencialidades
con el propésito de lograr incrementos en la productividad, calidad, sentido de
pertenencia, motivacion y excelencia humana para satisfaccion de nuestros
clientes.

3.1.4 Productos Fabricados en el Ingenio Pichichi S.A.®

Los productos que se fabrican estan Certificados por el Instituto de Normas
Técnicas Colombianas Icontec, que avalan la calidad de nuestros productos.

e AzlUcar Crudo NTC 607

Producto Natural sélido cristalizado obtenido de la cafia de azucar, constituido por
cristales sueltos de sacarosa cubiertos por una pelicula de miel.

* Presentacion: Saco de Polipropileno con bolsa interna de polietileno y a
granel.
* Capacidad Saco: 50 kilogramos



e Azucar Blanco NTC 611

Producto Natural cristalizado constituido esencialmente por sacarosa, obtenido
mediante procedimientos industriales apropiados y que no ha sido sometido a
proceso de refinacion.

* Presentacion: Saco de Papel de tres capas y empaquetado nacional.
* Capacidad Saco: 50 kilogramos y 2.5 kilogramos en sacos de 25
kilogramos.

e Azlcar Blanco Especial NTC 2085

Producto Natural sélido cristalizado constituido esencialmente por sacarosa,
obtenido mediante procedimientos industriales apropiados y que no ha sido
sometido a procesos de refinacion. Se diferencia del azucar blanco porque sus
requerimientos de calidad son mas exigentes.

. Presentacion: Saco de Polipropileno con bolsa interna de polietileno,
saco de papel de dos capas y paca de 200 sobres.

. Capacidad Saco: 50 Kilogramos, 2,5 kilogramos en sacos de 25
kilogramos y sobres de 5 gramos.

e Miel final o Melaza de Cafia NTC 587

Liguido denso y viscoso obtenido de la centrifugacion de la masa cocida final y del
cual no es posible recuperar, econémicamente mas sacarosa por los métodos
usuales.

. Presentacion: A Granel.



3.2. MARCO TEORICO

Los métodos utilizados en el andlisis de miel virgen de cafa, para la determinacion
de sacarosa se fundamentan en las propiedades épticas de la sacarosa.

El método polarimétrico, se basa en la propiedad que tiene la sacarosa en
solucion acuosa para rotar el plano de la luz polarizada (dextrorrotacion). El angulo
de rotacion de soluciones de sacarosa pura es proporcional a su concentracion,
con precision suficiente para servir como medida del contenido de sacarosa.

El método refractométrico, se basa en la propiedad 6ptica que tiene la sacarosa al
hidrolizarse para desviar el angulo de la radiacion incidente en la interfase de dos
medios de densidades diferentes, tomando como medio de referencia el aire, por
cambio en la velocidad de la radiacion (refraccion), que se mide con el indice de
refraccion y es especifico para sustancias puras y en soluciones acuosas puras.
En el andlisis de sacarosa, el indice de refraccién de soluciones acuosas de
sacarosa depende de la cantidad de material disuelto y puede desde luego servir
como medida del contenido de sacarosa presente [9,15].

Los dos métodos, son aplicables con gran exactitud a soluciones acuosas de
sacarosa pura, pero teniendo en cuenta que en el analisis de la miel virgen de
cafia no se eliminan las demas sustancias presentes de la matriz de la muestra y
que esta contiene especies Opticamente activas, las cuales influyen al igual que la
sacarosa en los valores de rotacion especifica y en el indice de refraccion, por lo
cual el resultado de estas medidas no es exactamente el reflejo del contenido de
sacarosa, pero son consideradas como una medida aproximada de su contenido
en estos productos en los que predomina su concentracion.

De igual forma, el andlisis de azlcares totales como reductores por el método de
Lane y Eynon, aprovecha la propiedad del poder reductor que tienen los azucares
para su cuantificacion.

+1 H +2 +3 QH 1

s -+ i 3 7 +

R-C, + 2Qu  + 40H R_C\x + Cu,0 + 2R0
L
O NAOH O

Cuprous Oxide
(red)

Fig. 1 Reaccion de oxidacion del grupo aldehido



La reaccion ocurre en medio basico fuerte, que requiere un estabilizador para el
i6n Cu*? que evite la formacién de Cu(OH); insoluble, como el tartrato con el cual
forma un compuesto de coordinacién de color azul.

Debido a que no se eliminan las deméas especies que contiene la matriz de la
muestra, algunas de estas pueden generar interferencias, tales como especies
inorganicas y moléculas con grupos aldehido en su estructura susceptibles a
oxidacion, al igual que otros azlUcares como cetosas que pueden sufrir efectos de
tautomerizacion por la alcalinidad del medio, afectando el resultado del contenido
real de azUcares reductores en la miel virgen de cafia [12].

Los métodos antes mencionados para la determinacion de sacarosa, y azucares
totales como reductores aunque no brindan exactitud en la determinacién del
contenido verdadero de estos azucares en la miel virgen de cafia, se considera
que proporcionan una medida aproximada de su concentracién, y son empleados
en el mercado para dar cumplimiento a los requisitos comerciales, segun lo
estipulado en el manual de métodos del la Comision Internacional para la
Uniformidad de métodos de Andlisis de Azucares (ICUMSA por sus siglas en
inglés) [11,12]

Contrario a esto, el método de determinacion del contenido de sacarosa, glucosa,
fructosa en miel virgen de cafia por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC
brinda una mayor exactitud en los resultados debido a que es especifico y
selectivo para estos azucares. Que tiene la propiedad de separacion de las
especies por exclusién por tamafio e intercambio catiénico.

La separacion tiene lugar cuando los azucares de bajo peso molecular como
sacarosa, glucosa y fructosa presentes en la muestra son transportados por la
fase movil hacia la columna y pueden entran en los poros de la resina (exclusion
por tamafio) y los grupos hidroxilos que conforman sus moléculas establecen
enlaces temporales con los iones de carga opuesta de la resina por intercambio
cationico, dando como consecuencia la elucion de las especies en tiempos
diferentes de acuerdo a la fuerza con que sean retenidas por la resina al ser
arrastradas por la fase movil de EDTA-calcico que pasa a presion por la columna,
regenerando los iones iniciales de calcio en la columna efectuando su separacion.

Las moléculas mas largas que no entran facilmente en los poros de la resina y las
gue no son retenidas se eluyen con mas rapidez, siendo detectadas por el cambio
en el indice de refraccion de la fase movil al salir de la columna, que genera una
sefal que es registrada para su cuantificacion [10].

Este método al ser mas exacto para la determinacion de sacarosa, glucosa y
fructosa que los anteriormente mencionados, contemplado en el libro de métodos
de ICUMSA, como un método oficial estandar utilizado por la industria azucarera
en el mundo, permite emplearse como parametro para evaluacion de la exactitud



de los métodos polarimétrico, refractométrico y de Lane y Eynon, por medio de la
correlacion de sus resultados.
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4. ASPECTOS GENERALES DE LA MIEL VIRGEN DE CANA

4.1. LA CANA DE AZUCAR?®

La cafia de azucar es una graminea tropical que pertenece a la misma familia
(Andropogoneae) que la del sorgo, el pasto Jonson y el maiz. La cafia de azUcar
gue se cultiva actualmente es un hibrido complejo de dos o mas de las cinco
especies del género Saccharum: S. Barberi jeswiet, S. officinarum L., S. robustum
Brandes & Jesw. ex Gras, S. Sinense Roxb. Y S. Spontaneum. Muchas formas de
estas especies se hibridizan originando un género muy diverso. Algunos
investigadores piensan que Saccharum se desarrollé en el area de Birmania,
China e India en el Asia Meridional. Saccharum spontaneum, S. Sinense y S.
Baberi, son tipicas de esta region; las formas relativamente jugosas de las dos
Ultimas especies han sido utilizadas en comienzos del cultivo y procesamiento de
la Cafia de Azucar en la China e India. Cuando las distintas formas se extendieron
a otras areas, se desarrolld S. robustum en las Islas del sureste de Indonesia,
posiblemente por cruzamiento de aquellas con Miscanthus, y evolucioné a S.
officinarum en el area de Nueva Guinea. Las amplias variaciones del tamario,
color y el aspecto son resultado de las diversas condiciones del terreno, del clima
y de los métodos de cultivo y seleccién local. Se acepta hoy en dia que S.
officinarum se desarroll6 mediante la seleccion practicada por los cazadores de
cabezas aborigenes; las formas con un alto contenido de fibra (S. robustum) se
utilizaban para construccion y las formas dulces, blandas y jugosas se producian
para masticarse.

11



4.2 SACAROSA

La sacarosa es un disacarido producido por la condensacion de la glucosa y la
fructosa y tiene la formula empirica C12H,2011 (peso molecular 342.30 g/mol) [20].
Se ha determinado que su estructura y configuracion estereoquimica son la de oc-
D-Glucopiranosil-B-D-fructofuranésido, cuya representacion espacial se muestra a
continuacion:

SACAROSA
glucoza fructoza

Fig. 3 Configuracion espacial de la molécula de sacarosa

La sacarosa cristaliza en solucion acuosa como compuesto anhidrido, en forma de
prismas transparentes del sistema monociclico que tienen una densidad de 1.5879
a 15 °C y muestran actividad Optica a lo largo de dos de sus tres ejes. La sacarosa
pura funde a 188°C. En solucién este azlcar es dextrégiro con una rotacion
especifica de [«]p?° +66.53° a una concentracién de 26 gramos en 100 mililitros de
agua. Es muy soluble en agua, como lo son casi todos los azucares; una solucién
saturada contiene el 67.09% en peso. La Sacarosa es so6lo ligeramente soluble en
metanol e insoluble en éter o cloroformo. Cuando se hidroliza, la sacarosa produce
cantidades equimolares de glucosa y fructosa, y la mezcla se conoce como azucar
invertida [20].

La sacarosa es el azucar de uso domestico e industrial y es el mas comun en el
reino vegetal. La sacarosa se encuentra en todas las partes de la planta de la
cafia de azucar donde se almacenan en las vacuolas de la célula, siendo mas
abundante en el tallo y menos abundante en las regiones que se encuentran en
crecimiento activo, especialmente en las porciones de las bandas del extremo del
tallo y las hojas enrolladas [23].
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4.3. LA GLUCOSA (DEXTROSA)

La glucosa es un monosacarido, tiene la formula CgH1206 (peso molecular 180.16
g/mol), Es una aldohexosa y su estructura recibe el nombre de D-glucopiranosa
porque al ciclarse forma un anillo de seis &tomos uno de ellos de oxigeno, puede
cristalizar en el agua tanto en la configuracion o, como en la  y estas dos formas
estan en equilibrio en solucién a temperaturas inferiores a 50°C, siendo la oc-D-
glucopiranosa la forma mas estable. La glucosa anhidra forma cristales romboides
que tienen un punto de fusion de 146 °C, tienen una densidad de 1.544; una
solucién al 26% tiene una densidad de 1.10643. ElI monohidrato, de la glucosa
CeH1206 * H20, produce un cristal monociclico esfenoidal, posee un extremo que
se disuelve con mucha mas rapidez que su forma anhidra. Funde a 83 °C. La
glucosa es menos soluble en agua que la sacarosa; aun a 30 °C, una solucién
saturada que contiene sélo un 57.6%. Es soluble en metanol e insoluble en éter.
Las moléculas de glucosa se condensan en diferentes maneras para formar
almiddn, dextrana y celulosa [23].

La glucosa se presenta en solucion en tres formas y todas pueden aparecer al
mismo tiempo. La forma de cadena libre tiene libre el grupo aldehido y reduce una
solucién alcalina de sales cupricas, dando positiva la prueba para azlcares
reductores. La forma de los anillos existe en las configuraciones o« y .

CH,OH
o OH 0}12 1,
RO OH 1 /%/
R
T
H=C-=CH
HO-—(_lI—-H ﬁ' D ﬂlucoplranosa
| (Forma de anillo) (Conﬂguramon espacial)
H—?‘DH L GEoH

CH,CH OH H H
D- glucosa H D

(Cadena abierta)
a—D glucoplranosa

Fig. 4 Configuracion lineal y espacial de la molécula de Glucosa
Las soluciones de glucosa muestran el mismo fenbmeno de mutarrotacién que la

mayoria de las soluciones de las hexosas y pentosas simples, es decir, que la
rotacion especifica cambia cuando la solucion gqueda en reposo por algun tiempo;
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una solucion recién preparada de oc-D-glucosa tiene una rotacion especifica de
[]p?® +112.2°, mientras que la B-D-glucosa es de [«]p?° +18.7°. Al establecerse el
equilibrio en presencia de aproximadamente 40% de la forma o« y 60% de la forma
B, la rotacién es de [x]p?® +52.7°, y este es el valor que se usa para la
determinacion de glucosa en soluciones puras en polarimetria [20].

La glucosa es metabdlicamente el azicar mas importante en las plantas y los
animales, y su amplia distribucion tanto en el reino vegetal como en el reino
animal esta indicada por sin6bnimos como el azucar de maiz, azlcar de uva y
azucar de la sangre. Solo en la proporcion de crecimiento activo en la planta el
contenido de la glucosa excede al de la sacarosa. Al comienzo de su cultivo el
contenido de glucosa del guarapo es alto y disminuye con la madurez [23].

4.4 FRUCTOSA

Llamada también azucar de frutas, la fructosa es mas dulce que la sacarosa y la
glucosa; de las tres es la menos abundante en la cafia. A semejanza de la glucosa
es mas abundante en las partes en crecimiento de la planta y menos abundante
en la parte inferior del tallo y las raices. La fructosa disminuye con la maduracion y
puede ser imposible de detectar en algunas variedades de alta pureza en la
madurez. Las moléculas de fructosa se polimerizan para formar levan e insulina un
producto de almacenamiento de ciertas plantas [23].

La férmula empirica de la fructosa es igual a la de la glucosa CgH1,06 (peso
molecular 180.16g/mol) los cristales ortorrombicos de la fructosa tiene una
densidad de 1.598 y una solucién al 26% en peso tiene una densidad de 1.1088.
Los cristales funden a 105 °C. La fructosa es muy soluble en agua y ligeramente
soluble en etanol. Una solucion saturada a 20 °C contiene un 78.94% de este
azucar. Al igual que la glucosa la fructosa es un azucar reductor, pero posee un
grupo cetona en lugar de aldehido con el oxigeno fijado en el carbono 2 en lugar
de estar en el carbono 1. Su designacion corriente de levulosa surgi6 de la
actividad levogira de sus soluciones; pero la designacion de este monosacarido es
la forma D y se encuentra al igual que la glucosa en forma «< y 3, en forma de
anillos tanto de cinco atomos uno de ellos de oxigeno, es diferente al de la
furanésica con un anillo de cuatro atomos que existe en la molécula de la
sacarosa. La mutarrotacion en soluciones acuosas es mas compleja que en el
caso de la glucosa, ya que se establece el equilibrio entre la estructura anular
furandsica y pirandsica, y también entre sus formas « y p. La levorrotacion
inicialmente elevada de [«]p® -132.2°, disminuye a [x]p®® —92.4°, siendo este
altimo el valor que se usa en la polarimetria de azucares [20].
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H
HOHC OH o o OH

0 i)
H QR H  OHY57%
H CH,CH CH,OH HO CH,0H
OH H \ o=0 / OH H
B-D- fructofuranosa HO = (lj I B-D-fructopiranosa
|
H=-C—OH .
HOHC CH,CH - CH OH
O / Hm-C-=0H \ o CH,
I
H  CHJ %% CH,OH H OHYay
H oH D-fructosa HO CH
CH H CH H

oD- fructofuranosa o-D-fructopiranosa

Fig. 5 Configuracion lineal y espacial de la molécula de Fructosa

4.5 INVERSION DE LA SACAROSA?,

La sacarosa se hidroliza con facilidad en soluciones &cidas a velocidades que
aumentan notablemente segun el aumento de la temperatura y disminucion del
pH, con liberacion de los monosacéridos constituyentes segun la reaccion:

Ci2H22011 + H)O = CeH1206 + CgH120s6
Sacarosa Glucosa Fructosa
[c]p?° +66.53° [c]p?® +52.7°  [oc]p®® -92.4°

A esta reaccion hidrolitica se aplica generalmente el nombre de inversién, ya que
produce un cambio en la actividad Optica dextrégira propia de la sacarosa a una
actividad neta levogira, equivalente a [«]p?° —39.7° de los productos de la reaccién.
La mezcla equimolar de glucosa y fructosa que se forma es conocida
generalmente como “azucar invertido” por extension de la terminologia que se
aplica a la reaccion de la Hidrdlisis. Ha sido un procedimiento comun la expresion
de los resultados de las determinaciones del poder reductor por meétodos
aplicables en igual proporcion a estos azucares.

4.6 AZUCARES REDUCTORES

Los carbohidratos son una clase amplia de aldehidos y cetonas polihidroxiladas o
sustancias que al hidrolizarse dan estos compuestos como productos Yy
comunmente se denominan azlcares. Los monosacaridos son carbohidratos que
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s6lo contienen una unidad polidroxialdehido o polihidroxicetona. Los di, tri o
polisacaridos contienen dos, tres 0 mas de cuatro unidades de monosacaridos
unidos respectivamente [24].

Los monosacaridos existen principalmente en forma ciclica, pero debido a que
estan en equilibrio con la forma de cadena abierta, el grupo carbonilo presente en
ellos podra dar positiva varias de las pruebas para el reconocimiento de aldehidos
y cetonas. Asi los carbohidratos pueden ser oxidados con facilidad para producir
los &cidos carboxilicos correspondientes, por ello, se denominan azucares
reductores (reductor porque el azucar reduce al agente oxidante) [20].

(o N Nl
N i i
& C—0OH C—0H
CH,0H H—CH i
Ho N HO®=H 0 Ho HO  HO

— H 0 — oH @ = OH
HO CH H OH . OH y OH
OH CH,OH CH,OH CH,OH

D-glucopiranosa D-glucosa I6n enolato Enol

(Forma abierta)

Fig. 6 Equilibrio del tautomerismo ceto-enol de la molécula de glucosa

Debido a la presencia del grupo carbonilo, los atomos de hidrogeno unidos al
carbono alfa de los compuestos carbonilicos muestran propiedades débilmente
acidas. La acidez de dichos hidrégenos es debida a la estabilizacion por
resonancia del anion (ion enolato) que resulta de la disociaciéon de un hidrogeno
alfa. La estructura contribuyente al hibrido en resonancia del ion enolato posee un
atomo de carbono con un par de electrones no compartidos y una carga negativa
[25].

Un anién con tales caracteristicas se le llama carbanién:

E)
0] 0] HOH
“ [ | ®
—cle—c—H —CH—C—H =—> —CH=C—H | +H
=
H © I I
Forma ceto

Fig. 7 Mecanismo de formacién del carbanion
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Si el protdn se adiciona nuevamente al carbono alfa (estructura I), se obtiene
nuevamente el compuesto carbonilico original o la forma ceto.

