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1. RESUMEN

Se ha identificado en el contenido de la cafia de azlUcar la presencia de
flavonoides, un grupo de metabolitos secundarios de las plantas a los cuales se
les confiere una gran capacidad antioxidante. Actualmente Colombia es uno de los
paises mas importantes del mercado azucarero a nivel mundial y sus cultivos se
encuentran concentrados en el departamento del Valle del Cauca, abarcando mas
de doscientas mil (200.000) hectareas; sin embargo, los ingenios azucareros
tienen poca informacién sobre estos compuestos y es necesario realizar
investigaciones para empezar aprovecharlos.

Este proyecto realiza la valoracion del contenido de flavonoides en el jugo de cafia
de azucar en cada una de las etapas del proceso de produccion del azucar, lo que
permite diagnosticar e  identificar sobre cual de estas contiene mayor
concentracion de estos metabolitos, y asi proponer el aprovechamiento de estos
compuestos sin ver afectada la fabricacién de los principales productos derivados
de la cafia (azUcar, panela, etanol, etc.); lo que podria significar mayores ingresos
en la economia departamental.

Con el objetivo de identificar la presencia de flavonoides, se desarrollo una
metodologia de valoracion por estandar interno en la cual como tratamiento de la
muestra se implementd la técnica de extraccion en fase sélida (SPE) y para el
analisis cuantitativo se utiliz6 cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento
(UPLC) acoplado a un detector de arreglo de diodos Uv (PDA UV).

Los resultados del contenido de flavonoides totales en los diferentes jugos, jarabes
extractos y mieles fueron: Extracto: 99mg/L, Alcalizado: 48mg/L, Clarificado
77mg/L, Diluido 116mg/L, Filtrado, 22mg/L, Jarabe 2808mg/L, Miel 14404mgl/L.
Estos resultados permiten establecer las mejores matrices para la extraccion y
aprovechamiento de estos compuestos en otros sectores economicos
relacionados.

Palabras Claves: Flavonoides, Jugo de cafia de Azucar, UPLC, SPE



2. ABSTRACT

In the content of sugarcane has been identified the presence of flavonoids. The
flavonoid is a secondary group of plants, which ones have a high antioxidant
capacity. Currently, Colombia is one of the most important countries in the global
sugar market and its crops are concentrated in the department of Valle del Cauca,
covering more than two hundred thousand (200,000) acres. However, the sugar
mills have little information about these compounds. Reach is needed to begin to
take advantages of them.

This project makes the valuation of the content of flavonoids in the sugarcane juice
in each of the stages of the sugar production process, allowing to diagnose and
identify which of these have higher concentration of these metabolites; and thus,
propose the use of these compounds without seeing affected the production of the
main products derived from cane (sugar, brown sugar, ethanol, etc..) which could
mean higher income in the economy department.

With the objective to identify the presence of flavonoids in the sugar cane, it has
been developed an evaluation methodology for internal standard which, as
treatment of the sample, it was implemented the technique: The Solid Phase
Extraction (SPE). For quantitative analysis, it was used Ultra High Performance
Liguid Chromatography (UPLC) coupled to a diode array detector UV (UV PDA).

The results of total flavonoids content in different juices, syrups and honey extracts
were: Extract: 99mg / L, alkalized: 48mg / L, Clarified 77mg / L, Diluted 116mg /L,
Filtering, 22mg / L, Syrup 2808mg / L , Honey 14404mg / L. These results allow
establishing the best matrices for the extraction and use of these compounds in
other related economic sectors.

Keywords: Flavonoids, sugarcane juice, UPLC, SPE



3. INTRODUCCION

La cafla de azucar Saccharum officinarum (variedad cultivada en Colombia), es
una planta perteneciente a la familia de las poaceas y hoy en dia es el cultivo de
mayor produccion en el mundo. De acuerdo con los datos de la FAO (Food and
Agriculture Organization), en 2010 se produjeron 1.685 millones de toneladas de
cafa de azulcar, el doble de la produccion de maiz, que es el segundo producto
agricola del mundo en importancia (Asocafa, 2012)

Dada la gran importancia de la cafia de azucar tanto a nivel nacional como
internacional, se estan realizando diferentes investigaciones para obtener el mayor
provecho posible de estas plantaciones. Ademas de los azucares presentes en el
jugo, existen otros constituyentes quimicos de naturaleza organica e inorganica,
representados por sales de acidos organicos, minerales, polisacaridos, proteinas,
compuestos fendlicos entre otros; algunos de estos, como los flavonoides (un tipo
de compuestos fendlicos) presentan diferentes actividades farmacolbgicas los
cuales han despertado el interés de la industria azucarera al pensar en la
posibilidad de obtener nuevos productos a partir de estos cultivos, sin la necesidad
de afectar los procesos productivos ya establecidos y sin representar alto costo
para la industria.

Para dar una indicacibn general de la atencién dedicada al estudio de los
flavonoides en los Ultimos 5 afios, mas de 300 articulos fueron escritos en el
analisis de las plantas, principalmente para caracterizar y cuantificar sus
componentes por razones medicinales o taxondmicas. Los flavonoides son
metabolitos secundarios que estan presentes en la cafia de azlcar y son
considerados como los pigmentos naturales mas abundantes e importantes en
esta, ya que son Utiles como marcadores bioguimicos y presentan propiedades
quimicas favorables para el proceso azucarero.

Este proyecto tiene como objetivo valorar el contenido de flavonoides en el jugo de
cafa de azucar en cada una de las etapas del proceso industrial de la fabricacion
del azucar; Para lo cual se desarroll6 una metodologia de valoracion por estandar
interno, y para tratamiento de la muestra se implemento la técnica de Extraccion
en Fase Solida (SPE) y en el andlisis cuantitativo se utilizo Cromatografia Liquida
de Ultra- Alto Rendimiento (UPLC) acoplado a un detector matriz colector de
fotodiodos Uv (PDA UV).



