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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba que representa al pais ante las Organizaciones Internacionales y
Regionales de Normalizacion.

La preparacion de las Normas Cubanas se realiza generalmente a través de los Comités
Técnicos de Normalizacion. La aprobacion de las Normas Cubanas es competencia de la
Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en evidencias de consenso.

Esta Norma Cubana:

- Ha sido preparada por el NC/CTN 49 de Azucares, integrado por las siguientes insti-
tuciones:

e Ministerio del Azucar.

e Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente.
e Ministerio del Comercio Exterior.

e Ministerio del Comercio Interior.

e Ministerio de la Industria Alimenticia.

e Ministerio de Salud Publica.

- Se corresponde con la determinacién de dextrana en azucar crudo GS1-15 que es un
método catalogado como aceptado por la ICUMSA.

© NC, 2000

Todos los derechos reservados. A menos que se especifique, ninguna parte de es-
ta publicacion podra ser reproducida o utilizada por alguna forma o medios elec-
tréonicos o mecanicos, incluyendo las fotocopias o microfilmes, sin el permiso pre-
vio escrito de:
Oficina Nacional de Normalizacion (NC).
Calle E No. 261 Ciudad de La Habana, Habana 3. Cuba.

Impreso en Cuba
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Introduccioén

La dextrana es un polimero de la glucosa que abarca un extenso intervalo de masa molecular e in-
fluye negativamente durante la refinacién del azdcar crudo.

Se han desarrollado diferentes métodos para determinar este polisacarido, entre ellos el turbidimé-
trico que se recoge en esta norma.
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DETERMINACION DE DEXTRANA EN AZUCAR CRUDO.
METODO MODIFICADO DE LA TURBIEDAD CON ALCOHOL

1 Alcance y esfera de aplicacion
Este método es aplicable al azucar crudo.
2 Definiciones

La dextrana se define como un polimero predominantemente lineal de la glucosa con alta masa
molecular, donde la mayoria de los enlaces glucosidicos son 1-6. Estos enlaces se forman por la
accion de ciertas especies de bacterias, en especial la Leuconostoc mesenteroides, sobre la saca-
rosa durante el almacenamiento de la cafa y el jugo.

3 Fundamento del método

Se basa en la poca solubilidad de la dextrana en solucién hidroetandlica y la posterior medicién
espectrofotométrica, a 720 nm, de la turbiedad producida en el seno de dicha solucién.

4 Reactivos

A LOS USUARIOS DE ESTE METODO SE LES ADVIERTE QUE DEBEN CONSULTAR LA LE-
GISLACION VIGENTE SOBRE SALUD Y SEGURIDAD LABORAL ANTES DE MANIPULAR
ACIDO TRICLOROACETICO Y ACIDO CLORHIDRICO CONCENTRADO.

4.1 Agua destilada o desionizada
4.2 Etanol absoluto

4.3 Tierra de infusorios tratada con acido. Pese 50 g (5.13) de tierra de infusorios, afiada aprox.

1 000 ml de agua (4.1) y 50 ml (6 59.0 g) de acido clorhidrico (py = 1.18 g/ml), agite 5 min, filtre
mediante vacio y lave con agua hasta que el filtrado adquiera el pH del agua utilizada. Séquela en
estufa a 100 °C durante 6 h y consérvela en un recipiente con cierre hermético.

4.4 Solucién de acido tricloroacético (ATA), aprox. 100 mg/ml. Pese 10.0 g (5.13) de acido tri-
cloroacético, disuélvalo y trasvaselo a un matraz aforado de 100 ml, agite hasta su total disolucion,
enrase y homogeneice. La solucién puede conservarse refrigerada hasta una semana. (El acido
tricloroacético produce quemaduras, manipulelo con cuidado).

4.5 Dextrana estandar. Use dextrana de 110 000 6 500 000 de masa molecular. Determine su
contenido de humedad hasta la centésima, por duplicado, mediante el secado de aproximadamen-
te 2 g de dextrana durante 3 h dentro de una estufa regulada a 105 °C y efecttie las pesadas hasta
0.1 mg. La diferencia entre dos determinaciones debe estar dentro del 1 % respecto al contenido
promedio de humedad.

