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ABSTRACT. High performance liquid chromatography
is an analytical technique that is well established
for analysis of sugars . A group of cation exchange
resins are studied and standard solutions of mixed
sugars are separated by thiss method. Resolution and
retention times are reported . It is also presented
the possibility of the technique in analysis of sugar
composition in sugar cane juices . This technique is
known as an analytical tool and the introduction of
the method in sugar industry research laboratories
in Cuba will report an important progress .

INTRODUCCION

La importancia de los carbohidratos como sustan-
cias organicas de especial relevancia en los proce-
sos vitales, por su proporcidn en muchos cases
mayoritaria en fluidos biologicos y multitud de ex-
tractos de procedencia biologica diterente y por su
importante papel en Is composition de los alimentos
principales que el hombre y los animates en general,
tienen como parts de su diets alimenticia, as que se-
han desarrollado un sin numero de tecnicas que per-
miten a Ins investigadores la separation, identifica-
ci6n y cuantificaci6n de ellos .
Las primeras tecnicas de cromatografia de papel,

en place delgada y en columnas abiertas, han sido
sustituidas en gran medida por metodos instrumenta-
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RESUMEN. La cromatografia liquids de alta presion
as una tecnica analitica bien establecida pare el
analisis de azUcares . Se estudio un grupo de resi-
nas intercambiadoras cati6nicas y se separaron mez-
clas de soluciones estandar de azucares por este
metodo. La resoluci6n y los tiempos de retenci6n
se informan en el trabajo. Ademes, se muestra Is
posibilidad de Is tecnica en el analisis de Is com-
posici6n de azucares en jugos de cana de azOcar .
Eats tecnica es bien conocida como herramienta
analitica y su introduction en los laboratorios de in
vestigacion de Is industria azucarera resultara un
progreso importante pars Cuba .

lea tales como Is cromatografia gas-liquido y Is cro-
matografia liquids de alta presion .

Le cromatografia gas-liquido Its sido establecida
come importante metodo de estudio de azucares a
partir del trabajo presentado por Sweeley y col .1
y desde entonces se han descrito muchas varian-
tes 2 . 3 . 4 y diversas aplicaciones 5 .6. 7 . Recientemente,
el empleo de Is cromatbgtafia'.liquids de alta presi6n
ha sido practicamente la he reemplazado a Is
cromatografia gas-liquido, lo qua se confirms por el
incremento de publicaciones sobre esta materias15
que se ha observado an esta ultima decada .

Las resinas intercambiadoras catidnicas han sido
muy utilizadas en el estudio de azucares . En este
trabajose pretende la aplicacion de ellas, en Is in-
vestigacidn de jugos de cana de azucar. Se han



analizado mezclas patrones de los principales carbo-
hidratos sencillos de este material empleando resi-
nas intercambiadoras cationicas fuertes en forma cal-
cica, donde el mecanismo de separacion as mas por _
partition que por intercambio ionico .

MATERIALES Y METODOS-

Las resinas fueron Ilevadas de Is forma hidroge-
nionica a la forma calcica . A 25 mL do resins se
adicionaron 250 mL de HCI I mol/L con agitation
a 60 ±C durante 30 min . Posteriormente, se filtr6
y lava la resins con suficiente ague destilada pare
al final adicionarle 200 mL de CaCI2 I mol/L, agi
tandose nuevamente I h a 50 ±C. Por Ultimo, se
filtr6 y lavo haste reaction negative a Tones CI'
Antes de Ilenar Is columna, la resins fue convenien-
temente desgasificada. Se trabajo con una columns
de acero inoxidable de 0,6 cm de diametro interior
y 25 cm de largo . Esta estaba provista de un sistema
exterior de cristal qua permitia, por circulation de
agua, mantener una temperature constants de 85 ±C
mediante Is utilization de un ultratermostato sensi-
ble. Como Ease mdvil se utilizo agua destilada Is
cual fue calentada previamente a 92 ±C y sometida
al vacio haste alcanzar Is temperatura ambiente, lo-
grando asi su deaereacion .

Se utilizo un cromatdgrafo liquido de procedencia
theca (Laboratorni Pristroje Praha) qua contaba con
un secuenciador lineal modelo 4001, un refract6me-
tro diferencial RIDR-101, impresor T2-4620 y conta
dor integrado CI-100 .

Los patrones de azucares de gran pureza fueron
obtenidos an un equipo de . la firma Merck .

Para la estimaci6n de Is resolucion se utilizo Is
ecuacion siguiente 16 :

t z -t,
R, _		(f )

(1/2) . (t,,, + t¢2 )
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donde :

R, resolution
f, tiempo de retencion de cads azucar
t,,, tiempo de elusion de cads azucar (Fig . 1) .
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Fig . 1 . Calculo de Is resolucion (R,a b) segun ecua-
cion(1)

Una vat preparada y estabilizada Is columna, se
le inyectaron porciones de 50 ML de soluciones pa-
trones al I ±m de rafinosa . sacarosa, glucose, xilosa,
fructose y ribose .