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas son una fuente abundante de compuestos quimicos y sustancias
activas, que han sido usadas por el hombre desde hace muchos afos;
actualmente la extraccion de diferentes metabolitos secundarios de las plantas ha
sido de importante uso para la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica
dado que a estos se les han atribuido diferentes actividades farmacoldgicas.

Colombia es uno de los paises mas importantes del mercado azucarero a nivel
mundial y sus cultivos se encuentran concentrados en el departamento del Valle
del Cauca, abarcando 47 municipios y 223.905 hectareas (Asocana, 2012). A
partir de estos cultivos se han generado importantes productos para uso humano,
el azucar, la panela, el biocombustible, el etanol son algunos de ellos, que son de
gran relevancia para la economia departamental y Nacional; sin embargo, existen
otros compuestos presentes en la cafla de azlcar que aun no han sido
aprovechados.

Los flavonoides son un tipo compuestos que por su estructura quimica con grupos
hidroxilo, tienen la propiedad de quelacion de algunos metales de transicion, lo
que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martinez, 2002). Es por esta
razon que en el hombre desempefian un papel esencial en la proteccion frente a
los fenébmenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos en diversas
patologias; sin embargo el organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en
forma de suplementos (Colombo, 2006)

En investigaciones recientes se ha identificado en la cafia de azlcar la presencia
de flavonoides (Colombo, 2006) (Colombo, 2008) (Li X. S., 2010) (Ordofiiez, 2009),
no obstante los datos reportados con respecto a la cantidad presente de estos
compuestos en la cafia de azucar y sus derivados son pocos, lo que genera la
necesidad de hacer mas investigaciones respecto a estas plantaciones, sus
productos y los procesos industriales llevados a cabo.

Este trabajo valora el contenido de Flavonoides en el jugo de cafia de azlcar en
cada una de las etapas del proceso productivo del azlcar, lo que permite
identificar cual producto intermedio presenta mayor concentracion de estos, para
en estudios posteriores poder aprovechar estas moléculas sin que se vea
afectada la produccion de azucar y otros derivados de la cafia, generando asi
mayores beneficios para la economia departamental y nacional.



5. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

La industria Azucarera genera gran impacto socioeconémico en Colombia puesto
que este se encuentra entre los paises mas importantes del mercado azucarero
mundial, Su produccion esta concentrada en el departamento del Valle del Cauca
(ver Tabla 1) y durante los ultimos diez afios el area neta sembrada en cafia de
azucar se ha mantenido relativamente constante, pasando de 205 mil hectareas
en el 2002 a 224 mil hectareas en el 2012 (Asocafa, 2012). No obstante para el
2007 los ingenios azucareros emplearon alrededor de 6.643 trabajadores, vy
mientras que el salario promedio mensual por trabajador de los ingenios azu-
careros fue de $2,6 millones, el salario promedio de las industrias manufactureras
fue $1,3 millones de pesos mensuales (Fedesarrollo, 2010).

Tabla 1. indice de importancia en el mercado mundial del Azlicar. Fuente: Asocafia, 2012

Brasil 16,75
UE 9,25
India 8,25
China 475
Tailandia 4,25
EE.UU. 4,00
Rusia 325
Australia 3,00

W o =~ @ o s L ha =

Indonesia 2,25
México 2,00 10
Pakistdn 1,75 1
Sudéfrica 1,50 12
Emiratos Arabes 1,50 13
Colombia 1,25 14
Egipto 1,25 15
Iran 1,25 16
Rep. Corea 1,25 17
Malasia 1,25 18
Guatemala 1,00 19

El proceso de fabricacion del azUcar consta de varios pasos (ver imagen 1) y en
cada uno de estos se van transformando y eliminando diferentes componentes
gue pueden ser usados para en productos de gran interés para las industrias
cosmeéticas, farmacéuticas y alimenticias. Las etapas del proceso son:

“Preparacion de la cafia, Romper o desfibrar las celdas de los tallos por medio de
picadoras y desfibradoras.



Molienda: Proceso de extraccion de la sacarosa que consiste en pasar la cafa
preparada por un tandem de molinos y mediante presion se extrae el jugo de la
cafia. Cada molino est4 equipado con una turbina de alta presion. El bagazo del
altimo molino es usado como combustible en las calderas para generar vapor o
como materia prima en la elaboracion de papel. El jugo proveniente de los molinos
pasa a los tanques de alcalizacion para regular su acidez y evitar la destruccion
de la sacarosa. Este proceso ayuda a sedimentar la mayor parte de las impurezas
que trae el jugo.

Calentamiento y clarificacion: El jugo alcalizado se calienta hasta una temperatura
cercana a la de ebullicion (105°C) y se pasa a los clarificadores, proceso en el
cual se retiran los sdlidos insolubles del jugo, quedando el jugo claro. Las
impurezas sedimentadas pasan a los filtros rotatorios al vacio, los cuales estan
cubiertos con finas mayas metalicas que dejan pasar el jugo y retienen la cachaza
que es utilizada como abono en la plantacién.

Evaporacion y Cristalizacion: El jugo clarificado pasa a evaporaciéon donde se le
extrae el 80% de agua hasta obtener jarabe. Luego pasa a la cristalizacion de la
sacarosa, que se lleva a cabo en tachos al vacio donde se obtiene una mezcla de
cristales de sacarosa y miel. Los cristales de sacarosa se separan de la miel en
centrifugas, estas mieles son utilizadas como materia prima en la produccién de
alcohol etilico. El azucar retenido en las centrifugas se disuelve con agua caliente
y recibe el nombre de licor o Jugo diluido el cual se envia a la refineria para
continuar el proceso (Manuelita S.A, 2013)

Los flavonoides son una familia de metabolitos secundarios de las plantas que
cumplen la funcién de dar resistencia a la fotooxidacion de la luz ultravioleta del
sol y dar color a estas o a sus flores (Jeffrey B. Harborne, 2000). Los flavonoides
son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenilpropanos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos aromaticos (A y B) ligados
a través de una cadena C3 de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en
los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (ver
imagen 2.a).