(0 @ O
o I I
—CH—C—H % —CH—C—H
(5 ~—r H |
I H Forma ceto

Fig. 8 Mecanismo de reconversién a la forma ceto

Sin embargo, si la adicién ocurre en el &tomo de oxigeno cargado negativamente
(estructura 1), se obtiene una forma estructural diferente a la forma ceto, llamada
forma endlica o simplemente enol

-0
.0 OH
9 H® |
—CH=C—H —CH=C—H
I H® Forma endlica

Fig. 9 Mecanismo de formacién del enol

Las sustancias que participan en un equilibrio de su forma ceto y endlica se dice
que son tautémeras, por el fendmeno que implica la interconversion espontanea
de los dos isbmeros.

Todas las aldosas son azUcares reductores porque contienen un grupo carbonilo
aldehidico, pero algunas cetosas son también azucares reductores como es el
caso de la fructosa, aun cuando no contiene un grupo aldehido. La reduccion
ocurre porque la fructosa se isomeriza con rapidez en solucion basica o acida
mediante una serie de corrimientos tautdmeros cetoendlicos cuyo resultado es la
conversion a una aldosa [25].

La forma endlica de la glucosa presenta la estereoquimica del C-2 tipica, en la
que el ibn enolato puede transformarse directo a una de las tres posibilidades de
compuestos hidroxicarbonilicos: D-glucosa, D-manosa y D-fructosa. De modo que,
si el carbonilo se forma en su C-2 si obtiene fructosa, si el carbonilo se forma con
el C-1 puede obtenerse glucosa o manosa porque el H* se puede ligar al lado
izquierdo o derecho del plano molecular sp? del i6n enolato [25]:
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H 0
.
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Ataque por
la derecha H——0H
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— - H—0oH  D-Glucosa
H—0H
CH,0H
H Q0
\Cf:f’f
BN HO ——H
G HO ——H
Il —= H——0H D-Manosa
C—OH | 4 ——0H
HO —— Atague por
—OH H\ /DH la izquierda CHZDH
——COH L~ : CH.OH
CH,OH - - iy M2
2 C " O H-oH C= ]
L = HO—— HO ——H ]
For,rlrja 1 oH H—— 0K D-Fructosa
enaolica ——0H H—— OH
CH,OH CH,OH

Fig. 10 Tautomerismo de la molecula de glucosa

La isomerizacion alcalina de la glucosa produce una mezcla en la cual estan
presentes glucosa, manosa y fructosa en equilibrio a través de un ién intermedio
inestable o enolato. Como se trata de un equilibrio, se obtiene siempre esta
mezcla final partiendo de cualquiera de estos tres monosacaridos [25]:.

Sin embargo, los disacaridos como la sacarosa que se encuentran unidos por el
carbono anomérico no son azucares reductores porque el grupo acetal no se
hidroliza en condiciones béasicas o &cidas, lo que no permite que ocurra el
equilibrio con su forma de cadena abierta y no se libere el grupo aldehido [24].

18



4.7 DESCRIPCION DEL PROCESO DE ELABORACION DE LA MIEL VIRGEN
DE CANA?®

En el ingenio el proceso productivo se origina con las labores de campo y cosecha
en donde se realiza la preparacion del terreno, etapa previa a la siembra de la
cafa. Una vez la planta madura a los 14 meses, las personas encargadas del area
de cosecha se disponen a cortarla y recogerla a través del alce mecénico y llevarla
en equipo de transporte adecuado hasta el patio de cafa en el Ingenio para su
transformacion finalizando con el despacho de la miel virgen. Estas labores estan
dirigidas por tres divisiones: Campo, Cosecha y Fabrica.

El proceso de elaboracion se divide en dos departamentos: molienda y
elaboracion.

4.7.1 Departamento de Molienda

En este departamento se recibe la cafia traida del campo y se le extrae el jugo. En
el se distinguen dos secciones:

e Patio de cana
e Molinos

e PATIO DE CANA

En esta seccidn se recibe la cafia traida del campo se pesa en las basculas. se
maneja prepara mediante picadoras para lograr obtener la mayor cantidad de jugo
en los molinos.

Esta seccion esta dividida en cuatro sistemas, asi:

Bascula de cafia

Gruas hilo patio de cafia
Mesas de cafia
Picadora

hrwpE
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®  Recepcion de materia prima

Tabla 1. Especificaciones de la cafia de azlcar

" RANGO DE
CARACTERISTICA UNIDAD CONTROL
BRIX % 15-22
RENDIMIENTO TEORICO % Minimo 8
GOMAS ppm Méaximo 400
EDAD meses 10-15
ANTIGUEDAD A LA BASCULA horas Maximo 50
MATERIA EXTRANA % Maximo 7

La cafia cosechada en el campo se transporta a la fabrica en tractomulas y trenes
caferos, estos se pesan en las basculas para obtener por diferencia el peso de la
cafia de entrada a la fabrica y se conduce al patio de cafia en donde se hace la
espera para el descargue a la mesacafia que posee el Ingenio. La cafia es
descargada mediante grias hilo a un transportador de cadenas denominado
mesacafa, donde se regula y acondiciona la forma como la cafia es alimentada a
las picadoras. El almacenaje o apronte se hace en vagones.

®  Preparacion de cafa

Para obtener una buena extraccion de jugo en los molinos la cafla debe ser
preparada adecuadamente mediante el quebramiento de la estructura dura y la
fractura de las células. Esto se hace por medio de un nivelador y dos picadoras
con cuchillas movidas por motor eléctrico, una picadora de cuchillas basculantes
movida por motor eléctrico y una picadora con martillos accionada por turbina que
opera con vapor vivo (210 psi) y el vapor de descarga se conoce como vapor
escape (15-18 psi), el cual es utilizado en elaboracion.

La eficiencia en la preparacién de la cafia se mide por el indice de preparacion, el
cual es una medida de la facilidad para extraer la sacarosa de la cafa.

El indice de preparacion de cafia debe estar entre 80 - 85% para una adecuada
operacion de las picadoras

e MOLINOS
En esta seccion se recibe la cafla que viene de las picadoras. La cafia es

transportada por medio de conductores hasta los molinos, donde se hace la
extraccion de jugo.
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Esta seccion esta dividida en tres sistemas, asi:

1. Conductores de molinos
2. Molinos
3. Sistema de jugos

u Molienda
* Molinos

En los molinos se hace la extraccién de jugo por la compresion de la cafa.
Estos son equipos compuestos generalmente por tres cilindros de gran
tamano, llamados “mazas”, con grabados o ranuras de diferentes formas
dispuestas en forma triangular y conocidas como:

Maza mayor o superior: Es la mas grande de todas y va en la parte
superior de las otras dos.

Maza cafiera: Es aquella sobre la cual pasa la cafa alimentada al
molino.

Maza bagacera: Es aquella sobre la cual pasa el bagazo que sale del
molino.

LARAGACEHRA
Fig. 11 Partes principales del molino

El molino descrito anteriormente es llamado unidad de molienda. En el ingenio se
tiene un tandem de 5 molinos. A este conjunto de molinos se le llama “tandem”
Se cuenta con tres molinos con capacidad para moler 5500 TCD (toneladas de
cafa dia) (#1, #2, #5) y dos molinos con capacidad para moler 4000 TCD (#3, #4).
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En el primer molino la cafia pierde del 70% al 80% de su peso en jugo,
denominado jugo desmenuzado. Sin embargo, para lograr una buena extracciéon
es necesario bafar la torta de bagazo con agua o jugo pobre en sacarosa. Esto se
hace al salir de cada molino para diluir la sacarosa que aun esta contenida en el
bagazo y asi aumentar la extraccién hasta alcanzar mas del 95% de la sacarosa
contenida en la cafa.

En el Ingenio se adiciona agua de imbibicidn caliente (77°C — 82°C) a la entrada
del quinto molino a una razon de 50 Ton/hora. (En los molinos anteriores al quinto
se usa el jugo de los molinos siguientes para la imbibicion).

El bagazo que sale del quinto molino tiene aproximadamente (45% - 50%) de
humedad y 2,8% de sacarosa. Este bagazo tiene actualmente las siguientes
aplicaciones:

Como combustible en las calderas.
El mas fino, llamado “bagacillo”, se emplea como ayuda para el proceso de
filtracion de la cachaza.

Ademas de estas aplicaciones, el bagazo puede ser utilizado para la fabricacién
de tableros aglomerados y ser utilizado como materia prima para la fabricacién de
pulpa de papel.

» Tabla 2. Variable de Control Bagazo : Sacarosa en bagazo, extraccion

REQUISITOS DE CONDICIONES DE
ENTRADA PROCESO

Extraer la maxima cantidad | Sacarosa en bagazo < 2.3 a 2.5

Cafa Preparada IP» 80 |de azucar de la cafia que | Extraccion» 95%

entra. Humedad del bagazo <50 a 51 %

REQUISITOS DE SALIDA

Para obtener una buena extraccion se debe mantener

Un buen colchdén en el conductor A.

Mantener el nivel de los chutes entre 30 y 50 % de carga.

Temperatura de imbibicion entre 85°C a 95 °C a la entrada del ultimo molino.
Mantener la presion hidraulica de los molinos entre 2500 a 3500 psi

®  Tamizado de jugo

Todo el jugo del tanque de maceracion del primer molino es tamizado en un filtro
llamado “Filtro tromell”, el cual consiste en un cilindro rotatorio inclinado que
posee una superficie cilindrica de metal perforado. El jugo mezclado se tamiza en
la superficie cilindrica, mientras que las particulas de fibra son obligadas a
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moverse por la superficie inclinada para ser descargadas de nuevo en el molino
#1. La extraccion de esta fibra mejora la capacidad de los clarificadores y produce
jugos mas claros y cachazas mas densas.

®  Pesaje de jugo

Una vez tamizado, el jugo mezclado se pesa y se muestrea continuamente para
efectuar el balance de materia diario con el fin de conocer la cantidad de sacarosa
que ingresa a la seccion de Elaboracion y poder calcular la eficiencia de la
recuperacion que se haga en esta.

Para esto usamos la siguiente ecuacion:
Ton cafia molida + Ton agua imbibicién = Ton jugo mezclado + Ton bagazo

El pesaje se realiza en un tanque provisto de cuatro celdas de presion, las cuales
obtienen el peso mediante la medicion de la presién hidrostética. Luego de pesado
el jugo se descarga a un tanque recibidor de donde se bombea al departamento
de Elaboracion.

4.7.2 Departamento de Elaboracion

En el departamento de elaboracion, al jugo proveniente de los molinos se le
realizan las siguientes operaciones:

Clarificacién de jugo
Evaporacion

Clarificacion de meladura
Evaporacion de meladura

®  Clarificacion de jugo

La clarificacion de jugo tiene como objetivo producir un precipitado de composicion
compleja que contiene sales insolubles de cal, albiumina coagulada, ceras, grasas
y gomas que contiene el jugo de cafa, ya que estas son precursoras de color y
turbiedad, ademas que disminuyen la eficiencia de la extraccion de sacarosa. Esta
remocién se lleva a cabo efectuando las siguientes operaciones: calentamiento
primario, sulfitacion, alcalinizacién, calentamiento secundario, clarificacion,
separaciéon de cachaza.
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= Calentamiento primario

El jugo mezclado procedente de la bascula con un pH de 5.2 a 5.5, se pasa a
través de dos calentadores de carcaza (coraza) y tubos, que operan en serie y
utilizan vapor de escape (5 — 7 psi) como medio de calentamiento.

En el calentamiento la temperatura del jugo se lleva de 30°C a 85°C, debido a que
a esta temperatura se minimizan los consumos de azufre y cal, porque la
velocidad de reaccion es mayor; ademas con el calentamiento a pH acido se
coagulan proteinas y albaminas.

B Sulfitacion

»  Tabla 3. Sulfitacién de jugo. Variable de control: pH

REQUISITOS DE REQUISITO DE SALIDA
ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO
Descenso de pH del jugo por la
Jugo mezclado absorcién de vapores de SO, |Jugo sulfitado variable
pH5.2-5.5 (anhidro sulfuroso) en una torre |pH 4.2 — 4.6
de sulfitacion)

La sulfitacion consiste en el descenso del pH del jugo mezclado por la absorcion
de SO, (Anhidrido Sulfuroso) gaseoso para conseguir los siguientes objetivos:

Retirar no-azucares y Sulfato de Calcio (CaSO,) por reacciones de
precipitacion. Ademas el CaSO, forma cristales gruesos que son una
excelente ayuda filtrante.

Reducir el i6n férrico a ferroso, lo que disminuye el efecto catalizador del
primero en las reacciones de oxidacion de azucares reductores y polifenoles
(taninos, hidroxilos fendlicos de la antiacina en la corteza y escaretina en la
fibra) que producen compuestos coloreados. Esto se logra con la adicién de
SO; en solucién &cida.

La adicion de SO, se realiza en una torre de absorcidn de seccion circular
construida en fundicion gris, en la cual el jugo y los vapores SO, fluyen en
contracorriente. El SO, se produce al quemar azufre pulverizado en un quemador
ubicado en la base de la torre; los gases son conducidos por una tuberia de acero.
El flujo de gases se propicia por medio de un extractor.

En la sulfitacion el pH del jugo desciende 0,4 a 0,7 unidades.
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B Alcalinizacién

» Tabla 4. Alcalizacién. Variable de Control: pH

REQUISITO DE CONDICIONES DEL REQUISITO DE SALIDA
ENTRADA PROCESO

Aumentar el pH por la adicion
de una lechada de cal para
disminuir la inversién. También
actia como floculante
formando principalmente
sulfato tricalcico

Jugo sulfitado pH: 4.2-4.6 Jugo encalado pH 6.7 —7.7

La alcalinizacion consiste en la adicion de lechada de cal al jugo, la lechada se
prepara con cal viva (CaO) que se diluye con agua, ademas se le adiciona azucar
para iniciar la formacién del Sacarato de Calcio y asi aumentar la solubilidad. La
lechada de cal se prepara a 12°Beaumé y luego es bombeada a la planta. Los
principales objetivos de la alcalinizacion o defecacién del jugo son:

Elevar el pH del jugo para disminuir la inversiéon de la Sacarosa. La inversion
de la Sacarosa es la descomposicion de Sacarosa en Glucosa (Dextrosa) y
Fructosa (Levulosa), que ocurre principalmente a pH acidos y bajas
temperaturas.

Eliminar sustancias precursoras de turbidez mediante reacciones que
producen sales poco solubles de Cal, tales como: Fosfato Tricalcico
(Caz(P0Oy),), Oxalato de calcio (CaC,P0O4) y Sulfato de Calcio (CaSO,).
También se forman hidréxidos ligeramente solubles como hidréxido férrico
(Fe(OH)3) e hidroxido de aluminio (Al(OH)3).

El fosfato que contiene el jugo de la cafia es uno de los factores mas importantes
para lograr una clarificacién eficiente, por tanto su contenido no debe ser menor de
300 ppm. Debido a que muchas veces la cafia no aporta estas cantidades, se
hace necesario adicionar fosfato soluble antes de la alcalinizacion. En el Ingenio
se adiciona Acido Fosférico (H3PO,) después del tamizado del jugo y antes del
pesaje del mismo.

El pH del jugo claro debe ser de 7.0 asi que en la alcalinizacién del jugo mezclado
caliente se debe alcanzar un pH entre 7.3 y 7.8. Deben evitarse los pH superiores
a 8.0 ya que esto produce un exceso de sales calcicas, las cuales ocasionan
descomposicion de azucares reductores y aumento del color.

El tiempo de contacto dado a la mezcla de jugo y cal en el tanque de alcalinizacion
oscila entre 10 y 15 minutos.

25



B Calentamiento Secundario

b Tabla 5. Calentamiento Secundario. Variable de Control : Temperatura.

REQUISITO DE
ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO REQUISITO DE SALIDA

Calentar el jugo para coagular albumina y
algunas grasas, ceras y gomas.

Jugo Encalado: Asegurar la eliminacion del aire disuelto por ) .

T°g42—46 °C evaporacion instantanea y disminucién de la Temperatura: 203-217° F
solubilidad, lo cual es esencial para la
precipitacion de las impurezas

El jugo alcalinizado se calienta hasta el punto de ebullicion (103°C) o un poco mas
alld para coagular la albumina y algunas de las grasas, ceras y gomas. El
precipitado que estas forman engloba tanto los solidos suspendidos como las
particulas mas finas. Ademas, el calentamiento tiene una gran importancia ya que
asegura la eliminacion de aire disuelto, por evaporacion instantanea y disminucién
de la solubilidad, lo cual es esencial para la sedimentacion de las impurezas.

El calentamiento secundario se lleva a cabo en dos intercambiadores de calor de
carcaza y tubos que operan en paralelo con los calentadores primarios utilizando
vapor gas, en los que se eleva la temperatura del jugo alcalinizado de 80°C a
103°C

B Clarificacion

» Tabla 6.Clarificacién jugo. Variable de Control: Color, turbiedad, pH, sélidos
insolubles, fosfatos.

REQUISITO DE

ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO REQUISITO DE SALIDA

JUGO CLARO:
Separar los lodos formados por las

reacciones con la cal, el SO, vy el Color «10.000 uma
_ lone » & S92 Y € Turbiedad  « 1600 uma.
Jugo encalado caliente | calentamiento  secundario  en pH 6.7—77

pH: 7.4 -7.8 sedimentadores continuos, para
aumentar la precipitacion de lodos
se usa ayuda de floculantes

solidos insolubles < 0.12%
Fosfatos <20 ppm
Cachaza: Buena consistencia.

La clarificacion es un proceso empleado para eliminar la maxima cantidad de
impurezas que posee el jugo, separando los lodos formados por las reacciones de
la cal, el SO, gaseoso y el calentamiento secundario en sedimentadores
continuos, para aumentar la precipitacion de lodos se utiliza como ayuda los
floculantes. Para efectuar la clarificacion se necesita de: cal, temperatura y
sedimentacion-decantacion.
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El precipitado formado en el jugo alcalinizado es de composicion compleja, tiene
una parte mas ligera y otra mas pesada que el jugo, y esta formado por los
productos de las reacciones con la cal, el SO, y el calentamiento secundario.

Para separar los lodos, denominados cachaza del jugo claro, se utilizan
sedimentadotes continuos llamados clarificadores. Debido a que el jugo
alcalinizado en estos equipos se encuentra a temperatura de ebullicion, el tiempo
de residencia que permita la separacion de la cachaza y el jugo debe ser el menor
posible, para evitar perdidas por inversion.

Para aumentar la velocidad de sedimentacion de la cachaza, se utilizan los
floculantes. Actualmente los de mayor uso son los poliacrilamidas, las cuales son
esencialmente cadenas lineales de polimeros formadas a partir de dos tipos de
enlace monomeérico, acido acrilico y acrilamida, producto con caracter aniénico en
forma de espiral, que tiene la propiedad de hidrolizarse en agua, estirando su
cadena para una mejor eficiencia en la floculacion. Las unidades de &cido acrilico,
que se presentan generalmente como sal sddica, ofrecen los puntos activos para
fijacion de las particulas de impurezas, mientras que las unidades de acrilamida
constituyen el fundamento de la cadena de polimero.

El tiempo de residencia del jugo en los clarificadores convencionales es de
aproximadamente dos horas; actualmente existe otro tipo de clarificadores
llamados rapidos, que tienen un tiempo de residencia de aproximadamente una
hora.

