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RESUMEN

La determinacion de azucares reductores totales (ATR’s) por HPLC es una
metodologia recomendada en el libro de métodos ICUMSA [1] como método
oficial estandar, que se esta4 implementado en las industrias azucareras del
mundo, con el fin de brindar informacion real, oportuna, precisa y confiable, que
demuestra la calidad de las condiciones del proceso y del producto terminado.

En el presente trabajo se implementa y valida una metodologia para la
determinacion del contenido de sacarosa, glucosa y fructosa en jugos de cafia,
por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), En el laboratorio de
calidad de conformidad del Ingenio del Cauca S.A.S., esta técnica permite la
separacion de los azucares, mediante una columna Hi-Plex de intercambio de
ligandos que ofrecen una resolucidon superior facilitando asi, una adecuada
separacion y cuantificacion.

De manera experimental se determinaron los valores estadisticos que sirvieron
como criterios de confianza y aceptacion en la metodologia implementada, tales
como: Precision, exactitud, repetibilidad, reproducibilidad, linealidad,
sensibilidad, limite de deteccién, limite de cuantificacién, incertidumbre y
porcentaje de recuperacion. Todo lo anterior cumpliendo con los requisitos de la
NTC ISO 9001 version 2008 [2] y los procedimientos del sistema de calidad de
conformidad del laboratorio.

Para el analisis de los datos obtenidos se utilizé el paquete estadistico SPSS
version 23, para el respectivo tratamiento y analisis de los resultados.

La metodologia validada para HPLC cumplié con los parametros estadisticos
requeridos como linealidad y precisién instrumental registrando coeficientes de
variacion menores al 5%, un limite de cuantificacién de 0,001% para sacarosa y
glucosa y 0,002% para fructosa y porcentajes de recuperacion entre el 95,1 y
103,0% logrando validar una metodologia sensible y lineal bajo los parametros
trabajados.

Los resultados obtenidos por la técnica implementada HPLC, se comparan
estadisticamente con los resultados calculados por el método tradicional
volumétrico Lane y Eynon, en el cual se aprovecha el poder reductor que tienen
los azucares para su cuantificacion. En la comparacion se determina que el
método HPLC es mas exacto y preciso para la determinacion de azucares
reductores.

Palabras Claves: Azucares Reductores Totales, HPLC, Lane y Eynon, Jugos
de Cafa



1 INTRODUCCION

En la industria azucarera, los laboratorios de control de calidad deben velar por
suministrar informacién precisa y confiable, siendo esta, un indicativo de la
calidad de las condiciones del proceso y del producto terminado. Por ello,
certificar que los métodos utilizados sean lo suficientemente fiables para
generar un resultado, se convierte en un problema critico ante cualquier tipo de
analisis.

La materia prima utilizada para la produccion de azlcar, es el jugo cafia, que es
analizado por el laboratorio de control de calidad del ingenio azucarero para su
procesamiento, entre los andlisis realizados es prioritario la determinacién de
azucares reductores, que son compuestos organicos, generados por el
desdoblamiento de la sacarosa a glucosa y fructosa durante el proceso de
cristalizacion y separacion de la sacarosa provocando pérdidas y disminuyendo
el rendimiento y cantidad de azucar obtenido.

La sacarosa puede ser invertida por efecto enzimatico o fisico-quimico en sus
azucares reductores, glucosa y fructosa. Su poder reductor se debe al grupo
carbonilo que queda libre en su molécula. Este caracter reductor puede ponerse
de manifiesto mediante diversos métodos, entre los cuales el mas utilizado en
los ingenios azucareros es el método de Lane y Eynon también conocido como
Fehling, en el cual, mediante una reaccion redox entre los azlcares reductores
y el sulfato de Cobre (Il) las soluciones de esta sal tienen color azul y tras la
reaccion con los azucares reductores se forma 6xido de Cobre (I) de color rojo.
De este modo, el cambio de color indica que se ha producido la reaccién y que,
por lo tanto, el azUcar reductor esta presente. [3]

El método Fehling proporciona una medida aproximada en la concentracion de
azucares reductores totales (ATR’s) en jugos de cafa, y es empleado en la
industria para dar cumplimento a los requisitos comerciales. Actualmente la
industria mundial azucarera tiene el reto de suministrar informacién de calidad,
por tal razon el ingenio del Cauca estd implementando el método de
determinacién de ATR’s por HPLC, debido a que brinda una mayor exactitud en
los resultados, por su selectividad y especificidad para estos azucares.

La separacion de los sacaridos por HPLC tiene lugar cuando los azucares de
bajo peso molecular como sacarosa, glucosa y fructosa presentes en la muestra
son transportados por la fase mévil hacia la columna de intercambio de ligandos
y pueden entrar en los poros de la resina y los grupos hidroxilos presentes en
los carbohidratos interactian con los contraiones (Ca?') de la resina por
afinidad, dando como consecuencia la elucion de las especies en tiempos
diferentes de acuerdo a la fuerza con que sean retenidas por la resina, logrando
Su separacion para su posterior deteccion y cuantificacion por indice de
refraccion.



2 FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 Generalidades del Proceso de Produccion de AzuUcar

La savia de la cafia de azucar (Saccharum officinarum, S. spontaneum, S.
sinense,) contiene alrededor de 17% de sacarosa, un carbohidrato disacarido
de formula general C12H22011, compuesto de los monosacaridos D-glucosa y D-
fructosa que se condensan en grupos glucosidicos, formado por un proceso
fotosintético de asimilacién. Mediante el proceso de extraccién realizado en
Ingenios azucareros, se obtiene el jugo de cafia, que es purificado por medios
fisicos y quimicos, evaporando luego el agua y separando los cristales de
azucar por medio de centrifugas para obtener finalmente el azicar comercial
refinado, que contiene alrededor de 99.99% de sacarosa. [3]

En el ingenio se inicia el proceso con el muestreo de la cafia de azucar que
viene del corte, para determinar su contenido de azucar, su calidad y hacer los
estimativos de produccion. Una vez tomada la muestra, los vehiculos
transportadores pasan por basculas electronicas de pesado y posteriormente
son descargados en las mesas alimentadoras. [4]

Preparacion de Cafa: Las mesas entregan la cafia a conductores que la
envian a dos tandems de molinos los cuales poseen desfibradoras que
fraccionan la cafia para romper la corteza y facilitar la extraccién del jugo en los
molinos.

Molienda: Cada tAndem estd compuesto por seis molinos y cada molino se
compone de cuatro mazas. Estas mazas son cilindros de gran tamafio que se
encargan de comprimir la cafia para extraer el jugo. El residuo llamado bagazo
va pasando de un molino a otro para extraer la mayor cantidad de jugo posible.

Al material que sale de cada molino se le adiciona jugo del molino
inmediatamente siguiente, para lograr extraer la mayor cantidad de sacarosa de
la cafia. Antes que el bagazo pase por el ultimo molino, se le agrega agua con
el proposito de mejorar la extraccion de jugo y sacarosa.

El jugo extraido se hace pasar por sistemas de filtracién, por mallas encargadas
de separar la mayor cantidad de bagacillo del jugo, enviando el jugo crudo hacia
el proceso y retornando el bagacillo a los molinos.

En el Gltimo molino se obtiene un material llamado bagazo el cual contiene bajo
contenido de sacarosa y humedad.

Generacion de Vapor: Aproximadamente el 10% del bagazo generado en el
proceso de molienda es vendido para la produccién de papel.

El bagazo restante es enviado a las calderas para ser utilizado como
combustible en la generacion de vapor.



Incauca S.A.S cuenta con cuatro calderas para la generacion de 750.000 Lb/h
de vapor. 2 de ellas consumen sélo bagazo y generan vapor vivo a presion de
275 psi y 575 °F, las otras dos calderas consumen una mezcla de carbon y
bagazo y generan vapor vivo a 650 psiy 750 °F.

Generacion de Energia Eléctrica: El vapor vivo generado se utiliza en los
turbogeneradores, que producen la energia eléctrica que requiere la fabrica y
un excedente que es vendido a la red publica.

Sulfitacién, Pesaje y Alcalizaciéon: El jugo extraido en molinos pasa por las
bésculas para su pesaje, con el propdésito de evaluar el rendimiento del proceso
y la cantidad de jugo que resulta de la cafia procesada.

Posteriormente se preencala con la adicibn de lechada de cal viva, que
neutraliza la acidez natural del jugo para evitar la inversion de sacarosa y se
envia hacia un primer calentamiento (65°C) para posteriormente realizar el
proceso de sulfitacién y la segunda alcalizacion.

El proceso de sulfitacion se hace con el fin de evitar la produccién de
compuestos coloreados, como las sales férricas, durante los procesos
siguientes. El azufre es quemado para producir dioxido de azufre (SO2) que se
pone en contacto con el jugo por medio de eyectores. Después de la sulfitacion,
el jugo es alcalizado hasta un pH de 7,4 — 7,6.

Calentamiento y Clarificacién: El jugo alcalizado pasa a la siguiente etapa de
calentamiento para activar las reacciones entre la cal y los 6xidos de fosforo
presentes en el jugo y precipitar las impurezas organicas e inorganicas.

Posteriormente, el jugo es alimentado a un clarificador rapido de bajo tiempo de
retencion en el que las impurezas del jugo se precipitan por la accion de la
gravedad. El proceso de clarificacion, se ayuda con la adicion de floculante
como, acido fosférico, que al entrar en contacto con el jugo agrupa las
impurezas y las precipita.

Filtracion: Los lodos sedimentados en el clarificador, se conducen a la estacion
de filtros con el objetivo de recuperar la mayor cantidad de sacarosa que
contienen.

La filtracién consiste en tomar los lodos y adicionarle bagacillo (particula fina de
bagazo) para darle mayor consistencia y mejorar la filtrabilidad. Esta mezcla se
procesa en los filtros con el objetivo de separar las impurezas en forma de torta
llamada cachaza de la parte liquida (jugo filtrado). Para facilitar la extraccién de
sacarosa de los lodos, se adiciona agua caliente sobre la torta de cachaza, para
lavarla y llevarse el material azucarado con el jugo filtrado.

La cachaza es enviada al proceso de compostaje para la produccion de abonos
organicos y el jugo filtrado es retornado al proceso de calentamiento de jugo
para ser reprocesado en la clarificacion.



Evaporacién: El jugo clarificado se bombea a un sistema de evaporacion de
quintuple efecto para eliminarle parte del agua que contiene. Por medio de
vapor y el vacio, los evaporadores concentran el jugo desde 15 a 68 — 70 °Brix,
dando como resultado la meladura o jarabe.

Ademas, el vapor generado por la evaporacion del agua en estos equipos es la
fuente de calor para los demas procesos que lo necesitan: Calentamiento de
Jugo y Cristalizacion.

Clarificacion de Meladura: La meladura pasa por un proceso de clarificacion
por flotacion. Este es un proceso donde se le adiciona a la meladura acido
fosforico, cal y floculante para coagular. Teniendo en cuenta que las particulas
que se deben extraer en este proceso son livianas, se le burbujea aire
micronizado para hacer flotar las impurezas y removerlas.

Cristalizacién y Centrifugacion: Para la produccion de azlcar a partir de la
meladura se utiliza un sistema de dos templas o etapas. Las diferentes templas
se elaboran en los tachos, evaporadores de simple efecto que trabajan al vacio,
que pueden ser batch o continuos.

En la primera etapa la meladura se pone en contacto con nucleos de azlcar
(grano pequefio de azucar) bajo condiciones controladas de temperatura y Brix.
Tales nucleos generan puntos de cristalizacion de la sacarosa que contiene la
meladura, creciendo hasta el tamafio deseado del azlicar a producir.

Debido a que los granos de azucar se encuentran inmersos en el material
liquido de la meladura que no se cristalizd, se envia hacia las centrifugas para
separarlos, obteniendo el aztcar comercial y una miel de la primera etapa (miel
A). En esta etapa se utiliza agua caliente para lavar el cristal y bajar el color del
azlcar resultante.

La miel A se alimenta a una segunda etapa de cristalizacion, utilizando como
ndcleo suspension alcohodlica (mezcla de azlcar pulverizada y alcohol
isopropilico) para inducir la formacion de cristales a partir de la sacarosa
contenida en ella, obteniendo la masa B. Esta masa se envia a otra etapa de
centrifugacion para separar los pequefos cristales de azucar (semilla B) de la
miel Generada (miel B).

Los pequefios cristales de azlcar resultantes de esta etapa (semilla B) son los
nacleos utilizados en la primera etapa de cristalizacion.

La miel B se envia a la destileria como materia prima para la produccién de
alcohol por su alto contenido de azucares fermentables.

Secado, Envase y Almacenamiento: El azlcar producido en la primera etapa
de cristalizacion sale con una humedad menor al 1% y se debe secar antes de
envasarlo, para tal fin, se hace pasar por secadoras rotatorias en las que se
ponen en contacto en contracorriente el azucar humedo y aire seco, para
disminuir el contenido de humedad del azlcar.



El azicar seco y frio se lleva a tolvas que alimentan a las envasadoras de
azucar en las diferentes presentaciones con que se surten los mercados
nacional e internacional. Una vez envasado el azlcar se lleva a las bodegas de
producto terminado donde se almacena y se carga en vehiculos para su
distribucion.

Sin embargo, no todo el azlicar generado en la centrifugacién es secado y
envasado, ya que Incauca S.A. cuenta con una moderna Refineria que procesa
un 60 a 90% del azucar que sale de las centrifugas, con el objetivo de producir
azucar con menores niveles de color e impurezas. [4]

El diagrama del proceso de produccion de la cafia de azlucar se puede observar
en el anexo A.

2.2 Jugos de Cafia de Azucar

La extraccion del jugo moliendo cafia entre pesados rodillos o mazas,
constituye la primera etapa del procesamiento del azucar, la molienda eficiente
extrae mas del 95% del azucar contenido en la cafia y este porcentaje se
conoce como extraccion de sacarosa o Pol de extraccion.

El jugo color verde oscuro procedente de los molinos es acido y turbio. El
proceso de clarificacion cuyo objetivo principal es remover las impurezas tanto
solubles como insolubles, emplea en forma universal cal y calor como agentes
clarificantes. La solucion de cal neutraliza la acidez natural del jugo, formando
sales insolubles de calcio, en su mayor parte fosfatos de calcio. El
calentamiento del jugo alcalizado hasta el punto de ebullicién o ligeramente por
encima, coagula la albumina y algunas grasas, ceras y gomas; el precipitado
asi formado atrapa los sélidos en suspension al igual que las particulas mas
finas. [5]

El jugo clarificado, presenta mas o menos la misma composicion que el jugo
extraido, excepto las impurezas precipitadas por el tratamiento con cal, contiene
aproximadamente 85% de agua, el cual, es purificado por medios fisicos y
guimicos, evaporando luego el agua y separando los cristales de azlcar para
obtener finalmente el azlcar comercial que contiene un alto porcentaje de
sacarosa.

