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1. RESUMEN
La produccion de alcohol etilico a partir de mieles obtenidas de la cafa de azucar, es
un proceso comun en la region sur de Guatemala. Los carbohidratos presentes en
estas mieles determinan la calidad del alcohol producido, de forma especifica, se
habla del disacarido conocido como sacarosa y los monosacaridos denominados
azucares simples, los cuales son: glucosa y fructosa.
La glucosa es el Unico azucar que puede ser transformado en alcohol, en un proceso
conocido como fermentacion, en el cual un microorganismo llamado levadura
(Saccharomyces cerevisae) toma dicho azucar como alimento y como producto del
metabolismo se obtiene el alcohol. Es importante mencionar también que la levadura
cuando no dispone de glucosa libre, descompone la sacarosa en los dos azucares
qgue la constituyen (glucosa y fructosa) en un procesos llamado inversion, por otro
lado, también isomeriza la fructosa a glucosa para disponer de alimento.
Por todo lo anterior, es necesario establecer la cantidad de azucares presentes en
las mieles que se utilizaran para la produccion de alcohol, éstas son heterogéneas
puesto que dependen de la variedad de cafia, el tipo de suelo, el tiempo de cultivo,
entre otros factores. Para cuantificar los azlcares se han implementado diversos
tipos de andlisis de laboratorio. El mas utilizado es el método por cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC High Performance Liquid Chromatography), método
gue permite saber con precision la cantidad presente en las mieles de cada uno de
los azucares (glucosa, fructosa y sacarosa), las desventajas de este método son que
los costos de andlisis, materiales de referencia, reactivos y tiempos de trabajo, son
elevados. Por otro lado se tiene que la espectrofotometria es un método de analisis
utilizado en los laboratorios, por la sencillez y bajo costo de los analisis. Es por ello
gue Destiladora de Alcoholes y Rones S.A. (DARSA) considerd importante realizar
un estudio para evaluar un meéetodo espectrofotométrico disefiado para la
cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa en las mieles utilizadas para la
produccion de alcohol etilico, como alternativa de sustitucion de un método por
cromatografia liquida de alta resolucion.
Para llevar a cabo la presente investigacion se procedio a la realizacion de curvas

de calibracion de absorbancia contra concentracion, de los patrones (glucosa y



fructosa), no se realiz6 para sacarosa, puesto que ésta se pretendia cuantificar
indirectamente a través de la glucosa que se genera de la hidrélisis de dicho
disacarido. Posterior a la realizacion de las curvas, se pudo observar que éstas
presentaban un comportamiento lineal, lo cual permitié establecer una ecuacion de
regresion lineal simple para cada curva, que se utilizé para la obtencién de los
resultados experimentales.

Para comprobar la eficacia del método, se realizaron pruebas con el método
experimental con una muestra de melaza, la cual también fue analizada por un
laboratorio de referencia a través de HPLC, con ambos resultados se realiz6 el
respectivo analisis estadistico utilizando la t de student a un nivel de confianza del
95% y 99%, donde quedd evidenciado que no existe diferencia significativa entre los
resultados del método experimental y el método de referencia.

Con el analisis estadistico de los resultados se concluyé que el método
espectrofotométrico para la cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa en mieles,
si puede sustituir a un método por cromatografia liquida de alta resolucion y con ello
se rechaza la hipétesis planteada.

También con la presente investigacion se recomienda que se debe evaluar la
posibilidad de adquirir un reactivo especifico para la fructosa, con el objetivo de
simplificar el procedimiento y evitar interferencias por la presencia de otros
monosacaridos diferentes a los estudiados, ademas de considerar la capacitacion

adecuada de las personas que realicen los andlisis en el espectrofotémetro.



2. INTRODUCCION
La agroindustria en Guatemala es una de las principales fuentes de desarrollo
econdmico del pais. La industria azucarera brinda diversidad de productos que se
comercializan a nivel nacional e internacional. Entre los diversos productos
generados por la industria azucarera se tienen las mieles que son producto principal
o subproducto del proceso de elaboracion de azucar a partir de la cafia de azlcar.
Las mieles que resultan como subproducto del proceso de elaboracion de azucar se
conocen como miel final o melaza. Como no es posible cristalizar mas azlcar de esta
miel, la industria azucarera suele comercializar dicho subproducto para alimento de
bovinos. Pero en la actualidad, la mayor demanda de melaza proviene de la industria
licorera, que la utiliza como materia prima para la producciéon de alcohol etilico a
través del proceso de fermentacion. Junto con la melaza, también se utilizan mieles
MAas puras y ricas en azucares, tales como la miel virgen, que es un liquido muy
denso (pero no tanto como la melaza), al que no se le ha extraido alguna cantidad
de azucar.
Las melazas son de composicibn  heterogénea y pueden variar de forma
considerable ya que dependen de la variedad de cafia de azucar utilizada, suelo,
clima, periodo de cultivo, eficiencia de la operacion de la fabrica, sistema de
ebullicion del azucar, tipo y capacidad de los evaporadores, entre otros. Los
principales azucares en la melaza son: la sacarosa, la glucosa vy la fructosa; éstas
Gltimas constituyen la mayor porcion de un tipo de azlcares conocidos como
azucares reductores.
La melaza es una miel bastante compleja. Para la industria licorera, los azucares
(glucosa, fructosa y sacarosa) son los componentes de vital importancia para el
proceso de fermentacion. Para llevar a cabo la fermentacion alcohdlica es necesario
el uso de levaduras, especificamente el uso de la Saccharomyces cerevisiae, dicha
levadura invierte la sacarosa y actla sobre la glucosa y fructosa transformandolas a
través de un proceso quimico en alcohol etilico como principal producto de la

reaccion.
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Por ello es de gran importancia conocer las cantidades de azlcares presentes en las
mieles puesto que de esto dependera la eficiencia de la fermentacion y la calidad del
producto final.

Por la complejidad de las mieles tanto en azlcares y otros compuestos, es necesario
implementar métodos de analisis de laboratorio muy especificos. Para el
reconocimiento de azlcares, de manera especial para los monosacaridos glucosa y
fructosa, existen diversidad de métodos, como por ejemplo el ensayo de Fehling,
Tollens, Benedict, entre otros, que son faciles de aplicar, y otra mas compleja y
avanzada como por ejemplo la cromatografia, y de forma especifica la cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC), este método es utilizado para el reconocimiento de
dichos azucares, debido a su precision y exactitud.

Se tiene por aparte también la espectrofotometria, la cual es un método analitico
utilizado en laboratorios clinicos y de control de calidad, éste resulta ser un método
facil de aplicar, preciso y exacto. Por ello se evalué un método espectrofotométrico
disefiado para la cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa en las mieles
utilizadas para la produccion de alcohol etilico como alternativa de sustitucion de un
método por cromatografia liquida de alta resolucién.

El documento que se presenta a continuacion, detalla los procedimientos y marchas
analiticas que se emplearon para el disefio y evaluacién del método, entre ellos, las
respectivas curvas de calibraciones de los azlcares en estudio. Con dichas curvas
de calibracion se establecieron las ecuaciones de regresion lineal, que permitieron la
realizacion de las pruebas experimentales. Posterior a la obtencion de los datos
experimentales se procedio con el analisis estadistico de los resultados utilizando la
t de student a un nivel de confianza del 95% y 99%, con ello se pudo rechazar la
hipotesis planteada, puesto que los resultados del método espectrofotométrico
comparados con los obtenidos a través de HPLC, no presentan diferencias
significativas. Todo ello se realizé en las instalaciones de la Destiladora de Alcoholes

y Rones S.A durante el primer semestre del afio 2013.



3. JUSTIFICACION
La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) es un método aplicado para la
cuantificacion de azucares (reductores y no reductores) no solo en mieles sino en
una gran variedad de muestras. Es un método que se encuentra por delante de
otros métodos de laboratorio, es versétil y preciso. Pero ésta versatilidad, precision y
eficacia queda contrastada por la complejidad y costo del equipo y reactivos

utilizados.

El cromatégrafo o equipo de HPLC, consta de diferentes piezas complejas (filtros,
bombas, valvulas, inyectores, columna, detector, etc.) y precios que estan por
encima de cualquier cristaleria encontrada en un laboratorio. Es importante
mencionar que para el mantenimiento de este equipo se debe contratar servicios
externos de personas competentes, puesto que por lo general, quien opera dicho
aparato no cuenta con la habilidad y competencia necesaria. Por otro lado, la fase
movil y agua de lavado de columna, son materiales imprescindibles en la operacion

del equipo, que poseen un costo considerable.

Los equipos de HPLC necesitan también de un software, que es el encargado de
realizar el analisis de datos y obtener un resultado facil de interpretar. Dicho
software necesita mantenimiento, ya que un desperfecto en éste significaria la
inutilizacion del equipo por completo. Para la utilizacion de este software, se necesita
de adiestramiento especial por la complejidad del mismo. Las personas que se
inicien en la operacion del cromatégrafo necesitan un tiempo considerable para
familiarizarse con éste, y por ende, se necesitan gastos econdmicos durante el

aprendizaje.

Es conveniente mencionar que en la calibracién del equipo, la adquisicion de los
materiales estandares posee un costo alto, ademas se necesita una persona
calificada para la realizacion de dicha calibracion, por lo general se concluye en la

contratacion de servicios externos.



Debido a la complejidad y costo del equipo principalmente, son pocos los laboratorios
que cuentan con la facilidad de poseer un equipo de HPLC dentro de sus

instalaciones.

La espectrofotometria, es un método de analisis comdn en los laboratorios, es por lo
general aplicada al andlisis fisico-quimico de aguas, también es utilizada en la
mayoria de laboratorios clinicos en diversos analisis, como por ejemplo, en el estudio

del nivel de glucosa en la sangre.

Comparado con el método por HPLC, la espectrofotometria es un método bastante
sencillo y rapido, el equipo es de menor tamafio y menor costo, no requiere de
mantenimiento tan minucioso como el de un cromatégrafo (pero en ambas las debe
realizar un persona competente), las piezas que componen el equipo poseen un
costo semejante a la de cualquier cristaleria de laboratorio, la o las personas que
utilizan el equipo no necesitan de mucho tiempo de adiestramiento. Aunque la
espectrofotometria no es utilizada para la cuantificacion de monosacaridos (glucosa y
fructosa) y sacarosa en mieles, al menos no como lo es la HPLC, con un método
adecuado y estandarizado, la espectrofotometria podria brindar resultados precisos y

exactos en el estudio de estos tres azlicares en mencion.

Al conocer las ventajas que tiene la espectrofotometria en comparacion con la HPLC,
la Destiladora de Alcoholes y Rones S.A., consider6 importante realizar una
evaluacion de un método espectrofotométrico disefiado para la cuantificacion de
glucosa, fructosa y sacarosa en mieles utilizadas para la produccion de alcohol
etilico, como alternativa de sustitucion de un método por cromatografia liquida de

alta resolucion.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En el estudio de la calidad de las mieles utilizadas para la produccién de alcohol
etilico, sobresale la cuantificacion de los azlcares presentes en la misma, de manera

especifica, el analisis de glucosa, fructosa y sacarosa.

La HPLC es el método utilizado en la actualidad para dicho estudio, es un método
versatil que brinda resultados precisos exactos y por ende, confiables. Este método
ha sido estandarizado y adoptado por algunas empresas para realizar la

cuantificacion de los tres azlUcares en mencion.

El inconveniente que presenta el método, es la complejidad y costo del equipo,
ademas de los costos de los reactivos utilizados, estos factores hacen que sean
pocos los laboratorios que cuenten con un método de andlisis de azlUcares presentes

en mieles a través de HPLC.

Por otro lado, la espectrofotometria es utilizada por muchos laboratorios para una
diversidad de andlisis y en comparacion con la cromatografia, es un método facil, de
equipo poco costoso, que puede brindar resultados casi instantdneos. Por ello es
gue muchos laboratorios cuentan con un espectrofotometro dentro de sus

instalaciones.

La espectrofotometria no es utilizada en la cuantificacion de azdcares en mieles, (al
menos no como la cromatografia) pero con el método adecuado ésta podria brindar
resultados convincentes en el analisis de los azucares presentes en las mieles, esto

presentaria grandes ventajas en comparacion con un método por HPLC.

En base a lo expuesto con anterioridad, se planted la siguiente interrogante:

» ¢Podria un método espectrofotométrico disefiado para la cuantificacion de
glucosa, fructosa y sacarosa en mieles utilizadas para la produccion de
alcohol etilico, sustituir a un método por cromatografia liqguida de alta

resolucion.



5. HIPOTESIS

Un método espectrofotométrico disefiado para la cuantificacion de glucosa fructosa y
sacarosa en mieles utilizadas para la produccion de alcohol etilico no puede sustituir
a un meétodo por cromatografia liquida de alta resolucion, debido a que existe

diferencia significativa entre los resultados de ambos métodos.



6. MARCO TEORICO
6.1. Hidratos de carbono y azlUcares
De todas las sustancias organicas existentes en la tierra, los hidratos de carbono (o
carbohidratos) son, no so6lo los mas ampliamente distribuidos, sino también los que
se presentan en mayor cantidad. Constituyen ademas el centro del metabolismo de
vegetales y animales. Los carbohidratos pertenecen al grupo de los nutrientes
basicos, que siempre tendran una importancia decisiva en el conjunto de la
alimentacion. Incluso aquellos carbohidratos que no son digestibles se consideran
necesarios como fibra alimentaria para una alimentacion equilibrada.
Poseen muchas estructuras moleculares diferentes, tamafios y formas, y exhiben
una gran variedad de propiedades fisicas y quimicas. Por otra parte, son
susceptibles de modificacion quimica y bioquimica, y ambos tipos de modificaciones
se utilizan comercialmente para mejorar sus propiedades y para ampliar su uso. Por
altimo, son inocuos (no toxicos).
“El almidon, la lactosa y la sacarosa son digestibles por los humanos, y todos ellos,
junto con la D-glucosa y la D-fructosa, son fuentes de energia para ellos, proveyendo
el 70-80% de las calorias de la dieta como promedio en el mundo.
El término carbohidrato sugiere una composicién elemental genérica, concretamente
Cx(H20)y que coincide con moléculas que contienen atomos de carbono con otros de
hidrogeno y oxigeno en la misma proporcién que el agua. Sin embargo, la gran
mayoria de los carbohidratos naturales producidos por los organismos vivos no
poseen esta simple férmula empirica. De hecho, la mayoria de los carbohidratos
naturales se encuentran en forma de oligbmeros (oligosacéaridos) o polimeros
(polisacaridos) de azucares sencillos o modificados. Los carbohidratos de peso
molecular mas bajo se obtienen con frecuencia por despolimerizacion de los

polimeros naturales.”

1. Fennema, O.R. 2000. Quimica de los alimentos. 2 ed. Zaragoza Espafia. Edit. Acribia S.A.
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Las plantas y las bacterias fotosintetizadoras producen los carbohidratos durante un
proceso conocido como fotosintesis, en el cual absorben el dioxido de carbono del
aire y, por accion de la energia solar, producen glucosa y otros compuestos quimicos
necesarios para que los organismos sobrevivan y crezcan.

Los carbohidratos se dividen de la siguiente manera: Los monosacaridos, los cuales
son las mas simples y el mas importante es la glucosa, aunque también lo son la
fructosa y galactosa; Los disacaridos, los cuales surgen de la union de dos
monosacaridos, cuyos ejemplos mas importantes son la sacarosa, la lactosa y la
maltosa; Los oligosacaridos y polisacaridos, son enormes moléculas formadas mas
de dos tipos de unidades de monosacéridos.