Imagen 1. Proceso productivo del azlcar y otros derivados de cafia. Fuente: Ingenio
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Imagen 2. a. Estructura basica de flavonoides b. Espectro Uv caracteristico de

flavonoide. Fuente (Eva de Rijke, 2006)
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Como se describié anteriormente, todos los flavonoides contienen al menos un
anillo aromético, lo que hace que absorban eficientemente la luz ultravioleta. Su
estructura se encuentra subdividida en dos porciones, la funcién cinamoilo



(proveniente de la ruta del acido shikimico) y la porcién benzoilo (proveniente de la
ruta del acetato) que le atribuyen a la molécula sus caracteristicas espectrales. La
banda Il que se encuentra en el rango de 240 a 285 nm, se debe al anillo
aromatico A, funcionalidad benzoilo; y La banda | de mayor longitud de onda, en el
rango de 300-390nm, se encuentra asociada a la funcionalidad de la parte
cinamoilo y varia de acuerdo al patron de sustitucion y la conjugacion del anillo C
(ver imagen 2)

Los flavonoides se han clasificado de acuerdo a las variantes estructurales que
presenta la cadena central (ver Imagen 3): Chalconas, flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, etc. En las plantas, los
flavonoides estan presentes a menudo como O- o C- glucdsidos. Los O-glucésidos
tienen sustituyentes de azlcar unidos a un grupo hidroxilo de la aglicona,
normalmente se encuentra en la posicion 3 o 7, mientras que la C-glucdsidos
tienen grupos de azucar unido a un carbono de la aglicona, normalmente 6-C o C-
8 (Eva de Rijke, 2006). Los flavonoides se conocen como glucésidos cuando
contienen uno o mas grupos de azucar y como agliconas cuando ningun grupo
azucar esta presente.

Imagen 3. Tipos de flavonoide. Fuente: (Eva de Rijke, 2006)
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El estudio de los flavonoides en la cafia de azlcar se viene realizando desde hace
unos afios en paises dependientes de la economia azucarera como lo son Brasil,
China y Colombia, donde se han realizado previas cuantificaciones e
identificacion de flavonoides en cafia de azlcar. Sin embargo es importante
resaltar que existen diferentes variedades de cafia y que Brasil y Colombia
cultivan la misma S. officinarum, pero en China se cultiva la variedad S. sinensis
Roxb.

En Colombia en un estudio sobre la calidad de la cafia de azlUcar se describe que
las principales flavonas presentes en la cafia de azUcar son las derivadas de
tricina, apigenina y luteina, (ver imagen 4, 5y 6) los cuales son compuestos
colorantes de caracter ligeramente acido que persisten durante la etapa de
clarificacion (proceso industrial del azacar) (Larrahondo, 1995).

Afos después en la Universidad del Valle se realiza un estudio del contenido de
compuestos fendlicos en diferentes variedades de cafia de azucar (Ordofiez,
2009) donde se reporta que la cantidad de flavonoides totales en las hojas de
cafia de azucar utilizando la metodologia HPLC oscila entre 0.020 mgg y 1.39
mg/Qg acuerdo a la variedad de cafia. En las yemas de cafia el contenido de fenoles
resultd estar alrededor de 1.5 a 2.0 veces mas alto que las hojas de cafa en las
variedades mas destacadas, Mientras que los tejidos vegetales con bajas
concentraciones de fenoles fueron las raices. Y por el método espectofotométrico
UV/VIS, muestra que el contenido total de flavonoides en las variedades
evaluadas fue de 33 a 449 mg/100 g equivalentes en rutina. Con un promedio de
321 mg/100 g para hojas, de 33 a 108 mg/100 g, con un promedio de 57 mg/100
g, para raices y de 98 a 165 mg/100g, con un promedio de 142 para yemas.

Imagen 4. Derivado de
Imagen 5. Schaftosina (Derivado de Luteolina (Colombo, 2008)
apigenina) (Colombo, 2008)

CH,
OH o OH
HO
OH
0 OH
HO e | OH
HO 0 . OH
| oHj
0 o
HO . |
=
oH O
HO
OH
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En Brasil en la Universidad de Sao Paulo se ha realizado la identificacion de
algunas de las moléculas de los flavonoides presentes en cafia de azlcar
mediante el uso de cromatografia liquida (HPLC) acoplada a espectrometria de
masas (Colombo, 2006, 2008, 2005) (ver imagen 4,56 y7) y se reporta la
presencia de flavonoides como O-glicosidos y C-glicosidos, con maximos de
absorcidbn Uv caracteristicos (ver tabla 2). También se ha realizado la
cuantificacion del contenido de flavonoides en hojas, bagazo y jugo comercial de
cafa (Colombo, 2006) y se obtuvo que el contenido en hojas y bagazo es
alrededor de 1,70 y 0,38 mg de flavonoides/g de material vegetal hojas y bagazo
respectivamente; y en los jugos comerciales alrededor de 0,6 mg de
flavonoides/mL.

Imagen 7. Orientina (Colombo, Imagen 6. Derivado de Tricina (Colombo,
2008) 2008)
OH OH
HO 0OCH,
o OH HO OH
0 o
0 OH
HO = ‘
HO 0 0 o
o 0 — OH OCH
oH O
oH O

Tabla 2. Maximos de absorcién Uv caracteristicas de flavonoides reportados en cafa de
azucar (Colombo, 2005)

Flavonoids UV spectra (nm)

Band I Band II

1 Diosmetin-8-C-glycoside-arabinoside 321 270

2 Diosmetin-8-C-glicoside 350 260

3 Tricin-7-O-thamnosilgalactoronide 328 270

4a, 4b Tricin-4'-O-(threo or erythre guaiacylglyceryl) ether- 340 270
7-0-glucopyranoside

5a, Sb Tricin-4'-O-(threo or ervthro guaiacylglyceryl) ether 348 260
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Tabla 3. Maximos de absorcion Uv caracteristicas de flavonoides reportados en cafia de
azucar. (Colombo, 2006)