La produccion de azlcar se basa en la capacidad que tiene la sacarosa de
cristalizar, a partir de una meladura espesa, mientras que la glucosa y la
fructosa permanecen disueltas. En este proceso se presentan perdidas las
cuales se pueden estimar determinando algunas caracteristicas fisico-quimicas
en los jugos. [5]

Pureza: La relacion de la lectura del polarimetro (Pol) con los grados brix
permite determinar la pureza de una solucién en términos de sacarosa. [6]



Pol: Los azUcares diluidos gozan de la propiedad de desviar el plano de
vibracion de la luz polarizada. Esta propiedad se utiliza en la industria azucarera
para determinar la riqgueza de los jugos de cafia mediante un polarimetro, de
donde se deriva la expresion de POL; el polarimetro envia un rayo de luz
polarizada, que es una luz con un ancho de banda estrecha en un plano de
direccion, a través de una solucion de sacarosa y mide la rotacion de la luz
después de pasar por el liquido. El valor de rotacion resultante estima el % de
sacarosa en el jugo mediante formulas y tablas ya establecidas. [6]

Grados Brix: Los °Bx determinan la concentracién de sdlidos disueltos en una
soluciéon de sacarosa, basandose en una relacion entre los indices refractivos a
20°C y el % de masa total de solidos solubles de una solucion acuosa de
sacarosa pura. [3]

Azucares Reductores: Son el producto intermedio de la descomposicion de la
sacarosa, su analisis en jugos es utilizado como un parametro para determinar
la calidad de la cafia que ingresa al ingenio azucarero e influyen en el desarrollo
posterior del proceso de extraccion, ademas, son el indice mas empleado para
la deteccion de pérdidas en jugos. [3]

2.3 Politicas de Calidad

Con el fin de garantizar a sus clientes y proveedores productos de la mejor
calidad, bajo los mas altos estandares de higiene y seguridad, asi como una
mayor eficiencia y productividad en los procesos, el ingenio del cauca se ha
certificado en la produccion de azlcares, que aseguran no solo la calidad de
sus productos, sino también el compromiso que ha adquirido con el Pais.

Sello de calidad ICONTEC a los azucares

Certificacion de Aseguramiento de la Calidad ISO 9001 versién 2008.
Certificacion del Sistema de Gestion ambiental ISO 14001 versién 2004. [7]

2.4 Validacion

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que
los resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza
la validacién de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder
determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado para los
fines previstos.

En este sentido, es importante que para el proceso de validacidén se asigne a un
responsable de realizar dicha tarea. De manera que la validacion se efectle en
forma metddica, ordenada, trazable y confiable. [8]

Para este trabajo se propone realizar una validacion menor, puesto que se trata
con métodos normalizados y se adecuan haciendo minimas modificaciones o
ninguna.



2.5 Figuras de Merito Analitico

Para demostrar objetivamente que se cumple con los requisitos exigidos para
cada uno de los métodos se realiza la determinacion estadistica de figuras
analiticas de mérito como son: intervalo de respuesta lineal, linealidad,
sensibilidad, LOQ, LOD, precision, y exactitud. [8]

2.5.1 Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que
sean proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la
muestra de laboratorio.

Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar un grafico de
respuesta vs concentracion, que se conoce como Funcién Respuesta
(normalmente llamada recta de calibrado). Esta se establece cada dia con una
cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones de trabajo de
valor tedrico conocido, que cubran el intervalo de trabajo. Luego de realizar el
grafico se puede observar el comportamiento de la curva y establecer
cualitativamente el intervalo lineal (fig.1a). Después de establecer el
comportamiento lineal del método se debera realizar la curva de trabajo o curva
de calibracién (fig.1b). Graficar los datos de concentracion de la lectura
observada () vs los estandares de calibracion estimados (X). [8]

a) b)

Rango lineal

RESPUESTA
RESPUESTA

CONCENTRACION CONCENTRACION

Figura 1. a) Gréfica para la determinacion del rango lineal, b) Curva de calibracion respuesta
Vs concentracion

Evaluar los estimadores de regresion lineal del grafico: pendiente (m),
coeficiente de correlacion (r), punto de corte (intercepto) con el eje de la
ordenada (b).

Y=mx+Db Ecuaciéon 1

En general el criterio de aceptacion cualitativo que se usa para determinar la
linealidad es el coeficiente de correlacion:



El coeficiente de correlacion indica el grado de relacion entre la variable
concentracion (X) y la variable respuesta (Y) de la curva de calibracién. Los
valores maximos que puede alcanzar son —1 y 1. El valor maximo de 1 indica
una correlacion positiva perfecta (entre X e Y) con una pendiente positiva.
Cuando r=0, no existe correlacion alguna, por lo que existiria independencia
total de los valores X e Y. [8]

En la préactica si r tiene un valor cercano a uno (1), esto significa que existe
correlacién con una probabilidad elevada. Para una curva de calibracion o
trabajo, es recomendable que el coeficiente de correlacion obtenido sea mayor
o igual a 0,999, aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o mayor
que 0,99.

Se evaluard una curva de calibracion en la cual se realiza una evaluacion
estadistica de prueba t-Student, como un mejor indicador del modelo lineal. Se
calcula un valor de t con n-2 grados de libertad y se compara con el valor
tabulado de t para el nivel de confianza requerido (a = 0,05), dos-colas, en este

caso para un “n” (observaciones) que depende de los niveles de calibracion.

Se desea probar si existe entonces una correlacidon significativa: La hipotesis
nula Ho es que no existe correlacion entre X e Y. Si el valor observado de tr es
mayor que tci, se rechaza la hipotesis nula Ho, siendo la correlacion lineal
significativa con la probabilidad calculada. [8]

- Ir| J(n—2)
" J(a-r2)

Ecuacién 2

Doénde:
tr = Valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion.
/r/ = Valor absoluto del coeficiente de correlacion.

n - 2= Numero de grados de libertad.

r? = Valor del coeficiente de determinacion.

2.5.2 Sensibilidad

La sensibilidad es el cociente entre el cambio en la indicacion de un sistema de
medicién y el cambio correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la
medicion. [8]

En una regresién lineal la sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la
recta de calibracion.



Se calcula como:

_ 2XiYi—(XXiXYi/n)
YX2i-((XXx)?/n)

Ecuacion 3

El valor de sensibilidad obtenido (m) debe permitir una adecuada discriminacion
de los valores de concentracion en base a la lectura.

En la figura 2, se puede observar que mientras mas préoxima al eje de las Y esté
la recta, significa que a ligeros cambios en las concentraciones esperadas
habra grandes variaciones en los resultados de las lecturas observadas (ms).
En el caso de (m1) grandes cambios en la concentracion no son significativos
para la lectura.

=

RESPUESTA

COMCENTRACION

Figura 2. Variacién de la pendiente, a una mayor pendiente mejor discriminacién de datos.

Se dice, que un método es sensible cuando una pequefia variacion de
concentracion determina una gran variacion de respuesta. La sensibilidad
permite observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una
determinada cantidad de analito. [8]

2.5.3 Limites

Limite de cuantificacion: Es la menor concentracion de un analito o sustancia
en una muestra que puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptables
bajo las condiciones en que se lleva a cabo el método. EI LOQ se expresa
mediante la ecuacion 4. [9][10]

LOQ = 10S;,

Ecuacién 4
Mpromedio

Donde Mpromedio €S €l promedio de las pendientes de las curvas de calibracion

realizadas; Sp es la desviacion estandar promedio de los interceptos de las

curvas y se puede estimar ya sea por el analisis de un numero apropiado de

muestras de blanco (muestra sin analito o con concentracion cercana a cero) o

a partir de los interceptos de las curvas realizadas.

Limite de deteccion: El limite de deteccion se define como la menor
concentracion de un elemento en la solucion que se puede detectar con un 95%
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de certeza, por lo tanto, la concentracion que produce una desviacion igual a 3
veces la desviacion estandar de un conjunto de lecturas se puede definir como
el limite de deteccion. Historicamente se ha definido como la concentracion de
un analito que produce la desviacion de la linea base de un registrador gréfico
qgue es igual al doble del pico de la linea base. Este parametro es una cifra
tedrica y no deberia tratar de medirse rutinariamente. También es definido en la
Ecuacion 5. [11][12]

35

LOD = Ecuacion 5

Mpromedio

Donde Sy es la desviacion estandar promedio de los interceptos de las curvas
realizadas y mpromedio €S €l promedio de las pendientes de las curvas de
calibracion realizadas.

2.5.4 Precision

La precision podra establecerse en términos de repetibilidad y reproducibilidad.
El grado de precision se expresa habitualmente en términos de imprecision y se
calcula como desviacion estandar de los resultados.[8]

e Repetibilidad: Refleja la precisién de un método, cuando se desarrolla
bajo las mismas condiciones, utilizando la misma muestra homogénea,
analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos
equipos y reactivos y durante una misma sesién de trabajo en un periodo
corto de tiempo (mismo dia). El parametro estadistico que caracteriza a
este estudio es la desviacion estandar o preferiblemente el coeficiente de
variacion. [11][12]

e Precision Intermedia: Resultados obtenidos dentro del laboratorio por el
mismo analista, con los mismos equipos, en un intervalo largo de tiempo
(dias distintos) y con la misma muestra homogénea. [9][10]

2.5.5 Exactitud

Refleja la concordancia entre el resultado de una medicibn y un valor
verdadero. La exactitud mide el error sistematico del método y se puede
expresar en términos del porcentaje de error o porcentaje de recuperaciéon. Es
la proximidad entre el resultado de una medicion y la media de un conjunto de
datos.

Se puede medir a partir de la comparacion de los valores obtenidos por medio
de las metodologias disponibles, respecto a los emitidos por la empresa
proveedora de las soluciones, o por medio del porcentaje de recuperacion o de
error. [9][10]
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Resultado Obtenido Experimental

x 100 Ecuacion 6

% R raciéon =
% ecuperacion Resultado Real Esperado

2.5.6 Incertidumbre

La incertidumbre de una medicién es el parametro asociado al resultado, es
decir, caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser
atribuidos al mesurado. [8][9] [13]

La determinacién de la incertidumbre incluye generalmente 4 pasos, el primero
corresponde a la determinacion de las fuentes, el segundo en expresar los
componentes en una incertidumbre estandar , el tercero combinar las diferentes
incertidumbres y el cuarto paso es la determinacién de la incertidumbre
expandida es decir, multiplicar la incertidumbre combinada por un factor de
cobertura (k) = 2, a fin de entregar un 95% de confianza, y asi establecer el
intervalo entorno al resultado de la medicién en el cual se puede esperar que se
incluya la mayor fraccion de la distribucién de los valores que se pueden atribuir
razonablemente al mesurado.

En algunos casos pueden existir mayores exigencias en cuanto al valor del
factor de cobertura utilizado para obtener la incertidumbre expandida,
pudiéndose solicitar o requerir un k=3, a fin de entregar un 99,7 % de confianza,
esto generalmente se puede solicitar frente a determinados contaminantes o
residuos.

Para demostrar que un método analitico es adecuado para el fin previsto, el
laboratorio debera demostrar a través de una evidencia objetiva que el método
analitico ha sido adecuadamente validado o verificado. [8][13]

e Célculo de la incertidumbre teniendo en cuenta las fuentes globales de
incertidumbre

Se calcula con base en los resultados de evaluaciones de repetibilidad,
reproducibilidad y exactitud, de la siguiente forma: [14]

Se calcula inicialmente el promedio de los resultados obtenidos tanto a
concentraciones bajas de analito, como a altas concentraciones mediante la
ecuacion 7.

X
n

Xprom = Ecuacion 7

Se calcula la desviacion de los resultados obtenidos aplicando ecuacion 8.

Z(Xi _Xprom)2

Ecuacién 8
(n-1)
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Posteriormente se calcula la desviacion estandar relativa de cada grupo de
datos Ecuacion 9

S

RSD = Ecuacion 9

Xprom

Finalmente, mediante ecuacioén 10 se calcula la Desviacion Estandar Relativa

del total de datos (RSDt).
2 2
(((;ﬁ) x(n—1))+(<x%> )X(n—1)>

n-1)1+(n-1),

RSDt = Ecuacion 10

Y adicionalmente se calcula la recuperacién en funcién de porcentajes (%R) de
los patrones con base en la ecuacion 11.

Concentracion Experimental Obtenida

%R = * 100 Ecuacion 11

Concentracion Real Preparada

Se calcula el promedio de los porcentajes de recuperacion con la ecuacion 12.

B _ 2%R;

R, Ecuacién 12
n

La desviacion estandar de los recuperados (SRp) con ecuacion 13.

Z(Ri_Rprom)Z

Ecuaciéon 13
(n-1)

SRp =

También se debe calcular la incertidumbre en la recuperacion promedio,
mediante la ecuacion 14:

SRp

Usgp = T Ecuacion 14

Se evalla si el factor de recobro es significativamente diferente de 1 para un
nivel de significancia (a) del 5% y un nivel de confianza del 95%, para (n-1)
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grados de libertad (gl). Para determinar si hay diferencia estadisticamente
significativa entre el valor obtenido de recuperaciény 1.

Se establece la hipétesis nula (H,). ElI factor de recobro no es
significativamente diferente de 1.

Se calcula el t experimental (t.,p,) (ecuacion 15) y se compara con el t critico
(tcrit)-

Sitey, >t S€ rechazala H,,.

Sitexy <t S€ aceptala H,,.

R-1 .,
toxp = | sl*‘/ﬁ Ecuacion 15

Donde texp €S el t experimental; R es el factor de recobro experimental; S es la
Desviacion estandar y n es el nimero de datos.

La incertidumbre se calcula mediante las ecuaciones 16,17 y 18.

Incertidumbre Combinada Total (Uc;ptai)-

2
Uciotal = \/((%’) +RSDt2) Ecuaciéon 16

Incertidumbre Expandida del Método (U exp met) ().

