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1. RESUMEN

El presente trabajo de tesis compar6 cuantitativamente la reproducibilidad
de dos métodos de analisis utilizados por el laboratorio de control de calidad de
un ingenio azucarero, péra determinar la cantidad de azticares reductbres
presentes en el jugo de cafia de azdcar que ingresa al ingenio.

Los métodos analiticos estudiados fueron: el método volumétrico de Fehling que
es el método de rutina utilizado por los 17 laboratorios de los ingenios de
Guatemala y el método de cromatografia liquidé de alta precisién (HPLC) que es
utilizado como método de referencia tinicamente por los laboratorios de los
ingenios azucareros. que poseen este: equipo. Para realizar este estudio se
analizaron por duplicado 20 muestras de jugo de cafia por cada método analftico.

En base a los datos obtenidos se determino la precisién y reproducibi]idad
analitica de ambos métodos y se utiliz6 el coeficiente de concordancia (rc ) para
compararlos. |

Al comparar los valores de los coeficientes de concordancia de los dos
métodos analiticos, se observé que ambos métodos son reproducibles; sin embargo
el método HPLC tiene mayor reproducibilidad en comparacién al método Fehling
por temer un coeficiente de concordancia mayor. Respecto a las varianzas
obtenidas por ambos métodos, el menor valor de varianza que posee el método
HPLC lo hace mas preciso en la obtencién de datos analiticos que el método
Fehling.

Ll andlisis de la relacion costo/beneficio comparativo entre los métodos
_-analiticos indica que un analisis por HPLC representa Q 60.00 m4s en costo que un -
anélisis por el ﬂlétod.o de Fehling. Este factor de costo influye bastante para que -
los 17 ingenios azucareros de Guatemala utilicen actualmente el método Fehling y
que los ingenios que poseen equipo de HPLC lo utﬂicen finicamente conio método

de referencia.




2. INTRODUCCION

La agroindustria azucarera es una de las industrias méas grandes en
Guatemala, exisﬁendo actualmente 17 ingenios azucareros localiz_ados en su.
mayoria en la costa sur del pais. |

La materia prima utilizada para_.la produccion de azticar es la cafia de
aziicar. El laboratorio de control de calidad del inéem'o azucarero es el encargado
de analizar la calidad de cafia que est4 ingresando para su procesamiento. Dentro
de estos analisis realizados presenta gran importancia la determinacién ' de
aziicares reductores presentes en el jugo de caiia, que son compuestos organicos
principalmente glucosa y fructosa, los cuales durante el proceso de fabricacion de
azucar provocan pérdidas de azicar por descomposicion de la sacarosa en glucosa
y fructosa disminuyeh.do el rendimiento en la cantidad de aztcar obtenido. (1)

El analisis de aziicares reductores en jugo de caiha es utilizado para
determinar la calidad de cafia sumiantrada..Durante muchos afios el laboratorio -
de control de calidad del ingenio azucarero ha utilizado el método Fehling para el
analisis de aziicares reductores en jugo de cafa ( 2 ). Debido a que es importante
que los laboratorios cuenten con una metodologia alterna de analisis, la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) parece ser una alternativa de gran
precision. Es por ello que a través de la realizacion del presente trabajo de tesis se
comparard la ropmducilﬁ]idéd y la precision analitica de estos dos métodos de
andlisis en la determinacion de azicares reductores en el jugo de cafia de aziicar,

tomando como referencia para limites aceptables de contenido de aziicares

reductores valores de 0 a 1.0 %.




3. ANTECEDENTES

La determinacién de azicares reductores en el jugo de la cafia de azicar es
uno de los andlisis rutinarios que los laboratorios de control de calidad de los
ingenios azucareros rgalizén en la cafia utilizada como materia prima en la
produccién de azdcar.

Actualmente se conoce la importancia que este anélisis presenta, pues los
azicares reductores producen cuantiosa.§ pérdidas en la fabricacion de aztcar ,
debido a que en el proceso disniinuyen la recuperacion de azticar por la formacion
en mayor proporcion de miel final , que es un subproducto que posee un precio de
venta mucho menor que el azicar y que se utiliza industrialmente para la
obtencion de alcohol etilico (1) . El método utilizado para su determinacién en
jugo de caiia es el método volumétrico de FEHL]NG,. sin embargo pocos ingenios
que poseen el equipo de cromatografia liquida de alta eficienci.a (HPLC), autilizan
este equipo para determinar azacares reductores y comparar el valor obtenido por
HPLC con el obtenido por el método FEHLING. (3)

A la fecha no se conocen resultacfos acerca de la ?recisié_n y
reproducibilidad del método HPLC comparado con el método FEHLING.

De los antecedentes conocidos respecto a investigacion sobre métodos de
andlisis de aziicares reductores en el jugo de cafia de azticar en Gﬁatemala, el
Manual de Andlisis de Ru.tina para los Laboratorios Azucareros de Guatemala ,
elaborado en el afio de 1993 por la Comision para la Unificacion de Métodos del
Laboratorio Azucarero (CUMLA), es uno de los pocos documentos en los que se
encuentra infuhimciﬁn los métodos analiticos utilizados por los laboratorios
azucareros de Guatemnl'a,'-en el .an'_éliisis de aznicéfers reductores en jugos de cafia

por-el método de F_EI—I.LING. (3)




Este estudio indica la alta sensibilidad en la deteccion de carbohidratos
reductores por medio de cromatografia liquida, basado en la alta capacidad de
separaci6n de los componentes y su cuantificacién, utilizando muestras pequefias

~y brindando resultados en un tiempo corto.

d) MIDDLETON AW. Determination of sucrose an glucose by HPLC using
inmobilized  enzyme reactors and chemiluniscense detector.