“En los organismos vivos los hidratos de carbono tienen funciones estructurales y de
almacenamiento de energia. En la funcion estructural se tiene como ejemplo:
la celulosa que es el principal hidrato de carbono estructural en las plantas, hasta un
40% en las paredes celulares. Entre los hidratos de carbono de almacenamiento de
energia las plantas usan al almidén y los animales al glucdgeno; (cuando se necesita
la energia, las enzimas los descomponen en glucosa)’.?

6.2. Monosacaridos

Los monosacaridos los cuales deben llamarse como polihidroxialdehidos (aldosas)
y como polihidroxicetonas (cetosas). Segun el niamero total de atomos de carbono,
los compuestos resultantes se designan, en la serie de aldosas y a partir de la triosa
gliceraldehido, como tetrosas, pentosas, hexosas, etc., 0 en la serie de las cetosas y
a partir de la triulosa dihidroxiacetona, como tetrulosas, pentulosas, hexulosas, etc.
La D-glucosa, el carbohidrato mas abundante, pertenece a la clase de los
monosacaridos. Los monosacaridos son moléculas de carbohidratos que no pueden
ser degradadas a moléculas de carbohidratos méas simples por hidrdlisis, por lo que
son conocidos como azlcares simples. Estos pueden unirse para formar estructuras

mayores, oligosacaridos y polisacaridos.

2. Azlcares o] Glucidos. (En linea). Consultado el 08-07-2012. Disponible en

http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm



http://www.biologia.edu.ar/plantas/fotosint.htm
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm#almidón
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm#glucógeno
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm

11

La D-glucosa es al mismo tiempo un polialcohol y un aldehido. Es clasificada como
una aldosa, como se menciono con anterioridad, es el término con el que se designa
a los azucares que contienen un grupo aldehido. La terminacion osa significa que es
un azucar; el prefijo ald- significa que posee un grupo aldehido.

En el otro tipo de monosacaridos (las cetosas), la funcién carbonilica es un grupo
cetona. El sufijo que designa una cetosa en la nomenclatura sisteméatica de los
carbohidratos es —ulosa. La D-fructosa es el ejemplo mas caracteristico de este
grupo de azlcares. Es una de las dos unidades que constituyen a la sacarosa (un
disacarido).

“La D-fructosa llega a constituir hasta el 55% de los jarabes de maiz ricos en
fructosa y hasta el 40% de la miel. La D-fructosa es la cetosa principal desde el punto
de vista comercial y la Unica que se encuentra en forma libre en los alimentos, pero,
al igual que la D-glucosa, sélo en pequefias cantidades”.

La D- fructosa es utilizada en el mercado como edulcorante aunque las de mayor
importancia son la sacarosa, los jarabes de almidén (mezcla de glucosa, maltosa y
maltooligosacaridos) y la glucosa, junto con ellos Ademas de ellos se presentan
también el azlcar invertido, la lactosa y los alcoholes sorbitol, manitol y xilitol.

6.2.1. Reacciones de los monosacaridos

Todas las moléculas de carbohidratos poseen algun hidroxilo susceptible de
reaccionar. Los monosacaridos simples y la mayoria de los otros carbohidratos de
bajo peso molecular poseen ademas grupos carbonilicos susceptibles también de
reaccionar, algunas de las reacciones principales son:

6.2.1.1. Oxidacion a acidos aldénicos y aldonolactonas

Las aldosas son faciles de oxidarse a acidos aldonicos. La reaccion es utilizada con
frecuencia para la determinacion cuantitativa de azucares. Uno de los métodos mas

antiguos basado en esta reaccién hace uso del reactivo de Fehling.

1. Fennema, O.R. 2000. Quimica de los alimentos. 2 ed. Zaragoza Espafia. Edit. Acribia S.A.
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El reactivo de Fehling es una solucion alcalina de cobre (1), que oxida una aldosa a un
aldonato, y en el proceso es reducido el cobre, el cual precipita como Cu,0O, de color rojo
ladrillo.

Existen ademas algunas variantes de este método, que usan los reactivos de Nelson-
Somogyi y Benedict, se utilizan todavia para determinar azUcares reductores en
alimentos u otros materiales biolégicos.

“En el proceso de oxidacion del grupo aldehido de una aldosa a la sal del grupo acido
carboxilico, el agente oxidante es a su vez reducido, por lo que a las aldosas se les
conoce también como azucares reductores. Las cetosas también son azlcares
reductores, puesto que son isomerizadas a sus correspondientes aldosas bajo las
condiciones alcalinas de la reacciéon de Fehling. El reactivo de Benedict que no es
alcalino, reacciona so6lo con las aldosas y no con las cetosas. Un método sencillo y
especifico para la oxidacion cuantitativa de la D-glucosa a acido D-glucénico hace uso
de la enzima glucosa oxidasa, que da lugar a la formacion intermedia de la lactona-1,5
del acido. La reaccién es utilizada comunmente para medir la concentracion de glucosa
en alimentos y otros materiales bioldgicos, incluida la sangre”.

6.2.1.2. Reduccién de los grupos carbonilo por hidrogenacién

La hidrogenacion consiste en la adicion de un hidrégeno a un doble enlace. Cuando ésta
se aplica a los carbohidratos, en la mayor parte de los casos el hidrégeno se adiciona al
doble enlace entre el &tomo de oxigeno y el de carbono del grupo carbonilo de la aldosa
o la cetosa.

“La hidrogenacion de la D-glucosa se lleva a cabo facilmente con hidrogeno en forma de
gas bajo presién y en presencia del reactivo de niquel de Raney. El producto de la
reaccion es el D-glucitol, conocido vulgarmente como sorbitol, en el que el sufijo —itol
denota un polialcohol. Los alditoles son también conocidos como polihidroxialcoholes y
polioles. Puesto que es derivado de una hexosa, el D-glucitol.

La reaccién de los grupos hidroxilo con un anhidrido o cloruro de un acido carboxilico (un

cloruro de acilo) en presencia de una base adecuada produce un éster”.!

1. Fennema, O.R. 2000. Quimica de los alimentos. 2 ed. Zaragoza Espafia. Edit. Acribia S.A.
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6.2.1.3. Pardeamiento no enziméatico

En algunas condiciones, los monosacaridos y de manera especial los azlcares
reductores producen colores pardos que poseen un gran interés y son deseables en
algunos alimentos y en otros no.

Los colores pardos se forman por el calentamiento o por el almacenamiento de
alimentos que contienen azlcares, durante largos periodos.

El pardeamiento que se produce es debido a una reaccién quimica entre azucares
reductores, principalmente D-glucosa, y un aminoacido libre o un aminoacido que
forma parte de una cadena proteica.

Dicha reaccion es conocida como reaccion de Maillard. También se le conoce como
pardeamiento no enzimatico.

“Cuando las aldosas o las cetosas se calientan en solucién con aminas, se produce
una variedad de reacciones, que dan lugar a la formacibn de numerosos
compuestos, algunos de los cuales poseen aroma y sabor o son polimeros de color
oscuro, mientras que ambos reactantes desaparecen lentamente. El azucar reductor
reacciona irreversiblemente con la amina para producir una glicosilamina. Esta sufre
una reaccion denominada transposicion de Amadori, que resulta en la formacién, en
el caso de la D-glucosa, de un derivado de lal-amino-1-desoxi-D-fructosa. La
reaccion continla, de manera especial a pH 5 o inferior para dar un producto
intermediario que sufre una deshidratacién”.*

6.3. Oligosacéaridos

Un oligosacarido contiene de dos a veinte unidades de monosacaridos unidos por
enlaces glicosidicos. Cuando una molécula tiene mas de veinte unidades se
considera ya un polisacarido. Un compuesto que contiene dos monosacaridos es un
disacéarido, tres unidades es un trisacarido, cuatro unidades, tetra y asi
sucesivamente. Solo existen unos pocos oligosacaridos en la naturaleza. La mayoria

se producen por hidrdlisis de polisacaridos a unidades mas pequefas.

1. Fennema, O.R. 2000. Quimica de los alimentos. 2 ed. Zaragoza Espafia. Edit. Acribia S.A.
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6.3.1. Propiedades y reacciones

“Por tratarse de glicésidos, los oligosacaridos son facilmente hidrolizables por accion
de acidos, mientras que se mantienen relativamente estables frente a las bases. La
hidrélisis de sacarosa se conoce también como inversion y la mezcla equimolar de
glucosa y fructosa resultante como azucar invertido, puesto que el poder de rotacion
especifico del azlucar es positivo y el de hidrolizado es negativo, debido a que la
fructosa (levulosa) tiene un mayor poder negativo de rotacion que la glucosa
(dextrosa) positivo”.

6.4. Azucares reductores

Los azicares reductores son aquellos azlUcares que poseen  Su grupo
carbonilo (grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar con
otras moléculas.

Los azucares reductores provocan la alteracion de las proteinas mediante la reaccion
de glicacion 6 glucosilacion no enzimética también denominada reaccion de Maillard
tal como se mencioné con anterioridad.

“La glucosa es el azucar reductor mas abundante en el organismo. Su concentracion
en la sangre estd sometida a un cuidadoso mecanismo de regulacion en individuos
sanos y, en personas que padecen diabetes, aumenta sustancialmente.

Esto lleva a que éste sea el azucar reductor generalmente considerado en las
reacciones de glucosilacibn no enzimatica de interés biolégico. Sin embargo,
cualquier azlcar que posea un grupo carbonilo libre puede reaccionar con los grupos
amino primarios de las proteinas para formar bases de Schiff.

La reactividad de los distintos azlcares estd dada por la disponibilidad del grupo
carbonilo. Se sabe que la forma abierta o extendida de los azlcares no es muy
estable, a tal punto que, por ejemplo, en la glucosa representa sélo el 0,002 %. Las
moléculas de azucar consiguen estabilizarse a través de un equilibrio entre dicha
forma abierta y por lo menos dos formas cerradas (anémeros ciclicos) en las que el

grupo carbonilo ha desaparecido.

L Fennema, O.R. 2000. Quimica de los alimentos. 2 ed. Zaragoza Espafia. Edit. Acribia S.A.

De hecho, los azucares fosfato, que son azucares reductores de gran importancia en
el interior celular, poseen mayor capacidad glucosilante que la glucosa dada su

mayor proporcion de forma carbonilica (abierta). La sacarosa es un disacarido que


http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carbonilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carbonilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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no posee carbonos anoméricos libres por lo que carece de poder reductor y la

reaccion con el licor de Fehling es negativa.”

6.5. Sacarosa

CH,0H
CH,OH
O 0
OH HO
OH 0 CH,0OH
OH OH

“La sacarosa o azucar comun es un disacarido formado por alfa-glucopiranosa y
beta-fructofuranosa.
Su nombre quimico es:

beta-D-fructofuranosil-(2->1)-alfa-D-glucopirandésido.

Su féormula quimica es:(C12H2,011)

Existen dos fuentes principales de sacarosa comercial: la de cafia de azucar y la de
remolacha azucarera. En el extracto de la remolacha azucarera también se
encuentran un trisacarido, la rafinosa, que consiste en una unidad D-
galactopiranosilo unida a sacarosa y un tetrasacarido, la estaquiosa, que contiene
otra unidad de D-galactopiranosilo. Estos oligosacéaridos también se encuentran en
legumbres, no son digestibles, y constituyen la causa de la flatulencia derivada del
consumo de legumbres. La sacarosa no tiene poder reductor sobre el reactivo

1’2

de Fehling y el reactivo de Tollens”.

2, Azlcares o] Glucidos. (En linea). Consultado el 08-07-2012. Disponible en

http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm.

®_ Iniciacién a la bromatologia practica). Protocolos de andlisis. Aziicares reductores. (En linea). Consultado el 06-
07-2012. Disponible en: http://es.scribd.com/doc/57234457/Azucar-reductor.

La sacarosa es el edulcorante mas utilizado para endulzar los alimentos. En la

naturaleza se encuentra en un 20% del peso en la cafia de azucar y en un 15% del

peso de laremolacha azucarera, de la que se obtiene el azucar de mesa.

La miel también es un fluido que contiene gran cantidad de sacarosa hidrolizada de

forma parcial.


http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Disac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Reductor
http://es.wikipedia.org/wiki/Fehling
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm
http://es.scribd.com/doc/57234457/Azucar-reductor
http://es.wikipedia.org/wiki/Edulcorante
http://es.wikipedia.org/wiki/Alimento
http://es.wikipedia.org/wiki/Ca%C3%B1a_de_az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Remolacha_azucarera
http://es.wikipedia.org/wiki/Miel
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Saccharose2.svg?uselang=es
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6.5.1. Estructura y funcion

La sacarosa es un disacéarido de glucosa y fructosa. Se sintetiza en plantas, pero no
en animales superiores.

No contiene ningun atomo de carbono anomérico libre, puesto que los carbonos
anoméricos de sus dos monosacéridos que la constituyen se hallan unidos entre si,
de manera covalente mediante un enlace O-glucosidico. Por esta razon, la sacarosa
no es un azucar reductor y tampoco posee un extremo reductor. La sacarosa es un
producto intermedio principal de la fotosintesis, en muchas plantas constituye la
forma principal de transporte de azlcar desde las hojas a otras partes de la planta.
En las semillas germinadas de plantas, las grasas y proteinas almacenadas se
convierten en sacarosa para su transporte a partir de la planta en desarrollo.

6.5.2. Caracteristicas del enlace

“En la sacarosa, el enlace que une los dos monosacaridos es de tipo O-glucosidico.
Ademas, dicho enlace es dicarbonilico ya que son los dos carbonos reductores de
ambos monosacaridos los que forman el enlace alfa(1-2) de alfa-D-glucosa y beta-D-
fructosa

La enzima encargada de hidrolizar este enlace es la sacarasa, también conocida
como invertasa, ya que la sacarosa hidrolizada es llamada también azucar invertido.
También se puede invertir la sacarosa al agregarle é&cido y someterla a
calentamiento.

La sacarosa tiene como funcion principal en el organismo humano ayudar en la
generacion de energia que el cuerpo humano necesita para que funcionen los

diferentes érganos”.”

> Meislich, H. 1977. Quimica orgénica. 2 ed. Colombia. Edit. Mc Graww-Hill latinoamericana S.A.

6.5.3. La sacarosa como nutriente
La sacarosa se usa en los alimentos por su poder endulzante. Al llegar al estbmago
sufre una hidrolisis acida y una parte se desdobla en sus componentes glucosa y

fructosa. El resto de sacarosa pasa al intestino _delgado, donde la ya mencionada

enzima sacarasa la convierte en glucosa y fructosa. Existen muchas controversias
sobre el dafio que ocasiona el consumo de sacarosa. Esta se relaciona con caries,

diabetes, obesidad, aterosclerosis, etc. En realidad la sacarosa es uno de los


http://es.wikipedia.org/wiki/Sacarasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Intestino_delgado

17

mejores nutrientes disponibles para el organismo humano. Tiene gran facilidad para
su digestion, no genera productos toxicos durante su metabolismo y ademas tiene

bastante bajo su indice glicémico, lo que significa que al consumir la sacarosa, el

nivel de glucosa en la sangre sube de manera poco considerable.
El consumo exagerado de la sacarosa se debe a su sabor agradable. Debido a ello,
la sacarosa es limitada en la dieta por razones de salud, ya que a pesar de su indice

glicémico bajo, un consumo descontrolado alto produce una carga glicémica elevada.