4.6 Sacarosa de referencia. S6lo use sacarosa pura que contenga menos de 2 mg/kg de almidon.
Compruebe la turbiedad que se produce cuando 8 ml de la solucién de sacarosa/acido tricloroacé-
tico (4.4) mas 4.5 ml de agua destilada se diluyen hasta 25 ml con alcohol absoluto (4.2) acorde



NC 80: 2000 © NC

con el procedimiento. La absorbancia de esta solucién en una cubeta de 2 cm, no excedera de
0.003 medida a 720 nm y tomando como referencia una solucién compuesta por 8 ml de solucién
de sacarosal/acido tricloroacético diluida hasta 25 ml con agua destilada (Use cubetas homologa-
das).

4.7 Solucion de sacarosa/ATA. En un matraz de 500 ml disuelva 250 + 0.1 g de sacarosa de re-
ferencia en agua destilada. Adicione 78 ml de la solucion de ATA (4.4), enrase y homogeneice. Es-
ta solucién se debe preparar fresca cada vez que sea necesario.

4.8 Solucién de referencia de dextrana, 0.8 mg/ml. Pese con rapidez una cantidad de dextrana
no secada que contenga 0.16 g de la dextrana anhidra, o sea, pese:

0.16 x 100

+ 0.01 g de la dextrana
100 - % de agua en la dextrana

no secada en un vaso de precipitado de 100 ml, hasta 0.1 mg.

Disuelva la dextrana mediante la adiciéon de 1-2 ml de agua para formar una pasta. Permita que las
particulas se hidraten uniformemente durante 10 min con agitacién ocasional. Después adicione
pequefas alicuotas de agua hasta que desaparezca el aspecto gelatinoso. Cuando haya afiadido
25 ml de agua y el aspecto gelatinoso haya desaparecido, trasvase la suspensién a un matraz de
200 ml, utilizando alrededor de 80 ml de agua. Coloque el matraz en un bafio de agua hirviente du-
rante 30 min. enfrie a la temperatura ambiental con un bafio de agua fria, enrase el matraz con
agua y mezcle bien. Prepare la solucion estandar de dextrana diariamente, no la conserve de un
dia para otro.

4.9 Solucién de referencia de dextrana, 0.08 mg/ml. Pipetee 10 ml de la solucién de referencia
(4.6) en un matraz de 100 ml, enrase con agua destilada y mezcle bien.

4.10 a-amilasa. Utilice una variedad termoestable de esta enzima con calidad grado reactivo.
NOTA: Compruebe que la dextrana no es atacada por la enzima. Para ello digiera una solucion
de referencia de dextrana con una gota de la enzima a 55 + 5 °C durante 15 min, adicione ATA,

filtre y mida la turbiedad igual que si se tratase de una solucion de referencia.

La absorbancia ha de estar dentro del 5 % de la lectura obtenida con la misma solucién de refe-
rencia de dextrana sin el tratamiento enzimatico.

5 Utensilios e instrumentos

5.1 Probeta de 50 ml

5.2 Matraces aforados de 25, 100, 200 y 500 ml
5.3 Pipetas de descarga totalde 1, 2, 3,4y 10 ml

5.4 Pipetas graduadas de 5y 10 ml
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5.5 Erlenmeyer de 200 ml con tapa esmerilada

5.6 Vaso de precipitado de 150 ml

5.7 Embudo Biichner, aprox. de 7 cm de diametro

5.8 Buretas de 25 y 50 ml que aprecie 0.1 ml

5.9 Papel de filtro cuantitativo de filtracion lenta (Whatman 5 6 equivalente)
5.10 Desecadora, provista de llave, con silica gel e indicador de humedad
5.11 Cronbémetro

5.12 Balanza que aprecie 0.1 g

5.13 Balanza que aprecie 0.1 mg

5.14 Estufa

5.15 Espectrofotometro apropiado para medir absorbancia a 720 nm, con cubetas homoélogas de 2
cm. Este equipo debe cumplir con las siguientes condiciones:

e anchura de banda espectral de 10 nm o menos.
¢ reproducibilidad de la longitud de onda + 0.5 nm
e reproducibilidad de la lectura + 0.003 unidades cuando la absorbancia es 1.0

5.16 Bomba de vacio

5.17 Bafios de agua. Un bafio de agua hirviente, uno entre 50-60 °C y otro que posea agua a tem-
peratura ambiente para enfriar.