US.A 1995. International Sugar journal. Vol. 97 pp 87. (7)

Este estudio acerca del uso de HPLC en la determinacién de sacarosa y
glucosa, utilizando reactivos inmovilizadores de enzimas y un detector de
luminiscencia quimica, es una técnica nueva que se plantea para la cuantificacién
de estos carbohidratos en jugos de caiia, pero los resultados obtenidos no son tan
precisos, como los obtenidos en el HPLC convencional que utilizan los

laboratorios azucareros que posee como detector un refractémetro en lugar de un

detector de luminiscencia qufmica.




4. JUSTIFICACION

El anélisis de los aziicares reductores glucosa y fructosa presentes en el jugo
de la cafia, es utilizado como un parametro para determinar la calidad de la caiia
que iﬂgresa a un ingenio azucarero. _

El método actﬁal utilizado por los laboratorios de los 17 ingenios azucareros
de Guatemala para realizar este anilisis, es el de Fehling . Debido a que es
importante que los laboratorios posean un método alterno de analisis , en el
presente trabajo de tesis se compar6 como alternativa la cromatografia liquida de
alta precision (HPLC) con el método de Fehling , para determinar la .précisién y
reproducibilidad analitica, en andlisis de azdcares:reductores presentes en el jugo
de caifia. |

En base a los resultados que sé obtuvieron se establece una relacion
costo/beneficio, en el aspecto econémico, tiempo, recurso humano, materiales

utilizados, equipo. Con el propésito de proponer el método analitico que tenga una

relacién de beneficio mayor para los laboratorios de la agroindustria azucarera

guatemalteca.




5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

‘Contribuir a establecer qué método es mas reproducible en la determinacién

de azucares reductores presentes en el jugo de cafia de azicar cultivada en

Guatemala.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

521 Determinar una metodologia analitica alternativa al método
de Fehling, para realizar el analisis de azicares reductores
' por cromatografia liquida de alta precision ( HPLC), realizando

un analisis comparativo de reproducibilidad entre ambas

metodologias.

5.2.2 Contribuir, a través de este estudio, ala optimizacion del control.
de calidad quimico en la ‘determinacion de azticares reductores
mediante el método de Fehling y el de cromatografia liquida de

alta precision (FIPLC), tomando como base los resultados analfticos

obtenidos y la relacién costo/beneficio de cada método.




6. HIPOTESIS

La reproducibilidad analitica en Ja determinacién de aztcares reductores,

por cromatografia liquida de alta precision (FIPLC) es mayor que la obtenida por el
método de Fehling.




7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UN;VERSO DE TRABAJO:

7.1.1 Métodos: volumétrico de Fehling y cromatografia liquida de alta

precision (HPLC). (3)
Jugos de caiia de aziicar.
Estandares de cogéentraciones conocidas, 'sacarosa 0.80 ppm (partes

por millén), glucosa 0.040 ppm, fructosa 0.040 ppm.

7.2 MEDIOS;
7.2.1 Recursos [lumanos;
Autor: Br. Mildred Xiomara Figueroa M. -

Asesor: Lic. Hugo Giovanni Fscobar M.

7.2.2 Recursos Materiales:

- Instalaciones y equipo del laboratorio de Control de Calidad

del ingenio azucarero.

- Cromatégrafo HPLC Waters 410 refractémetro diferencial.
- Beakers de 250 mL

- Balones aforados de 200 mL

- Jeringas

- Erlenmeyer

- Agua desmineralizada filtrada

- /\gué destilada

- Balanza analitica
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- Reactivos: solucion de subacetato de plomo, solucién de mezcla de
oxalato y fosfato, azul de metileno, soluciones de glucosa-fructosa
a diferente concentracion, solucién de tartrato de sodio y potasio, .

solucién de sulfato de cobre.

- Agua desmineralizada
- Estufa magnética
- -Papel filtro calibre 67

7.3 PROCEDIMIENTO:
7.3.1 Técnica por método de Fehling. (3)

- Se pesan 40 gramos de la muestra de jugo de cafa y se transfieren a un

balon de aforo de 200 ml..

Agregar cinco mililitros de solucién de subacetato de plomo liquido
54.3 grados brix y cinco mililitros de solucion de mezcla de oxalato y

fosfato , luego aforar a 200 mL con agua destilada. (volumen aforo)

Se filtra esta solucion utilizando papél filtro calibre 67.

El filtrado obtenido, se transfiere a una bureta de 50 mL

Por aparte, se prepara en un erlenmeyer una mezcla de 5 ml. de
solucién de sulfato de cobre (solucién A) y 5 mL de solucién de
tartrato de sodio y potasio (solucién B) con 25 mL de agua destilada
se pone a calentar esta mezcla, en una estufa magnética y se adicionan
unos 10 a 15 mL de la solucién contenida en la bureta.

- Se continia calentando el erlenmeyer y se deja hervir de 2 a 3 minutos
para eliminar el oxigeno disuelto posteriormente, se le agregan 3

gotas de azul de metileno al 1%.

- Después de agregar el azul de metileno al 1% esperar por un minuto,
luego se le sigue adicionando la solucién contenida en la bureta, hasta -
que la soluci6én contenida en el erlenmeyer tome un color ladrillo. Se

anotan los mililitros consumidos en la bureta.
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Procedimiento de céalculo:

% azticares reductores = Factor Fehling * volumen aforo *100

Masa muestra * mL gastados bureta

7.3.1.1 Determinacién del Factor Fehling 3
Para realizar la determinacion de azicares reductores en el jugo de
cafia por el método del Fehling, se necesita determinar el factor de Fehling
el cuai se titiliza en el cdlculo del % de aztcares reductores. Para esto
se requiere de una solucién “A” (solucion de sulfato de cobre), una
solucién B (solucién de hidroxido de sodioy sal de Rochelle), una
solucién etandlica deé azul de metileno al 1.0%, una solucion de’

glucosa al 0.2% (glucosa anhidra).

a) Se miden 5 mL de solucion “A”, 5 mL de solucién “B”, y 25 mL de agua
desmineralizada, los que se transfieren aun erlenmeyer de vidrio de
250 mL. o

b) En una bureta de 50 mL se coloca la solucion de glucosa 0.2%.

