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El uso de la Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) en
la industria azucarera: Comparacion de métodos analiticos para
determinar Sacarosa y Azucares Reductores Totales en melaza
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RESUMEN

La produccion de alcohol a partir de la cafa de azlcar se ha visto potenciada ante la iniciativa tomada por el
Gobierno Nacional de impulsar una Ley que estimule la produccién, comercializaciéon y consumo de alcoholes carburan-
tes. En Tucuman, estos alcoholes se producen principalmente a partir de la melaza de cafa de azucar. Por este motivo el
Laboratorio de Fisicoquimica de la EEAOC se planted la necesidad de garantizar la confiabilidad de la informacion que se
suministra a los clientes mediante la evaluacion de los métodos para determinar concentracién de sacarosa y azucares
reductores totales en melaza. En este trabajo se realizé un estudio de comparacién de los resultados obtenidos por el
método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y los métodos analiticos de Clerget para la determinacion
de sacarosa, y el de Lane y Eynon para la determinacién de azUcares reductores totales en melazas de distintos ingenios
azucareros de la provincia de Tucuman. Los resultados mostraron buena precision del método de doble polarizaciéon
comparado con el de HPLC, mientras que el método de Lane y Eynon es un método de mediana precision comparado
con el de HPLC.
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ABSTRACT

The use of High Performance Liquid Chromatography (HPLC) in the sugar industry:
Comparison of analytical methods to determine Sucrose and Total Reducing Sugars in
molasses

The alcohol production from sugar cane has been promoted by an initiative taken from the Argentinian
Government with the objective to develop a law to stimulate the production, commercialization and consume of alcohols
fuels. In Tucuman, these alcohols are produced from sugar cane molasses. This is the reason why in the chemistry lab of
EEAOC posed the need to ensure reliability of the information provided to customers through the evaluation of the different
methods to determine the per cent of sucrose and total reducing sugars in molasses. This work present a comparative
study among the High Performance Liquid Cromatography (HPLC), the analytical method of Clerget to determine the per
cent of sucrose and the Lane and Eynon method to determine total reducing sugars in molasses of different sugar mills
from Tucuman. The results showed a good precision of the Clerget method compared with HPLC determination, whereas
that the Lane Eynon method showed a medium accuracy compared with the HPLC method.
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INTRODUCCION

El sector industrial esta atravesando épocas de
grandes cambios: la disminucion de las reservas de petro-
leo, la inestabilidad de los precios de los productos agri-
colas, la busqueda de nuevas fuentes de energia renova-
bles, los acuerdos comerciales, el interés por el cuidado
del medio ambiente y la responsabilidad social empresarial
son sin duda temas hacia donde el mundo esta fijando su
mirada por las implicaciones politicas y econdmicas que
conllevan. El sector azucarero no es ajeno a ninguno de
ellos y es consciente de que en un mundo globalizado y
competitivo, la manera de permanecer es aprovechando
las oportunidades que cada uno de ellos presenta.

Para nadie es un secreto que la realidad geopoli-
tica actual da al tema energético la maxima prioridad, por-
que la oferta de recursos no renovables es, como su hom-
bre lo indica, limitada, ya que la mayor parte del petréleo
se concentra en unos pocos paises (Asocafa, 2006).

La produccién de alcohol a partir de la cafia de
azucar se ha visto incrementada por el anunciado déficit
de petroleo en los préximos afios y ante la iniciativa to-
mada por el Gobierno Nacional de impulsar una Ley que
estimule la produccién, comercializacién y consumo de
alcoholes carburantes. El sector azucarero tiene el reto de
aportar al mercado fuentes alternativas de energia renova-
bles que satisfagan las necesidades de aquel y otorguen
un valor agregado, dependiendo cada vez menos del azu-
car en su presentacién granulada, ademas de preservar el
medio ambiente.

En Tucuman la actividad principal es la industria
de la cafa de azulcar, lo que hace muy importante aprove-
char al maximo materias primas como la melaza para la
produccion de bioetanol. Seria, asimismo, una excelente
materia prima para la obtencion de diferentes productos
biotecnolégicos por vias fermentativas (acido citrico, leva-
dura, polimeros de acido lactico, etc.).

Los azUcares que estan presentes en la melaza y
son empleados por las levaduras para producir bioetanol
son sacarosa (el compuesto mayoritario) y glucosa y fruc-
tosa en menor proporcién; conocer sus concentraciones
es de vital importancia para determinar su costo comercial
y determinar los rendimientos fermentativos con mayor
precision.