Uexpmet = 2 * Uctptal Ecuacion 17

La incertidumbre expandida en la medicion U(x) se expresa:

U= +C+*U,pmet Ecuacion 18
2.6 Andlisis Estadistico
Este andlisis se realizara mediante el paquete estadistico SPSS version 23.0,
un software que facilita el analisis estadistico de los datos, como su ilustracion

grafica. Entre las pruebas mas utilizadas aplicadas para el analisis de datos
estan:

2.6.1 Pruebas de Normalidad

La distribucion normal es, probablemente, la distribucién tedrica mas importante
en estadistica y sirve como punto de referencia para describir como se
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distribuyen muchos de los datos de los analisis que realizamos. Se utilizan dos
pruebas, la de Shapiro-Wilk para un tamafio de muestra menor o igual a 50, y la
prueba de Kolmogorov-Smirnof que se utiliza para niumero de datos mayores a
50. Ambas pruebas permiten contrastar la hipotesis nula que indica que los
resultados de los analisis proceden de poblaciones normales. Rechazaremos la
hipotesis de normalidad cuando el nivel critico o significancia (Sig.) sea menor
que el nivel de significacion establecido (generalmente 0,05). Cuando los
valores presentan una distribucion normal, se acepta la hipétesis nula y se
aplican pruebas paramétricas. Cuando ocurre lo contrario, se aplican pruebas
no paramétricas. [8]

2.6.2 Pruebas Paramétricas

Son pruebas de hipotesis estadisticas que asumen cierto comportamiento de
muestras obtenidas aleatoriamente, distribucién normal de las observaciones y
donde existe un parametro de interés que buscamos estimar. [9]

¢ Andlisis de Varianza (ANOVA) de un Factor: El analisis de la varianza
permite contrastar la hipétesis nula de que las medias de K poblaciones
(K >2) son iguales, frente a la hipotesis alternativa de que por lo menos
una de las poblaciones difiere de las demas en cuanto a su valor
esperado. Este contraste es fundamental en el analisis de resultados
experimentales, en los que interesa comparar los resultados de K
‘tratamientos' o ‘factores' con respecto a la variable dependiente o de
interés, la hipdtesis es evaluada de la siguiente forma: Si el nivel critico
asociado al estadistico F es menor que 0,05, se rechaza la hipétesis de
igualdad de medias y se concluye que no todas las medias poblacionales
comparadas son iguales. En caso contrario, no se puede rechazar la
hipétesis de igualdad y no se puede afirmar que los grupos comparados
difieran en sus promedios poblacionales.[9][10]

* Prueba de Tukey — Prueba de Duncan: Son test de comparaciones
multiples. Permiten comparar las medias de los t niveles de un factor
después de haber rechazado la hipétesis nula de igualdad de medias
mediante la técnica ANOVA. Estas pruebas permiten definir grupos entre
un conjunto de datos. [9][10]

e Prueba T: Esta Prueba permite contrastar hipétesis con base a una
media poblacional, ajustandose a un modelo de distribucion de
probabilidad t de student cuando la poblacion muestreada es normal. [8]

e Prueba T Para Muestras Independientes: Permite contrastar hipotesis
referidas a la diferencia entre dos medias independientes. Si la
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probabilidad asociada al estadistico de Levene es mayor que 0,05,
podremos suponer que las varianzas poblacionales son iguales; si la
probabilidad asociada al estadistico de Levene es menor que 0,05,
rechazaremos la hipétesis de igualdad de varianzas y supondremos que
son distintas.

e Prueba T Para Muestras Relacionadas: Permite contrastar hipétesis
referidas a la diferencia entre dos medias relacionadas. Si el valor del
nivel critico < 0,05 se rechaza la hipétesis de igualdad de medias.

e Coeficiente de Correlacion de Pearson (r): Es una prueba paramétrica
que mide el grado de asociacién lineal entre dos variables cuantitativas,
tomando valores entro -1 y +1. Los valores proximos a +1 indican una
fuerte asociacion lineal positiva; los valores proximos a -1 indican una
fuerte asociacion lineal negativa; valores proximos a O indican que no
existe asociacion lineal entre las variables. [8]

2.6.3 Pruebas no Paramétricas

Una prueba no paramétrica es una prueba de hipétesis que no requiere que la
distribucion de la poblacibn se caracterice en funcidbn de determinados
parametros. Por ejemplo, numerosas hipétesis se basan en el supuesto de que
la poblacion sigue una distribucidon normal con los parametros p y o. Las
pruebas no paramétricas no tienen este supuesto, de modo que son Uutiles
cuando sus datos sean firmemente no normales y resistentes a
transformaciones. [9]

Como pruebas no paramétricas se tiene:

e Prueba de Kruskal Wallis: Es un método para probar si un grupo de
datos proviene de la misma poblacion. Esta prueba es paralela al
ANOVA con los datos reemplazados por categorias. Para determinar las
diferencias significativas se aplica la prueba U de Mann-Whitney.

e Prueba de U Mann Whitney: Es una excelente alternativa a la prueba t
sobre diferencia de medias cuando: 1) no se cumplen los supuestos en
los que se basa la prueba t (normalidad y homocedasticidad), o 2) no es
apropiado utilizar la prueba t porque el nivel de medida de los datos es
ordinal.

e Coeficiente de Correlacion de Spearman: Es una prueba que mide la
asociacion o interdependencia entre dos variables discretas medidas, al
menos una de ellas, en escala ordinal. Los valores préximos a +1 indican
una correlacion fuerte y positiva. Los valores proximos a -1 indican una
correlacion fuerte y negativa. Los valores proximos a O indican que no
hay correlacion lineal. [8]
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e Analisis de Regresion Lineal Simple: En estadistica, la regresion lineal
0 ajuste lineal es un modelo matematico usado para aproximar la
relacion de dependencia entre una variable dependiente Y, las variables
independientes Xi y un término aleatorio €. El procedimiento implica,
basicamente, obtener la ecuacidén minimo-cuadratica que mejor expresa
la relacion entre la variable dependiente y la variable independiente y
estimar mediante el coeficiente de determinacion la calidad de la
ecuacion de regresion obtenida.

2.7 Azucares

Los azucares tienen una formula general (CH20)n, donde oxigeno e hidrégeno
se encuentran en la misma proporcion que en el agua, de ahi su nombre clasico
de hidratos de carbono, aunque su composicién y propiedades no corresponde
en absoluto con esta definicion. Pueden clasificarse como azlcares sencillos
(monosacéridos) o complejos (disacaridos, polisacaridos).

Los monosacaridos son solidos, cristalinos, incoloros, solubles en agua y de
sabor dulce. Quimicamente son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas y
responden a la férmula empirica (CH20)n, en la que n tiene un valor igual o
mayor que 3, siendo los mas frecuentes los de 5y 6 atomos de carbono.

Presentan en todos sus carbonos un grupo hidroxilo (-OH) excepto en uno, en
el cual lleva un grupo carbonilo (-C=0). Si el grupo carbonilo se encuentra al
final de la cadena el monosacarido es un aldehido, y se denomina aldosa. Si se
encuentra en un carbono secundario es una cetona, y se llama cetosa. La
mayoria de los monosacaridos poseen uno 0 mas atomos de carbono
asimétricos y son, por tanto, moléculas quirales; propiedad de los azucares que
ocasionan la rotacion del plano de luz polarizada y la cual permite la
determinacién de la presencia de azlUcares en jugos y productos de la
fabricacién de azlcar.

Algunos azlcares tienen la propiedad de oxidarse en presencia de agentes
oxidantes suaves como el ion Fe*®* o Cu*2. Esta caracteristica radica en la
presencia de un grupo carbonilo libre, el cual es oxidado y genera un grupo
carboxilo. Por lo tanto, aquellos azlUcares con un grupo carbonilo libre son
llamados azlcares reductores y aquellos en los que el grupo carbonilo se
encuentra combinado en unién glucosidica se conocen como azucares no
reductores. Entre los azucares reductores mas comunes se encuentra la
glucosa, fructosa, lactosa y maltosa que presentan un carbono libre en su
estructura y pueden reducir, en determinadas condiciones, a las sales cupricas.

[5]
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2.7.1 Sacarosa

La sacarosa, disacarido obtenido de la cafia de azucar, la remolacha y otras
fuentes, es un componente importante de la dieta humana, como tal y en
combinacion en diversos alimentos comerciales, ver figura 3.

La sacarosa no contiene atomo de carbono anomérico libre; los de ambas
hexosas se hallan unidos entre si. La sacarosa, por tanto, no experimenta
mutorrotacion ni es un azucar reductor. Se hidroliza con més facilidad que los
otros disacaridos. La hidrdlisis de la sacarosa a D-glucosa y D-fructosa se
denomina frecuentemente inversion, ya que va acompafiada de un cambio neto
de rotacidén optica, de dextrégira a levogira. La hidrdlisis de la sacarosa, que
también es catalizada por el enzima invertasa, puede seguirse mediante un
polarimetro. [15]

OH o
@) O-

OH O OH
OH

HO

HOHO

Figura 3. Estructura de la sacarosa

2.7.2 Inversiéon de la Sacarosa

La sacarosa se hidroliza con facilidad en soluciones &cidas a velocidades que
aumentan notablemente segun el aumento de la temperatura y disminucion del
pH, con liberacién de los monosacéridos constituyentes, reaccion 1

C12H22011 + H.O = CsH120s6 + CsH1206 (reaccion 1)
Sacarosa Glucosa Fructosa
[a]p 20 +66,53° [a]p 20 +52,7° [a]p 20 -92,4°

A esta reacciéon hidrolitica se aplica generalmente el nombre de inversion,
porque produce un cambio en la actividad Optica dextrégira propia de la
sacarosa a una actividad neta levdgira, equivalente a [a]p?® —39,7° de los
productos de la reaccion.

La mezcla equimolar de glucosa y fructosa que se forma es conocida
generalmente como “azucar invertido” por extension de la terminologia que se
aplica a la reaccion de la Hidrolisis.
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2.7.3 Glucosa

La glucosa es metabdlicamente el azicar mas importante en las plantas y
animales. Sélo en la porcion en crecimiento activo de la planta el contenido de
glucosa excede el de la sacarosa. Al comienzo de la zafra el contenido de
glucosa del jugo es alto y disminuye con la madurez. A pesar de que cantidades
iguales de glucosa y fructosa estan implicadas en la hidrdlisis y condensacion
de la sacarosa, la relacion de estas, raras veces es igual en el jugo crudo.

La formula empirica de la glucosa CeH1206 y el peso molecular es 180,2 g/mol.
La glucosa es menos soluble en agua que la sacarosa; es soluble en etanol e
insoluble en éter. Las moléculas de glucosa se condensan de diferente manera
para formar almidon, dextrana y celulosa. [15]

H OH

Figura 4. Estructura de la Glucosa

2.7.4 Fructosa

Conocida como azucar de frutas. La fructosa es mas dulce que la sacarosa y la
glucosa; de las tres es la menos abundante en la cafia. A semejanza de la
glucosa, es mas abundante en las partes en crecimiento de la planta y menos
abundante en la parte inferior del tallo y las raices. La fructosa disminuye en la
maduracion y puede ser imposible de detectar en algunas variedades de alta
pureza en la madurez.

La féormula empirica de la fructosa es la misma que la glucosa (CsH120s) y el
peso molecular es de 180,2 g/mol. La fructosa es muy soluble en agua y
ligeramente soluble en etanol. Igual que la glucosa, la fructosa es un azucar
reductor, pero posee un grupo cetona en lugar de un grupo aldehido. [16]

Figura 5. Estructura de la Fructosa
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2.8 Azucares Reductores [17]

Los monosacaridos existen principalmente en forma ciclica, pero debido a que
estan en equilibrio con la forma de cadena abierta, el grupo carbonilo presente
en ellos podra dar positiva varias de las pruebas para el reconocimiento de
aldehidos y cetonas. Asi los carbohidratos pueden ser oxidados con facilidad
para producir los acidos carboxilicos correspondientes, por ello, se denominan
azucares reductores (reductor porque el azucar reduce al agente oxidante). Ver
reaccion en la figura 6.

H o H o: H OH
N ~ ~
H OH (» | |
H——OH ——OH —OH
H o \ -
HO HO- —:H/:OH HO— +——H HzO HO—1—H
HO OH =—= =
H oH H——OH H——OH H——OH
H H H—F—OH H——OH H——OH
CH,0H CH,0H CH,0H
D-glucopiranosa D-glucosa I6n enolato Enol

(forma abierta)

Figura 6. Equilibrio del tautomerismo ceto-enol de la molécula de glucosa

Debido a la presencia del grupo carbonilo, los atomos de hidrégeno unidos al
carbono alfa de los compuestos carbonilicos muestran propiedades débilmente
acidas. La acidez de dichos hidrogenos es debida a la estabilizacion por
resonancia del anion (ion enolato) que resulta de la disociacion de un hidrogeno
alfa. La estructura contribuyente al hibrido en resonancia del ion enolato posee
un atomo de carbono con un par de electrones no compartidos y una carga
negativa.

Un anion con tales caracteristicas se le llama carbanion, ver reaccion en la
figura 7:

e
(0] O> :0:
a || @
C C H — C C H —> (|_3| C H +
| © 1l
H 1
forma ceto

Figura 7. Mecanismo de formacion del carbanion

Si el proton se adiciona nuevamente al carbono alfa (estructura 1), se obtiene
nuevamente el compuesto carbonilico original o la forma ceto. Ver reaccién en
la figura 8.
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0 ® 0
_%QLD H < H@‘ (|3H—|C|—H
I " H forma ceto

Figura 8. Mecanismo de reconversion a la forma Ceto

Sin embargo, si la adicibn ocurre en el aomo de oxigeno cargado
negativamente (estructura Il), se obtiene una forma estructural diferente a la
forma ceto, llamada forma endlica o simplemente enol. Ver reaccién en la figura
9.

.59 o OH
| H
——CH=C—H s — CH—C¢—H
H
11 forma enolica

Figura 9. Mecanismo de formacion del enol

Las sustancias que participan en un equilibrio de su forma ceto y endlica se dice
que son tautdémeras, por el fendmeno que implica la interconversion
espontanea de los dos isémeros.

Todas las aldosas son azlcares reductores porque contienen un grupo
carbonilo aldehidico, pero algunas cetosas son también azlcares reductores
como es el caso de la fructosa, aun cuando no contiene un grupo aldehido. La
reduccién ocurre porgue la fructosa se isomeriza con rapidez en solucién béasica
o &cida mediante una serie de corrimientos tautdmeros cetoendlicos cuyo
resultado es la conversion a una aldosa.