¢) Se procede a calentar el erlenmeyer con las soluciones “A“y “B”,
adicionar 20 mL de la solucién de glucosa contenida en la bureta. _

' d) Se continua calentando el erlenmgyer, se deja hervir por 2-3 minutos
para eliminar el oxigeno disuelto, luego agregar 03 gotas de solucién
azul de metileno al 1.0%. _

‘e) Pasado un  minuto - después de agregarle el azul de metileno se -
le continta gregando la solucién de glucosa contenida en la bureta
hasta que la solucién del erlenmeyer tome un célor ladrillo. Anotar los

mililitros gastados de la solucién de glucosa.

Cz’ﬂcﬁln:

- Faclor de Fehling = (ml. gastados de glucosa /100)  * 0.20
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73.2 Técnica por cromatograffa liquida dealta precision (HPLC)

~ 7.3.21 Preparacion de estandares péu‘a HPLC:

- Pesar en balanza analitica 0.200 mg de s.acarosh, 0.100 mg
de glucosa y 0.100 mg de fruttosa.

- Transferir a un balén aforado de 100 mL (por separado)

agregar 25 mL de agua desmineralizada y filtrada.

- Aforar a 20°C, agitar para homogenizar. (aforo 1) . |

- Medir con una pipeta volumétrica, 40 mL - de solucion de
sacarosa, 4 mL de solucién de glucosa y 4 mL de  soluci6n de

fructosa.
’ - Transferir a un balén aforado de 100 mL, aforar a 20°C con agua
| desmineralizada y filtrada, agitar la solucion para homogeanar
(aforo 2).
f ' - Inyectar en Eromatégrﬁfo y comparar' concentraciones de

glucosa y fructosa.

Calculo para determinar ppm de los estandares:

Masa de estandar *_mL. diluciéon _ * 1000 = ppm

ml. aforo1 mlL aforo 2

_ La exactitud y precisién de los estdndares es de 99.99%,
cuentan con un certificadode garantia y son de grado analitico
puro, calidad Merck. Adems el equipo se autocalibra conla

- : inyecc':iéni de esté.ndarés. Los cuales se inyec_tari por-cada 10

muestras de jugo analizadas por el HPLC. _
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7.3.2.2 Preparﬁcién de muestras para HPLC |
- Pesar 0.50 g de jugo de éaﬁa en un balén aforado de 100 mL

o . ~ utilizando la balanza analitica.

| - Aforar a 100 ml con agua destilada, a20°C. (aforo HPLC)

- Agitar la soluci6n para homogenizarla.

- Vertirla en un tubo de ensayo con tap6n roscado, enjuagar
y “descartar, repetitr un par de véces, este procedimiento
de lavado. |

- Llenar el tubo, taparlo bien y meterlo al refrigerador a 4°C para
evitar el deterioro.

- Inyectar en HPLC. Para inyectar las diferentes muestras, estas
tienen que estar a temperatura ambiente y debe hacerse pasar

~ por un filtro con poro de 0.45 ficrometros.

- El cromatograma propociona datos de glucosa y fructosa.

- Observar y analizar resultados.

Calculo de % de aziicares reductores en la muestra analizada

por HPLC, en base al cromatograma obtenido:

% de aztcares= (ppm glucosa + ppm fn.;ctosa)* ml aforo HPLC

reductores 10,000 * masa de muestra

ppm glucosa= dato obtenido del cromatograma
ppm fructosa= dato obtenido del cromatograma

ml aforo HI’LC= ‘l()(l ml,

_ o masa de muestra= masa de la muestra uhhzada (pramos)

factor de d:lucmn de la muestra = 10 000




733 Se probé la exactitud y precmlén del equ1p0 HPLC, realizando por

duplicado el analisis para cada muestra.

7.34 Con todos los resultados obtenidos para los dos métodos analiticos, se

realizaron las comparaciones para determinar la reprodumbﬂldad de

de cada método

735 Para comparar los dos métodos analiticos estud_iadps, se elaboraron 10
soluciones patrén de azficares reductores a concentraciones conocidas
en el rango de 0.1% a 1%. Estas diez soluciones patron se analizaron en
duplicado por los métodos HPLC y Felhing, se realizaron graficas con-
el valor conocido de las soluciones patrén (eje x) y los resultados

promedio obtenidos por cada método (eje y). En base a esto se

determiné una ecuacidn de regresidon para cada método analitico, la
ecuacion . que presenté mayor coeficiente de regresion lineal

corresponde al método que es mas reproducible en el andlisis' de

soluciones patron de aztcares reductores.

7.4 DISENO DE INVESTIGACION

7.4.1 Disefio Experimental
Se analizaron por el método volumétrico de Fehling y cromatograffa
liquida de alta precmon (H1PLC), 20 diferentes j ]ugm de caiia de azucar
seleccionados de manera sr;tematlca parala determinacion individual _

de los azicares reductores (AR s) presentes en ef jugo.” El  analisis -

de cada muestra se realizo por duplicado en los dos métodos.




7.4.2 Analisis Estadistico

Primera parte:

~t
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Para evaluar la _reproducibilidad de cada método se determin6 el

coeficiente de concordancia (rc) para cada uno de la siguiénte manera:’

Método de Fehling
No. de muestra _ {AR’s) Ensayo 1
1  Xn
2 _ . Xat
3 X3
20 - Xam

Coeficiente de concordancia (rc)= S12 + $2 - Suy

S124 522 +(X1 -X2)?2 7

$1= desviacion estéandar del ensayo 1,

S2= desviacion estandar del ensayo 2
x1= media del ensayo 1

xr= media del ensayo 2

que el método es reproducible. -

(AR’s) Ensayo2
X2
X22
X2

- Xm

 Un valor de coeficiente de concordancia mayor de 0.70 es aceptable e indica
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Método de HPLC _
" No. de muestra ~ (AR’s) Ensayo 1 (AR’S) Ensayo 2
1 T Yt . Y12
2 | o Y2 , ' ' Yz
3 ' Y | Y32
20 : Yo Yoz

Coeficiente de concordancia (r)= Si12 + $2 - Suy

Si2+ S22 +(y1 -y2)?