El Ingenio cuenta con tres clarificadores: uno de bandejas, uno de campanas vy el
otro de bandejas y campanas, los cuales tienen raspadores de cachaza en las
bandejas y/o campanas. La cachaza es retirada de las bandejas y el fondo de los
clarificadores, por bombas, en forma separada. El jugo claro es retirado por medio
de tubos ubicados debajo de las bandejas y/o campanas y en la parte central del
clarificador.

®  Separacion de cachaza

Esta etapa consiste en extraer el jugo contenido en la torta formada con cachaza 'y
bagacillo en filtros rotatorios para disminuir las pérdidas de sacarosa.

La cachaza retirada de los clarificadores, que contiene del (40 - 60)% de jugo, es
bombeada a un mezclador donde se le adiciona bagacillo que ayuda a formar una
torta de mayor volumen y porosidad que permita una mejor filtracion. Esta mezcla
es bombeada a unos filtros rotatorios al vacio, donde se extrae el jugo, que es
retornado al tanque de jugo alcalizado, mientras la cachaza, con una humedad del
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70% y un contenido de sacarosa entre (1,0% — 1,2%), es conducida por un
transportador sinfin y por un transportador de banda a tolvas de donde es retirada
por gondolas, que la transportan al campo donde es utilizada como abono. La
cachaza que sale del ingenio es pesada para cuantificar las perdidas de sacarosa
en esta parte del proceso.

» Tabla 7. Cachaza. Variable de Control: Humedad, Pérdidas de sacarosa.

CONDICIONES DEL

REQUISITO DE ENTRADA REQUISITOS DE SALIDA

PROCESO
. Extraer el jugo contenido en|Cachaza:
Cachaza retirada de los o
" la torta formada con cachaza | Humedad <70 %
clarificadores con un . .
contenido de jugo de 40 al|Y bagacillo en unos filtros Pol 1.7
rotatorios para disminuir las | Brix jugo filtrado: 11-14°Brix

60 %

perdidas de sacarosa

Pureza jugo filtrado: 84 - 87%

El filtro consiste en un tambor rotatorio cubierto de laminas de metal perforado,
que se zambulle en un bafio de cachaza. A medida que gira se aplica vacio
(14 pulg Hg) mediante bombas de vacio conectadas a un condensador que utiliza
agua para retirar los vapores del sistema a través de columnas barométricas con
sello liquido.

Este vacio adhiere una torta fina sobre el tambor, que pasa por duchas lavadoras
con agua caliente, para obtener una mayor recuperacién de sacarosa en el jugo
filtrado. Después de lavada la torta, se seca por la accidén del vacio, el cual es
retirado posteriormente para poder desprender la torta del tambor mediante
raspadores. El jugo se retira de los filtros utilizando un tanque recibidor entre el
condensador y el tambor, mediante una columna barométrica, para evitar que se
rompa el vacio.

= Evaporacion

» Tabla 8. Evaporacién jugo. Variable de Control: Brix.

REQUISITO DE

ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO

REQUISITO DE SALIDA

Evaporar entre el 75 al 80% del
agua del jugo para obtener un
jugo concentrado llamado
meladura

Meladura sin clarificar

Brix jugo claro 15 — 17 °Brix : 58-64°
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El jugo retirado de los clarificadores, denominado jugo claro, es enviado a un
tanque provisto de un tamiz para retirar el bagacillo y de alli es bombeado a los
evaporadores.

El jugo claro contiene aproximadamente un 85% de agua y 15% de sélidos. El
proceso de evaporacion tiene como objetivo eliminar parte del agua para obtener
un jugo concentrado, denominado meladura, con una composicion aproximada de
35% de agua y 65% de solidos. A la meladura obtenida se le adiciona Hidrosulfito
de Sodio para iniciar el proceso de Sulfitacion.

La evaporacion se realiza en mdultiple efecto consistente en una sucesion de
evaporadores, llamados CUERPOS, conectados en serie de tal manera que los
vapores de un cuerpo sirvan como vapor de calentamiento al cuerpo siguiente.
Para lograr esto, es necesario disminuir la presion de operacion en cada uno de
los cuerpos en forma sucesiva; esto se logra aplicando vacio (22 pulg Hg) al
condensador del ultimo cuerpo para producir el gradiente de temperatura
requerido en la evaporacion.

En el primer cuerpo se utiliza vapor de escape como medio de calentamiento y
con los vapores producidos en éste se calienta el segundo cuerpo, y se hacen
extracciones, denominadas VAPOR GAS (5 — 7) psi, las cuales son utilizadas en
los tachos y los calentadores como vapor de calentamiento.

En el ingenio se trabaja actualmente con un quintuple efecto, en el que el primer
efecto se denomina pre-evaporador, debido a que el jugo no es alimentado en su
punto de ebullicién y parte del calor transferido en él es utilizado para calentar el
jugo hasta su temperatura de ebullicion.

I :12,sz caia 0 | [ HTTTT
36,634 Cafia | !

Esvape | == ====== -
nc 38013 Cana

1002 Caiia

22589 Brig 28,8 Birix 34,4 Brix 433 Erix

| Pres | 1er CUERPOY 2 CUERFPO| [er CUERPQ |+ cuerpo|

AREA | MECESARLA 28136 p2 0,753 p2 E.836p2 TAZTp2 S00% p2
AFEA DIZPOMEBLE JEARS MR &t &t fofioufohg

Figura 12. Esquema del Sistema de Evaporacién del Ingenio
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B Clarificacién de meladura

El propoésito de la clarificacion de meladura es remover por flotacion parte de las
impurezas que no se pudieron retirar en la purificacion del jugo, ya sea porque se
mantuvieron en solucién, suspensiéon o porque flotaron en el jugo claro. Los
principales objetivos de la clarificaciéon de meladura son:

Reducir la turbiedad de la meladura y por ende la del producto final. En la
clarificacion de meladura se logra reducir la turbidez entre un (65 — 68)%.
Reducir las perdidas de sacarosa al disminuir las impurezas que entran a los
tachos.

La purificacion de meladura es un proceso unitario que consta de las siguientes
operaciones: Sulfitacion, Aireacion estatica, Alcalinizacion, Aireacion Dinamica,
Calentamiento, Floculacion y Clarificacion.

B Sulfitacion

b Tabla9 .Sulfitacion Meladura. Variable de control: pH

REQUISITO DE REQUISITOS DE
ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO SALIDA

Descenso en el pH de la meladura
por absorcién de vapores de SO, en
una torre de sulfitacion.

Meladura sulfitada
pH:595-6.1

Meladura sin clarificar
PH6.2-6.4

La meladura obtenida en los evaporadores es enviada a dos tanques cilindricos,
donde también se adiciona el lavado de las centrifugas de primera y el disuelto de
azucar de tercera. De estos tanques, la meladura es bombeada al tanque de
cabeza constante ubicado en la parte superior de la torres de Sulfitacién de
meladura. El nivel de dicho tanque es regulado por una valvula telescépica que
alimenta por gravedad, la torre de Sulfitacion.

La Sulfitacion de meladura tiene los mismos objetivos y forma de operaciéon de la
Sulfitacion de jugo. La Unica diferencia es que se realiza en una torre de absorcién
de seccion circular construida en acero, con platos de malla en acero inoxidable.
La meladura sulfitada es recibida en un tanque ubicado en la parte inferior de la
torre, en el cual se le adiciona Acido Fosférico y un tensoactivo para reducir la
viscosidad y favorecer la flotacion.
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B Ajreacién estatica

Del tanque de meladura sulfitada se alimenta un aireador estatico, el cual consiste
de dos tanques concéntricos donde la meladura se introduce por la parte inferior
del tanque interior y la inyeccion del aire se logra recirculando parte de la
meladura a través de un eyector (Venturi) que succiona aire de la atmésfera.

El propdsito de la aireacion es impregnar la meladura con pequefias burbujas de
aire que se unan a los fléculos y proporcionen la fuerza de empuje para la flotacién
del coagulo.

= Alcalinizacién

» Tabla 10. Alcalizacién Meladura. Variable de control :pH

REQUISITO DE REQUISITOS DE
ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO SALIDA

Aumentar el pH por la adicion de una

Meladura sulfitada |lechada de cal para disminuir la inversion, | Meladura alcalinizada:
pH:591-6.1 también actla como floculante formando PH :6.7-7.4

principalmente fosfato tricalcico

Aumento del pH por la adicién de una lechada de cal para disminuir la inversion,
también actia como floculante formado principalmente por fosfato tricalcico.

Esta operacion tiene los mismos objetivos y se realiza con el mismo tipo de cal
que la alcalinizacién de jugo. La mezcla Cal-meladura se hace en un mezclador
estatico. Se debe aplicar acido fosforico para conseguir minimo 80 ppm en la
meladura sin clarificar y se aplica tensoactivo para mejorar la ascension de los
floculos.

B Ajreacion dindmica

Después de alcalinizada, la meladura se introduce a un aireador vertical o
dindmico, el cual es un tanque cilindrico provisto de un eje hueco conectado a un
disco distribuidor. El eje es movido por un motor eléctrico, de 3.6 HP, y por él
circula aire que es inyectado a la meladura, a la vez que el vértice creado por el
movimiento mezcla la meladura.
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B Calentamiento

Los objetivos del calentamiento son liberar el exceso de aire en la meladura por
disminucién de la solubilidad y reducir la viscosidad de la meladura. En el
calentamiento la temperatura de la meladura es elevada hasta (80 — 85)°C. Esta
temperatura permite disminuir la viscosidad para mantenerla por debajo de 10
centipoises sin que exista un incremento de color. Para el calentamiento se usa un
calentador de meladura (Intercambiador de coraza y tubos), que usa vapor escape
para realizar el calentamiento, aumentando asi la remocion de coloides por
coagulacion.

= Floculacién
El floculante se adiciona para juntar los coagulos y asi aumentar su tamafio de
modo que puedan ser arrastrados por las burbujas de aire. Este periodo debe
cumplirse agitando el material sin que haya un régimen turbulento, por tanto, se
debe utilizar un floculador bien disefiado.

®  Clarificacion

» Tabla 11.Variables de control: temperatura, Brix, pH, Color, Turbiedad

REQUISITOS DE REQUISITOS DE
ENTRADA CONDICIONES DE PROCESO SALIDA

Se remueve por flotacién las
Meladura alcalinizada impurezas no retenidas en la|Meladura clarificada
pH: 6.2-74 clarificacion del jugo con el PH: 5.9-6.7
T® 55-60°C propoésito de: T° 82-880°C
COLOR < 10000 uma | Reducir la turbiedad. COLOR < 10000 uma
TURBIEDAD <« 2500 uma | Reducir las perdidas de sacarosa al | TURBIEDAD <« 1050 uma
BRIX 62 — 64° disminuir las impurezas que entran | BRIX 59-64°

a los tachos

Las operaciones y procesos ejecutados hasta el momento tienen como Unico
objetivo preparar las condiciones para lograr una buena operacién de flotacién de
las impurezas que se encuentran suspendidas.

El clarificador de meladura consta basicamente de un tanque cilindrico vertical, al
cual se le alimenta la meladura por un tubo central que desborda en otro tubo
exterior y entra al clarificador por la parte inferior. Los lodos ascienden como
espuma y son retirados hacia la periferia con paletas de empuje lateral movidas
por un motor de velocidad variable para ser enviadas al tanque de jugo
alcalinizado, donde se someten al proceso de purificacion de jugo. La meladura
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clarificada se extrae por la parte inferior del clarificador a través de una red de
tuberias concéntricas perforadas en su parte inferior. El clarificador posee registro
de temperatura y un centro de control de motores a fin de centralizar la operacion.

Las condiciones 6ptimas de operacion en el clarificador son:

Temperatura: (80 — 85) °C
Concentracion de solidos solubles: (60 — 65) °Bx
Tiempo de residencia: (40 — 50) minutos

= Evaporacion

La meladura clarificada se alimenta a un evaporador de simple efecto operado al
vacio, llamado Tacho. Una vez adicionada la meladura clarificada, por accion del
vacio, se inicia el calentamiento. La funcion del calentamiento es concentrar el
alimento por evaporacion de agua hasta alcanzar una concentracion de 72 °Bx sin
extraer ninguna forma de azucar.

|

Figura 13. Esquema general de un Tacho
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4.7.3 EMPAQUE

La miel especial o virgen, preparada en un tacho a partir de meladura clarificada,
es despachada en carrotanques y tiene unas caracteristicas finales de:

y BRIX (refractométrico) : 62-70 °BX
*  SOLIDOS INSOLUBLES: 1%
*  SULFITOS : 150 ppm SO,

4.8 INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE SACAROSA, GLUCOSA Y FRUCTOSA
EN LAS PROPIEDADES DE LA MIEL VIRGEN DE CANA?,

La composicion de la materia prima es determinante para desarrollar la tecnologia
del proceso. La cafia de azlcar y especialmente la composicion de su jugo es sin
embargo muy variable, ya que permanentemente se dispone y se efectla la
extraccion de diferentes variedades, bajo diferentes condiciones climéticas y del
suelo por lo que se debe establecer el maximo de eficiencia y de recuperacion de
sacarosa, controlando las pérdidas que puedan ocurrir en el proceso que pueden
clasificarse en quimicas Yy fisicas.

4.9 INFLUENCIA DEL PROCESO DE PRODUCCION EN LAS PROPIEDADES
DE LA MIEL VIRGEN DE CANA%,

49.1 Inversion de la sacarosa

La sacarosa es bastante estable en medio neutro pH 7.0 y puede soportar ciertos
limites de temperatura sin alteraciones apreciables. La alteraciébn que en mayor
proporcién sufre la sacarosa durante la clarificacion del jugo es la inversion, la cual
aumenta la acidez, la temperatura y el tiempo de retencién. Esta reaccion no es
reversible y tiene lugar durante la clarificacion.

La inversion de la sacarosa aumenta a medida que la temperatura y el tiempo de
contacto sean mayores. Estas son bajas a temperaturas de 50-60 °C vy
considerables a temperaturas mayores de 80°C.

Cuando la cachaza no es eliminada en forma continua y eficiente, esta se

fermenta por accién bacterial produciéndose pérdidas de sacarosa, minimizando
asi la cantidad en la miel virgen de cafia y por consiguiente su calidad. Cualquier
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retencion o acumulacién de cachaza tendra como consecuencia una acidificacion
de jugo en los compartimientos inferiores contribuyendo a la reaccion de inversion.

Con la acidez normal del jugo que circula en el evaporador, las pérdidas por
inversion pueden ser de 0.1%/hora, a 120°C

4.9.2 Descomposicion de azucares reductores

Cuando la alcalizacién del jugo es elevada, ocurre la destruccion de azlcares
reductores, ya que el exceso de cal descompone la glucosa presente en el jugo,
formando acidos organicos que destruiran la sacarosa y en consecuencia habra
un desdoblamiento de esta para alcanzar de nuevo su equilibrio con la fructosa y
glucosa.

La alcalizacion también provoca la formacién de sales solubles de calcio que
aumentaran las incrustaciones en los evaporadores. Estas sales solubles
incrementan la viscosidad de la meladura afectando la evaporacion en los tachos
y en consecuencia aumentando la cantidad de azucares reductores y sus pérdidas
de azucar.

La adicion excesiva de cal, ademas produce oscurecimiento de los jugos,
aumentando la viscosidad de los productos de baja pureza, asi como las cenizas
debido a las sales de calcio disueltas, con su consecuente e indeseable aumento
de la cantidad de azlcares reductores.

Las altas temperaturas en jugos superiores a 120°C produciran un aumento en la
destruccion de azucares reductores, afectando la calidad de la miel virgen de
cafia. La caramelizacién y formacion de color es mas pronunciada a medida que el
vacio aumenta debido a que la temperatura de coccidn es mayor, el vacio no debe
ser menor de 22 mmHg.

4.9.3 Fermentacion espumosa

Cuando las masas son elaboradas a altas temperaturas, generalmente por encima
de 80°C y en alta presencia de azucares invertidos generalmente ocurre la
fermentacion espumosa en los cristalizadores. Esta fermentacion no se debe a la
actividad de bacterias o microorganismos, sino la descomposicién de ciertas sales
y a la reaccion de los azucares reductores con aminoacidos formacion de gas
carbonico. Este fendmeno produce destruccion de la sacarosa y pérdidas de
azucar por derrame de la masa cocida en los cristalizadores.
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Las pérdidas fisicas de sacarosa se producen por los altos niveles de material en
la operaciéon normal ocasionando arrastres que contaminan el agua condensada
(manejo ambiental) con pérdidas de sacarosa. Existe la posibilidad de arrastre de
pequefias gotitas de jugo o meladura por las rapidas corrientes de los vapores
producto de la evaporacion. Esta goticas son muy ligeras y las corrientes de vapor
las arrastran facilmente hacia la calandria del cuerpo siguiente donde
contaminaran el agua condensada de ese cuerpo o hacia el condensador del
ultimo efecto donde se iran con el agua de enfriamiento. Hay mayor posibilidad de
arrastre cuando mayor es el vacio

4.10 USOS DE LA MIEL VIRGEN DE CANA

4.10.1 Produccién de Alcohol

La produccioén de alcohol a partir de la Cafa de azucar se ha visto potencializada
por el anunciado déficit de petrdleo en los préximos afios, y ante la iniciativa
tomada por el Gobierno Nacional de impulsar una Ley que estimule la produccion,
comercializacion y consumo de alcoholes carburantes [36], procurando como
primera medida el aprovechamiento de las Fuentes Alternativas de Energia
Renovables y la autosuficiencia energética del pais, que aportan mayor
sostenibilidad al sector azucarero y a su area de influencia que depende en gran
parte de éste, ademas de nuevas posibilidades al sector agrario en general, ya
gue puede obtenerse también por fermentacion de los azlucares presentes en el
sorgo, la yuca, la remolacha, el banano y el maiz, entre otros [37] y el segundo es
la preservacion del medio ambiente.

e Proceso de Produccion de alcohol

La produccién convencional de etanol en base de cafia de azlcar comprende tres
etapas: preparacion de mostos, fermentacion y destilacion, con lo que se
obtendran productos finales como alcoholes potables, aguardientes, etc., que
tendran sus propias caracteristicas de acuerdo a la calidad de la materia prima
utilizada y la técnica usada para su destilacion.

*  Preparacion de Mostos®®

Las materias primas vegetales que pueden potencialmente emplearse para
producir Alcohol son muy diversas, aunque genéricamente se incluyen
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preferencialmente aquellas ricas en Hidratos de Carbono, las cuales pueden
agruparse en dos categorias desde el punto de vista de la fermentacion:

a) Directamente Fermentables
b) Indirectamente Fermentables

De acuerdo con esas categorias, las primeras (Directamente Fermentables)
no requieren de transformacion previa en Hidratos de Carbono, como
acontece con la Sacarosa, la Glucosa y la Fructuosa. En el caso de las
fuentes Indirectamente Fermentables si es necesario realizar la conversion
previa en Carbohidratos, para someterlas luego a Fermentacion con el objeto
de que puedan ser asimiladas por la Levadura Alcohdlica, tal es el caso de los
Almidones y la Celulosa.

