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RESUMEN

En la presente investigacion se evalud las condiciones Optimas de la
actividad enzimatica de la invertasa (p-D-fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26), a fin
de obtener la mayor hidrdlisis de la sacarosa, para su ajuste en el proceso de

produccion de miel invertida.

Se procedio a realizar la reaccion enzimatica de inversién de la sacarosa en
la mezcla inicial de meladura — jugo claro a escala laboratorio, donde se
monitored la cantidad de sacarosa invertida con base al parametro analitico Pol,
tomando como periodos de monitoreo desde la cuarta hora de inversion y

finalizando en la octava hora.

La hidrdlisis se efectué con dos valores de temperatura (50, 55) °C, dos
valores de concentracién de enzima (0,053, 0,066) g/0,5 L, dos valores de pH
(5,5, 6,0) y dos valores de concentracion brix de la mezcla (55, 60) °Bx, con el

propadsito de determinar el mejor arreglo combinatorio de parametros de proceso.

Luego de finalizar el tiempo de inversidon de la sacarosa, se procedio a la
concentracion de la miel y a la medicién de azucares reductores, obtenidos en el
producto terminado, usando como referencia los métodos ICUMSA GS4/ 3-3
(2007) e ICUMSA GS4/ 3-7 (2011).

Se determind que la mayor inversion de la sacarosa se obtuvo al utilizar una
concentracion de la enzima de 0,066 g enzima/0,5L muestra, pH de 5,5y una
temperatura de 50 °C, para un tiempo de 7 horas de inversion. Se concluyé que

el brix no es un valor influyente en la recuperacion de azlcares reductores.
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OBJETIVOS

General

Determinar las condiciones Optimas del proceso de hidrolisis enzimatica de
la sacarosa en mieles de cafia de azUcar para la mayor conversion en azlucares
invertidos o reductores.

Especificos

1. Determinar que arreglo factorial obtiene mayor rendimiento hidrolitico de

azUcares reductores totales.

2. Elaborar una correlacibn que se ajuste a la tendencia de azlcares

reductores totales en funcién del Pol de la solucién.
3. Evaluar mediante el disefio factorial de Plackett-Burman la influencia de
cada factor de operacion en funcion de los azlcares reductores totales

obtenidos.

4. Elaborar una documentacién que contenga el procedimiento del proceso

de hidrélisis enzimética a nivel laboratorio.
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Hipotesis

Hipotesis conceptual

o La concentracion del sustrato es directamente proporcional a la actividad
enziméatica obtenida. Debido a que se alcanzaré la velocidad maxima de
hidrolisis al llegar al nivel saturante de actividad enzimética.

o La concentracion de la enzima invertasa es directamente proporcional al
porcentaje de azUcares reductores totales obtenidos. Debido a que, a una
mayor concentracion de enzima, mayor sera la velocidad de la reaccion

catalizada enzimatica en la mezcla inicial.

Hipotesis estadistica

Hipotesis nula

. HOi1: Las medias de los azUcares reductores totales no varian

significativamente en funcion de la concentracién del sustrato.

HOi1: p ART1 =p ART2=0

° HO2: Las medias de los azUcares reductores totales no varian

significativamente en funcion de la concentracion de la enzima.

HO2 p ART: =pART2=0

XVIII



° HO3: Las medias de los azucares reductores totales no varian

significativamente en funcion de la variacion de pH del sustrato.

HOs: p ART: =p ART2=0

. HO4: Las medias de los azUcares reductores totales no varian

significativamente en funcion de la variacion de la temperatura del

sustrato.

HOs p ART: =pART2=0

Hipodtesis alterna

° Hai: Las medias de los azucares reductores totales varian

significativamente en funcion de la concentracion del sustrato.

Hai: py ART1 # y ART2*0

. Haz: Las medias de los azucares reductores totales varian

significativamente en funcién de la concentracién de la enzima.

Haz: p ART1 # u ART2*0

° Has: Las medias de los azlcares reductores totales varian

significativamente en funcion de la variacion de pH del sustrato.

Has: y ART1 # y ART2*0
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Has: Las medias de los azucares reductores totales varian
significativamente en funcién de la variacion de la temperatura del

sustrato.

Has: p ART1 #uART2 #0
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INTRODUCCION

A través de la investigacion se buscé evaluar el efecto y las condiciones
Optimas de la temperatura, concentracion de enzima, pH y la concentracion inicial
de sacarosa en la reaccion de hidrdlisis de la sacarosa a escala laboratorio. Esto
se realiz6 con el objetivo de maximizar la cantidad de azUcares reductores totales

obtenidos.

Luego de determinar las condiciones éptimas del proceso, se busca evaluar
por medio del diagrama de Pareto si todas las variables analizadas son

influyentes para la recuperacion de azucares invertidos.

Para garantizar que la miel invertida sea un producto de calidad, es esencial
gue exista una guia o documentacion del proceso estandarizado que sea de facil
acceso y entendimiento tanto para operadores como para coordinadores de esta

linea.

Parte de la investigacién consisti6 en documentar el procedimiento del
proceso de hidrolisis enzimatica a escala laboratorio, garantizando una obtencién
eficiente de azlcares totales medidos segun los métodos oficiales de ICUMSA
GS4/ 3-3 (2007) e ICUMSA GS4/ 3-7 (2011).

XXI



XXII



1. ANTECEDENTES

Se han realizado los siguientes estudios acerca de la hidrélisis enzimatica
de la sacarosa y mieles invertidas:

En agosto del 2018, se publicé una patente estadounidense realizado por
un grupo de investigadores hindues titulado: Method for the preparation of high
test molasses, el objetivo de esta patente consistié en proporcionar un método
de preparacion en cual dicha miel de alta pureza fuera eficiente en términos de
recuperacion de azucar y calidad del producto terminado. Durante el desarrollo
de dicho método, se concluyo que el uso de acido sulfurico y acido clorhidrico no
es recomendable para la preparacion de la miel a invertir, porque es
residualmente corrosivo y de baja eficiencia debido a las pérdidas de azucar. Se
concretd que el tiempo de vida de esta miel es de aproximadamente 6 meses,

esto también depende de las condiciones en las que esta se almacena.

En 2011, se publicé un articulo acerca de la invertasa, realizado por un
grupo de investigadores, titulado: Invertasa del género Aspergillus y su impacto
biotecnolégico, el objetivo de este era la revisibn y discusion de las
investigaciones mas recientes sobre la produccion de invertasa por cepas del
género Aspergillus, purificacion y caracterizacion de la enzima, asi también
avances en el campo de invertasas recombinantes. Se concluyé como parte de
la caracterizacion fisicoquimica de la enzima que esta actda en un rango 6ptimo
de pH de 5,0 — 6,5, siendo el Optimo 5,5, registrando la maxima actividad a
50 °C. Ademas de afirmar que tanto la concentracion inicial del sustrato, la

temperatura de reaccion y el pH son estadisticamente significativos.



En 1987, se realizd un estudio de la hidrolisis de la sacarosa y la
subsiguiente conversion de glucosa en fructosa mediante el uso de enzimas para
luego separarlos mediante resinas de intercambio ionico, presentado en el
Congreso de la Sociedad Colombiana de Técnicos de la Cafla de Azlcar
realizado por un grupo de investigadores Calero, A; Perea, H; Cortes, H. Titulado
“Hidrdlisis e inversion enzimatica de la sacarosa”. El objetivo era optimizar la
actividad de la enzima en soluciones de sacarosa, utilizando temperatura en un
rango de 45, 55y 65 °C, pH de 3,5, 4,0 y 4,5. En los resultados se pudo observar
gue se alcanzé la maxima conversion en un periodo de 8 horas con un pH de 4,0
y a una temperatura de 55 °C. Se concluyd que no hubo efecto significativo en la

concentracion del sustrato y su inversion.

En 1985, se publicé un articulo por parte del Centro de Tecnologia
COPERSUCAR. realizado por el Ing. Stupielo Titulado Processo de producéo de
high test molasses, y su objetivo era describir el proceso de produccién de esta
miel de alta pureza mediante los métodos de inversion éacida e inversion
enzimatica, en donde se concluye que la concentracion ideal del sustrato a
invertir es de 53°Bx y que durante la inversion de la miel se debe evitar
temperaturas mayores a 60 °C para no inhibir la actividad enzimética, y al
momento de concentrar evitar temperaturas mayores de 90 °C porque se pierde

azucar por posibles reacciones secundarias.



2.  MARCO TEORICO

2.1. Cana de azlcar

El cultivo de cafia de azucar es uno de los productos mas predominantes
en Guatemala, y la produccion de azlcar una de sus actividades econémicas con
mayor demanda, tanto que se ubica en el cuarto lugar como pais exportador a

nivel mundial.

La produccién de cafia varia significativamente de un area a otra, esto depende de
factores climaticos, disponibilidad de agua, variedad de cafia, practicas de cultivo,
entre otros. Generalmente, luego de cada corte de cafia no se vuelve a sembrar,
sino que se deja crecer para producir otra cosecha, la cual se denomina soca o
rebrote. Después de varias socas, se ara de nuevo la tierra y se siembra
nuevamente la cafia. Cada temporada donde inicia la molienda o zafra esta
delimitada principalmente por factores meteorolégicos como el inicio del invierno.!

Durante la zafra el objetivo principal consiste en recobrar toda la sacarosa
gue se encuentra acumulada en el tallo de la cafia durante su periodo de

maduracion.

2.1.1. Composicion de la cafia de azucar

La cafia de azucar proviene de las familias de gramineas, del género Saccharum
officinarum, el jugo que se extrae de la misma esta constituido principalmente por
agua, hidratos de carbono como la sacarosa y a una menor concentracion azdcares
reductores como la glucosa y fructosa y los oligosacaridos.?

L REIN, Peter. Ingenieria de la cafia de azucar. p. 37.

2 ZOSSlI, Silvia., CARDENAS, Geronimo., SOROL, Natalia. y SASTRE, Marcos. Influencia de
compuestos azucares y no azUcares en la calidad industrial de cafia de azUcar en Tucuman
(R. Argentina): Parte 1: cafla limpia y despuntada. https://agris.fao.org/agris-
search/search.do?recordID=AR2010F00003. Consulta: 01 de abril de 2020.
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La cafia de azucar posee un 85 % jugo y el resto de materia insoluble como
fibra. En la Tabla 1, se muestra la composicién quimica promedio contenida en

el jugo de cafia de azUcar.

Tabla I. Composicion quimica promedio en jugo de cafa de azlcar

COMPOSICION DEL JUGO DE CANA DE AZUCAR EN SOLIDOS
SOLUBLES DEL JUGO
Descripcion Porcentaje (%)
Sacarosa 75 —-92
Azlcares Glucosa 70 — 88
Fructosa 2-4
Sales Inorgénicas 3,0-34
Organicas 15-45
Acidos orgéanicos 1,0-3,0
Proteinas 0,5-0,6
Componentes no Almidones 0,001 - 0,05
organicos Gomas 0,3-0,6
Grasas, ceras 0,15-0,50
Compuestos fendlicos 0,10-10,80
Fuente: elaboracion propia.
2.2. Proceso de elaboracion de azucar

El proceso de produccion industrial de azucar lleva consigo una serie de
pasos los cuales inician desde la entrada de la cafia de azucar hacia los molinos,
tratamiento del jugo, evaporacion, cristalizacion, centrifugacion, hasta concluir

con el secado y acondicionamiento de este.



2.2.1. Preparacion y molienda de la cafia de azUcar

Luego de la quema y corte de la cafia inicia el proceso industrial para la
elaboracion de azucar, donde los procesos iniciales se resumen en la recepcion
y manejo de la cafia en patio, pasando a las mesas alimentadoras que la
transportan hacia las picadoras y desfibradoras de martillos sin filo, para que se

homogenice el tamafio de la cafia y a su vez se desfibre.

Luego, la cafa ingresa al tandem de molinos, donde principalmente se extrae el
jugo mediante la accién mecanica de los molinos y luego por el proceso de
imbibicion compuesta. A la union del jugo primario (extraido del primer molino) con
el jugo secundario (extraido del segundo molino y el resultante de la imbibicién) se
le conoce como jugo mezclado.®

2.2.2. Clarificacion

Luego de la molienda de la cafia de azUcar se procede al tratamiento y
clarificacion del jugo obtenido, cuyo principal objetivo consiste en remover todas
las impurezas soélidas del jugo al contenerlas mediante la sedimentacion, y ocurre
mediante los fosfatos de calcio que inician la formacion de flocs que acumulan
toda esta materia. Para llevar a cabo este proceso se inicia de la siguiente

manera;
2.2.2.1. Sulfitacion

El jugo mezclado se bombea hacia las torres de sulfitacién, en las cuales se le
dosificara anhidrido sulfuroso con solucion de cal (sacarato), se formara acido
sulfdrrico por la hidrélisis del jugo. Los sulfitos reduciran el color del jugo y a su vez
eliminard los precursores de color, también ayudara a disminuir la viscosidad de la
meladura.*

3 CENGICANA. El Cultivo de la cafia de aztcar en Guatemala. p. 320-322.
4 1bid. p. 334-335.



2.2.2.2. Alcalinizacién

Al salir el jugo de la torre de sulfitacién, inicia la formacién de flocs mediante la
reaccion quimica compleja entre el anion fosfato PO43- (al adicionar acido fosférico)
y el cation calcio Ca?* (al adicionar sacarato). En esta etapa, el jugo mezclado se
calienta hasta el punto de ebullicion del agua para que la reaccién ocurra. El aire
atrapado en el jugo se eliminard mediante la evaporacion flash con el fin de evitar
gue se formen burbujas con sedimentos.®

Los flocs al unirse con floculos secundarios y coagulos forman un lodo denso, lo
cual se denomina cachaza. Al ser mas densa que el jugo alcalizado precipita y
mediante bombas se succiona. Luego se filtra la cachaza para recuperar el jugo
contenido y se une con el jugo claro obtenido. El jugo clarificado posee una
concentracion de sdlidos suspendidos (brix) en el rango de 15— 18°Bx y pH alcalino,
lo cual evita la inversion de la sacarosa y mejora la recuperacion de la sacarosa.®

2.2.3. Evaporacion

“Luego de obtener el jugo claro se procede a la eliminacién del agua
contenida en el jugo mediante su evaporacion. La concentracion de los sélidos
disueltos (brix) aumenta en un rango entre 65— 67° Bx”’. La evaporacion del jugo
se realiza en evaporadores de multiple efecto y presiones de vacio, a fin obtener
un mayor control en la temperatura y una mejor economia de vapor. Al no trabajar
a temperaturas muy elevadas se evita la pérdida de azlcares, la formacion de

color y la caramelizaciéon del material.

Los evaporadores mas utilizados en Guatemala son los de concha y tubos y los de
pelicula ascendente tipo Roberts, donde este Ultimo se caracteriza por tener un
cuerpo cilindrico vertical con dos placas tubulares donde se encuentra la calandria
de tubos internos, este tipo de evaporador se caracteriza por lograr una buena
circulacion del jugo (Pérez, 2001).8

5 MCCABE, Warren. y SMITH, Julian. Operaciones basicas de ingenieria quimica. p. 336.
6 REIN, Peter. Ingenieria de la cafa de azUcar. pp. 338 - 340.

7 Ibid. p. 340.
8 SIMON PEREZ, Esther. Modelado y simulacién dinamica en ecosimpro de una estacion de
evaporacion de la industria azucarera. https://www.ecosimpro.com/wp-

content/uploads/2015/02/C01_08_es.pdf. Consulta: 01 de abril de 2020.
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Figura 1.