Si= desviacion estandar del ensayo 1, '
S2= desviacion estandar del ensayo 2
y1= media del ensayo 1

y2= media del ensayo 2

Un valor de coeficiente de concordancia mayor de 0.70 es aceptable e

indica qué el método es reproducible.

Segunda parte:

Para realizar una comparacion entre los dos métodos analiticos utilizados
se utilizaron los coeficientes de concordancia (rc) obtenidos para cada

método en la primera parie del analisis estadistico.

' HPLC — FEHLING

. Tc HPLC= I'c FEHLING=

Ll método que tenga el coeficiente de concordancia més alto es el mas

reprod ucible.
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8. RESULTADOS -

8.1 METODO FELHING

Se analizaron por el método volumétrico de FEI--HJNG, 20 diferentes

jugos de cafia de azticar para la determinacion de los aziicares reductores
(AR's) presentes en el jugo. El - analisis de cada muestra se realizé6 por

duplicado.

82 METODO HPLC

Se analizaron por el mélodo de cromatografia liquida de alta precision
(HPLC), 20 jugos de caia de azucar previamente analizados por el método

FELHING, para la determinacién de los azticares reductores (AR's) presentes en

.eljugo. El andlisis de cada muestra se realiz6 por duplicado.




RESULTADOS METODO DE FEHLING

Numero de mueéstra

Azficares reductores %

Azicares reductores %

de analisis Ensayo1 Ensayo 2
1 0.89 0.80
2 0.65 0.70
3 0.93 0.85
4 0.69 0.75
5 0.74 0.80
6 111 | 1.00
7 0.76 0.70
8 1.26 1.32
9 064 0.58

—
o

1.02

1.06

Yk
Y

0.67

0.72

—
N

1.59

1.50

[unY
[

1.09

1.17

14 1.63 1.50
15 0.75 0.78
16 ~ 0.56 0.50
17 0.98 TR 1..04
18 0.49 0.47
19 0.86 0.81

0.68 - 0.74

K
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Cilculo C_oeficiénte de Concordancia

Coeficiente de concordancia (rc)= 512 + $2 - S

- Si12+ G;2 ;!-(_)u -X2)2

S1= desviacitn estandar del ensayo 1,
Sz= desviacion estandar del ensayo 2
51 2= varianza del ensayo 1
S22 = varianza del ensayb 2

' x1= media del ensayo 1

x2= media del ensayo 2

Datos obtenidos:

S1= 0.3057 , deslviacién. estindar del ensayo 1
S2=(.2894 , desviacion estandar del ensayo 2
S 2= 0.0935, varianza del ensayo 1
S:2=0.084, varianza del ensayo 2

x1= 0.8995 , media del ensayo.1 |

x2= 0.8895 , media del ensayo 2

En base a los datos obtenidos del analisis estadistico de los resultados .

analiticos se calcula el coeficiente de concordancia (rc).

Coeficiente de cnnco_ll'dancia (reo)= (0.3057 )‘ !+ {0.2894) 2 - (0.3057 - 0.2894)
L | © (03057) 2 + (0.2894) 2 + (0.8895- 0.8895)2 -

Coeficiente de concordancia (rc) = 0.908




RESULTADOS METODO DE HPLC

20

Numero de muestra Azdhcares reductores % | Azdcares reductoreé %
| de anélisis Ensayo 1 Ensayo 2 |
1 0.81 0.80
2 0.51 | ' 0.51
3 083 0.80
4 0.55 0.54
5 0.78 0.78
6 1.05 1.04
7 0.56 0.56
8 0.96 0.94
9 0.45 0.45
10 0.95 0.94
11 0.42 0.40
12 1.12 1.05
13 0.86 0.80
14 1.56 1.52
15 0.53 0.56
16 0.41 0.45
17 0.92 0.88
18 - 0.64 0.62
19 0.61 0.61
20 0.66 0.70
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Calculo Coeficiente de Concordancia

Coeficiente de concordancia (rc)= 512 + $? - Sa.p

S$12+ 52 H(yr -y2)?

Si1= desviacion estandar del ensayo 1,
S2= desviacion esténdar del ensayo 2
Si 2= varianza del ensayo 1

S22 = varianza del ensayo 2

y1= media del ensayo 1

y2= media del ensayo 2

Datos obtenidos:

S1= 0.2787 , desviacion estandar del ensayo 1
$2= 0.2767 , desviacion esténd#r del ensayo 2
Si 2= 0.0780, varianza del ensayo 1

T S2=0. 0766 varianza del ensayo 2
y1=0.7950, media del ensayo 1
y2z= 0.7525, media del ensayo 2

Iin base a los datos obtenidos del andlisis estadistico de los resultados

analiticos se calcula el coeficiente de concordancia (rc).

. Coeﬁcmnte de concordancia (ro)= (0 2787) 2+ (0 2'76'7} 2 - ({] 2787- 0. 2767) _
(02787) 2 + (02767) 2 4 (07950 07525)1

| 3 Coeficiente de concordancia (ro)= 098
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COMPARACION ENTRE LOS METODOS ANALITICOS FEHLING Y HPLC
PARA RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE JUGOS DE CANA

Un c.oeﬁciente deé concordancia mayor de 0.70 es aceptabie e indica que el

método analitico utilizado es reproducible.

Coeficiente de concordancia (r<}) método FEHLING= 0.90, métodd reprodﬁcibie.

Coeficiente de concordancia (r<) método HPLC= 0.98, método reproducible.