Las principales fuentes de Carbohidratos de acuerdo con esos criterios son:
» Directamente Fermentables Sacarino (tallos)

Glucosa: Pulpa de Frutas
Fructuosa: Pulpa de Frutas
Sacarosa: Cafia de Azucar, Remolacha Azucarera, Sorgo

» Indirectamente Fermentables

Almidén: Yuca, Maiz, Camote, Papa, Granos de Cereales, Tubérculos,
Bananos

Celulosa: Madera, Bagazo y Paja de Cafia, Cascaras de Mani, Tusa de
Maiz, Paja de Arroz, Palma.

Aunque todas esas fuentes de Carbohidratos puedan ser Fermentadas, la
cafia de azUucar como materia prima posee alta concentracion de azucares
directamente fermentables, y presenta alta productividad agricola
(tonelada/ha), rendimientos de Alcohol y rentabilidad (costo/litro), dando
mayor rendimiento que las otras materias primas [37], considerando la solidez,
el desarrollo y tecnificacion de la industria azucarera del pais.

Fermentacién

A partir de la cafia de azucar se extrae la melaza, que contiene entre 35% y
40% de azlcares, para luego ser diluida y combinada con levaduras las
cuales actuan sobre los azucares fermentables, por medio de reacciones
bioquimicas que los transforman en alcohol etilico y otros productos derivados
de la fermentacion, Segun la reaccion:
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Fermentacion anaerobia

CeH120g —» 2 CoHgO + 2 COs 54 Kcal

Con la fermentacion de dicha solucion se genera diéxido de carbono y licor
fermentado, este ultimo que solo contiene 10% de alcohol se somete a una
serie de destilaciones con el fin de obtener un alcohol de mayor pureza.

Destilacion y deshidratacion®

Es un proceso fisico por medio del cual se separa el alcohol etilico del agua y
las impurezas disueltas.El jugo proveniente de la etapa de fermentacion, con 8
% de etanol, es bombeado a las destiladoras a través de una serie de
intercambiadores de calor que permiten llevarlo hasta 93°C aproximadamente,
pasando luego a la seccion de despojo, que no es mas que una columna que
permite remover las sustancias que no fermentaron, el agua y ademas el
escape del diéxido de carbono. El vapor de agua junto con el etanol salen por
la parte superior de la columna, mientras que la vinaza (liquidos y sélidos
residuales) salen por la parte inferior. El proceso de fermentado dura entre 12 a
16 horas para producir alcohol de 8°.

Tabla 12. Principales clases de Alcoholes

Principales clases de Alcoholes

En su proceso de rectificacién, ha
alcanzado una graduacién alcohdlica
entre 96° y 97°Gay Lussac. Se utiliza en
AICO?OI l:leutro la elaboracion de licores, asi como en
96°-97° GL aplicaciones quimicas, biolégicas vy
Alcohol farmacoldgicas.
Hidratado Es desagradable para la digestion y no
Alcohol Desnaturalizado | puede separarse facilmente por medios
90° GL fisicos y quimicos. Se utliza en la
industria como disolvente.
Alcohol Impuro Se utiliza en la preparacion de lociones y
70° - 90° GL disolventes suaves.
Aleohol También llamado Alcohol Deshidratado.
conho . Es aquel que mediante la accion de
Deshidratado Alcohol Anhidro agentes deshidratantes alcanza una
graduacion minima de 99,5 grados.
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* Tratamientos de la vinaza. El tratamiento de la vinaza se lleva a cabo en un
biorreactor anaerodbico, seguido de un tratamiento aerdbico para su disposicion
final como abono biolégico utilizado en los plantios de cafia de azucar.

Cadena de produccién a Etanol

Fermentos Levaduras
Melaza Solucién Liquido

— Fermentacion —p Fermentado
(10% etanol)

}

azucarera T mas diluida

Vinaza (Liquido lra
con sales, glicidos | €— Destilacion
etc) Fraccionada
Alcohol Rectificado Alcohol
(95% etanol) +— 2da. Destilacion *— (60-80% etanol)

!

Otros tipos de
alcoholes

Fig. 14 Esquema de la produccion de etanol a partir de la cafia azlcar.

4.10.2 Produccién de Levaduras para Panificacién®®

La produccion de levaduras para panificacion se basa en el proceso de
fermentacion catalizada por un microorganismo llamado Saccharomyces
Cerevisiae, al cual se le proporcionan las condiciones adecuadas para su 6ptimo
crecimiento y reproduccion aumentando su poblacion.

39



La levadura debe cumplir con las exigencias para la panificacién. La funcion
fundamental que debe cumplir es levar las masas preparadas con harina, es decir,
producir CO, gaseoso que es atrapado por la estructura del almidéon aumentando
el volumen de la masa por efecto de la porosidad resultante y de condiciones
como temperatura, alimento e hidratacién y conservar esas cualidades durante un
tiempo adecuado.

Las propiedades fundamentales relacionadas con la produccion, que resultan en
un crecimiento rapido y altos rendimientos a partir de la miel virgen de cafia, miel
final subproducto de la elaboracién de azucar o melaza de remolacha son el
mantenimiento de las propiedades de panificacion exigidas, como son el poder
fermentativo y la estabilidad del producto.

De las fuentes de carbono y energia que pueden emplear el Saccharomyces
cerevisiae figuran en primer lugar la glucosa y la sacarosa que son los
constituyentes principales de la melazas, aunque también pueden emplearse
fructuosa, galactosa, maltosa y suero hidrolizado. También etanol como fuente de
carbono.

e Requerimientos nutricionales.

Aparte de carbono y el nitrdgeno los macroelementos indispensables son el
fésforo, el Magnesio como sulfato de magnesio, que también provee S. Finalmente
son también necesarios el Ca, Fe, Cu y Zn como elementos menores. Por
ejemplo, se ha establecido que S. cerevisiae requiere 200 ug de Zn, 75 yg de Fey
12-15 pg de Cu por litro de medio para crecimiento Optimo. Un requerimiento
esencial esta constituido por las vitaminas del grupo B como Biotina, acido
pantoténico, inositol, tiamina, pyridoxina y niacina.

e Produccién comercial de levadura prensada

La produccién comercial de levadura de panificacion es llevada a cabo en un
proceso a multiple etapa, de las cuales las primeras se realizan en batch, y las
Gltimas en batch alimentado. Como aspectos esenciales de la produccion
comercial, se deben considerar el medio, el proceso de produccion y las etapas de
separacioén, lavado y empaquetado.
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* Medio de produccion

Como ya se mencion0 la materia prima elemental de eleccion es la melaza de
remolacha o de cafia o0 ambas en conjunto, cuando se las dispone. Los aspectos
fundamentales a considerar son la disponibilidad y la composicion nutricional de la
melaza incluyendo la presencia de inhibidores o substancias extrafias que pueden
contener porgque estos haran parte de la dieta de la cepa.

La sacarosa es el azUcar predominante en ambas melazas. La materia organica
(diferente a azucares) en la melaza de cafia estda compuesta fundamentalmente
por gomas solubles y acidos organicos sobre todo aconitico y compuestos
nitrogenados. En el caso de la melaza de remolacha los no azUcares estan
constituidos por un mayor porcentaje de compuestos nitrogenados como betaina y
acido glutdmico y algunos &cidos organicos como lactico, malico, acético y oxalico.
En las cenizas predomina en ambas melazas el Potasio, teniendo mayor
porcentaje de fosforo la melaza de cafia que la de remolacha.

Es interesante comparar el contenido de las vitaminas de ambas melazas por la
importancia que tienen estos compuestos en la produccion de levadura por ser el
contenido. Como puede verse el contenido de biotina es superior en la melaza de
cafa, y el de pantotenato de Calcio en la remolacha. La melaza de remolacha
tiene mayor cantidad de compuestos nitrogenados asimilables. Es por ello que los
fabricantes prefieren, si tienen disponibilidad suficiente, utilizar mezclas de ambas
melazas.

La melaza es deficiente en algunos macroelementos como Nitrégeno, Fosforo,
Azufre, Mg, y también Zn en la mayoria de los casos, por lo cual es necesario su
agregado a los mostos. La cantidad de nitrégeno y fosforo a ser agregado
depende de las practicas comerciales. El nitrdgeno puede representar entre el 6.5
y el 10% de la levadura seca y el P expresado como P,0Os varia entre 1.5 y 3.5%.
Ambos valores, sobre todo el contenido de nitrégeno, esta relacionado con el
poder fermentativo y la estabilidad de la levadura en el almacenamiento. El
nitrdgeno que se suministra generalmente como agua amoniacal y el P como
acido fosforico, son alimentados durante el proceso de acuerdo a programas de
alimentacion que dependen de las practicas comerciales. El Mg, S, y Zn son
incorporados en forma de sulfatos. El MgS04 se suele incorporar a razon de 1 g de
la sal heptahidratada y el Zn en una proporcion de 10 mg del sulfato tetrahidratado
por Kg de melaza a fermentar.

Si se utiliza melaza de remolacha es indispensable agregar biotina, lo que se hace

adicionando la droga pura o preferentemente, como es mas econémica, en forma
de destiobiotina. Es a menudo indispensable agregar tiamina y acido pantoténico.
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Con respecto a componentes extrafios (que pueden afectar el rendimiento) se han
detectado en las melazas algunos pesticidas en cantidades variables en melazas
de cafia.

Las melazas se utilizan generalmente diluidas al 50%. Como los compuestos
coloidales de la melaza de cafia pueden causar problemas en las varias etapas
del proceso de fermentacion, el mosto es casi siempre clarificado. La clarificacion
puede hacerse antes o después de la esterilizacion, que se realiza en la ultima
etapa por inyeccion de vapor directa, a la presién atmosférica en la mayor parte de
los casos. La clarificacion se realiza fundamentalmente con la ayuda de
centrifugas intermitentes.

Se han mencionado como ventajas de utilizar mostos clarificados que la levadura
es mas facil para prensar y secar y que ademas, la clarificacion probablemente
facilita la transferencia de O, y reduce la formacién de espuma.

*  Fermentacioén

La primera etapa de la produccién de la levadura consiste en el crecimiento o
propagacion del cultivo puro de células de levadura en una serie de reactores de
fermentacién. Estos fermentadores son operados bajo condiciones anaerdbicas
(en presencia de oxigeno libre 0 exceso de aire). La reaccion del crecimiento
aerobio para la Levadura:

1 CsH1206+ 6 O, =& 6CO, + 6H,0 686 KCal
Este proceso al ser exotérmico, implica enfriar el fermentador para mantener la
temperatura bajo 30°C, mediante agua de refrigeracién, consiguiendo la

temperatura 6ptima de crecimiento. La levadura es recuperada del ultimo
fermentador utilizando un separador centrifugo para concentrarla.

* Separaciony lavado
La levadura es sometida por un tiempo de treinta minutos a una mezcla de
salmuera para mejorar la deshidratacién, posteriormente se realizan uno o mas

lavados y pasa a otro separador centrifugo donde se lava con agua helada para
retirar la sal, haciendo mas eficiente la deshidratacién.

*  Empaque

La levadura sélida es entonces filtrada al vacio o por medio de filtros prensa para
obtener una mayor concentracion, y se mezcla con pequefias cantidades de agua
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emulsificantes y aceites. A la levadura mezclada pasa a extrusion corte y embalaje
0 secado si se trata de levadura seca.

4.10.3 Las Mieles para Consumo Humano?’

Las mieles estan siendo recomendadas por los expertos en nutricion y dietética,
para enriquecer la dieta humana, por ser muy ricas en hierro, calcio, aminoacidos
y calorias, como lo demuestran los analisis dados a conocer en publicaciones
especializadas. Las mieles finales de la cafia de azucar constituyen un valioso
alimento que no goza de la popularidad que merece. El producto es rico en
Vitamina B6 y otras muchas vitaminas del grupo B, y es de tal valor alimenticio
gue no deberia faltar en ninguna mesa para ingerirla en cada comida. Las mieles
estan catalogadas como la mas rica fuente natural de acido pantoténico, que
estimula el crecimiento; de acido folico, necesario para conservar el color del
cabello, y de inistol, que estimula el crecimiento de este ultimo.

Tabla 13. Composicidon media de la melaza de cafia

Materia seca 75 %

Azlcares totales 48 — 56 %
Materia organica no azlcares 9-12%
Cenizas Sulfatadas 10-15%

Vitaminas mg/Kg miel virgen

Biotina 1.2-32
Acido folico 0.04
Inositol 6000
Pantetonato de Calcio 54— 64
Piridoxina 26-5.0
Riboflavina 2.5
Tiamina 1.8
Acido nicotinico 30 - 800
Colina 600 — 800
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5. METODOS ANALITICOS

5.1 METODO DE LANE Y EYNON

En soluciones alcalinas, la sacarosa, la glucosa, la fructosa y otros azlcares
reductores tienen la propiedad de oxidarse a sus respectivos acidos carboxilicos,
reduciendo el cobre en estado cuprico (Cu*?) a 6xido cuproso (Cu*t). El método
volumétrico de Lane y Eynon calcula el volumen de una solucion de prueba que se
requiere para precipitar todo el cobre presente en una cierta cantidad de solucién
de Fehling de concentracion conocida [24].

La oxidacion puede ocurrir igualmente en ambiente basico que en ambiente acido.
Una blanda oxidacion de la aldosa produce el correspondiente acido carboxilico
llamado acido glucénico, una oxidacion muy enérgica produce el acido di
carboxilico llamado acido glucarico [25].

El Reactivo de Fehling opera la oxidacion alcalina de aldosas y de cetosas que
van a transformarse en acido gluconico. Esta compuesto de dos soluciones Ay B
que deben mezclarse al momento de su uso. La solucion A contiene CuSOas. La
solucién B contiene tartrato de sodio en NaOH. El tartrato tiene la funcion de
acomplejar al Cu®" produciendo coloracién azul. La especie oxidante es el Cu?*
gue se reduce a Cu’ precipitando como o6xido de cobre Cu20 rojo. La oxidacion
total de los monosacéridos tiene lugar por la intercepcion de la forma de cadena
abierta presente en el equilibrio hemiacetal del aldehido-cetona, aunque en
cualquier momento sélo hay una cantidad pequefia de la forma de la cadena
abierta, esa cantidad se reduce y continla hasta que toda la muestra ha
experimentado la reaccion [24].

0 0
N \ / 7 HO
2+ HO
HO—— HO——H ,/\\ o) \ 2+ 9
-y ——0OH Cuao,efc OH
C / \ C 5 N
O{f/ ™, - \‘2\\ o

OH

a b.

Fig 15. Complejo [Cu(ll) (tartrato)z] a. Compuesto de coordinaciéon Planar cuadrado.
b. Proyeccién espacial
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En condiciones especificadas, la cantidad de cobre reducido estd en proporcion
con la cantidad de azucares reductores presentes. Los métodos de reduccion del
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cumplir exactamente las condiciones analiticas [23].
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Fig 16. Mecanismo de reaccion de la Fructosa con el reactivo de Fehling.

la cantidad de azlUcares reductores no son
estequiométricos, la cantidad de cobre reducido depende de las condiciones de la
medicion. Por esta razén, en todos los métodos de reduccion del cobre deberan



5.2 POLARIMETRIA

La Polarimetria es un método de analisis ampliamente utilizado que relaciona la
propiedad Optica en la que el plano de un rayo de luz linealmente polarizado rota
durante su transmisién, a través de un medio transparente homogéneo que
contiene una especie Opticamente activa.

5.2.1 Laluz polarizada®

La luz corriente, tal como la luz solar o cualquier luz procedente de una fuente de
radiacion esta formado por ondas electromagnéticas que oscilan en una cantidad
infinita de en todas las direcciones que forman &ngulo recto con la direccion de
propagacion del rayo de luz [23]. Sin embargo cuando un haz de luz pasa por un
dispositivo Optico llamado polarizador so6lo atraviesan las ondas luminosas que
vibren en un solo plano. Cuando esto ocurre se dice que la luz esta polarizada o
mas especificamente polarizada en un plano, y el plano que vibra se llama el
plano de polarizacion.

-

Vectores B Direccion de ] ]

propagacion

a2 /
: fli. 111

- i Il.I

* I )

fi -

Uil 'U" |

VN

Fuente Polarizador Rayo de luz Observador

de luz polarizada

Fig 17. Polarizacion de la luz

5.2.2 Actividad 6ptica®

Es la propiedad relacionada con el fenémeno observado cuando un haz de luz
polarizada en un plano atraviesa una solucion de ciertas moléculas organicas,
girando el plano de polarizacion. Los compuestos que presentan este
comportamiento se llaman épticamente activos.

La actividad Optica es una consecuencia directa de la estereoquimica tetraédrica
del carbono con hibridacién sp® con cuatro grupos sustituyentes distintos,
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convirtiéndose en la causa mas comun, a estos &tomos se les suele denomina
centros de quiralidad. Una molécula de este tipo no tiene plano de simetria que la
atraviese de tal manera que sus mitades sean la imagen especular de la otra.

Los compuestos que presentan esos centros de quiralidad existen como un par de
estereoisdmeros no superponibles y se les denomina enantiomeros.

Los enantiomeros son idénticos en todas sus propiedades fisicas, excepto en la
direccion en que hacen girar el plano de polarizacion de la luz, clasificandolos en
dextrogiros (+) o que giran el plano de polarizacion a la derecha en sentido de las
manecillas del reloj o levagiros (-), hacia la izquierda o en sentido contrario a las
manecillas del reloj.

Las mezclas racémicas, como las soluciones de azUcares puros son mezclas de
enantibmeros (+) y (-) que se encuentran en equilibrio en proporciones segun su
estabilidad y tienen propiedades fisicas distintas que los enantiomeros individuales
y estas tiene propiedades fisicas distintas como solubilidad, puntos de fusién y
ebullicién, siendo la direccidén del plano de luz de la mezcla la resultante de la
diferencia entre la rotacion especifica de cada uno.

5.2.3 Polarizacion de la luz?®

En toda fase luminosa estan asociados los campos eléctricos y magnéticos en
funcion del tiempo que vibran perpendicularmente entre si y que son
perpendiculares a la direccién de propagacion de los rayos luminosos.

Después de hacer pasar un rayo monocromatico por un polarizador, el haz de luz
monocromatica polarizada rectilineamente se asocia con un campo eléctrico E que
oscila sinusoidalmente en una direccién determinada del espacio.

El vector del campo eléctrico varia de 0 a +E y de 0 a -E en funcion del tiempo. El
eje X se escoge como direccién de la vibracion, el vector de la variable E se
considera como la resultante de dos vectores equidistantes correspondientes a los
componentes de el campo eléctrico E y el campo magnético M que oscilan
circularmente a la derecha y a la izquierda como se muestra en la figura siguiente:
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X

Direcciénde
propagacion

Fig. 18 Luz Polarizada: vector resultante de vectores de el campo eléctrico y
magnético

Las condiciones estereoquimicas que debe satisfacer un compuesto que presente
actividad Optica corresponden a condiciones de simetria que permiten un estado
de transicion electrénica, cuyos momentos eléctricos y magnéticos tengan una
direccion determinada. Se admite generalmente que el poder rotatorio se puede
interpretar por la teoria de los pares oscilatorios y por la teoria de la polaridad,
segun las cuales el momento eléctrico y magnético estan asociados a la actividad
Optica resultante de vibraciones electrénicas no paralelas en los diferentes
agrupamientos de una molécula dada. La teoria mecano—cuantica atribuye la
actividad Optica de una molécula a los movimientos electrénicos (eléctricos y
magnéticos) de transiciones paralelas y antiparalelas.