Compound Band I Band II
1 Tricin-7-O-neohesperidoside 351 265
2 Luteolin-8-C-(rhamnosylglucoside) 348 260
3 Vitexin 334 270
4 Orientin 324 2492
5 Tricin-7-O-glycoside 346 253
6/7 Schaltoside/isochaltoside 330 269
8 4’.5-Dimethyl-luteolin-8-C-glucoside 351 270

Por su parte en China se cuantifico la cantidad de flavonoides y antocianinas
totales en muestras vegetales de S. Sinensis Roxb por medio del método HPLC
(Li X. S., 2010). Donde el contenido de flavonoides en las hojas de la cafa de
azucar, alrededor de 3,85 mg de flavonoides/g de material vegetal seco, era
considerablemente mas alto que los reportados en las hojas de cafia de azucar en
Brasil. Por otra parte, en la Universidad Sichuan, por metodologia HPLC, se
realiz6 un andlisis cuantitativo de flavonoides y antocianinas durante el proceso
industrial de fabricacion del azlcar a partir de la cafia de azlicar S. Sinensis Roxb,
(Li X. S., 2011), estudio similar al que se desarrolla en este proyecto. En este se
reporta que la mayor cantidad de flavonoides se encuentra en el extracto crudo del
jugo de cafia de azucar, y que a medida que avanza el proceso industrial la
cantidad de flavonoides en jugo va disminuyendo.

Para la cuantificacion de compuestos, existen diversas técnicas de analisis
cuantitativo: método de adiciones, de estandar externo, de estandar interno, de
normalizacion interna, y de dilucion isotopica. El método de estandar interno es el
mas adecuado para esta investigacion, ya que consiste en afadir a la muestra
una cantidad conocida de una sustancia patrén llamada estandar interno, la cual
no esta presente en la muestra (es decir diferente a los analitos a determinar),
pero de gran analogia quimica a las especies que se desean analizar y que no
reacciona con ninguno de estos. Las sefiales de los analitos se comparan con la
sefal del patrén interno, en funcién de la concentracién en la que se encuentran
estos, se extrapolan los datos para de este modo obtener la concentracion de los
analitos.
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Para el desarrollo de este método es necesario realizar una preparacion de las
muestras antes de llevarlas al equipo de separacion y andlisis. La extraccion en
Fase sdlida (SPE) es un método que utiliza una fase sélida y una fase liquida para
aislar uno, o un tipo, de analito a partir de una solucién (Sigma-Aldrich, 2012). SPE
es una técnica mas eficiente que el tratamiento por extraccion liquido-liquido, ya
que SPE permite mayor recuperaciéon de los compuestos de interés, es rapida, no
necesita del uso de objetos de vidrio, la utilizaciébn de solventes es reducida, y
puede ser automatizada, lo que garantiza resultados mas reproducibles. El
procedimiento general de SPE consiste en acondicionar el cartucho, cargar una
solucién en la fase solida, lavar los componentes no deseados, y luego eluir los
analitos de interés con otro solvente (ver imagen 8)

Imagen 8. Etapas de las Extraccion en Fase Solida. A. Acondicionamiento. B Carga.
Lavado. D. Elucién (Sigma-Aldrich, 2012)

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC High Performance Liquid
Chromatography) es una de las técnicas de separacion mas ampliamente usadas,
es idonea para separacion de especies no volatiles o termolabiles y de gran
aplicabilidad a sustancias de interés en la industria, la ciencia y la sociedad, tales
como proteinas aminoacidos, farmacos, &cidos nucleicos, carbohidratos,
compuestos fendlicos entre muchos otros (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).
Muchos articulos sobre HPLC se han publicado en los ultimos afios, sin embargo
el tiempo de corrido de las muestras por esta técnica es muy largo y el avance
tecnolégico se ha visto en la necesidad de buscar nuevos equipos que apliquen
los mismos principios cromatograficos pero que disminuyan los tiempos de
analisis. La cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia, UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography) realiza la separacion de moléculas
utilizando columnas de relleno con particulas mas pequeiias lo que lleva a
tiempos de corridos mas corto, con igual o superior resolucion (Swartz, 2005) .

La columna HSS T3 (High Strength Silica) es una fase de alquilo C18 trifuncional
como ligando, lo que a diferencia de una columna C18 normal, esta es disefiada
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para retener y separar fuera de moléculas hidrofébicas, moléculas organicas
polares y solubles en agua; ademas de presentar compatibilidad con fases moviles
acuosas. Al igual que wuna columna C18 soporta altas presiones
(15000psi/1000bar). Y su proceso de rematado terminal T3 caracteristica es
mucho mas eficaz que el rematado terminal trimetil silano usado tradicionalmente
en otras columnas. Este tipo de columna presenta el perfii mas cercano al
comportamiento ideal de una columna UPLC (Waters, 2009).

Grafica 1. Comparacién de eficiencia columnas hidrofébicas. (Waters, 2009)

ldzal Prafile

Flow
p—

-il_"'— .

\
HPLC Silica

w

Pressun

Los detectores UV, VIS, y el PDA se clasifican como detectores de absorbancia y
proporcionan una buena sensibilidad para compuestos que absorben luz. El
Detector de UV es un detector muy comunmente utilizado para el analisis por
cromatografia liquida, sin embargo este solo permite elegir longitudes de onda
entre 195-370 nm. Hay detectores que proporcionan la seleccion de longitud de
onda mas amplia, que abarca tanto las gamas UV y VIS (195 ~ 700 nm) llamado
detector UV / VIS. El Detector matriz colector de fotodiodos permite detectar y
cuantificar concentraciones bajas de analitos en las muestras y comparar los
espectros a distintas longitudes de onda (200 a 800 nm) y en un amplio intervalo
de concentraciones con una sola inyeccion de la muestra, lo que hace mas rapido
los andlisis, ya que en otros detectores las longitudes de onda se seleccionan
antes de la inyecciéon (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:
Valorar el contenido de flavonoides en el jugo de cafia de azucar en cada
parte del proceso de produccion del azucar.

6.2 Objetivos especificos:
e Implementar la SPE (extraccion en fase solida) como método para el
tratamiento de la muestras de jugo.