La forma endlica de la glucosa presenta la estereoquimica del C-2 tipica, en la
que el i6n enolato puede transformarse directo a una de las tres posibilidades
de compuestos hidroxicarbonilicos: D-glucosa, D-manosa y D-fructosa. De
modo que, si el carbonilo se forma en su C-2 si obtiene fructosa, si el carbonilo
se forma con el C-1 puede obtenerse glucosa o manosa porque el H+ se puede
ligar al lado izquierdo o derecho del plano molecular sp2 del i6bn enolato. Ver
reaccion en la figura 10:
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Ataque porla H———1——OH
izquierda
» HO——H D-Glucosa
H———OH
H (\c)_
\ﬁ//—\g H——OH
H-OH
OH CH,OH
i/4_ ! /o
—> HO——H ~NoF
H OH H—7—OCH HO———H
~__—
G H——OH —»HO—F—H
| OH D-Manosa
— Ataque por
CH,OH la derecha H——OH
HO———H
H OH H——o°"
H—T—OH
o CH,OH
H——OH —
<O \ CH,OH
CH,OH
Forma er210Iica HO= - H O ©
L H-OH
H OH > HO H
D-Fructosa
H——OH H——OH
CH,OH H——OH
CH,OH

Figura 10. Tautomerismo de la molécula de glucosa

La isomerizacion alcalina de la glucosa produce una mezcla en la cual estan
presentes glucosa, manosa y fructosa en equilibrio a través de un ién
intermedio inestable o enolato. Como se trata de un equilibrio, se obtiene
siempre esta mezcla final partiendo de cualquiera de estos tres monosacaridos.
[17]

2.8.1 Descomposicion de Azucares Reductores

Cuando la alcalizacion del jugo es elevada, ocurre la destruccion de azlcares
reductores, ya que el exceso de cal descompone la glucosa presente en el jugo,
formando &cidos organicos que destruirdn la sacarosa y en consecuencia habra
un desdoblamiento de esta para alcanzar de nuevo su equilibrio con la fructosa
y glucosa.

La alcalizacién también provoca la formacién de sales solubles de calcio que
aumentaran las incrustaciones en los evaporadores. Estas sales solubles
incrementan la viscosidad de la meladura afectando la evaporacion en los
tachos y en consecuencia aumentando la cantidad de azucares reductores y
sus pérdidas de azlcar.

22



La adicidon excesiva de cal, ademas produce oscurecimiento de los jugos,
aumentando la viscosidad de los productos de baja pureza, asi como las
cenizas debido a las sales de calcio disueltas, con su consecuente e indeseable
aumento de la cantidad de azucares reductores.

Ademas de la pérdida directa de sacarosa para invertir el azucar, se pueden
formar productos indeseables de color oscuro en el jugo a través de la reaccion
de Maillard de aminoéacidos y azucares reductores. Las reacciones reversibles
se inician por el equilibrio entre las formas neutras e ionizadas de los
monosacaridos. El oxianion en el carbono anomeérico debilita el enlace CO del
anillo y permite la mutarotacion y la isomerizacion a través de un intermedio
aciclico de enediol.

Por tales razones, conocer la concentracion de los azucares reductores
contribuye a evaluar los diferentes productos y subproductos dentro del proceso
fabril, por lo que es necesario contar con técnicas analiticas de elevada
exactitud, precision y sensibilidad para su determinacion y cuantificacion.

2.9 Métodos para la Determinacion de Azucares Reductores Totales
2.9.1 Método de Lane y Eynon

El poder reductor que pueden presentar los azlUcares proviene de su grupo
carbonilo, que puede ser oxidado a grupo carboxilo con agentes oxidantes
suaves. Si el grupo carbonilo se encuentra combinado no puede presentar este
poder reductor.

El Reactivo de Fehling opera la oxidacion alcalina de aldosas y de cetosas que
van a transformarse en acido glucénico. Estd compuesto de dos soluciones Ay
B que deben mezclarse al momento de su uso. La solucién A contiene CuSOa.
La solucion B contiene tartrato de sodio en NaOH. El tartrato tiene la funcion de
acomplejar al Cu?* produciendo coloraciéon azul, ver figura 11. La especie
oxidante es el Cu?* que se reduce a Cu* precipitando como éxido de cobre
Cu20 rojo. La oxidacion total de los monosacéridos tiene lugar por la
intercepcion de la forma de cadena abierta presente en el equilibrio hemiacetal
del aldehido-cetona, aunque en cualquier momento sé6lo hay una cantidad
pequefia de la forma de la cadena abierta, esa cantidad se reduce y continda
hasta que toda la muestra ha experimentado la reaccion. [18]

COONa COONa COONa
H————OH
H———o0 o—t+—H
H————OH H,0 ~ 2
H 0 0 H
COOK COOK COOK
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CHO
COONa COONa COCH COONa

H——O0H ” —o/ S H——OH H———0H
H——0H H——OH
CH,OH COOK COOK CH,0H COOK

Figura 11. Reaccion de Fehling

La reaccion tiene lugar en medio basico por lo que es necesario introducir en la
reaccion tartrato sodico-potasico para evitar la precipitacion del hidréxido
cuprico. La prueba de Fehling no es especifica, dado que otras sustancias dan
reaccion positiva como por ejemplo los fenoles.

2.9.2 Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento [10]

La HPLC (High Performance Liquid Cromatography) o Cromatografia liquida de
alto rendimiento, es una técnica cromatografica usada para separar
componentes de una muestra que se fraccionan entre una fase movil liquida y
una fase estacionaria solida compuesta por particulas muy finas contenidas en
una columna, y donde se utiliza una presion muy elevada para forzar el paso
del disolvente a través de ella, consiguiendo asi separaciones de gran
resolucién, permitiendo su identificacion y cuantificacién.

La muestra se introduce en pequefios volumenes a la corriente de la fase mévil
bombeada con alta presion a una columna rellena de fase estacionaria y alli el
analito se retarda separandose por medio de interacciones quimicas con la fase
estacionaria mientras atraviesa la columna. El retardo se conoce como tiempo
de retencién, Unico para cada analito. Depende de la naturaleza del analito, de
la fase estacionaria y de la composicion de la fase mavil.

Es la técnica analitica de separacion mas ampliamente utilizada debido a sus
cualidades de sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas con buena exactitud, su gran adaptabilidad a sustancias que son
de interés para la industria, la ciencia y la sociedad, incluyendo sustancias tan
diversas como; aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenos, plaguicidas, antibiéticos, esteroides,
especies organometalicas y una gran variedad de sustancias inorganicas.

Para la determinacion de carbohidratos el sistema de HPLC debe ser acoplado
a un detector de indice de refraccién, este mide la diferencia de indice de
refraccion entre el solvente puro y el solvente que contiene la muestra. Es un
detector universal, no destructivo, ya que es altamente improbable que el indice
de refraccion del soluto sea similar al del solvente.
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Esta técnica al derivarse de una optimizacién de la cromatografia en columna
para el andlisis de sacarosa, glucosa y fructosa por el método contemplado en
el ICUMSA utiliza una columna Hi-plex Ca de intercambio de ligandos que
ofrece una resolucién superior para los monosacéridos y disacaridos debido a la
interaccion de los grupos hidroxilo con el idbn metalico asociado a la funcion de
intercambio catidnico del grupo acido sulfénico. [19]

El equipo de HPLC utilizado en este trabajo se observa en la figura 12.

Instrumentacion

Los componentes basicos de un sistema para HPLC son:

Depdsitos para la fase movil (disolventes): Se utilizan un erlenmeyer
de vidrio y tubos de teflén. Estan provistos de filtros en acero inoxidable,
indispensables para eliminar los gases disueltos y particulas que pueda
contener la fase movil.

Filtros: Situados entre la bomba y el inyector de muestras, para evitar la
entrada de ciertas sustancias y evitar el colapso de la columna.
Normalmente estos filtros estan compuestos de acero inoxidable poroso.

Sistema de bombeo: La bomba tiene la funcién de introducir con un

flujo continuo a presién la fase mévil o disolvente a través del inyector, la

columna y el detector. Los requisitos de una bomba para HPLC son:

- Generar presiones de 1 a 6000 psi.

- Capaces de cubrir un amplio rango de flujo entre 0,1 y 10 ml/min con
una precision del 0,5 % y que esté libre de pulsaciones.

- Construidos en acero inoxidable

Columna Cromatogréfica: En ésta es donde se produce la velocidad
diferencial de los solutos que permite su separaciéon. La columna Hi-plex
Ca tiene una resina catiénica fuerte, es decir, que el intercambiador esta
cargado negativamente porgue los grupos funcionales fijos a las esferas
son derivados de un &cido fuerte R-SOs = (sulfénico) donde la letra R
representa la red organica de la resina y tiene contraiones positivos
(cationes Ca?*) disponibles para intercambiar y por lo tanto se conocen
como intercambiadores catidnicos. Estos contraiones pueden ser
intercambiados en forma reversible con otros iones de la misma carga
sin alterar la estructura de la matriz.

Sistema de inyeccion de muestras: Las valvulas de inyeccion con
bucles de volumen conocido, es el método que se utiliza por medio de un
inyector automatico el cual permite programar las condiciones del
analisis.
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Los volumenes que se inyectan de muestra deberan ser pequefios para
evitar la sobrecarga de la columna; en este caso se realizaron
inyecciones de 20uL de muestra.

Detectores: El papel del detector es indicar los momentos de aparicion
de los componentes, y proporcionar indicacion cuantitativa y cualitativa
de los mismos. El detector utilizado depende de la naturaleza de la
muestra y debera reunir una serie de caracteristicas como son, tener una
sensibilidad elevada, buena estabilidad y reproducibilidad. Amplio
margen de respuesta lineal, insensible a cambios en la presion y la
temperatura.

Sistema para el tratamiento de datos y registrador: La velocidad de
elucién de los componentes de una muestra depende de la fraccion de
tiempo que requieran para distribuirse segun su naturaleza quimica con
respecto a las fases movil y estacionaria y salir de la columna. Este
tiempo es registrado por el equipo mediante un detector colocado en el
extremo final de la columna el cual transmite una sefal que se
transforma por medio del registrador en una grafica en funcion del tiempo
llamado cromatograma, que consta de una serie de picos simétricos.
Generalmente la respuesta del detector es linealmente proporcional a la
concentracion de los analitos en la fase movil, la forma de cada pico
muestra la distribucion de concentracion del componente asociado a la
sefal.

Figura 12. Equipo de HPLC utilizado en los andlisis
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria azucarera, los laboratorios de control de calidad deben velar
por suministrar informacion real, oportuna, precisa y confiable, siendo esta,
un indicativo de la calidad de las condiciones del proceso, como del
producto terminado. Por ello, certificar que los métodos utilizados sean lo
suficientemente fiables para generar un resultado, se convierte en un
problema critico ante cualquier tipo de analisis.

El ingenio del Cauca S.A.S, cuenta con un laboratorio de calidad de
conformidad certificado por la NTC ISO 9001 version 2008, que es el
encargado de realizar los respectivos analisis de aguas, carbon, producto
terminado y materiales en proceso, dentro de estos se encuentran los jugos
de cafa obtenidos durante el proceso de molienda, a estos jugos se les
debe realizar pruebas para la determinacion y cuantificacion de azucares
reductores totales (sacarosa, glucosa y fructosa), que son un factor
determinante en el rendimiento del producto terminado.

La determinacién de azucares reductores totales (ATR’s) se lleva a cabo
mediante el método tradicional de Lane y Eynon, estipulado en el manual de
métodos de la Comisién Internacional para la Uniformidad de métodos de
Andlisis de Azucares (ICUMSA por sus siglas en inglés), en el cual se
aprovecha la propiedad del poder reductor que tienen los azlUcares para su
cuantificacion; en este método, La reaccion ocurre en medio basico fuerte,
que requiere un estabilizador para el iébn Cu*? que evite la formaciéon de
Cu(OH):2 insoluble, como el tartrato con el cual forma un compuesto de
coordinacion de color azul.

Debido a que no se eliminan las demas especies que contiene la matriz de
la muestra, algunas de estas pueden generar interferencias, tales como
especies inorganicas y moléculas con grupos aldehido en su estructura
susceptibles a oxidacién, al igual que otros azlUcares como cetosas que
pueden sufrir efectos de tautomerizacion por la alcalinidad del medio,
afectando el resultado del contenido real de azlcares reductores totales en
los jugos de cafia, ademas que el analista que realiza este procedimiento
esta expuesto a varios tipos de compuestos que le podrian afectar la salud
si ho toma las precauciones necesarias. Por tales razones, en este proyecto
se pretende implementar y validar una metodologia para la determinacion
del contenido de sacarosa, glucosa y fructosa en jugos de cafa, por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), esta técnica permite la
separaciéon de los azucares, mediante una columna de intercambio de
ligandos que ofrece una alta resolucion para los monosacaridos y
disacaridos debido a la interaccion de los grupos hidroxilo con el i6n
metalico asociado a la funcion de intercambio cationico del grupo acido
sulfénico, facilitando asi, una adecuada separacién y cuantificacion.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Implementar y validar un método para la determinacion de azucares reductores
totales (sacarosa, glucosa y fructosa) en jugos de cafia, utilizando la técnica
analitica, Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento y comparar con el método
volumétrico Lane y Eynon.

4.2 Objetivos Especificos

e Implementar y validar el método GS7/4/8-23 (2002) del manual de
métodos ICUMSA para la determinacion analitica por HPLC de azucares
reductores totales (ATR’s).

e Evaluar los parametros de calidad como: Linealidad, exactitud, precision
(repetibilidad y precision intermedia), limites de deteccibn y de
cuantificacion e intervalo lineal para la metodologia a validar.

e Realizar una comparaciéon estadistica de los métodos Lane y Eynon y
HPLC en el analisis del porcentaje de Azucares Reductores totales en
jugos de cafa.
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5 METODOLOGIA

5.1 Reactivos, Materiales y Equipos

e Reactivos:

Sacarosa, glucosa y fructosa marca Merck grado analitico

Agua grado HPLC.

Ayuda Filtrante

Solucion alcohdlica de Fenolftaleina al 1%

Solucién indicadora de Azul de Metileno al 1%

Solucion de Sulfato de Cobre (Solucion A): Se disuelven 69.278g de
Sulfato de Cobre pentahidratado (CuS04.5H20) reactivo analitico,
previamente desecado, y se transfiere a un matraz volumétrico de
1000 ml

Solucioén alcalina de tartrato (Solucién B): Se pesan 346 g de tartrato
de Sodio y potasio reactivo analitico (KNaCsH406.4H20)3. Se
disuelven en 250 ml de agua destilada, agitando hasta completa
disolucion. Aparte se prepara 100 g de Hidroxido de Sodio, reactivo
analitico, agregando 250 ml de agua destilada y se agita hasta
completa disolucion. Las soluciones anteriormente preparadas se
mezclan en un matraz volumétrico de 1000 ml y se completa el
volumen con agua destilada.

e Materiales:

Micropipetas Schott Duran

Pipetas pasteur

Balones aforados de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

Beakers, erlenmeyers, buretas, probetas

Jeringas, filtros de jeringa con membranas de 0.22 micras, viales
Embudos de cafia

e Equipos:

Balanza analitica
Sistema de agua ultrapura Milli-Q
Equipo de HPLC 1260 AGILENT

o EqU|po de HPLC 1260 AGILENT:

Bomba Quat con velocidad de flujo de 0,6mL/min

Detector RID a 40°C

Inyector ALS de 20uL

Fase movil sera agua grado HPLC

Compartimento termostatizado de columna (TCC) Horno con

temperatura de 85°C

Columna Hi-Plex Ca PL1170-6810, 7,7x300 mm, 8 pm
Software Openlab ChemStation.

