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RESUMEN

El desarrollo de técnicas analiticas rapidas es esencial para el seguimiento y
control del proceso de fabricacion de azucar y en la obtencion de etanol. En este
trabajo se analizaron las técnicas para determinar las concentraciones de etanol y
se especificé las que se emplean en la industria de vinos, cerveza y licores. Las
técnicas mas empleadas son la cromatografia, la espectrofotometria y la
valoracion redox. La cromatografia y la espectrofotometria tienen como ventajas la
precision de los resultados pero requieren un equipamiento que puede resultar de

alto costo. Se seleccion6 como técnica analitica la valoracién redox por ser
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precisa, factible y econdmica. Esta técnica no requiere de equipos costosos, fluido
eléctrico o gas para ejecutarse. Se destaca que para la determinacién de la
concentracion de etanol en una muestra obtenida por fermentacion la técnica de
valoracion redox tiene pocas interferencias con los demas componentes del
medio, pues a diferencia de la cromatografia, puede emplearse cuando hay
impurezas. Se puso a punto la instalacion experimental. Los resultados
preliminares indicaron que la técnica de valoracion redox es adecuada para la
determinacién de etanol con un % de error que no sobrepasa al 10%.

Palabras clave: técnicas analiticas rapidas; concentraciones de etanol; valoracion

redox.

ABSTRACT

The development of fast analytical techniques is essential for the monitoring and
control of the sugar manufacturing process and in ethanol production. In this work,
the techniques to determine ethanol concentrations were analyzed and it was
specified in those used in the wine, beer and rum industry. The most widely used
techniques are chromatography, spectrophotometry and redox titration.
Chromatography and spectrophotometry have the advantages of the precision of
the results but require equipment that can be expensive. Redox titration was the
analytical technique selected because it is accurate, feasible, and economical. This
technique not require expensive equipment, electricity or gas. For the
determination of the ethanol concentration in a sample obtained by fermentation,
the redox titration technique has few interferences with the other components of
the medium, since unlike chromatography, it can be used when there are
impurities. The experimental setup was set up and the method calibration curve
was made. Preliminary results indicated that the calibration curve is linear, so it can
be used to determine the ethanol concentration in a sample obtained by
fermentation.

Keywords: technical analytic quick; concentrations of ethanol; valuation redox.
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Introduccion

El programa alcoholero cubano y en especial la produccion de etanol a partir de
jugos mezclados de cafia de azlcar necesita del desarrollo de nuevos
procedimientos analiticos: precisos, de elevada productividad y de poca
manipulacién técnica que permitan mejorar la eficiencia global del proceso.®)
Existen varias técnicas analiticas para conocer la concentracion alcohdlica en los
vinos, licores, cerveza y ron. El desarrollo de técnicas analiticas rapidas es
esencial para el seguimiento y control del proceso de fabricacion de azucar y la
producciéon de etanol. Los datos que sirven de base deben ser obtenidos con
técnicas analiticas confiables y precisas.®

En la industria de produccion de etanol se realiza la determinacion de la
concentracion del mismo por métodos espectrofotométricos que, aunque son de
mayor uso en los laboratorios de las destilerias, precisan de la aplicacién de las
buenas practicas de laboratorio porque se pueden presentar problemas de
contaminacion de solventes y alta imprecision por las fuentes de error humano.

El etanol tiene alta demanda pues se emplea el 20 % de la produccion anual en la
rama farmacéutica y salud, 6,8 % en perfumeria y 30,2 % en la elaboracién de
bebidas alcohdlicas. El resto es empleado en procesos industriales como
disolvente o combustible. Una de las vias de produccion de etanol es a partir de la
fermentacién de productos del sector agricola ricos en azlcares, aceites y
almidones por microorganismos para pasar a un proceso de destilacién. Este
proceso esta influenciado por factores como la concentracion de azucares del
sustrato y el microorganismo fermentador que se emplee. Dentro de este, la

fermentacion alcohdlica es la mas utilizada.®
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Los métodos para determinar la concentracion de etanol se basan esencialmente
en las siguientes técnicas: destilacion seguida de medidas fisicas o quimicas,
cromatografia, espectrometria infrarroja, inyeccion de flujo y valoracion redox.
Algunos de ellos son relativamente caros, consumen mucho tiempo, son
complejos de realizar y requieren un laborioso pretratamiento de la muestra. Por
tanto, existe una demanda creciente de métodos economicos, rapidos y fiables
para la determinacion de etanol. En el presente trabajo se discuten los mas
empleados, pues su objetivo es proponer el método analitico mas adecuado para
determinar la concentracibn de alcohol obtenido en una muestra por via

fermentativa.