¢ Identificar los pardmetros adecuados para la cuantificacion por

cromatografia liquida de alta eficiencia (UPLC, Ultra Performance
Liguid Cromatography).
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7.1 Marco Légico:

7. METODOLOGIA

El desarrollo del presente proyecto se basé en siguiente esquema general de

trabajo. Tabla 4.

Tabla 4. Matriz Marco Légico

Objetivos General

Valorar el contenido de flavonoides en el jugo de cafia de azucar en cada parte del

proceso de produccién del AzUcar.

Objetivo especifico 1: Implementar SPE (Extraccion en fase sélida) como método
para el tratamiento de la muestra.

Actividad

Indicadores

Supuestos

Identificar el mejor cartucho
para la extraccion.

Trabajar con cartucho
gue brinde resultados
eficientes

Se dispone del cartucho
gue mayor recuperacion
del analito presenta.

Determinar el mejor solvente
0 mezcla de solvente a
utilizar en cada paso de la
extraccion por SPE.

Encontrar el solvente
adecuado para
acondicionar el cartucho.

Encontrar el solvente
adecuado para realizar el
lavado.

Encontrar el solvente
adecuado para realizar la
elucién de los analitos.

Se dispone de los
solventes adecuados.

Evaluar si el pH tiene
influencia en la metodologia

El pH influencia en la
SPE

El pH no influencia en la
SPE

Se dispone de
soluciones acidas y
basicas que permitan
variar el pH.

Objetivo Especifico 2: Identificar los parametros adecuados para la cuantificacion
por cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC, Ultra Performance Liquid

Cromatography).

Actividad

Indicadores

Supuestos
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cual es la
movil o

Determinar
mejor fase

Identificar fase movil con

radiente  de  solventes las propiedades | Se  dispone de los
gara obtener separacion adecuadas para eluir los | solventes adecuados.
. analitos.
de los flavonoides.
El flujo de la fase movil es
. el adecuado.
Determinar los - . —
. La cantidad de inyeccion . .
parametros  adecuados Se dispone del equipo

para obtener un corrido
Optimo

de la muestra

adecuada.

es

Identificar el
corrido optimo.

tiempo de

UPLC.

Identificar flavonoides por
sus bandas de absorcion.

Espectros Uv con bandas

de absorcion
caracteristicas de los
flavonoides.

Espectros Uv Con bandas
de absorcion diferentes a
las caracteristicas de los
Flavonoides.

Disponer de detector Uv
en el UPLC.

7.2 Materiales y Equipos

Muestras

Las muestras consistieron en jugo de cafia de azlucar de siete (7) diferentes
etapas del proceso de produccién del azucar, las cuales fueron donadas por el
Ingenio Manuelita (ingenio azucarero de la region) del proceso productivo del dia

26 de octubre de 2012.

Reactivos y Estandares

Acetonitrilo grado HPLC, metanol grado HPLC, &cido Férmico grado HPLC,
DMSO grado HPLC, agua desionizada (Equipo Sartorius stedim Biotech)

Estandar Interno de Diosmina con potencia del 96% donado por Tecnoquimicas.

Equipos

UPLC Waters—Acquity H-Class con detector PDA. RapidVap
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7.3 Preparacién del Estandar Interno
Se prepard una solucion madre de 1mg/ml en DMSO y a partir de esta se realizé
una solucion estandar de diosmina 50ppm en DMSO.

7.4 Preparacion de las muestras (extraccion en fase sélida SPE)

Se tomaron las muestras correspondientes a jugo Alcalizado, Clarificado, Diluido,
Extracto, y Filtrado y se filtraron por membranas de 0.22micras. Las muestras
correspondientes a Jarabe y Miel se les realizaron una dilucibn enagualen5y 1
en 10 respectivamente.

Para la extraccion en fase sdlida de las muestras se acondiciond el cartucho
(STRATA-X 33um 200mg/3mL de Phenomenex) previamente con 1,0 ml de
metanol y 1,0 ml de agua. Luego se realizé la carga de las muestras (2ml). Los
compuestos de interferencia se eluyeron en 3,0 ml de agua y las fracciones
flavonoides se obtuvieron mediante elucion en 2,0 ml de metanol. Los extractos
fueron llevados a sequedad en el equipo RapidVap.

Las muestras fueron re-suspendidas en filtradas por membrana 0,22 y
posteriormente inyectadas en el equipo UPLC. Las muestras se prepararon y
analizaron por triplicado.

7.5 Cromatografia liqguida (UPLC)

En el analisis por UPLC se empleo &cido formico en agua al 0,05% (disolvente
A) y acetonitrilo (disolvente B) con un flujo de 0.4 ml/min a 40°C, y el gradiente
mostrado en la siguiente tabla

Tabla 5. Gradiente de Solventes

Tiempo (Minutos) %A %B
0.50 99 1
7,00 80 20
11,00 65 35
11,10 35 65
12,00 0,0 100
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Se utilizé la columna Acquity UPLC HSS T-3 1.8um 2.1 x 100mm. Se inyectaron
3 UL de cada muestra. Finalmente la deteccion se realizé a una longitud de onda
de 350nm.

7.6 Analisis Cuantitativo

La cuantificacion fue llevada a cabo mediante integracion de los picos con el
software Empower 3.0 usando el método de estandar interno. El area de los picos
se representa en los siguientes resultados, y la correspondiente concentracion de
flavonoides se calcul6 sobre la base de la concentracion del estdndar de diosmina
adicionado a cada muestra, los resultados calculan como flavonoides totales
(expresado como diosmina mg)/L de jugo de cafia de azUcar.

20



8. RESULTADOS

8.1 Preparacién de la muestra

En el andlisis de las mejores condiciones para el tratamiento de la muestra por
SPE se realiz6 un experimento para evaluar la soluciéon que usada en la etapa de
lavado present6 mayor recuperacion de los compuestos de interés.