Se estudiaron un total de 10 resinas intercambia-
doras cationicas diferentes an formas distintas, pre-
sentando an este trabajo los resultados de las tres
qua presentaron mayor eficiencia .

En cads columna se realizaron diferentes corridas
variando'Is presion de Is bombe y por tanto el flujo,
calculandose asi, el numero de platos y la eficien-
cia dee cada una . (estos valores no se informan en
este--trabajo) .

La velocided de la . carts tue siempre de 0,3 cm/min .

RESULTADOS V DISCUSION
En Is Tabla II se muestran los tiempos de reten-

cion de un grupo de azOcares todos a concentration
del 1 % los cuales fueron separados mediante Is
resins OSTION LG KS an forma calcica . Los resulta-
dos presentados corresponden a las medias de 20
determinaciones individuales . Se observa cdmo la
disminuciOn del flujo an Is columna motivado por
una caida de presion, increments notablemente los
tiempos de retencion .

En Is Tabla III se presentan los resultados obteni-
dos con una segunda resins. En este caso se utilizo
Is OSTION LG KS 0802 .

Se presentan los resultados de las medias de 20
determinaciones

Por Ultimo, en Is Table IV se muestran los tiempos
de retencion obtenidos cuando esta mezcla de azO-
cares as sometio a--!a--separation por medio de la
resins OSTION LG FA . .-

Las desviaciones estAndar y coeficientes de varia-
tion individuales no as describen . La mayor desvia-
cion obtenida fue de 0,114 y el coeficiente de va-
riacion mas elevado fue de 0 .9 to qua demuestra Is
alts precision del metodo utilizado .

Se seleccionaron resinas intercambiadoras cationi-
cas a base de divinilbenceno con capacidad elevada
de resolucion para moleculas pequenas y con exce-
lente adaptabilidad para su use discontinuo . A este
efecto se estudiaron tres resinas intercambiadoras
cationicas de procedencla checoslovaca (Table I) .

TABLA I

Ceracteristicas de las resins intercambiadoras
cationicas estudiades

	

-

DVB,
Resina (%) ., dp

OSTION LG KS 0802 8,0 14

OSTION LG FA 9,3 8

OSTION LG KS 4,2 10

DVB divinilbenceno
do diametro de particula



TABLA II

Tiempos de retenci6n de dilerentes azucares por cromatografia liquida
de alts presi6n en distintas condiciones empleando

la resin OS (ION LG KS

TABLA III

Tiempos de retenci6n de dilerentes azucares por cromatografia liquida
de alts presi6n en distintas condiciones empleando

la resina OSTION LG KS 0802

n 20

Azucares
Tiempo
(min)

Rafinosa 4,3 6,7 8,3 13,3 26,3 61,0

Sacarosa 5,0 8,0 9,0 15,3 20,6 71,0

Glucosa 5,4 8,3 10,3 16,7 33,0 76,7

Xilosa 6,0 9,3 11,0 18,0 36,3 86,7

Fructosa 7,7 1,7 15,3 22,7 45,7 107,0

Ribosa 9,0 4,0 18,3 27,0 53,7 126,0

Flujo (mL/min) 0,6 0,4 0,3 0,2 01- 0,05

Presion (MPa) 0,4 0,3 0,2 0,18 0,15 0,10

Atenuaci6n 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0

Azucares
Tiempo
(min)

Rafinosa 8,6 10,3 13,3 18 .3 28,0 55,0

Sacarosa 9,6 11,6 15,0 20,6 31,3 61,6

Glucosa 11,6 14,0 18,0 25,0 37,6 73,3

X1losa 12,3 15,3 19,3 27,0 40,6 79,0

Fructosa 13,6 16,6 21,3 29,6 44,6 86,6

Ribosa 20,3 24,3 32,3 43,0 65,3 126,0

Flujo (mL/min) 0,3 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05

Presion (MPa) 2,0 1,8 1,6 1,4 1,1 0,6

Atenuaci6n 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0

n 20



En Is Table V se muestra una comparacion de las
resoluciones obtenidas para los tres azucares de ma-
yor interes en los jugos de cana de azucar, glucose,
fructosa y sacarosa . Los tiempos de retention de
sus combinaciones se presentan para cada resins
estudiada . Los resultados correspondieron tambien
a las medias de 20 determinaciones .

Aunque las tres resinas estudiadas presentan .en
general buenos poderes resolutivos para los azucares
estudiados. Is OSTION LG KS 0802 en forma calcica
presento caracteristicas ligeramente superiores a on
flujo de 0,15 mL/min . No obstante, esta as puede
trabajar a flujos aun mayores lograndose separar con
eficiencia estas mezclas y acortandose el tiempo de
los analisis . A esta misma columna se le aplico una
muestra de jugo de cana de azucar diluida 15 veces
(Fig . 2) . Se observan los picos de separation de los
distintos azucares presentes demostrando asi . Is apli-
cabilidad del sistema estudiado . El resultado de prue-
bas de recuperation foe de on 99,1 % para la sa-
carosa .

