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1.- RESUMEN.

El presente trabajo presenta la comparacién de dos mé-
tondos utilizados frecuentemente en el control de calidad de
la industria azucarera, como lo es el método polarimétrico y
el de cromatografia iiquida de alta eficiencia (HFLCZ), en
este caso aplicados a la cuantificacidén de sacarcsa en dis-
tintas muestras de azdcar.

Fara ellc se utilizdé un método cromatogréfico para la
cuantificacidn de sacarosa, para luego evaluar si el métoda
es comparable & no con el de polarimetria; se trabajé con es—
tandares de concentraciones conocidas para determinar la pre-—
cisién de ambos métodos, 1o que con las pruebas y andlisis
estadisticos se determind que si 1o son.

En base a lb anterior se realizaron andlisis de muestras
de azdcar de uso comin de 5 ingenios guatemaltecos, por pola-
rimetria y HPLC, cuantificando sacarosa en cada uno de ellas,
las pruebas se realizaron 3 veces para cada muestra, conclu-
yéndose previc andlisis estadistico que los S ingenicos cum—

plen con los requerimientos de la Farmacopea de los Estados

Unidos (USSP XXI) en cuanto a cantidad de sacarosa.




2. INTRODUCCION.

El aztcar dentro de la industria farmacéutica Jjuega un
papel muy importante, ya gque es utilizada dentro de varios de
los procescs de elaboracidn de medicamentos, con distintos
fines. Tomando en cuenta dicha importancia, se plantea la
presente tesis,involucrando parametros impétantas como 1a
determinacidn de una metodologia analitica alterna a la Fo-
larimétrica, como la Cromatografia Liguida de Alta Eficien—
cia (HFLC)Y, para realizar el andlisis de sacarosa, apli-
cables en un laboratorio de control de calidad, realizandose
un analisis comparativo entre ambas metodologias.

El método utilizado actualmente en Guatemala, es el de
Folarimetria, pero con la introduaccidn en muchas industrias
de la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HFLD) , se
hace necesario determinar el método a seguir para su utiliza-
cifn & implementacidn en el control de calidad dentro de la
industria azucarera guatemalteca, tomando en cuenta las ven-

tajas vy desventajas que conlleva su implementacidn.




3. ANTECEDENTES.

El azdcar constituye una parte importante en la Indus-
tria Farmacéutica va que es indispensable en la elaboracidn
de Jjarabes, para ello se necesita que contenga no menos de
95%4 y no mas de 98% de sacarosa, segdan USF XXI.

~ En Marzo de 19393, La International Commission for Uni-
form Methods of Sugar Abalysis (ICUMSA) da & conocer los meée-
todos para unificar los criterics en los andlisis para azdcar
tomando en cuenta que es necesarico crear métodos alternos pa-

ra la cuantificacidn de sacarocsa en aztcar. (1)

- En Mayo de 1394, S.Yamauchi, realizd el estudio "Alta
Sensibilidad en la deteccidén de Carbohidratos no REeductores
por Cromatografia Liquida" en donde destaca la posibilidad de

implementar éste método en andlisis de azdcar rutinarias. (27

~ En Noviembre de 1934, Margaret Clarke, realiza el estu-
dic titulado "Comparacidén de Métodos Tradicional y Maoderno en
Andlisis de Azdcar” , que consistid en comparar el método tra-—
dicicnal de anélisiﬁcomo es el Polarimétrico con métodos al-
ternos como Cromatografia Idnica, Cromatografia Gaseosa y Cro-—
matografia Liguida de Alta Eficiencia, destacando las venta-
Jas y desventajas del uso de cada uno de ellos en andlisis ru —

tinarios de laboratoric. (32




— En Octubre de 1994,

Bob Trott, publicd su trabajo ti-

tuladoe "Polarimetria" en donde destaca la importancia del usa

de dicho métado en andlisis de azdcar rutinarios. (4)

En Abril de 1993, D.A. Diez, realizdé la investigacidn
"Determinacidn de Sacarocsa, Gluconsa y Fructosa en jugos de
Cafia de Azdcar por HPLC" , en donde describe los pasos a se-

guir en el andlisis de Jjugos de cafa de azidcar en andlisis

rutinarios de laboratorioc . (5)

- En Abril de 1995, Claude Rouch, publicd "Historia de
Andlisis de Muestras de Jugos de Cafa de Azdcar' como una re
copilacidén de los distintos tipos de andlisis gue se han rea

lizado a lo largoe de los afos en la industria azucarera. (6)

En Guatemala es escasa la informacién publicada acerca
de estudios sobre el control de calidad de azdcar por polari-
metria 4 HPLL, siendo el idnico trabajo publicado la tésis de
araduacidén siguiente:

- Araujo,iB. (1993) "Perfeccionamiento del Analisis de
Rutina del Pol de Bagazo de Cafa (Método Polarimétrico)”, des
cribe el método polarimétrico-utilizgdo en andlisis de rutina

en los ingenios azucareros, per feccionando dicho andlisis. (7)




4. JUSTIFICACIONES.

Se cansidera conveniente realizar ésté investigacidn por
1o siguiente:

Durante afios la industria del azdcar ha utilizado como
método de referencia en cuantificaciéh de sacarocsa a la pola-
rimetria, la cual cuantifica 1la sacarosa mediante la rota-
cidn neta de ia luz en wna solucidn, sumando algébréicamente
la rotacidn de cada componente en la solucidn, no exactamen-—
te solo de sacarosa, mientras que en cromatografia liquida de
alta eficiencia (HFLD) separa cada un de los componentes del
azticar, cuantificandolos en forma directa. FPor otro lado el
método polarimetrico utiliza c@mo reactivoe acetato de ploma
cuyo uso tiende a desaparecer por su toxicidad, mientras que
en HPLC no se utilizan reactivos téxicos,.

Es importante péra el laboratoric de cantrol de calidad
de las industrias que utilizan azdcar, contar con una meto-
dologia alterna parvra el control de calidad de la misma, es-
pecialmente para decisiones de compra.

En Guatemala existen 18 ingenios azucareros los cuales
producen diferentes calidades de azdcar, con pequefias varia-—
ciones en la cantidad de sacarosa presente, es importante de-—
terminar si el azdcar distribuida en Guatemala cumple & no

con las especificaciones de la farmacopea de los Estados Uni

dos (USF XXI), para usc en industria farmacéutica, en cuanta




a caoncentracidn de sacarocsa.
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5. OBJETIVOS.

Objetivo General.
Contribuir a determinar qué método es mas preciso en
la cuantificacidén de sacarocsa en los diferentes tipos

de azdcar producidos en Guatemala.

Objetivos Especificos.

9. 2. 1. Determinar una metodologia analitica alterna a
la polarimétrica, para realizar el andlisis de
sacarosa por cromatografia liquida de alté
eficiencia (HPLD), realizdandose un andlisis
comparativo de precisidn entre ambas metodol -

gias.

S.2Z.2. Determinar si los tipos de azucar'producidns en
Guatemala cumplen con la especificacidn, en
cuanto a concentracion de sacarasé, de la Far-—-
macopea de los Estados Unidos (USSP XXI), para

su adecuada utilizacidén en la industria.




6. HIPOTESIS.

&.1.

6. :;-:’l

La precisién y reproductibilidad apalitica en la de-
terminacidn de sacarosa, por cromatografia liquida
de alta eficiencia es mayor que la ocbtenida por po-

larimetria.

La sacarosa que distribuyen los proveedores en Gua-
temala, cumplen con las especificaciones de la Far-
macopea de los Estados Unidos (Edicidn XXI), en cuan

to a concentracidn de sacarosa.
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7. MATERIALES Y METODOS.
7.1. UNIVERSO DE TRARAJO:
7.1.1. Metodos: Cromatografia Liquida de Alta Efi-

ciencia y Folarimétrico,

7.1.2. Azdcar de consumo local.
7.1.3. Estandares de sacarosa de concentraciones
conoc idas.
7.2. MEDIGS.
7.2.1. Recursos Humanas:
Autaor: Ivette.Lima Portillo.

Asesor: Lic. Luis Medrano Acevedo.

7.2.2. Recursos Materiales.
- Cromatégrafo HPLC Waters 410 Differential
Refractometer.
~ Polarimetro Aute Fol Modelo I1S.
- Beackers.
- Balones aforados de 200 ml.
- Jeringas.
~ Embudcs de Buchner.
- Erlenmeyer.

- Reactivos: Metanacl.

- Agua deémineralizada filtrada.
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PROCEDIMIENTO.
7.3.1. Freparacién de Esténdares para HFLC:
—- Fesar en balanza analitica cantidades exac-—
tas de sacarosa, glucocsa y fructosa.
— Diluir con agua desmineralizada y filtrada.
- Afcrar a 200 ml.
~ Inyectar en cromatdgrafo y comparar concen-
traciones de sacarosa.
7.3.2. Preparaciin de Muestras para HFLLC.

- Freparar 3 muestras de concentraciones
conocidas, inyectar y comparar resultados,
para esto se determind la metodologia si-—
guiente:

- Pesar 3.90 g de azdcar.

- Disoclwver en agua destilada.

- Aforar & 100 ml.

- Tomar S ml de la solucidn antericor y diluir,
aforando a 100 ml de nuevo.