Evaporador tipo Roberts
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Fuente: SIMON PEREZ, Esther. Modelado y simulacién dinamica en ecosimpro de una estacion
de evaporacion de la industria azucarera. https://www.ecosimpro.com/wp-
content/uploads/2015/02/C01_08_es.pdf. Consulta: 01 de abril de 2020.

Al salir el jugo del dltimo efecto a ese material se le denomina meladura, el cual
posee una densidad elevada y una alta viscosidad. La meladura a su vez contiene
sélidos suspendidos que no sedimentan, por lo cual se realiza una clarificacién por
flotacion, donde inicialmente se parte de un tratamiento fisicoquimico que consiste
en la dosificacion de &cido fosférico, floculante y cal. Y luego, todas las impurezas
del material quedan unidos en una espuma, misma que se genera por medio de la
inyeccién de pequefias burbujas de aire que hacen ascender todos los flocs de

impurezas. Y finalmente decantar la meladura clarificada.®

2.2.4. Agotamiento de las mieles y desarrollo del cristal

Luego de que la meladura ya esta clarificada ingresa a tachos, los cuales

son los encargados de la coccion de la meladura y mieles que salen de las

® CENGICANA. El cultivo de la cafia de azicar en Guatemala. p. 340-343.
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centrifugas, a fin de formar cristales de azucar para su posterior centrifugacion,
secado y acondicionamiento. Estos equipos trabajan al vacio e involucran

procesos simultadneos de transferencia de calor y de masa.

Para fines de esta investigacion Unicamente se utilizaran los tachos para la

coccion y concentracion del material final.

Figura 2. Diagrama de bloques para la obtencion de azucar
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Fuente: elaboracion propia.

2.3. AzUcares invertidos

Estos azucares, glucosa y fructosa cuentan con un grupo carbonilo en su
estructura, mismo con el que reaccionan como oxidantes con otras moléculas
debido a la alta reactividad del doble enlace de oxigeno, he de ahi que se les
llame reductores. También se les conoce como azlcares invertidos porque estos
se obtienen a partir de la hidrdlisis acida o enzimatica de la sacarosa, que invierte

la rotacion de la solucion frente a la polarizacion de la luz.



Figura 3. Reaccion de hidrélisis enzimatica de la sacarosa.
CHOH "
P_D CH,OH GHOH CHAOH
- 0 INVERTASA 0 0
HO 3 (OH /N, HO
oH o] CH20H , + HO \Ju 150k
| 2 aH OH :
OH  oH OH OH
SACAROSA D-GLUCOSA D-FRUCTOSA

Fuente: ALLINGER, Norman., JHONSON, Carl. y LEBEL, Norman. Quimica orgénica. p. 984.

Su poder endulzante es mas alto que el de la sacarosa, y su poder

anticongelante también, por ende, no son azucares cristalizables.

2.3.1. Glucosa

La glucosa es un monosacarido que contiene 6 atomos de carbono, es decir una
hexosa. Al ubicarse este grupo hexosa al extremo de la molécula lo convierte a su
vez en una aldosa. A este monosacarido se le conoce también como D-
glucopiranosa, ya que su heterociclo formado es muy parecido al compuesto
heterociclico pirano.10

Figura 4. Estructura quimica de la glucosa

Fuente: THORNTON MORRISON, Robert. y NEILSON BOYD, Robert. Quimica orgénica.
p. 1292.

10 THORNTON MORRISON, Robert. y NEILSON BOYD, Robert. Quimica organica. p. 1 291 -1
295.



A la glucosa también se le conoce como dextrosa, porque en el plano de luz

polarizada esta gira hacia la derecha.

La glucosa es el monosacarido mas importante y abundante en la naturaleza,
ademas de ser la principal fuente de energia del cuerpo, esta circula en el torrente
sanguineo durante la digestion o bien es almacenada también como un glucégeno.
Ademas, también constituye uno de los principales productos en la fotosintesis y
energia en la respiracion celular. En resumen, la glucosa es la fuente de energia de
la mayor parte de los organismos heterétrofos mediante el proceso de glicélisis.1t

2.3.2. Fructosa

Este azlcar consiste en una cadena simple de seis carbonos, diferenciandose de
la glucosa en que la ubicacion del doble enlace con el oxigeno esta cerca al Gltimo
carbono de la cadena, en este caso reacciona el hidroxilo del carbono 5 con el
carbono 2 del grupo cetona, formando un heterociclo, al parecerse al compuesto
furano se le denomina también fructofuranosa.!?

Figura 5. Estructura quimica de la fructosa
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Fuente: ATKINS, Peter. Las moléculas de Atkins. p. 110.

Se le conoce también como levulosa y azucar de la fruta. El primer nombre
hace referencia a que en el plano de luz polarizada esta tiende a girar hacia la
izquierda (levogira), y el segundo es porque a mayor parte de ella se encuentra

en las frutas y verduras.

11 ATKINS, Peter. Las moléculas de Atkins. p. 111.
12 |bid. pp. 110 - 112.
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De los tres azlcares, la fructosa posee el sabor mas dulce, es alrededor de un 50%
mas dulce que la glucosa, y es mas soluble que la glucosa y sacarosa. Debido a su
alto poder edulcorante genera el menor impacto en los niveles de azlcar en la
sangre, sin embargo, la fructosa reduce la oxidacion de acidos grasos, por lo que
aumenta la sintesis de lipidos en el higado, generando con su consumo excesivo
una sobrecarga hepética e higado graso.!?

2.4, Sacarosa

La sacarosa es el disacarido resultante de la unidn quimica de dos
monosacaridos los cuales son glucosa y fructosa. La glucosa se encuentra en
forma de anillo de seis miembros (cinco carbonos y un oxigeno), es decir en
forma de piranosa, mientras que la fructosa se presenta como un anillo de 5

miembros (cuatro carbonos y un oxigeno), es decir similar a la furanosa.

“El enlace que los une es de tipo glucosidico, donde para la glucosa es el
enlace a, y para la fructosa el enlace B. Por tanto, la sacarosa es una
a-D-glucanopiranosa (1—2) B-D- fructofurandsido™. En la figura 7, se muestra
la estructura quimica de la sacarosa, que fue determinada mediante degradacién

y rayos X.

Figura 6. Estructura quimica de la sacarosa
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Fuente: ALLINGER, Norman., JHONSON, Carl. y LEBEL, Norman. Quimica organica. p. 984.

13 ATKINS, Peter. Las moléculas de Atkins. p. 110 - 112.
4 RAUTER, Amélia., VOGEL, Pierre. y QUENEAU, Yves. Carbohydrates in Sustainable
Development I. p. 80.
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La sacarosa no presenta mutarrotacion, no forma osazonas y no es reductora, ya
que los carbonos anoméricos de sus dos monosacaridos constituyentes se
encuentran unidos covalentemente con un enlace O-glucosidico, es decir que sus
grupos carbonilos se encuentran totalmente como acetal y cetal.1®

La sacarosa, comunmente conocida como azucar comercial, es utilizada en
los alimentos debido a su alto poder endulzante, se extrae principalmente de la
cafia de azucar, remolacha y maiz. Al llegar al estomago, sufre una hidrolisis
acida y una parte de la sacarosa ingerida se desdobla en sus componentes
glucosa y fructosa, el resto pasa al intestino delgado donde por medio de una

hidroélisis enzimatica se desdobla la sacarosa restante.

2.4.1. Inversion de la sacarosa

En términos quimicos, esto hace referencia al cambio en el sentido de la
rotacion de la luz polarizada de la sacarosa, pasando de dextrogira a levogira
para la obtencion de glucosa y fructosa. Por ello es por lo que a los

monosacaridos separados se les conoce como azUcares invertidos.

Estos cambios en la actividad éptica suelen lograrse por medio de la accion
hidrolitica &cida o enzimética.

2.4.1.1. Hidrolisis acida

La hidrdlisis &cida de la sacarosa puede realizarse utilizando cualquier acido
fuerte, en donde la velocidad de la inversion dependera basicamente del pHy la
temperatura y de la concentracion del jarabe a utilizar. Generalmente, para evitar
reacciones secundarias que generen pérdidas de azlcar se evitan temperaturas

mayores a 90 °C y pH inferiores a 2.

15 ALLINGER, Norman., JHONSON, Carl. y LEBEL, Norman. Quimica organica. p. 984.
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La reaccion de hidrolisis presenta una cinética de ler orden, como el tiempo
en la hidrolisis acida es mas pequefio, se requiere de un equipo de pequefias
dimensiones, porque al utilizar bajos pH y &cidos fuertes, la corrosividad es
bastante grande, por lo que se recomienda utilizar materiales mas nobles.

Se tiene que tomar en cuenta también cual sera el uso de la miel invertida,
por ejemplo, si se tiene destinado para una destileria, no es recomendable utilizar
acido clorhidrico, porque los cloruros generarian una corrosién en las columnas
de acero inoxidable, si se tiene destinado para alimentar al ganado, se debe evitar

utilizar acido sulftrico, ya que los sulfatos les provocarian diarrea

2.4.1.2. Hidroélisis enzimética

En la inversion enzimética de la sacarosa se utiliza como catalizador a la enzima
invertasa (EC 3.2.1.26), cuya especificidad es absoluta, la cual se encuentra en
varios microorganismos, especialmente en levaduras Saccharomyces cerevisiae,
ya que se ha demostrado que son buenos productores de la enzima mediante
fermentacion en cultivo sumergido.6

Las enzimas son catalizadores biologicos selectivos especificos, con una
alta eficiencia, donde sus actividades cataliticas se pueden regular de una
manera muy precisa. Estas proteinas se encargan de acelerar la velocidad de
una reaccion quimica, sin afectar su equilibrio, al contrario, alcanzan el equilibrio
mucho mas répido que una reaccion no catalizada. Las enzimas no se
transforman durante la reaccién, por lo que Unicamente pueden desnaturalizarse

por factores como temperaturas elevadas y pH’s muy bajos o altos.

La hidrdlisis enzimatica se da en el orden de reaccién de horas, sin embargo,
presenta mayores ventajas que la hidrélisis acida, por ejemplo, se evita la
degradacion de azlcar en el proceso al no existir reacciones secundarias, al utilizar

16 VEANA, Fabiola., DURON-VAZQUEZ, Ricardo., GUERRERO OLAZARAN, Martha., VIADER
SALVADO, José Maria., AGUILAR, Cristobal. y RODRIGUEZ HERRERA, Raldll. Invertasa del
género Aspergillus y su impacto biotecnolégico.
https://lwww.redalyc.org/pdf/620/62045307006.pdf. Consulta: 29 de marzo de 2020.
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enzimas el producto final se adecta a cualquier proposito que fuese destinado, caso
contrario de la hidrélisis acida en la que se necesita elegir el &cido y base adecuado
seguln su proposito final. También que ofrecen mayor ventaja en las condiciones de
reaccion como temperatura y pH, ya que ocurren en un intervalo entre 40y 60 °C y
en un rango de pH entre 4,0 y 8,0.%7

Figura 7. Influencia de la temperatura en la velocidad de inversion

enzimatica de la sacarosa

X 40°C
10F o so°c
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Fuente: COPERSUCAR. Processo de producéo de high test molasses. p. 3.

Se observa como la cinética de la reaccién se ve beneficiada con el aumento de
temperatura, sin embargo, para el caso de esta miel invertida que se encuentra a
55 °Bx y a una concentracién de 5,0 kg enzima/ ton miel, se debe evitar
temperaturas mayores a 60 °C durante la inversion de la sacarosa para que la
enzima no se desnaturalice, y durante la concentraciéon final del producto
temperaturas mayores de 90 °C para evitar que se pierda azlcar por reacciones
secundarias o bien destruir los azulcares reductores previamente formados.

La concentracion del material final es de gran influencia en la hidrélisis enzimatica,
ya que a mayor concentracion la velocidad de inversién es mas baja, y de 83 — 85°
Brix la actividad de la enzima practicamente cesa.!®

17 ROMERO VARGAS, Gissell Astrid. y REYES CUELLAR, Julia Constanza. Hidrélisis de
sacarosa por invertasa de Saccharomyces cerevisiae inmovilizada sobre nanoparticulas
magnéticas de ferrita de cobalto.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0120-
28122019000200115&Ing=en&nrm=iso&ting=es. Consulta: 06 de abril de 2020.

18 COPERSUCAR. Processo de producao de high test molasses. p. 3.
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2.5. Prueba de Fehling

La prueba de Fehling es una prueba orgénica capaz de detectar azUcares
reductores y aldehidos en solucion. Esta fue descrita por el quimico aleméan
Hermann Von Fehling. Sirve para afirmar la presencia de glucosa en la solucion
como sus derivados como la sacarosa y fructosa. La prueba consiste en dos
soluciones acuosas: la solucién A de Fehling es de sulfato Il de cobre, y la
solucion B de Fehling es la solucion alcalina de tartrato sédico, 2.3
dihidroxibutanodioato, mismas que se agregan en cantidades iguales en la

solucién a controlar.

Tras ocurrir la ebullicion de la solucion con Fehling pasa de un color azul a
un precipitado color rojo ladrillo, este se da por la oxidacion del acido y la

reduccion de la sal de cobre (1), a cobre (1), en medio alcalino.

Cabe resaltar que la reaccion se produce en un medio alcalino fuerte, por lo
que algunos compuestos no reductores como la fructosa que contiene cetonas
pueden enolizarse (transformarse en enol) a un aldehido dado un falso positivo.
Si reacciona con monosacaridos la coloracién de la solucion final se tornara

verdosa, mientras que si lo hace con disacaridos se tornara rojo ladrillo.

2.5.1. Métodos ICUMSA

Estos métodos analiticos se utilizan para la identificacion y determinacion
de azlcares reductores, azUcares reductores totales y sacarosa quimica en la
miel invertida final, con el objetivo de satisfacer un requerimiento comercial. Para
esto se utiliza el método volumétrico de Lane & Eynon, que consiste en encontrar
el volumen del titulante necesario para reducir un volumen conocido del reactivo

alcalino de cobre.
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El método consiste en tres titulaciones, donde el volumen gastado en la
Gltima titulacion dara la pauta de cuantos azucares reductores y azlcares

reductores totales contiene la muestra, expresado en porcentaje masa/masa.
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Variables

Para cumplir con los objetivos planteados, se definié las variables a utilizar

para dicha investigacion a escala laboratorio.

Tabla Il. Variables por utilizar a escala laboratorio
Variables Unidades | Constante | Variable

Grados Brix % X

Volumen de meladura L X
Volumen de jugo clarificado L X
Temperatura de trabajo °C X

Volumen de agua para preparacion de la L X

enzima

Concentracion de la enzima g/L X
pH - X
Pol % X

Tiempo de hidrdlisis enziméatica h X
AR % X
ART % X
Sacarosa quimica (SQ) % X
AT % X

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Delimitacion del campo de estudio

La investigacion y experimentacion se llevaron a cabo en las instalaciones
del Laboratorio de Control y Gestion de Calidad de Ingenio La Union. Esta
investigacion se enfoco en la hidrélisis enzimatica de la sacarosa, utilizando para
este caso la enzima invertasa. A dicha enzima se le analizé sus condiciones
Optimas de operacion, variando concentracion de la invertasa y concentracion,
temperatura y pH del sustrato, a fin de verificar si todas las anteriores son

influyentes en la cantidad recuperada de azlcares totales invertidos.