6.6. Glucosa

O O
H——OH HO——H
HO——H H——OH
H——OH HO——H
H——OH HO——H

CH,OH CH,OH

Moléculas de D- glucosa y L-glucosa

La glucosa es un monosacarido con formula _molecular C¢H1206, la misma que la

fructosa pero con diferente posicion relativa de los grupos -OH y O=. Es una hexosa,
es decir, que contiene seis atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el
grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula.

“‘Es una forma de azucar que se encuentra libre en las frutasy en la miel. Su
rendimiento energético es de 3,75 kilocalorias por cada gramo en condiciones

estandar. En terminologia de la industria alimentaria suele

denominarse dextrosa (término procedente de «glucosa dextrorrotatoria») a este
compuesto. También se le puede encontrar en semillas (contando los cereales) y
tubérculos”.?

Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de glucosa (a menudo con fructosa),
gue puede ser extraida y concentrada para hacer un azlcar alternativo. Pero a nivel
industrial, tanto la glucosa liquida (jarabe de glucosa) como la dextrosa (glucosa en
polvo) se obtienen a partir de
la hidrolisis enzimatica de almidon de cereales (generalmente trigo o0 maiz).



http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_glic%C3%A9mico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Carga_glic%C3%A9mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Monosac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbonilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hexosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Aldosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbonilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Miel
http://es.wikipedia.org/wiki/Industria_alimentaria
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Almid%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
http://es.wikipedia.org/wiki/Trigo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%ADz
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DL-Glucosa.png?uselang=es
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La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de la

naturaleza. Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células, mediante

sus oxidacion catabolica, y es el componente principal de polimeros de importancia

estructural como la celulosay de polimeros de almacenamiento energético como

el almidén y el glucégeno.

“En su forma D-Glucosa, sufre una ciclacion hacia su forma hemiacetalica para dar

sus formas furano y pirano (D-glucofuranosay D-glucopiranosa) que a su vez

presentan andmeros alfa y beta. Estos andmeros no presentan diferencias de
composicién estructural, pero si diferentes caracteristicas fisicas y quimicas”.?

La D-glucosa, que es la forma mas abundante de forma natural, es uno de los
compuestos mas importantes para los seres vivos, incluyendo a los seres humanos.
Las plantas sintetizan la glucosa en la  fotosintesisa partir de
compuestos como agua y didxido de carbono, segun la siguiente reaccion:

EICDQ + GHQD — CﬁngDE + GDQ

Los animales, son incapaces de realizar este proceso y toman la glucosa de otros

seres Vivos 0 la sintetizan a partir de otros compuestos organicos. La glucosa puede

sintetizarse a partir de otros azucares, como fructosa o galactosa. En el metabolismo

de los animales (incluyendo al ser humano), la glucosa se puede sintetizar a partir de

moléculas no glucidicas, proceso conocido como gluconeogénesis.

2. Azlcares o] Glucidos. (En linea). Consultado el 08-07-2012. Disponible en
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm.
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6.7. Fructosa

CHzOH
=0
HO—1—H
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HO OH CHOH

La fructosa es un endulzante natural que se obtiene en su mayoria de la frutas, razén
por la que se le conoce como “azucar de la fruta”. También se le puede encontrar en
algunas verduras, en la miel y en otras plantas como el azUcar de cafia y la
remolacha, de donde se extrae para elaborar un azlcar alternativo. La fructosa, o
levulosa, es una forma de azucar encontrada en las frutas y en la miel. Es un

monosacarido con la misma férmula empirica que la glucosa pero con diferente

estructura.

“Es una hexosa (6 4&tomos de carbono). Es levogira y tiene 3 carbonos asimétricos
por lo tanto ella es uno de los componentes de los cuatro pares de enantiomeros. Es
una ceto-hexosa y pertenece a la serie D.

Su poder energético es de 4 kilocalorias por cada gramo. Su férmula quimica es
CsH1206.

La fructosa se usa desde los 70’s en Estados Unidos y en la Union Europea para
endulzar refrescos. Actualmente esta presente en diferentes cantidades en una
amplia variedad de alimentos, y se ha convertido en uno de los endulzantes mas
utilizados por la industria alimentaria. Se le puede encontrar en productos de
reposteria, alimentos procesados, frutas y bebidas refrescantes azucaradas, azlcar
comun, entre otros”.?

La fructosa constituye una importante fuente de energia para el cuerpo. De forma
tradicional, la fructosa se ha utilizado como edulcorante para los diabéticos, aunque
hoy dia existen dos posturas divididas respecto a su uso en estos pacientes.

La primera afirma que debido a que la fructosa no aumenta la glucosa de la sangre y
no requiere insulina, las personas diabéticas pueden tolerarla mejor que otros
azucares. Mientras tanto, otro grupo sefiala que la fructosa acaba transformandose
en glucosa produciendo una elevacion glucémica en la sangre, por lo que ya no se

considera un edulcorante recomendable para diabéticos.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Hexosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Kilocalor%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:D-Fructose_cyclic.png?uselang=es
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:D-Fructose.svg?uselang=es
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6.8. Melaza

Las melazas 6 mieles finales, suelen der definidas, por muchos autores como los
residuos de la cristalizacion final del azicar de los cuales no se puede obtener mas
azucar por métodos fisicos.

“La norma del Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion, ICONTEC
587 de 1994, define como miel final 0 melaza al jarabe o liquido denso y viscoso,
separado de la misma masa cocida final y de la cual no es posible cristalizar mas
azucar por métodos usuales”.®

La denominacion melaza se aplica al liquido viscoso final obtenido en la fabricacion
del aztcar mediante una cristalizacidon repetida. La melaza es una mezcla compleja
gue contiene sacarosa, azUcar invertido, sales y otros compuestos solubles que
estan presentes en el jugo de cafia, asi como los formados durante el proceso de
manufactura del azucar. Ademas de la sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa los
cuales son fermentables, las melazas también contienen sustancias reductoras no
fermentables.

“Los compuestos no fermentables reductores del cobre que se encuentran en la
melaza son, caramelos libres de nitrégeno producidos por el calentamiento requerido
por el proceso y las melanoidinas que si contienen nitrdgeno derivadas a partir de

productos de condensacion de azticar y aminocompuestos”.®

2, Azlcares o} Glucidos. (En linea). Consultado el 08-07-2012. Disponible en

http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm.
6.

Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. (En linea).

Consultado el 10-09-2012. Disponible en: http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf.

contenido

Componentes constituyentes % (p/p)
(1)



http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm
http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf
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materia seca 78
proteinas 3
sacarosa 60
azucares reductores 5
componentes mayores sustancias disueltas (diferentes 6
azucares)
agua 16
grasa 0.4
cenizas 9
calcio 0.74
. . magnesio 0.35
contenido de minerales
fosforo 0.08
potasio 3.67
glicina 0.1
leucina 0.01
contenido de aminoacidos lisina 0.01
treonina 0.06
valina 0.02
colina 600 ppm
niacina 48.86 ppm
) ) ] acido pantoténico 42.90 ppm
contenido de vitaminas —
piridoxina 44 ppm
riboflavina 4.40 ppm
tiamina 0.88 ppm

Tabla No. 1. Componentes promedio de las melazas.

Fuente: Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. (En

linea). Consultado el 10-09-2012. Disponible en: http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf.

6.8.1. Clasificacion

“La Asociacion Americana de Control Oficial de Alimentos (AAFCO), recomienda

diferentes clasificaciones para las melazas, segun el azlcar total y el contenido de

humedad, asi:


http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf
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e Melaza superior blackstrap: melaza de cafia que contiene 23.4% de agua o
menos, y 53.5% o0 mas de azucares totales.

e Melaza blackstrap: melaza compuesta por 23.5% 0 26.4% de agua y 48.5% a
53.5% de azucares totales.

Otra clasificacion de las melazas, se da por el porcentaje de materia sélida en peso, o
grados brix, de la siguiente manera:

e Melaza blackstrap: es el subproducto de la elaboracion del azlcar, cuyo
porcentaje de materia solida en peso (grados brix), diluido con igual peso de agua
es de 42.5 grados brix.

e Melaza de cafia alimenticia: es la melaza blackstrap diluida con agua, hasta una
concentracion en grados brix, no menor de 39.75; a este producto no se le ha
especificado un valor de concentracion de azlcares.

e Melaza High Test o jarabe invertido: es el producto obtenido por la concentracion
del jugo clarificado, hasta un porcentaje de materia sélida en peso de 85% e
invertido con acido o con invertasa”.®

6.8.2. Composicion

La composicion de las melazas es muy heterogénea y puede variar de forma
considerable ya que ésta depende de la variedad de cafia de azlcar, suelo, clima,
periodo de cultivo, eficiencia de la operacion de la fabrica, sistema de ebullicion del
azucar, tipo y capacidad de los evaporadores, entre otros. Es decir, son muchos factores
los que determinan la composicion. Por otro lado, la melaza de cafa se caracteriza por
tener grados brix 6 solidos disueltos de 75-85% y un pH de cinco a seis.

6.8.2.1. Azuicares

Los principales azlUcares en la melaza son la sacarosa, la glucosa o dextrosa y la
fructosa o levulosa. Estas Ultimas constituyen la mayor porcion de los azUcares
reductores encontrados en dicha miel. La fructosa puede sufrir transformaciones al igual
que la glucosa, debido a reacciones dependientes de la temperatura. El contenido de
glucosa y fructosa en las melazas puede variar a causa de la hidrdlisis de la sacarosa,

gue depende de valores de pH acidos y temperaturas altas.

6 Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. (En linea).

Consultado el 10-09-2012. Disponible en: http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf.



http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf
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6.8.2.2. No azucares

“Los no azucares estan compuestos por 33% de sustancias inorganicas (Fe, K, Na,
Ca, Mg, Zn, As, Cd, Hg, Pb, y CI, NO3, SO,) y el 25% a sustancias organicas libres
de nitrogeno (acidos carboxilicos, alcoholes, fenoles, ésteres, vitaminas, gomas y
dextranos).

6.8.2.3. Cenizas

En general la composicion de las cenizas de las melazas, es cualitativamente similar
a la del jugo, del cual se obtiene éstas. Casi todos los andlisis publicados, muestran
que el contenido de potasa varia alrededor de 40% del peso del carbono total de la
ceniza; el contenido de cal es de 10% al 20%, el de sulfatos varia entre el 10% vy el
20%, y las sales de magnesio, sodio, aluminio, la silice, los cloruros, fosfatos y los
oxidos de hierro, completan el resto del contenido de cenizas.

6.8.2.4. Compuestos nitrogenados

Estan constituidos por aminoacidos mono y dibasicos, amidas acidas, betainas y
pequefias cantidades de peptonas y nitratos. Cuando los azucares reductores
(glucosa y fructosa) son sometidos a los procesos de clarificacion, en el tratamiento
subsiguiente, se producen varias reacciones, siendo la mas importante la de los
aminoacidos con estos azUcares, en la cual se forman productos coloreados como
las melanoidinas y los residuos fermentables a los cuales se les ha encontrado un
contenido aproximado de 68% de nitrégeno combinado, en melazas.

El nitrégeno total de las melazas, varia entre 0.4 y 1.5% del peso total de la melaza.
La proteina cruda frecuentemente se determina como porcentaje en peso del

contenido de nitrégeno”.°

6 Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. (En linea).

Consultado el 10-09-2012. Disponible en: http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf.



http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf

24

6.8.2.5. Acidos

El &cido aconitico, es el mas abundante de los acidos organicos presentes en la cafa
que se acumula en las melazas, que representa cerca del 6% del peso de sdlidos en la
melaza. Los acidos mélico y citrico estan presentes como productos de descomposicion,
la mayoria de estos 4cidos son metabolizados por diversos microorganismos presentes
en la cana.

6.8.2.6. Vitaminas

Aquellas vitaminas resistentes a la accion del calor y de los alcalis, son las que aparecen
en las melazas. La niacina, acido pantoténico y riboflavina, importantes para el
crecimiento microbiano, pueden estar presentes en cantidades significativas y otras
vitaminas lo estan en cantidades muy pequefas.

6.8.2.7. Fenoles y compuestos volétiles

“Los fenoles presentes en las mieles finales, provienen de la parte fibrosa de la cafa,
éstos se derivan de los &cidos hidroxicinamico y parahidroxibenzoico. Es necesario tener
en cuenta, que desde el punto de vista de la fermentacion, algunos fenoles son
indeseables, por presentar actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los
microorganismos, a concentraciones de 0.5 g/l. Los acidos fendlicos que mayor actividad
bacteriostatica han demostrado son el cloragénico, el p-cumarico y el tellrico; estos dos
tltimos son capaces de inhibir totalmente el crecimiento de algunas bacterias”.°

6.9. Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico realizado por las levaduras y
algunas clases de bacterias, las cuales se encargan de procesar ciertos carbohidratos,
de manera especifica los azlcares, como la glucosa, la fructosa, etc., dando como

resultado etanol (un alcohol), didxido de carbono (gas) y ATP (adenosin trifosfato).

6 Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. (En linea).

Consultado el 10-09-2012. Disponible en: http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf.



http://quimica.laguia2000.com/general/fermentacion-alcoholica
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
http://www.javeriana.edu.co/biblos/ciencias/26.pdf
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La fermentacion alcohdlica, comienza después de que la glucosa se degrada en un
acido piruavico, este acido piravico se convierte luego en CO, y etanol

Los seres humanos han aprovechado este proceso para hacer pan, cerveza, y vino.
En estos tres productos se emplea el mismo microorganismo que es: la levadura
comun cuyo nombre cientifico es Saccharomyces cerevisae.

La reaccion general de la fermentacion es la siguiente:

CeH1206 ——> 2 CH3CH,0OH + 2 CO;

Glucosa —> 2 Etanol + 2 Diéxido de carbono (ver anexo. Fig No. 1.)

La fermentacién alcohdlica, al igual que otro tipo de fermentaciones, como es el caso
de la fermentacion lactica, es de gran utilidad para el hombre, pues por ejemplo, la
fermentacién alcohdlica llevada a cabo por las levaduras, sirve para la fabricacion de
bebidas alcohdlicas (como el vino o la cerveza), y el CO, procedente de la
fermentacion, es utilizado para hacer crecer el pan y otros alimentos.

La fermentacion alcohdlica tiene dos finalidades, una es la produccion de energia de
tipo anaerObica (en ausencia de oxigeno) para microorganismos como las
levaduras, en el caso de ver el proceso desde la perspectiva microbiana. La otra
finalidad proviene desde la perspectiva comercial, el proceso es de tipo bioquimico,
con la finalidad de producir etanol que podra comercializarse.

La principal caracteristica de los microorganismos que realizan este tipo de
fermentacion es el lugar donde viven, que suelen ser ambientes libres de oxigeno,
sobretodo mientras se realiza la reaccién quimica, por lo cual se dice que la
fermentacién alcohdlica es un proceso anaeroébico.