29



5.2 Implementacion y Validacién para analisis de Azucares Reductores
Totales

La metodologia a implementar para el proceso de validacidon esta basada en la
guia Validacién de Métodos y Determinacion de la incertidumbre de la medicion,
12 Edicion. Santiago de Chile. 2010, Aspectos generales para la validacion de
métodos.

5.2.1 Preparacién de curvas de calibracion

Se utilizaron estandares de sacarosa, glucosa y fructosa marca Merck, para
preparar soluciones patron (ver tabla 1) con el propésito de obtener curvas de
calibraciébn en un rango lineal, determinando el respectivo coeficiente de
correlacion.

Tabla 1. Datos para la elaboracién de las curvas de calibracion para Sacarosa, Glucosa y
Fructosa, todos los patrones a un volumen de 50mL.

Patrones 1 2 3 4 5 6 7 8

Sac ¢ 0,3mLdel 05mLdel 1mLdel 0,1 0,3 0,5 0,8 1,2

Gluc g patrén 8 patron 8 patrén 8 0,015 0,05 0,10 0,15 0,25

Fruc g en balén enbalbn enbalbn 0,015 0,05 0,10 0,15 0,25
de50mL de50mL de50mL

5.2.2 Validaciéon del sistema instrumental

Se realizaron las curvas de calibracién de sacarosa, glucosa y fructosa de la
tabla 1. Se evalué la linealidad y precisién en términos de precision intermedia y
limites criticos.

e Linealidad instrumental: Se evaluaron 8 niveles de concentracién para
cada azucar, durante 6 dias diferentes. Se prepar6 una curva de
calibracién por dia. Los resultados obtenidos en las pruebas estadisticas
para la evaluacion de linealidad, permitiran concluir la linealidad
instrumental en el rango utilizado.

e Precision instrumental: Se evaluaron bajo condiciones de repetibilidad
(el mismo dia), se prepararon 3 curvas de calibracion con 8 niveles de
concentracion, las cuales se analizaron el mismo dia bajo las mismas
condiciones. Bajo condiciones de precision intermedia (dias diferentes),
se prepararon 5 curvas de calibracién durante 5 dias diferentes, una
curva de calibracion por dia. Para obtener el porcentaje del coeficiente
de variacion (CV%) por nivel de concentracidbn bajo condiciones de
repetibilidad y precision intermedia.
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e Limites criticos (LOD y LOQ): Los limites de deteccién y cuantificacion
de sacarosa, glucosa y fructosa se determinaron tedricamente aplicando
el método sugerido por la IUPAC.

5.3 Implementacién y Validacion de la metodologia para determinacion
de Azucares Reductores Totales

Para implementar la metodologia para la determinacion de ATR’s se evaluan
los siguientes parametros consignados en el disefio experimental. Ver tabla 2.

Tabla 2. Disefio experimental para la implementacion de la metodologia para determinar ATR’s

Pruebas y parametros de validacion a evaluar

Linealidad

Exactitud Sesgo
Porcentaje de recuperacion

Desviacion estandar
Precision intermedia
Precision Varianza
Error relativo
Coeficiente de variacion

Incertidumbre

5.3.1 Analisis de jugos de cafia por HPLC

Se analizaron cinco jugos de cafa diferentes (ver puntos de muestreo en el
anexo A) primera extraccion y diluido del molino farrel, primera extraccion y
diluido del molino fulton y el jugo clarificado, de tipo compuestos y puntuales
recolectados a diferentes horas del dia. Los datos se pueden observar en el
anexo B, tablas 1y 2.

e Tratamiento de la muestra

Los jugos se filtran en presencia de ayuda filtrante, se hace una dilucion,
pesando un balén de 50 mL vacio, a este se le adiciona 2 mL de muestra y se
afora con agua grado HPLC, en cada paso se registra el peso para calcular un
factor de dilucion, finalmente las muestras se filtran por membranas de 0.22
micras en viales para HPLC.
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e Analisis de muestras por HPLC

Se prepararon los patrones respectivos para la curva de calibracion y se
ajustaron las condiciones del equipo, las cuales se especificaron en el punto
5.1. En la determinacion se utilizé6 agua grado HPLC como blanco. Seguido a
ello, se leen los patrones de la curva de calibracion respectivamente en orden
ascendente, estas lecturas se guardan en el software del equipo, como
estdndares de calibracion externos para sacarosa, glucosa y fructosa.
Posteriormente se leen las muestras teniendo en cuenta su factor de dilucion y
se observan sus respectivos cromatogramas.

5.4 Comparacion Estadistica de los Métodos Lane & Eynon y HPLC en el
Andlisis del Porcentaje de Azucares Reductores

Se realizard el andlisis estadistico de los resultados obtenidos comparando dos
métodos con base en los siguientes pardmetros: Promedio, Desviacidon
estandar absoluta (s), Desviacion estandar relativa (RSD), Desviacion estandar
de la media (Sm), Coeficiente de varianza (CV), Varianza.

5.4.1 Analisis de muestras por el método Lane y Eynon

El método consiste en la titulacién de soluciones de fehling (A y B) con una
muestra que contiene azucares reductores en proporciéon desconocida. Se
utiliza como indicador azul de metileno.

Los jugos de cafia analizados por el método de HPLC, también se analizan por
este fehling (ver anexo C tablas 1-5 para cada jugo), se toman 5 mL de Fehling
A y B en un Erlenmeyer y se agrega 15 mL de una muestra previamente
filtrada, desde una bureta y se agita.

La mezcla anterior se calienta hasta ebullicién y se mantiene durante 2 minutos
(coloracion marrdn), luego se adicionan 3 gotas de solucion de azul de metileno
1% y se mezcla hasta que la coloracion azul sea permanente, la muestra
azucarada titulante se adiciona poco a poco, agitando hasta que la coloracién
azul desaparezca completamente, se repite la titulacion para verificar el punto
exacto del viraje, finalmente se registra el volumen gastado en la titulacion para
calcular el % de ATR’s mediante el SIGIND (Programa integral de informacion).

5.5 Anaélisis estadistico de los resultados

Con el objetivo de validar las metodologias utilizadas, se aplicara un tratamiento
estadistico a todos los resultados obtenidos, utilizando hoja de calculo de Excel
2016 y el paquete estadistico SPSS version 23.0, también se aplican pruebas
paramétricas como ANOVA o no paramétricas, segun corresponda.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 Implementacion para Analisis de Azucares Reductores Totales

Con las condiciones establecidas, se procedi6 a realizar las pruebas necesarias
y sus correspondientes analisis estadisticos, teniendo como fin, mostrar unos
resultados confiables, reproducibles y precisos en la cuantificacion de azucares
reductores por la técnica HPLC en el laboratorio de calidad del ingenio del
cauca S.A.S.

6.1.1 Preparaciéon de Soluciones

Cada solucién patron contiene los tres estandares, Sacarosa, Glucosa y
Fructosa y para su preparacion se tomaron los pesos reportados en la tabla 1,
las concentraciones se reportan en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de Sacarosa, Glucosa y Fructosa para cada solucion patrén

Concentracion (%P/P)

Patrén Sacarosa Glucosa Fructosa
1 0,014 0,003 0,003
2 0,024 0,005 0,005
3 0,048 0,01 0,01
4 0,2 0,03 0,03
5 0,6 0,1 0,1
6 1,0 0,2 0,2
7 1,6 0,3 0,3
8 2,4 0,5 0,5

6.1.2 Pruebas de Normalidad

Con el fin de determinar cual es la distribucion que siguen los datos obtenidos,
se realiza la prueba de Shapiro-Wilk, puesto que el tamafio de muestra es
menor de 50.

Se prepararon curvas de calibracion para sacarosa, glucosa y fructosa durante
6 dias diferentes usando 8 niveles de concentracion. Los resultados obtenidos
se consignaron en la tabla 4.

Se evalud la normalidad de los datos en funcion de los dias y en funcion de la

concentracion teniendo en cuenta el valor de significancia (p) de la prueba
Shapiro-Wilk, las hipoétesis planteadas fueron:
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Ho: La variable de la cual se extrajo la muestra sigue una distribucion Normal.
Ha: La variable de la cual se extrajo la muestra no sigue una distribucion
Normal.

Tabla 4. Resultados de curvas de calibracion de Sacarosa, Glucosa y Fructosa

Concentracion Areas

(%P/P) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

0,014 4,00E+04  3,04E+04  4,08E+04  4,12E+04  3,79E+04 4,02E+04
0,024 6,76E+04 6,83E+04  6,93E+04 6,95E+04  6,72E+04 6,58E+04

§ 0,048 1,35E+05 1,35E+05 1,36E+05 1,39E+05 1,36E+05 1,32E+05
x 0,2 5,68E+05 5,82E+05 5,70E+05 5,82E+05 5,93E+05 5,91E+05
5 0,6 1,69E+06 1,72E+06 1,70E+06 1,72E+06 1,75E+06 1,69E+06
< 1,0 2,84E+06 2,84E+06 2,84E+06 2,92E+06 2,93E+06 2,82E+06
@ 1,6 455E+06  4,54E+06  4,52E+06 4,70E+06  4,74E+06 4,52E+06
2,4 6,78E+06 6,78E+06 6,76E+06 6,99E+06 6,86E+06 6,71E+06

0,003 8,06E+03 6,30E+03 8,26E+03 8,38E+03 7,86E+03 8,40E+03
0,005 1,36E+04 1,40E+04 1,39E+04 1,41E+04 1,41E+04 1,36E+04

5) 0,01 2,74E+04 2,78E+04  2,75E+04 2,90E+04  2,87E+04 2,71E+04
8 0,03 8,74E+04 9,94E+04  9,41E+04 8,75E+04  8,97E+04 8,71E+04
o) 0,1 2, 77E+05 2,80E+05 2,78E+05 2,75E+05 3,22E+05 2,82E+05
6 0,2 5,56E+05 5,55E+05 5,54E+05 5,94E+05 6,17E+05 5,50E+05
0,3 8,09E+05 8,37E+05 8,38E+05 8,61E+05 9,40E+05 8,17E+05

0,5 1,38E+06 1,40E+06 1,37E+06 1,44E+06 1,51E+06 1,37E+06

0,003 8,21E+03  8,36E+03 8,35E+03 8,53E+03 7,54E+03 8,50E+03

< 0,005 1,37E+04 1,40E+04 1,39E+04 1,42E+04 1,35E+04 1,39E+04
(%) 0,01 2, 74E+04 2,75E+04  2,74E+04 2,81E+04  2,74E+04 2,85E+04
E 0,03 8,64E+04  8,23E+04  8,70E+04 8,41E+04  8,49E+04 8,17E+04
8 0,1 2,71E+05 2,73E+05 2,80E+05 2,76E+05 2,84E+05 2,79E+05
E 0,2 5,48E+05 5,85E+05 5,50E+05 5,84E+05 5,91E+05 5,64E+05

0,3 8,24E+05  8,21E+05 8,27E+05  8,60E+05  8,70E+05 8,24E+05
0,5 1,39E+06 1,38E+06 1,36E+06 1,42E+06 1,42E+06 1,39E+06

El criterio de rechazo se da para valores de significancia menor a (p) = 0,05 los
resultados se consignan en las tablas 5 y 6 para Sacarosa, Glucosa y Fructosa.

Tabla 5. Prueba de normalidad en funcién del dia, sacarosa, glucosa y fructosa, Shapiro-wilk

Sacarosa Glucosa Fructosa
Dia Estadistico Significancia Estadistico Significancia Estadistico Significancia
1 0,842 0,080 0,823 0,050 0,823 0,061
2 0,845 0,085 0,825 0,052 0,824 0,072
3 0,843 0,082 0,826 0,054 0,822 0,093
4 0,841 0,078 0,821 0,048 0,824 0,082
5 0,844 0,084 0,818 0,044 0,825 0,073
6 0,844 0,083 0,824 0,052 0,824 0,064
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Tabla 6. Prueba de normalidad en funcién del nivel de concentracién, sacarosa, glucosa y
fructosa, Shapiro-wilk (P)

Nivel Sacarosa Glucosa Fructosa

%P/P  Estadistico Sig Estadistico Sig Estadistico Sig
1 0,723 0,110 0,880 0,268 0,939 0,648
2 0,951 0,749 0,826 0,099 0,857 0,178
3 0,930 0,580 0,895 0,343 0,822 0,091
4 0,900 0,377 0,816 0,081 0,952 0,759
5 0,886 0,299 0,991 0,991 0,943 0,682
6 0,779 0,380 0,767 0,029 0,823 0,094
7 0,769 0,312 0,827 0,101 0,882 0,276
8 0,881 0,276 0,823 0,094 0,822 0,091

Se evalud la normalidad de los datos aplicando la prueba de Shapiro-Wilk,
encontrando que los resultados tanto en funcién de los dias como en funcion de
la concentracion, tienen una significancia estadistica superior a 0,05, por lo
tanto, la hipotesis nula Ho es aceptada y se considera que en funcion de los dias
y de la concentracion los resultados siguen una distribucibn normal. La
normalidad de estos resultados, permitié aplicar pruebas paramétricas para el
correspondiente analisis estadistico, en cada sustancia.

Para saber si existen diferencias significativas entre las medias de los valores
de area de cada uno de los 8 niveles de concentracion, se realizd la prueba
ANOVA en funcion del dia y del nivel de concentracion, Los resultados de la
prueba se registran en las tablas 7 y 8 respectivamente, para Sacarosa,
Glucosa y Fructosa.

Tabla 7. Prueba ANOVA, el dia como variable independiente

Azlcar Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Sacarosa Inter-grupos  4,20E+010 5 8,4+009 0,001 1,000
Intra-grupos  2,62E+014 42 6,2E+012
Total 2,62E+014 47
Glucosa Inter-grupos  9,83E+009 5 2,0E+009 0,008 1,000
Intra-grupos 1,09E+013 42 2,6E+011
Total 1,09E+013 47
Fructosa Inter-grupos 7,5E+07 5 15043117 0,000 1,000
Intra-grupos  1,04E+013 42 2,5E+011
Total 1,04E+013 47

La prueba ANOVA para los valores de absorbancia de los diferentes niveles de
concentracion en funcion del dia, (Tabla 7) muestra que no existe diferencia
significativa entre los valores de absorbancia (p>0,05) en funcion del dia, se
concluye gue la absorbancia de cada concentracién no presenta variacion con
el tiempo, por tanto, se establece que la metodologia aplicada es reproducible.
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Ahora se aplica la prueba ANOVA para saber si existen diferencias
significativas entre los valores de area en funcioén del nivel de concentracion.