TABLA IV

Tiempos de retencidn de diferentes azucares por cromatografis liquids
de alta presidn en distintas condiciones empleando

resinas OSTION LG FA
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Fig, 2, Cromatograma liquido de alta presibn de jugo
de cana diluido empleando Is resin OSTION LG KS
0802 P polisacaridos, S'sacarosa, G glucosa, F fructosa

AzOcares
Tiempo
(min)

Rafinosa 3,0 4,0 6,0 15,3 28,0 50,0

Sacarosa 3,4 4,3 6,3 16,0 29,7 53,3

Glucosa 3,7 5,0 7,3 18,3 34,0 62,7

Xilosa 4,0 5,3 8,0 19,7 36,3 67,3

Fructosa 4,3 6,0 9,0 21,3 39,3 74,0

Ribosa 6,7 9,0 12,3 30,0 56,7 108,7

Flujo (mL/min) 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,05

Presi6n (MPa) 1,4 1,2 0,8 0,3 0,2 0,1

Atenuaci6n 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0

n 20



TABLA V

Resoluciones encontradas por cromatografia liquida de alta presion
pare sacarosa, glucose y fructose empleando tres resins diferentes

Flujo
(mL/min)

	

to

	

tg

	

twg

	

tr

	

twr

	

Rwr

	

Rgf

	

R,r

OSTION LG KS

Los calculos fueron realizados 76 segrin la expresion (1)

n 20

0,30 9,6 1,0 11 .6

	

1,3 13,6 1,3 1,7 1,5 3,0

0,25 11,6 1,0 14,0

	

1,3 16,6 1,3 2,0 1,9 4,3

0,20 15,0 1,3 18,0

	

1,7 21,3 1,7 2,0 1,9 4,2

0,15 20,6 1,7 25,0

	

2,0 29,6 2,0 2.4 2,3 4,9

0,10 31,3 2,7 37,6

	

3,0 44,6 3,0 2,2 2,3 4,6

0,05 61 .6 5,7 73,3

	

5,7 86,6 6,6 2,1 2,3 4,2

OSTION LG KS 0802

0,60 5 .0 0,6 5,4

	

0,6 7.7 1,0 0,6 2,8 3,4

0,40 8,0 1,6 8,3

	

1,6 11,7 1,3 0,2, 2,3 2,6

0,30 9,0 1,6 10,3

	

1,6 15.3 1,6 0,8 3,1 3,9

0,20 15,3 3,0 16,7

	

3,3 22,7 3,0 0.4 1 .9 2,4

0,10 20,6 5,0 33,0

	

5,6 45,7 5,3 2,1 2,3 4,9

0,05 71,0 10,7 76,7

	

12,6 107,0 10,0 0,4 2,7 3,5

OSTION LG FA

0,80 3,0 0,6 3,7

	

0,6 4,3 1,3 1,2 0,6 1,4

0,60 4,3 0,6 5,0

	

1,0 6,0 1,3 0,9 0,9 1,8

0,40 6,3 1,3 7,3

	

1,3 9,0 1,0 0,8 1,4 2,3

0,20 16,0 2.0 18,3

	

2,0 21,3 2,0 1,2 1,5 2,7

0,10 29,7 4,3 34,0

	

3,3 39,3 3,0 1,1 1 .7 2,6

0,05 53,3 14,0 62,7

	

11,6 74,0 11,0 0,7 1 .0 1,7



CONCLUSIONES

Se demuestra que las tres resinas estudiadas pue-
den separar con eficiencia Ins azucares presentes
en jugos de cans de azucar .

Esta tecnica podria resultar una solucion para Ia-
boratorios centrales de Is industria azucarera y asi
determiner con precision el contenido de azucares
reales en jugos de cana o etapas intermedias del
proceso de elaboracidn .
Las resinas utilizadas son regenerables y su ex-

plotacion pan regimenes de trabajo de 8 h diarias
puede oscilar entre los 3 y 6 meses sin que exista
variacion en los resultados .

Se utiliz6 agua destilada comp tase n '.£il to que
simplifica aun mas el metodo y elimina el empleo
de reactivos costosos .

Variando el tipo de resina se pueden estudiar otros
azucares complejos come son Ins polisacaridos . que
son de gran interes industrial .

Con un costo inicial de equipos Is industria azu-
carera podria disponer de un rApido y eficiente sis-
tema para el analists rutinario del contenido de azu-
cares en [as distintas fases del proceso industrial .
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pacientes portadores de marcapasos ni en estado
de gestation .

DATOS TECNICOS

Voltaje de alimentacidn : 110/220 V CA
Frecuencia : 50/60 Hz
Sepal do salida :
Pulsos de 0-30 V
0,1-0,5 ms de duracidn y trenes
de 15 Hz
Tiempos de estimulacidn :
1,2,4,8 y 10 horas (o continuo)
Dimensiones: (175 x 215 x 120)mm
Masa : 1,3 kg
Magnitud-2 Gs
Ancho del pulso-200 ms
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