“La fermentacién alcohdlica es utilizada desde la antigiiedad para realizar productos
como la cerveza o el vino. Sin duda, dicho proceso fue esencial para el desarrollo de
la alquimia en la Edad Media. Los descubrimientos quimicos posteriores llevaron al
investigador, Gay-Lussac, a describir la reaccién de fermentacion que tenia lugar
partiendo de la glucosa, con obtencién de etanol, a pesar de que, por aquel
entonces, aln no se conocia la fermentacién alcohélica y sus fundamentos. Fueron
muchos cientificos los que intentaron dar explicacion al proceso que hoy se conoce
como fermentacion, pero hasta 1818 no se descubre que las causantes del proceso eran
las levaduras. Pocos afios después, se descubre la enzima responsable del proceso, la
zimasa, otorgandose el Premio Nobel de Quimica en 1897, por dicho descubrimiento

esencial, a Eduard Buchner. En los afios posteriores, se siguié trabajando en el tema,


http://quimica.laguia2000.com/general/fermentacion-alcoholica
http://quimica.laguia2000.com/general/fermentacion-alcoholica
http://quimica.laguia2000.com/general/fermentacion-alcoholica
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hasta que en 1929, se descubre el cofactor NADH, esencial en el proceso de
fermentacion, pues su principal funcion es el intercambio de electrones”. ’

Se puede ademas que la fermentacion alcohdlica, no solo es un proceso anaerobico, es
también un proceso exotérmico, es decir, libera energia. De una molécula de glucosa

procesada se liberan dos de ATP

Existen diferentes tipos de fermentaciones alcohdlicas, las cuales se pueden dividir en
dos grandes grupos; la fermentacion industrial, y la fermentacién natural. Ademas se
puede hablar de fermentaciones especificas, las cuales son manipuladas para conseguir
ciertas cantidades de etanol con la finalidad de realizar algunas bebidas. Dentro de este
grupo se destacan la fermentacion del vino, de la cerveza, del arroz, de la leche, entre

otras.

Ademas de la produccién de bebidas alcohdlicas, u otros alimentos, la fermentacion
alcohdlica hoy en dia tiene usos diversos en la industria, donde forma parte de la
produccion de cosméticos, productos de limpieza, biocombustibles, pesticidas biolégicos,

etc.

Las cepas de levadura mas empleadas en la fabricacion del vino, cerveza y pan, son las
correspondientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura sigue un
metabolismo fermentativo cuando esta en condiciones anaerobias, pero cuando hay
oxigeno hace una respiracion aerobia y no produce alcohol, ya que aprovecha gran parte

del azlcar para su propia division celular.

Este fendbmeno se conoce como efecto Pasteur, y es determinante en la industria de
bebidas alcohdlicas, pues para que la produccion de etanol sea correcta, las levaduras

deben desarrollarse en ausencia de oxigeno.

" Biotecnologia y economia, general, productos biotecnolégicos. La fermentacion alcohdlica. Como se produce y aplicaciones. (En

linea). Consultado el 12-09-2012. Disponible en: http://blogs.creamoselfuturo.com/bio-tecnologia/2011/03/14/la-

fermentacion-alcoholica-como-se-produce-y-aplicaciones/.
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27

“Existen otras cepas de levadura, como pueden ser: Kloeckera apiculata (levadura de
bajo poder fermentativo, presente en las vinificaciones) y Saccharomyces bayanus (de
alto poder fermentativo, presente también en las vinificaciones). Otra utilidad interesante
de la fermentacion alcohdlica es la produccion a gran escala de bioetanol a partir de
biomasa. Este supone una alternativa competitiva y mas limpia al uso de combustibles
fésiles como el petréleo. El inconveniente de este proceso, es la gran generacion de
CO,, la cual provoca un impacto sobre el medio ambiente que contribuye al cambio

climético, y por esa razén debe de ser controlado”.’

En definitiva, se puede concluir que la fermentacion alcohdlica es un proceso biologico
muy utilizado en la industria, ya que se ve implicada en la elaboracion de productos
alimenticios y otros productos que van desde cosméticos hasta el desarrollo de

biocombustibles.

6.10. Espectrofotometria

La espectrofotometria es el método de andlisis Optico mas usado en las investigaciones
biol6gicas. Es una de las técnicas experimentales mas utilizadas para la deteccion
especifica de moléculas. Se caracteriza por su precision, sensibilidad y su gran campo
de aplicabilidad. Los fundamentos fisico-quimicos de la espectrofotometria son muy
sencillos. Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de
energia interna.

“La Mecanica Cuantica dice que la luz esta compuesta de fotones cada uno de los
cuales tiene una energia:

Efoton = h-v = h-c/A

Donde ¢ es la velocidad de la luz, v es su frecuencia, A su longitud de onda y h= 6.6*10*
J-s es la constante de Planck. Cuando se dice que una sustancia quimica absorbe luz de
longitud de onda 2, esto significa que las moléculas de esa sustancia absorben fotones

de esa longitud de onda.”

" Biotecnologia y economia, general, productos biotecnolégicos. La fermentacion alcohdlica. Como se produce y aplicaciones. (En

linea). Consultado el 12-09-2012. Disponible en: http://blogs.creamoselfuturo.com/bio-tecnologia/2011/03/14/la-

fermentacion-alcoholica-como-se-produce-y-aplicaciones/.

& Conocimiento de técnicas analiticas parte I: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-

08-2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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Todas las sustancias pueden absorber energia radiante, aun el vidrio que parece ser
transparente, absorbe longitud de ondas que pertenecen al espectro visible; el agua
absorbe la luz en la region del infrarrojo. La absorcion de las radiaciones ultravioleta,
visibles e infrarrojas depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica para
cada sustancia quimica. Cuando la luz atraviesa una sustancia, parte de la energia es
absorbida y otra atraviesa las moléculas sin dificultad alguna. El color de las sustancias
se debe a que éstas absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca que inciden
sobre ellas y solo dejan pasar hacia los ojos aquellas longitudes de onda que no son
absorbidas.

6.10.1. Naturaleza de la radiacién electromagnética

La radiacion electromagnética es una forma de energia radiante que se propaga en forma
de ondas. En este fenébmeno ondulatorio se define:

6.10.1.1. “Longitud de onda (A): Es la distancia entre dos maximos de un ciclo completo
del movimiento ondulatorio. Se expresa, segun el S.I. (Sistema Internacional) en
nanémetros (nm) y sus equivalencias son: 1nm = 10 m.

6.10.1.2. Frecuencia (v): Es el numero de ciclos por segundo. Es inversa a la longitud de

onda. Su férmula es: v = ¢/A, y se mide en ciclos por segundo o hertzios.

6.10.1.3. Espectro electromagnético: Cubre un amplio intervalo de fotones radiante,
desde los rayos de longitud de onda corta hasta las ondas de radio, de longitud de onda
larga. Se divide en varias regiones, las mas interesantes son:
Regién Ultravioleta: A = 10-380 nm.
Regidn Visible: A = 380-780 nm.
Regioén Infrarroja: A = 780-30000 nm.
En la region visible, la luz se descompone en colores. La luz blanca contiene todo el
espectro de longitudes de onda. Si interacciona con una molécula puede ser dispersada o

absorbida”.®

8 Conocimiento de técnicas analiticas parte |: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-08-

2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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6.10.1.4. Espectro de Absorcién: Cada especie absorbente, que recibe el nombre
de cromdgeno, tiene un determinado espectro de absorcion. El espectro de absorcion
es un grafico donde se representa en ordenadas la absorbancia y en abscisas la
longitud de onda. La medida de la cantidad de luz absorbida por una solucion es el
fundamento de la espectrofotometria de absorcion.

Por eso es importante trabajar a la longitud de onda a la que la sustancia estudiada
absorbe la mayor cantidad de luz (a mayor cantidad de luz, mayor cantidad de
sustancia).

6.10.2. Fendmenos de interaccion entre luz y materia

6.10.2.1. Fendmeno de absorcion: Cuando una particula que se encuentra en
estado de reposo o estado fundamental interacciona con un haz de luz, absorbe
energia (E) y se transforma en una particula en estado excitado. “La molécula
absorbe la E de la onda y aumenta su energia, y ese aumento de energia es igual a la
E de la radiacién electromagnética absorbida (E = h.v). La particula en estado excitado
tiende a volver de forma espontanea a su estado de reposo desprendiendo la E

absorbida en forma de calor.”®

6.10.2.2. Fendmeno de emisidon: Algunos compuestos, tras ser excitados por la luz,
vuelven al estado fundamental produciendo la emision de energia radiante. En este
caso, lo que se mide es la energia emitida y en este fendmeno se basa la fotometria

de llama o la fluorescencia.

6.10.3. Leyes de absorcion
Cuando un haz de luz pasa a través de un medio, se registra una cierta pérdida de

intensidad, debido a la absorcién por parte de la sustancia.

8 Conocimiento de técnicas analiticas parte I: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-

08-2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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Se llama transmitancia (T) a la relacion entre la luz incidente y la luz transmitida:
T=1Is/1lp
%T =(Is/ 1p) x 100.
Se puede perder intensidad por la interaccion con la cubeta o el solvente. Para evitar
este error se hace una primera medida con una solucion de referencia o blanco, que
contiene todos los posibles compuestos que intervienen en la lectura excepto el que
se desea medir. Todas las medidas que se hagan con posterioridad seran referidas a
esta medida inicial y se haran en la misma cubeta que se utiliz6 en la medida del
blanco.
La transmitancia es de uso poco convencional, se emplea mas la absorbancia (A)
porque la relacién entre A y la concentracion de una solucion es directamente
proporcional y la de la T es inversamente proporcional.
La relacion entre la absorbancia y la transmitancia es la siguiente:
Siel %T =100 entonces A=2—(logT) =2 - (log 100) =0
Siel%T =0entonces A=2-(log0) =
6.10.3.1. Ley de Beer
La ley de Beer establece que la absorbancia de una solucién es directamente
proporcional a la concentraciéon y a la longitud del paso de la luz.
A=g.b.c
Siendo:
A: absorbancia. No tiene unidades.
g: el coeficiente de absorcidén. Es constante para un compuesto dado siempre que se
fijen condiciones de longitud de onda, de pH, de temperatura, de solventes, etc. Sus
unidades son 1/ (mol/cm?).
b: es la longitud de paso de la luz, en cm.
c: es la concentracion del absorbente. Se mide en mol/ml.
La aplicacion practica de la Ley de Beer es, que conociendo la absorbancia de una
sustancia se puede determinar su concentracion y esto se hace a través de una curva de
calibracién,_la cual no es mas que la representaciéon grafica en un eje de coordenadas
la absorbancia (eje de ordenadas), frente a la concentracion (eje de abcisas).
La aplicacién de una curva de calibracion es muy practica, se ensayan varias soluciones

de concentracidén conocida y se determinan sus absorbancias, construyéndose la curva



31

de calibrado, que es una recta. Cuando se ensayan las soluciones problemas, sus
concentraciones se determinan por interpolacion de las absorbancias de las soluciones
problema frente a la curva de calibracion.

Hay que tener en cuenta la linealidad que es el intervalo de concentraciones entre las
cuales existe una relacion lineal entre absorbancia y concentracion.

“Cuando la concentracion del cromdgeno sobrepasa los limites de linealidad se deja de
cumplir la Ley de Beer, convirtiéndose la recta en una curva. La lectura de la absorbancia
fuera de los limites de linealidad se traduce en una concentracion falsamente baja de
cromégeno. En esta situacion, hay que diluir la muestra para que su concentracion entre

en los limites de la linealidad”.®

6.10.4. Influencia del disolvente

Como consecuencia de las interacciones soluto—disolvente se originan con frecuencia
desplazamientos espectrales, ensanchamientos de bandas y otros fendmenos que

pueden provocar desviaciones en la ley de Beer.

“Los desplazamientos espectrales son los siguientes: desplazamiento batocromico o
desplazamiento hacia el rojo, consiste en un desplazamiento del maximo de absorcion
hacia longitudes de onda mayores (este efecto suele producirse en disolventes de alta
constante dieléctrica). Desplazamiento hipsocromico o desplazamiento hacia el azul, es

el desplazamiento hacia longitudes de onda mas cortas”. ®

8 Conocimiento de técnicas analiticas parte I: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-

08-2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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6.10.5. Influencia dela temperatura

La temperatura puede influir y modificar el equilibrio quimico de algunos sistemas, asi
como, en ocasiones, dar lugar a desplazamientos batocrémicos. De todas formas, la
temperatura no suele ser un factor a considerar en la mayor parte de los sistemas
absorbentes sencillos.

6.10.6. Presencia de impurezas en los reactivos

Muchos métodos espectrofotométricos son  muy sensibles como para detectar
cantidades a nivel de trazas, por lo que la presencia de impurezas absorbentes en los
mismos reactivos puede originar errores considerables. Debido a ello, en la practica
analitica ordinaria, las medidas espectrofotométricas se llevan a cabo frente a un blanco
constituido por la propia celda, el disolvente y los reactivos.

En este caso interesa que la absorbancia del blanco sea pequefia, pues si es grande, un
pequefio error en su medida puede implicar un gran error relativo en el resultado final.
6.10.7. Interacciones entre especies absorbentes

Cuando en una disolucion existen varias especies absorbentes, la ley de Beer se cumple
para cada una de ellas, si todas actuan de forma independiente. “La interaccion entre las
diferentes especies absorbentes puede producir alteraciones en la distribucién de
cargas, como consecuencia de lo cual puede modificarse la energia requerida para la
absorcion y, en consecuencia, variaciones en la posicién, forma y altura de las bandas
de absorcion. Por otra parte, estas alteraciones en la distribucion de cargas también
pueden ser originadas por la presencia de sales inertes, con el consiguiente aumento
de la fuerza iénica de la disolucién”.?

6.10.8. Interacciones soluto—radiacion electromagnética

Aunque en sentido estricto no son factores de tipo quimico, también deben considerarse
este tipo de interacciones. Asi, la posible emision de resonancia y la presencia de
fendmenos fluorescentes y fosforescentes pueden originar desviaciones aparentes en la

ley de Beer.

8 Conocimiento de técnicas analiticas parte I: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-

08-2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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6.10.9. Errores personales

Aqui, los mayores errores suelen cometerse por el uso inadecuado de las cubetas de
absorcion, y los otros materiales, de manera especial también el uso inadecuado de
la cristaleria. Para lo cual resulta de utilidad mencionar las siguientes
recomendaciones:

- Es necesario asegurarse de que las cubetas estan perfectamente limpias, no
rayadas y exentas de huellas o adherencias en las paredes por las que ha de pasar
la radiacion.

- Las cubetas de vidrio y cuarzo pueden limpiarse con acido nitrico o con agua regia
en frio, pero no con mezcla cromica.

- Una vez limpias, las cubetas deben enjuagarse con agua destilada y con varias
porciones de la disolucion a medir.

- No deben secarse interiormente, mientras que el exterior debe secarse con
papel suave, comprobando, ademas, que, una vez llena con la disolucién problema,
no contiene burbujas de aire.

- Aunque se debe trabajar con cubetas idénticas para la muestra y la referencia
(blanco), es buena practica utilizar siempre la misma disolucién en cada una de ellas.
-Cuando se miden los reactivos, utilizar los instrumentos y cristaleria adecuada y de
alta precision.

-Realizar los andlisis en el tiempo recomendado ya que la interaccion entre reactivos

y solutos puede incrementar, originando esto un aumento de la absorcion.

6.11. Instrumentacion en la espectrofotometria

El instrumento que se utiliza con mucha frecuencia para medir la transmitancia o la
absorbancia de una muestra en funcién de la longitud de onda, es el
espectrofotometro. Antes de pasar a describir sus componentes basicos, es
conveniente indicar algunos términos relacionados con los métodos opticos de
analisis. Las definiciones que se daran a conocer, no pueden considerarse
universales, pero si estan muy bien aceptadas en los campos o areas dedicadas al

tema.
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6.11.1. Fotémetro

“Se denomina asi a cualquier dispositivo utilizado para medir la intensidad de
radiacion. Por lo general se utiliza para este término para designar a un instrumento
sencillo provisto de filtros para seleccionar una banda de longitudes de onda, de una
fotocélula o un fototubo para medir la intensidad de radiacion.