Se monitored la hidrélisis de la sacarosa a partir de la cuarta hora de
inversion y se finalizdé en la octava hora de inversién, luego se procedio a la
concentracion de esta en un rango de 80 — 83°Bx. Finalmente se realizé el conteo
de azucares reductores y azucares reductores totales obtenidos utilizando los
métodos ICUMSA GS4/ 3-3 (2007) e ICUMSA GS4/ 3-7 (2011), respectivamente.

Al determinar el arreglo experimental con la mayor cantidad de azucares

invertidos se procedio a realizar una propuesta de estandarizacion del proceso.

3.3. Recursos humanos disponibles
o Investigador: Marjeory Alejandra Micheo Navas
o Asesorado por: Ingeniera Quimica, Lisbeth Mariela Samayoa Bernal,

colegiada No. 2254.

o Profesionales de Ingenio La Unidn.
o Gerente Industrial: Ing. Elfego Arturo Bautista Sandoval
o Superintendente de Fabricacion: Ing. Mynor Rolando Estrada
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o Andlisis Externos: Operadores de Laboratorio de Control y Gestion
de la Calidad.
o) Operadores del &rea de evaporadores.

3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria, reactivos)

Se describen los requerimientos necesarios de materia prima, cristaleria y

reactivos con los que se llevo a cabo la experimentacion.

3.4.1. Materia prima

o Meladura

o Jugo Clarificado

. Invertasa

o Agua desmineralizada

3.4.2. Reactivos

. Acido Fosférico al 20 %

° EDTAal4 %

o Fehling Ay B

. Azul de metileno

. Acido clorhidrico al 10 %
. Acido clorhidrico al 6,34 N
. Acido clorhidrico al 0,5 %
. Fenoftaleina al 1 %

. Hidréxido de sodio al 2N

19



3.4.3. Instrumentos de medicion

Balanza analitica, marca Mettler Toledo, modelo ML204

Balanza semi — analitica, marca Mettler Toledo, modelo MS4002S
Refractometro de bolsillo, marca ATAGO, serie YS13530
Termometro digital, marca Traceable

Cronometro digital, marca Casio, modelo HS-3V-1

Potenciémetro, marca Multical, modelo WTW

Polarimetro de flujo continuo, marca Schmidt Haensch, serie 29791
Pipeta seroldgica de 5 mL

Pipeta volumétrica de 25 mL

Balones aforados de diferentes capacidades

Buretas de diferentes capacidades

3.4.4. Equipo auxiliar

Plancha de calentamiento y agitacibn magnética, marca IKA, modelo
C-MAG HS 7.

Agitador magnético.

Papel filtro de 0,85 pm.

Soporte universal.

Pinzas para Erlenmeyer.

Soportes para buretas.

Perlas de ebullicion.

3.4.5. Cristaleria

Beackers de diferentes capacidades
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o Varilla de agitacion

o Pizeta

o Gotero

o Vidrio de reloj
o Espatula

. Probetas de 100 mL

o Céapsulas
o Embudos
o Corchos de diferentes capacidades
o Erlenmeyers
3.4.6. Equipo de proteccion personal
o Botas industriales
o Lentes de proteccion
o Guantes de latex
. Bata
3.5. Técnica cualitativa o cuantitativa

Para estandarizar y establecer las condiciones 6ptimas de operacion de la
enzima invertasa se realizdé el andlisis cuantitativo de la concentracion de
invertasa optimo y grados brix, temperatura, Pol y pH de la mezcla inicial, en el
rango de 4 a 8 horas de inversion, como también la obtencion total de los
azucares invertidos. Como analisis cualitativo se llevd a cabo la prueba de
Fehling, esta al indicar presencia de azucares reductores pas6 de un color azul

a rojo ladrillo, dicho analisis se realiz6 mediante el método ICUMSA GS4/3-3
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(2007)"1° para los azucares reductores y el método “ICUMSA GS4/3-7 (2011),

para los azucares reductores totales.

3.5.1. Medicion de grados brix

Se describe el procedimiento para la medicién de grados brix, utilizando el

refractdmetro de bolsillo marca ATAGO.

3.5.1.1. Procedimiento
o Se lavé el prisma del refractémetro con abundante agua desmineralizada
y se seco.
o Se agreg6 agua desmineralizada hasta cubrir el prismay se comprobo que

diera una lectura de cero.
o Se agregd cada una de las mezclas iniciales hasta cubrir el prisma, luego

se tapO y toma la lectura de brix.

3.5.2. Medicién de Pol

Ae describe el procedimiento para la medicion de pol, utilizando el

polarimetro de flujo marca Schmidt Haensch.

3.5.2.1. Procedimiento
o Se realiz6 la disolucion 1:1 de mezclas iniciales / agua en beacker de
100mL.
o Se agito para obtener una mezcla homogénea.

19 ICUMSA. Libro de métodos 2007. https://www.yumpu.com/es/document/view/395788/libro-de-
metodos-icumsa-2007. Consulta: 20 de abril de 2020.
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o Se dejo enfriar a 20 + 2 °C.
o Se peso6 26g de muestra en la capsula y luego se traslado a un balén de

100 mL y se aforo.

o Se coloco un corcho en la boquilla del balén y se agito.

o Se trasladd la muestra a beaker de 100mL y se le agregé 1 gramo de
octapol.

o Se agit6 hasta que el octapol se disolvi6 completamente.

o Se filtr6 la mezcla con papel filtro de 0,85 pum.

o Se traslado la muestra al polarimetro de flujo continuo y se tomo la lectura
de Pol.

3.5.3. Medicion de azucares reductores

Luego de que la miel invertida se concentr6 en un rango de 80 — 83°Brix, se
procedié al conteo de azlcares reductores y azucares reductores totales
obtenidos, mediante los métodos ICUMSA GS4/3-3 (2007) e ICUMSA GS4/3-7
(2011). Al tener dichos valores se procedié a determinar la cantidad de sacarosa
quimica obtenida por medio de la diferencia de azucares reductores totales y
azucares reductores, multiplicada por 0,95, luego se determiné el porcentaje de
azucares totales encontrados con la suma de la sacarosa quimica obtenida y los

azucares reductores.
3.5.3.1. Método ICUMSA GS4/3-3 (2007)
Este método determina los azlicares reductores contenidos en miel de cafia

invertida y ciertos jarabes refinados con el procedimiento de volumen constante,

gue procedio de la siguiente forma:
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Para el titulante se agregd 8g de miel invertida en una capsula y se afiadié
agua desmineralizada a manera de disolver la muestra.

Se trasvaso la solucién a un balén de 200 mL, se aford y agitd hasta
homogeneizar la solucion.

Se tomo6 una alicuota de 100 mL de muestra y se trasvaso a un balon
aforado de 250 mL y se guardd el resto de muestra para el método
ICUMSA GS4/ 3-7 (2011).

Se agreg6 al balén 15 mL de EDTA al 4 %, luego se afor6 a 250 mL y se
homogeneizo.

Para el analito se prepararon 3 erlenmeyers con 20 mL de Fehling Ay B
cada uno.

Se agreg6 una cucharadita de perlas de ebullicion y un magneto a cada
Erlenmeyer.

Se preparé una bureta de agua y otra con la solucion.

Se calentd la plancha a 70 °C.

3.5.3.1.1. Primera titulacion

Se colocé un erlenmeyer en la plancha caliente y se agit

Se titul6 10 mL de la muestra y se detuvo la agitacion al iniciar ebullicion y
presenciar un cambio de color en el analito de azul a rojo ladrillo.

Se agreg6 4 gotas de azul de metileno.

Se inicié de nuevo la agitacion y se tituldé la muestra con un goteo mas
lento hasta que se observé de nuevo un cambio de color de azul a rojo
ladrillo.

Se anot6 el volumen gastado y se quito el erlenmeyer de la plancha con
ayuda de unas pinzas.

Se neutralizé la solucién contenida en el erlenmeyer con acido clorhidrico

(HCL) al 10 %, y se afiadi6 agua hasta lavarse.
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o Finalmente, con un colador se retuvieron las perlas de ebullicién y el

magneto.

3.5.3.1.2. Segunda titulacion

o Se aforé nuevamente la bureta con muestra y se afiadié al siguiente

erlenmeyer el volumen de agua determinado por la siguiente ecuacion:

Vagua2 = (V1 + VFehling — FI1) (Ecuacion No.1)

Donde:

Vagua2 = volumen de agua para titulacion 2 (mL).
V1 = volumen gastado en titulacién 1 (mL).
VFehling = volumen afiadido de Fehling Ay B (mL).
FI1 = factor ICUMSA 1 para 2da titulacion (73).

o El volumen de muestra por agregar en el erlenmeyer se determiné con la

siguiente ecuacion:
Vmuestra =V1 —2mlL (Ecuacioén No.2)
Donde:

Vmuestra = volumen de agua para titulacion 2 (mL).

V1 = volumen gastado en titulacién 1 (mL).

o Se detuvo la agitacién al iniciar ebulliciébn observar cambio de color de azul
a rojo ladrillo.
o Se cronometraron 2 minutos y luego se afiadi6 4 gotas de azul de metileno.
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o Se agitd la muestra y se titulé hasta observar nuevamente un cambio de

color.
o Se anoto el volumen gastado.
o Se neutralizé la solucion contenida en el erlenmeyer con acido clorhidrico

(HCL) al 10 %, y se afiadié agua hasta lavarse.

o Finalmente, con un colador se retuvieron las perlas de ebullicion y el
magneto.
3.5.3.1.3. Tercera titulacion
o Se aforé nuevamente la bureta de agua y la de mezcla
o Se afiadio al siguiente erlenmeyer la cantidad de agua determinado en la

siguiente ecuacion:

Vagua3 = (V2 + VFehling — FI2) (Ecuacion No.3)

Donde:

Vagua3 = volumen de agua para titulacion 3 (mL).
V2 = volumen gastado en titulacién 2 (mL).
VFehling = volumen afiadido de Fehling Ay B (mL).
FI2 = factor ICUMSA 2 para 3era titulacion (74,5).

o Para el volumen de muestra a agregar se aplicé la siguiente ecuacion:

Vmuestra =V2 — 1mlL (Ecuacion No.4)

Donde:
Vmuestra = volumen de agua para titulacion 2 (mL).
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V2 = volumen gastado en titulacion 2 (mL).

o Se detuvo la agitacion, al iniciar la ebullicion y observar un cambio de color
de azul a rojo ladrillo.

o Se cronometrd 2 minutos y luego se afiadio 4 gotas de azul de metileno.

o Se continud con la agitacién y se tituld hasta observar nuevamente un
cambio de color.

o Se anoto el volumen gastado.

o Se neutralizé la solucion contenida en el erlenmeyer con &cido clorhidrico
(HCL) al 10 %, y se afiadi6 agua hasta lavarse.

o Finalmente, con un colador se retuvieron las perlas de ebullicion y el

magneto.

El volumen gastado en la 3era titulacion es el que se utilizo para determinar

los azucares reductores obtenidos, empleando la siguiente ecuacion:

10,000%F

%AR - T*C

(Ecuacion No. 5)

Donde:

%AR = porcentaje de azUcares reductores (%).
F = factor de sacarosa

T = volumen gastado en titulacién 3 (mL).

C = concentracion de la muestra en solucion (g/L).
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Tabla lll. Factores de sacarosa

g de sacarosa presente en

volumen final de titulacion Factor (F)
0,0 1,000
0,5 0,988
1,0 0,975
2,0 0,950
3,0 0,934
4,0 0,917
5,0 0,906
6,0 0,894
7,0 0,884
8,0 0,874
9,0 0,865
10,0 0,856

Fuente: elaboracion propia, empleando el Método ICUMSA GS4/ 3-3 (2007).

3.5.3.2. Método ICUMSA GS4/3-7 (2011)

Este método determina los azUcares reductores totales contenidos en miel
de cafa invertida y ciertos jarabes refinados con el procedimiento de volumen

constante, que procedio de la siguiente forma:
o De la solucion inicial preparada en el método ICUMSA GS4/3-3 (2007), se

tomo una alicuota de 25 mL de muestra y se trasvaso a un balén aforado
de 250 mL.
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o En el mismo baldn se agregd 5 mL de HCL al 6,34 % y se traslado6 a bafio

maria a 60 °C.

o Se agitd la muestra por 3 minutos hasta homogeneizar la muestra.
o Se dejo reposar la muestra por 12 minutos en bafio maria.
o Se enfrié la muestra a 20 +2 °C y luego en el mismo baléon se afiadié 95mL

de agua desmineralizada y 3 gotas de fenolftaleina al 1,0 %.

o En el mismo balén se afiadié de gota en gota NaOH al 2N hasta que la
muestra se torné de color rojo.

o Luego se afiadio de gota en gota HCI al 0,5 % hasta desvanecer el color.

o Por ultimo, se agreg6 en el balén 2 mL de EDTA al 4,0 % y se aforé.

El procedimiento de las titulaciones se realiz6 de la misma forma que en el
método ICUMSA GS4/3-3 (2007). Los azucares reductores totales obtenidos se

determinaron mediante la siguiente ecuacion:

1000

%ART = T

(Ecuacion No.6)

Donde:
%ART = azlcares reductores totales (%)
C = concentracion de la solucion sometida a ensayo de miel (g/100 mL).

T = volumen gastado en titulacién 3 (mL)

Luego, se determind la sacarosa quimica obtenida mediante la siguiente

ecuacion:

SQ = (ART — AR) % 0,95 (Ecuacién No.7)
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Donde:
SQ = sacarosa quimica (%)
ART = azucares reductores totales (%)

AR = azucares reductores (%)

Finalmente se determinaron los azUicares totales obtenidos mediante la

siguiente ecuacion:
%AT = AR + SQ (Ecuaciéon No.8)
Donde:
%AT = azUcares totales obtenidos (%)
AR = azlcares reductores (%)
SQ = sacarosa quimica (%)

3.6. Recoleccién y ordenamiento de datos

A continuacion, se describe el andlisis utilizado en cada una de las variables

experimentales.

3.6.1. Analisis de grados Brix

La meladura se tomo de la salida del vaso melador, que se encuentra en un

rango de operacion estandar entre 60 — 66 °Bx.

Se verifico si realmente es influyente el brix en términos del Pol obtenido a
lo largo del tiempo de hidrélisis. Para disminuir el brix de la mezcla inicial ya sea
a 55 o 60 °Bx, se dosificé jugo claro, que trabaja en un rango de operacion

estandar entre 11 — 14 °Bx.
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o El refractometro de bolsillo, marca ATAGO, serie YS13530., esta disefiado
para la medicion de brix en muestras de hasta 100 °C y 93 °Bx, por lo que

no fue necesario realizar una dilucion de la muestra ni enfriarla.

3.6.2. Concentraciéon de la enzima invertasa

A condiciones estandar de fabrica se le afladen 20 kg de invertasa (lo
equivalente a 1 saco), diluida en agua potable, a 40 000 galones de mezcla inicial,
lo cual representa a escala laboratorio a 0,066g de invertasa por 500 mililitros de
mezcla inicial, se estudio el efecto del Pol en la hidrdlisis enzimatica al trabajar
con diferentes concentraciones de invertasa. Se procedid6 a trabajar a
concentraciones de 0,80 y 1 saco, que equivale a (0,053 y 0,066), g invertasa en

500 mililitros de mezcla inicial.