Para realizar una comparacién entre Jos dos métodos analiticos utilizados
se utilizaron los coeficientes de concordancia (<) obtenidos para cada

método.

FEHLING — HPLC
Te FEHLING= (0.908

I'c #rLc= 0.98

El método que tenga el coeficiente de concordancia mas alto es el mas
reproducible, por lo tanto el método mas reproducible es el de cromatografia

_ h’quidé de alta precisi6n {HPLC).




RESULTADOS METODO DE FEHLING, ANALISIS DE
SOLUCIONES PATRON DE CONCENTRACION CONOCIDA

Azhcares reductores Azficares reductores % | Az(icares reductores % | Promedioc
%, soluciones patrén Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayos
0 _(] ) 0 0
_ 0.10 0.02 0.02 0.02
0.20 0.11 0.10 0.105
0.30 0.22 0.22 0.22
0.40 0.35 0.33 0.34
0.50 0.45 0.44 0.445
.60 0.57 _ 053 0.55
0.70 0.62 0.65 0.635
0.80 0.71 0.71 0.71
0.90 0.83 1 0.81 0.82
1.00 0.91 0.94 0.925
GRAFICA DE% AZUCARES REDUCTORES DE SOLUCIONES PATRON
Y DATOS ANALITICOS PROM EDIO POR METODO FEHLING
1 .
0.9
E 0.8
= 0.7
2 g‘% 0.6
w W
o o L. 0.5
e
We g 04
< EE 0.3
g %
N 0.2
| 0.1
o' 01 02 03 04 05 06 07 08 08 1
% AZUCARES REDUCTORES, SOLUCIONES PATRON




RESULTADOS METODO DE HPLC, ANALISIS DE
SOLUCIONES PATRON DE CONCENTRACION CONOCIDA
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Azﬁcafes reductores Azftcares reductores % | AzGcares réductores % | Promedio
"%, soluciones batrén Analisis 1 o Analisis 2 Andlisis
o 0 0 0

010 0..08 0.08 0.08

0.20 0.185 0.175 0.18

0.30 0.285 0.28 0.282

0.40 0.39 0.39 0.39

0.50 0.47 0.48 0.475

0.60 0.56 0.57 0.565

0.70 0.68 0.69 "0.685

0,80 0.79 0.80 0.795

0.90 0.88 .88 0.88

1.00 0.97 0.98 0.975

GRAFICA DE % AZUCARES REDUCTORES DE SOLUCIONES PATRON

Y DATOS ANALITICOS PROMEDIO POR HPLC

PROMEDIO,

METODO HPLC

% AZUCARES REDUCTORES

o 0.

1 02 03 04 -05

086
% AZUCARES REDUCTORES, SOLUCIONES PATRON

07 08 09 1
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RELACION BENEFIC IO/COSTO COM[’ARATIVO M ETODOS DE ANAL!S[S

FEHLING Y HPLC
§ o ¢ Tiempo promedio utilizado para un analisis de aztcares reductores en jugo de
cafia de aztcar: |
Método Fehling: 30 minutos
Método IiPLC: 25 minutos
e Costo promedio de un analisis de aztcares reductores en jugo de cafia de
- azucar (datos proporcionados por el Laboratorlo de Control de Calidad del
Ingenio Azucarero): |
Meétodo Fehling: Q 20.00
Método HPLC: Q -80.00
Costo HPLC/Costo Fehling= Q 80.00/ Q 20.00=4/1 -
El co;;to de un analisis de HPLC es 4 veces mayor que el costo de un anélisis
por I'ehling,. |
* Personal empleado para realizar un analisis de azacares reductores en jugo de
| cana de azicar:

i Meétodo Fehling: 1 persona (un analista de laboratorio sin especializacion)
Método HPLC: 1 persoﬁa (un analista de laboratorio con especializacion en
equipo HPLC).

e Equipo empleado para realizar un anélisis de azicares reductores en jugo de
cafia de aztcar; | |
.o _. | ‘Motmlulolhmb cnqln]vria de Iahnratorlo estufas eléctricas yntrm

Método HPLC: cristalerfa de laboratorio y equl po l—IPLC (equlpo que requiere

un cundado especm])
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En base al coeficiente de concordancia (r) obtenido para cada uno de los
dos métodos analiticos comparados en este trabajo. de tesis, ambos métodos
obtuvieron un valor r- mayor de 0.70, el método Fehling con 0.908 y el método de
* cromatograffa liquida de alta resolucién (HPL.C) con 6.98, lo cual indica que ambos
métodos analiticos son reproducibles. Al comparar los valores de los coeficientes
de concordancia de los dos métodos analiticos, el método HPLC es mas
reproducible que el método Fehling por tenér un coeficiente de concordancia
mayor. _

Segun los datos analiticos obtenidos de las 20 muestras analizadas por
duplicado para cada uno de los métodos, ¢l método Fehling presenta mayor
varianza {desviacion estindar al cuadrado) en los ensayos realizados, la varianza
del eﬁsayo 1 es 0.0935 y la varianza del ensayo 2 es 0.084, con una varianza
promedio para los dos ensayos de 0.0888. Por su parte el método IﬂPLé presenta :
valores de 0.078 para la varianza del ensayo-l y 0.0766 la varianza del ensayo 2,
con una varianza promedio de 0.0773 para los dos ensayos. Si se comparan las
varianzas promedio de los dos métodos analiticos, 0.0888 el método Fehling vy
0.0733 el método HPLC; el método Fehling tiene una varianza 1.15 veces mayor
que el método HPLC. Debido al menor valor de varianza que posee el método
HPLC es mis preciso en la obtencion de datos analiticos que el método Fehling.