Fundamentos teéricos

Cromatografia gaseosa

La cromatografia gaseosa (CG) es una técnica analitica que es utilizada
frecuentemente, por tratarse de un analito volatil. Por otra parte, la cromatografia
liguida de alta resolucion, que es un poco menos popular, es también considerada
una herramienta analitica importante para esta determinacién y ha sido usada
para determinar el rendimiento de la produccion industrial de etanol, en el analisis
de bebidas alcohdlicas y de alimentos.®

En la CG, el principio fundamental es la separar dos 0 mas compuestos con
propiedades fisicas diferentes que les permitan repartirse en las fases: la
estacionaria y la movil, que se mueve en direccion definida.

Se utiliza en la resolucion de diversos problemas en la industria, en la medicina,
en la biologia y en el analisis ambiental, convirtiéendose en la actualidad como una
herramienta para el control en una gran variedad de areas. La cromatografia
aprovecha las diferencias en la velocidad de retencién de cada componente para
separarlos, identificarlos y cuantificarlos. Existen dos tipos de cromatografia de

gases: la cromatografia gas - solido y la cromatografia gas-liquido.
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Las ventajas del uso de la cromatografia radican en que son métodos
automatizados, consumen una pequefia cantidad de muestra y los instrumentos
pueden ser calibrados contra agua pura o soluciones estandar de etanol, lo que
permite obtener un pico completamente resuelto de otros componentes de la
muestra, por lo que la determinacion es muy exacta. Se puede obtener buena
exactitud en una amplia gama de concentraciones de la muestra, desde
miligramos hasta nanogramos. Son métodos de alta sensibilidad con elevada
eficiencia en la separacion, por lo que son ampliamente reconocidos por toda la
comunidad cientifica.

Una de las limitaciones de la CG es que todas las muestras deben ser volatiles; de
lo contrario, no pasaran a través de la columna. En el caso de una muestra
obtenida por fermentacion, esto representa una limitante, porque no todos los
componentes seran volatiles, cualquier traza de impureza puede tapar la columna
y tendria que reemplazarse. Con la CG es dificil tratar compuestos idnicos,
compuestos de elevada polaridad, y compuestos de peso molecular muy alto. Otra
desventaja es que muchas veces es dificil confirmar la identidad de una muestra
debido a que varios compuestos pueden tener tiempos de retencion muy

similares.®

Espectrofotometria

Los métodos espectrofotométricos empleados en la determinacion de la
concentracion de etanol se basan en la oxidacion catalitica de la enzima alcohol-
deshidrogenasa en presencia de la coenzima NAD".©®

La espectrofotometria consiste en la cuantificacién de analitos y en cémo puede
determinar la concentraciébn de un analito a partir de valores de absorbancia
medidos a una determinada longitud de onda en un espectrofotometro. Tiene la
capacidad de manejar un de luz, separandolo en facilitar la identificacion,
calificacion y cuantificacion de su energia. Cuando la luz atraviesa una sustancia,

parte de la energia es absorbida.
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Las ventajas de la espectrofotometria son la alta sensibilidad y precision de los
resultados. El andlisis es rapido, facil de usar y requiere una preparacion minima
de muestras. Como desventajas estan el alto precio del equipo, que, ademas,
requiere de lamparas especiales. Por otra parte, puede existir interferencia de

otros compuestos y se destruye la muestra a analizar.

Valoracion redox para determinar concentracion de etanol

La valoracién redox es uno de los métodos analiticos mas antiguos y se aplica con
frecuencia en la préctica analitica. Se basa en una reaccion redox con dicromato
para la determinacion de etanol. El etanol se oxida a acido etanoico al reaccionar
con dicromato en medio A&cido. La distincion colorimétrica de varias
concentraciones de etanol se basa en la formacion de iones cromato de color
verde que, mezclados con el exceso de iones dicromato de color amarillo,
producen colores diferenciables. Este método esta validado para la deteccion
cualitativa y cuantitativa de etanol en el condensado de aire exhalado de
individuos a los que se les administré alcohol.t”

Una valoracion redox (también llamada volumetria redox, titulacion redox o
valoracion de oxidacion-reduccion) es una técnica analitica muy usada, que
permite conocer la concentracion de una disolucién, de una sustancia que pueda
actuar como oxidante o reductor. Es un tipo de valoracion basada en una reaccién
redox entre el analito (la sustancia cuya concentracion se desea conocer) y la
sustancia valorante.