6.11.2. Espectrofotometro
Instrumento mas sofisticado que posee un monocromador en lugar de filtros.
Ademas, el sistema de deteccion, por lo general es un fotomultiplicador, mas

sensible que una fotocélula. Este equipo se detallara mas adelante.

6.11.3. Colorimetro

Instrumento muy simple que utiliza el ojo humano como detector, aqui se compara el
color de la sustancia problema con el de una disolucion patron. (EI nombre de
colorimetro suele aplicarse en la practica a cualquier instrumento apropiado para
medir en la region visible, y, en realidad, asi se conocen muchos fotometros de filtro

comerciales).

6.11.4. Espectroscopio
Aparato disefiado para detectar lineas espectrales a simple vista. Su aplicacién esta
restringida al andlisis cualitativo y para elementos con lineas de emisién en la zona

visible del espectro.

6.11.5. Espectrégrafo

Instrumento que registra lineas espectrales sobre una placa fotografica®

8 Conocimiento de técnicas analiticas parte I: fundamentos de espectrofotometria. (En linea). Consultado el 02-

08-2012. Disponible en: http://perso.wanadoo.es/sergioraml/espectrofotometria.htm.
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6.12. Espectrofotometro

Denominacion general que se aplica a instrumentos que poseen sistemas de deteccion
eléctricos. También es muy comdn que a los espectrofotometros se les llamen
espectrémetros, ya que miden fotones. Su utilizacién suele limitarse, en la préactica, a la

region ultravioleta, visible e infrarroja.

Los componentes basicos de un espectrofotometro son: una fuente de radiacion, un
monocromador, que seleccione una banda estrecha de longitudes de onda, una cubeta o
recipiente que contenga la muestra, un detector de radiacion y un sistema de lectura de
la sefial detectada. (Ver anexo, figura 3)

6.12.1. Fuentes de radiacion

Las fuentes de radiacion utilizadas en espectrofotometria ultravioleta y visible deben ser
continuas en una amplia zona del espectro, de intensidad elevada y ser esencialmente

constante con la longitud de onda.

“En la zona ultravioleta y visible, las fuentes mas utilizadas son de dos tipos: fuentes
térmicas, basadas en la emision de radiacion por efecto de la temperatura, y fuentes
cuya radiacion se debe a descargas eléctricas producidas en el seno de gases. Entre las
primeras, la mas comun es la lampara de filamento de volframio. En condiciones
ordinarias de operacién, esta lampara resulta (til entre unos 350 nm y unos 3000 nm”.°

Con las ldmparas de wolframio, la mayor parte de la energia emitida corresponde a la

zona infrarroja.

“La distribucion de la energia depende de la temperatura del filamento, la cual depende,
a su vez, del voltaje; un incremento en la temperatura de operacion aumenta la energia
total emitida y desplaza el maximo de intensidad hacia longitudes de onda mas cortas.
Sin embargo, en la préactica, esto no se utiliza para obtener mayor cantidad de radiacion

ultravioleta, ya que se acorta considerablemente el tiempo de vida de la lampara”.®

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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Debido a que la radiacion emitida depende de forma muy especifica del voltaje
suministrado, éste tiene que ser muy estable, por lo cual los instrumentos llevan
incorporado un sistema para la estabilizacion de la corriente. Por otra parte, el calor
producido por la lampara puede constituir un problema, por lo que, con frecuencia, en
el lugar donde se coloca la lampara se instala un ventilador con objeto de evitar el

calentamiento de la muestra y de los demas componentes del instrumento.

“Por debajo de 350 nm, la potencia de una ldmpara de volframio es inadecuada,
debiéndose emplear una fuente diferente. La mas comun es una lampara de
descarga de hidrogeno, o de deuterio. Cuando se produce una descarga eléctrica
entre dos electrodos en el seno de un gas, como hidrégeno, las colisiones entre los
electrones de la descarga y las moléculas gaseosas provocan la excitacion
electrénica, vibracional y rotacional de dichas moléculas, con lo que se obtiene un
espectro de lineas que es caracteristico del gas, siempre que la presion sea baja. Al
aumentar la presion, las lineas se ensanchan, llegando a superponerse, hasta que, a

presiones relativamente altas (0.2—-5 mm) se produce un espectro continuo.

Tanto la ldmpara de hidrogeno como la de deuterio tienen un intervalo de utilizacion
comprendido entre 175 y 350 nm (ver anexo, figura 4). También se utilizan con la

misma finalidad la lampara de descarga de xenon y la de vapor de mercurio.”

Es importante mencionar que, puesto que el vidrio absorbe fuertemente a longitudes
de onda inferiores a unos 350 nm, con las lamparas de ultravioleta deben utilizar

cubetas de cuarzo.

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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6.12.2. Filtros y monocromadores

La finalidad de los filtros y de los monocromadores es seleccionar un haz de
radiacion monocromatica. Con este fin se utilizan los dispositivos mostrados en el
siguiente esquema:

(”’ De corte

j " Absorcion {<
R Filtros __

Interferencia

_ De banda

Seleccion de longitud de —
onda

7~ Prismas.

—— Monocromadores __
"~ De transmision.

L Redes. /
™

\_ De reflexion.

“Los filtros de absorcion se utilizan en la regién visible y se basan en la absorcion
selectiva de ciertas longitudes de onda. Normalmente consisten en un vidrio
coloreado o una suspensién de un colorante en gelatina que se coloca entre dos
placas de vidrio. Los filtros de banda (ver anexo,figura 5. A) se caracterizan por su
anchura de banda (anchura a la mitad de la altura) que puede oscilar entre 30 y 250

nm.

Los filtros de corte tienen transmitancia de casi el 100 % en una zona del espectro
visible, pero luego disminuye rapidamente hasta un valor de transmitancia cero (ver
anexo, figura 5.B). Por combinacién de diferentes filtros pueden seleccionarse

bandas espectrales relativamente estrechas.”

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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“Un monocromador se caracteriza por producir un haz de radiacién de gran pureza
espectral y permitir variar, de forma continua y en un amplio intervalo, la longitud de
onda de la radiacion. Los componentes basicos de un monocromador son una
rendija de entrada, que selecciona un haz de radiacion policromatica entrante, un
elemento dispersante, prisma o red, que dispersa la radiacién en sus longitudes de

»n 9

onda individuales, y una rendija de salida, que aisla la banda espectral deseada”.

(Ver anexo, figura 6.)

“La dispersion de radiacion por un prisma se basa en el fenomeno de la refraccion;
esto es, el cambio de direccion que experimenta un haz de radiacion al pasar de un
medio a otro con distinto indice de refraccion. El grado de desviacion depende de la
longitud de onda; asi, los azules se desvian mas que los rojos”.’

El material de que esta construido el prisma va a depender del tipo de radiacion a
dispersar, en la regidon visible se usan prismas de vidrio, mientras que en el
ultravioleta es necesario usarlos de cuarzo.

Los prismas presentan las ventajas de su gran pureza espectral, pero por otro lado
presenta un principal inconveniente, el cual reside en que la dispersion no es lineal,
esto es, las longitudes de onda no se dispersan de manera uniforme, es mayor para

las longitudes de onda mas cortas.

6.12.3. Recipientes para las muestras

“En espectrofotometria analitica, casi siempre se trabaja con soluciones, por lo cual
la mayoria de los recipientes para las muestras son celdas o cubetas para colocar
los liquidos en el haz del espectrémetro. Estos recipientes deben estar fabricados
con un material que permita el paso de radiacion de la regién espectral de interés,
con la menor dificultad posible. Asi, el vidrio puede emplearse entre 350 y 2000 nm,
mientras que en la regién ultravioleta se necesita cuarzo o silice fundida (ambas

sustancias también son transparentes en la regién visible).

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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En algunos instrumentos sencillos se utilizan a veces tubos de ensayo como
recipientes para las muestras. Es importante que estos tubos siempre se coloquen
igual, para lo que se marcan en un lado, y la marca siempre se coloca en la misma

direccién cuando se coloca el tubo en el compartimento de cubetas del instrumento.”

Las cubetas se deben llenar de tal forma que el haz de radiacion pase a través de la
solucion, con el menisco por encima del haz. Las celdas tipicas para las regiones
ultravioleta y visible tienen 1 cm de paso optico, si bien existe una gran variedad en

cuanto a tamafio, forma y otras peculiaridades (ver anexo, figura 7).

6.12.4. Detectores
Los detectores usados en espectrofotometria ultravioleta y visible son transductores
gue convierten la energia radiante en una sefial eléctrica. Un detector ideal debera
presentar las caracteristicas siguientes:

* Sensibilidad elevada en la region espectral de interés.

* Respuesta lineal para la energia radiante.

* Tiempo de respuesta pequefio.

* Utilizable en un amplio intervalo de longitudes de onda.

* Elevada relacion sefial/ruido.

* Minima sefal de salida en ausencia de radiacion.

* Buena disponibilidad para la amplificacién.
Sin embargo, no existe el detector ideal, por lo que en la practica, se evalluan todos
los factores anteriores y se selecciona algun detector que resulte adecuado al caso.
Los mas utilizados son: células fotovoltaicas, fototubos y tubos fotomultiplicadores.

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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6.12.5. Células fotovoltaicas

“Consisten en una placa de hierro, que actua de electrodo positivo, sobre la que se
deposita una fina capa de un material semiconductor, como selenio, y éste se recubre de
una capa muy fina de oro o plata, que actia como segundo electrodo o electrodo

colector. (Ver anexo, figura 8.)

Cuando la radiacion electromagnética incide sobre el selenio, se promocionan electrones
a las bandas de conduccion, haciendo que pasen electrones desde la superficie del
selenio hasta el electrodo colector de plata, produciéndose un aumento de la
conductividad proporcional al niumero de fotones que inciden sobre la superficie del

semiconductor”.’

Las células fotovoltaicas presentan las siguientes caracteristicas: son sencillas de
construir, son baratas y no requieren una fuente de energia externa, por lo que pueden

conectarse de forma directa a un amperimetro.

En cuanto a los inconvenientes se tiene lo siguiente: el uso es limitado a la region visible
(su maxima sensibilidad se presenta cerca de los 550 nm, mientras que la respuesta a
350 y a 750 nm disminuye hasta un diez por ciento de su capacidad).

6.12.6. Fototubos

Consisten en un céatodo semicilindrico recubierto en el interior de un material
fotosensible, y un anodo, en el interior de un recipiente en el que se ha hecho el vacio
(ver anexo, figura 9).

Cuando la radiacién incide sobre el catodo, se produce una emision de fotoelectrones
que se dirigen al anodo, originAndose una corriente que de manera posterior se
amplifica. La emisién de electrones depende de la naturaleza de la superficie del catodo
y de la frecuencia de la radiacion. En el comercio existen fototubos que difieren en el
material con el que esta construida la superficie del catodo, siendo, por tanto, diferente

Su respuesta a la radiacion de diversas frecuencias.

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf

41

Muchos espectrofotometros estan provistos de detectores intercambiables que permiten
mantener una buena respuesta en un amplio margen de longitudes de onda. En general,
puede concluirse que los fototubos son mas sensibles que las células fotovoltaicas, por

la posibilidad de poder amplificar la corriente generada.

6.12.7. Tubos fotomultiplicadores

“El tubo fotomultiplicador es una version sofisticada de un fototubo, pero mucho mas
sensible. Ademas del catodo fotoemisor, el tubo contiene una serie de electrodos
recubiertos llamados dinodos cada uno sometido a un potencial (50-100 volts) mas
positivo que el precedente. El catodo esta recubierto con una superficie fotoemisora

como la utilizada en los fototubos.

Los dinodos estan recubiertos con compuestos como BeO, CsSb que desprenden
varios electrones cuando son bombardeados con electrones de alta energia. Cada

dinodo esté configurado para enfocar los electrones emitidos hacia el dinodo siguiente.

La radiacion que llega al fotocatodo provoca la emision de electrones primarios que son
acelerados hasta el primer dinodo. Al incidir en él, cada fotoelectron origina la emision de
varios electrones adicionales; éstos a su vez son acelerados hasta el dinodo siguiente y
asi de forma sucesiva, hasta que al final, la corriente producida se recoge en el anodo,

se amplifica de forma electrénica y se mide”.’

Los tubos fotomultiplicadores contienen nueve o diez dinodos, los cuales originan hasta
cien mil electrones por cada fotoelectron generado en el catodo. Esta alta amplificacion
interna significa que pueden ser detectadas potencias radiantes muy bajas sin necesidad
de una amplia amplificacién externa.

El sistema se caracteriza por su respuesta rapida y elevada sensibilidad (ve anexo,
figura 10).

°, Espectrofotometria de absorcidn ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.
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6.13. Aplicaciones

En general, cualquier especie quimica que absorba radiacion electromagnética en las
regiones ultravioleta o visible puede ser determinada por técnicas
espectrofotométricas. EI mayor campo de aplicacion se encuentra en el analisis

cuantitativo, siendo la espectrofotometria una de las herramientas mas usadas.

6.13.1. Anélisis cuantitativo

Ya se ha comentado que la espectrofotometria de absorcién ultravioleta y visible es
una de las técnicas mas usadas en analisis cuantitativo. Se ha estimado que solo en
el campo biosanitario, un 95 % de las determinaciones cuantitativas se llevan a cabo

por espectrofotometria.

En relacién con los métodos clasicos de analisis (gravimétricos y volumétricos), los
meétodos espectrofotométricos son menos exactos, si bien su mayor sensibilidad y
rapidez los hace competir de forma ventajosa con aquellos en muchas ocasiones. La
precision puede considerarse aceptable, ya que, por lo general se obtienen
incertidumbres relativas entre 1 y 2 %, aunque con determinadas precauciones

pueden reducirse de manera considerable.

La base de la aplicacion de los métodos espectrofotométricos al andlisis cuantitativo
es la ley de Beer.

El procedimiento a seguir para llevar a cabo una determinacion analitica consta de
una serie de etapas encaminadas a establecer las condiciones de trabajo y la
preparacion de la curva de calibrado.”

La formacion de especies absorbentes mediante el uso de reactivos adecuados hace
necesario considerar toda una serie de factores, entre los que cabe mencionar los

siguientes:

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
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6.13.1.1. pH: “Esta variable suele jugar un papel muy importante en las reacciones de
formacion de complejos, complejos que pueden influir en la absorbancia de las
moléculas.

6.13.1.2. Concentracion de los reactivos: De forma previa a cualquier nueva
determinacion espectrofotométrica es necesario establecer los margenes de
concentraciones adecuados de los reactivos, ya que cantidades demasiado grandes o
demasiado pequefias pueden originar desviaciones de la ley de Beer.

6.13.1.3. Tiempo adecuado para la medida: Cuando la especie absorbente es estable
y su formacion es rapida, no es necesario controlar el tiempo en que se debe realizar las
medidas. Pero sin embargo es importante tomar esto en consideracion.

6.13.1.4. Temperatura: Determinadas reacciones requieren operar a temperatura
elevada para aumentar la cinética de formacion de un determinado complejo. En estas
ocasiones la temperatura de trabajo debera especificarse en el procedimiento.