 Los promedios de cada ensayé del método HPLC, 0.759 ensayo 1 y 0.7525
ensayo 2, con una diferericia de 0.0065, es un indicador de la p-oca variabilidad que
existe entre un ensayo y otro para cada muestra analizada en el equipo HPLC. |

Las diferencias obtenidas para cada una de las veinte mu;astras_ analizadas
| . por ambos métodos, pyjé(le'debérse principalmente al princiﬁid que utiliza cada
uno de 105 métodos ;zna!iticos. El método Fehling es un métod'd. analit—icb- |

- volumeétrico, cuyo principio es la reduccion del ion cobre +3 a cobre +2 por parte

~ de azucares capaces de reducir iones cobre en solucion. Debe ser tomado muy en
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cuenta que ademas de fos azicares reductores glucosa y fructosa existen otro tipo de
carbohidratos en el jugo de cafia que también tienen la capacidad de reaccionar con
el sulfato de cobre reduciendo el ion cobre. Entre estos carbohidratos se encuentran:
la manosa y dextranas ( cadenas de moléculas de glucosa producidas por la

degradacion de sacarosa debido a la accion de la bacteria  Leuconostoc

mesenteroides ). Debido a la existencia de este tipo de carbohidratos es posible que
el método Fehling tenga limitantes de origen quimico que afectan la reaccion de
titulacion, modificando el resultado analitico a valores mayores en el método
Fehling y menores los obtenidos por HPLC, lo cual puede observarse en las tablas
de tabulacion de los resuliados analiticos obte_nildos en donde el método Fehling
presenta la mayor cantidad de valores allos, dado que el método Felhing cuantifica
carbohidratos capaces de reducir el i6n cobre presentes en la solucion, y el método™
HPLC cuantifica tnicamente los carbohidratos glucosa y fructosa. También debe
considerarse el factor humano, pues a diferencia del método HPLC, el resultado del
metodo Fehling depende en gran parte de la persona que efectua el andlisis, debido a
que puede introducir un porcéntaje ‘de error al analisis si_éste no es efectuado
correctamente, ademids por éste método existe mayor tiempo de contaclo con la
muestra.

El método de cromatografia liquida de alta precision (HPLC) utiliza el
principio de la separacion, aislacion e identificacion de los componentes de una
mezcla de compuestos quimicos presenies en una solucion, En el caso del equipo
HPLC Waters 410 con refractometro diferencial utilizado en los ensayos analiticos,
el principio que utiliza es la interaccion de 1a muestra (Jugo de caiia) con una resina
de intercambio catidnico {columnas del equipo HPLC), por medio de lo cual se
pueden cuantificar de mejor manera las concentrac;ones de glucosa y fructosa
pwscnlce en la muestra analizada. _

Los resultados de los ensayos analiticos reahzados evidencian que el eqmpo :

HPLC ofrece menos variacion en los resultados anahtlcos y €s mas reproducible

que el método Fehling,
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Respecto al anilisis de la relacién beneficio/costo comparativo entre los métodos de
analisis Fehling y HPLC, se puede observar que el método HPLC. utiliza en promedio 5
minutos menos que el método Fehling en el analisis de aziicares reductores en un jugo de
caiia de azicar. Pero este ahorro de tiempo no se compensa con la diferencia en costos

entre ambos métodos de analisis, un

‘andlisis por HPLC es Q 60.00 més costoso que un andlisis por el método de Fehling.

Ademas el ana]ista_que_rea]iza el analisis de Fehling no es t'an'eSpecia!izado como el
analista que realiza e! analisis por HPLC, el cual posee una educacién y conocimientos méas
amplios que el analista que utiliza el método de Fehling. Es muy importante hacer notar el
cuidado en cuanto al manejo de equipo en la realizacion de los analisis por ambos métodos
analiticos, pues en el método de HPLC se utiliza un equipo de un costo muy alto y con
cuidado mas especifico tanto en su maﬁtenimiento COMO €n su uso, mientras que en el -
analisis por el método Fehling se utiliza cristaleria de laboratorio, estufas eléctricos y otros
equipos sencitlos, que no ticnen un costo tan -elevado y que ademds no requieren de un
manejo y mantenimiento tan especifico como el equipo HPLC.

Estos. factores inciden en que el método actual utilizado por los laboratorios de los

17 ingenios azucareros de Guatemala para realizar el andlisis de azucares reductores en

utilicen unicamente como método de referencia, pues aunque presenta mas
reprbduclibi lidad y precision analitica que el método Fehling, el costo del método HPLC es
mucho mayor,

Si se considera que cn un dia de zafra se pueden realizar 48 anélisis de azlcares
reduétores por el método Fehling maximo por dia, esto representaria un costo de Q 960.00.
Si esta misma cantidad de analisis, 48, se realizaran por el método HPLC, esto
representaria un costo dc Q 3840. Por lo cual el laboratorio al utilizar el método Fehling

como méetodo analitico de rutina, estaria ahorrando Q 2880.00 en costo por dia dé zafra en

el anélisis de aziicares reductores en jugo de cafia. Esta es una razén principal por Ia cual

los ingenios que poseen HPLC utilizan para este analisis como método de rutina el método

: I"clhm;_,, y el método I[PLQ lo utlllzan como método alternatwo cuando se quieren reallzar

“comparaciones de resuliados.
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‘Los resultados de los andlisis de correlacion de los porcentajes de azicares
reductores_ de las diferentes soluciones patrén evaluadas, indican que et método HPLC
presenta datos analiticos promedib similares 4l valor conocido de éstas soluciones patrén,
respecto a los obtenidos por el método Fehling. Para comparar estos resultados se
realizaron dos graficas diferentes en las que se evaluaron los resultados de ambos métodos
respecto a las soluciones patron, determinandose que la gréﬁca de regresién del método
HPLC .presenta mayor linealidad y coeficiente de regresion lineal ( la ecuacion de
regresion es y= 0.9905 x - 0.0125, con un coeficiente de regresion lineal de 0.999 ) (jue la
grafica del método Fehling ' |
( la ecuacion de regresion es y= 0.9709 x - 0.0518, con coeficiente de regresion lineal de
0.997 ), 1o cual indica que el método HPLC es més precisb que el método Fehling, en la

cuantificacion de azucares reductores en soluciones de concentracion conocida.
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10. CONCLUSIONES

En base al coeficiente de concordancia (1<) obtenido para cada uno de los

dos métodos analiticos comparados en este trabajo de tesis, el método

Fehhng con 0.908 y el método HPLC con 0.98, se concluye que ambos

métodos analiticos son reproducibles.