3.6.3. Anadlisis de temperatura de la mezcla inicial

Al obtener la mezcla inicial de meladura — jugo claro al brix deseado, se
procedio a evaluar el impacto de la temperatura en la hidrélisis enzimatica de la
sacarosa, misma que a condiciones estandar se trabaja a 50 °C, por lo que se

procedi6 a trabajar a temperaturas de 50 y 55 °C.
3.6.4. Andlisis de pH
El pH estandar utilizado en el procedimiento es de 5,5, y se procedi6 a
evaluar el Pol obtenido en funcién de la variacién de pH, siendo estos fijados en

5,5y 6,0 porque al determinarse que no fuese influyente esto representaria un

ahorro en el flujo volumétrico de acido fosforico a utilizar.
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3.7. Tabulacidn, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Debido a que el nimero de combinaciones posibles es elevado al tener
multiples variables con distintos valores se eligio utilizar un disefio factorial de
Plackett-Burman, que reduce y fracciona el niumero estricto de ensayos, mismo
gue cubre todas las posibles combinaciones siendo estas menos sensibles a los

factores aleatorios (o ruidos).

Se analizé cuatro variables con dos valores de incidencia cada uno,
haciendo un total de dos repeticiones, para ello se acomodo el arreglo de matriz
ortogonal (24). Este arreglo se utiliz6 para cada concentracién de sustrato
planteado, se procedio a controlar las horas de inversion propuestas y al cumplir
dichas horas se inicié con la concentracion del sustrato a temperaturas altas, no
mayores de 90 °C, para evitar reacciones secundarias, hasta que finalmente
alcanzo un brix entre 80 — 83°BX, para desnaturalizar la enzima y asi analizar los

azucares reductores y totales obtenidos en funcién del tiempo.

Tabla IV. Variables y valores por utilizar en cada mezcla inicial

Variables Valores
1 2
Temperatura (°C) 50 55
Concentracion invertasa (g/ L muestra) 0,053 0,066
Brix 55 60
pH 55 6

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla V. Matriz ortogonal resultante

Factores asignados

No. Temperatura Concentracion de la Brix
experimentos (°C) invertasa (g enzima/ inicial
0,5L muestra)

2

OO |N|O|O1B[WIN|F-

|_\

o
RIRIRRINENNRIN RN R R RINNNNN R R R R R RN NN NN N
RINNNNRRRINERINN RN R [R (NP (NR (R RN R (RN RN R[N N
RINNRIRINRRRRIN R R RPN NININ N R R (N[RN[R (NN

Fuente: elaboracion propia.
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3.7.1. Procesamiento de la informacion

A continuacién, se muestra el resultado de la matriz ortogonal obtenida

utilizando el disefo factorial de Plackett-Burman.

Tabla VI. Sustitucion de datos en matriz ortogonal resultante
No. Temperatura | Concentracién enzima (g | Brix pH
(°C) enzima/ 0,5L muestra)

1 55 0,066 60 55
2 55 0,066 60 55
3 55 0,066 55 6,0
4 55 0,053 60 6,0
5 55 0,066 55 6,0
6 55 0,053 60 55
7 50 0,066 55 6,0
8 50 0,053 55 6,0
9 50 0,053 60 6,0
10 50 0,066 60 55
11 50 0,053 60 55
12 50 0,053 60 6,0
13 55 0,053 60 6,0
14 55 0,066 60 6,0
15 55 0,053 60 55
16 55 0,066 60 6,0
17 55 0,053 55 6,0
18 50 0,053 55 55
19 50 0,066 55 6,0
20 50 0,053 55 55
21 55 0,066 55 55
22 50 0,066 60 55
23 55 0,053 55 6,0
24 50 0,066 55 5,5
25 55 0,053 55 55
26 55 0,053 55 55
27 50 0,053 60 55
28 55 0,066 55 55
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Continuacion de la tabla VI.

29 50 0,066 55 5,5
30 50 0,066 60 6,0
31 50 0,066 60 6,0
32 50 0,053 55 6,0

Fuente: elaboracion propia.

Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de hidrolisis enziméatica a
escala laboratorio

‘ INICIO

Verificar parametros
de operacion de
meladura de fabrica

Preparar Brix: 55y 60°Bx

muestras a pH:55y 6
escala laboratorio Temperatura
en beakers de hidrolisis: 50°C y
500 mL 55°C.

Trasladar beakers
a planchas de
calentamiento y
agitacion

L]

Agregar
concentracion de
invertasa a la muestra
e iniciar con el conteo
del tiempo de
inversion de la
sacarosa

L]

Cubrir el beaker
con aluminio para
evitar pérdidas de

vapor

L]

Controlar la
temperatura de
hidrolisis

K1
A

Mix 1 (0.053g
invertasa/0.5L)
Mix 2 (0.066g

invertasa/0.5L)
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Continuacioén de la figura 8.

clnicio la
cuarta hora de
inversion?

Si
Y

Medir pol de la
solucién cada
hora hasta llegar a
la octava hora de
inversion

Y

¢Se llegd
a la 8va hora de
inversion?

Si
Y

Retirar el papel
aluminio y
concentrar la
mezcla

v

Al llegar a un
rango de
81-83°Bx quitar de
la plancha, enfriar
y guardar.

FIN

NO—ps-

Esperar y preparar
cristaleria
necesaria para
medicion de pol.

NO—p|

Esperar

Concentrar en
un rango de
65°C>T<120°C

Fuente: elaboracion propia, empleando Visio 2019.

3.8. Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realizara mediante métodos gréficos y

estadisticos, en los cuales se podran determinar las condiciones Optimas de

operacion de la enzima, como también identificar las variables mas influyentes
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para la mayor obtencion de azlcares invertidos, y finalmente realizar una

propuesta de estandarizacion del procedimiento.
3.8.1. Analisis de un disefio factorial
El andlisis del disefio factorial se llevara a cabo mediante el programa

estadistico Minitab 17, mismo que analizara todas las combinaciones posibles

para el disefio factorial de Plackett-Burman (24).

3.8.2. Programas para utilizar en el analisis de datos
o Microsoft Excel 2016, en la realizacion de los calculos, graficas y analisis
de varianza ANOVA.
o Microsoft Word 2016, en la edicion y redaccion de la interpretacion de
datos.
o Minitab 19, para analisis estadisticos.
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4. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del disefio
experimental con relacion a la determinacion de las condiciones Optimas del

proceso de hidrolisis enzimatica de la sacarosa a escala laboratorio.

4.1. Determinar que arreglo factorial obtiene mayor rendimiento

hidrolitico de azUcares reductores totales

En la Tabla VII se muestran los arreglos factoriales con mayor rendimiento

hidrolitico, luego de realizadas las 32 corridas experimentales.

Tabla VII. Arreglos factoriales resultantes con mayor rendimiento
hidrolitico de azucares reductores totales a las
concentraciones de 0,053 y 0,066 (g/ 0,5 L muestra)

respectivamente

No. Temperatura | Concentra- | Brix | pH Pol Tiempo SQ %AT
Corrida (°C) cion enzima | (°Bx) final | inversion
(9/0,5L (h)
muestra)
26 55 0,053 55 | 55| 10,4 8,0 24,3 70,6
29 50 0,066 55 | 5,5 | 5,02 7,0 3,22 76,8

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Elaborar una correlacidén que se ajuste a la tendencia de azUcares

reductores totales en funcién del Pol de la solucion

En la figura 9 se muestra la tendencia lineal del porcentaje de azucares

reductores totales en funcion del pol final de la solucién invertida.

Figura 9. Grafica de tendencia de azlcares reductores totales en

funcién del Pol de la solucién

e s 122837
| R-Sq 90.0%
% R-Sqladj)  89.7%
75.0
72.5
-
<
2 70.0
67.5
65.0
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Pol Final
Color Ecuacion Rango R2
%AT = 78,8 — 0,794PF [5,02 — 18,1] Pol 90,0 %

Fuente: elaboracion propia, empleando Minitab 17.
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4.3, Evaluar mediante un disefo factorial lainfluencia de cada factor de

operacion en funcion de los azucares reductores totales obtenidos

Utilizando el Diagrama de Pareto se determind cuéles de los factores eran

influyentes para la obtencidén de azucares reductores totales obtenidos.

Figura 10. Diagrama de Pareto para la determinacion de la influencia
de cada factor en funcién de los azlucares reductores

totales obtenidos

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is %AT; o = 0.05)

Term
Factor Name
A Temperatura
B B Concentracién enzima
C Brix
D pH

0 2 4 6 8 10 12
Standardized Effect

Fuente: elaboracién propia, empleando Minitab 17.

41



Figura 11. Factores estadisticamente significativos en funcion de los

azucares reductores totales obtenidos

Normal Plot of the Standardized Effects

99

95
90

80
70
60
50
40
30

20

Percent

mD
10

-5.0 el3) 0.0

(response is %AT; a = 0.05)

Effect Type
@ Not Significant
m Significant

Factor Name
mB A Temperatura
B Concentracién enzima
C Brix
D

mA pH

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

Standardized Effect

Fuente:

Tabla VIII.

elaboracién propia, empleando Minitab 17.

Resultado de las pruebas de hipotesis

Coded Coefficients

Term

Constant

Temperatura
Concentracidn enzima
Brix

rH

Effect Coef G5SE Coef T-Valus P-Valus VIF
T0.057 0.272 257.20 0.00a0

1.245 0.623 0.272 2.29 0.030 1.00

6.166 3.083 0.272 11.32 0.000 1.00

-0.0% -0.043 0.272 -0.18 0.2g2 1.00

-3.034 -1.517 0.272 -5.57 0.000 1.00

Fuente:

elaboracién propia, empleando Minitab 17.
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4.4. Elaborar una documentacion que contenga el procedimiento del

proceso de hidrolisis enziméatica a nivel laboratorio

En la tabla IX se describe el instructivo para el proceso de hidrolisis

enzimatica a nivel laboratorio.

Tabla IX. Instructivo de operacion, pagina 1
Codigo: U-I-PE-
LOGO DE LA | Instructivo de Operacion produccion de High Test Fecha: LAB
COMPANIA Molasses HTM a escala laboratorio Ed.icic')n' 01
Pagina 1/4
Proceso: Subproceso: Operacion: produccién de
Produccion de Recuperacion P P
HTM
Edulcorantes Sacarosa

Objetivo general: estandarizar la operacion de produccién de HTM a escala laboratorio
y verificar que cumpla con los requerimientos de calidad.

Procedimiento high test molasses (HTM) a escala laboratorio

DESARROLLO
La meladura clarificada es preparada para tener las condiciones ideales de temperatura
y acidez al realizar la inversién de la misma, por medio de la hidrélisis de la sacarosa
en fructosa y glucosa. Luego, se concentra la meladura invertida hasta el brix
requerido. Seguidamente, el HTM debe pesarse por medio de la balanza analitica y
finalmente esperar a que se enfrie para ser almacenada.
Parametros de operacion

1 | Temperatura de lechada de invertasa: 50-60 °C

2 | Temperatura de inversién: 50-60 °C

3 |pHinversién: 5,5

4 | Horas de inversion: 7-8h
Brix refractométrico de

5 | concentracién: 83°Bx
Temperatura enfriado de HTM:

6 |25°C
Equipo

1 | Polarimetro de flujo continuo, marca: Schmidt Haensch, serie: 29791

1 | Plancha de calentamiento, marca: IKA, serie: C-MAG HS 7

1 |Balanza semi analitica, marca: Mettler Toledo, serie: MS4002S

1 |Balanza analitica, marca: Mettler Toledo, serie: ML204

1 | Potenciémetro, marca: MultiCal

1 | Refractometro, serie: YS13530

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 12.

Instructivo de operacion, pagina 2

LOGO DE LA COMPANIA

Instructivo de operacién produccion de High Test Molasses
HTM a escala laboratorio

Cédigo: U-I-PE-LAB

Fecha:

Edicion: 01

Pagina 2/4

Proceso: Produccion de
Edulcorantes

Subproceso: Recuperacion

Operacion: produccion de HTM
Sacarosa

Secuencia de
No. operacion Puntos Clave -(Cémo)- Razone; e Responsable llustraciones
. qué)-
(Qué)
1 Preparaciéon de muestra de meladura a invertir
Se procede también
Tomar al menos 1 L de a tomar muestra de
Tomar muestra meladura del toma jugo clarificado para
11 de meladuray muestra ubicado a la regular el pH de la Analista de
) jugo clarificado salida del 5to efecto y meladura si en dado laboratorio
de fabrica 0,5 L de jugo clarificado y caso esta llega a
trasladarlo al laboratorio estar con pH mayor
al requerido.
Trasvasar muestra de
meladura a un beaker de
1 000 mL y colocarlo en
una plancha de agitaciony | Para cuantificar la ’
1.2 Medir pH calentamiento a 50 °C, acidez de la Analista (je
. : laboratorio
luego introducir el muestra.
electrodo del
potenciémetro en la
muestra.
Si la lectura de pH fue Se aumenta la
mayor a 5,5, aumentar la | agitacion para lograr
agitacion y dosificar una mezcla .
~ ) . Analista de
1.3 Regular pH pequeiias cantidades de | homogénea y que la .
- i laboratorio
jugo clarificado hasta lectura de pH de la
llegar al pardametro de muestra sea
calidad solicitado. confiable.
Dosificar la cantidad de
enzima segun la escala
gue se utilice a nivel
fabrica y diluirla en agua. Para preparar la
- P - * | lechada de invertasa
Preparacién Si se utiliza 1 saco de ) Analista d
14 lechada de enzima por 40 000 gal necesaria para nalista e
) - I convertir de laboratorio
invertasa mezcla, utilizar en .
- c7 sacarosa a azucares
laboratorio la dilucion de reductores
0,0669g enzima en 2mL .
agua, para 1L de
muestra.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13.

Instructivo de operacion, pagina 3

LOGO DE LA
COMPARIA

Instructivo de operacion produccioén de High Test Molasses
HTM a escala laboratorio

Cédigo: U-I-PE-LAB

Fecha:

Edicion: 01

Péagina 3/4

Proceso: Produccion
de edulcorantes

Subproceso: Recuperacion
sacarosa

Operacion: produccion de HTM

llustraciones

Secuenciade
No. operacion Puntos clave -(C6mo)- Razone§ Responsable
. -(Por qué)-
(Qué)
2 | Operacién
Introducir la lechada de Para iniciar la
21 invertasa preparada inversion de la Analista c_ie
' previamente en la muestra muestra laboratorio
de meladura, anotar la hora. )
Muestra en
etapa de Dejar una velocidad media
- inversién . de agltamon_a_la P_ara evitar que se Analista de
. emperatura solicitada, pierda material por laboratorio
luego cubrir el beaker de evaporacion.
muestra con aluminio.
Pasadas las 5 horas de
inversion iniciar a tomar Analista de
23 cada hora, una alicuota de laboratorio
muestra en relaciéon 1:1y
homogeneizarla.
De la alicuota anterior
tomar 26 g de muestra en
una capsula de aluminio, .
2.4 luego depositarlo en un ,IAnahsta c_ie
. . aboratorio
Lectura de bal6n aforado_de 100 mL, Para parametrizar
Pol aforar y_agltar hasta el valor de pol real
homogeneizar la muestra. en la muestra
Trasladarlo a un beaker de
25 250 mL y agregar 1 g de Analista de
' octapol hasta que este se laboratorio
disuelva completamente.
Filtrar muestra con papel
2.6 trasIafllcliti;(r)lct1 2I0|;2rlsarimé¥ro de Analista c_ie
: . laboratorio
flujo continuo para la
medicion de pol y anotarlo.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 14. Instructivo de operacion, pagina 4

Cédigo: U-I-PE-LAB

LOGO DE LA Instructivo de operaciéon produccién de High Test Molasses | Fecha:
COMPANIA HTM a escala laboratorio Edicion: 01
Péagina 4/4
Proceso: Produccion de | Subproceso: Recuperacion o -
edulcorantes sacarosa Operacion: produccion de HTM
No. SERIEEIEGEE Puntos Clave -(Cémo)- REHILED

Responsable llustraciones

operacion (Qué) -(Por qué)-

Para garantizar

Realizar lecturas de pol en un mayor '
2,7 Lectura de Pol la muestra hasta queptenga porc_er_ntaje de Analista d_e
un pol menor a 7. rendlr’plemo en Laboratorio
azlcares
reductores.
Luego de llegar al pol Para garantizar
requerido, se procede a una correcta

concentrar la muestra, para | concentracion de
lo cual se coloca el beacker la muestra sin
en una plancha con temperaturas

2,8 Concentracién agitacion constante, se mayores a 90 °C Analista de
de lamuestra eleva la temperatura de para evitar Laboratorio
80-85 °C y se monitorea el destruir los
brix con el refractometro de azucares
bolsillo hasta llegar a reductores
81-83 °Bx. formados.
Trasladar a un recipiente
con tapa (con peso
Pesai conocido) la miel invertiday | Para determinar
esaje y ; ’
29 | envasado de la proceder a pf—:‘_sarla conuna | la Ig cz_intlda_d de Analista qe
’ balanza analitica. Restando miel invertida Laboratorio
muestra o )
el peso del recipiente y tapa obtenida.

para determinar Unicamente
el peso de la miel.