6.13.1.5. Orden de adicién de los reactivos: A veces, es importante afadir los
reactivos segun una determinada secuencia. Por ejemplo, la determinacién de cobalto
mediante la formacion del complejo entre Co(lll) y nitrilotriacetato implica la formacion
previa de un complejo con Co(ll), por lo cual el peréxido de hidrogeno (oxidante) debe
anadirse en ultimo lugar.

6.13.1.6. Eliminacién de interferencias: Existen muy pocas reacciones que sean en su
totalidad especificas, por lo que en muchas ocasiones es necesario eliminar las
interferencias de determinadas especies, lo cual con frecuencia, se consigue por
enmascaramiento.

6.13.1.7. Extraccion con disolventes organicos: La eliminacion de sustancias
interferentes puede llevarse a cabo en ocasiones mediante la extraccion con algun
disolvente organico inmiscible con el agua, aunque también puede recurrirse a esta

técnica cuando la especie absorbente es poco soluble en agua.”

°, Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible 2. (En linea). Consultado el 07-09-2012. Disponible en:

http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-

quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
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6.13.1.8. Concentracion de sales: Altas concentraciones de electrélitos influyen de
forma frecuente sobre la absorcion de determinados compuestos, debido a la
formacion de asociaciones idnicas que originan desplazamientos de la absorbancia.”
Los efectos de las variables mencionadas con anterioridad deben conocerse y en
consecuencia, escogerse un conjunto de condiciones de trabajo de forma que la

absorbancia no sea afectada de manera apreciable.

6.14. Anédlisis de correlacion
El analisis de correlacién es un indice estadistico que mide la relacion lineal entre
dos variables cuantitativas. Emplea métodos para medir la significacion del grado o
intensidad de asociacién entre dos 0 mas variables. El coeficiente de correlacién
debe ser:
e Grande cuando el grado de asociacion es alto (cerca de +1 o -1), y pequefio
cuando el grado de asociacion es bajo (cerca de cero).

¢ Independiente de las unidades en que se miden las variables.

6.14.1. Coeficiente de correlacién lineal simple (r)
Indica el grado o intensidad de asociacion entre las variables X e Y. Su valor varia

entre -1y +1; estoes: -1 <r<1.

Si r = -1, la asociacion es perfecta pero inversa; es decir, a valores altos de una
variable le corresponde valores bajos a la otra variable, y viceversa. Si r=+1, también
la asociacion es perfecta pero directa. Si r=0, no existe asociacion entre las dos
variables. Luego puede verse que a medida que r se aproxime a -1 o +1 la
asociaciéon es mayor, y cuando se aproxima a cero la asociacion disminuye o

desaparece.
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“ El coeficiente de correlacion esta dado por:

Tras realizar el calculo del coeficiente de correlacién, se debe determinar si dicho
coeficiente es en términos de estadistica, diferente de cero. Para dicho calculo se
aplica un Test basado en la distribucion de la t de student.

1-#°
-2

Hrrar estandard de r =

Si el valor del r calculado supera al valor del error estandar multiplicado por la t de
Student con n-1 grados de libertad, se dird que el coeficiente de correlacion es

significativo.

El nivel de significacion viene dado por la decisién que se adopte al buscar el valor
en la tabla de la t de Student. Este proceso de razonamiento es valido tanto para

muestras pequefias como para muestras grandes.®

1 Andlisis de regresion y correlacion s.f. (En linea). Consultado el 10-07-2012. Disponible en:

http://tarwi.lamolina.edu.pe/~fmendiburu/index-filer/academic/ metodos1/Regresion.pdf.



http://tarwi.lamolina.edu.pe/~fmendiburu/index-filer/academic/

46

7. OBJETIVOS.

7.1. General

1

Evaluar un método espectrofotométrico disefiado para la cuantificacion de
glucosa, fructosa y sacarosa en las mieles utilizadas para la produccién de
alcohol etilico, como alternativa de  sustitucion de un método por

cromatografia liquida de alta resolucién.

7.2. Especificos

a.

Disefar los modelos de marchas analiticas que se utilizaran para el desarrollo

del método espectrofotométrico.

Elaborar curvas patron de concentracién y absorbancia de los azlcares en
estudio, para establecer una ecuacion de regresion que se utilizar4 en la

obtencién de resultados experimentales.

Establecer el costo y tiempo de analisis de cada uno de los métodos para

demostrar la eficiencia del método espectrofotométrico.

Comparar los resultados del método espectrofotométrico con el
cromatografico mediante la T de student, para establecer si existe diferencia

estadistica entre éstos.



8. METODOLOGIA

8.1. Recursos

8.1.1.
[ ]

8.1.3.

8.1.4.

8.1.5.

Humanos

T.U. Eduardo Francisco Tun Velasquez.
Asesora principal: Inga. Aurora Carolina Estrada.
Asesor adjunto: Ing. Fernando Ramirez.

Personal de recepcion de mieles.

Institucionales
Destiladora de Alcoholes y Rones S.A. (DARSA).

Centro Universitario del Sur Occidente. (CUNSUROC).

Fisicos
Laboratorio de control de calidad de DARSA.

Financieros

Todos los gastos seran financiados por DARSA.

Materiales
10 Balones aforados de 100 ml.
1 Pizeta.
1 Cubeta estandar cuadrada de 10 mm.
1 Pipeta serologica de 5 ml
1 Pipeta de émbolo capilar.
10 Viales de vidrio o tubos de ensayo.
1 Termometro de 0-100 °C.
1 Beaker de 10 ml
1 Balon aforado de 1000 ml.
1 Beaker de 250 ml.
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8.1.6. Reactivos
e Glicemia enzimética AA.
e Glucosa anhidra estandar (CgH1206).
e Fructosa anhidra estandar (Ce¢H1205).
e Acido 3,5-dinitrosalicilico (C;H4N20O7).
e Hidroxido de sodio en lentejas (NaOH).
e Tartrato de potasio y sodio tetrahidratado (KNaC4H4Os.4H20).
e Acido clorhidrico (HCI) al 15%
e Acido sulfurico diluido (H,SO4)al 0.5%.

8.1.7. Equipo
e Espectrofotometro.
e Bafio Maria.

e Balanza analitica.

8.2. Procedimiento para la realizacion de curva patrén de glucosa con glicemia

enzimatica AA

1. Se prepardé una serie de diluciones con agua desmineralizada a partir de
glucosa estandar. Las concentraciones fueron de 0, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000 y 4500 mg/l. Se utilizé balones aforados de 100 ml
con tapon, marcados con la concentracion correspondiente. La preparacion se

realizé de la siguiente manera:

2. Para la concentracion 0. Sélo se utilizé agua desmineralizada, para todas las
demas, se procedié como lo indica la tabla No. 2. Se afor6 a 100 ml con agua

desmineralizada.



Tabla No.2. Preparacion de concentraciones de glucosa
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Numero de
muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion a
preparar 0 500 | 1000 | 1500 | 2000 | 2500 |3000 3500|4000 4500
Gramos de
glucosa a pesar O |005| 01 [0.15] 0.2 0.25 | 0.3 |0.35| 0.4 |0.45
Fuente. Elaboracién propia.
Tabla No. 3. Preparacion de muestras para curva de glucosa
Numero de la
muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Solucion estandar
de glucosa 0 500 |1000 | 1500 | 2000 | 2500 |[3000 | 3500 | 4000 | 4500
(matraz)
Volumen de
solucion estandar 50 50 50 50 50 50 50 | 50 | 50 50
de glucosa (ul)
Volumen de
reactivo Glicemia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

enzimatica AA (ml)

Fuente. Elaboracion propia.

3. Se colocaron en tubos de ensayos las cantidades establecidas en la tabla No.

3.

4. Se incubaron durante cinco minutos en bafio de agua a 37 °C.

5. Luego se leyeron en espectrofotometro a 505 nm con la cubeta de 10 mm.

6. Se grafico la absorbancia contra la concentracion. Se utilizé esta curva

estdndar para determinar la concentracion de glucosa en las muestras a

estudiar.

7. Con los datos obtenidos se establecié una ecuacion de regresion.
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8.3 Procedimiento para la realizacion de curva patron de fructosa con &cido 3,5-
dinitrosalicilico
8.3.1. Preparacion del reactivo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA)
1. Se disolvié 10 g. de DNSA (C7H4N207) en 500 ml de agua desmineralizada.
2. Se agregd 16 g de hidroxido de sodio en lentejas a la dilucién del DNSA.
3. Se calentd la solucién en bafio maria a 65 ° C y mezclé de manera perfecta
hasta que la solucion se aclaré.
4. Se agreg6 300 g. de tartrato de potasio y sodio tetrahidratado.
5. Se aforé6 a 1 litro la dilucién con agua desmineralizada y se dejo reposar
durante 24 horas antes de usar por primera vez.
8.3.2. Procedimiento para la realizacion de curva patron
1. Se preparé una serie de diluciones con agua desmineralizada a partir de
fructosa estandar. Las concentraciones fueron de 0, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000 y 4500 mg/l. Se utilizé balones aforados con tapon
de 100 ml, marcados con la concentracion correspondiente. La preparacion se

realizé de la siguiente manera:
2. Para la concentracion 0.Se utiliz6 s6lo agua desmineralizada, para todas las
demas, se procedié como lo indica la tabla No. 4. Se afor6é a 100 ml con agua

desmineralizada.

Tabla No.4. Preparacion de concentraciones de fructosa

NUumero de muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracion a

preparar 0 | 500 |1000|1500|2000 2500|3000 350040004500
Gramos de fructosa a
pesar 0 |0.05/ 01 |0.15| 0.2 |0.25| 0.3 |0.35| 0.4 |0.45

Fuente. Elaboracion propia.
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Tabla No. 5. Preparacion de muestras para curva de fructosa

NUmero de la muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Solucion estandar de
0 |500|1000 | 1500 | 2000 | 2500 | 3000 | 3500 | 4000 | 4500
fructosa (matraz)

Volumen de solucién
i 200 {200 | 200 | 200 | 200 {200 | 200 | 200 | 200 | 200
estandar de fructosa (ul)

Volumen de reactivo
DNSA (ml)

Fuente. Elaboracién propia.

3. Se colocaron en tubos de ensayo las cantidades establecidas en la tabla No. 5
y se rotularon.

4. Se calentaron por 10 minutos en bafio maria a 65 °C.

5. Se enfriaron de inmediato con agua fria y leyeron en el espectrofotometro a
570 nm con la cubeta de 10 mm.

6. Se grafico la absorbancia contra la concentracion, y se utiliz6 esta curva
estandar para determinar la concentracién de fructosa en las muestras a
estudiar.

7. Con los datos obtenidos se determiné una ecuacion de regresion.
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8.4. Metodologia para determinacion de azucar total en mieles con reactivo de

Fehling. (Metodologia base para la fase experimental).

8.4.1.
[ ]
[

8.4.3.

Materiales
Balon aforado de 250 ml.
Pizeta.
Pipeta volumétrica de 10 ml.
Termometro de 0-100°C.
Beaker de 10 ml.
Agitador magnético.
Erlenmeyer de 250 ml.
Bureta de 50 ml.

Reactivos
Hidroxido de sodio (NaOH) al 40%

Azul de metileno al 1%

Tartratrato de potasio y sodio tetrahidratado (KNaC4H4Os.4H20).

Sulfato de cobre pentahidratado. (CuSQO4.5H,0)
Acido sulfarico (H,SO,) al 0.05%.
Acido clorhidrico (HCI) al 16%.

Equipo
Bario Maria.
Balanza analitica.

Plancha con agitacion y calentamiento.



8.4.4. Procedimiento

Diluir con agua
desmineralizada a 40
°C

Lavar por completo el
beaker con porciones
de agua y agregarlos al
balon.

A 65 °C durante 15
minutos, luego enfriar a
temperatura ambiente.

Si se pasara del pH,
ajustar con acido
sulfarico diluido.

s N /
Pesar 1 g de muestra en un beaker.
. J
p — ; N /
Adicionarlo al balon de 250 ml.
\§ J
, r
Agregar 100 ml de agua desmineralizada al
balén.

. J
, § —
Agregar 10 ml de acido clorhidrico.

\§ . J
4 N
Colocar en bafio maria.

. J
( . . . . \
Neutralizar con hidréxido de sodio al 40%.

\§
) i B
Aforar el balén con agua desmineralizada.
\§
) i B
Llenar una bureta con la solucién del balén.
‘ i 8
Agregar solucion de tartrato y de sulfato de
cobre en un erlenmeyer.
~ ;

Dejar caer 10 ml de la solucion de la bureta y
agregar 4 gotas de azul de metileno.

-

-

Titular de forma lenta hasta la aparicion de un
color rojizo ladrillo.

¥

Anotar el gasto y calcular el contenido de
azulcares totales.
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Se realiza a través del
siguiente factor:

Azlcares totales (g/l)=
2432.27/ml gastados

temperatura al maximo.

Esperar a que llegue a
ebullicién antes  de
agregar el azul de
metileno
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8.4.5. Calculos

Factor: se determina cada vez que se prepara nuevo reactivo de Fehling y se realiza a
través de una solucion patron de glucosa al 0.25% pl/v.

La metodologia anterior es la utilizada por el laboratorio de control de calidad de DARSA
para el analisis de las mieles, ésta se utilizd6 como base para la realizacion de las
marchas analiticas experimentales, luego de haber establecidos las diferentes curvas
patrones.

8.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se utilizd para determinar la probabilidad de que los resultados
obtenidos en el experimento no se presentaron simplemente por casualidad. Para dicho
analisis estadistico se utilizé la distribucion de t de Student. Para cada compuesto que
se estudio en las mieles (glucosa, fructosa y sacarosa), a un nivel de confianza del 95%
y 99 %.

Se realizaron ocho ensayos por separado de una misma muestra problema. Con la
tabulacion de los datos obtenidos se pudo aplicar la t de Student y verificar si existio
diferencia significativa entre los resultados experimentales y el valor real de la muestra
(valor estandar), determinado a través de un método estandarizado (método por HPLC).
8.6. Metodologia para establecer costo y tiempo de andlisis
8.6.1. Procedimiento para establecer costo
1. Se anotaron los costos de los insumos (reactivos y materiales) utilizados para
cada andlisis.
2. Se anotaron los costos de la mano de obra.
3. Se anotaron los costos de electricidad.
4. Se establecio el porcentaje de ganancia del servicio de analisis.
5. Se establecio el costo total del analisis.
8.6.2. Procedimiento para establecer tiempo de analisis
1. Se cronometr6 el tiempo desde la preparaciéon de las muestras hasta el momento
de la obtencién de resultados.

2. Se realiz6 el procedimiento en cada azlcar por separado.



9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

9.1. Calibracion de equipo con estandares de glucosa

Tabla No. 6. Calibraciéon de glucosa.

No Concentracion (mg/l) Absorbancia
1 0 0
2 500 0.2290
3 1000 0.4650
4 1500 0.6880
5 2000 0.9220
6 2500 1.1990
7 3000 1.4290
8 3500 1.6640
9 4000 1.8620
10 4500 2.0950

Fuente: Elaboracion propia.

9.1.1. Féormula de regresién lineal simple
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El comportamiento de la calibracién de glucosa, obedece a una linea recta, de la cual

se puede deducir la siguiente ecuacion.

Y=aX+b
Donde:
a=2123.8610
b= 9.6550

X= absorbancia

Y= concentracién de glucosa (mg/l)

Coeficiente de correlacion (r)= 0.9996
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9.2. Calibracién de equipo con estandares de fructosa

Tabla No. 7. Calibracién de monosacéaridos (fructosa).

