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RESUMEN

En caña de azúcar y sorgo azucarado el fosfato existe en formas inorgánica (soluble e insoluble) y orgánica. Los
fosfatos inorgánicos solubles son un factor importante en la clarificación de los jugos de caña y sorgo sacarino, ya que
participan de reacciones químicas con los iones calcio agregados formando fosfatos insolubles que son muy efectivos en
remover del jugo de caña, coloides, colorantes y otras especies. En la literatura se recomiendan concentraciones de 300 mg
P2O5/L en el jugo para obtener una buena clarificación. Los resultados de varios años de pruebas en la Estación Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) indican una alta variabilidad de sus niveles, que van desde 100 a 700 mg P2O5/L.
La alta variabilidad de la concentración de este compuesto hace que sea importante el análisis frecuente de fosfatos solubles
para un control adecuado del proceso de clarificación. Se revisó el método colorimétrico empleado en la determinación, dado
por ICUMSA y se realizó una simplificación en el procedimiento de filtración que hace más eficiente el uso de recursos y
tiempo. Se redujo, además, el tiempo de análisis en un 60% y se validó la metodología con estas modificaciones,
determinándose los límites de detección y cuantificación iguales a 4 mg P2O5/L y 10 mg P2O5/L, respectivamente. La
recuperación promedio fue de 99% en un rango de trabajo comprendido entre 10 – 1000 mg P2O5/L. Se encontraron niveles
de fosfatos insolubles inferiores al límite de detección en un conjunto de muestras de jugos mixtos y clarificados de buena
calidad de caña de azúcar y sorgo azucarado. La incertidumbre expandida del método fue de 7,9%.
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ABSTRACT
Validation and application of the colorimetric method of phosphates in sugarcane and sweet sorghum juice

Phosphate in sugar cane and sweet sorghum comes in inorganic (soluble and insoluble) and organic forms.
Soluble inorganic phosphates are an important factor in clarification of sugar cane and sweet sorghum juices as they enter
chemical reactions with added calcium ions, forming insoluble phosphates that are very effective in removing from the juice
cane colloids, colorants and other species. The frequently recommended levels for good clarification are about 300 mg P2O5/L
in the incoming juice. The results from several years of testing at EEAOC indicate high variability, with levels ranging mostly
from 100 to 700 mg P2O5/L. The high variability makes the frequent analysis for soluble phosphates important for monitoring
and control of the clarification process in the sugar factories. The frequently used colorimetric method was reviewed and
validated. A simplification of the filtration procedure that makes the analysis more time-efficient was introduced and validated.
The analysis time was reduced by 60%. The limit of detection and quantification of the method were found to be 4 and 10 mg
P2O5/L, respectively. The average P2O5 recovery was found to be about 99% within the working range 10 – 1000 mg P2O5/L.
The levels of insoluble phosphates were found below the detection limit in a set of samples of mixed juice and good quality
clarified juice from sugar cane and sweet sorghum. The method´s expanded uncertainty was 7,9%. 

Key words: Sugarcane juice, phosphates, validation, clarification.
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INTRODUCCIÓN

El fosfato es uno de los aniones mayoritarios en
el jugo de caña, tanto en forma de fosfatos inorgánicos
como orgánicos. Los fosfatos inorgánicos solubles
tienen gran importancia en el proceso de clarificación de
jugo de caña. Según la literatura (Chen and Chou, 1993;
Doherty and Rackermann, 2008;  2009; Rein, 2017), la
concentración mínima de fosfatos solubles en el jugo de
caña debe ser de 250 mg/L para que la clarificación sea
satisfactoria.

El propósito de la clarificación es separar las
impurezas presentes en el jugo, el cual contiene una
considerable cantidad de materia fina y coloidal en
suspensión que debe eliminarse para conseguir azúcares
de alta pureza al final del proceso. En la clarificación
también se extraen algunos constituyentes solubles. En
este proceso, el calcio añadido reacciona con el fosfato
formando fosfatos insolubles y produciendo -con ayuda de
floculantes– flóculos de gran tamaño que absorben las
partículas de impurezas y luego decantan por diferencia
de densidad.  Los beneficios de mantener un nivel óptimo
de fosfatos  en el jugo son:

• Mayor eliminación de coloides y colorantes
• Mayor velocidad de formación de flóculos y

mayor velocidad de sedimentación
• Mejor clarificación en general, obteniéndose un

jugo con menos turbidez y menor color
Para lograr un mayor control del proceso de

clarificación, es importante disponer de una metodología
confiable y rápida con la cual determinar la concentración
de fosfatos antes y después de este proceso. Si el jugo es
deficiente en este anión, se puede agregar ácido fosfórico
o fosfatos solubles hasta por lo menos el nivel mínimo
recomendable; si los fosfatos son altos en el jugo
clarificado (mayor a 50 mg/L), es recomendable aumentar
la cantidad de cal agregada, incrementando el pH final de
encalado. En el caso contrario (fosfatos < 10 mg/L) es
recomendable que se reduzca la cantidad de cal o encalar
hasta un pH final menor.