Tabla 8. Prueba ANOVA, nivel de concentracién como variable independiente

Azlcar Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Sacarosa Inter-grupos 2,62E+014 7 3,7E+013 13387,858 0,000
Intra-grupos 1,12E+011 40 2,8E+009
Total 2,62E+014 47

Glucosa Inter-grupos 1,08E+013 7 1,5E+012 2035,658 0,000
Intra-grupos 3,04E+010 40 7,6E+008

Total 1,09E+013 a7
Fructosa Inter-grupos 1,04E+013 7 1,5E+01 136408,7 0,000
Intra-grupos 4,36E+08 40 1,09E+07
Total 1,04E+013 47

Como se observa en la tabla 8, los resultados obtenidos indican que la
absorbancia difiere significativamente (p>0,05) entre cada nivel de
concentracion. Para determinar en cuales niveles hay diferencia, se aplica la
prueba de Duncan, la cual se reporta en la tabla 9.

Tabla 9. Prueba de Ducan

Subconjunto para alfa = 0,05

Nivel N 1 2 3 4 5 6 7 8
1 6 4,0416E+04
2 6 6,7950E+04

s 3 6 1,355E+05

@ 4 6 5,81E+05

S5 6 1,71E+06

S 6 6 2,86E+06

» 7 6 4,59E+06
8 6 6,811E+06
Sig 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
1 6 82100
2 6 13883,3

s 3 6 27916,7

@ 4 6 90866,7

S 5 6 277333,3

5 6 6 571000,0
7 6 850333,3
8 6 1411667
Sig 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000  1.000  1.000
1 6 8515,0
2 6 13950,0

s 3 6 27466,67

2 4 6 84400,0

55 6 274166,7

26 6 583000,0
7 6 822666,7
8 6 1383333
Sig 1.000 1.000  1.000 1.000 1.000 1000  1.000  1.000
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En la prueba de Duncan, tabla 9, se aprecia que cada nivel de concentracion es
significativamente diferente, lo cual indica la relacion directa entre area y nivel
de concentracién, a mayor nivel de concentracion, mayor area, por lo que es
posible realizar una curva con estas dos variables.

6.1.3 Evaluacion de la Sensibilidad y Linealidad Instrumental

Para la evaluacion de la sensibilidad y la linealidad se utilizaron los datos de la
tabla 4 y se elabor6 un grafico relacionando el area respecto al nivel de
concentracion, para sacarosa, glucosa y fructosa, respectivamente, las graficas
se muestran en la figura 15, 16 y 17. Donde se observa la tendencia lineal de
los resultados, por lo que se aplicé el método de minimos cuadrados para hallar
una ecuacion lineal que relaciona la cantidad de cada azucar con el area de
pico de respuesta.

Curva de calibracion Sacarosa Curva de calibarciéon Glucosa
1,00E+07 2,00E+06
8,00E+06 % 1,50E+06 i
g
, O00E+06 R =  1,00E+06 B
£ 400E+06 7.2 2 5008405 F
. . . N =
2,00E+06 P-4 ’ §r =
oot L =
0,00E+00 §§ : . , 0,00E+00 S& = = =
4
-2,00E+06 0 1 2 3 -5,00E+05 e ’
Concentracion (%p/p) Concentracion (%p/p)

Curva de calibracion Fructosa

2,00E+06
1,50E+06 ]
5 1,00E+06 : §
< 5,00E+05 4
000400 gE-E : .
5,00E+05 0 0,2 0,4 0,6

Concentracion (%p/p)

Figura 13. Curva de Calibracién para linealidad: a. Sacarosa, b. Glucosa, c. Fructosa

Se determinaron los valores para la pendiente, el intercepto, el coeficiente de
correlacion y sus respetivas desviaciones estandar, obteniendo los resultados
registrados en la tabla 10.
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Tabla 10. Pendientes, Interceptos y Coeficientes de correlacion. (Evaluacién de la linealidad
instrumental para el método de determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa).

Azlcar Parametro Simbolo Valor Desviacion Coeficiente de
estandar variacion
< Coeficiente
& de r 0,9999 0,0001 0,01
a correlacion
@ Pendiente m 3,0E+06 0,0 0,0
@ Intercepto b 2,64E+03
- Coeficiente
@ de r 0,9995 0,001 0,07
o correlacion
) Pendiente m 3E+06 0,0 0,0
Intercepto b 4502,7
= Coeficiente
& de r 0,9995 0,0004 0,04
3 correlaciéon
LEL’ Pendiente m 3E+06 0,0 0,0
Intercepto b 3010,3

El coeficiente de correlacién se evallo estadisticamente mediante correlacion
de Pearson (ver tabla 11) teniendo como Ho: “No existe correlacion significativa
entre las variables x e y”. Para ello se realiza una prueba de significancia con el
propdsito de aceptar o rechazar la hipétesis nula.

Tabla 11. Correlacién de Pearson, Regresion lineal

Sacarosa Glucosa Fructosa
Correlaciones « Nivel de < Nivel de < Nivel de
Area ., Area ., Area .
concentracioén concentraciéon concentracion
Correlacion 1 1 1 0,999 1 1
i de Pearson
el Sig 0,000 0,000 0,000
bilateral
N 48 48 48 48 48 48
dcggi':fsfgﬂ 1 1 0,999 1 1 1
Nivel de Si
concentraciéon =19 0,000 0,000 0,000
bilateral
N 48 48 48 48 48 48

Se puede observar en la tabla 11 que la prueba de significancia tiene un valor
de 0.000, para cada azucar, por lo que se rechaza la hipotesis nula y se
concluye que existe una correlacion altamente significativa entre la
concentracion y el area, con una correlacion de Pearson de 1.0.
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Para evaluar estadisticamente la m y b se tiene las siguientes hipotesis.

e Para la pendiente se tiene como Ho: “la pendiente no es
significativamente diferente de cero” la cual se rechaza cuando la prueba
estadistica es significativa, es decir cuando sig. <0,05.

e Para el intercepto se tiene como Ho: “El intercepto no es
significativamente diferente de cero”, la cual se rechaza cuando la
prueba estadistica es significativa, es decir cuando sig.< 0,05.

Tabla 12. Evaluacion estadistica de la pendiente y el intercepto

Azlcar Modelo Coef. No Coef. t Sig
estandarizado estandarizado
B Error tip. B

sacarosa intercepto 6453,2 10080,6 0,640 0,525
Pendiente 2847136 9143,895 1,000 3114 0,000
Glucosa intercepto 930,6 4928,4 0,189 0,851
Pendiente 2825579 22291,6 0,999 126,7 0,000
Fructosa intercepto 2379,7 2119,7 1,123 0,267
Pendiente 2768694 9587,8 1,000 288,77 0,000

La significancia estadistica para la pendiente es inferior a 0,05, por lo que se
rechaza la hipotesis nula, y se concluye que la pendiente es significativamente
diferente de cero.

La significancia estadistica para el intercepto es superior a 0,05, por lo que se
acepta la hipotesis nula, y se concluye que el intercepto no es
significativamente diferente de cero.

Mediante el analisis de varianza (ANOVA) se evalué estadisticamente la
regresion lineal en las curvas de calibracién de la tabla 4, los resultados se
muestran en la tabla 13, donde se observa si la significancia para la regresion
es menor o mayor de 0,05

Tabla 13. ANOVA para evaluar la Regresion lineal en las curvas de calibracion.

Aziicar Modelo Sumade g Media = Sig
cuadrados cuadratica
Regresion 2,62E+014 1 2,6E+014 96951,4 0,000
Sacarosa residual 1,24E+011 46 2,7E+009
total 2,62E+014 47
Regresion 1,08E+013 1 1,1E+013 16066,9 0,000
Glucosa residual 3,10E+010 46 6,7E+008
total 1,09E+013 47
Regresion 01,04E+013 1 1,0E+013 83389,3 0,000
Fructosa residual 5,74E+009 46 1,2E+08
total 1,04E+013 47
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Para evaluar la regresion se tiene como hipotesis nula: “No hay regresion
significativa en la curva de calibracion (R? = 0)”, y como hipdtesis alternativa
“Hay regresion significativa en la curva de calibracion (R% 0)”. En la tabla 13 se
observa que la significancia para la regresion es menor de 0,05 por lo que se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la alternativa, concluyendo que existe
regresion significativa en la curva de calibracion para cada azucar.

Los resultados obtenidos en las pruebas estadisticas para la evaluacion de
linealidad permiten concluir que el método instrumental empleado para la
determinacién de Sacarosa, Glucosa y Fructosa es lineal en el rango de
concentraciones establecidas para cada azucar.

6.1.4 Precisiéon Instrumental

La precision refleja la reproducibilidad de las medidas, es decir, la cercania
entre los resultados obtenidos entre si. Refleja el grado de concordancia entre
ensayos independientes obtenidos bajo unas condiciones estipuladas. Se
evalu6 bajo condiciones de repetibilidad (el mismo dia) y precision intermedia
(dias diferentes). En condiciones de repetibilidad se prepararon 3 curvas de
calibracién con 8 niveles de concentracion, las cuales se analizaron el mismo
dia bajo las mismas condiciones. Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 14, donde se observa que los datos de las tres curvas para cada azucar
presentan valores similares entre si.

Tabla 14. Curvas de calibracién bajo condiciones de Repetibilidad

Sacarosa Glucosa Fructosa

Curvas Curvas Curvas
1 2 3 1 2 3 1 2 3

4,12E+04

6,95E+04

1,39E+05

5,82E+05

1,72E+06

2,92E+06

4,70E+06

6,99E+06

3,97E+04

6,75E+04

1,38E+05

6,34E+05

1,76E+06

2,93E+06

4,72E+06

7,04E06

4,14E+04

6,85E+04

1,33E+05

5,94E+05

1,75E+06

2,97E+06

4,69E+06

6,92+06

8,38E+03

1,41E+04

2,90E+04

8,75E+04

2,75E+05

5,94E+05

8,61E+05

1,44E+06

7,81E+03

1,40E+04

2,82E04

8,65E+04

2,88E+05

5,66E+05

8,52E+05

1,44E+06

8,33E+03

1,38E+04

2,70E+04

8,69E+04

2,85E+05

6,41E+05

8,73E+05

1,41E+06

8,53E+03

1,42E+04

2,81E+04

8,41E+04

2, 76E+05

5,84E+05

8,60E+05

1,42E+06

7,82E+03

1,38E+04

2,81E+04

8,76E+04

2,98E+05

5,78E+05

8,91E+05

1,43E+06

8,31E+03

1,38E+04

2, 73E+04

8.72E+04

2,93E+05

5,94E+05

8,70E+05

1,42E+06
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Para el ensayo de precision intermedia se prepararon cinco curvas de
calibracion durante cincos dias diferentes, una curva de calibracion por dia, los
resultados se expresan en la tabla 15.

Tabla 15. Evaluacion de Curvas de calibracion bajo condiciones de Precision Intermedia

Dias

Azlcar Concentracion 1 2 3 4 5
0,014 3,97E+04 4,16E+04 4,10E+04 4,14E+04 4,10E+04
0,024 6,75E+04 6,79E+04 6,74E+04 6,85E+04 6,84E+04
& 0,048 1,38E+05 1,33E+05 1,37E+05 1,33E+05 1,41E+05
% 0,2 6,01E+05 5,68E+05 5,55E+05 5,94E+05 5,71E+05
S 0,6 1,76E+06 1,69E+06 1,69E+06 1,75E+06 1,72E+06
7)) 1,0 2,93E+06 2,85E+06 2,82E+06 2,97E+06 2,84E+06
1,6 4 72E+06 4,53E+06 4,47E+06 4,69E+06 4,58E+06
2,4 7,04E+06 6,68E+06 6,72E+06 6,92E+06 6,85E+06
0,003 7,81E+03 8,79E+03 8,49E+03 8,33E+03 8,90E+03
0,005 1,40E+04 1,43E+04 1,38E+04 1,38E+04 1,45E+04
g 0,01 2,82E+04 2,81E+04 2,80E+04 2,70E+04 2,91E+04
9 0,03 8,65E+04 9,41E+04 8,83E+04 9,82E+04 8,81E+04
= 0,1 2,88E+05 2,96E+05 2,74E+05 2,85E+05 2,75E+05
Q) 0,2 5,66E+05 5,78E+05 5,42E+05 5,55E+05 5,55E+05
0,3 8,52E+05 9,16E+05 8,13E+05 8,40E+05 8,27E+05
0,5 1,44E+06 1,51E+06 1,41E+06 1,50E+06 1,39E+06
0,003 7,82E+03 8,62E+03 8,64E+03 8,31E+03 8,88E+03
0,005 1,38E+04 1,40E+04 1,41E+04 1,38E+04 1,41E+04
g 0,01 2,81E+04 2,71E+04 2,79E+04 2,73E+04 2,81E+04
S 0,03 8,76E+04 8,28E+04 9,38E+04 8,72E+04 8,59E+04
= 0,1 2,98E+05 2,79E+05 2,85E+05 2,93E+05 2,78E+05
L 0,2 5,78E+05 5,48E+05 5,77E+05 5,94E+05 5,56E+05
0,3 8,91E+05 8,23E+05 8,33E+05 8,40E+05 8,90E+05
0,5 1,43E+06 1,37E+06 1,37E+06 1,42E+06 1,40E+06

Se determiné el coeficiente de variacion (%CV) por nivel de concentracion bajo
condiciones de repetibilidad y precision intermedia. Los resultados se presentan
en la tabla 16, en la que se observan %CV menores al 5%.
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Tabla 16. Precision Instrumental Bajo Condiciones de Repetibilidad y Precision Intermedia.

Nivel Repetibilidad Precision intermedia
Promedio Desv. %CV Promedio Desv. Est. % CV
Est.