Es por este motivo que el laboratorio de quimica
de la EEAOC se planted la necesidad de garantizar la con-
fiabilidad de la informacién que se suministra a los clientes
mediante la evaluacion de los métodos para determinar
concentracién de sacarosa y azlcares reductores totales
en melaza.

Los métodos comunmente utilizados para la de-
terminacion de sacarosa se fundamentan en las propieda-
des o6pticas de la misma. El método polarimétrico se basa
en la propiedad que tiene esta sustancia en solucién acuo-
sa para rotar el plano de la luz polarizada. El angulo de
rotacién de soluciones de sacarosa pura es proporcional a
su concentracion. EI método mencionado es el de simple
polarizacién. Si bien este es el mas utilizado en la industria
azucarera local, no brinda exactitud en la determinacion
del contenido verdadero de la sacarosa en melaza de cafia
ya que existen otras sustancias épticamente activas que
también pueden rotar el plano de luz polarizada dando
resultados erroneos. Por este motivo Icumsa (2007) esta-
blecioé el método de doble polarizacion o método Clerget
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con el cual se obtiene una medida mas confiable de su
concentracion (Medina et al., 2016).

El analisis de azucares reductores totales por el
método de Lane y Eynon aprovecha la propiedad del poder
reductor que tienen los azucares para su cuantificaciéon. La
reaccion ocurre en medio basico fuerte que requiere un
estabilizador para el ié6n Cu*?, como el tartrato para evitar
la formacion de Cu(OH)2 insoluble, con el cual forma un
compuesto de coordinacion de color azul.

Debido a que no se eliminan las demas especies
que contiene la matriz de la muestra, algunas de estas
pueden generar interferencias, tales como especies inor-
ganicas y moléculas con grupos aldehido en su estructura
susceptibles a oxidacion, al igual que otros azlicares como
cetosas que pueden sufrir efectos de tautomerizacion por
la alcalinidad del medio, afectando el resultado del conte-
nido real de azucares reductores en la melaza.

El método de Lane y Eynon no brinda exactitud
en la determinacion del contenido verdadero de estos azu-
cares en la melaza y se considera que solo proporciona
una medida aproximada de su concentracion, ya que exis-
ten otros compuestos que también reducen el cobre, dan-
do resultados mayores a las concentraciones existentes
de glucosa y fructosa.

El método de Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion (HPLC) es un método de separacién basado en
las diferentes interacciones, tanto fisicas como quimicas,
que existen entre la muestra y una fase estacionaria con-
tenida en la columna cromatografica. De acuerdo a estas
interacciones, los distintos componentes de la muestra
atraviesan la columna a diferentes velocidades y de esa
forma se produce la separacion de los mismos.

Este método de determinacion de concentracion
de sacarosa y contenido de azucares reductores directos
(glucosa y fructosa principalmente) en melaza por HPLC
brinda una mayor exactitud en los resultados debido a
que es especifico y selectivo para los mismos, permitien-
do cuantificar cada azucar por separado. Sumando es-
tequiométricamente estos tres azucares mayoritarios se
obtienen los azucares reductores totales que pueden ser
fermentados por las levaduras para obtener alcohol (azu-
cares fermentescibles totales).

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio
comparativo de los resultados obtenidos por el método
de Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) y los
métodos analiticos de Clerget para la determinacion de
sacarosa, y el de Lane y Eynon para la determinacién de
azucares reductores totales.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de las pruebas del presente
trabajo se utilizaron 39 muestras de melaza provenientes
de distintos ingenios de la provincia de Tucuman.

Para determinar el contenido de sacarosa por el
método de doble polarizacién se siguio la técnica ICUMSA
GS 4/7-1. Para ello se utilizo:

e Polarimetro digital Schmidt+Haensch NIR W2

e Tubo polarimétrico de 100 mm

e Papel de filtro Whatman N° 91 de 185 mm de diametro
0 su equivalente

El analisis de azucares reductores totales por el
método de Lane y Eynon se realizé a partir de la técnica
ICUMSA GS 4/3-7.



La cromatografia liquida en la industria azucarera

Para determinar los contenidos de sacarosa,
glucosa y fructosa por HPLC se utilizd un equipo marca
Waters compuesto por una bomba cuaternaria, un inyec-
tor Alliance modelo 2695, un detector del indice de re-
fraccion y un horno calefactor. Se empledé una columna
Sugar Pack de Waters, rellena con resina de intercambio
catioénico en forma célcica (Medina et al., 2016).