En la Estación Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres (EEAOC) se emplea el método colorimétrico
de ICUMSA (2015) para determinar fosfatos totales y
solubles, en el cual se debe ajustar el pH a 4,0 mediante el
agregado de solución de ácido sulfúrico para cuantificar
los primeros, y se analizan los segundos al pH natural
(aproximadamente pH 5,5 para jugos mixtos y pH 7 para
jugos clarificados). Luego, una alícuota del jugo se filtra
con una bomba de vacío usando como ayuda de filtración
tierra de diatomeas (Supercel) lavada previamente con
ácido clorhídrico. Se agregan a la porción de jugo filtrado
soluciones de molibdato ácido y de amidol para el
desarrollo de color. La cantidad de fosfato presente en la
muestra se determina leyendo la absorbancia de la

solución a 660 nm, con una celda de 1 cm de paso óptico,
utilizando una curva de calibración apropiada.
Aparentemente, este procedimiento fue adoptado del
manual de BSES (1991) de Australia por ICUMSA sin
revisión.

Hasta el año 2015, en la EEAOC solamente se
determinaron fosfatos con la acidificación de la muestra.
Este procedimiento demanda tiempo en la preparación del
ayuda filtrante, acidificación de cada muestra a pH 4,0 y
filtración por vacío. Por esto, el objetivo de este trabajo fue
estudiar si eran posibles algunas simplificaciones,
específicamente la influencia del pH y de la filtración, sin
afectar la validez de los resultados en el monitoreo del
proceso de clarificación de jugo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se trabajó con caña limpia y despuntada,
preparada de acuerdo a lo establecido en Zossi et al.
(2010). El jugo primario fue obtenido mediante una
desfibradora a martillo que entrega un material de “open
cell” del 95% y posterior prensado en prensa hidráulica.
El bagazo se mezcló con 30% de agua referido al peso
de caña; se prensó nuevamente y se mezclaron ambos
jugos para obtener un jugo mixto, los cuales se
clarificaron con 500 mg/L de SO2 y lechada de cal hasta
pH 7,2. También se emplearon jugos de sorgo
procedentes de tallos enteros y troceados sin y con trash
(8% de desechos, hojas y despuntes), procesados el
mismo día de cosechados. Se puede encontrar más
detalle del proceso de laboratorio de preparación y
clarificación de jugo en publicaciones anteriores de este
grupo (Zossi et al., 2010; 2012).

Efecto del pH
Para estudiar el efecto del pH se determinó la

concentración de fosfatos en 36 muestras de jugos de
sorgo mixtos y clarificados y en 24 muestras de jugos de
caña mixtos y clarificados. A todas las muestras se les
adicionó ácido sulfúrico 9,6% (V/V) para lograr un pH 4,0
y se analizaron también estas mismas muestras al pH
natural del jugo.

Efecto del filtrado con ayuda filtrante
Para determinar si la filtración con Supercel

ácidamente lavada produce alguna modificación en la
determinación de fosfatos y también comprobar si hay
diferencias entre la filtración con bomba de vacío y la
filtración por gravedad, se analizaron siete muestras de
jugo de caña de azúcar filtrando con bomba utilizando
tierra filtrante y también por gravedad sin el uso de tierra
filtrante. En ambos casos la filtración se realizó a través
de papel de filtro cualitativo de uso general de filtración
rápida, equivalente a Whatman 93. 
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Validación del método analítico
Para validar la metodología modificada se

siguieron las directrices del Organismo Argentino de
Acreditación (OAA 2012, 2013 a, 2013 b). Los
parámetros de validación que se analizaron fueron:

1) Linealidad: se realizó una curva de calibración
siguiendo el procedimiento ICUMSA (2015) con
soluciones estándares de fosfato de diácido potasio
(KH2PO4). 

2) Límite de detección (LD): se determinó
empleando seis muestras de jugo de caña clarificado
(blancos de matriz). Se determinó el valor del LD
teniendo en cuenta su definición (OAA 2012, 2013)
como: 

siendo S0 la desviación estándar de la
concentración predicha de cada blanco de matriz y t1-
α,ν es el factor de Student para una probabilidad α y ν
grados de libertad.