5.18 Agitador de frascos
6 Procedimiento.

6.1 Preparacion de las soluciones de referencia y de la curva de referencia. En 13 matraces
de 25 ml prepare las soluciones de referencia segun se describe mas adelante. Como el alcohol
debe afiadirse dentro del periodo de 20 min después de la adicidén de la solucion de dextrana a la
de sacarosa/ATA, y como la absorbancia ha de leerse exactamente a los 20 min de afadirle el al-
cohol y mezclar, se recomienda sélo preparar 4 6 6 soluciones de referencia a la vez.

e Con una pipeta graduada de 10 ml afiada 8 ml de la solucién de sacarosa/ATA (4.7) a cada uno
de los 13 matraces. No pipetee con la boca, use un bulbo de seguridad (pera).

e Con una pipeta graduada de 5 ml o un juego de pipetas de descarga total, adicione, a los pri-
meros 12 matraces, alicuotas de la soluciones de dextrana segun se describe en la tabla 1. Con
una pipeta graduada de 10 ml adicione a los 12 matraces alicuotas de agua destilada acorde
con lo estipulado en la tabla 1 para lograr volumenes de 12.5 ml en cada matraz.
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e Enrase el matraz nimero 13 con agua destilada y mezcle mediante agitacion. Este constituye el
blanco o referencia para leer la absorbancia..

¢ Adicione lentamente hasta el aforo, con una bureta de 50 ml, el alcohol absoluto (4.2) a los
matraces de 25 ml mientras con suavidad agita el matraz rotandolo. La adicién del alcohol debe
consumir entre 30 y 60 seg. Mezcle el contenido del matraz invirtiéndolo tres veces con suavi-
dad. Comience a contar el tiempo tan pronto como haya mezclado la solucion.

NOTA 1: El alcohol debe afiadirse dentro de los 20 min después que le adicione la solucién de
dextrana a la de sacarosa/ATA.

NOTA 2: Como la absorbancia debe leerse a un tiempo predeterminado después de mezclar,
se recomienda que el alcohol se afiada a las soluciones de referencia de dextrana a intervalos
uniformes (3 6 4 min).

e Lea y anote la correccion de las cubetas a 720 nm, utilizando un par de cubetas homoélogas de
2 cm y agua destilada.

¢ Aproximadamente a los 17-18 min de enrasar y mezclar, enjuague una cubeta tres veces con
la solucion de referencia (blanco) y llénela. En forma similar enjuague y llene la otra cubeta con
una de las soluciones de referencia. Limpie las caras con un papel de seda y compruebe que
éstas estan libres de estriaduras.

e Alos 20 min + 10 seg después de enrasar y mezclar, lea y anote la absorbancia de las solucio-
nes de referencia, leidas tomando como referencia al blanco, hasta 0.001 a 720 nm.

e Repita los ultimos dos pasos para cada solucién de referencia de dextrana. No es necesario
volver a llenar la cubeta con el blanco antes de cada lectura.

o Repita el procedimiento de estandarizacion de la dextrana utilizando otro conjunto de solucio-
nes de referencia de dextrana recién preparadas.

e Calcule la concentracion real de dextrana en cada matraz (tabla 1), utilizando la humedad de la
dextrana (4.5) y la masa real pesada (4.7)

EJEMPLO:

Humedad de la dextrana
Masa de dextrana no secada equivalente a
0.16 g de dextrana seca = 0.1821¢

12.16 %

Masa real de dextrana pesada = 0.1904 g
Concentracién de dextrana en el matraz 10 =600 x 0.1904 g
0.1821 ¢
= 627 mg/ kg

Aplique la correccién de la cubeta a la absorbancia de cada solucion de referencia. Lleve a un gra-
fico la concentracion real de las soluciones de referencias (abcisas) y las absorbancias corregidas
correspondientes (ordenadas) y trace la mejor curva. La curva de referencia sera una curva gra-
dual cuando la concentracién de dextrana sea pequeifa y se convierte casi en lineal para alta con-
centracion de dextrana. Los puntos de la mejor curva caeran dentro del 5 % de la absorbancia pa-
ra soluciones de referencia con baja concentracion de dextrana y dentro del 3 % para alta concen-
tracioén.
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6.2 Determinacion de dextrana en aztlicares crudos.

e Pese 32.0 £ 0.1 g de azucar crudo, trasvaselos a un Erlenmeyer de 200 ml, adicione 50 ml de
agua destilada, tapelo y disuelva.