Al comparar los valores de los coeficientes de concordancia de los dos
métodos analiticos estudiados, el método HPLC es mds reproducible que el

método Fehling por tener un coeficiente de concordancia mayor.

Debido al menor valor de varianza que posee el método HPLC, es méas .-

preciso en la obtencion de datos analiticos que el método Fehling,

Al analizar por ambos métodos soluciones patréon de concentraciones
conocidas  se determiné que el método HPLC presenta mayor precision y

repetibilidad que el método de Fehling.

La diferencia de costo existente en la realizacion del analisis de azicares
reductores por el método Fehljng (Q 20.00)"y el método HPLC (Q 80.00), es la
causa principal de que los laboratorios de los ingenios utilicen actualmente el

método Fehling, como el método de rutina para este analisis por su bajo costo.

Los laboratorios de los ingenios azucareros que poseen equipo HPLC, utilizan

actualmente el método analitico de Feliling como rutinario y el método por

HPLC lo utilizan Gnicamente como referencia para romparar datos analiticos.
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11. RECOMENDACIONES

Por reduccion de costos los laboratorios de los ingenios azucareros utilizan
el método Fehling para la determinacion de aztcares reductores en jugo de cafia,
es recomendable realizar otros estudios para determinar con mayor exactitud la.
variacion del método Fehling, debido principalmente a la limitacion quimica que
este método posee por la reduccion del cobre debido a Cdntaminantes presentes en
el jugo de caiia.

En base al costo por andlisis de azucares reductores en jugo de cafia y por la
alta cantidad de analisis de este tipo que el laboratorio del ingenio realiza en un dia
de zafra se recomienda utilizar el método de Fehling como método de rutina.

Para los laboratorios que poseen equipe HPLC se recomienda utilizar el

método de anilisis de azicares reductores por HPLC, como alternativa debido a

que ¢ste método presenta mas precision y repetibilidad que el método de Felhing,.
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13. ANEXOS

131 AGROINDUSTRIA AZUCARERA GUATEMALTECA

En los afios actuales, la produccién azucarera de Guatemala ha tomado més
importancia, debido a que en las cosechaé recientes se han alcanzado niveles
récord de producciéﬁ, ocupando en el dltimo afio el tercer lugar como exportador
mas grande de Latincamérica y el Caribe y el sexto en importancia a nivel
mun.diql..Este hecho representa significativos beneficios econémicos para el pafs,
sobre todo, por la generacién de divisas y por el empleo que la industria azucarera
provee.

La agroindustria azucarera de Guatemala. >std constituida por 17 ingenios
activos: Pantaledn, Concepcion, Il Batl, Tulula, Ll Pilar, San Diego, Los Tarros, La
Sonrisa, Guadalupe, Santa Ana, Tierra Buena, Palo Gordo, Madre Tierra, Santa
Teresa, L.a Union, Magdalena y 'Irinidad.

De los ingenios indicados, con la excepcion de Santa Teresa y La Sonrisa,
todos se encuentran ubicados en la costa sur del pais, en los departamento de
Escuintla, Suchitepéquez y Retalhuleu. Se estima una capacidad instalada de
procesamiento de cafia de todos los ingenios, del orden de 95,000 toneladas por dia
y el rendimiento promedio en la zafra 1997/1998 fuc de 202 libras por tonelada de
cana.

El desarrollo de la agroindustria de Guatemala ha sido creciente,
especialmente a partir de la década de la zafra 83/84 hasta la 97/97. Se llegé a
alcanzar en ésta, una produccion de 1.4 millones de toneladas métricas de azucar,
superior en 7.8% con respecto a la obtenida en la temporada anterior (1.3 millones
de toneladas). Cabria atribuir el aumento a un incremento de 7% en el area de
cultivo, como éfecto del estimulo de la apértura de nuevos ﬁ.ercaclbs, asf como un

mayor rendimiento de caia de azicar por hectérea. Fstos hechos se vinculan con la

productividad de las plantaci(mes gue han sido renovadas en los altimos ajios,




’

35

utilizando nuevas variedades y con la intensificacién de las practicas culturales
(fertilizacion, riego, mecanizacion, etc.), ademas del esfuerzo de los ingenios, los

cuales en su mayorfa hml-rincrementado su produccién y capacidad instalada. ( 8)

13.2 CANA DE AZUCAR

La caiia de azicar es una planta que pertenece a la familia de las grémineas,
de la cual se aprovecha todo el contenido de sus tallos. Es una planta perenne, que
tiene la ventaja de ser la mas eficiente en transformar la energia solar en azicares y
biomasa. También, genera igual cantidad de oxigeno que cualquier Bosque
tropical. La cafia cuando se planta produce de 4 a 7 cortes anuales (rétos), sin
necesidad de plantarla cada afio. (1)

I.a cafia de azicar tiene un tallo pnrvc.idn al bambut, crece a una altura de3a _
5 metros y contiene de 11 a 15% de sacarosa en peso. La caiia se-plahta
cominmente con cortes (iiue'se hacen a los tallos maduros, que echan raices y
producen una buena cantidad de nuevos tallos. Se pueden obtener hasta siete
cosechas sucesivas de una sola plantacion en el caso de contar con condiciones
favorables. La cosecha se realiza a mano con machetes o por medio de cortadoras
mecénicas, ademas de quemarla para eliminar las hojas. No debe transcurrir
mucho tiempo al transportar la cafia recién cortada a la fsbrica porque de no
procesarse dentro de las 24 horas después del corte se pfoducen pérdidas por
inversion de glucosa y fructosa. (1) _ |