Puesto que la sacarosa hace rotar el plano de polarizaciéon en el sentido de las
manecillas del reloj, se le denomina azlcar dextrorrotatorio o déxtorgiro, la
glucosa o dextrosa también desvia el plano de luz hacia la derecha. La fructosa o
levulosa hace girar el plano de polarizacion hacia la izquierda por lo que se dice
que es un azlcar levorrotatorio o levogiro. El cuarzo es de dos clases, levo y
dextrorrotario, y se usa en la Polarimetria de azlcares para compensar la rotacion
causada por la solucién azucarada [23].
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5.2.4 Capacidad rotatoria especifica®
La capacidad de hacer girar el plano de polarizacion es una propiedad intrinseca
de una molécula oOpticamente activa que difiere en las sustancias puras o sus

soluciones. La relacibn que expresa esta capacidad se le denomina rotacién
especifica o capacidad rotatoria especifica («), y esta dado por la ecuacion:

[oc] 3= 100 oc/CL = 1000/ BDL

Donde:

rotacion media (grados)

concentracion del azlucar (g/100 ml de solucion)
Brix de la solucion (g azucar/ g de solucion)
densidad de la solucion (g azucar/ ml de solucion)
longitud de la celda

= temperatura

= Longitud de onda

>—=Hrrgwo -~

Puesto que la rotacién especifica depende de la longitud de onda de la luz
empleada y de la temperatura a la cual se mide, estas variables deben
especificarse. La linea amarilla de la luz del sodio, conocida como linea D
(589 nm) es la luz usada frecuentemente a la temperatura estandar de 20 °C, la
rotacion especifica en estas condiciones se denota como [«]p?°.

5.2.5 Medicion del angulo de rotacion.

Se puede medir la cantidad de rotacion especifica con un instrumento O6ptico
llamado Polarimetro.

Una solucion de moléculas organicas con actividad 6ptica se coloca en un tubo de
muestra, un haz de luz polarizada atraviesa el tubo y se origina la rotacion del
plano de polarizacion. Si se ubica un segundo dispositivo polarizador y se hace
girar hasta determinar el nuevo plano de polarizacion se podra decir hasta que
grado se ha producido la rotacion permitiendo si medir el angulo de rotacion
especifica.
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—La sustancia entre e polarizador y el
analizador es bpticamente activa.
—El analizador se ha hecho girar hacla
la izquierda (desde el punto de vista
del observador) para permitir el paso

fe)

Fig 19. Principio de polarizacion de la luz del Polarimetro

La cantidad de rotacion que se observa en la Polarimetria depende de la cantidad
de moléculas opticamente activas en solucion, la longitud de onda de la luz y la
temperatura. Si se tiene la longitud constante de una celda y la longitud de onda
de la luz, la temperatura, el peso y el volumen y la fuente de luz son estandar, la
rotacion se vuelve una funcion de la concentracion del azucar en la muestra. Al
medir la rotacién en estas condiciones constantes se determina la concentracion
del azucar presente siendo esta medida proporcional a la concentracion del analito
en la solucion. La rotacién especifica es una medida precisa de concentracién de
sacarosa en la muestra, al no estar presentes otras sustancias Opticamente
activas [9].
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5.2.6 Sacarimetro®

Anteriormente, una sacarimetro se consideraba un polarimetro graduado, no en
grados angulares pero si en concentracion relativa de azlucar o en grados de
azlcar °S sin embargo, algunos polarimetros hoy en dia tienen ambas escalas y
los polarimetros modernos automatizados se pueden arreglar para mostrar la
rotacion en cualquier unidad escogida

Por tanto parece mejor describir un polarimetro con una escala de azucar,
Ganicamente como un polarimetro de azucar y confinar el término sacarimetro a un
instrumento que por virtud de su principio de operacion debera usarse Unicamente
con soluciones de sacarosa

Las condiciones para la aplicacién de la polarimetria de azucar estan fijadas por la
Escala de Azucar Internacional, donde El punto 100 de la escala esta definido por
la rotacion de la luz polarizada de una longitud de onda de 543.23 nm, a través de
una “Solucion Normal de Azucar” (26.000 gramos de sacarosa pura pesada bajo
condiciones atmosféricas normales y disuelta en un volumen de 100.00 cm?® con
agua destilada, a 20°C) en un tubo de 200mm [9].

El punto 100 de la escala esta dividida linealmente entre 0°S (agua pura) y 100°S.
Para polarimetria practica son permisibles longitudes de onda de 540 y 590 nm
para fijar el punto 100 [9].

5.3 REFRACTOMETRIA®

Cuando se hace pasar radiacién a través de un medio transparente, ocurre una
interacciéon entre el campo eléctrico de la radiacion y los electrones de las
sustancias del medio, en consecuencia la velocidad se hace menor que en el
vacio.

Esta velocidad depende de la clase y de la concentracion de atomos iones o
moléculas en el medio. La radiacion interacciona de algun modo con la materia.
Puesto que no se encuentra un cambio en la frecuencia, esta interaccion no
involucra un cambio permanente de energia.

La interaccion involucrada en el proceso de transmision se debe al campo
eléctrico alternante de la radiacion y hace que los electrones unidos a las
particulas contenidas en el medio oscilen con respecto al nucleo, ocurriendo la
polarizacion periddica de la particulas, ocasionando una retencion momentanea de
la energia (entre 1 y 10 fentosegundos) por las especies y es re-emitida sin
alteracion cuando la sustancias regresa a su estado original [16].
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El indice de refraccion de un medio es una medida de esta interaccion con la

radiacion. Y se define por
ni=c/v;

Donde n;= indice de refraccion a una frecuencia dada i
V; = es la velocidad de la radiacién en el medio
C =es la velocidad de la luz en al vacio constante = 3 x10% m/s

El indice de refraccion de la mayoria de liquidos esta en el rango entre 1.3y 1.8;
entre y entre 1.3 y 2.5 para sélidos.

5.3.1 Medicion del indice de refraccion

Si un rayo de luz polarizada que se propaga a través de un medio homogéneo

incide sobre la superficie de un segundo medio homogéneo de densidad diferente,
parte de la luz es reflejada y parte se desvia o se refracta en el segundo medio.

Medio 1
|

Rayo incidente
Rayo reflejado

02

Rayo refractado

P Medio 2

Fig 20. Medicion del angulo de Refraccion y reflexion de la luz
La cantidad que se desvia de luz es proporcional a la velocidad de la luz en los
dos medios. La medida de la cantidad que se desvia la luz se conoce como el

indice de refraccion n y es la relacion entre el angulo de incidencia LOP vy el
angulo de refraccion SOP’ dado por la ley de Snell:

Sen9,/Sen0B, = ny/ny, = vi/ Vo

N vac €s el indice de refraccion absoluto de M,, y se puede obtener midiendo los
dos angulos 0; y 6..
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Es mas conveniente medir el indice de refraccién en un medio diferente al vacio y
el aire se emplea comunmente para este propésito. La mayoria de compilaciones
para indice de refraccion en liquidos y solidos en la literatura estan referidas al aire
a temperatura y presion de laboratorio. Afortunadamente el cambio en el indice de
refraccion del aire con respecto a la temperatura y presion es muy pequefio, solo
€S necesaria una correccion para trabajo de alta precision [23].

En general, el indice de refraccién de una sustancia transparente mas densa es
mayor que el de un material menos denso, es decir, la velocidad de la luz es
menor en la sustancia de mayor densidad por ello es aplicable a todo tipo de
ondas atravesando una superficie de separacion entre dos medios en los que la
velocidad de propagaciéon de la onda varie. Por tanto, si un rayo incide de forma
oblicua sobre un medio con un indice de refraccidbn mayor, se desviara hacia la
normal, mientras que si incide sobre un medio con un indice de refraccion menor,
se desviara alejandose de ella.

El indice de refraccién varia con la temperatura por cambio en la densidad, la
longitud de onda de la luz por cambio de la frecuencia y en el caso de las
soluciones de sacarosa con la cantidad de solidos disueltos. El indice de
refraccion del agua usando el aire como patrén con luz de sodio a 20 °C se
expresa como np®° = 1.3329 mientras que una solucién de sacarosa al 20% es de
1.36383. Es evidente pues, que el indice de refraccion de una solucion de
sacarosa es indice de su contenido de sacarosa, e igual que el grado Brix se ha
usado por su conveniencia, para indicar la presencia de solidos diferentes a
sacarosa en solucion, también se usan las lecturas de refractometro (que por
conveniencia se han denominado Brix refractométrico) como indice de los sélidos
presentes en soluciones impuras [20].

Los investigadores Tolman y Smith indicaron que la mayoria de los azlUcares en
soluciones de la misma composicion por porcentaje tienen los mismos indices de
refraccion; Main fue el primero que utilizé el refractbmetro para trabajo en
refinerias; encontré que el indice de refraccion indica precisamente el contenido
de materia solida en todos los productos excepto los de muy baja pureza. Los
investigadores citados y también Schonrock y Landt construyeron tablas que dan
la relacion entre los indices refractivos y los porcentajes de sacarosa [20].

Para aplicaciones practicas con soluciones de alta pureza, el refractbmetro no
gueda afectado mas que por los soélidos en solucién, por lo tanto, si el material que
se examina contiene materia insoluble, ésta no queda incluida en el calculo de
sélidos. Dentro de sus limitaciones, es decir, en materiales que no contienen mas
gue solidos solubles y dan indicaciones precisas del contenido de no-azucares, el
refractbmetro es capaz de dar indicaciones precisas del contenido de sélidos,
indicaciones que suelen ser muy aproximadas a las que se obtienen por
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desecacion. Con materiales de baja pureza tales como melaza, la materia
insoluble si afecta la lectura del refractometro. El refractdmetro se comenzé a usar
para el control rutinario de proceso después de la introducciébn de los
refractometros de precision [23].

5.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La HPLC (High Performance Liquid Cromatography) o Cromatografia liquida de
alta resolucién, es una técnica cromatogréfica usada para separar componentes
de una muestra que se fraccionan entre una fase moévil liguida y una fase
estacionaria solida compuesta por particulas muy finas contenidas en una
columna, y donde se utiliza una presion muy elevada para forzar el paso del
disolvente a través de ella, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion,
permitiendo su identificacion y cuantificacion.

La muestra se introduce en pequefios volimenes a la corriente de la fase movil
bombeada con alta presion a una columna rellena de fase estacionaria y alli el
analito se retarda separandose por medio de interacciones quimicas con la fase
estacionaria mientras atraviesa la columna. El retardo se conoce como tiempo de
retencién, Unico para cada analito. Depende de la naturaleza del analito, de la fase
estacionaria y de la composicion de la fase movil.

La HPLC permite muy buenas separaciones e identificaciones de sustancias o
grupos de sustancias en un tiempo corto, tanto cualitativa como cuantitativamente.
Como condicién, es imprescindible que la muestra sea soluble en un disolvente al
ser la fase movil un liquido. La cromatografia liquida de alta resolucién tiene
ventajas en el andlisis de los azlcares debido a su gran solubilidad en agua y su
idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles [29]. Es la
técnica analitica de separacibn mas ampliamente utilizada debido a sus
cualidades de sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su gran adaptabilidad a sustancias que son de gran interés para la
industria, la ciencia y la sociedad, incluyendo sustancias tan diversas como
aminoécidos, proteinas, &cidos nucléicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos,
terpenos, plaguicidas, antibidticos, esteroides, especies organometalicas y una
gran variedad de sustancias inorganicas [29].

Esta técnica al derivarse de una optimizacion de la cromatografia en columna para
el andlisis de sacarosa, glucosa y fructosa por el método contemplado en el
ICUMSA [20] utliza una columna Sugar-Pak que combina los métodos
cromatograficos de intercambio i6nico y de exclusién por tamario.
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5.4.1 Teorias relacionadas con la separacién cromatogréfica de aztcares
e Teoria de intercambio iénico®

La cromatografia de intercambio i6nico esta basada en adsorcidon reversible de
moléculas de soluto cargadas por atraccion electrostética y puntos de intercambio
ibnico de carga opuesta inmovilizadas en la fase estacionaria. Se aplica a la
separacion de casi todos los tipos de moléculas cargadas. La molécula de interés
es separada con base en su diferencia de carga.

El intercambio i6nico al igual que cualquier proceso i6nico es un equilibrio. La
molécula de azlcar cargada se une al intercambiador i6nico cuando presenta una
carga neta opuesta a la del intercambiador mediante fuerzas de atraccion. La
union es electrostética y reversible.

o— — A

La molécula unida al intercambiador puede ser rapidamente reemplazada por otro
ion

[

o— + Ca’ & @— Ca' + A’

La separacién se alcanza cuando existen sustancias con diferente grado de
interaccioén con el intercambiador debido a sus diferencias de carga y densidades
de carga.

Un intercambiador i6nico consta de una matriz porosa insoluble a la cual se le
unen en forma covalente grupos cargados: estos grupos cargados se encuentran
asociados con contraiones moéviles. Como casi todas las matrices utilizadas en
cromatografia de intercambio son porosas, las moléculas suficientemente
pequefias como para entrar en los poros seran retenidas por la fase estacionaria,
logrando realizar el intercambio de iones. El relleno del intercambiador al combinar
la forma esférica con la alta porosidad lleva a obtener mejores propiedades de
flujo.

El tipo de grupo funcional unido a la estructura de la resina determina el tipo y la
fuerza del intercambiador iénico. La columna Sugar-PAK esta rellena con una
resina cationica fuerte, es decir, que el intercambiador estd cargado
negativamente por que los grupos funcionales fijos a las esferas son derivados de
un acido fuerte R-SO3~ (sulfénico) donde la letra R representa la red organica de
la resina y tiene contraiones positivos (cationes Ca+) disponibles para intercambiar
y por lo tanto se conocen como intercambiadores cationicos[32]. Estos contraiones
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pueden ser intercambiados en forma reversible con otros iones de la misma carga
sin alterar la estructura de la matriz.

e Teoria de la exclusion por tamafio

La teoria de la cromatografia de exclusion, se basa en la diferencia de penetracion
de las moléculas en los poros de la fase estacionaria debido a que la separacion
obtenida depende del tamafio de la molécula. El tiempo de elucién es proporcional
al peso molecular de los mismos, por lo que no es muy usada en compuestos de
alto peso molecular. Este tipo de interaccion difiere de las demas técnicas
cromatograficas en que no existen interacciones fisicas o quimicas entre el analito
y la fase estacionaria.

La fase fijja estd formada por particulas poliméricas que contienen una red
uniforme de poros por los que pueden penetrar las moléculas de pequefio tamafio.
Las moléculas de tamafio grande se excluyen totalmente y son eluidas en primer
lugar, mientras que las de pequefio tamafo tienen acceso a todo el volumen
poroso y son las ultimas que se eluyen; de esto se deduce que el volumen
disponible para las moléculas pequefias es mayor que para las grandes. Por lo
tanto las moléculas se eluyen por su tamafio decreciente. En resumen los factores
que determinan la separacién de las moléculas son el tamafio del poro, el tamafio
de la particula y el flujo de elucion.

Los diferentes tipos de particulas usadas deben ser estables, mecéanica y
guimicamente, tener bajo contenido en grupos idnicos, uniformidad de poro y
tamafio [32]. Los compuestos pueden ser derivados poliméricos o esferas de vidrio
recubiertas. Hay diferentes tamafios de particula para una resina: a menor tamafio
mayor resolucién y menor gasto en la columna.

5.4.2 Instrumentacion
Los componentes basicos de un sistema para HPLC son:

e Depésitos para la fase moévil (disolventes): Los recipientes que se utilizan
para almacenar la fase movil tienen que ser inertes, es decir, el disolvente no
debera extraer especie alguna del material con el que estén construidos. Se
utilizan un erlenmeyer de vidrio y tubos de teflon. Estan provistos de filtros en
acero inoxidable, indispensables para eliminar los gases disueltos y particulas que
pueda contener la fase movil.
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e Filtros: Situados entre la bomba y el inyector de muestras, para evitar la
entrada de ciertas sustancias y evitar el colapso de la columna. Normalmente
estos filtros estan compuestos de acero inoxidable poroso.

Fig. 21 Filtro y manguera de succién de la fase movil

e Medidores de presiéon: Son indicadores de fallos en el sistema, nos indica
cuando un flujo continuo falla por motivos de presion y si existe alguna fuga en la
infraestructura del sistema.

e Sistema de bombeo: La bomba tiene la funcion de introducir con un flujo
continuo a presion la fase movil o disolvente a través del inyector, la columna vy el
detector. Los requisitos de una bomba para HPLC son [28]:

*  Generar presiones de 1 a 6000 psi.

* Capaces de cubrir un amplio rango de flujo entre 0,1 y 10 ml/min con una
precision del 0,5 % y que esté libre de pulsaciones.

*  Construidos en acero inoxidable

La bomba empleada en el equipo de HPLC es una Bomba reciproca o de vaivén,
de flujo constante tipo Pistén dual que esta formada por unas pequefias camaras
cilindricas que se llenan y luego se vacian alternamente por oscilacion de dos
pistones provistas de valvulas anti-retorno, Sus principales ventajas son que se
consiguen presiones elevadas y se suministra provee un caudal constante y
aunque no estd libre de pulsos [23].
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Fig. 22 Bomba reciproca o de vaivén a. Componentes. b. Aspecto general

e Sistema de inyeccion de muestras: Las valvulas de inyeccién con bucles de
volumen conocido, es el método que se utiliza por medio de un inyector
automatico el cual permite programar las condiciones del analisis.

{ column

loop

Solvent in

Solvent in column -

Load position Inject position

1) )

Fig 23. a. Aspecto general del inyector automatico. b. (1) posicion de carga.
(2). posicion de inyeccién de la muestra

Los volumenes que se inyectan de muestra deberan ser pequefios para evitar la
sobrecarga de la columna; en este caso se realizaron inyecciones de 20uL de
muestra.
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e Columna cromatografica: En éstas es donde se produce la velocidad
diferencial de los solutos que permite su separacion. Hay mas de 50 fabricantes
de columnas para HPLC en Norte América. Cada uno de ellos tienen mas de cien
diferentes tipos de columnas, por ello se puede hacer la seleccion de la columna
mas adecuada para un analisis en particular.

Anogized
auminuen
jackat

| Main column
(plastic)

Porous titanaun frit

Fig. 24. a. Componentes de una columna cromatografica. b. Columna Sugar Pack |

= Caracteristicas fisicas de las columnas

= La longitud de la columna: ElI material exterior de las columnas
cromatograficas es de acero inoxidable, la longitud de la columna Sugar-PAK |
utilizada en los analisis es de 300 mm, un factor que se ve afectado por este
aspecto es el de consumo de solvente

= Diametro Interno: El didmetro de la columna Sugar-PAK | es convencional
de 6.5mm. Este puede variar y su variacion afecta el analisis, cambiando el flujo
y el volumen de muestra.