No Concentracion (mg/l) Absorbancia
1 0 0
2 500 0.0850
3 1000 0.1930
4 1500 0.3100
5 2000 0.4420
6 2500 0.5830
7 3000 0.6810
8 3500 0.8180
9 4000 0.9610
10 4500 1.1140

Fuente: Elaboracion propia.

9.2.1. Férmula de regresion lineal simple

El comportamiento de la calibracion de fructosa, obedece a una linea recta, de la
cual se puede deducir la siguiente ecuacion.

Y=aX+b

Donde:

a= 3900.7888

b=251.8742

X= absorbancia

Y= concentracion de glucosa (mg/l)

Coeficiente de correlacion (r)=0.9990

Las calibraciones del equipo presentan un comportamiento lineal (ver graficas 13.2'y
13.3 en apéndices), por lo cual se procedid a la determinacion de la féormula de
regresion lineal simple, puesto que solo intervienen dos variables (concentracion y

absorbancia).

El coeficiente de correlacion “r’ para glucosa es de 0.9996 y para la fructosa es de

0.9990. Estos resultados de “r’ indican que existe una relacién fuerte entre las dos
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variables estudiadas (concentracion y absorbancia). La formula de regresion lineal
establecida en la calibracibn de cada uno de los azlcares, es la utlizada en la
obtencion de los resultados experimentales. El apéndice No.13.1 y No. 13.2. Muestra

las graficas de cada una de las calibraciones.

9.3. Procedimientos experimentales

9.3.1. Cuantificacién de glucosa en mieles
9.3.1.1. Materiales

e Balén aforado de 250 ml.

e Pizeta.

e Cubetas fotométricas de 10 mm.

e Pipeta volumétrica de 5 ml

e Pipeta de embolo capilar (0-200 pl)

e Viales de vidrio.

e Termometro.

e Beaker de 10 ml.

9.3.1.2. Reactivos

e Reactivo Glicemia enziméatica AA.

9.3.1.3. Equipo
e Espectrofotdmetro.
e Bafio Maria.

e Balanza analitica.



58

9.3.1.4. Procedimiento

Diluir con agua
P < / desmineralizada a 40
Se pesé 1 g de muestra en un beaker. °C
g J
l Lavar por completo el
e . - ) / beaker con porciones
Se adicion6 al balon 'de ?,5()_ml y se aforo. de agua y agregarlos al
L Factor de dilucion=250 ) balon.
, i § \

Se agit6 vigorosamente durante un minuto

N\ 4
J

Se tomaron 50 pl y se transfirieron a un vial de
vidrio

-

Se agregaron al vial 5 ml del reactivo Glicemia |~
enzimatica AA

A 37 °C durante 5
minutos.

-
\

Se calentaron en bafio maria.

-

Se agrego el contenido en una cubeta de 10
mm.

f 4 \

Se leyeron en espectrofotometro a 505 nm.

Utilizando la formula de

N / regresion lineal de la
; glucosa.

Se anot6 la lectura y se calculé la
concentracion de glucosa
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9.3.1.5. Caélculos

Glucosa (mg/l) = Resultado x F.

F= factor de dilucion.

Nota:

El resultado se utilizé para el calculo de sacarosa y fructosa. Este resultado se anoto

como G1

9.3.2. Cuantificacion de monosacaridos (fructosa) en mieles
9.3.2.1. Materiales

e Balon aforado de 250 ml.

e Pizeta.

e Cubetas de 10 mm.

e Pipeta volumétrica de 5 ml

e Pipeta de embolo capilar (0-200 pl)

e Viales de vidrio.

e TermoOmetro.

e Beaker de 10 ml.
9.3.2.2. Reactivos

¢ Reactivo de DNSA (C7H4N207).
9.3.2.3. Equipo

e Espectrofotometro.

e Bafio Maria.

e Balanza analitica.
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9.3.2.4. Procedimiento.

Diluir con agua
- ~ / desmineralizada a 40
Se pesé 1 g de muestra en un beaker. °C.
- J
l Lavar por completo el
" . - ) / beaker con porciones
Se adicioné al balén Qe 2,50_ml y se aforé. de agua y agregarlos al
L Factor de dilucion=250 ) balon.
, i § \

Se agit6 vigorosamente durante un minuto.

1\ (
J G

Se tomaron 200 pl de la dilucién y se
agregaron a un vial de vidrio.

-

Se agregaron al vial 5 ml del reactivo DNSA y
se agito.

-

A 65 °C durante 10

Ve
4 J - i ~N .
Se calent6 en bafio maria. minutos.

Se utilizé agua a 20 °C.
Se enfri6 de forma r4pida en agua.

f 3 \

Se agreg6 el contenido en una cubeta de 10
mm.

4

Se ley6 en espectrofotébmetro a 570 nm.

- . J
Se anotd la lectura y se calculé la / Utlllzarjdo Iq ecuacion de
concentracion de monosacaridos totales. regresion lineal de la

- fructosa.
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9.3.2.5. Célculos
Utilizando los monosacaridos totales (Amt) se calculo la fructosa.
Fructosa (mg/l)= (Amt x F) - G1
F= factor de dilucion.
Nota: El acido 3,5- Dinitrosalicilico (C;H4N20O7) reacciona también con la glucosa
presente en la muestra por ser ésta un monosacarido, tanto la fructosa como la
glucosa dan la misma coloracién al reaccionar con este acido, por ello es necesario
restar la glucosa al resultado obtenido para poder asi determinar el contenido real de
fructosa presente.
9.3.3. Cuantificacion de sacarosa en mieles
9.3.3.1. Materiales

e Baldn aforado de 250 ml.

e Pizeta.

e Cubetas de 10 mm.

e Pipeta volumétrica de 5 ml

¢ Pipeta de embolo capilar (0-200pul)

e Viales de vidrio.

e TermoOmetro.

e Beaker de 10 ml.
9.3.3.2. Reactivos

e Glicemia enzimatica AA

e Acido Clorhidrico (HCI) al 15%

e Hidréxido de sodio (NaOH)al 40%

e Acido sulfirico diluido (H,SO,4) al 0.5%.
9.3.3.3. Equipo

e Espectrofotometro.

e Bafio Maria.

e Balanza analitica.



9.3.3.4. Procedimiento

Se pes6 1 g de muestra en un beaker.

-

Se adicion6 al balén de 250 ml.

NI

-

Se agregaron 100 ml de agua

desmineralizada al balén.

-

Se agregaron 10 ml de acido clorhidrico al 15

-

Se calent6 en bafio maria.

-

Se neutralizé con hidréxido de sodio al 40%.

\

-

Se afor6 el balén con agua desmineralizada.

Factor de dilucién=250

-

Se agit6 vigorosamente durante un minuto.

-

Se tomo 50 pl de la dilucion y se agreg6 en

un vial de vidrio.

-

Se agregaron al vial 5 ml del reactivo

Glicemia.

-

Se calent6 en bafio maria.

-

Ve

Se leyo en espectrofotometro a 505 nm con la

cubeta de 10 mm.
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Diluir con agua
desmineralizada a 40
°C

Lavar por completo el
beaker con porciones
de agua y agregarlos al
balon.

A 65 °C durante 15
minutos, luego enfriar a
temperatura ambiente.

Si se pasara del pH,
ajustar con acido
sulfarico diluido.

A 37 °C durante 5 minutos.

Con la ecuacion de regresion
lineal de la glucosa, se
calculd la concentracion total
de alucosa.
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9.3.3.5. Célculos

Se determiné la cantidad de glucosa total en la muestra y se denomin6é G2. Con ello
se calcul6 la glucosa de hidrdlisis.

Glucosa de hidralisis (G3) = G2-G1

Sacarosa (mg/l )=G3 x 1.9 x F.

F= factor de dilucion.

Nota: En este procedimiento se calculd la sacarosa a traves de la relacion

estequiométrica que existe entre la glucosa y el disacarido.

Los procedimientos experimentales propuestos en los apartados 9.3.1; 9.3.2 y 9.3.3.
Son los que mejor se adaptaron a la investigacion y los que ofrecieron resultados
estadisticos aceptables, los resultados experimentales obtenidos con estos

procedimientos se presentan en el siguiente apartado.



9.4. Resultados basados en procedimientos experimentales

Tabla No. 8. Datos experimentales de una mezcla patrén de azlucares
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Azucares Resultado experimental Resultado de Referencia
Fructosa (mg)l) 2001.5750 2000.0000
Glucosa (mg/l) 3003.20000 3000.0000
Sacarosa (mg/l) 4003.5588 4000.0000

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla No. 9. Datos experimentales de una muestra de miel (melaza)

Resultado de Referencia *

Azlcar Resultado experimental
Glucosa (% m/m) 3.2484 3.2796
Fructosa (%om/m) 7.0519 7.0439
Sacarosa (%om/m) 37.5756 37.5215

Fuente. Elaboracion propia.
* : , . .
El resultado de referencia se obtuvo a través de un andlisis por HPLC realizado por

el Laboratorio Nacional de Salud, de Guatemala, C.A. (Ver anexo14.4).

Los resultados de referencia presentados en la tabla No. 8. Se obtuvieron pesando
2000 mg de fructosa, 3000 mg de glucosa y 4000 mg de sacarosa Yy diluyéndolos en
un volumen de 1 litro. Para luego realizar los respectivos andlisis con los
procedimientos experimentales.

Por otro lado, los resultados de la tabla No. 9. Se obtuvieron del analisis de una
muestra comun de melaza utilizada en el proceso de produccién de alcohol etilico,
mientras que los de referencia se obtuvieron del andlisis de la misma melaza a
través de HPLC, realizado por el Laboratorio Nacional de Salud.

Es importante mencionar que los resultados de referencia ofrecidos se encuentran
expresados en % m/m, mientras que los experimentales son obtenidos en mg/l, para
hacer uniforme los resultados de ambos métodos y asi evaluarlos de forma
estadistica, la conversion los resultados

se procedié con respectiva de

experimentales a través de la densidad de la solucion estudiada.
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9.5. Andlisis estadistico de resultados experimentales
Para el analisis estadistico se plantearon las siguientes hipoétesis:
e Hipotesis nula (Ho). Si tcac “es menor o igual” que t.ii entonces, no existe
diferencia significativa, por lo cual el resultado se acepta.
e Hipotesis alterna (Ha). Si tcac “es mayor” que tqir entonces, existe diferencia
significativa, por lo cual el resultado se rechaza.

Tabla No. 10. Analisis estadistico de sacarosa en mezcla de azlcares.

Resultado experimental Resultado de
No. de prueba (mgl/l) referencia ( mg/l)

4010.4800
4004.5600
3997.8600
4002.5500
4003.7900
3998.6700
4001.8000
4008.7600
32028.4700
4003.5588 4000.0000

4.4159

0.1103

tcalc 2.2794
terit (95%) 2.3646 se acepta
terit (99%) 3.4995 se acepta
Fuente. Elaboracion propia.

QMX'MOO\IOm-bOONH

Donde:

2= sumatoria de datos.
X= media aritmética.

S = Desviacion estandar.

CV= Coeficiente de variacion.

{caic=t de student calculada. (Ver formula en anexo 14.4)

tcrit (%)=t de student critica o t de tabla, a un porcentaje de confianza. (Ver anexo

14.5)
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La tabla No. 10 muestra que la cuantificacion de sacarosa en la mezcla de azlUcares

a través del método experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al

resultado de referencia, puesto que tcyc €S menor que

resultado se acepta (Ho.)

tcrit(95%) y tcrit(gg%). EI

Tabla No. 11. Analisis estadistico de glucosa en mezcla de azlUcares

No. de Resultado de
prueba Resultado experimental (mg/l) referencia ( mg/l)
1 3002.1000
2 3008.2500
3 3001.9000
4 3010.5500
5 2998.4500
6 3000.8000
7 3004.4000
8 2999.1500
z 24025.6000
X 3003.2000 3000.0000
S 4.2860
CcVv 0.1427
tcalc 2.1117
tcrit
(95%) 2.3646 se acepta
tcrit
(99%) 3.4995 se acepta

Fuente. Elaboracién propia.

La tabla No. 11 muestra que la cuantificacion de glucosa en la mezcla de azlcares a

través del método experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al

resultado de referencia, puesto que tcyc €S menor que

resultado se acepta (Ho.)

tcr|t(95%) y tcnt(gg%) EI
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Tabla No. 12. Analisis estadistico de fructosa en mezcla de azUcares

No. de prueba

Resultado experimental
(mg/l)

Resultado de
referencia ( mg/l)

1994.8000

2001.2000

1998.4000

2004.1500

2002.3000

2005.0000

2001.9000

2004.8500

16012.6000

2001.5750

2000.0000

NniXMoo|NlolodDlw|N |-

3.5018

CVv

0.1750

tcalc

1.2721

tcrit (95%)

2.3646

Se acepta

tcrit (99%)

3.4995

se acepta

Fuente. Elaboracién propia.

La tabla No. 12 muestra que la cuantificacion de fructosa en la mezcla de azucares a

través del método experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al

resultado de referencia, puesto que t.yc €S menor que

resultado se acepta (Ho.)

tcrit(95%) y tcrit(gg%). EI
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Tabla No. 13. Analisis estadistico de sacarosa en una muestra de miel (melaza)

Densidad de solucion problema: 0.9996 g/ml a 20 °C

Resultado experimental Resultado de
No. de prueba (Yom/m). referencia (% m/m) *
1 37.6151
37.6761
37.4625
37.6142
37.6337
37.5214
37.6035
37.4784
300.6049
37.5756 37.5215
0.0779
CVv 0.2074
tcalc 1.9642
tcrit (95%) 2.3646 Se acepta
tcrit (99%) 3.4995 Se acepta

Fuente: Elaboracion propia.

0| M M| o N| o g M w|l N

* Resultado obtenido a través del Laboratorio Nacional de Salud. De Guatemala, C.A.

La tabla No. 13 muestra que la cuantificacion de sacarosa en la melaza a través del
método experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al resultado de
referencia, puesto que tcac €s menor que tei(95%) y tcit(99%). El resultado se acepta
(Ho.)
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Tabla No. 14. Analisis estadistico de fructosa en una muestra de miel (melaza).

Densidad de la solucion problema: 0.9996 g/ml a 20 °C

No. de prueba

Resultado

experimental (% m/m)

Resultado de

referencia (% m/m) *

1

6.9365

7.1674

7.1117

6.9913

7.0669

7.0068

7.0859

7.0486

56.4151

7.0519

7.0439

0N X M| o N o g A w|l N

0.0730

CVv

1.0355

tcalc

0.3092

tcrit (95%)

2.3646

Se acepta

tcrit (99%)

3.4995

Se acepta

Fuente: Elaboracion propia.

* Resultado obtenido a través del Laboratorio Nacional de Salud. De Guatemala, C.A.

La tabla No. 14 muestra que la cuantificacién de fructosa en la melaza a través del

meétodo experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al resultado de

referencia, puesto que tcac €s menor que tei(95%) y tcit(99%). El resultado se acepta

(Ho.)
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Tabla No. 15. Andlisis estadistico de glucosa en una muestra de miel (melaza)
Densidad de la solucion problema: 0.9996 g/ml a 20 °C

Resultado Resultado de
No. de prueba experimental (% m/m) | referencia (Yom/m) *
3.3054
3.2121
3.3011
3.3017
3.1668
3.2598
3.2379
3.2027
25.9874
3.2484 3.2796
0.0523
1.6110
tcalc -1.6849
tcrit (95%) 2.3646 Se acepta

tcrit (99%) 3.4995 Se acepta
Fuente: Elaboracion propia.

ng-Moo\lmmhoomn—\

* Resultado obtenido a través del Laboratorio Nacional de Salud. De Guatemala, C.A.