Tabla 6. Resultados evaluacién de solucion de lavado. Donde se observa que a medida
gue aumenta el porcentaje de solvente organico, mejora la recuperacion de los

flavonoides.
Recuperacion
*
AUC (mg/L)
Metanol 100% 309 0,052
Metanol 50% 161424 27,216
Metanol 10% 314148 52,966

* AUC: Area bajo la curva.

8.2 Analisis Cuantitativo

Aplicando la metodologia ya antes descrita se obtuvo para las muestras de cada
etapa del proceso de fabricacion del azicar un cromatograma con corridos de
doce (12) minutos a una longitud de onda de 350nm.

A continuacion se presentan los cromatogramas obtenidos y los espectros Uv de
las sefiales que por sus caracteristicas, corresponden a flavonoides.

Imagen 9. a. Cromatograma muestra extracto. b Espectros Uv de
sefiales correspondientes a flavonoides con las bandas
caracteristicas.
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Imagen 10. a. Cromatograma Muestra Diluido. b. Espectros Uv de
sefales correspondientes a flavonoides con las bandas caracteristicas.
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Imagen 11. a. Cromatograma muestra alcalizado. b. Espectros Uv de
sefiales correspondientes a flavonoides con las bandas caracteristicas.
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Imagen 12.a. Cromatograma muestra clarificado. b. Espectros Uv de
sefales correspondientes a flavonoides con las bandas caracteristicas
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Imagen 13. a. Cromatograma muestra filtrado. b. Espectros Uv de
sefales correspondientes a flavonoides con las bandas
caracteristicas.
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Imagen 14. a. Cromatograma muestra jarabe. b. Espectros Uv de sefiales
correspondientes a flavonoides con las bandas caracteristicas.
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Imagen 15. a. Cromatograma muestra Miel. b. Espectros Uv de sefiales
correspondientes a flavonoides con las bandas caracteristicas.
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Empleando Diosmina como estandar interno a una concentracién de 50mg/L, y
con el software Empower 3.0 del Equipo UPLC, se cuantificaron las sefiales que
sus espectros Uv corresponden a las bandas caracteristicas de Flavonoides
(mostrados anteriormente), y se expresaron como miligramos de Diosmina por
litro. A continuacion se muestran los datos obtenidos.

Tabla 7. Flavonoides muestra Extracto Tabla 8. Flavonoides en muestra Diluido

Tiempo de Cantidad

retencion (mg/L) Tiempo de | Cantidad
3.360 9.00 retencion (mg/L)
5,691 26,63 5,419 6,9
5,807 7,73 5,788 36,6
6,841 6,97 5,897 8,5
7,153 8,02 6,156 9,2
7,313 9,12 6,924 6,6
7,823 9,27 7,395 7,1
8,240 7,60 7,900 9,5
8,923 6,67 8,315 9,5
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Tabla 9. Flavonoides muestra

Alcalizado
Tiempo de | Cantidad
retencion (mg/L)
6,044 16,5
6,167 7,7
6,418 4,5
7,261 2,6
7,783 3,4
8,763 4,0
9,177 3,1
9,512 5,8

Tabla 10. Flavonoides
muestra Clarificado

Tiempo de | Cantidad
retencion (mgl/L)
3,972 6,7
5,824 26,6
5,94 8,3
6,197 8,5
7,465 4,5
8,411 4,5
9,002 7,3
9,395 10,4

Tabla 11. Flavonoides muestra

Filtrado
Tiempo de | Cantidad
retencion (mg/L)
3,867 3,4
4,837 4,2
5,279 6,1
8,841 4,0
9,329 4,1
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Tabla 13. Flavonoides Tabla 12. Flavonoides

muestra Jarabe muestra Miel
Tiempo Cantidad
: : de | “(mgiL)
Tiempo de | Cantidad retencion

retencion (mg/L) 3,68 87,2
3,701 56,5 3,799 80,1
3,821 52,8 4,128 17,3
4,15 18,0 4,236 21,5
4,743 37,9 4,583 10,1
5,174 56,1 4,709 55,1
sz | 227
5,447 97,2 5’,39 542’,3
5,551 28,7 5.678 160
5,702 111 5,753 38,1
5,881 27,5 5.817 122
6,513 10,9 6.067 343
6,934 16,0 6,501 42.3
7,098 8,0 6,854 19,9
7,39 16,9 7,021 26,3
7,54 22,2 7,304 35,1
7,753 18,3 7,457 50,0
9,163 48,2 7,649 12,5
9,719 24,5 8,437 83,3

8,96 9,5

9,103 63,4

9,695 58,5

Para la muestra de Jarabe y miel se realiza la correccién en las cantidades de las
diluciones realizadas antes de la extraccion en fase sélida. Y se obtienen los
siguientes resultados.
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Grafica 2. Flavonoides totales. Donde se observa que a mayor concentracion de
flavonoides se presenta en la muestra de correspondiente a Miel.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Estandar interno

Como se mostré anteriormente los flavonoides se clasifican por su estructura
quimica en diversos subgrupos, la diosmina es un flavonoide extraido de las
rutdceas que por su estructura quimica (tipo flavona) se asemeja mucho a los
flavonoides presentes en la cafia de azlcar; lo que la hace considerar como
molécula adecuada para ser usada como estandar interno (Escobar Blanco,
2010).

Por otro lado el espectro Uv de la diosmina (Imagen 16), también fue considerado
a la hora de elegirlo como estandar interno, ya que con el detector PDA en las
mismas condiciones cromatogréficas que las aplicadas en el andlisis de los
extractos de cafla de azucar, mostré un perfil muy similar a los flavonoides de
cafia de azucar (dos bandas de absorcion, Amax, alrededor de 253 y 350 nm).

Imagen 16. Estructura quimica y Espectro Uv Diosmina

Or b52.4 34N Diosmina
o—cH, %)/ - -
= | I
R—0 0 oS 2
| 0.20 T
HO 0 0.00+

25000  300.00 350.00 40000  450.00
nm

9.2 Preparacion de las muestras

El jugo de la cafia de azUcar es una matriz dificil debido a la gran cantidad de
metabolitos que posee y al alto contenido de compuestos solubles en agua, como
los azucares. Es por eso que la preparacion de la muestra cumple un papel muy
importante en el desarrollo de esta metodologia de cuantificacion, ya que de ella
depende la eficacia del analisis cromatografico.