= Material de empaque o de relleno®.

* Tamafio vy forma: La resina estd formada por microesferas que deberan
tener dimensiones uniformes con un tamafio que va de 3 a 10um. Los
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requisitos basicos de los materiales de las esferas de intercambio idnico
son: la insolubilidad, el tamafio de la esfera y la resistencia a las fracturas
bajo condiciones normales de funcionamiento. Estas se fabrican realizando
un proceso de polimerizacion en  suspension que  utiliza
estireno-divinilbenceno (DVB), siendo generalmente el material usado para
la fabricacion de las esferas de intercambio ionico.

El estireno y DVB, ambos liquidos en un principio, se colocan en un reactor
guimico con mas o menos la misma cantidad de agua, en presencia de un
agente flotador para mantener todo disperso. El reactor quimico tiene un
agitador que comienza a mezclar la solucion de agua/sustancia quimica
organica. El estireno/DVB comienza a formar grandes glébulos de material,
y al aumentarse la velocidad de agitacion, los glébulos se dividen en gotas
mAas pequefas hasta alcanzar un tamafio adecuado. En ese momento inicia
la reaccidn de polimerizacion a través de la adicion de peréxido de benzoilo,
el cual hace que las moléculas de estireno/DVB formen las esferas
pequefias de plastico resultantes.

El tamafio de la esfera también tiene un efecto; las esferas mas pequefias
tienen una mayor superficie activa por que hay una mayor cantidad de
esferas por area y estas presentan una via de difusion mas corta hacia los
sitios activos en la parte interior de las esferas o poros, mejorando
notablemente la eficiencia de la columna

Particula o poro: El DVB es un agente entrecruzante que le proporciona a
las esferas estabilidad y resistencia mecanica, asi como insolubilidad. El
grado de entrecruzamiento es un factor importante de control porque la
cantidad de entrecruzamiento de DVB en la esfera no sélo determina sus
propiedades mecanicas sino su fortaleza relativa, ya que el
entrecruzamiento adicional afecta la porosidad obstruyendo la cinética o la
movilidad i6nica dentro de la esfera, haciendo que la esfera sea demasiado
resistente a la contracciéon e hinchamiento disminuyendo su capacidad para
absorber agua.

(b)

Fig 25.Particulas (tamafio de poro, 10 nm) a) Agregado de particulas esféricas,
area superficial 150m2/g b) Estructura esponjada, area superficial 300m2/g.

60



El hinchado del polimero se produce cuando el disolvente penetra en los
poros de la estructura polimérica, ensanchandolos y abriendo, por tanto la
estructura. A simple vista se observa un aumento en el volumen que ocupa
la resina, favoreciendo asi la permeabilidad de los iones en la matriz de la
resina y mejora la accesibilidad a los grupos funcionales. Como
inconveniente el aumento de tamafio de la resina puede dar problemas de
exceso de presion por estar empaquetada en una columna y también que
los procesos contraccion e hinchamiento, puede con el tiempo, afectar la
estabilidad de la columna.

El tamafio de los iones que estan siendo intercambiados también influye en
la velocidad cinética y depende del tamafio de los poros en la estructura de
la resina, dandole la propiedad de exclusion por tamafio. El diametro de los
poros es variado y va de 20-500 A

50 A Pore Siza

Si-OH = Silanol

Fig 26. Tamario de poro (50A) de particula de silica con ligandos OH"

* Tipo de fase: La columna Sugar-PAK esta rellena con una resina de fase
ligada activada quimicamente para funcionar como material de intercambio
ibnico. Los grupos activados son ligados permanentemente para
proporcionarle funcionalidad quimica a la esfera. Una resina de intercambio
iGnico tiene como objetivo intercambiar ciertos tipos de iones presentes en
una soluciéon (fase movil) por otros iones presentes en la resina, una vez
realizado el intercambio que dura unos segundos el i6n es arrastrado por la
fase movil y sale de la columna para ser registrado.
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Fig 27. Esquema general de los enlaces y ligandos en los poros
de las resinas para sustituyentes con sustituyentes de C18.

Las resinas cationicas fuertes se forman tratando las esferas con acido
sulfdrico concentrado (un proceso conocido como sulfonacion) para formar
grupos sulfénico-acidos permanentes R-SOs; , de carga negativa a través
de las esferas. Aqui es importante el hecho de que los sitios de intercambio
estén formados de tal manera que se encuentren ubicados a través de la
esfera. El proceso de intercambio ibnico no es un fendmeno de superficie.
Mas del 99% de la capacidad de un material de intercambio i6nico se
encuentra en el interior de la esfera.

—GH—CH,\— CH—CH, +-CH—CH, —
N
o ©
=i CH=CH ~CH=—CH,~CH=CH,'CH~CH = CHe=CH, = CH==CH, —
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Fig. 28 Enlaces entrecruzados del copolimero estireno-divinilbenceno
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Fig .29 Estructura de una resina catidnica de &cido fuerte

Algunas de las ventajas de estos intercambiadores cationicos de &acido
fuerte es que funcionan a cualquier nivel de pH, dividen todas las sales y
requieren una cantidad sustancial de regenerante. Es ademas la resina que
se escoge para casi todas las aplicaciones de suavizado.

Selectividad de las resinas: la selectividad o afinidad de las resinas de
intercambio i6nico es influida por las propiedades de la esfera, los iones
intercambiados, y la solucién en la cual estan presentes los iones.

El agua es un componente esencial en las resinas de intercambio idnico.
Por ejemplo, las resinas cationicas de acido fuerte contienen mas o menos
50% de humedad. La cantidad de entrecruzamiento de la esfera y por su
parte el contenido de humedad tiene un impacto sobre la selectividad. Una
esfera con alto contenido de humedad tiene una alta porosidad y los grupos
activos se encuentran mas separados uno del otro.

Las resinas de intercambio iénico por lo general tienen una mayor
selectividad por los iones de mayor valencia o carga. Entre los iones con
una misma carga se encuentran mayores afinidades hacia los iones con un
ndamero atdbmico mas alto. Estas relaciones de afinidad son revertidas en
soluciones concentradas. Esto es lo que hace posible la regeneracion de
las resinas agotadas. Una resina agotada por lo general se encuentra en
forma de calcio o magnesio, de los cuales ambos son iones bivalentes. La
resina es restaurada a su condicion regenerada, la forma sodio,
introduciendo una solucion de cloruro de sodio NaCl suficientemente
concentrada como para revertir la selectividad. La fuerza impulsora del ion
monovalente de sodio luego convierte la resina a la forma sodio.

Termostatos para las columnas: Aunque no es necesario el control estricto
de la temperatura de la columna es importantes para mantener la columna a una
temperatura optima, sobretodo en analisis cualitativo, puesto que las variaciones
de temperatura pueden cambian la viscosidad del eluyente e influir en el volumen
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retenido, obteniendo separaciones mas reproducibles. El Equipo de HPLC cuenta
con calentadores que regulan la temperatura de la columna.

Fig. 30 Termostato para columna cromatografica

e Detectores: El papel del detector es indicar los momentos de aparicién de los
componentes, y proporcionar indicacion cuantitativa y cualitativa de los mismos. El
detector utilizado depende de la naturaleza de la muestra y debera reunir una
serie de caracteristicas como son, tener una sensibilidad elevada, buena
estabilidad y reproducibilidad. Amplio margen de respuesta lineal, insensible a
cambios en la presion y la temperatura.

Path taken when
Reference out  refractive index
of eluate
changes

Path taken with
pure solvent in
both compartments

Sample out

Sample in
i. b.
Fig 31. Detector de indice de refraccion para columna cromatogréafica
a. Pincipio del detector. b. Aspecto general
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El detector se coloca al final de las columnas, responde a la concentracion del
soluto y se registra en funcion del tiempo, obteniendo una serie de picos que
genera el grafico que se denomina cromatograma. La posicién de los picos en el
eje del tiempo puede servir para identificar los componentes de la muestra.

El detector de indice de refraccion esta basado en una propiedad de la disolucion,
mide la diferencia entre el indice de refraccion del disolvente puro y del disolvente
mas la muestra que salen de la columna Esta formado por una celda con dos
compartimentos, El disolvente pasa a través de la mitad de una cubeta y el
efluente de la columna pasa por la otra mitad. Los dos compartimentos estan
separados por una placa de vidrio montada a un angulo tal que si las dos
disoluciones difieren en indice de refraccion se produce una desviacion del haz
incidente y varia la sefial dada por la fotocélula. Requiere un manejo muy delicado
y responde satisfactoriamente a la mayoria de los compuestos organicos. No
permite elucion en gradiente o programacion de la fase movil porque es sensible
a las variaciones de flujo, temperatura y presion.

e Sistema para el tratamiento de datos y registrador: La velocidad de elucién
de los componentes de una muestra depende de la fraccibn de tiempo que
requieran para distribuirse segun su naturaleza quimica con respecto a las fases
movil y estacionaria y salir de la columna. Este tiempo es detectado por el
detector colocado en el extremo final de la columna el cual transmite una sefial
gue se transforma por medio del registrador en una grafica en funcion del tiempo
llamado cromatograma, que consta de una serie de picos simétricos.
Generalmente la respuesta del detector es linealmente proporcional a la
concentracion de los analitos en la fase movil, la forma de cada pico muestra la
distribucién de concentracion del componente asociado a dicho pico.

Peak identification

. Uracil

. Phenol

. Acctophenone
Nitrobenzene
Methyl benzoate
Toluene

A BN -

Octyl Octadecyl

[ . Lalalaly
8 1012 14 16 0 2

I T T T |
8 101214 16 18 20 22 24
Time, min Time, min

! Lol
6 4 6

Fig. 32 Cromatograma para la identificacion de compuestos presentes en una muestra utilizando
columnas rellenas con ligandos C8 (n-octil) y C18 (n-octildecil)
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Los picos sobre el eje del tiempo se emplean para identificar tanto cualitativa
(posicién en el eje) como cuantitativamente (area bajo los picos) los componentes
de la muestra. La cromatografia cuantitativa se basa en una comparacion del area
del pico de un analito con el de uno o méas estandares. Este parametro varia
linealmente con la concentracion. La cromatografia cualitativa se basa en la
comparacion de la posicion de los picos (tiempos determinados de retencion) con
cromatogramas estandares [29].
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6. METODOLOGIA

6.1 HIPOTESIS

Los métodos utilizados en el Ingenio Pichichi S.A. para la determinacion de
sacarosa y azucares reductores son confiables para su aplicacion analitica en el
analisis de la miel virgen de cafa al confrontarlos con el método de cromatografia
liquida de alta resolucion HPLC, por medio de una correlacion de sus resultados.

6.2 POBLACION
La poblacién objeto de estudio la constituyen los lotes de miel virgen de cafa
producidos mensualmente en el Ingenio Pichichi S.A. de acuerdo a la planeacién

de su elaboracion.

Calculo de la poblacién a partir del promedio de produccion de miel virgen
mensual para noviembre de 2009:

N = # de carrotanques diarios X dias de despacho
N = 2 carrotanques diarios X 18 dias de despacho
N =36
6.3 MUESTRA
Para la realizacion de las pruebas del presente estudio se tomard como muestra
los lotes de miel virgen de cafia producidos en noviembre de 2009. Tomando un

tamafio de muestra de 33 muestras analizadas por duplicado por los tres
métodos a evaluar.

e Calculo del nimero de muestras
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Donde:

Para una confiabilidad del 95%

z=1.96
p= 0,5
g=0,5
e = 0,05
B 1,962x 0,5x% 0,5
Mo = 0,052
n, = 364,16
El ndmero de muestras sera
384,16
n=—em———
384,16
1+ 36

n = 33 muestras

6.5 DISENO METODOLOGICO

En el estudio se correlaciona los datos obtenidos en la determinacién del
porcentaje de sacarosa en miel virgen de cafia por el método refractométrico y
polarimétrico, y de azlcares totales expresados como reductores por el método de
Lane y Eynon, con el método de cromatografia liquida de alta resolucion HPLC
para la determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa

Las muestras utilizadas fueron las mismas para realizacion de las pruebas por los

diferentes métodos. A los resultados obtenidos se les realiz6 un tratamiento
estadistico para su posterior analisis calculando su correlacion.
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6.5.1 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION EN JARABES O
MELADURAS POR REFRACTOMETRIA (BRIX - SOLIDOS DISUELTOS)
(Método 16)°

6.5.1.1 Principio

El método se basa en la medicion del indice de refraccion de la muestra diluida y
su relacion con el contenido de solidos disueltos (Brix).

El contenido de solidos disueltos de las soluciones azucaradas se determina
utilizando un refractometro que tiene la conversion directa a valores de Brix.

6.5.1.2 Equipos y materiales

Balanza de precision £0.1 g

Beaker de 1000 ml

Gotero

Refractometro digital GPR 11-37-X
Varilla de agitacion

Frasco Lavador

Papel para filtracion rapida

Papel suave para limpieza de los lentes
Embudo

6.5.1.3 Reactivos

Ayuda filtrante

6.5.1.4 Procedimiento
Preparaciéon de la muestra

La muestra debe estar a temperatura ambiente, se mezcla y homogeniza
adecuadamente antes de pesarse.

En el beaker de 1000ml se pesan 450g de meladura y se le adicionan 450 g de
agua; con ayuda de la varilla de agitacion se mezcla bien la muestra hasta que se
disuelva completamente y se filtra utilizando la ayuda filtrante, desechando los
primeros mililitros.
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Se adiciona agua destilada en la unidad Optica del refractbmetro para la
verificacion del cero.

Se enjuagan los prismas con una porcion de filtrado y se adiciona una nueva
porcion de filtrado. Se registra solamente la lectura del refractbmetro una vez se
estabiliza porque se cuenta con un equipo automatico con correccion de
temperatura.

6.42 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION EN MELADURAS POR
POLARIMETRIA (POL) (Método 17)°

6.4.2.1 Principio

El método se basa en la medicién del cambio de la rotacion Optica que depende
principalmente del contenido de sacarosa de la muestra.

Esta lectura esta influenciada por la presencia de otras sustancias Opticamente
activas y por el procedimiento de clarificacion.

6.4.2.2 Equipos y materiales

Polarimetro digital NIR SACHAAR 880 (sacarimetro de alta penetracion)
Tubo polarimétrico de 200 mm

Beakers de 1000 mly 250 ml

Embudo

Papel filtro Whatman No. 91 de 185 mm de diametro o su equivalente
Espatula

Balanza de precision de +0.1 g

6.4.2.3 Reactivos

e Sulfato de Aluminio
e Cal
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6.4.2.4 Procedimiento
Preparacion de la muestra

Se tara un beaker de 1000 ml y se pesan 150 g de meladura previamente
homogenizada, Se adicionan 450 g de agua, completando el peso a 600g.

Se mezcla bien con espatula hasta completa disolucion y se determina el Brix de
la solucién en el refractdmetro de acuerdo con el método para la determinacion en
jarabes o meladuras por refractometria descrito anteriormente.

Se toman 200 ml de la solucion obtenida y se agrega de sulfato de Aluminio y Cal
requerida para una clarificacion eficiente y se agita vigorosamente.

Se filtra con papel de filtro se descartan los primeros 10 ml de filtrado y se cubre el
embudo con vidrio de reloj mientras se filtra para minimizar la evaporacion.

Se ajusta el cero en el polarimetro llenando el tubo polarimétrico con agua
destilada

Se enjuaga el tubo polarimétrico con una porcién de filtrado y se llena con la
solucion y se registra la lectura del polarimetro una vez se estabiliza.

6.4.3 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE SACAROSA,
GLUCOSA Y FRUCTOSA POR HPLC (ICUMSA METODO GS 7/8/4-23
(1998))

6.4.3.1 Principio

La separacion cromatogréafica de la Sacarosa Glucosa y Fructosa es realizada por
cromatografia liquida de alta resolucion que utiliza una columna de separacion
rellena de una resina de intercambio catidnico con base calcica, que exhiben
propiedades como intercambio de ligandos y exclusién por tamafio.

La muestra diluida es previamente filtrada para la inyeccion en la columna,
dependiendo de la geometria de los hidroxilos de los diferentes azucares, estos
interactdan con los cationes de la resina por afinidad, variando gradualmente los
resultados de los tiempos de elucion de las diferentes especies. EI método se
aplica a moléculas de bajo peso molecular relativo, que puedan entrar en los poros
de la resina y establecer enlaces temporales con los iones contrarios. Las
moléculas largas no entran facilmente en los poros y ellas eluyen con mayor
rapidez.
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El cromatograma de los componentes separados se obtiene por diferencias
refractométricas del eluyente de la columna. La estimacion exacta de la altura de
pico para un azlcar se obtiene por un sistema de integracion electrénico que
luego lo relaciona al obtenido por un estandar.

6.4.3.2 Equipos y materiales

e Cromatografo liquido de alta resolucion con detector de indice de refraccion
WATERS I.

¢ Inyector de la muestra automatico

e Bomba isocrética de alta presién para HPLC

e Columna rellena de resina de intercambio con base célcica, con tamafio de
particula de 10 — 15 um, longitud 250-300m (Sugar Pack I)

e Calentador de columna para 90 °C

¢ Integrador electronico

e Instrumentos de filtracién (Filtros de jeringa de 25 a 50 mm de didmetro en
conjunto con membranas de filtracion de 0.45 pm,)

e Balanza analitica de precision de +0.1 mg

e Viales

6.4.3.3 Reactivos

Sacarosa Grado analitico
Glucosa Grado analitico
Fructosa Grado analitico

EDTA (Célcico) Grado analitico

6.4.3.4 Procedimiento

Preparacion de Fase movil

Se preparan 1000 ml de solucién de EDTA (Sal Calcica) de 50 ppm, se filtra por
membrana de 0.45 um y se desgasifica.

Preparacion de estandares de calibracion externos

Se preparan 100 ml de soluciones para los estandares indicados en la tabla 1,
registrando el peso exacto utilizado en la preparacion
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Tabla 14. Concentraciones de Estandares de Calibracion externos para HPLC

Concentraciones de estandares de calibracion
Concentracion (ppm)

Sacarosa 5
Glucosa 0.5
Fructosa 0.5

Preparacion de la muestra

Se pesa aproximadamente de 0,75 g a 1.0 g de melaza de cafa, registrando el
peso exacto de la muestra, que se transfiere cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 ml y se diluye 100 ml y se homogeniza.

La solucion se filtra por una membrana de 0.45 um provista de un prefiltro Sep-
pak.