Para garantizar

. que la miel
N Enfriar la muestra a . .
Enfriamiento y temperatura ambiente invertida no se Analista de
2,10 | almacenaje de p Y siga )
luego almacenarla en un Laboratorio
la muestra concentrando al
lugar fresco.
tener elevadas
temperaturas.
Para garantizar
Luego de tener la miel que la miel
invertida a temperatura invertida se
Pruebas de ) .
ambiente se procede a encuentre entre Analista de
2,11 control de . P o .
calidad realizar los analisis los rangos de % Laboratorio
correspondientes a la AT, cenizas, pol

calidad del producto. correspondientes

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El objetivo de este disefio de investigacion consiste en la estandarizacién
del proceso de produccién de miel invertida, a las condiciones 6ptimas de la
enzima invertasa, a fin de aprovechar al maximo su actividad en la hidrdlisis

enzimatica.

Este proceso se realizd a escala laboratorio para lograr condiciones de
trabajo mas controladas, sin embargo, se realizo la relacion de conversion de la
concentracion de enzima y meladura utilizadas a escala fabrica para su posterior

replicacion.

Por medio del disefio factorial de Plackett-Burman se determiné que el
namero de ensayos estadisticamente representativos para las 4 variables
(temperatura, concentracion enzima, brix, pH), y 2 valores era de 16, con una

repeticion, para dar un total de 32 ensayos.

En la tabla VII, se encuentran los arreglos factoriales resultantes con mayor
rendimiento de azlcares totales finales, a las diferentes concentraciones de
enzima utilizadas, en esta se observé que la concentracion de enzima es uno de
los factores mas significativos para la recuperacién de azlcares totales, puesto
gue, en el ensayo 29 se trabajé con una menor interaccion de calor con respecto
al ensayo 26, y a pesar de ello, el tiempo de inversién concluyé una hora antes 'y
recuperando un 6,19 % mas de azlcares. Se observo que para ambos ensayos

se obtuvo mejores resultados utilizando un pH de 5,5.
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Para que una muestra de miel invertida sea aceptada, esta debe estar en
un rango de 80 — 83 °Bx y un porcentaje de AT =70 %, en la tabla VII se observé
que Unicamente las corridas realizadas con una concentracion de enzima de
0,066 g/0,5L muestra, se encuentran en el limite permisible de porcentaje de
azucares totales al utilizar un pH de 6, y se podria evaluar el economizar el uso
del &cido fosforico en la preparacion del material a invertir, o bien, trabajar con la
misma dosificacion de acido pero a su vez, asegurar el cumplimiento del

requerimiento de azUlcares totales en el producto final.

En esta misma tabla se observé que en las corridas donde se utilizé la
concentracion menor de enzima, Unicamente cumplen con la especificacion de
azucares totales aquellas en las cuales se dosific6 mayor cantidad de acido
fosforico y utiliz6 mayor temperatura, por o que no se recomienda trabajar con
esta concentracion de enzima, porque se compromete mucho la calidad del
producto al no cumplir con los requerimientos solicitados, adicionalmente que la

temperatura es un factor dificil de controlar y mantener constante.

En la figura 9, se encuentra la tendencia de azlcares reductores totales en
funcion del Pol de la solucién, en ella se observa un comportamiento
inversamente proporcional, es decir que, a menor valor de Pol en la muestra,
mayor porcentaje de azucares totales se obtendra. Se analizé que con valores
de Pol en el rango de 7 a 10, el porcentaje de azUcares totales se encuentra

dentro de la especificacion requerida (AT = 70 %).

El valor de S representa la desviacién estandar, la cual indica que tan
dispersos se encuentran los datos alrededor de la media, para este modelo, se
obtuvo una desviacion de 1,23 es decir, bastante ajustados al valor promedio.
También se observo que el modelo se ajusta bastante bien a los datos, dado que

obtuvo un valor de R? de 90,0 %, por ende, el modelo predice con
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bastante precision el porcentaje de azlcares totales obtenidos en el rango de
5,02 - 18,1 Pol.

El objetivo principal de esta gréfica fue proporcionar un modelo que
predijera con bastante precision el valor del porcentaje de azlcares totales
obtenidos en la mezcla que se esta invirtiendo, y asi garantizar que esta cumplira
con las especificaciones requeridas y a su vez, reducir el tiempo de inversion al
saber que ya se encuentra dentro del rango, sin necesidad de esperar los

resultados que proporcionen los métodos ICUMSA.

En la figura 10, se determind la influencia de cada factor de operacion
(temperatura, brix, pH, concentracion de enzima) en funcion de los azlcares
totales obtenidos, por medio de un diagrama de Pareto, que muestra los valores
absolutos de los efectos estandarizados, desde el efecto mas influyente hasta el
menos influyente, dicho diagrama muestra una linea de referencia brindada por
el nivel de significancia estadistica, lo que indica que los factores ubicados antes
de esta linea de referencia, no son estadisticamente significativos en el nivel de
0,05, en este caso el Unico factor que resultdé no significativo fue el brix, esto
indica que la concentracion de grados brix que obtenga la muestra a invertir, no

afecta en el porcentaje de azlcares totales que se puedan obtener.

Otro factor que resultd6 minimamente significativo fue la temperatura,
porque se encuentra cerca de la linea de referencia, la cual se comprobé que fue
influyente Unicamente en las corridas realizadas a menor concentracion de
enzima, puesto que, al utilizar la concentracion mayor de enzima, la temperatura
no fue influyente en el resultado. Dicho diagrama ubicé como los factores mas
influyentes para la obtencion de azucares totales a la concentracion utilizada de

enzimay al pH.
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En la figura 11, se encuentra la grafica normal de los efectos
estandarizados, y se encuentran las probabilidades o porcentajes en funcion de

los efectos estandarizados.

Dicha grafica indica la magnitud, importancia y direccion de los factores, la
linea roja representa a una distribucion normal, los factores ubicados a la
izquierda de esta linea, representa a los factores estandarizados negativos,
donde Unicamente se encontré el pH, es decir que, cuando el pH aumente en la
muestra a invertir, el porcentaje de azucares totales obtenidos disminuira, y se
sabe también que la enzima invertasa trabaja mejor en ambientes acidos en el

rango de 5 - 6 de pH.

Los factores estandarizados positivos se ubican del lado derecho de la linea
roja de distribucién normal, representan a los factores que son directamente
proporcionales con el porcentaje de azucares totales, en este caso siendo méas

influyente la concentracién de la enzima, seguidamente de la temperatura.

En la tabla VIII, se encuentra el resultado de las pruebas de hipoétesis
planteadas, donde se comparo el valor p con el nivel de significancia (5 %), para
determinar si las variables de temperatura, concentracion de la enzima, brix y pH
influyen en la obtencién de azlcares reductores totales, donde Unicamente se
rechaza la hipétesis nula para el brix, dado que presenta un valor p de 0,862 que
es mayor que el valor critico 0,05, esto indica que la media de los azucares
reductores totales no varian en funcion de esta variable, y no es un valor
estadisticamente significativo, por lo que convendria ajustar nuevamente el
modelo experimental sin esta variable, caso contrario de las variables
temperatura, concentracion de enzima y pH, donde la recuperacion de azucares
reductores totales si se ve influenciada por estos valores y son estadisticamente

significativos.
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En la tabla IX y en las figuras 12, 13 y 14, se adjuntd una propuesta de
documentacion sobre el proceso estandarizado de la elaboraciéon de mieles
invertidas a escala laboratorio, utilizando un lenguaje claro y conciso, en el que
se enlisté cada paso del proceso, utilizando los valores de pH y concentracion de
enzima en donde se encontrd6 mayor recuperacion de azucares reductores

totales.
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CONCLUSIONES

Se determind que para lograr rendimientos hidroliticos de azucares totales
mayores del 70 % a escala laboratorio, es necesario utilizar una
concentracion de enzima de 0,066 gramos por cada medio litro de muestra
a invertir, con un pH de 5,5 y un tiempo de inversién de aproximadamente

siete horas.

Se determind que el modelo matematico: %AT = 78,8 — 0,794 PF se ajusta
a la tendencia de azucares reductores totales en funcion del Pol de la
muestra, el cual se cumple en el rango de 5,02 a 18,1 de Pol, con un
coeficiente de correlacion del 90,0 %.

Por medio del diagrama de Pareto se concluy6 que los factores con mayor
influencia estadistica fueron la concentracién de enzima utilizada y el pH
de la muestra a invertir, mientras que la temperatura resulté influyente en
una proporcion menor. Esto es sumamente favorable, debido a que por lo
general la temperatura es una variable que presenta dificultades para ser
controlada con precisién. Asi mismo, el brix se qued6 como el tnico factor

con una influencia no significativa.
Se elaboré una propuesta de documentacién del procedimiento de

obtencion de miel invertida a escala laboratorio, utilizando los parametros

encontrados con mayor recuperacion de azucares invertidos.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el modelo experimental sin incluir la variable brix de la muestra a
invertir, ya que se determin6 que no es influyente en la obtencion de

azucares reductores.

Evaluar la cantidad de azlcares totales obtenidos utilizando el método
de cromatografia liquida de alta precision (HPLC), puesto que agrega un
valor con mayor certeza y precision que al determinarse por metodologia
experimental ICUMSA, debido a que esta técnica no incluye el error

humano ni el instrumental.

Monitorear la inversion de la sacarosa en términos del Pol de la muestra
en periodos de tiempo mas estrechos, es decir cada 15 o0 30 minutos, a
fin de que el modelo matematico que analiza la tendencia de azucares
reductores totales en funcion del Pol de la muestra prediga con mayor

precision el comportamiento de este.
Asegurar que al momento de concentrar la muestra invertida no

sobrepase temperaturas de 90 °C, puesto que se degradarian los

azucares reductores obtenidos.
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APENDICES

Apéndice 1. Pol resultante de cuatro a ocho horas de inversion
Tiempo de inversién (h)

No. experimento 4 5 6 7 8
1 15,4 13,47 11,18 8,89 6,94
2 14,7 12,69 11,01 9,33 7,39
3 13,5 12,03 10,57 9,11 8,65
4 20,07 19,89 18,74 17,18 16,2
5 13,91 12,09 10,48 8,87 8,26
6 14,93 14,12 13,48 11,23 10,12
7 13,25 11 10,02 8,04 7,37
8 20,22 19,74 18,4 17,93 17,52
9 21,3 20,83 19,3 18,71 18,13
10 15,7 12,87 10,4 8,2 5,32
11 18,57 17,2 15,84 15,4 15,08
12 21,17 20,05 18,89 18,58 18,06
13 20,1 19,39 18,76 17,88 16,33
14 18,3 16,51 14,74 11,19 8,69
15 13,2 12,84 11,94 11,57 10,2
16 17,75 16 14,26 10,8 8,9
17 19,89 19,31 18,69 17,94 17,04
18 17,2 16,88 16,39 15,75 15,02
19 14,81 12,15 9,51 8,15 7,2
20 17,95 17,13 16,75 15,98 15,5
21 12,21 10,54 8,84 7,14 6,89
22 15,9 13 9,87 8,9 5,69
23 20 19,03 18,59 17,83 17,1
24 11,43 9,83 8,09 6,57 5,05
25 16,4 15,93 14,65 12,59 10,49
26 15,69 14,83 13,53 11,93 10,37
27 18,93 17,83 16,44 15,88 15,2
28 10,91 10 9,38 8,3 7,45
29 15,3 13,34 11,43 9,52 5,02
30 19,8 10,59 10,2 8,69 7,52
31 16,3 10,17 9,58 8,5 7,4
32 20,18 19,77 18,99 17,68 17,2

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2. Resultado método ICUMSA GS4/3-3 (2007) para azucares

reductores
%AR
No. Pol T1 (mL) Volumen T2 Volumen T3
experimento | Final deaguaT2 | (mL) | deagua T3 | (mL)
(mL) (mL)
1 6,94 15,8 37,2 13,8 40,7 13,5
2 7,39 14,7 38,3 15,1 39,4 14,6
3 8,65 16,2 36,8 15,6 38,9 15,6
4 16,2 21,9 31,1 22 32,5 22
5 8,26 15,3 37,7 15,1 39,4 15,1
6 10,12 14,5 38,5 14,2 40,3 14,1
7 7,37 17 36 16,5 38 16,3
8 17,52 23 30 22,9 31,6 23
9 18,13 27,3 25,7 26,9 27,6 26,8
10 5,32 9,5 43,5 9,5 45 9,4
11 15,08 22,8 30,2 21,7 32,8 22
12 18,06 314 21,6 31,3 23,2 31,2
13 16,33 23,2 29,8 23,4 31,1 23,1
14 8,69 17,6 35,4 16,5 38 16,5
15 10,2 15 38 14,5 40 14,4
16 8,9 18,6 34,4 16,6 37,9 16,6
17 17,04 21,5 31,5 21,5 33 21,6
18 15,02 21,1 31,9 20,7 33,8 19
19 7,2 16,1 36,9 16 38,5 16
20 15,5 16,7 36,3 16,3 38,2 16
21 6,89 13,2 39,8 12,3 42,2 12,1
22 5,69 9,1 43,9 9,2 45,3 9
23 17,1 25,5 27,5 25,4 29,1 25,5
24 5,05 9,8 43,2 9,8 44,7 9,7
25 10,49 14,7 38,3 14,4 40,1 14,4
26 10,37 14 39 13,5 41 13,5
27 15,2 23,1 29,9 22,4 32,1 22,3
28 7,45 13 40 13 41,5 13
29 5,02 8,8 44,2 8,5 46 8,5
30 7,52 20,4 32,6 19,8 34,7 20,3
31 7,4 15,8 37,2 15,6 38,9 15,5
32 17,2 23,9 29,1 23,7 30,8 23,7