El cartucho STRATA X de Phenomenex consiste en una fase reversa con un
adsorbente polimérico (Imagen 17) que da una fuerte retencién a los compuestos
neutros, acidos o basicos. Sin embargo el buen desempefio de este, depende de
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las condiciones en las que se realice, durante cada una de las etapas de la
extraccion en fase solida.

Imagen 17. Estructura Quimica Cartucho Strata X

Para la etapa de acondicionamiento del cartucho se busca remover el aire
presente y preparar el relleno para recibir la carga de la muestra, se compone de
dos sub-etapas; la primera donde se activan los ligandos absorbentes y
generalmente se utiliza el solvente en el que se eluira la muestra en este caso
metanol o el que se usara en mayor proporcion durante la extraccion y la segunda
donde se equilibra la capa del adsorbente en este caso con agua.

En la etapa de carga de la muestra los flavonoides por su estructura quimica
altamente carbonada realizan interacciones tipo Van der Waals con el polimero del
cartucho, quedandose retenidos facilmente en este, sin embargo es necesario que
la velocidad de goteo en esta etapa sea baja para que la interaccion analito con
polimero sea mayor.

En el lavado se eliminan aquellas moléculas que no son de interés. Por tanto es
necesario encontrar un solvente o una solucién que presente alta afinidad por
estas moléculas y rompa los enlaces que se hayan formado entre estas y el
polimero del cartucho, sin arrastrar consigo los flavonoides. Por tanto se evaluo la
recuperacion de los metabolitos de interés en extraccion con lavados de agua-
metanol a diferentes concentraciones, para de este modo eliminar componentes
polares y medianamente polares.

El experimento se realizo con los siguientes parametros:
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Se preparo6 un estandar de Diosmina de 250ppm y se le realiz6 SPE:

- Acondicionamiento con 1mL de metanol y 1mL de agua,

- 1mL carga del estandar de Diosmina 250ppm,

- Lavado con 3mL de metanol al 10%, 50% 100%.

- Elucién con 2mL metanol el cual se recolecto y se llevo a un balon de 10mL
con Agua. (Se lleva a 10 mL para obtener una concentracion final de 50ppm
de Diosmina)

Los resultados obtenidos (tabla 6) son coherentes puesto que a medida que se
aumenta el porcentaje de solvente es menor la recuperacion de los metabolitos, ya
gue este arrastra en el lavado parte de los compuestos de interés. Por tanto la
mejor solucion para realizar el lavado fue metanol al 10%.

En esta etapa también es importante tener en cuenta la velocidad de goteo para
lograr completa anulacion de las interacciones Van der Waals entre los
componentes a eliminar y el polimero.

En la etapa de elucién es importante el volumen de solvente para eluir, el cual esta
directamente relacionado con la masa de adsorbente en el cartucho de SPE, para
este caso con una masa de polimero adsorbente de 200mg el proveedor
(Phenomenex) sugiere 2mL (Phenomenex, 2013) con los cuales se obtuvo buenos
resultados. El solvente usado fue metanol ya que por su polaridad era el mas
adecuado y ha sido reportado en anteriores estudios de flavonoides en jugo de
cafia de azucar (Colombo, 2006) (Ordofiez, 2009).

9.3 Cromatografia Liquida (UPLC)

La optimizacion del procedimiento de separacion por UPLC para el analisis
cuantitativo fue un proceso dificil debido al perfil cromatogréfico altamente
complejo, que mostré varias sefiales de flavonoides en los cromatogramas. Se
probaron diferentes proporciones de solventes para la fase movil (diferentes
gradientes).

Para la elucion de flavonoides generalmente se usa en gradiente sistemas de
disolventes binarios, con agua que contenga buffer acetato o formiato, y metanol o
acetonitrilo como modificador organico. (Eva de Rijke, 2006). Pero la eleccion de
los solventes a usar se realizo segun estudios anteriores de flavonoides en jugo de
cafia de azucar (Colombo, 2006) solvente A: Acido formico 0.05%, solvente B:
Acetonitrilo.
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Las muestras se analizaron a una temperatura de 40 °C ya que temperaturas altas
son recomendadas porque reducen los tiempos de analisis y dan resultados mas
reproducibles; Adicional a esto trabajos anteriores con flavonoides en cafia han
obtenido buenos resultados trabajando a estas temperaturas (Colombo, 2008)

9.4 Analisis Cuantitativo

El contenido individual y total de flavonoides para cada muestra fue calculado
usando el software Empower 3.0 teniendo en cuenta solo las sefales cuyo
espectro Uv tuviese las caracteristicas tipicas de un flavonoide, banda | con
maximos de absorcion de 300-380nm y banda Il con maximos de absorcion de
240-280nm, y que sus areas fuesen mayores a 50000 unidades de integracion

En las tablas 7-13 se muestra detalladamente la cantidad obtenida por cada
sefal (flavonoide) en cada uno de los cromatogramas y permite identificar la
presencia de un flavonoide mayoritario en las muestras; el cual a partir de los
méaximos de absorcion reportados en la literatura Ver tabla 2 y 3, se puede llegar
a identificar.