= Inyectar en HFLLC )

— Observar y analizar resultados.
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7.3.3. Preparacién de Muestras para Polarimetria.

- Tomar 20 ml. de la sclucidén del esténdar
preparada en el incisco 7.3.1. Y colocarla en
el polarimetro para lectura y posterior com-—
paracidn.,

= Tomar 20 ml. de la solucidn de la muestra
preparada en el inciso 7.3.2. y calocarla en
el polarimetro para lectura y posterior com-—

paracién.,

7.4, Con todos los resultados obtenidos y conociendo
exactamente la concentracidn de sacarosa inyectada
se haran las comparaciones, para ver la precisidén
de cada método analitico y luego analizar los dis—
tintos tipos de azdcar que se comercializan regu-—

. ' 7
larmente en el mercado nacional por el método mas

precisca.

7.53. DISERO DE INVESTIGACION.
7.3.1. Se prepararon tres estdndares de concentra—
ciones de sacarosa conocidas (0.5064 g, 0.503
a,0.5001g) y se hicieron 3 andlisis de c/u.
7.3.2. Comx el analito (sacarosa) comercial estd en
. un rango > 95%4, la comparacidn se hiza salo a
un  pesa de azdcar (0.5 g) vy determinacidin

del % de sacarcosa.

O
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Se trabajdé un disefic de blogues con 3 repeti-

cicnes cada uncs: tratamiento (2@ Folarimetro

=

y , bloques (3): muestras de 5 proveedores;

respuesta: % DE SACARDOSA.

Como eé medida en % y ésta se encuentra en

= 98% en las mediciones, ée hizoo una trans-—
formacidn de los datos péra estimar mejor la
varianza 4 variabilidad, gplicandmAla fédrmula

|
siguiente: Arcosenc = sen

A
o
100

Analisis de varianza de dos vias, de donde:
Hoe Faol = HFLED

He: Friov 1 = Prov 2 =Frav 3 = Prov 4= Frov 5.

12.=




8.

RESULTADOS..

8.1. FARA ESTABLECER METODO CROMATOGRAFICO: Se hiciercn prue-
bas de ensayon y error tomando los siguientes pesos de

sacarosa y dando los siguientes porcentajes.

FPESO DE AZUCAR. % DE SACAROSA
™ 0.1761 q. 98.65
0.5150 g. 38, 46
0.3526 g. 98. 02
0.5064 q. 97.80
0.5039 g. 57.44
0.5001 g. 97.70
0.5015 g. 597.87
0.5040 q. 97.02
0.5035 q. 37.52

Se hizo 3 veces cada determinacién con cada peso
arriba indicadoe, siendo éstos los promedics, y tomando como

pesc para las pruebas 0.50 g en cada determinacién.

{vﬁnrm‘” (RN HEAY M B SR 027
i diblictaca Cer'“"




8.2. ESTANDARES CONOCIDAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES.
[sacarocsal 0.5064 g.
POLARIMETRIA : HPLC
, 97.68 - 37.69
Estandar 1 97.81 . 97 .80
97.69 37.70

[sacarocsal 0.95039 g

97.55 97.44
Estandar 2 37.30 97 .64
- 97.54 I7.70

[sacarocsal 0.35001 g
97.33 97.70
Estandar 3 '37.48 I37.65
397.30 36,94

8.3. Andlisis de Varianza: (Arcoseno del % de sacarosa)

FUENTE 6L sc . CM F P
Tratamientés 1 0,135 0,135 0.37 0.58
Eloques : = £.081 . - 3.040 3.77 0.02
‘ Error | 14 7.374  0.526
Total | 17

H [l ==
/A;rd /%PLC




Ho no se rechaza === no existe diferencia significativa

Polarimetria

HFLC:

UV

entre los métodos.

97.54 + 0.17

97.57 + 0,26

coeficiente de variacidn.

V]

cv

it

il

0.17 %

0.26 %

Tiende a haber mas variacidén en HFLC.

8. 4.

Ingenio A,

B, i, D, E.

INGENIO Az

Muestra
Muestra
Muestra

INGENIO

Muestra

Muestra
Muestra

INSENTIO

Muestra

Muestra
Muestra

INGENIO

Muestra
Muestra
Muestra

23 N o

I

LN -

(O lf’)

WM l.t.ﬂ

FOLARIMETEIA.

$7.58
97.39
97.60

97.58
37 .60
97.60

97.63
37.70
97.65

97.33
37 .40
97.30

[SACAROSA] DE DISTINTOS INGENIOS.

HPLC

97.25
398. 00
98.00

97.78
397.70
97.65

37.63
37.70
80.00

97 .44
98. 00
98.00

TEOQORICO

35-98 %4

3I5~938 %

95-987%

95-98 %




INGENIO

carosa requerida en el estudio.

