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Sumario. Se describen las caracteristicas del sistema de desarrollado de cromatogratia de geles utilizando como detec-
tor un polarimetro lser automatico de alta sensibilidad. Se hace referencia al tubo polarimétrico de flujo disefiado de un
volumen de 330 puL y una longitud de 50mm modelado a través del programa COSMOSFloWorks 2003.El sistema refe-
rido dispone de un programa de adquisicién de datos que permite la obtencién en linea de los cromatogramas proceden-
tes de la salida RS232 del detector polarimétrico. El almacenamiento de ficheros electrénicos de los cromatogramas fa-
cilita su andlisis y elaboracién y disminuye significativamente el tiempo requerido para el andlisis de los resultados. El
tiempo de medicién del detector de cada punto es de 1s y utilizando una velocidad de elusién entre 5 y 10 mL/min, los
tiempos de obtencién de los cromatogramas oscilan entre 30 y 50 min. El sistema fue aplicado como método comple-
mentario en el diagndstico de la enfermedad denominada escaldadura foliar que produce afectaciones significativas en
los cultivos de cafia de aztcar.

Abstract. The characteristics of the developed gel chromatographic system employing a laser polarimetric detector are
described. It is referred a flux polarimetric tube of 330pL volume and 50 mm length designed by the authors, which was
modeled using the COSMOSFloWorks 2003 program. The system has a data acquisition program which obtains on line
the chromatograms from the RS232 polarimetric detector output. The storage of the chromatogram files makes easier its
analysis and elaboration y diminishes significantly the required timed for obtaining the results. The measurement time
of the detector for each point is one second, employing an elution velocity between 30 and 50 min. The system was ap-
plied as a complementary method for diagnostics of the scald foliar disease which produces significant damages in the
sugar cane plantations.

Palabras clave. Laser applications of, 42.62.-b, chromatography 82.80Bg, polarimeters 7.60Fs.

1 Introduccion que se han obtenido resultados de interés en el analisis
de carbohidratos.
En trabajos anteriores'~ se han presentado resultados so- La cromatografia liquida de exclusién molecular con

bre un sistema de cromatografia de geles con deteccién — geles Sephadex G-10 y G-50 permite la separacién de

polarimétrica discreto desarrollado por los autores con el carbohidratos, lo cual resulta de gran importancia en la
evaluacidn de extractos vegetales de la biotecnologia y la
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agroindustria. Entre sus aplicaciones se encuentra la de-
terminacién de carbohidratos presentes en el jugo de ca-
fla cuyos pesos moleculares exceden el peso de la saca-
rosa, los cuales influyen en la determinacién del conte-
nido real de sacarosa en jugos™*.

El establecimiento de un sistema que combine la cro-
matografia liquida de exclusién molecular y la deteccién
polarimétrica laser He-Ne de alta resolucion, en un pro-
cedimiento a flujo continuo podrd contribuir beneficio-
samente en la determinacioén de la sacarosa real y al es-
tudio de la calidad de los jugos con mayor rapidez y
economia de recursos. El detector polarimétrico laser
permite realizar mediciones cada segundo atendiendo al
principio magneto-6ptico de medicién y el empleo de
pulsos de corriente lo cual resulta ventajoso respecto a
otros detectores alternativos. En el presente trabajo se
describe un sistema de flujo automatizado con deteccién
polarimétrica que ha permitido obtener velocidades de
elusién de hasta 10 mL/min lo que permite realizar una
corrida cromatografica en un tiempo de aproximada-
mente 30 min. Se evaluaron patrones de sacarosa, gluco-
sa, dextrana y fructosa tanto por el método discreto como
por el continuo y se compararon los resultados.

2 Materiales y métodos

Se han empleado dos sistemas polarimétricos cromato-
graficos desarrollados integramente por los autores. El
primer sistema es discreto (figura 1). El mismo esta
compuesto por dos columnas G-10 y G-50 con gel Sep-
hadex, se colectan las fracciones de manera discreta y se
realiza la lectura polarimétrica en una cubeta fotométrica
de 2 mL de capacidad. El segundo (figura 2) estd com-
puesto por dos columnas conectadas entre si, con selec-
tor de paso, el cual permite realizar la limpieza de siste-
ma o el paso de la muestra al interior de las columnas.