1 4,14E+04 0,036 0,88 4,09E+04 0,039 1,81
2 6,85E+04 0,056 0,82 6,79E+04 0,052 0,74
3 1,33E+05 0,030 2,20 1,36E+05 0,035 2,52
© 4 5,94E+05 0,108 1,82 5,78E+05 0,203 3,31
% 5 1,75E+06 0,009 0,51 1,72E+06 0,007 1,90

(&)
8 6 2,94E+06 0,011 0,39 2,88E+06 0,009 2,24
7 4,69E+06 0,017 0,35 4,60E+06 0,015 2,30
8 6,98E+06 0,010 0,14 6,84E+06 0,019 2,15
1 8,33E+03 0,219 2,66 8,66E+03 0,223 2,80
2 1,42E+04 0,012 0,81 1,41E+04 0,022 2,21
3 2,90E+04 0,020 0,70 2,81E+04 0,034 2,66

©
2 4 8,77E+04 0,010 0,12 8,80E+04 0,067 1,08
E 5 2,85E+05 0,065 2,29 2,84E+05 0,078 3,26
= 6 5,94E+05 0,048 0,81 5,59E+05 0,073 2,42
7 8,56E+05 0,046 0,53 8,30E+05 0,077 1,98
8 1,43E+06 0,004 0,29 1,41E+06 0,010 1,33
1 8,31E+03 0,306 3,71 8,65E+03 0,22 2,57
2 1,38E+04 0,025 1,80 1,40E+04 0,031 2,57
< 3 2,73E+04 0,045 1,62 2,77TE+04 0,049 1,09
§ 4 8,72E+04 0,191 2,22 8,55E+04 0,165 1,69
§ 5 2,93E+05 0,115 3,99 2,92E+05 0,102 2,46
L 6 5,94E+05 0,081 1,38 5,71E+05 0,086 2,00
7 8,80E+05 0,156 1,78 8,35E+05 0,141 1,59
8 1,42E+06 0,009 0,64 1,40E+06 0,011 1,27

Como se puede observar en la tabla 16. Los %CV son bajos al ser inferiores al
5%, se debe tener en cuenta que el MS. Propone que los coeficientes de
variacion deben ser inferiores a 10. Sin embargo, no se observa variabilidad en
los resultados en dias diferentes (precision intermedia) respecto a los obtenidos
el mismo dia (repetibilidad), lo cual indica que la preparacion diaria de las
curvas de calibracion y la variabilidad en el comportamiento del equipo entre
dias es constante.
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6.1.5 Determinacion de los Limites de Deteccion y Cuantificacion

Los limites de deteccién y cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa se
determinaron teéricamente aplicando el método sugerido por la IUPAC.

Se prepararon tres curvas de calibracion para cada azucar, las cuales se
analizaron el mismo dia, bajo las mismas condiciones, (los mismos datos
reportados en la tabla 14). Con los resultados obtenidos, se elabor6 un grafico
donde se relaciono el area vs la concentracion. Ver figura 14

Curva de calibracion de Sacarosa

8,00E+06 y= 3E+§26)£-;-4366,6
7,00E+06 A
6,00E+06 ey = 3E+06x + 5193,7
- 5,00E+06 . R2=1
\:T:) 4,00E+06 y = 3E+06x + 3274
3,00E+06 : R2=1
2,00E+06
1,00E+06
0,00E+00
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentracion (%op/p)

Curva de calibracion de Glucosa

1,60E+06 y = 3E+06x + 2112
R2 = 0,9998
1,40E+06
1,20E+06 ety = 3E+06X + 676,27
1,00E+06 Sl R2 = 0,9999
c
g 8,00E+05 y = 3E+06x + 147,5
6,00E+05 ° Rz = 0,9997
4,00E+05
2,00E+05 =
0,00E+00 #
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracién (%p/p)
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1,60E+06
1,40E+06
1,20E+06
1,00E+06
8,00E+05
6,00E+05
4,00E+05
2,00E+05
0,00E+00

Area

Curva de calibracién de la Fructosa

0,1

0,2

0,3

0,4

Concentracion (%op/p)

y = 3E+06x + 4869,9

R2=0,9994

y = 3E+06x + 2902,8

R2 =0,9996

y = 3E+06x + 289,83

R2=0,9998

0,

5

0,6

Figura 14. Curva de Calibracién: a. Sacarosa para Limites Criticos, b. Glucosa para Limites
Criticos, c. Fructosa para Limites Criticos.

Luego, se calculé mediante el método de minimo cuadrados las ecuaciones de
las lineas de tendencia en cada curva, obteniendo de esta forma los Interceptos
y las pendientes para cada una de las curvas de calibracion, con esos datos se
determind la desviacion estandar de los Interceptos (Sb) y el promedio de las
pendientes (promedio m). Finalmente se aplicaron las ecuaciones 19 y 20 para
establecer tedricamente los valores del limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ), los resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Calculo del Limite de Deteccion y Cuantificacion

35,
LOD = ——
Mpromedio
10 Sp
LOQ = — 205
Mpromedio

Ecuacion 19

Ecuaciéon 20

Mtra Param. Curvas Prom. Desv LOD LOQ
1 2 3

Sac Pendiente  2920354,8 2925202,2 2916345,0 2920634,0 4435,2 0,001 0,003
Intercepto 3273,97 5193,72 4366,64 4278,11 962,92

Gluc Pendiente  2878066,8 2871001,8 2863363,1 2870810,6 7353,7 0,001 0,003
Intercepto 147,50 676,27 2112,02 978,60 1016,5

Fruc Pendiente  2850258,7 2886549,5 2857969,2 2864925,8 19119,4 0,002 0,008
Intercepto 289,8 2902,8 4869,9 2687,5 2297,6

Los limites de deteccion y cuantificacidbn son adecuados, como se observa el
sistema instrumental brinda una exactitud y precision aceptables.
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6.2 Implementacion y Validacién de la metodologia para determinacion
de Azucares Reductores Totales

Para la implementacion de la metodologia se evaluaron los parametros
linealidad, exactitud y precisiébn. Para los analisis se emple6 el software
estadistico SPSS (version 23).

6.2.1 Linealidad

Corresponde a la linealidad instrumental, por lo que se emplearon curvas de
calibracion sometidas a la metodologia planteada.

6.2.2 Exactitud y Precision

Se prepararon 5 curvas de calibracion durante 5 dias diferentes, una curva de
calibracion por dia, los resultados obtenidos se expresan en la tabla de
evaluacion de la curva de calibracién en término de la precision intermedia
(tabla 15). Se determind la precision y exactitud por niveles de concentracion en
las curvas de calibracion, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 18.
Los %CV obtenidos son inferiores al 5% y los %R son adecuados.

Tabla 18. Exactitud y Precisién del método

Sacarosa Glucosa Fructosa
Nivel Precision intermedia Precision intermedia Precision intermedia
D;st‘f' %CV %R  Desv.Est. %CV %R Desv.Est. %CV %R

1 5,1E-04 3,74 97,2 8,9E-05 3,04 97,0 1,58 1,64 96,1
2 4,3E-04 1,85 96,1 1,5E-04 3,01 98,7 1,38 1,45 95,1
3 1,6E-03 3,36 99,3 2,9E-04 2,90 98,8 1,84 1,91 96,3
4 2,5E-03 1,27 99,9 1,2E-03 3,78 103,0 3,81 3,73 102,1
5 4,2E-03 0,69 100,3 1,7E-03 1,67 99,9 1,69 1,69 100,3
6 5,9E-03 0,59 99,9 1,3E-03 0,65 99,8 1,68 1,68 100,3
7 9,5E-03 0,59 100,2 3,1E-03 1,04 99,8 2,90 2,92 99,6
8 4,7E-03 0,20 99,9 1,5E-03 0,30 100,1 0,75 0,75 100,1

Con el propésito de determinar la exactitud y precision para la metodologia
global se le aplico la prueba estadistica de homogeneidad de varianza
(estadistico de Levene), teniendo como Ho que “El nivel de concentracion no
afecta la variabilidad de los porcentajes de recuperacion”. Los resultados de la
prueba se presentan la tabla 19.
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Tabla 19. Prueba estadistica de homogeneidad de varianza sacarosa, glucosa y fructosa.

Sacarosa Glucosa Fructosa

Est. . Est. . Est. .
Base Levene gll gl2 Sig Levene gll gl2 Sig Levene gll gl2 Sig
en la
media 4,354 7 40 0,03 3,207 7 40 0,010 3,229 4 30 0,035
en la
mediana 4,288 7 40 0,511 3,108 7 40 0,446 2,780 4 30 0,553
enla
mediana
con gl
corregido 4,288 7 20,144 0,515 3,108 7 22,283 0,454 2,780 4 11,676 0,570
enla
media 4,343 7 40 0,033 3,198 7 40 0,134 3,024 4 30 0,061
recortada

Como se puede observar en la tabla 19, La significancia estadistica baséandose
en la media para el estadistico de Levene es menor de 0,05, por lo que la
prueba estadistica es significativa y por lo tanto se rechaza la hipétesis nula,
concluyendo que el nivel de concentracidon si afecta la variabilidad en los %R
obtenidos. Por lo tanto, para cada nivel de concentracion se debe tener en
cuenta su porcentaje de recuperacion. La significancia estadistica basandose
en la mediana para el estadistico de Levene es mayor a 0,05 (Sig=0,511, 0,446
y 0,553) para sacarosa, glucosa y fructosa respetivamente, por lo que la prueba
estadistica es no significativa y por lo tanto se acepta la hipétesis nula,
concluyendo que el nivel de concentracién no afecta la variabilidad en los %R
obtenidos. Esto permite calcular un %Rpromedio basandose en la mediana de los
datos del porcentaje de recuperacion para cada nivel y un %CV para la
metodologia global. Los resultados se presentan en la tabla 20.

Tabla 20. Exactitud y Precision para la metodologia global en la determinacion de ATR’s con
Base en la Mediana.

Mtra  Nivel 1 2 3 4 5 6 7 8 %Rprom S % CV

Sac  %R(m) 97,2 96,1 993 999 100,3 99,9 100,2 99,9 99,1 1,587 1,601
Gluc %R(m) 97,0 98,7 98,8 1030 99,9 998 998 100,1 99,6 1,707 1,713
Fruc %R(m) 96,1 951 96,3 102,1 100,3 100,3 99,6 100,1 98,7 2,542 2574

Los %R obtenidos en base a la mediana y el %Rpromedioc SON aceptables,
encontrandose dentro del intervalo normal (95 al 105 %), de igual forma los
%CV son inferiores al 5%.

6.2.3 Analisis de Muestras por HPLC
La implementacion de la metodologia se realiz6 analizando muestras diferentes

(Ext. Farrael, Ext. Fulton, Dil. Farrel, Dil. Fulton y Jugo claro) para cada azucar
las muestras fueron analizadas por triplicado durante 8 dias diferente,
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preparando una curva de calibracion por dia y los resultados obtenidos para las
muestras se interpolaron en la curva de calibracion correspondiente. Se realizo
la correlacion en la concentracion del azlcar para cada muestra teniendo en
cuenta la reproducibilidad del método. Se determind la precision en términos del
%CV, obteniendo los resultados que se presentan en la tabla 21.

Tabla 21. Resultados de analisis de muestras de la validacion

Sacarosa Glucosa Fructosa
Prom. S %CV Prom. S %CV Prom. S %CV
Ext. Farrel 14,21 0,57 4,04 0,40 0,01 3,08 0,44 0,01 3,06
Ext. Fulton 15,33 0,60 3,90 0,38 0,02 4,11 0,41 0,02 4,24
Dil. Farrel 11,99 0,40 3,37 0,27 0,01 3,91 0,29 0,01 4,50
Dil. Fulton 11,36 0,54 4,70 0,27 0,01 4,30 0,29 0,01 4,70
Jugo claro 11,47 0,28 2,45 0,23 0,01 4,63 0,23 0,01 4,55

Muestra

Se puede apreciar que la determinacién de sacarosa, glucosa y fructosa en
diferentes extractos presenta bajos coeficiente de variacion (% CV),
demostrando que la metodologia implementada es precisa y genera resultados
exactos.

6.2.4 Estimacion de la incertidumbre en la determinacion de sacarosa,
glucosay fructosa mediante la metodologia de fuentes globales.

Se determind la incertidumbre de la metodologia de determinacién de los
diferentes azlcares con concentracion del nivel 1 (bajo) y 8 (alto) de la curva.
Inicialmente se muestra la contribucion de las fuentes aleatorias encontrandose
un valor promedio, una desviacion estandar y una desviacion estandar relativa
de cada grupo de datos con los cuales se calcula la desviacién estandar relativa
del total de los datos (RSDt). Los resultados se presentan en la tabla 22.

Tabla 22. Contribucién de las fuentes aleatorias

Sacarosa Glucosa Fructosa
No. de [%P/P]
andlisis nivel bajo nivel alto nivel bajo nivel alto nivel bajo nivel alto
1 0,0134 2,3969 0,0028 0,5016 0,0029 0,4976
2 0,0143 2,3971 0,0029 0,5009 0,0028 0,5000
3 0,0134 2,3986 0,0031 0,5024 0,0029 0,5038
4 0,0140 2,3906 0,0029 0,4987 0,0028 0,5028
5 0,0138 2,4002 0,0028 0,4988 0,0029 0,4946
6 0,0128 2,4049 0,0029 0,5007 0,0029 0,5036
Xp 0,0136 2,3980 0,0029 0,5005 0,00288 0,5004
S 5.1E-04 4,7E-03 8,9E-05 1,5E-03 4,74E-05 3,73E-03
No. 6 6 6 6 6 6
RSD 0,037 0,002 0,030 0,003 0,016 0,008
RSDt 0,027 0,022 0,013
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También se determina la contribucion de las fuentes sistematicas en la
incertidumbre del método con los porcentajes de recuperacion de la
concentracion a niveles bajo y alto, donde se hace necesario calcular el
promedio de los recuperados, su desviacion estandar para poder calcular la
incertidumbre en la recuperacién promedio (Urp), l0s resultados se presentan
en la tabla 23.

Tabla 23. Estimacion de la contribucion de las fuentes sistematicas sacarosa, glucosa y
fructosa.

Sacarosa Glucosa Fructosa
% Recuperacion
No. de
andlisis  nivel bajo nivel alto nivel bajo nivel alto  nivel bajo nivel alto
1 0,95 0,99 0,95 1,01 0,95 0,99
2 1,19 1,00 0,96 1,00 1,00 1,02
3 0,96 0,97 1,02 1,03 0,98 1,01
4 1,00 1,00 0,98 0,99 0,95 1,01
5 0,99 0,98 0,93 0,99 0,99 0,99
6 0,92 1,00 0,98 1,02 1,02 1,00
Rp 0,99 0,99 0,99
Srp 0,07 0,03 0,02
No. 12 12 12
Urp 0,02 0,008 0,007

Se evalla si el factor de recobro es significativamente diferente de 1 para un
nivel de significancia del 5% y un nivel de confianza del 95% para (n-1) grados
de libertad, es decir; para ver si hay diferencia estadisticamente significativa
entre el valor obtenido de recuperacion y 1 estableciendo como Ho “el factor de
recobro es significativamente diferente de 1”7, para esto se calcula el ltexpl y se
compara con el Itcitl, siendo que si ltexpl > ltcritl se rechaza la Ho y si el ltexpl <
Iteritl sSe acepta la Ho

En la tabla 24 se muestran los resultados de acuerdo a los cuales se observa
que el t-experimental es menor que el t-critico, por lo tanto, se utiliza la formula
de incertidumbre combinada total, con la que se calcula la incertidumbre
expandida del método que se registra en tabla 25, aceptando la hipétesis nula.

Tabla 24. Evaluacion de la significancia entre el factor 1 y el factor de recobro sacarosa,
glucosa y fructosa.