En una valoracion redox a veces es necesario el uso de un indicador redox o de
un potenciometro para conocer el punto de equivalencia o punto final. En otros
casos las propias sustancias que intervienen experimentan un cambio de color
gue permite saber cuando se ha alcanzado ese punto de equivalencia entre el
namero de moles de oxidante y de reductor, como ocurre en las iodometrias o
permanganometrias.

La valoracion redox se clasifica en valoracion directa, donde el valorante reacciona

directamente con la muestra. EIl consumo del mismo equivale directamente al
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contenido de muestra y se emplea para los célculos. Otro tipo de valoracion redox
es la valoracion por retroceso, donde se afiade un exceso de valorante / reactivo
conocido con exactitud a la muestra. Tras un periodo de reaccion suficientemente
largo, se valora este exceso con un segundo valorante. La diferencia entre la
cantidad afiadida del primer y el segundo valorante proporciona la cantidad
equivalente de la muestra. Finalmente, en la valoracién de valores en blanco
compensados la muestra se disuelve en un solvente que también reacciona con el
valorante y que conlleva un determinado consumo. Se le determina un valor en
blanco para el solvente. El consumo total menos el consumo del solvente (valor en
blanco) equivale en la muestra a la sustancia analizar.

Dentro de las principales ventajas se encuentran los bajos costos el analisis y que
el equipamiento necesario se encuentra en cualquier laboratorio quimico. El
método es rapido porque las muestras pueden titularse y destilarse mientras se
incuban otras. Dentro de las es desventajas se encuentra que, ademas de la
dificultad de pipetear muestras de 1 mL con precision, el método requiere cuidado
al preparar la solucién del estandar primario. Estas pueden oxidarse lentamente
con el aire, por lo que deben estandarizarse con frecuencia. Ademas, se debe

realizar un calculo después de que se complete la titulacion.

Materiales y métodos

Preparacion de solucion del dicromato de potasio (K,Cr,O;) a1 mol/L
Se pes6 4,903 6 g de dicromato de potasio (KoCr,O7) secados a 110 °C por 1 h. Se

disolvio en agua destilada, se vertiéo en un matraz y se aforé hasta 1 L (figura 1).
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Fig. 1- Soluciéon de dicromato de potasio

Preparacion de solucion del yoduro de potasio (Kl) al 10 %
En la preparaciéon de la disolucion, se pesé 50 gramos de yoduro de potasio y se
afadié a un beaker de 1000 mL. Se agregd 300 mL de agua para disolver el
soluto, luego se vertié en un matraz volumeétrico de color ambar y se enrasé hasta

500 mL. Se rotul6 con el nombre de la solucion y fecha de preparacion.

Preparacién de solucién de almidén como indicador
Este complejo sefiala el punto final en las titulaciones en las que se produce o
consume yodo. En la preparacion de la disolucién se pes6 2 gramos de almidén
soluble en agua y se afiadié a un beaker de 1000 mL. Se agreg6 500 mL de agua
para disolver el soluto. Se verti6 en un matraz volumétrico y se enrasd hasta

1000 mL. Se rotul6d con el nombre de la solucidén y fecha de preparacion (figura 2).

Fig. 2- Solucion de almidon como indicador
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Preparacién de solucién de tiosulfato de sodio a 1mol/L

En la preparacion de la disolucion se peso6 27,2 g de tiosulfato de sodio (Na;S,03—
5H,0) y se afadi6 a un beaker de 1000 mL. Se agregd agua destilada hasta
disolver el soluto. Se vertié en un matraz volumétrico y se enras6 hasta 1000 mL.

Se rotul6 con el nombre de la solucion y fecha de preparacion (figura 3).

Fig. 3- Solucién de tiosulfato de sodio al 0.1 N

Valoracion del tiosulfato de sodio (Na,S,03= 5H,0)

El tiosulfato de sodio (Na»S,03— 5H,0) no es una sustancia patron primario, por lo
que no se puede obtener concentraciones exactas por simple pesada. La
estandarizacion de esta solucion se basa en su titulacion frente a sustancias
patrones primarios como el dicromato de potasio (K,Cr,0).