A la salida de la segunda columna se coloca una cube-
ta de flujo desarrollada por los autores de 0,3 mL y a
continuacion, un medidor de volumen. La medicion de la
fraccion fluida se realiza cada segundo y la velocidad se
encuentra entre 5 y 10 mL/min, en dependencia del con-
trol de salida del fluido.

Las mediciones realizadas en el sistema de flujo con-
tinuo se compararon con las lecturas discretas. Con este
propésito se midieron separadamente muestras de gluco-
sa, fructosa, sacarosa 5 y una mezcla de glucosa, sacaro-
sa y dextrana (figuras 3 a 6).

Las mediciones fueron realizadas en la escala sacari-
métrica del instrumento correspondiente a una concen-
tracién de 6,5 g/dL en un tubo polarimétrico de 50 mm.
Esto permite disponer de una alta sensibilidad para bajas
concentraciones de sustancias.

Como parte del sistema concebido se disefié un tubo
polarimétrico de flujo que permitiera la automatizacion
del régimen de mediciones. Se model6 el flujo de liqui-
dos’ dentro del tubo polarimétrico con el propédsito de
obtener las caracteristicas del mismo y optimizar su di-
sefio y construccion. Para caracterizar el movimiento de

los fluidos, se emplea el nimero adimensional de Rey-
nolds. Este niimero se calcula mediante la férmula

R, = Ldp , donde: p, es la densidad del fluido; v es la
u

velocidad caracteristica del fluido; d es el didmetro de la
seccion transversal analizada a través de la cual circula
el fluido y p la viscosidad del fluido.
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Figuras 1y 2. Esquema del sistema discreto (izq) y conti-
nuo (der).
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Figuras 3 a 6. (Arr.) Cromatogramas de la glucosa (izq), fruc-
tosa (der); (Ab,) sacarosa (izq) y una mezcla (der).

00844538
QOTE0085
00675531
0osH1IT
0006733
00423269
00ZITHSE
00253362
. 00155903

000814538
2952590070

wectar Plot Velocity [mis]

Figura 7. Corte de sec-
cién transversal del tubo
polarimétrico, mostrando
las isolineas de velocidad
para un flujo de 10
mL/min de agua con den-
sidad de 996,09 Kg/m’,
viscosidad cinematica
0,000806

Como pardametros normalizados se impusieron para el
disefio:



e Recorrido total de 50 £ 0,005 mm por dentro del
fluido, medido en el eje central del tubo polarimétrico.

¢ Diametro del capilar interior, 3 mm.

e Diametro medio del haz laser de He-Ne, menor que
1 mm.

¢ Velocidad del flujo, 10 mL/min.

® Variaciénde p y .

.Tipo de modelacioén: flujo por el interior de una frontera
definida por la geometria del tubo polarimétrico de la fi-
gura 7.

Pardmetros de diseiio. Segin la modelacion, se
obtiene una velocidad media para el movimiento del
fluido por el interior del capilar central de 0,0251 m/s y
para la misma el nimero de Reynolds calculado es de:

Re, =" % p= 00210002506 59 _ 65 04

0,000806
lo cual indica un flujo del tipo lamina. En la figura 7 se
muestra como se obtiene un flujo considerablemente
uniforme y homogéneo sin que se produzcan regimenes
de turbulencia de consideracién. El disefio del tubo po-
larimétrico garantizé el funcionamiento del sistema de
flujo con las velocidades requeridas para la cromatogra-
fia de geles.

3 Analisis cuantitativo con patrones

de referencia con vistas a evaluar sus
posibilidades como herramienta
analitica

Para evaluar la linealidad del sistema se emplearon pa-
trones de dextrana y glucosa en distintas concentraciones
indicadas en las figuras 8 a 10 y se midieron las areas de
los distintos picos empleando el programa Microcal Ori-
gin 7.