La tabla No. 15 muestra que la cuantificacién de glucosa en la melaza a través del
meétodo experimental, no muestra diferencia significativa con respecto al resultado de
referencia, puesto que tcac €s menor que tei(95%) vy tcit(99%). El resultado se acepta
(Ho.)



9.6. Costos de analisis

Tabla No. 16. Costos de analisis.
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: L Unidad de | Cantidad Costo en Costo Costo
Analito Descripcion . - : total por
medida | utilizada |quetzales/Unidad | total :
duplicado
Reactivo (DNSA) ml 5.00 2.00 10.00 20.00
Agua ml 250.00 0.001 0.25 | 0.50
desmineralizada
Fructosa Mano de obra 1.00 20.00 20.00 | 40.00
KWH
Electricidad (kilowatts 0.35 2.28 0.80 1.59
hora)
Reactivo mi 5.00 1.50 750 | 15.00
(Glicemia)
Agua
desmineralizada ml 250.00 0.001 0.25 0.50
Glucosa Mano de obra 1.00 20.00 20.00| 40.00
KWH
Electricidad (kilowatts 0.20 2.28 0.46 0.91
hora)
Reactivo(Glicemia) mi 5.00 1.50 7.50 15.00
Reactivo (NaOH) mi 8.00 0.50 4.00 8.00
Reactivo (HCI) ml 10.00 0.10 1.00 2.00
Sacarosa
fos Agua mi 250.00 0.001 025 | 0.50
desmineralizada
Mano de obra 1.00 20.00 20.00 40.00
KWH
Electricidad (kilowatts 0.45 2.28 1.03 2.05
hora)
Costo total de analisis 186.06
* Costo de analisis mas 30% de ganancia 241.88
** Costo de andlisis en HPLC (analisis por duplicado) 800

Fuente. Elaboracion propia.

* Se establece un 30 % de ganancia, asumiendo que el laboratorio de DARSA

prestara los servicios a entidades externas.

** Costo establecido por el Laboratorio Nacional de Salud. De Guatemala, C.A.




9.7. Tiempo de anélisis
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Tabla No. 17. Tiempos de anélisis.
Tiempo con Tiempo con Tiempo con
meétodo meétodo Tiempo con HPLC
experimental experimental HPLC (minutos)
Azlcar (horas) (minutos) (horas)
Glucosa 0.5 30
Fructosa 0.5 30 4 240
Sacarosa 0.5 30
Tiempo total 15 90 4 240

Fuente. Elaboracion propia.

Se puede observar en la tabla No. 16, el costo del andlisis con el método

experimental es menor que el costo a través de HPLC, por realizarse el analisis de

referencia en un laboratorio externo, no se pudo desglosar los costos individuales del

analisis a través de HPLC, tal como se realiz6 con el método experimental.

La tabla No 17 muestra que el tiempo de andlisis con el método experimental es

menor que el tiempo a través de HPLC. Con ello se puede observar que la

espectrofotometria presenta ventajas considerables con respecto a la cromatografia

liquida, en cuanto a analisis de azucares se refiere.
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10. CONCLUSIONES

10.1.Se rechaza la hipétesis planteada ya que a través de la t de student se
demuestra que el método espectrofotométrico para la cuantificacién de glucosa,
fructosa y sacarosa en mieles, si puede sustituir a un método por cromatografia
liquida de alta resolucion, debido a que no existe diferencia significativa entre

los resultados de ambos métodos.

10.2. Las curvas patrones de calibracion de glucosa y fructosa, obedecen a una linea
recta, por lo cual se desarrolla una ecuacion de regresion lineal simple del
modelo Y=aX+b, que es utilizada en la obtencion de resultados al momento de

analizar mieles.

10.3.El costo y tiempo total de analisis de azlcares a través de espectrofotometria,
son menores que los obtenidos a través del método por HPLC, esto se
demuestra en las tablas No. 16 y No. 17 de los resultados, representado esto

una gran ventaja para el método experimental.

10.4.Todos los resultados experimentales son aceptados de forma estadistica,
puesto que los valores de tqc No superan los valores de t. tanto para un nivel

de confianza del 95% como para uno del 99%.

10.5.La metodologia propuesta es valida solo para andlisis de mieles obtenidas a
partir de la cafia de azlcar, puesto que si se analiza otro tipo de miel, existe la
posibilidad de obtener resultados erroneos.
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11. RECOMENDACIONES

11.5. Evaluar la posibilidad de adquirir un reactivo especifico para la fructosa, con el
objetivo de simplificar el procedimiento de analisis y evitar interferencias por la

presencia de otros monosacaridos diferentes a los estudiados.

11.2.Considerar la variaciéon de los precios de los reactivos y materiales, para
actualizar peridédicamente el costo de cada analisis realizado con el método

propuesto.

11.3.El analisis de azucares en mieles a través de espectrofotometria, las debe

realizar una persona capacitada para que los resultados sean confiables.

11.4.Considerar la calibracion y mantenimiento de los equipos de medicion
utilizados para el andlisis de azucares en mieles, no soélo para la confiabilidad
de los resultados, sino que también para mantener la rapidez en la obtencion de

resultados.
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13. APENDICE

13.1. Grafica de curva de calibracién de glucosa.
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13.2. Grafica de curva de calibracion de fructosa.
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13.3. Calculos

13.3.1. Relacidén estequiométrica entre glucosay sacarosa.

1 mg de

glucosa X1 mmol glucosa X 1 mmol de sacarosa X 342.239 mg de sacarosa =1.9

180.12 mg 1 mmol de glucosa 1 mmol de glucosa

1 mg de glucosa representan a 1.9 mg de sacarosa en la reaccion de hidrolisis.

13.3.2. Determinacion de glucosa.

Lectura directa del espectrofotémetro. Ej.

Lectura de espectrofotometro de muestra de melaza: 32,471.25 mg/l
Resultado: (32,471.25 mg/l. *100) / (999.6*1000)= 3.2484 % m/m.

13.3.3. Determinacion de Fructosa.

Lectura directa del espectrofotdmetro — lectura de glucosa. E;.

Lectura del espectrofotémetro de muestra de melaza: 102,961.88 mgl/l.

Resultado: 102,961.88- 32,471.25= (70,490.63 mg/l.*100) / (999.6*1000)= 7.0519 %

m/m.

13.3.4. Determinacion de sacarosa.

(Lectura directa del espectrofotometro - lectura de glucosa) x 1.9. E;j.

Lectura del espectrofotdmetro de muestra de melaza: 230,158.45 mg/I

Resultado: (230,158.45 — 32,471.25) x 1.9.= (375,605.68 mg/I*100) / (999.6*1000) =
37.5756% m/m.
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14. ANEXO
14.1. Glosario

Acido: cualquier compuesto quimico que, cuando se disuelve en agua, produce

un pH menor que 7. También un &acido es un compuesto que dona un cation

hidrégeno (H") a otro compuesto (denominado base).
Acido aconitico: es un acido carboxilico cuyo acido conjugado, el aconitato o cis-
aconitato, es un intermediario de isomerizacién del citrato a isocitrato durante el ciclo

del &cido citrico.

Acido pantoténico: El &cido pantoténico es un nutriente hidrosoluble conocido por lo

general como vitamina B5. Es vital para la sintesis y el mantenimiento de la
coenzima A (CoA), componente esencial de numerosos procesos enzimaticos.

Trabaja en conjunto con la biotina en varios procesos metabdlicos del organismo.

Alcalino: cualquier compuesto quimico que, cuando se disuelve en agua, produce

un pH mayor que 7.

Aminas: Las aminas son compuestos quimicos organicos que se consideran como
derivados del amoniaco y resultan de la sustitucion de los hidrégenos de la molécula
por los radicales alquilo. Segun se sustituyan uno, dos o tres hidrégenos, las aminas

seran primarios, secundarios o terciarios, respectivamente.

Aterosclerosis: la aterosclerosis es la acumulacion de depédsitos adiposos
llamados placa en el interior de las paredes de las arterias. Las arterias son vasos
sanguineos que transportan oxigeno y sangre al corazon, cerebro y otras partes del
cuerpo. A medida que se acumula la placa en la arteria, ésta se estrecha
gradualmente y después se obstruye. Conforme mas y mas se estrecha una arteria,

menos sangre puede pasar.

ATP (Adenosin trifosfato): Es la molécula la que intercambia la energia

metabdlica en todos los organismos vivos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_qu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
http://es.wikipedia.org/wiki/Cati%C3%B3n_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Cati%C3%B3n_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_(qu%C3%ADmica)
http://www.zonadiet.com/nutricion/hidrosol.htm
http://www.zonadiet.com/nutricion/biotina.htm
http://es.wikipedia.org/wiki/Amon%C3%ADaco
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Alquilo
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Biocombustible: un biocarburante o biocombustible es una mezcla

de hidrocarburos que se utiliza como combustible en los motores de combustidn

internay que deriva de la biomasa, materia organica originada en un proceso

biolégico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia.

Carbonilo: en quimica organica, un grupo carbonilo es un grupo funcional que

consiste en un atomo de carbono con un doble enlace a un atomo de oxigeno.

Cepa: en microbiologia, una variante fenotipica de una especie o, incluso, de
un taxon inferior, usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la
conservacion de sus cualidades definitorias. De una manera mas basica puede
definirse como un conjunto de especies bacterianas que comparten, al menos, una
caracteristica.

Cromdgeno: sustancia que absorbe la luz produciendo color.

Cuarzo: es un mineral compuesto de diéxido de silicio y es incoloro en estado puro,

de gran dureza, es capaz de rayar el acero.

Enantiomero: en gquimica, los enantidmeros, también llamados isdbmeros 6pticos,

son una clase de estereoisbmeros tales que en la pareja de compuestos uno es

imagen especular del otro y no son superponibles, es decir, cada uno es una imagen
especular no superponible con la otra, lo mismo que una mano respecto a la otra.

Enzima: es una molécula de naturaleza proteica que catalizan reacciones guimicas,

siempre que sean termodinamicamente posibles, las enzimas son proteinas

complejas que producen un cambio quimico especifico en todas las partes del
cuerpo.
Espectro electromagnético: se denomina espectro electromagnéticoa la

distribucion energética del conjunto de las ondas electromagnéticas

Ester: los ésteres son compuestos organicos derivados de Acidos organicos o

inorganicos oxigenados en los cuales uno 0 mas protones son sustituidos

por grupos organicos alquilo (simbolizados por R').

Fotocélula: una célula fotoeléctrica o fotocélula es un componente eléctrico que

genera un haz de luz infrarroja y detecta si este se mantiene o ha sido cortado.
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Furano: el furano es un compuesto organico heterociclico aromatico de cinco miembros
con un atomo de oxigeno. Es un liquido claro, incoloro, altamente inflamable y muy
volatil, con un punto de ebullicion cercano al de la temperatura ambiente.

Genérico: que es comun o se refiere a un conjunto de elementos del mismo género.

Glicacion: la glicacion es un término que describe la modificacion

postraduccional permanente de los grupos amino de las proteinas por la accion de

azUlcares reductores. También se denomina reaccién de Maillard o incorrectamente

"glucosilacién no enzimética de proteinas".

Haz: conjunto de rayos luminosos de un mismo origen.

Hidrdlisis: es una reaccion quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la

cual la molécula de agua se divide y sus atomos pasan a formar parte de otra especie
quimica. Esta reaccion es importante por el gran nimero de contextos en los que el agua

actia como disolvente.

Melanoidina: la melanoidina o moléculas melanoides se generan al someter
determinados alimentos a altas temperaturas. Esto se produce cuando una molécula

de hidrato de carbono y un amino&cido reaccionan.

Oxidante: un agente oxidante o comburente es un compuesto quimico que oxida a otra

sustancia en reacciones electroquimicas o de reduccién-oxidacion. En estas reacciones,

el compuesto oxidante se reduce.

Pirano: en guimica el pirano es un compuesto heterociclico formado por cinco atomos
de carbono y un atomo de oxigeno y que presenta dos dobles enlaces.

Polimero: los polimeros son macromoléculas (generalmente organicas) formadas por la

union de moléculas mas pequefias llamadas monomeros.

Reductor: un agente reductor es aquel que cede electrones a un agente oxidante.

Traza: técnica de analisis para determinar la cantidad porcentual (inferior al 0,01 % en

peso) de un componente o sustancia de un elemento en una muestra.
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14.2. Figuras
Fig. No. 1: Fermentacion alcohdlica.
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Fuente:http://blogs.creamoselfuturo.com/bio-tecnologia/2011/03/14/la-fermentacion-alcoholica-como-se-produce-y-aplicaciones/

Fig. No. 2: Saccharomyces cerevisiae.

Fuente:http://bIogs.creamoselfuturo.com/bio—tecnologia/2011/03/14/Ia—fermentacion—dlcoholica—como—se—produce—y—aplicaciones
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Fig. No. 3: Espectrofotometro de doble haz.
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3.pdf

Fig. No. 4: Curvas de distribucion espec&%?rd%i%g lamparas de deuterio y volframio.
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Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf



http://ocw.usal.es/ciencias%20-%20experimentales/analisis%20-aplicado%20-a%20-%20la%20-%20ingenieria%20quimica/contenidos/course_files/Tema%20_%203.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias%20-%20experimentales/analisis%20-aplicado%20-a%20-%20la%20-%20ingenieria%20quimica/contenidos/course_files/Tema%20_%203.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
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Fig. No. 5: Transmitancia de algunos filtros.
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Fuente:http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf.

Fig. No 6: Dispersion de radiacion por un prisma.

rendya

de salida

Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
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Fig. No. 7: Celdas para espectrofotometria.

de flujo térmica 2ecm

Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf

Fig. No. 8: Célula fotovoltaica.
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Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
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Fig. No. 9: Fototubo.

Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf

Fig. No. 10: Tubo fotomultiplicador.
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Fuente: http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplico-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/tema_3.pd f.



http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplicado-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/Tema_3.pdf
http://ocw.usal.es/ciencias-experimentales/analisis-aplico-a-la-ingenieria-quimica/contenidos/course_files/tema_3.pdf
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14.3. Reacciones

14.3.1. Reaccion general de la hidrolisis de la sacarosa

1 C12H22011 + 1 H20 1 CsH1206 + 1 CsH120s

—oronod)

14.3.2. Esquemas de reaccion

e Paralaglucosaatravés de la glucosa oxidasa.

GOD

glucosa + O, + H,O > acido gluconico + H,0,

POD
2 H,O, + 4-AF + 4-hidroxibenzoato > uinonimina roja

La quinonimina roja es proporcional al contenido de glucosa y es la que se determina

espectrofotométricamente.

e Paralafructosa através del DNSA.

Hi . CHOH HO» o CC00H
=0 —1—CH
CH
[ * HO——H - s O 4 HO——
0 ot O H——OH o . CH
T T ey o, T
O 8] 1l
]

CHOM
Acido 3 5-dinirosalicilics
(amanlia)

El  complejo Acido

3-amino-5-nitrosalicilico es el que se

—H_OH

Acida I-amine-5-nitro Acido D-glucénizo

saliciico (Jll)

determina

espectrofotométricamente y es proporcional al contenido de fructosa en la muestra.



14.4. Resultados de referencia
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14.5. Tabla de distribuciones “t de Student”
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