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. Resultado método ICUMSA GS4/3-3 (2007) para azUcares

reductores totales

%ART
No. T1 Volumen T2 | Volumen T3 %AR | %ART
experimento | (mL) |deaguaT2 | (mL) | deagua | (mL)
(mL) T3 (mL)
1 34,5 18,5 33,3 21,2 33,2 | 46,30 | 75,30
2 33,3 19,7 33,4 21,1 33,2 | 42,81 | 75,30
3 34,2 18,8 34,3 20,2 34,3 | 40,06 | 72,89
4 36,4 16,6 36 18,5 36 | 28,41 | 69,44
5 34,4 18,6 34,4 20,1 344 | 41,39 | 72,67
6 34,9 18,1 34,9 19,6 35 | 44,33 | 71,43
7 34,2 18,8 34,4 20,1 34,2 | 38,34 | 73,10
8 37,9 151 37,9 16,6 38 | 27,17 | 65,79
9 38 15 38,1 16,4 38 | 23,32 | 65,79
10 32,8 20,2 32,8 21,7 32,7 | 66,49 | 76,45
11 36,7 16,3 36,5 18 36,5 | 28,41 | 68,49
12 37,9 15,1 37,9 16,6 37,8 | 20,03 | 66,14
13 35,8 17,2 35,9 18,6 35,8 | 27,06 | 69,83
14 34,3 18,7 34,2 20,3 34,2 | 37,88 | 73,10
15 34,8 18,2 34,9 19,6 34,9 | 43,40 | 71,63
16 34 19 34 20,5 34 | 37,65 | 73,53
17 35,6 17,4 35,8 18,7 35,9 | 28,94 | 69,64
18 36,7 16,3 36,7 17,8 36,8 | 32,89 | 67,93
19 34,2 18,8 34 20,5 34 | 39,06 | 73,53
20 36,9 16,1 36,8 17,7 36,9 | 39,06 | 67,75
21 33,5 195 33,3 21,2 33,6 | 51,65 | 74,40
22 32,9 20,1 32,9 21,6 32,9 |1 69,44 | 75,99
23 35,8 17,2 35,7 18,8 358 | 2451 | 69,83
24 32,3 20,7 32,3 22,2 32,4 | 64,43 | 77,16
25 35 18 35 19,5 35 | 4340 | 71,43
26 34,7 18,3 34,7 19,8 34,8 | 46,30 | 71,84
27 36,9 16,1 36,7 17,8 36,7 | 28,03 | 68,12
28 33,5 19,5 33,5 21 33,4 | 48,08 | 74,85
29 32,5 20,5 32,6 21,9 32,5 | 73,53 | 76,92
30 34,2 18,8 34,3 20,2 34,1 | 30,79 | 73,31
31 34,3 18,7 34,2 20,3 34,3 | 40,32 | 72,89
32 38 15 37,9 16,6 37,9 | 26,37 | 65,96

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 4. Sacarosa quimica, porcentaje de azucares reductores

totales y brix final de las muestras

No. %ART SQ %AT Bx
experimento

1 75,30 27,55 73,85 80,90
2 75,30 30,87 73,68 80,20
3 72,89 31,18 71,25 81,30
4 69,44 38,98 67,39 81,80
5 72,67 29,72 71,11 80,70
6 71,43 25,75 70,07 80,90
7 73,10 33,02 71,36 81,30
8 65,79 36,68 63,86 82,30
9 65,79 40,35 63,67 80,90
10 76,45 9,47 75,95 82,00
11 68,49 38,08 66,49 79,40
12 66,14 43,80 63,83 79,40
13 69,83 40,64 67,69 82,60
14 73,10 33,46 71,34 82,70
15 71,63 26,82 70,22 81,00
16 73,53 34,08 71,74 82,20
17 69,64 38,67 67,60 83,20
18 67,93 33,29 66,18 80,00
19 73,53 32,74 71,81 82,00
20 67,75 27,25 66,32 83,30
21 74,40 21,61 73,27 81,40
22 75,99 6,22 75,66 79,80
23 69,83 43,06 67,57 83,10
24 77,16 12,09 76,52 80,90
25 71,43 26,62 70,03 81,10
26 71,84 24,27 70,56 81,10
27 68,12 38,09 66,12 81,10
28 74,85 25,43 73,51 81,70
29 76,92 3,22 76,75 82,10
30 73,31 40,40 71,19 80,90
31 72,89 30,94 71,26 81,50
32 65,96 37,61 63,98 82,40

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5. Requisitos académicos

Ingenieria
Quimica

Ciencias basicas

Operaciones

uimica o
Q Unitarias

complementarias

Quimica
orgdnica 1
y2

Analisis Balance de Estadistica

Cuantitativo INERERY
energia (1Q1)

Estadistica

Andlisis
Cualitativo

Matematica

1

Analisis
descriptiv
o

Ecuaciones
algebraicas y
graficas
polinomiales

Caracterizacion Métodos
de la muestra analiticos

Métodos Balance
cuantitativos de masa
en
sistemas
Volumetria con
de reaccion
oxidorredu-
ccion

Anova,
media

Hipotesis
nula,
alternativa,
nivel de
significancia.

Hidrolisis
Interpretacion

aritmetica
, varianza,
desviacion
estandar,
gréficas
de datos

de graficas

Fuente: elaboracion propia.

65



MEDICION

Temperatura

Tiempo de inversion

Apéndice 6.

RECURSOS
MATERIALES

Equipo

VARIABLES

Temperatura

Media aritmética

Concentracién de enzima

Azicares reductores

Cristaleria

Reactivos

Concentracién de enzima

Tiempo de inversién

Diagrama de Ishikawa

Analisis de varianza

Investigadora

Asesora

ICUMSA GS4/3-3 (2007)

ICUMSA GS4/3-7 (2011)

Desviacion estandar

Personal ILU
ANALISIS RECURSOS
ESTADISTICO HUMANOS

METODOS

DETERMINACION  DE

LAS  CONDICIONES
OPTIMAS
EXPERIMENTALES DE
UN PROCESO DE
HIDROLISIS
CATALIZADA POR LA
ENZIMA INVERTASA EN
LA PRODUCCION DE
MIELES  INVERTIDAS
DE CANA DE AZUCAR A
FIN DE OBTENER UNA
MIEL DE ALTA PUREZA
A NIVEL LABORATORIO

Fuente: elaboracion propia, empleando Canva 2020.

Apéndice 7.

Ajuste de pH en muestra a invertir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 8. Lectura de brix en muestra a invertir

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 9. Muestras en periodo de inversién

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 10. Monitoreo de temperatura en tiempo de inversién

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 11. Etapa de concentracion de la miel invertida

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 12. Muestras de miel invertida obtenida

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 13. Preparacion de miel invertida para su respectiva lectura

de pol

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 14. Lectura de pol obtenida en polarimetro de flujo continuo,

marca Schmidt Haensch

o o e EEE
= ———m f0E -

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 15. Erlenmeyers con Fehling Ay B para metodologia ICUMSA

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 16. Preparacion de muestras para la metodologia ICUMSA
GS4/ 3-7 (2011) de azucares reductores totales a la
izquierda e ICUMSA GS4/3-3 (2007) de azucares
reductores a la derecha

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 17. Erlenmeyer luego de la primera titulacion, utilizando
metodologia ICUMSA

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 18. Erlenmeyer luego del cambio de viraje durante la tercera

titulacién, utilizando metodologia ICUMSA

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXOS

Anexo 1. Método ICUMSA GS4/3-3 (2007)

Determinacidn de azUcares reductores en melaza de cafia y en algunos jarabes refinados

por medio del procedimiento Lane & Eynon a volumen constante — Oficial

* version precedente de 2003

1 Alcance

El método descrito es aplicable a melaza de cafial que contenga azUcares reductores
normalmente en el rango del 10 al 25 % (General Subject 4). También puede aplicarse a jarabes
refinados que contengan invertidos en el mismo rango (General Subject 3).

2 Campo de aplicacion

El método, que puede constituir la base de los contratos de compra de melaza, mide las
sustancias reductoras en melaza de cafia. No puede ser utilizado para determinarla sacarosa
real por diferencia con respecto a los azlcares reductores totales, debido a la interferencia de
otras substancias con propiedades reductoras. Es un método para evaluar el valor de la melaza
en base a sus azlcares reductores con objeto de satisfacer un requerimiento comercial. El
método también es utilizado para determinar el contenido de azlcar invertido en jarabes de

azucar refinado.

3 Definiciones?

3.1 Azucares reductores — son basicamente la glucosa y fructosa presentes en la melaza.

3.2 Invertidos — mezcla equimolar de glucosa y fructosa.

3.3 Melaza de cafia — subproducto ya sea de la fabricacion de azlcar crudo de cafia o de su
refinacién. Es un liquido oscuro de alta viscosidad del que no puede cristalizarse méas azlcar por
los métodos normales de fabricacion.

4 Fundamento

El método se basa en la capacidad de los azUcares reductores de reducir la solucion de Fehling

bajo condiciones estandar.
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Continuacion del anexo 13.

El método volumétrico de Lane & Eynon es ampliamente conocido en la industria azucarera' y es
sencillo y capaz de suministrar resultados reproducibles en condiciones estandar. Algunos no
azUcares, particularmente el calcio, pueden influir en los resultados de esta determinacion
posiblemente formando un complejo con glucosay fructosa. Este efecto es eliminado secuestrando
el calcio presente en la melaza con el uso de EDTA.

Con jarabes de refineria usualmente no hay necesidad de agregar EDTA.

NOTA - La descripcién del método que sigue a continuacién es el que se aplica a la melaza de cafia, pero
cada detalle, exceptuando la adicion de EDTA, es también aplicable a jarabes refinados que contengan
del 10 al 25 % de azucares invertidos.

5 Reactivos y materiales

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE SEGURIDAD

SE RECOMIENDA A LOS USUARIOS DE ESTE METODO CONSULTAR SU LEGISLACION DE
SALUD Y SEGURIDAD ANTES DE TRABAJAR CON ESTOS REACTIVOS.

Utilizar inicamente agua destilada o agua de pureza equivalente. Los reactivos deben ser de grado
analitico o mejor, a menos que se especifique lo contrario.
5.1 Acido clorhidrico, concentrado, p20=1,18 g/mL.

5.2 Acido benzéico - reactivo de calidad para uso general

5.3 Solucién de azul de metileno, 1 g/100 mL. Disolver 1 g de azul de metileno (puro) en agua

y enrasar a 100 mL.

5.4 Solucién de hidroxido de sodio, aproximadamente 1 mol/L. Disolver 40 g de hidréxido de
sodio en aproximadamente 500 mL de agua. Enfriar la solucién, transferirla a un matraz aforado

de 1 Ly enrasar con agua.

5.5 Acido clorhidrico, aproximadamente 0,5 mol/L. Diluir 44,5 mL de &cido concentrado (5.1) a
1L.

5.6 Solucion de sal disodica de EDTA, 40 g/L. Disolver 20 g de la sal en agua y enrasar a
500 mL.
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Continuacion del anexo 13.

5.7 Parafina liquida —para controlar la formacién de espuma o cualquier otro antiespuinante

que no reduzca la solucion de Fehling.

5.8 Solucién de fenolftaleina, 1 g/100 mL. Disolver 1g de fenolftaleina (de grado indicador)
en 60 mL de alcohol industrial metilado (alcohol desnaturalizado) y enrasar a un volumen de

100 mL con agua.

5.9 Solucién de invertidos patrén, 2,5 g/L. Pesar 9,50 g de sacarosa y transferirla, sin

pérdidas, a un matraz aforado de 1 L con la ayuda de 100 + 5 mL de agua.

Agregar 5 mL de &cido clorhidrico concentrado (5.1) a la solucion de sacarosa, mezclando
cuidadosamente durante la adicion del &cido. Cubrir la boca del matraz con un vaso de
precipitados pequefio para evitar la entrada de materiales extrafios y permitir reposar por un
periodo de tiempo suficiente para completar la inversiéon de sacarosa. Este periodo depende
de las condiciones de temperatura. La inversion se habra completado al reposar durante 3 dias
a 20-25 °C o durante 8 dias a 12-15 °C.

Diluir la solucién de invertidos con agua hasta obtener aproximadamente 800 mL.

Disolver aproximadamente 2 g de acido benzoico (5.2) en aproximadamente 75 mL de agua
caliente y agregar la solucion de acido benzéico a la solucion de invertidos. Finalmente enrasar
el volumen de la solucién a 1 L a 20 °C y mezclar, produciendo de esta forma una solucion de
azucares invertidos de 10 g/L. Cuando se guarda en un recipiente cerrado, la solucién de

invertidos permanece estable durante al menos 6 meses.

Preparar una solucion de invertidos patrén neutra de 2,5 g/L, pipeteando 50 mL de la solucion
de invertidos de 10 g/L a un matraz aforado de 200 mL, agregar dos gotas de solucion de
fenolftaleina (5.8). Agregar solucién de hidroxido de sodio, 1 mol/L (5.4) con agitacion suave
hasta desarrollar una coloracion rosa. Eliminar la coloracion rosa de la solucion de invertidos
con la adicién de una o dos gotas de solucion de acido clorhidrico 0,5 mol/L (5.5). Finalmente
enrasar la solucion con agua y mezclar. Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes

de utilizarse.
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Continuacion del anexo 13.

5.10 Solucién de Fehling

Solucidn de cobre (Solucion A). Pesar 138,56 g de sulfato de cobre pentahidratado y
disolver en agua. Transferir la solucion, evitando derrames, a un matraz aforado de 2
L, enrasar con agua a una temperatura de 20 °C y mezclar. Si fuera necesario, filtrar a
través de un medio filtrante inerte, como por ejemplo, ceramica porosa o vidrio

sinterizado.

Solucién de tartrato alcalina (Solucién B). Pesar por separado 692,18 g de tartrato de
sodio y potasio y 200 g de hidréxido de sodio y disolver en aproximadamente 500 mL
de agua. Enfriar la solucion y transferirla sin pérdida a un matraz aforado de 2 L;
enrasar a una temperatura de 20 °C con agua y mezclar. Si es necesario, filtrar a través

de un medio inerte, como por ejemplo ceramica porosa o vidrio sinterizado.

Solucidén de Fehling mezclada. Mezclar volimenes iguales de Solucién Ay Solucion B
agregando la Solucién A a la Solucién 13 mientras se agita con una varilla de vidrio.

Filtrar si es necesario y conservar en un recipiente adecuado cerrado.

5.11 Piedra pémez — en polvo (o perlas de vidrio).

6 Aparatos

6.1 Material de vidrio volumétrico — calibrado, de clase A, con trazabilidad de acuerdo a

estandares nacionales.

6.2 Termémetros. Utilizar termémetros que hayan sido calibrados contra un termémetro de

referencia certificado en todas las etapas dependientes de la temperatura.

6.3 Valorador en caliente/iluminador. El calentador/ iluminador combinado disefiado por UM

es adecuado para este proposito, aunque no es esencial.

NOTA —UM = United Molasses Co Ltd. Calentador/iluminador disponible en Clive Shelton Associates, Provident

House, Burrell Row, Beckenham, Kent BR3 IAT, Gran Bretafia.
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Continuacion del anexo 13.

6.4 Balanza analitica — con resolucion de 1 mg.

6.5 Capsulas de pesada.

6.6 Reloj (1 hora) - que indique minutos y segundos.

6.7 Matraces para ebullicion, de vidrio Pirex - esféricos o de disefio similar de 400 mL de

capacidad.

6.8 Embudo para filtro.

6.9 Bafio Maria - mantenido a 20 + 1 °C.

6.10 Anillos de plomo - u otros dispositivos de peso para mantener los matraces en posiciones

estables en el bafio de agua.