El rango de las concentraciones de dextrana estuvo
comprendido entre 0.125 y 2 g/dL y en el caso de la glu-
cosa de 0.5 hasta 8 g/dL. Los patrones fueron elaborados
empleando reactivos de calidad farmacéutica que fueron
pesados en balanza analitica. Se observa como los picos
de dextrana y glucosa se ubican correctamente y la exis-
tencia de una linealidad satisfactoria para los rangos de
concentraciones evaluados.

4 Aplicaciones

La evaluacién de jugos de cafia de azicar afectados por
escaldadura foliar es un ejemplo de las posibilidades que
ofrece el sistema descrito. La escaldadura foliar es una
enfermedad de origen bacteriano que afecta la cafia de
azucar bloqueando los vasos xilematicos debido a la ge-
neracién de un material de tipo xantano ®”.

Muestras de cafias sanas y enfermas afectadas por
escaldadura foliar, variedades My5514 y C88 382 de 9
meses de crecimiento, fueron obtenidas del mismo lugar
con el propdsito de obtener sus cromatogramas (figuras
11y12).

Se muestran modificaciones que incluyen 3 fracciones
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principales de este tipo de separacién cromatografica; en
las fracciones de las plantas enfermas el contenido de
polimeros dextrorotatorios es incrementado afectando
los correspondientes a los de baja masa molecular.
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Figura 8. Cromatograma de mezclas de dextrana y glucosa en
distintas concentraciones
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Figuras 9 y 10. Respuesta lineal de las concentraciones de
dextrana (izq) y glucosa (der).
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Figura 11. Cromatogramas de la variedad C 88382 sana

(izq) y enferma (der).
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Figura 12. Cromatograma de la variedad My 5514 sana
(izq) y enferma (der).



Los cromatogramas que representan las fracciones de
plantas sanas y enfermas de las variedades estudiadas
muestran las modificaciones de los fracciones de las
plantas enfermas relativas a las sanas y de la resistente
(My 5514) relativa a la susceptible (C88 382).

En la cafia de aztcar resistente (My 5514) las modifi-
caciones son evidentes en las fracciones de alta y media-
na masa molecular, que fluyen primero y donde la baja
presencia de xantanos no afecta significativamente la
composicién de la sacarosa y los reductores que consti-
tuyen la fraccién mayoritaria en estos jugos, creando una
modificacién en los polimeros de alta y mediana masa
donde los componentes dextrorrotatorios se sobreponen
a la presencia de heterofructanos que aparecen en las ca-
fas sanas.

En la planta susceptible C88 382, las modificaciones
cubren las fracciones fundamentales de este tipo de sepa-
racién cromatografica, y en las fracciones de los jugos
enfermos el contenido de polimeros se incrementa en la
masa de carbohidratos de baja masa molecular. En esta
variedad se distingue menos la presencia de componen-
tes levorrotatorios relativo a la variedad My 5514.

5 Resultados y discusion
e Se observa en las figuras una buena concordancia en-
tre los cromatogramas obtenidos de forma continua y
discreta lo cual avala las posibilidades de empleo del sis-
tema de flujo. Aparece una mejora de la resolucién en el
caso del sistema continuo que se atribuye entre otros as-
pectos a la posibilidad de realizar mediciones cada se-
gundo y por tanto de construir con mayor fidelidad el
cromatograma.

® E] haber logrado velocidades de elusion hasta de 10
mL/min constituye una importante ventaja del sistema
que permite realizar una corrida en 30 min. Los cro-
matogramas se almacenan en ficheros electrénicos.

e El disefio y modelacion del tubo polarimétrico de flu-
jo permitié obtener un flujo laminar en el sistema corro-
borado de forma tedrica y experimental.

® Se han publicado resultados comparativos sobre ca-
flas sanas y enfermas por electroforesis capilar que
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muestran marcadas diferencias entre las mismas coinci-
dentes con los resultados obtenidos.

6 Conclusiones

El sistema desarrollado para la evaluacién de sustancias
Opticamente activas tiene ventajas significativas respecto
a otros métodos analiticos debido a la facilidad, rapidez
y exactitud del mismo. Los resultados preliminares indi-
can que podria utilizarse como método complementario
para realizar un diagnéstico rapido de la enfermedad de-
nominada escaldadura foliar, de cafia de azucar.
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