¢ Adicione 0.1 ml de la enzima para eliminar al almidén. Mezcle bien el contenido, tape el frasco
y coléquelo dentro del bafio de agua, regulado a 55 + 5 °C, con agitacion, durante 15 + 2 min.
Enfrie el frasco a temperatura ambiental en un bafio de agua fria.

e Trasvase la mezcla con un embudo a un matraz de 100 ml. Lave bien el frasco con agua desti-
lada y trasvase las aguas de lavado al matraz a través del embudo. Con una bureta adicione
10.0 + 0.1 ml de solucion de ATA (5.4), enrase, tape y mezcle bien.

e Deposite la solucion en un vaso de precipitado de 150 ml, adicione dos cucharaditas de té col-
madas (alrededor de 6-8 g) de tierra de infusorios lavado con acido (4.3) y mezcle bien. Filtre la
mezcla a través de un embudo Buchner de 5.5 cm (use papel de filtro Whatman No. 5), utili-
zando vacio. Emplee los primeros 10-15 ml del filtrado para enjuagar el embudo y el colector.

e Con una bureta de 25 ml afiada 12.5 ml del filtrado a cada uno de los dos matraces de 25 ml,
limpios y secos.

o Adicione lentamente, con una bureta de 50 ml, el alcohol absoluto a uno de los matraces hasta
el aforo, mientras lo hace agite el matraz mediante rotacién suave. El tiempo consumido para
afiadir el alcohol oscilara entre 30 y 60 seg. Después de enrasar mezcle el contenido del ma-
traz, invirtiendo éste con suavidad tres veces. Comience a medir el tiempo tan pronto haya ter-
minado de mezclar.

NOTA 1: Adicione el alcohol dentro de los 20 min después de afiadir la solucion de ATA.

NOTA 2: Evite la agitacion vigorosa del matraz, ya que esta puede provocar la coagulacién de
la dextrana.

Al otro matraz adicidnele agua destilada hasta el enrase y mezcle. Esta constituye la solucion de

referencia o blanco para la muestra.

Aproximadamente a los 17-18 min después de enrasar y mezclar enjuague la cubeta de referencia

tres veces con la solucién de referencia (blanco) y llénela. De forma similar proceda con la otra

cubeta utilizando la solucion de ensayo. Limpie las caras épticas de las cubetas con papel de se-

da y compruebe la ausencia de estrias.

A los 20 min + 10 seg después de enrasar y mezclar lea la absorbancia de la solucion de ensayo

(muestra) tomando como referencia la del blanco. Haga la lectura a 720 nm y anote los resultados

hasta 0.001. Inmediatamente después de leer inspeccione visualmente la cubeta de la muestra y

si la turbiedad ha floculado repita el analisis.

¢ Si la turbiedad originada por la dextrana es mas alta que la correspondiente al limite superior
de la curva, repita la determinacion diluyendo la muestra con sacarosa de referencia por ej.
16.0 + 0.1 g de la muestra con 16.0 + 0.1 g de la sacarosa estandar.

7 Expresion de los resultados

7.1 Calculos. Aplique la correccién de la cubeta a los valores de la absorbancia de la solucién de
azucar crudo. Obtenga la concentracion de dextrana en el azucar crudo directamente de la curva
de referencia acorde con la absorbancia de la solucion de ensayo. Si la muestra fue mezclada con
sacarosa de referencia, multiplique el resultado por el factor de dilucién. Exprese los resultados,
en mg/kg, hasta la unidad.

7.2 Precision. La diferencia absoluta entre dos resultados obtenidos en condiciones de repetibili-
dad no debe superar los 40 mg/kg. La diferencia absoluta entre dos resultados que cumplan las
condiciones de reproducibilidad no debe exceder los 80 mg/kg.



NC 80: 2000

© NC

Tabla 1 — Preparacion de las soluciones de referencia de dextrana.

Matraz Solucién de Solucion de refe- | Solucién de Agua Concentracion
No. sacarosa/ATA rencia de dex- referencia de | destilada de dextrana en
trana 0.08 mg/ml | dextrana 0.8 el azucar, mg/kg
ml mg/ml ml
1 8.0 0.0 - 4.5 0
2 8.0 1.0 - 3.5 20
3 8.0 2.0 - 2.5 40
4 8.0 3.0 - 1.5 60
5 8.0 4.0 - 0.5 80
6 8.0 - 1.0 3.5 200
7 8.0 - 1.5 3.0 300
8 8.0 - 2.0 2.5 400
9 8.0 - 2.5 2.0 500
10 8.0 - 3.0 1.5 600
11 8.0 - 3.5 1.0 700
12 8.0 - 4.0 0.5 800
13 8.0 - - 17.0 Blanco
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