] 334.6 Peak #7
0.08 /N
1 271.4
0os] /!
o ]
< 0,04
0.02-
] 483.6
0.00 IR -

260.00 300.00 350.00 400.00 450.00
nm

Imagen 18. Flavonoide mayoritario (derivado apigenina)

Los maximos de absorcion del componente mayoritario presentan las
caracteristicas tipicas de los derivados de la apigenina y acuerdo a lo reportado en
Brasil (Colombo, 2006) se podria decir que corresponde a la Vitexina con bandas
de absorcion tedricas de 334nm-270nm, o la apigenina 8 - C -a-L-Arabindsido 6 -
C -B-D-Glucésido (Schaftoside) con 330nm-269nm
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Otros flavonoides que aunque no se encuentran en gran concentracion en las
muestras, por medio de sus espectros Uv se realiz6 una posible identificacién de
las moléculas.
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Imagen 19. Flavonoide identificado como Orientina

De acuerdo con lo reportado (Colombo, 2006), los maximos de absorcion
mostrados por este flavonoide Ver Imagen 19, corresponde a la orientina
(Flavonoide derivado de luteina) con bandas de absorcion tedricas 324nm-242nm.
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Imagen 20. Flavonoide derivado de tricina

De acuerdo con lo reportado (Colombo, 2006), los maximos de absorcion
mostrados por este flavonoide Ver Imagen 20, corresponde a un derivado de
tricina con bandas de absorcion tedricas 340nm-270nm.

Para los otros derivados de luteina y tricina reportados en la cafia, no fue posible
realizar una identificacion certera ya que los maximos de absorcién reportados son
similares entre ellos, por lo cual es necesario utilizar otras técnicas analiticas de
identificacion, como espectrometria de masas, espectroscopia infrarrojo entre
otras.

Al analizar la grafica 2. se puede observar la variacion el contenido total de
flavonoides en cada etapa del proceso de fabricacion del azucar, permitiendo
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identificar que la mayor concentracion de flavonoides en jugo se encuentra en la
muestra de miel, y generando la idea de que a medida que avanza el proceso de
fabricacion del azucar se van eliminando otros componentes y la concentracién de
flavonoides aumenta.

En el estudio realizado en Schuan University en China (Li X. S., 2011) sobre el
contenido de flavonoides durante el proceso industrial de fabricacion del azlcar,
se reportd que la mayor cantidad de flavonoides esta presente en el extracto de
cafa (jugo obtenido del proceso de molienda), y que a medida que el proceso
industrial avanza, la cantidad de estos compuestos va disminuyendo
considerablemente Ver grafica 3.
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Grafica 3. Distribucion de flavonoides en las diferentes muestras del proceso de
fabricacion del azucar. (Li X. S., 2011)

La metodologia desarrollada en el estudio en China consiste en, una preparacion
de la muestra por extraccion en fase liquida empleando n-butanol como solvente, y
el andlisis cuantitativo realizado por cromatografia HPLC, empleando una columna
Cis y como fase mdvil acido féormico 0,1% y metanol. La eficiencia de esta
metodologia, a diferencia de la desarrollada en este trabajo, es muy baja. Primero
por el tratamiento de la muestra, ya que la extraccion en fase liquida no permite
gran recuperacion de los analitos aunque se haya utilizado n-butanol, un solvente
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muy adecuado y utilizado por la afinidad que presenta con estos metabolitos,
ademas su reproducibilidad es muy poca. Por otro lado el uso de una columna
C18 no presenta gran retencion de los compuestos y compatibilidad con la fase
movil acuosa, como la columna HSS-T3 antes descrita.

En los resultados expuestos en este trabajo se muestra que la concentracion de
flavonoides va aumentando a medida que avanza el proceso de fabricacién, lo
cual es coherente al irse eliminando el agua y otros componentes en el proceso;
sin embargo es importante considerar los resultados mostrados por la Schuan
University en China, asi la metodologia usada por ellos no haya sido muy eficiente,
los resultados obtenidos pueden considerarse en la industria azucarera de
Colombia, ya que presentan proceso de fabricacién del azicar semejantes. Por
tanto se concluir finalmente que a medida que parte de los flavonoides se van
perdiendo a medida que avanza el proceso de fabricaciébn, como lo muestra
Schuan University, sin embargo se van eliminando otros componentes, que hace
que los flavonoides estén en mayor concentracion en las etapas finales del
proceso.
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10.CONCLUSIONES

1. Siendo el jugo de cafia de azucar una matriz tan compleja (por la gran
cantidad de compuestos que contiene), se implementd la metodologia de
preparacion de la muestra por SPE, la cual permitio el desarrollo de un
analisis cuantitativo eficiente, ya que sin gastar mucho tiempo en la
preparacion de la muestra, y sin invertir mucho dinero en grandes
cantidades de solventes se logro dar una aproximacion a la cantidad de
flavonoides en cada producto intermedio del proceso de fabricacion del
azucar.

2. Se identificaron los parametros cromatograficos adecuados para el analisis
cuantitativo de flavonoides e identificacion de algunos de estos metabolitos,
sin la necesidad de emplear detectores costosos.

3. Los contenidos mas representativos de flavonoides se presentan en las
muestras de jarabe y miel, con cantidades de 2808mg/L y 14404mg/L
respectivamente.

4. El flavonoide mayoritario observado en la mayoria de las muestras
analizadas, corresponde a un derivado del nucleo de apigenina, pudiendo
corresponder esta a vitexina 6 schaftosido.
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11. RECOMENDACIONES

El desarrollo de una metodologia de valoracion del contenido de flavonoides en
Jugo de cafila de azucar es una investigacion que abre puertas al
aprovechamiento de residuos organicos generados por la produccién de azucar,
ya que al identificar en qué etapa del proceso de fabricacion del azicar hay mayor
concentracion de flavonoides, se genera en la industria azucarera la necesidad de
optimizar el proceso productivo del azucar, trayendo no solo beneficios para los
ingenios Azucareros si no para toda la region.

Sin embargo, es importante resaltar que los resultados aqui presentados son solo
una pequefia parte de todos los estudios que se deben hacer antes de poder
aprovechar estos metabdlicos. Uno de los pasos a seguir seria validar la
metodologia desarrollada en este proyecto, donde se demuestre estadisticamente
que este es iddéneo para el analisis cuantitativo que se buscaba.

También teniendo en cuenta que la muestra de jugo Miel es la que presenta mayor
concentracion de flavonoides y es usada como materia prima en el proceso de
obtencion de etanol (CENICANA, 2013), podrian desarrollarse estudios que
permitieran optimizar estos procesos industriales para aprovechar los flavonoides
sin afectar otros productos industriales.
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