Metales o (%) Nivel de Grados de t. t. experimental
confianza libertad critico

sacarosa 0,3

Glucosa 5 95 11 1,7959 1,3

Fructosa 1,1
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Tabla 25. Calculo de la incertidumbre del método

Sacarosa Glucosa Fructosa
0,16 0,15 0,11

Incertidumbre combinada total (Uciota

Incertidumbre expandida del método (Uexp met) 0,32 0,30 0,22
Concentracion del analito 100,00 100,00 100,00
Incertidumbre expandida en la medicion 32 30 22

En la tabla 26 se muestra la contribucion de las diferentes fuentes de
incertidumbre a la incertidumbre global en la determinacion de sacarosa,
glucosa y fructosa, con los que se construyen las graficas de la figura 16.

Tabla 26. Contribucion de las fuentes de incertidumbre de sacarosa, glucosa y fructosa

Sacarosa Glucosa Fructosa

Precisién (fuentes aleatorias) 0,027 0,022 0,013
Sesgo (fuentes sistematicas) 0,02 0,008 0,007
Incertidumbre combinada 0,16 0,15 0,11
Incertidumbre expandida 0,32 0,30 0,22

Con los célculos de las incertidumbres se obtienen las graficas de la figura 16
representadas en forma de barras.

Contribucién de la fuente de incertidumbre para

Sacarosaa
0,4
0,3
0,2
-
O I
Precision (fuentes  Sesgo (fuentes Incertidumbre Incertidumbre
aleatorias) sistematicas) combinada expandida
Contribucién de la fuentes de incertidumbre para
Glucosa
0,4
0,3
0,2
0,1 -
O — [
Precision (fuentes Sesgo (fuentes  Incertidumbre Incertidumbre
aleatorias) sistematicas) combinada expandida
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Contribucién de la fuente de incertidumbre para

Fructosa

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

Precision Sesgo (fuentes  Incertidumbre  Incertidumbre

(fuentes sistematicas) combinada expandida

aleatorias)

Figura 16: Grafico de la contribucién de la fuente: a. Sacarosa, b. Glucosa c. Fructosa

En las gréficas de la figura 16 se observa que la principal fuente de
incertidumbre en la medida en la determinacion de ATR’s por HPLC, es por
fuentes aleatorias, estas incluyen limitaciones en los instrumentos y otras
variables que no pueden ser controladas, mientras que las fuentes sistematicas
relacionadas con el funcionamiento del equipo o el procedimiento realizado por
el operario, presentan el menor aporte en la incertidumbre de la medida.

El reporte de la incertidumbre en un analisis se hace en las mismas unidades
del parametro determinado a través de la desviacion estandar. Por lo tanto,
para la determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa se reportaria de la
siguiente manera:

Sacarosa (%P/P) = valor medido + (valor medido x 0,3)
Glucosa (%P/P) = valor medido + (valor medido x 0,3).

Fructosa (%P/P) = valor medido * (valor medido x 0,2)

6.3 Comparacion Estadistica de los Métodos Lane & Eynon y HPLC en el
Andlisis del Porcentaje de Azucares Reductores Totales

La comparacion de los dos métodos se realiz6 mediante un contraste de
comparacion de las medias muéstrales, planteando como hipoétesis nula Ho: que
los métodos proporcionan los mismos resultados es decir u; = u, donde
u, y u, son las medias muéstrales obtenidas para cada método HPLC y fehling
respetivamente. Para decidir si la diferencia entre las dos medias muéstrales,
es significativa se calcula el estadistico t.

t =12%2) ponge X1 Y X, son los promedios obtenidos por el método 1y 2, S

s 1+1
ni n2

es la desviacién estandar calculada a partir de la siguiente ecuacion:
g2 — (n1—1)512+(n2—1)522
(n1+nz-2)
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La comparacion se realizO para los azucares reductores en las diferentes
muestras (Ext. Farrael, Ext. Fulton, Dil. Farrel, Dil. Fulton y Jugo claro) los
datos se registran en la tabla 27.

Tabla 27. Comparacion de los métodos HPLC y Fehling para la determinacién de ATR’s,
calculando t.

Azlcar Reductores Totales

HPLC FEHLING
Muestra Desv Desv
Prom. Esténd.ar CV Promedio Esténd'ar CcVv t-exp t-cri
Ext. Farrel 0,84 0,02 2,40 0,56 0,04 7,03 1,30
Ext. Fulton 0,79 0,02 2,41 0,57 0,04 6,69 1,04
Dil. Farrel 0,57 0,01 2,53 0,48 0,03 6,95 0,40 2.14
Dil. Fulton 0,56 0,01 1,87 0,47 0,03 5,96 0,60
Jugo claro 0,46 0,01 2,73 0,46 0,02 5,45 0,01

En la tabla anterior se observa que la t calculada es menor que el t-critico o
tabulado para cada muestra, por tanto, la diferencia entre los dos métodos no
es significativa para un intervalo de confianza al 5%, por lo que se acepta la
hipétesis nula, y se concluye que los métodos tienen medias que no difieren
significativamente.

Teniendo en cuenta que los métodos tienen valores medios que no son
significativamente diferentes se pretende comparar las desviaciones estandar
con el propdsito de establecer si el método HPLC es mas preciso que el fehling,
por esto se establece una prueba F de una sola cola, los resultados se
muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Comparacion de los métodos HPLC y Fehling para la determinacién de ATR’s,
calculando F

Azlcar Reductores

HPLC FEHLING

Muestra Desv Desv

Prom. Estandar CVv Prom. Estandar CcVv F-exp F-crit
Ext. Farrel 0,84 0,02 2,40 0,56 0,04 7,03 3,80
Ext. Fulton 0,79 0,02 2,41 0,57 0,04 6,69 4,00
Dil. Farrel 0,57 0,01 2,53 0,48 0,03 6,95 5,50 3,79
Dil. Fulton 0,56 0,01 1,87 0,47 0,03 5,96 7,30
Jugo claro 0,46 0,01 2,73 0,46 0,02 5,45 3,95

Se puede apreciar que el valor de F obtenido es mayor que el valor critico, lo
gue establece que la varianza el método fehling es mayor que la del método
propuesto HPLC para un nivel de probabilidad del 5%. Lo cual nos permite
concluir que el método de HPLC es mas preciso que el fehling, para
determinacion de Azucares Reductores.
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7 CONCLUSIONES

. Se implementé la metodologia GS7/4/8-23 (2002) del manual de
métodos ICUMSA para la determinacion analitica por HPLC de azucares
reductores totales en jugos de cafa en el laboratorio de Calidad del
ingenio del Cauca S.A.S, concluyendo que es un método sensible,
preciso, exacto, lineal y reproducible

Los limites de deteccion y de cuantificacion para el método HPLC son
adecuados para cada curva de calibracion en cada azlcar, estan sobre
el primer nivel y permiten tener una cuantificacion sensible a bajas
concentraciones del compuesto.

La incertidumbre para el analisis de las muestras por HPLC se calcula
con un t experimental mayor al t critico obtenido de los resultados
estadisticos aplicados para todos los ATR’s validados, calculando la
incertidumbre expandida a partir de la incertidumbre total combinada,
pero aplicando un factor de recobro, observando que la incertidumbre del
meétodo proviene con mayor proporcion de las fuentes aleatorias que de
las fuentes sistematicas.

Los datos obtenidos en la validacion provienen de una poblacion de
datos normales permitiendo aplicar pruebas estadisticas paramétricas
como ANOVA, para determinar las diferencias significativas en los
resultados obtenidos en base a repetitividad y precision intermedia del
método.

Los formatos de captura de datos, protocolos de ensayo e instructivos
técnicos, necesarios para llevar a cabo de manera clara la determinacion
de ATR’s en jugos de cafia por la técnica de HPLC se elaboraron y se
implementara su aplicacion en los laboratorios del ingenio del Cauca
S.AS

La determinacion de Azucares Reductores Totales por HPLC en los
jugos de cafia, presenta bajos coeficiente de variacion (% CV),
demostrando que la metodologia implementada es precisa y genera
resultados exactos.

El método por HPLC es mas preciso que el de Fehling, para cada jugo
de cafia analizado, debido a que el valor de F (contraste de significacion
para la comparaciéon de desviaciones estandar) calculado es mayor que
el valor critico.
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ANEXOS

ANEXO A: Diagrama del proceso de produccion de la cafia de azucar

Punto de muestreo de los jugos de los molinos Farrel y Fulton (Primera
extraccion y diluido).

7//\& Punto de muestreo del jugo clarificado o claro.
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ANEXO B: Datos de los porcentajes de ATR’s en jugos de cafa por HPLC

Tabla 1: Porcentajes de ATR’s por HPLC en muestras de las 9:00 am

MUESTRAS 9:00 AM

MUESTRA DIA° SACAROSA% GLUCOSA% FRUCTOSA %

. 1 14,697 0,296 0,581
W 2 13,759 0,336 0,327
x 3 12,186 0,462 0,505
i 4 12,922 0,351 0,455
»; 5 14,838 0,265 0,349
L 6 13,934 0,425 0,498
_ 1 10,909 0,553 0,670
o 2 13,356 0,315 0,333
= 3 13,021 0,435 0,527
T 4 13,257 0,554 0,734
»; 5 13,521 0,155 0,233
L 6 14,341 0,512 0,579
y 1 10,918 0,237 0,373
n 2 11,606 0,315 0,347
o 3 10,396 0,382 0,417
h 4 11,923 0,154 0,235
- 5 15,119 0,284 0,369
= 6 12,378 0,239 0,29
_ 1 11,833 0,217 0,375
o) 2 11,237 0,299 0,373
g 3 11,189 0,37 0,439
T 4 11,287 0,233 0,317
_ 5 11,144 0,258 0,371
= 6 11,592 0,309 0,389
5 1 10,473 0,247 0,223
5 2 11,654 0,218 0,247
3 3 11,953 0,274 0,302
o 4 12,857 0,208 0,269
O 5 11,512 0,167 0,219
= 6 11,915 0,224 0,270
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Tabla 2: Porcentajes de ATR’s por HPLC en muestras de las 11:00 am

MUESTRAS 11:00 AM

MUESTRA DIA°. SACAROSA% GLUCOSA% FRUCTOSA %

_ 1 14,968 0,342 0,466
n 2 14,634 0,236 0,246
:: 3 13,275 0,448 0,687
L 4 12,804 0,286 0,359
»; 5 15,413 0,267 0,346
= 6 13,949 0,46 0,553
_ 1 12,166 0,198 0,278
S 2 13,031 0,387 0,426
= 3 15,947 0,302 0,382
e 4 12,974 0,257 0,328
v 5 15,826 0,297 0,346
- 6 16,435 0,288 0,278
y 1 14,725 0,376 0,596
m 2 11,483 0,271 0,329
x 3 9,771 0,255 0,479
i 4 10,464 0,225 0,289
Ei 5 10,767 0,287 0,478

6 11,343 0,284 0,363

1 10,28 0,367 0,589
8 2 10,596 0,401 0,520
; 3 11,985 0,225 0,311
my 4 12,093 0,312 0,39
Ei 5 12,51 0,33 0,408

6 11,372 0,348 0,492
5 1 12,347 0,237 0,240
T 2 11,595 0,239 0,273
a 3 11,479 0,227 0,279
o 4 11,483 0,183 0,227
S 5 11,661 0,187 0,228
= 6 11,892 0,255 0,299
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ANEXO C: Datos para la comparacion entre HPLC y Lane y Eynon

Tabla 1: Comparacion de ATR’s obtenidos por HPLC y Fehling (Extraccion Farrel)

DIA HPLC FEHLING

%Sacarosa %Glucosa % Fructosa ATR’s ATR’s
DIA 1 13,078 0,396 0,433 0,829 0,575
DIA 2 14,061 0,421 0,430 0,851 0,606
DIA 3 14,672 0,400 0,430 0,830 0,604
DIA 4 14,332 0,385 0,446 0,831 0,543
DIA 5 14,911 0,389 0,438 0,827 0,514
DIA 6 14,635 0,415 0,467 0,882 0,513
DIA 7 14,022 0,395 0,424 0,819 0,573
DIA 8 13,949 0,397 0,442 0,839 0,518

Tabla 2: Comparacion de ATR’s obtenidos por HPLC y Fehling (Extraccion Fulton)

DIA HPLC FEHLING
%Sacarosa %Glucosa % Fructosa ATR’s ATR’s
DIA 1 14,136 0,382 0,407 0,789 0,606
DIA 2 14,883 0,369 0,417 0,786 0,535
DIA 3 15,535 0,393 0,418 0,811 0,525
DIA 4 15,906 0,349 0,433 0,782 0,604
DIA 5 15,573 0,392 0,426 0,818 0,554
DIA 6 15,998 0,396 0,415 0,811 0,617
DIA7 15,323 0,373 0,391 0,764 0,593
DIA 8 15,260 0,382 0,395 0,777 0,531
Tabla 3: Comparaciéon de ATR’s obtenidos por HPLC y Fehling (Diluido Farrel)
DIA HPLC FEHLING
%Sacarosa %Glucosa % Fructosa ATR’s ATR’s
DIA 1 11,824 0,256 0,282 0,538 0,510
DIA 2 11,252 0,276 0,303 0,579 0,493
DIA 3 12,567 0,273 0,307 0,580 0,443
DIA 4 11,813 0,274 0,283 0,557 0,520
DIA S 12,176 0,264 0,315 0,579 0,475
DIA 6 12,307 0,292 0,277 0,569 0,427
DIA 7 11,811 0,280 0,293 0,573 0,505
DIA 8 12,196 0,270 0,294 0,564 0,505
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Tabla 4: Comparacion de ATR’s obtenidos por HPLC y Fehling (Diluido Fulton)

DIA HPLC FEHLING

%Sacarosa %Glucosa % Fructosa ATR’s ATR’s
DIA 1 11,279 0,290 0,270 0,560 0,500
DIA 2 11,111 0,251 0,301 0,552 0,450
DIA 3 11,587 0,265 0,292 0,557 0,450
DIA 4 12,370 0,272 0,279 0,551 0,460
DIA 5 11,599 0,274 0,304 0,578 0,520
DIA 6 11,263 0,283 0,271 0,554 0,450
DIA 7 11,155 0,270 0,273 0,543 0,460
DIA 8 10,482 0,274 0,290 0,564 0,500

Tabla 5: Comparacion de ATR’s obtenidos por HPLC y Fehling (Jugo Claro)

DIA HPLC FEHLING

%Sacarosa %Glucosa % Fructosa ATR’s ATR’s
DIA 1 11,950 0,235 0,231 0,466 0,440
DIA 2 11,349 0,247 0,228 0,475 0,500
DIA 3 11,295 0,230 0,227 0,457 0,460
DIA 4 11,187 0,239 0,222 0,461 0,450
DIA 5 11,519 0,214 0,218 0,433 0,430
DIA 6 11,820 0,236 0,227 0,463 0,480
DIA 7 11,209 0,227 0,227 0,454 0,470
DIA 8 11,425 0,247 0,219 0,466 0,430
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