7 Muestras

7.1 Preparacion de muestras. Mezclar la muestra por medio de agitacién cuidadosa.

8 Procedimiento
8.1 Notas generales.
e Material de vidrio. Las superficies de todo el material volumétrico debe estar libre de
trazas de grasa. Es deseable una limpieza ocasional con una mezcla de acido crémico.
El uso de un detergente especializado para uso de laboratorio reducira la frecuencia
de la necesidad de limpieza con acido crémico.
e Condiciones de calentamiento. La ausencia de condiciones estandar de

calentamiento proporciona resultados que no son reproducibles dia a dia.

En la determinacion de azucares reductores por este método, se requieren las siguientes
condiciones.
El calentamiento debera realizarse de manera que 75 mL de agua contenidos en un matraz de

400 mL alcancen el punto de ebullicién en 2,5 minutos partiendo de 20 °C.
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La fuente de luz debe proporcionar un medio para visualizar el cambio de color. Podran ser
necesarios algunos ajustes en la posicion de la lampara por los analistas individuales con

objeto de lograr el mejor efecto de iluminacion.

Al establecer las condiciones de calentamiento para el ensayo, es esencial agregar
aproximada-mente 50 mg de piedra pémez o algunas perlas de vidrio (5.11) al agua para
facilitar una ebullicion homogénea. Se considera que se ha alcanzado el punto de ebullicion

cuando las burbujas de vapor rompen uniformemente sobre la superficie de agua en el matraz.

e Temperaturade laboratorio. Todos los métodos de las siguientes paginas se refieren
a una temperatura estandar del laboratorio de 20 °C, aunque se acepta también un

cuidadoso control de temperatura utilizando bafio de agua a 20 °C.

8.2 Estandarizacion de la soluciéon de Fehling. Ajustar el aparato de calentamiento de modo
gue 75 mL de agua contenidos en el matraz inicien su ebullicién en un periodo de 2,5 min. £ 5
seg. partiendo de 20 °C. Para asegurar una ebullicibn homogénea, puede agregarse una
pequefia cantidad de piedra pémez en polvo. Si se utiliza un calentador UM, éste debera
encenderse por lo menos 10 min. antes de realizar la determinaciéon de los requerimientos

térmicos.

Enjuagar y llenar una bureta de 50 mL con la solucién de invertidos patrén neutra (5.9) de 2,5
g/L y llenar con agua otra bureta de 50 mL.

Pipetar 20 mL de la solucién de Fehling mezclada (5.10) a un matraz de ebullicion y agregar,
por medio de la bureta, 15 mL de agua. Agregar 39 mL de la solucion de invertidos patrén (5.9)
de la bureta obteniendo asi un volumen total de 74 mL.

Agregar una pequefia cantidad de piedra pémez (5.11) y unas gotas de antiespumante (5.7).

Mezclar las soluciones agitando suavemente.

Colocar el matraz en el aparato de calentamiento y dejar que la solucién alcance su punto de
ebullicién. Poner en marcha el cronémetro y dejar hervir la soluciéon durante exactamente 2
min. Agregar 4 gotas de solucion de azul de metileno (5.3). Completar la valoraciéon agregando

lentamente la solucion de invertidos de la bureta.
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Agregar la solucién de invertidos en pequefios incrementos que se reduzcan progresivamente,
comenzando con adiciones de 0,2 mL, luego de 0,1 mL y finalmente gota a gota. Completar la
valoracién tras haber transcurrido 1 min. + 5 seg. desde el momento en que se agrego la
solucién de azul de metileno . Esto da un tiempo total de ebullicion de 3 min. £ 5 seg.

El punto final del ensayo queda determinado por la ausencia de tonalidad azul del colorante y
cuando la solucion presente un color rojo ladrillo débil ocasionada por el precipitado de éxido
cuproso. Repetir el ensayo si fuera necesario, de manera que se alcance el punto final en el
intervalo correcto. En ningin momento durante el ensayo debera retirarse el matraz de la

fuente de calor o agitarse.

Registrar el volumen requerido en la valoracion. Si la solucién de Fehling es de la potencia
correcta, 20 mL deben requerir 40 mL de solucién de invertidos proporcionando un volumen
total de solucién de 75 mL. Si el volumen requerido en la valoracion es menor que 40 mL,

entonces la solucion es deficiente en cobre. Por consiguiente agregar:

volumen requerido
40,0

34,64 x [1- g CuSO,5H,0

a cada litro de solucion de Fehling.

Disolver el 105 % de la cantidad calculada en la solucién y valorar de nuevo. De esta forma la
potencia de la solucién de Fehling se ajustara finalmente por dilucién. Este es el procedimiento

mas simple.

Si el volumen requerido en la valoracion es mayor de 40 mL, hay exceso de cobre en la solucion

y cada litro debera diluirse con una cantidad de:

volumen requerido
1000 x 200 — 1| mL de agua

Agregar el 95 % del volumen calculado de agua y valorar de nuevo.
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Cuando la solucion de Fehling es de la potencia correcta, 20 mL de la solucién de Fehling

mezclada seran equivalentes a 100 mg de azlcar invertido.

8.3 Solucién de muestra. Pesar tan rapido como sea posible en un vaso de precipitados limpio
y pesado previamente, 10 + 0,2 g de muestra y registrar el peso aproximando a 0,001 g.

Agregar aproximadamente 15 mL de agua a la muestra y mezclar completamente con una
varilla de vidrio pequefia. Transferir la solucién, evitando derrames, a un matraz aforado de
200 mL. Enjuagar la varilla con adiciones sucesivas de agua y agregar los lavados al contenido

del matraz.

Agregar suficiente agua hasta obtener un volumen de aproximadamente 90 mL y agitar el
matraz para mezclar la solucion. Finalmente, enrasar a 200 mL a 20 °C y mezclar para obtener

una solucién de melaza de 50 g/L.

Preparar una solucién de 20 g/L de la muestra pipetando 100 mL de la solucién de melaza en
un matraz aforado de 250 mL y agregar 15 mL de solucién EDTA (5.6), utilizando una probeta

graduada. Mezclar la solucién, enrasar a 20 °C y mezclar nuevamente.

8.4 Valoracién de la muestra. Asegurarse de que el dispositivo de calentamiento opera bajo
las condiciones preestablecidas y luego enjuagar y llenar la bureta con la solucion de 20 g/L.

Realizar la valoracién preliminar.

Pipetar 20 mL de la solucién de Fehling (5.10) en el matraz de ebullicién, depositar en el 20
mL de la solucion de melaza, agrega una pequefia cantidad de piedra pomez en polvo (5.11)

y algunas gotas de antiespumante (5.7).

Colocar el matraz en el aparato de calefaccién, calentar hasta que la solucion alcance el punto

de ebullicidn y agregar 4 gotas de solucion de azul de metileno (5.3).

NOTA — si la coloracion azul de la solucion desaparece, la solucion de melaza estd muy concentrada y debera

prepararse una solucién menos concentrada.
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Valorar agregando inicialmente incrementos de 2 mL de la solucién de melaza, reduciendo
progresivamente la adicién hasta 0,2 mL e intentando obtener el punto final en
aproximadamente 1 min, contado a partir del momento en que la solucion inicie la ebullicion.
El punto final se manifiesta por la ausencia de la coloracién azul del colorante y por la presencia
de una débil coloracién rojo ladrillo debido al precipitado de éxido cuproso. Registrar el volumen

requerido en la valoracién (T1).

NOTA — Si después de la adiciéon de 50 mL la coloracién azul no desaparece, el contenido de azUcares reductores

serd menor del 10 %. Debera prepararse una soluciéon de melaza de mayor concentracion y repetir el analisis.

Tomar otra bureta y llenarla con agua y realizar una segunda valoracion agregando al matraz
en ebullicion 20 mL de solucién de Fehling, el volumen de la solucién de melaza obtenido de
la primera valoracién menos 2 mL y suficiente agua de la bureta como para obtener un volumen
de 73 mL. Después de 2 min. de ebullicion agregar 4 gotas de azul de metileno y completar la
valoracion inicialmente con incrementos de 0,1 mL y finalmente gota a gota. La valoracién debe
completarse transcurridos 1 min. + 5 seg. adicionales, obteniéndose un tiempo total de

ebullicion de 3 min. £ 5 seg. Registrar el volumen requerido en la valoracién (T2).

La valoracion final se realiza agregando al matraz de ebullicién 20 mL de la solucién de Fehling,
el volumen de la solucion de melaza obtenido de la segunda valoracién (T2) menos 0,5 mL y
suficiente agua de la bureta como para obtener un volumen de 74,5 rnL. La valoracién se
realiza de la misma manera que la segunda valoracion. Registrar el volumen requerido en la

valoracion (T3) y utilizarlo para calcular los aztcares reductores.

NOTA — Si la valoracién preliminar (T1) es menor de 30 mL o para un control de andlisis de fabrica, la segunda
valoracion (T2) puede omitirse.

9 Expresion de resultados

9.1 Célculo de los azucares reductores. Si existe sacarosa presente, deberd utilizarse un
factor de correccion en los calculos.* El factor varia con la cantidad de sacarosa presente en
el volumen final de valoracion (T3) (ver abajo). No es necesario conocer el contenido de
sacarosa de la muestra con gran exactitud para determinar el factor a utilizar. Para este

propésito se puede asumir que la melaza de cafia, por ejemplo, contiene un 33 % de sacarosa.
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Debido a que 20 mL de solucion de Fehling son equivalentes a 100 mg de azUcar invertido, el

contenido de azUcares reductores sera:

100 1000 100 .
T ¢ “Tooo " omm

y el contenido de azlcares reductores, % m/m:

10000 x F
TC

Donde:

g de sacarosa presente en Factor (F)

volumen final de valoracién (T3)

0,0 1,000
0,5 0,988
1,0 0,975
2,0 0,950
3,0 0,934
4,0 0,917
5,0 0,906
6,0 0,894
7,0 0,884
8,0 0,874
9,0 0,865
10,0 0,856

F = factor de sacarosa a partir de la Tabla,
C = concentracion de la muestra en solucion (g/L),

T = T3 = volumen requerido en la valoracion (mL).

Expresar los resultados aproximando al 0,05 % mas proximo (m/m).
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9.2 Precision.® La diferencia absoluta entre dos resultados obtenidos bajo condiciones de

repetibilidad no debiera ser mayor del 0,77 % de azlcares reductores en melaza.

La diferencia absoluta entre dos resultados obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad no

debiera ser mayor del 1,60 % de azUcares reductores en melaza.
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Anexo 14. Método ICUMSA GS4/3-7 (2011)

Determinacién de azUcares reductores totales en melazay
jarabes refinados después de hidrolisis por el procedimiento

Lane & Eynon a volumen constante — Oficial (de Referencia)?

1 Alcance

El método se aplica a todas las muestras de melaza (General Subject 4). También puede

aplicarse a ciertos jarabes azucarados (General Subject 3).

2 Campo de aplicacién

El método, que puede constituir la base de los contratos de compra de melaza, mide los
azucares reductores totales, como azucar invertido después de la hidrélisis de las muestras de
melaza. No puede ser utilizado para determinar la sacarosa real' por sustraccion de los
azucares reductores iniciales y multiplicando por 0,95 (ver también Método GS4/3-9).

Ya sea que se utilice esta practica o la multiplicacién directa de los azlcares reductores totales
después de la hidrolisis por 0,95 para obtener el 'azlicar' (sacarosa), el resultado obtenido es
Unicamente para satisfacer un requerimiento comercial. No es una medida precisa de azucar

(sacarosa).

Este método ha sido designado como Método Oficial ICUMSA (de Referencia)?. Es el método
gue ICUMSA recomienda para la Determinacién de Azlcares Reductores en Melaza y Jarabes

Refinados, con preferencia con respecto al Método GS4/3-9.

El método también es utilizado para determinar 'sacarosa’ mas 'invertidos' en jarabes refinados
determinando los azUcares reductores totales después de la hidrélisis. El resultado usualmente
es convertido a "% de sacarosa' multiplicando el valor de los azucares reductores totales por
0,95.

3 Definiciones
3.1 Azlcares reductores. Los azUcares reductores en melaza después de la hidrolisis son

principalmente, pero no exclusivamente, la glucosa y la fructosa.
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3.2 Invertidos — mezcla equimolar de glucosa y fructosa.

4 Fundamento

El método se basa en la capacidad de los azUcares reductores de reducir la solucién de Fehling
bajo condiciones estandar.

El método volumétrico de Lane & Eynon es ampliamente conocido en la industria azucarera*y
es sencillo y capaz de suministrar resultados reproducibles en condiciones estandar. Algunos
no azucares, particularmente el calcio, pueden influir en los resultados de esta determinacion
posiblemente formando un complejo con glucosa y fructosa. Este efecto es eliminado
secuestrando el calcio presente en la melaza con el uso de EDTA.

Con jarabes refinados usualmente no hay necesidad de agregar EDTA.

NOTA — La descripcién del método que se presenta a continuacién es la que se aplica a la melaza, pero cada detalle,

excepto la adicién de EDTA, es también aplicable a jarabes refinados.

5 Reactivos y materiales
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE SEGURIDAD

SE RECOMIENDA A LOS USUARIOS DE ESTE METODO CONSULTAR SU LEGISLACION
DE SALUD Y SEGURIDAD ANTES DE TRABAJAR CON ESTOS REACTIVOS.

Utilizar unicamente agua destilada o0 agua de pureza equivalente. Los reactivos deben ser de

grado analitico o mejor, a menos que se especifique lo contrario.

5.1 Acido clorhidrico, concentrado px =1,18 g/mL.

5.2 Acido benzoico — reactivo de calidad para uso general.

5.3 Solucién de azul de metileno, 1 g/100 mL. Disolver 1 g de azul de metileno (puro) en

agua y enrasar a 100 mL.
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5.4 Solucién de hidréxido de sodio, aproximadamente 2 mol/L. Disolver 80 g de hidréxido
de sodio en aproximadamente 500 mL de agua. Enfriar la solucién, transferirla a un matraz

aforado de 1 L y enrasar con agua.

5.5 Solucidén de hidroxido de sodio, aproximadamente 1 mol/L. Diluir el reactivo 2 mol/L
(5.4) en proporcion 1:1 V/V.

5.6 Acido clorhidrico, 6,34 mol/1., p2o = 1,1029 g en cada mL. Diluir con agua 630 = 5mL de
acido clorhidrico, p20 = 1,18 g/mL a 1 L y ajustar para obtener exactamente 6,34 mol/L después

de valorar 5 mL con NaOH 1 mol/L utilizando como indicador naranja de metilo.

5.7 Acido clorhidrico, aproximadamente 0,5 mol/L. Diluir 44,5 mL de acido concentrado
(5.1)allL.

5.8 Solucion de sal dis6dica de EDTA, 40 g/L. Disolver 20 g de la sal en agua y enrasar a
500mL.

5.9 Parafina liquida -para controlar la formacién de espuma o cualquier otro antiespumante
gue no reduzca la soluciéon de Fehling.

5.10 Solucién de fenolftaleina, 1 g,/100 mL. Disolver 1 g de fenolftaleina (de grado indicador)
en 60 mL de alcohol industrial metilado (alcohol desnaturalizado) y enrasar a un volumen de
100 mL con agua.

5.11 Solucién de invertidos patrén, 2,5 g/L. Pesar 9,50 g de sacarosa y transferirla, sin

pérdidas, a un matraz aforado de 1 L con la ayuda de 100 + 5 mL de agua.