. sentan ma&s variacidén entre ellos.

97.66 97.37
37.70Q 38. 00 IS-98%
57.70 97.95
i
‘
8.5. INGENIO FOLARIMETRIA HELE
Y + 8D LV (Y+5) CV LD
A 97.593+0,01 0.01% 97.75+40.43 0.43%
B 97.59+0.01 0.01% 97.7140.07 0.072
c 37 .66+0.04 0.04% . F97.78+0,.20 0.20%
D 57.34+0.,05 Q.05% 9%.61+0.34 0. 34%
E- 57 .69+0,02 0.02% 97.398+0.02 7 0.0Z2%
! r = 3 en cada casc.
Fromedica polarimetria (6+ 8) = 397.584 +_Q.14 (tn=182
CcV o= |
Fromedia HFLD ( @+ 8) 37.76 + 0.25 (n=18)
i Cy o=
S = desviacidn estindar.
Los resultados tienden a ser mayores con HFLD pero pre—

No hay diferencia significativa entre las muestras de

los ingenios y todos cumplen con la concentracidn de sa-—

]60"‘
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Para el establecimiento del método cromatografico se
realizaron pruebas de ensayo y error que pueden servir como
base para una validacidén del método utilizado, la cual seria
una nueva investigacidn. |

Las graficas de estdndares, que se presentan en anexos,
a diferentes concentraciones, con los estdndares 1, 2 y 3
muestran las variaciones en los porcentajes de sacarosa de-—
terminados por polarimetria y HPLC, observandose que HPLC
presenta mayor porcentaje, siendo una diferencia minima entre
ellas ya que es la misma concentracidn inicial en las dos
determinacicones.

Las graficas 4,5,6,7 y 8 muestran el porcentaje de sa—
carosa de las muestras de azldcar de los distintos ingenios,
chservandose que generalmente es mayor la cantidad precisada
4 determinada por HFLC, siendo la variacidn minima ya que es
la misma muestra en las dos determinacicnes.

lLa grafica 9 (Caja de Tuckey), presenta las diferencias
en las distribucicones de los valores en los métodos utiliza-
dos para el estudio, aobservdndose que en polarimetria la dis-—
tribucidén es mas uniforme que en HPLC, que presenta valores
mas altos pero con mas variacidn, por 1o gque habria que ha-
cer mas estudios para su validacidén é implementacidén en ana-—

lisis rutinarios de laboratorioc.




10. CONCLUSIONES.

i0.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Los métodos Folarimétrico y Cromatografia Ligquida

de alta eficiencia son comparables.

El método HPLD presentd resultados mas altos que

con el método Polarimétrico.

El método Folarimétrvico presentd resultados mas

bajos, pero con menos variacidn unos de otros.

El aztcar de los distintos ingenios guatemaltecos
cumplen con las especificacicones de la Farmacopea
de los Estados Unidos (USF XXI) en cuanto a concen

tracidn de sacarosa.
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11. RECOMENDACION.

fue se implemente el método de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) en los laboratorios que analizan saca
rosa, tomando en cuenta los buenos resultados obtenidos en

ésta investigacidn,

l!‘”‘f;' ., . ‘. ..41,“A *-":"':"—‘\M .
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GRAFICA No. 2

ESTANDARES CONOCIDOS A
DIFERENTES
CONCENTRACIONES

SACAROSA = 0.5039 g

DETERMINACIONES CON ESTANDAR 2

Polarimetria HPLC




GRAFICA No. 3

ESTANDARES CONOCIDOS A

DIFERENTES
CONCENTRACIONES

0.5001 g

SACAROSA
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DETERMINACIONES CON ESTANDAR 3

E HPLC

@ Polarimetria




GRAFICA No. 4

CONCENTRACION

SACAROSA
INGENIO “A”
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DETERMINACIONES

HPLC
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DETERMINACIONES

GRAFICA No. 5
CONCENTRACION
SACAROSA

INGENIO “B”

Polarimetria
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GRAFICA No. 6

CONCENTRACION

SACAROSA
INGENIO “C”
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R

DETERMINACIONES

EBHPLC

@ Polarimetria
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GRAFICA No. 7

| CONCENTRACION
| SACAROSA

INGENIO “D”

98.1-

DETERMINACIONES

. Polarimetria HPLC




GRAFICA No. 8
CONCENTRACION
SACAROSA
INGENIO “E”

.
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, GRAFICA No 9.

COMPARACION DE METODOS PARA DETERMIHAR € DE SACARDSA UTILIZAHDO
ESTANDARES DE CORCERTRACIOHN CGROCIDA
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