Donde el yodo es el oxidante y el dicromato es el reductor. El yodo liberado se
valora con la solucién de tiosulfato de sodio (Na;S,03) utilizando almidén como
indicador.

Mientras se agitaba el liquido se le afladié6 2 mL de disolucién de tiosulfato de
sodio (NaS,03— 5H,0). Se le agregd 2 mL de disolucién de almidén (CeH1005)n Yy

continud la valoracién hasta obtener un color verde claro (figura 4).
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Fig. 4. Punto final de la titulacién del tiosulfato de sodio para 0.1 N con almidén (C¢H100s),

como indicador.

La concentracién exacta de la disolucion tiosulfato de sodio (Na,S,03) se calcula

por la formula siguiente:
Nexacta = 0.1 X Fy (1)

donde:

Fn es un factor que se calcula segun la ecuacion:

Fy =+ (2)

donde:
V es el volumen gastado del valorante
Se realizaron diez mediciones para encontrar el valor promedio que se empled en

los calculos.

Marcha analitica para la determinacion de la concentracion de

etanol
Este método puede aplicarse solo con soluciones diluidas, por lo cual la muestra

original debe diluirse a 100 o 1000 veces, segun el grado de concentracion. La

muestra a diluir debe tomarse con pipeta automatica, a fin de evitar vaporizaciones
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por succion. Tanto al llenar como vaciar la pipeta, su extremo debe encontrarse

sumergido en el liquido. La marcha a seguir con la muestra diluida es la siguiente:

1. Preparar en un erlenmeyer una mezcla con 25 mL de dicromato de potasio
(K2Cr,07) 1 mol/L y 10 mL de &cido sulfarico concentrado.
2. Agregar a la mezcla anterior 10 mL de la solucion a analizar y dejar en reposo

durante 30 minutos para que ocurra la reaccion:

2K2Cr207 + 3C2Hs0OH + H2SO4 — K2SO4 + 2Cr2(S04)3 + 3CH3COOH + 11H20

3. Anadir a la mezcla anterior 10 mL de solucién de yoduro de potasio al 10%.

K>Cr,0O7 + 6Kl + 7TH,SOs — 4K>S04 + CI’z(SO4)3 + 3l, + 7H,0

4. Valorar de inmediato el yodo puesto en libertad durante la reaccién anterior con
tiosulfato de sodio 1 mol/L y 0,5 mL de solucion de almidén como indicador:

2NaxS,03 + | — 2Nal + Na>S4054

5. Preparar un blanco siguiendo el proceso descrito, pero con agua en lugar de la

muestra.

La concentracién de etanol en la muestra original se calculé por la ecuacion

siguiente:

0,115 (Va-Vb)-F-N
4

C= (3)

donde:
c: Concentracion de etanol en la muestra original, g/L
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Va: Volumen de tiosulfato gastado en el blanco, mL
Vb: Volumen de tiosulfato gastado en la muestra, mL
F: Factor de dilucion de la muestra

N: concentracion del tiosulfato de sodio, 1 mol/L

V: Volumen de solucion valorada, 55 mL

Puesta a punto de latécnica de valoracion redox para la

determinar la concentracion de etanol
Se preparan soluciones con concentracién de etanol desde 0 g/L (blanco) hasta

lgL.

Se pipeted 25 mL de la disolucién dicromato de potasio (K.Cr,O7) a 1 mol/L, se
afiadi6 a un erlenmeyer de 250 mL.

Se le agreg6 10 mL de acido sulftrico concentrado.

Se le agregd 10 mL de las soluciones de etanol a valorar. Como este método se
aplica a soluciones diluidas, se diluye la muestra en 100 veces. Este es el factor
de dilucion, F.

Se deja reposar 30 minutos y se afiaden 10 mL de solucion de Kl al 10 % y 0.5 mL
de disolucién de almidon (CgH1005)n

Se mezcl6é bien y se valoré con la disolucion de tiosulfato de sodio (Na;S;03—
5H,0) hasta obtener un color verde claro

Las muestras se analizaron por cuadruplicado.