Las condiciones propuestas en esta metodologia
fueron las siguientes:

e Fase Movil: Agua + 0,05g/l de EDTA célcico
e Temperatura de columna: 85°C

e Temperatura de detector: 45°C

e Caudal: 0,5 ml/min

e \Jolumen de inyeccién: 20 pl

La comparacion de los métodos se realizo a partir
del estudio de la variable estadistica t de Student. Ade-
mas, se realiz6 el analisis de correlacién para determinar
la relacion existente entre las respuestas obtenidas bajo
cada tratamiento.

RESULTADOS y DISCUSION
Para realizar las pruebas del

presente trabajo se tomaron como
muestra los lotes de melazas analizados

En la Figura 3 se observa dispersion de los datos
obtenidos en ambos métodos para determinar azlcares
reductores totales.

En la Tabla 2 se observan los resultados obteni-
dos por los dos métodos en el andlisis estadistico del por-
centaje de azUcares reductores totales en melaza.

Se demostré entonces que existen diferencias

significativas entre los métodos debido a que el valor texp
resulté mayor que t critico.
A pesar de obtener resultados no satisfactorios en la com-
paracion de métodos, se realizé el andlisis de correlacién
para obtener una medida de la magnitud de la asociacion
o covariacion de cada variable en estudio.

En la Figura 4 se muestra la correlacion entre el
método de Lane y Eynon y el método de HPLC para azu-
cares reductores totales y la ecuacién de la recta obtenida:

El andlisis arroj6 un R?= 0,660 mostrando alta
dispersion entre los valores promedio de cada muestra.
Este resultado era esperable, teniendo en cuenta que en
la melaza estan presentes compuestos no aztcares como
por ejemplo los acidos organicos, aminoacidos, etc., que
pueden interferir en la medicion de glucosa y fructosa, ya
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Figura 1. Concentraciones de sacarosa obtenidas por cromatografia liquida y
doble polarizacion.

Tabla 1. Resultados estadisticos obtenidos por los métodos de Doble
Polarizacion y HPLC para la determinacion de Sacarosa.

En la Figura 2 se presenta la correlacion
entre el método de doble polarizacién y el método

Estadistico

Desv. . Estadistico
Varianza t critico

N | Media Est. t

de HPLC. Se observé que el coeficiente de co-
rrelacion es cercano a la unidad, mostrando poca
dispersion entre los valores promedio de cada

Doble

Polarizaciéon

39 43,47 12,86 165,36

0,32 2 >0,0001

HPLC

muestra.

39 | 42,51 | 13,16 | 173,26

e Contenido de azucares reductores totales

Se correlacionaron los datos obtenidos
en la determinacion del contenido de azlcares reductores
totales en melaza por el método de Lane y Eynon con el
método de cromatografia liquida de alta resolucion. Con
dicho método se obtienen las concentraciones de sacaro-
sa, glucosa y fructosa; la suma estequidémetrica de estos
tres azlcares se comparo con los resultados determina-
dos mediante el método analitico de Lane y Eynon para
azUcares reductores totales.

Para calcular los azlcares totales determinados
por cromatografia liquida se usé la siguiente expresion:

Azicares totales =
[fructosa]

[sacarosa] * 1,052 + [glucosa] +
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Figura 2. Correlacion entre método Clerget y HPLC.
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B HPLC CONCLUSIONES

Se demostré la buena preci-
sion del método de doble polarizacion
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Figura 3. Comportamiento de los azlcares reductores por ambos métodos.

Tabla 2. Resultados estadisticos obtenidos por los métodos de Lane y

Eynon 'y HPLC.

posible su uso en la industria azucare-
ra sin necesidad de una gran inversion
en equipos y obteniéndose resultados
confiables en forma rapida.

Se determiné que el método
de Lane y Eynon para la determinacion
de azlcares reductores totales es un
método de mediana precisién comparado con el
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Laney 39 59,49 | 4,96 24,62 presencia de tipos de especies reductoras en la
Eynon 5,18 2,02 | >0,0001 muestras. Esto debe ser considerado cuando se
HPLC 39 | 56,36 6,47 | 41,84 determina el rendimiento de fermentacién alcoho-
lica, ya que el alcohol obtenido sera menor que el
Correlacién entre métodos tedrico cuando el calculq se base 'en los azu9ares
reductores totales obtenidos mediante el método
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Figura 4. Correlacion entre método Lane y Eynon y HPLC.

que presentan uniones carbonilo en sus moléculas y por
ello podrian ser capaces de reducir el cobre, dando como
resultado valores mayores para el método de Lane y Ey-
non.
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