Conio todo cultivo, la‘ cafita de aiﬁcar necesita de ciertos cuidados que’
incluyen: control de malezas, control de plagas y enfermedades,'aplicaci()n de

fertilizantes y aplicacién de riego. {9)
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13.3 AZUCARES REDUCTORES

Bajo esta denominacion se sitGan todos los azdcares capaces de reducir
-iones metalicos, tales como el cobre en las soluciones de Fehling (sulfato de cobre +
solucion - alcalina de tarlrato) siendo esta en Ja industria azucarera Ila

denominacién normal de una mezcla equimolar de alfa-D-glucosa (dextrosa) y

beta-D-fructosa (levulosa), normalmente presente en el jugo de caiia debido al

metabolismo propio de la misma o a condiciones de descomposicion producida

por enfermedades o retardo entre el corte y el ingreso al proceso. El caso de .

enfermedades puede dar origen a mezclas no equimolares en las que los efectos en

las med1c10ncs del proceso pueden ser desvirtuadas en grado apreciable y de
hecho indica la existencia de problemas mayores.
Las propiedades fisicas y quimicas de interés para glucosa y fructosa son:

a) Presentan mutafrotacién en solucién, dado que existe un equilibrio lento entre
las formas alfa y beta, tanto de la g]ﬁcoqa como de la fructosa (en esta ultima -
tamblen existe un equilibrio entre la forma furanésica y la piranosica).

b) El peso normal de dextrosa para fines de analisis es de 32.231 gramos, para
aplicar el mismo estandar utilizado en la sacarosa. El peso normal de la fructosa
es de 19.003 granios, en similares condiciones.

c) La solubilidad del azacar invérﬁdo (mezcla de glucosa y fructosa) esta limitada

por la solubilidad de la glucosa.

d) El peso molecular de ambos compuestos es 180.17 g/ mol y la formula empirica

es C7HnOs. (10).
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134 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRECISION (HPLC)
La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e 1dent1f1car los |
cdmpo_nentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra es distribuida
entre dos fases, una estacionaria y otra movil, de tal forma que cada uno de los
componentes de la mezcia es selectivamente retenido por la fase estacionaria. (12)

La cromatograffa liquida de alta precisi(m es una técnica donde se utilizan
columnas de didmetro reducido, rellenas de materiales especiales, la columna es
muy eficaz pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase movil, por ésta razon
es necesario emplear sistemas de bombeo de alta presion. (12)

La muestra se introduce en la cimara de inyeccion mediante una jeringa de
alta presion o por valvulas de inyeccion. Un detector proporciona un registro
continuo de la com p-osicién det liquide que sale, lo que permite obtener un
cromatograma. ‘

Los requerimientos de la muestra a ser analizada, es que sea soluble en la

. fase movi!, las moléculas pueden ser organicas o inorganicas de peso molecular

intermedio-allo. La cantidad minima detectable por el equipo es de 1*10 E-7
gramos. (12)

Los campos de aplicacion mas importantes de HPLC son: anilisis de
alimentos, analisis n‘xedioambienta], sustancias naturales, sustancias biologicas

(bioquimica), quimica farimacéutica, quimica clinica. y otros. (5)

Eleccién de la fase movil: es necesario seleccionar los disolventes a utilizar como
fase movil, no puede utilizarse como fase movil un liquido en el cual sea
totalmente insoluble la muestra a analizar, la evaluacion de la solubilidad es
csencial para evitar una fase movil que pucda precipitar en el equipo toda la

muestra o parte de ella. La evaluacion del disolvente no resulta Lompleta s: no se

. en';nya tmnhwn h (‘stahlhdad de Ia mur";lra en el dlaolvonto cromatografico. Los

disolventes cromatograficos méas -utilizados son: hexano, tolueno, cloroformo,

acctonitrilo, metanoly agua. (12)
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La seleccion de la fase moévil depende de algunaé consideraciones
relacionadas con el detector. Cuando se utilizan detectores de indice de refraccion
(utilizado en los laboratorios azucareros) hay que comparar el indice de refraccion °

de los disolventes con el de los componentes de la muestra, ya que cuanto mayor

~ sea la diferencia mayor ser4 la sensibilidad. (12)

En HPLC es impoi'tante que tanto la dilucion de la muestra como los
disolventes de la fase movil sean liquidos puros, libres de cualquier particula
solida. Por tanto, hay que filtrar la disolucién de la muestra antes de su inyeccién |
en el cromatégrafo. También deben filtrarse los disolventes utilizados en la fase
moévil a ttavés del mismo tipo de filtro que el empleado para la muestra. Es
corriente realizar la filtracidon a través de filtros de 0.45 micrometros, lo cual se

considera seguro. (12)

Fase eslacionaria: la fase estacionaria en la técnica de 11PLC estd constituida por
P

~ columnas de dismetro reducido, rellenas de materiales especiales que permiten

separar componentes de una mezcla de quimicos. En los laboratorios de los
ingenios azucareros se utilizan normalmente columnas marca Bio-Rad que poseen
una resina hecha a base de silice, la cual por medio de intercambio iénico permite

la separacion de los carbohidratos que se deseen cuantificar. (12)

Eleccién de la fase estacionaria: la eleccion de Ia fase estacionaria es una cuestion
muy compleja y de-pende de diversos factores, como las caracteristicas y la
complejidad de la muestra, asi como del tipo de separacic’)ﬁ é].egido._

Es importante la eleccion adecuada de las columnas de HPLC, la mayoria de
estas disponibles hoy en dia tienen un didmetro interno de 2- 2.7 mm o 4 7-5 mm.

Las columnas de HPIL.C normalizadas son de 25 cm de longitud y si se precisa de

-una _colum.na SIEE larga es preferible conectar en serie 2 o mas columnas

normalizadas que unia tinica columna de longitud comparable (12).
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