Para la realizacion de esta técnica se tienen en cuenta los siguientes equipos y
herramientas utilizadas que son de facil obtencién en cualquier laboratorio que
son, una balanza analitica, una autoclave, microscopio 6ptico, centrifuga, matraz
aforado, probeta, beaker, bureta, erlenmeyer, micropipeta, gradilla, tubos de
ensayo Y varilla de vidrio.

En la figura 5 se observa la muestra preparada con el blanco y la muestra con la

adicion de acido sulftirico concentrado.
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Fig. 5- Soluciéon de dicromato de potasio, a) preparada con el blanco y b) con adicién de -

acido sulfarico concentrado

Como se observa en la figura, ambas presentan la misma coloracion.
A partir de los 15 min comienza a observarse en cambio de coloracion en la

muestra (Figura 6). A partir de los 20 minutos el color se mantuvo constante.

Fig. 6- Cambio de coloracion en la muestra a) a los 15 minutos de reaccion, b) a los 20

minutos de reaccion

Al afiadir la solucién de yoduro de potasio al 10 % se noté un cambio de
coloracion (figura 7).

a)

Fig. 7- Cambio de coloracion por adicion de Kl a) blanco, b) muestra a analizar

Al valorar el yodo puesto en libertad con tiosulfato de sodio (Na,S,03—5H,0) y de
almidén (CeH100s), como indicador se observd el cambio de coloracion donde la
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muestra patron vuelve al color inicial y la que se analiza toma un color verde claro

(figura 8).

a)

Fig. 8- Cambio de coloracion en la valoracién a) blanco, b) muestra a analizar

La reaccién que ocurre es:

2Na2S203 + 12 — 2Nal + Na2S40s

En la figura 9 se observa el punto final de la valoracion.

Fig. 9- Punto final en la valoracion a) blanco, b) muestra a analizar

En la tabla 1 se muestra el volumen de la solucién de tiosulfato de sodio

consumido en cada valoracion

Tabla 1- Volumen de la solucién de tiosulfato de sodio consumido la valoracién de cada
muestra
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Concentraciéon de etanol (g/L) | F vi(mL) | vo(mL) | va(mL) | va(mL) | Vprom (ML)
0.0 10 38,7 38,6 37,3 36,6 37,8
0.2 10 28,3 27,3 27,5 26,5 27,4
0.3 10 23,7 23,2 23,3 23,4 23,4
0.4 10 18,4 18,2 17,0 17,6 17,8
0.5 10 13,1 13,0 13,6 13,1 13,2
0.6 100 34,7 35,5 33,9 34,8 34,7
0.7 100 34,8 34,6 33,7 33,7 34,2
0.8 100 34,5 34,3 34,1 33,2 34,0
0.9 100 33,5 33,8 33,6 32,7 33,4
1.0 100 33,1 32,7 32,9 32,0 32,7

Con estos datos se calcul6 la concentracion de etanol en funcién del volumen de
la solucion de tiosulfato de sodio consumido en la valoracién redox (ecuacion 3).

Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2- Concentracion de etanol calculada para cada muestra

c(Etanol)(g/L) | C(Etanol) (9/L) | 9% Error
0.2 0,217 £ 0,014 8,73
0.3 0,301 + 0,021 0,36
04 0,418 £0,014 4,55
05 0,514 £ 0,024 2,87
0.6 0,643+ 0,194 7,16
0.7 0,753 0,104 7,53
0.8 0,789+ 0,116 1,34
0.9 0,920 + 0,150 2,22
1.0 1,072+ 0,154 7,16

En la tabla 2 se observa que los valores del error no sobrepasan el 10 %, lo que
indica que se realizé adecuadamente la puesta a punto de la técnica, por lo que
puede emplearse para determinar la concentraciébn de etanol en una muestra

obtenida por fermentacion.
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Un aspecto a tener en cuenta para la exactitud y precisiéon de la técnica de

valoracion redox es que pueden manifestarse algunos errores que influyen en la

exactitud de la misma los cuales dependen de la habilidad del técnico que la

realiza para determinar el punto de equivalencia.

1.

2.

Conclusiones

Se realizé un estudio bibliogréafico con el cual se demostro que la técnica de
valoracion redox es una técnica confiable y econdémica, ya que no requiere
de equipos costosos, fluido eléctrico o gas para ejecutarse.

Se puso a punto la instalacién experimental y los resultados preliminares
indicaron que la técnica de valoracion redox es adecuada para la

determinacién de etanol con un error que no sobrepasa al 10%.
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