Condiciones para la operacion de HPLC

Velocidad de la Fase maovil : 0.5 a 0.6 ml/min en elucién isocratica
Presién < 1300 psi

Temperatura de 80 a 85 °C

Volumen de inyeccion de muestras 20 pL

6.4.4 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES
EXPRESADOS COMO REDUCTORES EN MIEL VIRGEN DE CANA POR
EL METODO DE LANE Y EYNON (NTC 1779)%

6.4.4.1 Principio
El método consiste en la titulacibn de una solucibn que contiene azlcares
reductores en proporcion desconocida con Soluciones Estandar de Fehling. Se
utiliza como indicador azul de metileno.
6.4.4.2 Equipos y materiales

e Balanza analitica

e Material de vidrio
¢ Plancha para calentamiento
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6.4.4.3 Reactivos

e Sacarosa Grado analitico

e Solucion de &cido clorhidrico (5%)

e Solucion de acido clorhidrico (50%)

e Solucion de hidroxido de sodio 4 M

e Solucion alcohdlica de Fenoftaleina al 1 %

e Solucion indicadora de Azul de Metileno al 1%

e Solucion de Sulfato de Cobre (Solucion A): Se disuelven 69.278g de
Sulfato de Cobre pentahidratado (CuSO45H,0) reactivo analitico,
previamente desecado, y se transfiere a un matraz volumétrico de 1000 ml

e Solucion alcalina de tartrato (Solucién B): Se pesan 346 g de tartrato de
Sodio y potasio reactivo analitico (KNaC4H406.4H,0)3. Se disuelven en 250
ml de agua destilada, agitando hasta completa disolucion.

Aparte se prepara 100 g de Hidréxido de Sodio, reactivo analitico,
agregando 250 ml de agua destilada y se agita hasta completa disolucion.
Las soluciones anteriormente preparadas se mezclan en una matraz
volumétrico de 1000 ml y se completa el volumen con agua destilada.

6.4.4.4 Procedimiento
Preparacion de la muestra

Se pesan 7,5 +10 mg de muestra y se disuelven en una porcién de agua destilada;
se transfieren cuantitativamente a un matraz volumétrico de 250 ml y se completa
el volumen con agua destilada.

De la solucién preparada se toman 25 ml y se depositan en un matraz volumétrico
se 100 ml y se les afiaden aproximadamente 35 ml de agua destilada.

Se calienta la solucién anterior en un bafio con agua a 65 °C durante 10 minutos,
se adicionan 10 ml de solucién de acido clorhidrico al 50 %, se mezcla y se
calienta suavemente a una temperatura de 65°C durante 30 minutos con agitacion
periodica.

Se enfria y se adiciona una gota de solucion indicadora de fenoftaleina al 1% y se
le adiciona solucion de hidroxido de sodio 4M hasta que la solucion se torne
ligeramente rosada.

Se adiciona solucién de acido clorhidrico gota a gota hasta cuando el color del
indicador desaparezca.
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Se deja en reposo hasta que alcance la temperatura ambiente y se completa el
volumen a 100 ml con agua destilada. Con esta solucién de azucar hidrolizada se
llena una bureta limpia y seca.

Se toman 10 ml de la solucion A y 10 ml de la solucién B en un erlenmeyer al
momento de utilizarla, y se le agregan 19 ml de la solucién de azucar hidrolizada,
desde la bureta mezclando muy bien.

La mezcla anterior se caliente hasta ebullicion y se mantiene durante 2 minutos
exactos.

Se adicionan 3 gotas de solucion de azul de metileno al 1%, y se mezcla hasta
que la coloracion azul sea permanente

La solucion titulante de azucar hidrolizada se adiciona poco a poco, agitando
hasta que la coloracién azul desaparezca completamente. Se repite la titulacion
para verificar el punto exacto de viraje. Se registra el volumen gastado en la
titulacion.

Determinacion del Factor estandar de la solucion de Fehling

Se pesan 0,475 g de Sacarosa grado analitico previamente desecada; se
transfieren cuantitativamente a un balén aforado de 100 ml, se disuelven y se
diluyen con agua destilada hasta completar un volumen aproximado de 60 ml.

Se procede igual que para el tratamiento de la muestra, calentando en un bafio de

agua caliente, seguido de los pasos para la hidrélisis y titulacién de la solucién
hidrolizada.
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7. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DEL ANALISIS DE MIEL VIRGEN DE CANA POR EL
METODO REFRACTOMETRICO

7.1.1 Datos obtenidos

Siguiendo la metodologia descrita para el analisis del porcentaje de sacarosa en
miel virgen de cafia por el Método 16 para la Determinacion en Jarabes o
Meladuras (Brix - sélidos disueltos) descrita en (6.4.1), se realizaron lecturas por
duplicado de 33 muestras de miel virgen de Cafa, con las lecturas obtenidas se
calculo la media de la poblacién y se tabularon los datos de las concentraciones
de Sacarosa para tratamiento el estadistico posterior.

7.1.2 Calculos

e (Céalculo del Brix Refractométrico

Como se dispone de Correccion de Temperatura automatica por el equipo el
resultado del BRIX refractométrico multiplicado por el factor de dilucién:

BRIX = Lectura del refractobmetro x 4

Para la muestra No. 1
Lectura del refractobmetro = 17.77
BRIX=17.77 X 4

BRIX =71.08
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Tabla 15. Datos obtenidos de °Brix para el analisis de miel virgen de cafia por el método

refractométrico

No. Numero de . Factor de
Muestra lecturas por media de °BRIX dilucion % Sacarosa
muestra
1 2 18,13 4 72,52
2 2 17,77 4 71,08
3 2 17,79 4 71,16
4 2 18,14 4 72,56
> 2 18,41 4 73,64
6 2 18,59 4 74,36
7 2 18,17 4 72,68
8 2 18,08 4 72,32
9 2 18,22 4 72,88
10 2 18,08 4 72,32
11 2 18,52 4 74,08
12 2 18,05 4 72,20
13 2 18,05 4 72,20
14 2 18,00 4 72,00
15 2 18,00 4 72,00
16 2 18,10 4 72,40
17 2 17,96 4 71,84
18 2 18,12 4 72,48
19 2 18,06 4 72,24
20 2 18,10 4 72,40
21 2 18,17 4 72,68
22 2 18,38 4 73,52
23 2 17,92 4 71,68
24 2 18,24 4 72,96
25 2 17,91 4 71,64
26 2 17,22 4 68,88
27 2 18,05 4 72,20
28 2 17,84 4 71,36
29 2 17,15 4 68,60
30 2 17,55 4 70,20
31 2 18,09 4 72,36
32 2 17,82 4 71,28
33 2 18,02 4 72,08
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7.2 RESULTADOS DEL ANALISIS DE MIEL VIRGEN DE CANA POR EL
METODO POLARIMETRICO

7.2.1 Datos obtenidos

Siguiendo la metodologia descrita para el analisis del porcentaje de sacarosa en
miel virgen de cafia el Método para la Determinaciéon en Meladuras por
Polarimetria descrita en (6.4.2),se realizaron lecturas por duplicado de 33
muestras de miel virgen de Cafia, con las lecturas obtenidas se calculé la media
de la poblacion y se tabularon los datos de las concentraciones de Sacarosa para
tratamiento el estadistico posterior.

7.2.2 Céalculos

e Calculo del porcentaje de Sacarosa

Se calcula el porcentaje de Sacarosa con la lectura del polarimetro y el Brix
refractométrico calculado en 7.1.2 de la muestra diluida, interpolando en la tabla
de Schimitz (Ver Anexo 1)

Para interpolar el valor de BRIX, sabiendo que:

Y=mX+Db
De donde:
_ Y2 _Yl
X2_xl
A
Y2 ----------------- | Y:mX+b

Yifp——"""" ; E

R

X1 Xi X
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Para un punto intermedio:

Entonces :

Por lo tanto se puede obtener un valor intermedio a partir de dos puntos
conocidos:

Y = Xl "'(Yz _Yl)(xi B Xl)
I Xz _Xl

Asi para calcular el % sacarosa para la primera muestra con un Brix =17.77 y un
pol de 64,36 como sigue:

- Se interpola el porcentaje de sacarosa para un Brix =17,77 tomando el valor
superior e inferior de la tabla de Smchimitz y sus correspondientes porcentajes de
Sacarosa = 64

Brix % Sacarosa
X1=17.50 Y 1=15.57%
Xi =17.77 Yi =?

X »=18.00 Y »,=15.54%

15.57 +(15.54 ~15.57)(17.77 —17.5)
17.5-18

%Sacarosa =

%%Sacarosa =15.59
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- Se interpola el porcentaje de sacarosa para un Brix =17,77 tomando el valor
superior e inferior de la tabla de Smchimitz y sus correspondientes porcentajes de
Sacarosa = 65

Brix % Sacarosa
X1=17,50 Y 1=15,81%
Xi =17,77 Yi=?

X ,=18,00 Y »,=15,78%

15.81+(15.81-15.78)17.77 —17.5)
17.5-18

0pSacarosa =

%Sacarosa =15.79

- Con estos dos valores de brix se interpola el Porcentaje de sacarosa con un Pol
de 64,36

Brix % Sacarosa
X 1=64,00 Y 1=15,59%
Xi =64,36 Y; =?
X »=65,00 Y ,=15,79%

15.59 +(15.59 —15.79)(64.36 — 64)
64— 65

O%%Sacarosa =

%Sacarosa =15.59

- El porcentaje de sacarosa se multiplica por el factor de dilucién

% Sacarosa = % Sacarosa (Valor interpolado) x 4
% Sacarosa = 15.59% x 4

% Sacarosa = 62.36%
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TABLA 16. Datos obtenidos de Porcentaje de Sacarosa para el andlisis de miel virgen de
cafa por el método polarimétrico

MuNec;.tra Il(;l(l:JtTrearg p?sr media de Pol °Brix F(ﬁ(lﬁgiré?qe %Sacarosa
muestra
1 2 64,06 18,13 4 62,23
2 2 64,36 17,77 4 62,61
3 2 64,06 17,79 4 62,32
4 2 64,92 18,14 4 63,06
5 2 66,21 18,41 4 64,25
6 2 66,94 18,59 4 64,91
7 2 65,13 18,17 4 63,26
8 2 66,08 18,08 4 64,21
9 2 67,38 18,22 4 65,43
10 2 66,12 18,08 4 64,24
11 2 67,90 18,52 4 65,86
12 2 65,36 18,05 4 63,51
13 2 65,25 18,05 4 63,41
14 2 65,13 18,00 4 63,30
15 2 65,42 18,00 4 63,59
16 2 64,91 18,10 4 63,06
17 2 65,86 17,96 4 64,02
18 2 65,95 18,12 4 64,07
19 2 65,51 18,06 4 63,66
20 2 65,66 18,10 4 63,79
21 2 65,73 18,17 4 63,84
22 2 58,53 18,38 4 56,80
23 2 59,71 17,92 4 58,05
24 2 65,24 18,24 4 63,35
25 2 69,29 17,91 4 67,37
26 2 61,64 17,22 4 60,10
27 2 64,92 18,05 4 63,09
28 2 62,96 17,84 4 61,23
29 2 61,40 17,15 4 59,88
30 2 60,47 17,55 4 58,88
31 2 62,37 18,09 4 60,60
32 2 61,87 17,82 4 60,18
33 2 62,76 18,02 4 60,92
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7.3 RESULTADOS DEL ANALISIS DE MIEL VIRGEN DE CANA POR EL
METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC)

7.3.1 Datos obtenidos

Siguiendo la metodologia descrita para el analisis del porcentaje de sacarosa en
miel virgen de cafia el Método para la Determinacidon de Sacarosa, Glucosa y
Fructosa en Melazas de Cafa por HPLC descrita en (6.4.3), se realizaron lecturas
por duplicado de 33 muestras de miel virgen de Cafia, con las lecturas obtenidas
se calculé la media de la poblacion y se tabularon los datos de las
concentraciones de Sacarosa para tratamiento el estadistico posterior.

7.3.2 Calculos

e Calculo del Porcentaje Sacarosa, Fructosay Glucosa por HPLC

El integrador suministra porcentajes de areas y alturas con su correspondiente
tiempo de retencion que se relacionan con las areas de los estandares de
calibracion externos de Sacarosa, Glucosa y Fructosa, con las areas de los picos
cercanos a los tiempos de retencion (Ver anexo 1).

* Calculo del porcentaje de Sacarosa en la muestra

Se tomé el area de la sacarosa correspondiente a un tiempo de elucion de
aproximadamente 7.53 minutos y se calcula el Factor de Respuesta (FR)

Area

FR = —
Concentracion

Donde:
Area = Dada por el integrador para el estandar de Calibracion de Sacarosa

Concentracion = Gramos exactos de Sacarosa Pesados
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- Calculo del factor de respuesta para el Estandar de Calibracién de Sacarosa:

R 2723985
0,500
FR =5447970

Para la muestra No. 1 el porcentaje de sacarosa es:

% Sacarosa = Area de la muestra a 7,53 min. x 100%
FR x Concentracidon muestra

0%Sacarosa = 2922211 x100%

5447970x0,8652

%Sacarosa = 62,00

* Célculo del porcentaje de Glucosa en la muestra

Se procede igual que para el célculo de la Sacarosa, teniendo en cuenta que el
tiempo de elucion de la glucosa es en aproximadamente 9.52 min.

Se tomo el area de la Glucosa correspondiente a un tiempo de elucion de
aproximadamente 9.52 minutos y se calculo el Factor de Respuesta (FR)

Area

FR = —
Concentracion

Donde:
Area = Dada por el integrador para el estandar de Calibracién de Glucosa

Concentracion = Gramos exactos de Glucosa Pesados

- Célculo del factor de respuesta para el Estandar de Calibracion de Glucosa:

o 248321
0,050
FR = 4966420
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Para la muestra No.1 el porcentaje de Glucosa es:

% Glucosa = Area de la muestra a 9.52 min. x 100%
FR x Concentracion muestra

%Glucosa = 31730 x100%

4966420 x0,8652

%Glucosa =0,74%

* Calculo del porcentaje de Fructosa en la muestra

Se procede igual que para el calculo del porcentaje de Sacarosa, se identifica el
area de la fructosa correspondiente a un tiempo de elucion de aproximadamente
11.17 min y para el calculo el Factor de Respuesta (FR) que los gramos exactos
de fructosa grado reactivo pesados fueron 0,050 g.
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Tabla 17. Datos obtenidos de % sacarosa, % glucosa, %fructosa y Suma del % de

azucares reductores del
método de HPLC

andlisis de las muestras de miel virgen de cafia por el

No. Peso Area Area Area | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Azucares
Muestra mu(egjtra Sacarosa | Glucosa | Fructosa (%) (%) (%) totales
1 0,8652 | 2922277 | 31730 | 18600 62,00 0,74 0,41 63,14
2 0,8447 | 2875535 | 32907 | 16819 62,49 0,79 0,38 63,65
3 0,8753 | 2968052 | 37680 | 10631 62,24 0,87 0,23 63,34
4 0,8141 | 2808607 | 28169 | 10591 63,33 0,70 0,25 64,27
5 0,7943 | 2781959 | 29009 | 10322 64,29 0,74 0,25 65,27
6 0,8764 | 3097454 | 29708 | 14057 64,87 0,69 0,30 65,86
7 0,8533 | 2943360 | 37127 | 11833 63,32 0,88 0,26 64,46
8 0,8791 | 3073831 | 35937 | 10054 64,18 0,83 0,22 65,22
9 0,8626 | 3065209 | 27246 | 18821 65,23 0,64 0,41 66,28
10 0,8181 | 2858939 | 29925 | 14529 64,15 0,74 0,34 65,22
11 0,9163 | 3281884 | 30755 | 18910 65,74 0,68 0,39 66,81
12 0,9008 | 3115079 | 29624 | 16927 63,48 0,66 0,35 64,49
13 0,8028 | 2768589 | 33794 | 17559 63,30 0,85 0,41 64,57
14 0,8213 | 2830217 | 27334 | 14221 63,25 0,67 0,33 64,25
15 0,8300 | 2870160 | 29313 | 14849 63,47 0,71 0,34 64,53
16 0,8088 | 2773171 | 34328 | 11503 62,94 0,86 0,27 64,06
17 0,8546 | 2895446 | 34824 | 13988 62,19 0,82 0,31 63,32
18 0,8473 | 2950422 | 35920 | 12492 63,92 0,86 0,28 65,05
19 0,8651 | 2996788 | 36752 | 17275 63,59 0,86 0,38 64,82
20 0,8229 | 2847269 | 31099 | 13835 63,51 0,76 0,32 64,59
21 0,8397 | 2915741 | 38449 | 13053 63,74 0,93 0,29 64,96
22 0,8341 | 2671200 | 39248 | 13125 58,78 0,95 0,30 60,03
23 0,8925 | 2792798 | 32144 | 17216 57,44 0,73 0,36 58,53
24 0,8528 | 2938048 | 36686 | 13236 63,24 0,87 0,29 64,40
25 0,8787 | 3214984 | 29998 | 15401 67,16 0,69 0,33 68,18
26 0,8274 | 2708625 | 36138 | 12991 60,09 0,88 0,30 61,27
27 0,8134 | 2788376 | 32869 | 16403 62,92 0,82 0,38 64,12
28 0,8284 | 2835995 | 28178 | 17477 62,84 0,69 0,40 63,92
29 0,8083 | 2638657 | 33129 | 10781 59,92 0,83 0,25 61,00
30 0,8110 | 2597128 | 35027 | 14663 58,78 0,87 0,34 60,00
31 0,8420 | 2775934 | 26018 | 12323 60,51 0,62 0,28 61,42
32 0,8449 | 2764722 | 31695 | 12489 | 60,06 0,76 0,28 61,10
33 0,8429 | 2925753 | 31280 | 14644 61,01 0,75 0,33 62,09
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7.4 RESULTADOS DEL ANALISIS DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES
COMO INVERTIDOS EN MIEL VIRGEN DE CANA POR EL METODO DE
LANE Y EYNON (NTC 1779)

7.4.1 Datos obtenidos

Siguiendo la metodologia descrita para el andlisis del porcentaje de azucares
totales como invertido por el método para la determinacion de azucares totales
expresados como reductores en miel virgen de cafia por el método de Lane y
Eynon (NTC 1779) descrita en (6.4.4), se realizaron lecturas por duplicado de 33
muestras de miel virgen de Cafia, con las lecturas obtenidas se calculé la media
de la poblacion y se tabularon los datos de las concentraciones de Sacarosa para
tratamiento el estadistico posterior.

7.4.2 Calculos

e Calculo del contenido de azUcares totales como invertido.