Agregar 5 mL de acido clorhidrico concentrado (5.1) a la solucién de sacarosa, mezclando
cuidadosamente durante la adicion del acido. Cubrir la boca del matraz con un vaso de
precipitados pequefio para evitar la entrada de materiales extrafios y permitir reposar por un
periodo de tiempo suficiente para completar la inversiéon de sacarosa. Este periodo depende
de las condiciones de temperatura. La inversion se habra completado al reposar durante 3 dias
a 20-25 °C o durante 8 dias a 12-15 °C.

Diluir la solucion de invertidos con agua hasta obtener aproximadamente 800 mL.
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Disolver aproximadamente 2 g de acido benzoico (5.2) en aproximadamente 75 mL de agua
caliente y agregar la solucion de acido benzoico a la solucion de invertidos. Finalmente enrasar
el volumen de la solucién a 1 L a 20 °C y mezclar produciendo de esta manera una solucion
de azucares invertidos de 10 g/L. Cuando se guarda en un recipiente cerrado, la solucién de

invertidos permanece estable durante al menos 6 meses.

Preparar una solucion de invertidos patron neutra de 2,5 g/L pipeteando 50 mL de una solucién
de invertidos de 10 g/L en un matraz aforado de 200 mL, agregar dos gotas de solucion de
fenolftaleina (5.10). Agregar solucion de hidréxido de sodio, 1 mol/L (5.5) con agitacién suave
hasta desarrollar una coloracion rosa. Eliminar la coloracién rosa de la solucion de invertidos
con la adicién de una o dos gotas de solucién de acido clorhidrico 0,5 mol/L (5.7). Finalmente
enrasar la solucién con agua y mezclar. Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes

de utilizarse.

5.12 Solucién de Fehling

e Solucion de cobre (Soluciéon A). Pesar 138,56 g de sulfato de cobre pentahidratado
y disolver en agua. Transferir la solucion, evitando derrames, a un matraz aforado de
2 L. enrasar con agua a una temperatura de 20 °C y mezclar. Si fuera necesario, filtra-
través de un medio filtrante inerte, como por ejemplo, ceramica porosa o vidrio
sinterizado.

e Solucién de tartrato alcalina (Solucién B). Pesar por separado 692,18 g de tartrato
de sodio y potasio y 200 g de hidroxido de sodio y disolver en aproximadamente 500
mL de agua. Enfriar la solucién y transferirla sin pérdidas a un matraz aforado de 2 L,
enrasar a una temperatura de 20 °C con agua y mezclar. Si es preciso, filtrar a través
de un medio inerte, corno por ejemplo cerdmica porosa o vidrio sintetizado.

e Solucion de Fehling mezclada. Mezclar volimenes iguales de Solucion Ay Solucién
B agregando la Solucion A a la Soluciéon B mientras se agita con una varilla de vidrio.

Filtrar si fuera necesario y almacenar en un contenedor adecuado cerrado.

5.13 Piedra pdmez —en polvo (o perlas de vidrio).
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6 Aparatos

6.1 Material de vidrio volumétrico — calibrado, de clase A, con trazabilidad de acuerdo a

estandares nacionales.

6.2 Termémetros. Utilizar termémetros que hayan sido calibrados contra un termémetro de

referencia certificado en todas las etapas dependientes de la temperatura.

6.3 Valorador en caliente/iluminador. El calentador/ iluminador combinado disefiado por UM

es adecuado para este propésito, aunque no es esencial.

NOTA - UM = United Molasses Co Ltd. Calentador/iluminador disponible en Clive Shelton Associates, Provident House,

Burreli Row, Beckenham, Kent BR3 | AT, Gran Bretafia.

6.4 Balanza analitica — con resolucion de 1 m g.

6.5 Cépsulas de pesada.

6.6 Reloj (1 hora) — que indique minutos y segundos.

6.7 Matraz para ebullicién, de vidrio Pyrex —esférico o de disefio similar de 400 mL de

capacidad.

6.8 Embudo para filtro.

6.9 Bafio de agua — mantenido a 20 £ 1 °C.

6.10 Anillos de plomo — u otros dispositivos de peso para mantener los matraces en

posiciones estables en el bafio Maria.

7 Muestras

7.1 Preparacion de muestras. Mezclar la muestra por agitacion cuidadosa.
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8 Procedimiento
8.1 Notas generales.

e Material de vidrio. Las superficies de todo el material de vidrio volumétrico deben
estar libre de trazas de grasa. Es deseable una limpieza ocasional con una mezcla de
acido crémico. El uso de un detergente especializado para uso de laboratorio reducira
la frecuencia de la necesidad de limpieza con acido crémico.

e Condiciones de calentamiento. La ausencia de condiciones estandar de
calentamiento proporciona resultados que no son reproducibles dia a dia.

En la determinacion de azlcares reductores por este método, se requieren las siguientes
condiciones.
El calentamiento debera realizarse de manera que 75 mL de agua contenidos en un matraz de

400 mL alcancen el punto de ebullicion en 2,5 minutos partiendo de 20 °C.

La fuente de luz debera proporcionar un medio para visualizar el cambio de color. Podran ser
necesarios algunos ajustes en la posicion de la lampara por los analistas individuales con

objeto de lograr el mejor efecto de iluminacion.

Al establecer las condiciones de calentamiento para el ensayo, es esencial agregar
aproximadamente 50 mg de piedra pdmez o algunas perlas de vidrio (5.13) al agua para facilitar
una ebullicibn homogénea. Se considera que se ha alcanzado el punto de ebullicion cuando

las burbujas de vapor rompen uniformemente sobre la superficie de agua en el matraz.

e Temperaturade laboratorio. Todos los métodos de las siguientes paginas se refieren
a una temperatura estandar del laboratorio de 20 °C, aunque se acepta también un

cuidadoso control de temperatura utilizando bafio de agua a 20 °C.

8.2 Estandarizacion de la solucion de Fehling. Ajustar el aparato de calentamiento de modo
que 75 mL de agua contenidos en el matraz inicien su ebullicién en un periodo de 2,5 min. £ 5
seg. partiendo de 20 °C.

Para asegurar una ebullicién homogénea, puede agregarse una pequefia cantidad de piedra

pémez en polvo. Si se utiliza un calentador UM, éste debera encenderse por lo menos 10 min.

antes de realizar la determinacién de los requerimientos térmicos.
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Enjuagar y llenar una bureta de 50 mL con la solucion de invertidos patrén neutra (5.11) de 2,5
glL y llenar con agua otra bureta de 50 mL.

Pipetar 20 mL de la solucion de Fehling mezclada (5.12) en un matraz de ebullicién y agregar
por medio de la bureta 15 mL de agua. Agregar 39 mL de la solucion de invertidos patrén (5.11)
de la bureta obteniendo asi un volumen total de 74 mL. Agregar una pequefia cantidad de
piedra pémez (5.13) y unas gotas de antiespumante (5.9). Mezclar las soluciones agitando

suavemente.

Colocar el matraz en el aparato de calentamiento y dejar que la solucion alcance su punto de
ebullicién. Poner en marcha el cronémetro y dejar hervir la solucion durante exactamente 2
min. Agregar 4 gotas de solucion de azul (le metileno (5.3). Completar la valoracion agregando
lentamente la solucion de invertidos de la bureta.

Agregar la solucion de invertidos en pequefos incrementos que se reducen progresivamente,
comenzando con adiciones de 0,2 mL, luego de 0,1 mL y finalmente gota a gota. Completar la
valoracion tras haber transcurrido 1 min. £ 5 seg. desde el momento en que se agregé la
solucion de azul de metileno. Esto da un tiempo total de ebullicion de 3 min. £ 5 seg.

El punto final del ensayo queda determinado por la ausencia de tonalidad azul del colorante y
cuando la solucion presente un color rojo ladrillo débil ocasionada por el precipitado de 6xido
cuproso. Repetir el ensayo si fuera necesario, de manera que se alcance el punto final en el
intervalo correcto. En ningin momento durante el ensayo debera retirarse el matraz de la

fuente de calor o agitarse.

Registrar volumen requerido en la valoracion. Si la solucién de Fehling es de la potencia
correcta, 20 mL deben requerir 40 mL de solucién de invertidos proporcionando un volumen
total de solucion de 75 mL. Si el volumen requerido en la valoracién es menor de 40 mL, la
solucion es deficiente en cobre.

En ese caso agregar:

volumen requerido
40,0

a cada litro de solucion de Fehling.

34,64 [1- g CuS0,-5H,0
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Disolver el 105 % de la cantidad calculada en la solucion y valorar de nuevo. De esta manera
la potencia de la solucién de Fehling se ajustara finalmente por dilucion. Esta es la forma mas

sencilla de hacerlo.

Si el volumen requerido es mayor de 40,0 mL, habra exceso de cobre en la solucién y cada
litro debera diluirse con una cantidad igual a:

volumen requerido.

volumen requerido
1000 x 200 -1 mL de agua.

Agregar 95 % del volumen calculado de agua y valorar de nuevo.

Cuando la solucion de Fehling es de la potencia correcta, 20 mL de la soluciéon seréan
equivalentes a 100 mg de azucar invertido.

8.3 Preparacion de lasolucion de melaza hidrolizada. Primeramente, preparar una solucion
de melaza 50 de g/L. Pesar tan rapido como sea posible y transferir a un vaso de precipitados
limpio y pre-pesado 10 + 0,2 g de muestra, registrando el peso con una aproximacion de
0,001g.

Agregar aproximadamente 15 mL de agua a la muestra y mezclar completamente con una
varilla pequefia de vidrio. Transferir la solucion, evitando derrames, a un matraz aforado de
200 mL. Enjuagar la varilla de vidrio y el vaso de precipitados con adiciones sucesivas de agua

y agregar los lavados al contenido del matraz.

Agregar suficiente agua como para obtener un volumen de aproximadamente 90 mL y agitar
el matraz para mezclar la solucién. Finalmente enrasar a 200 mL a la temperatura adecuada

y mezclar para obtener una solucion de melaza de 50 g/L.

Pipetar 25 mL de la solucion de 50 g/L a un matraz aforado de 250 mL. Agregar 5 mL de acido
clorhidrico 6,34 mol/L utilizando una bureta de 25 mL, agitando la solucién suavemente para

impedir concentraciones puntuales de acido en la solucién.

91



Continuacion del anexo 14.

Después de ello, sumergir el matraz en un bafio de agua a 60 °C y agitar suavemente durante
3min. para elevar la temperatura de la melaza acidulada tan rapido como sea posible. Colocar
el dispositivo de peso (anillo de plomo) alrededor del cuello del matraz y dejar reposar en el

bafio de agua durante otros 12 min. adicionales.

Durante el periodo de reposo no permitir que el matraz entre en contacto con ninguna parte
de la superficie de calentamiento del bafio Maria. Para evitar que esto ocurra, debiera

incorporarse al bafio Maria algun dispositivo espaciador adecuado.

Retirar el matraz del bafio Maria y después de quitar el dispositivo de peso, enfriar el contenido
rapidamente colocando el matraz en agua en una corriente de agua fria. Diluir la solucién hasta
aproximadamente 125 mL y agregar unas gotas de solucién de fenolftaleina (5.10). Después
agregar suficiente solucion de hidroxido de sodio 2 mol/L (5.4) para conferir una coloracion
rojiza a la solucién. Durante la adicion de alcali debera agitarse suavemente la solucion.
Eliminar la coloracion roja de la solucion agregando unas gotas de acido clorhidrico 0,5 mol/L
(5.7).

Agregar 4,0 mL de solucion EDTA, mezclar bien la solucion, enrasar con agua a 20 °C y

mezclar. Esta solucién es equivalente a 0,5 g de melaza por 100 mL.

8.4 Valoracidn de la muestra. Asegurarse de que el dispositivo de calentamiento opera bajo
las condiciones preestablecidas y luego enjuagar y llenar la bureta con la solucién de melaza

hidrolizada. Realizar la valoracion preliminar.

Pipetar 20 mL de la solucion de Fehling (5.12) al matraz de ebullicién, depositar en el 20 mL
de la solucién de melaza hidrolizada y agregar una pequefia cantidad de piedra pémez en
polvo. Colocar el matraz en el aparato de calefaccién, permitir que la solucién alcance el punto
de ebullicién y agregar 4 gotas de solucion de azul de metileno (5.3).

Valorar agregando inicialmente incrementos de 2 mL de la solucion de melaza y reduciendo
progresivamente la adicion hasta 0,2 mL e intentando obtener el punto final en
aproximadamente | min. contado a partir del momento en que la solucion inicie la ebullicién. El
punto final se manifiesta por la ausencia de la coloracion azul del colorante y por la presencia

de una débil coloracion rujo ladrillo debido al precipitado de 6xido cuproso. Registrar el

volumen requerido en la valoracion (T1).
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Tomar otra bureta y llenarla con agua y realizar una segunda valoracién agregando al matraz
en ebullicion 20 mL de solucién de Fehling, el volumen de la solucién de melaza hidrolizada
obtenido de la primera valoracién menos 2 mL y suficiente agua de la bureta como para obtener
un volumen de 73 mL. Después de 2 min. de ebulliciébn agregar 4 gotas de azul de metileno y
completar la valoracion agregando la solucion de melaza hidrolizada, inicialmente en
incrementos de 0,1 mL y finalmente gota a gota. La valoraciéon debe completarse transcurridos
1 min. = 5 seg. adicionales, obteniéndose un tiempo total de ebullicion de 3 min. + 5 seg.
Registrar el volumen requerido en la valoracién (T2). La valoracion final se realiza agregando
al matraz en ebullicién 20 mL de la solucién de Fehling el volumen de la soluciéon de melaza
obtenido de la segunda valoracion (T2) menos 0,5 mL y suficiente agua de la bureta como
para obtener un volumen de 74,5 mL.

La valoracion se realiza de la misma manera que la segunda valoracion. Registrar el volumen

requerido en la valoracién (T3) y utilizarlo para calcular los azucares reductores.

NOTA —si la valoracién preliminar (T1) es menor de 30 mL, o para analisis de control de fabrica, puede omitirse la
segunda valoracion (T2).

NOTA —debido al alto contenido de invertidos totales en melazas de alta polarizacion (HTM) después de la hidrdlisis,
el procedimiento de preparacion de la solucion debiera modificarse de la siguiente manera. Pipetar 25 mL de una
solucion de 40 g/L de la melaza de alta polarizacion (HTM) y considerarla como melaza ordinaria (ver 8.3), excepto
que 2 mL de solucion EDTA deben agregarse antes de enrasar a un volumen que proporcione una solucion de
concentracion 0,4g/100 mL para la valoracion.

9 Expresion de resultados

9.1 Célculo. La concentraciéon de azlcares reductores totales en la melaza después de la
hidrélisis viene dada por:

1000
% de azucares reductores (como azucar invertido)= CxT
Donde:
C = concentracion de la solucidon sometida a ensayo de melaza (g/100mL),

T = T3= valoracién (mL de solucion de melaza utilizada).
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Cuando:
C=0,5g/100 ml

. 2000
% de azucares reductores = 5

El % de azlcares reductores totales normalmente esta comprendido entre el 50 y el 60 % para
melaza. El uso de una solucién de melaza hidrolizada de 0,5 g/100 mL permite un % de
azlcares reductores totales en el rango del 40 % (valoracion = 50 mL) al 80 % (valoracion =
25mL).

9.2 Precision.® La diferencia absoluta entre dos resultados obtenidos bajo condiciones de

repetibilidad no debiera ser mayor del 1,51 % de azUcares reductores totales en melazas.

La diferencia absoluta entre dos resultados obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad no

debiera ser mayor del 2,47 % de azUcares reductores totales en melazas.
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