Se calcula el Factor estandar de la solucion de Fehling

Fs =25x107° xVt
Donde:

Fs = Factor estandar equivalente a gramos de glucosa que reacciona con 1 ml de
la solucién de Fehling

Vt = Volumen de la solucion hidrolizada gastado en la titulacion
Para la solucion hidrolizada de sacarosa
Vt=20,2 mL

Fs =25x107° x 20,2

Fs =5.05x10°

De modo que:

Fsx2x10°

%AzUcares totales como invertido :( —
m

JxlOO
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Donde:
Fs = Factor estandar de la solucion de Fehling calculado
Vt = Volumen de la solucién hidrolizada gastado en la titulacion

m = Masa de muestra utilizada

Para la muestra No.1 el porcentaje de azucares reductores totales como
invertidos:

Fs = 5.05x107
Vt=20,7 mL
m =7,5024 g

-3 6
%AzUcares totales como invertido :(S’OSXN x2x10 j

20.7x7.5024

%AzUcares totales como invertido = 65,0%
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Tabla 18. Datos obtenidos de AzUcares Totales como Reductores del analisis de las
muestras de miel virgen de cafia por el método de Lane y Eynon

No. Peso muestra Volumen % AzUcares totales como
Muestra (9) gastado (ml) invertidos
1 7,5024 21,4 62,91
2 7,5035 20,6 65,34
3 7,5023 21,2 63,50
4 7,5004 20,5 65,69
5 7,5029 20,5 65,67
6 7,5042 20,7 65,02
7 7,5070 20,5 65,63
8 7,5013 20,1 66,99
9 7,5007 20,4 66,01
10 7,5005 20,3 66,33
11 7,5029 20,6 65,35
12 7,5021 21,0 64,11
13 7,5048 20,4 65,97
14 7,5017 20,7 65,04
15 7,5012 20,5 65,68
16 7,5043 21,3 63,19
17 7,5023 20,7 65,04
18 7,5027 20,8 64,72
19 7,5045 20,9 64,40
20 7,5008 21,0 64,10
21 7,5020 20,4 66,00
22 7,5019 22,5 59,84
23 7,5018 22,3 60,37
24 7,5001 21,1 63,82
25 7,5019 19,5 69,04
26 7,5010 22,0 61,20
27 7,5008 21,1 63,82
28 7,5003 20,9 64,43
29 7,5006 22,0 61,21
30 7,5001 21,9 61,49
31 7,5008 22,3 60,38
32 7,5002 22,0 61,21
33 7,5004 22,4 60,12
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7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el analisis estadistico de los resultados obtenidos comparando dos
métodos con base en los siguientes parametros:

TABLA 19. Parametros de calidad para el calculo estadistico de los métodos analiticos

PARAMETRO FORMULA DE CALCULO

Promedio

Desviacion estandar absoluta, S

Desviacion estandar relativa (RSD

Desviacion estandar de la media, S,

S
Coeficiente de variacién, CV CV ==*100%
X

N

Varianza

(%2}
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7.5.1 COMPARACION ESTADiSTICA DE LOS METODOS POLARIMETRICO Y
DE HPLC EN EL ANALISIS DEL PORCENTAJE DE SACAROSA EN MIEL
VIRGEN DE CANA

Tabla 20. Compilacién de los datos obtenidos anteriormente por los métodos Polarimétrico

y de HPLC
Muestra HPLC POLARIMETRIA Diferencia
(%Sacarosa) (%Sacarosa)

1 62,00 62,23 0,23

2 62,49 62,61 0,12

3 62,24 62,32 0,08

4 63,33 63,06 -0,27

5 64,29 64,25 -0,04

6 64,87 64,91 0,04

7 63,32 63,26 -0,06

8 64,18 64,21 0,03

9 65,23 65,43 0,20

10 64,15 64,24 0,09

11 65,74 65,86 0,12
12 63,48 63,51 0,03
13 63,30 63,41 0,11
14 63,25 63,30 0,05

15 63,47 63,59 0,12

16 62,94 63,06 0,12
17 62,19 64,02 1,83

18 63,92 64,07 0,15

19 63,59 63,66 0,07
20 63,51 63,79 0,28
21 63,74 63,84 0,10

22 58,78 56,80 -1,98
23 57,44 58,05 0,61
24 63,24 63,35 0,11
25 67,16 67,37 0,21
26 60,09 60,10 0,01

27 62,92 63,09 0,17
28 62,84 61,23 -1,61
29 59,92 59,88 -0,04

30 58,78 58,88 0,10

31 60,51 60,60 0,09

32 60,06 60,18 0,12

33 61,01 60,92 -0,09
Media 62,67 62,70 0,033
Desviacion 2,111 2,263 0,579

estandar
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Fig33. Grafico de correlacién de los métodos Polarimétrico y de HPLC en el andlisis del

porcentaje de Sacarosa en miel virgen de cafia.
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7.5.1.1 Coeficiente de correlacion

El coeficiente de correlaciéon obtenido fue de 0.9674

7.5.1.2 Mediade lapoblacion

Se realizo el célculo a partir de las diferencias de los resultados obtenidos por los
dos métodos, obteniendo el siguiente resultado:

x=0.034

7.5.1.3 Maximo
El valor maximo de las diferencias obtenido a partir de los dos métodos es:

Max= 1,83

7.5.1.4 Minimo
El valor minimo calculado de las diferencias de los dos métodos es:

Min= -1,98

7.5.1.5 Desviacién estandar absoluta (s)

Utilizando la férmula para la desviacion estandar absoluta de la Tabla 19, se
calcula para las diferencias de los datos de la tabla, obteniéndose el siguiente
resultado.

S= 0.579 para un nivel de probabilidad de 95%

7.5.1.6 Desviacion estandar de la media (s,,)

La desviacion estandar de la media se calcula con la desviacion estandar absoluta
s y la raiz del nimero de muestras N = 33, con la formula para desviacion
estandar de la media de la Tabla 19, obteniéndose el siguiente resultado:

s, = 0,579 para un nivel de probabilidad de 95%
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7.5.1.7 Varianza (s?)

La varianza es el cuadrado de la desviacién estandar s, el resultado obtenido es
el siguiente:

$*=0.335

7.5.1.8 Testdelat paradatos apareados

Se determina la variacion de los datos de obtenidos por los métodos polarimétrico
y de HPLC calculando el parametro estadistico experimental t__, con la ecuacion

exp !

(1), utilizando la media de la diferencias |d | y la desviacion estandar de las
diferencias |Sd|, obtenidos 7,8,7,7 respectivamente para cada muestra individual,
donde n =33

alvn

Sq

exp

El resultado fue: t, = 0,337

exp

Entonces se utiliza el parametro estadistico de control t para un nivel de confianza
escogido y para determinados grados de libertad, que se encuentra en la Tabla 9.

Para un nivel de confianza 95 % y 33 grados de libertad el valor de t = 2,04

No queda demostrada la presencia de diferencias significativas de los métodos
debido a que el valor t, = 0,337 es menor que 2,04 obtenido para un nivel de

confianza de 95%.
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7.5.2 COMPARACION

REFRACTOMETRICO Y DE HPLC EN EL

Tabla 21. Compilacion de

ESTADISTICA DE

Refractométrico y de HPLC

LOS

METODOS

ANALISIS DEL
PORCENTAJE DE SACAROSA EN MIEL VIRGEN DE CANA

los datos obtenidos anteriormente por

los métodos

Muestra HPLC BRIX Diferencia
(Y%Sacarosa) (Y%Sacarosa)

1 62,00 72,52 10,52

2 62,49 71,08 8,59

3 62,24 71,16 8,92

4 63,33 72,56 9,23

5 64,29 73,64 9,35

6 64,87 74,36 9,49

7 63,32 72,68 9,36

8 64,18 72,32 8,14

9 65,23 72,88 7,65
10 64,15 72,32 8,17
11 65,74 74,08 8,34
12 63,48 72,20 8,72
13 63,30 72,20 8,90
14 63,25 72,00 8,75
15 63,47 72,00 8,53
16 62,94 72,40 9,46
17 62,19 71,84 9,65
18 63,92 72,48 8,56
19 63,59 72,24 8,65
20 63,51 72,40 8,89
21 63,74 72,68 8,94
22 58,78 73,52 14,74
23 57,44 71,68 14,24
24 63,24 72,96 9,72
25 67,16 71,64 4,48
26 60,09 68,88 8,79
27 62,92 72,20 9,28
28 62,84 71,36 8,52
29 59,92 68,60 8,68
30 58,78 70,20 11,42
31 60,51 72,36 11,85
32 60,06 71,28 11,22
33 61,01 72,08 11,07
Media 62,67 72,08 9,42
Desviacion 211 1,20 1,83

estandar
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7.5.2.1 Mediade la poblacion

Se realizo el calculo a partir de los porcentajes de Sacarosa obtenidos por los dos
métodos, obteniendo el siguiente resultado:

X=9,42

7.5.2.2 Maximo
El valor maximo obtenido del conjunto total de datos es:

Max= 14,74

7.5.2.3. Minimo
El valor minimo obtenido del conjunto total de datos es:

Min= 4,48

7.5.2.4 Coeficiente de Correlacion

El coeficiente de correlacidon obtenido fue de 0,5027

7.5.2.5 Desviacion estandar absoluta (s)

Utilizando la férmula para la desviacion estandar absoluta de la Tabla 19, se
calcula para los datos de la tabla anterior, obteniéndose el siguiente resultado.

S = 1,83para un nivel de probabilidad de 95%

7.2.5.6 Desviacion estandar de la media (s,,)

La desviacion estandar de la media se calcula con la desviacion estandar absoluta
s y la raiz del nimero de muestras N = 33, con la formula para desviacion
estandar de la media de la Tabla 19, obteniéndose el siguiente resultado:

s,= 0,326 para un nivel de probabilidad de 95% se reportara la precision como
2S
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7.2.5.7 Varianza (s?)

La varianza es el cuadrado de la desviacién estandar s, el resultado obtenido es
el siguiente:

s°=3,34

7.25.8 Testdelat paradatos apareados

Se determina la variacion de los datos de obtenidos por los métodos
Refractométrico y de HPLC calculando el pardmetro estadistico experimental t

exp !

con la ecuacién (1), utilizando la media de la diferencias |d | y la desviacion
estandar de las diferencias |Sd|, obtenidos 7,8,7,7 respectivamente para cada
muestra individual, donde n =33

El resultado es t,,= 29,6

Entonces se utiliza el pardmetro estadistico de control t para un nivel de confianza
escogido y para determinados grados de libertad, que se encuentra en la Tabla
19.

Para un nivel de confianza 95 % y 33 grados de libertad el valor de t = 2,04

Queda demostrada la presencia de diferencias significativas de los métodos
debido a que el valor t, = 29,6 es mayor que 2,04 obtenido para un nivel de

confianza de 95%.
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7.5.3 COMPARACION ESTADISTICA DE LOS METODOS DE LANE Y EYNON
Y DE HPLC EN EL ANALISIS DEL PORCENTAJE DE AZUCARES TOTALES

COMO REDUCTORES EN MIEL VIRGEN DE CANA

Tabla 22. Compilaciéon de los datos obtenidos anteriormente por los métodos de HPLC y

Laney Eynon

Muestra HPLC ATR Diferencia
1 63,14 62,91 0,24
2 63,65 65,34 -1,69
3 63,34 63,50 -0,16
4 64,27 65,69 -1,42
5 65,27 65,67 -0,39
6 65,86 65,02 0,84
7 64,46 65,63 -1,17
8 65,22 66,99 -1,76
9 66,28 66,01 0,27
10 65,22 66,33 -1,11
11 66,81 65,35 1,46
12 64,49 64,11 0,39
13 64,57 65,97 -1,41
14 64,25 65,04 -0,79
15 64,53 65,68 -1,16
16 64,06 63,19 0,88
17 63,32 65,04 -1,71
18 65,05 64,72 0,33
19 64,82 64,40 0,43
20 64,59 66,66 -2,07
21 64,96 66,32 -1,36
22 60,03 59,84 0,19
23 58,53 60,37 -1,84
24 64,40 63,82 0,58
25 68,18 69,04 -0,86
26 61,27 61,20 0,06
27 64,12 63,82 0,30
28 63,92 64,43 -0,51
29 61,00 61,21 -0,21
30 60,00 61,49 -1,50
31 61,42 60,38 1,03
32 61,10 61,21 -0,11
33 61,01 60,12 0,89

Media 63,76 64,06 -0,29
Desviacion estandar 2,09 2,25 1,02
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7.53.1 Media de la poblacién
Se realizo el célculo a partir de las diferencias de porcentajes de azlcar totales

como reductores obtenidos por los dos métodos, obteniendo el siguiente
resultado:

Xx=-0,28

7.5.3.2 Maximo
El valor maximo obtenido del conjunto de datos es:

Max= 1,97

7.5.3.3 Minimo
El valor minimo obtenido del conjunto de datos es:

Min=-1,84

75.3.4 Coeficiente de Correlacion

El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,8927

7.5.35 Desviacion estandar absoluta (s)

Utilizando la férmula para la desviacion estandar absoluta de la Tabla 19, se
calcula para los datos de la tabla anterior, obteniéndose el siguiente resultado.

S= 1,01 para un nivel de probabilidad de 95%

7.5.3.6 Desviacion estandar de la media (s,,)

La desviacion estandar de la media se calcula con la desviacion estandar absoluta
s y la raiz del nimero de muestras N = 33, con la formula para desviacion
estandar de la media de la Tabla 19, obteniéndose el siguiente resultado:

s,= 0,176 para un nivel de probabilidad de 95% se reportara la precision como 2
S
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7.5.3.7 Varianza (s?)

La varianza es el cuadrado de la desviacién estandar s, el resultado obtenido es
el siguiente:

s*=1,02

7.5.3.8 Test de lat para datos apareados

Se determina la variacion de los datos de obtenidos por los métodos
Refractométrico y de HPLC calculando el pardmetro estadistico experimental t

exp !
con la ecuacién (1), utilizando la media de la diferencias |d | y la desviacion

estandar de las diferencias |Sd|, obtenidos 7,8,7,7, respectivamente para cada
muestra individual, donde n =33
i

Sq

exp

El resultado fue:
t. .= 1,63

exp

Entonces se utiliza el pardmetro estadistico de control t para un nivel de confianza
escogido y para determinados grados de libertad, que se encuentra en la Tabla 9.

Para un nivel de confianza 95 % y 33 grados de libertad el valor de t = 2.04

No queda demostrada la presencia de diferencias significativas de los métodos
debido a que el valor t, = 1,63 es menor que 2.04 obtenido para un nivel de

confianza de 95%.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

La comparacion de las metodologias utilizadas para la determinacién del
porcentaje de sacarosa en miel virgen de cafia se basd en los resultados
obtenidos del andlisis de 33 muestras por duplicado que fueron analizadas por tres
metodologias método polarimétrico, método refractométrico, método de HPLC y
determinando para cada una el porcentaje de azucares totales como reductores
por el método de Lane y Eynon para su tratamiento estadistico recopiladas en las
tablas.

Los resultados obtenidos de cada una de las tres metodologias se compararon
estadisticamente con los resultados obtenidos por el método de HPLC de acuerdo
a las diferencias del conjunto de datos, calculando para cada uno los valores su
promedio, coeficientes de correlacion, desviaciones estandar, varianza, prueba de
la t para datos apareados y grafico de comportamiento.

= Comparacién Estadistica entre el Método Polarimétrico y de HPLC

Los valores promedios de los resultados del porcentaje de Sacarosa obtenidos
por los dos métodos muestran para el conjunto de datos, un promedio de
diferencia de 0,034, la desviacion estandar absoluta tiene un valor de 0,579, un
coeficiente de correlacién de 0,9673 cerca a la unidad y un R?= 0,9358 con una
varianza de 0,33

Estos valores muestran una buena correlacion entre el método polarimétrico y el
método de HPLC por su coeficiente de correlacion cercano a la unidad, mostrando
poca dispersion entre los valores promedio de cada muestra, evidenciada en los
valores de desviacion estandar absoluta y coeficiente de variacion.

Se determino por la prueba de la t para datos desapareados que la variacion de
los datos no es significativa y que puede presentarse por errores de tipo aleatorio.
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= Comparacion estadistica entre el Método Refractométrico y de HPLC

Los valores obtenidos del conjunto en la evaluacion de los métodos los métodos
refractométrico y de HPLC con un promedio de diferencias de 9,42, un bajo
coeficiente de correlacién de 0,5027 y R?=0,2527 que muestra poca relacion entre
los resultados. La prueba de la t para datos apareados muestra diferencias
significativas entre los resultados de los métodos, para un nivel de confianza de
95%.

La desviacién estandar obtenida es de 1,83 y una varianza de 3,36 evidencia una
alta dispersién y variabilidad en los resultados de los dos métodos, que pueden
atribuirse a que la medicion de la muestra diluida presenta alteraciones como
inversién de la sacarosa, aumentando la concentracion de los sélidos disueltos.

= Comparaciéon estadistica entre el método de AzlUcares Totales como
Reductores y de HPLC

El andlisis estadistico muestra un promedio de diferencias de -0,28. El coeficiente
de correlacién obtenido para el conjunto de datos es de 0,8940 con un R*0,7993
mostrando correspondencia entre la variable de medicion para los dos métodos de
medicion del % Sacarosa en miel virgen de Cana.

La prueba de la t para datos desapareados muestra que la variabilidad de los
resultados no es significativa para un nivel de confianza del 95%), aunque muestra
una alta dispersion de los datos con una desviacion estandar absoluta de 1,01 y
una varianza de 1,02, que puede atribuirse a los errores de tipo aleatorio debido a
las condiciones del método de Lane y Eynon por especies de tipo inorganico y
otros azUcares susceptibles a reduccién por el reactivo de Fehling.

103



CONCLUSIONES

Se demostré la buena precision del método polarimétrico, comparado con el de
HPLC en la determinacion del porcentaje de Sacarosa en Miel Virgen de Cana,
comprobando asi la confiabilidad de los resultados obtenidos por este método en
el andlisis de este tipo de muestra con alto contenido de sacarosa.

Se establecié una baja correlacion entre el método Refractométrico por dilucion de
la muestras y de HPLC para la determinacién del porcentaje de Sacarosa en Miel
Virgen de Cafia por diferencias significativas en los resultados al nivel de
confianza seleccionado al ser un método menos selectivo.

Se determind que el método de Lane y Eynon para la determinacion de Azucares
Totales como Reductores es un método de mediana precision comparado con el
método de HPLC, presentando alta variabilidad de los resultados por las
condiciones del método y la presencia de tipos de especies reductoras en la
muestras.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados del estudio comparativo realizado para la
determinacion del porcentaje de Sacarosa en Miel Virgen de Cafia se recomienda
utilizar el método Polarimétrico contemplado en el Manual de laboratorio basado
en la Estandarizacion de los Sistemas de Medicién en los Ingenios Azucareros de
Colombia debido a la confiabilidad de los resultados su mayor rapidez y menor
costo para medicion de las especificaciones de la miel virgen como producto
terminado.

Se debe tener en cuenta que el Método Refractométrico para la Determinacion del
Porcentaje de Sacarosa Contemplado en el Manual de laboratorio basado en
Estandarizacion de los Sistemas de Medicion en los Ingenios Azucareros de
Colombia, que requiere diluciébn de la muestra no es un indicativo confiable del
Porcentaje de sacarosa en Miel Virgen de Cafia al nivel de significacion elegido
por lo que se recomienda hacer mediciones directas de las muestras (sin dilucion)
para evitar la alteracion de los resultados.

Se recomienda al realizar los andlisis de Azucares Totales como Reductores en
Miel Virgen de Cafia controlar las condiciones y los tiempos de reaccion
estipulados en el procedimiento de los andlisis, evitando asi variaciones de la
misma o de diferentes muestras que alteren el resultado final debido a lo
susceptible del método a las condiciones externas.
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ANEXO 1. CROMATOGRAMA TiPICO DEL ANALISIS DE MIEL VIRGEN DE
CANA POR EL METODO DE HPLC
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ANEXO 2. TABLA DE SCHIMITZ PARA LA INTERPOLACION DEL
PORCENTAJE DE SACAROSA POR EL METODO POLARIMETRICO.
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