3) Límite de cuantificación (LC): se determinó el
límite de cuantificación tomando 10 veces el desvío
estándar de los datos obtenidos en el cálculo del límite
de detección.

4) Precisión intermedia (fortificación con
distintos niveles de patrón): para la determinación de
precisión se usó como blanco de matriz una muestra de
jugo de caña clarificado, fortificado con tres niveles en un
rango comprendido entre el límite de cuantificación y la
mayor concentración validada bajo distintas condiciones.
A partir de los datos de concentración en las muestras
fortificadas, se calculó la recuperación R (%) de la
siguiente forma: 

Donde:
• CF es la concentración del analito en mg P2O5 /L

en la muestra fortificada.
• CM es la concentración del analito en mg P2O5 /L

en la muestra de blanco matriz.
• CP es la cantidad (en mg) de P2O5 añadida a un

litro de jugo

5) Veracidad (repetición de fortificación con un
nivel del patrón): se fortificaron seis muestras de un

blanco matriz, con una cantidad de patrón del analito que
corresponde a una concentración cercana al LC. Con los
datos obtenidos se calculó el sesgo, el sesgo promedio y
Ssesgo, su desvío estándar, que luego se utilizaron en el
cálculo de la incertidumbre debida al sesgo.

6) Intervalo de trabajo: el intervalo de trabajo se
estableció entre el límite de cuantificación y el valor más
alto de concentración validado.

7) Estimación de la Incertidumbre de los
resultados: para estimarla se utilizó la contribución del
sesgo y la precisión. Para calcular la incertidumbre a
partir de las recuperaciones R se tomó el nivel de
fortificación cercano al LC. 

Incertidumbre debida al sesgo (usesgo): para
estimarla se tuvieron en cuenta dos componentes: a) El
sesgo (como diferencia porcentual con el valor nominal),
y b) la incertidumbre del valor nominal/certificado, (uCref)
de acuerdo a la siguiente ecuación:

Donde uCref es la incertidumbre del material de
referencia. Este valor se tomó como cero, ya que se
utilizó un reactivo fosfato diácido de potasio (KH2PO4)
pro análisis que no disponía de certificado que indique
valor de incertidumbre. 

Incertidumbre de la precisión intermedia
(uprec): esta incertidumbre se estimó con el resultado del
coeficiente de variación (CV) de la muestra obtenido del
análisis de fortificaciones. 

Incertidumbre del método (umétodo): para el
cálculo de la incertidumbre del método se combinaron las
incertidumbres aportadas por el sesgo y la precisión del
método aplicando la siguiente ecuación:

La incertidumbre expandida Uexp del método
se calculó como:

Se consideró un valor de factor de cobertura k de
2 para un nivel de confianza de 95%.

Ec. 1

Ec. 2

Ec. 6

Ec. 7

Ec. 4

Ec. 5

Ec. 3

Ec. 8
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Efecto del pH
Los resultados obtenidos para analizar la influencia

del pH en la determinación de fosfatos se muestran en las
Tablas 1 - 4. 

Estos valores se analizaron estadísticamente con el
Data Análisis Tool de EXCEL mediante la prueba t para dos
muestras suponiendo varianzas iguales, obteniéndose t
calculado < t crítico, indicando que no existen diferencias
significativas en las concentraciones de fosfatos en jugo de
sorgo determinadas a pH natural y a pH 4, con y sin trash.
En la Tabla 4 se muestran los resultados de la prueba t.
Como el t calculado < t crítico, tampoco existen diferencias
significativas en las concentraciones de fosfatos solubles y
totales en jugo de caña mixto y clarificado. 

Para determinar si los resultados anteriores se
deben ya sea a ausencia de cantidades medibles de
fosfatos de calcio insolubles, o bien a que el ácido sulfúrico
a pH 4 no fue suficiente para solubilizar cualquier especie
de fosfato insoluble que pueda estar presente, se hicieron
ensayos de fosfatos totales y fosfatos solubles en una
muestra de jugo clarificado mezclado con el lodo de
clarificación (esto asegura que la muestra contiene un nivel
alto de fosfatos insolubles precipitados por la adición de
lechada de cal estándar) 

Se comprobó que la concentración de fosfatos
totales fue mucho más alta (~1000 mg/L) que la de fosfatos
solubles (25 mg/L).

A partir de este ensayo se pudo verificar que la

adición de ácido sulfúrico  hasta llegar a pH 4 fue suficiente
para solubilizar los fosfatos de calcio insolubles, ya que se
obtuvo una concentración mucho más alta de fosfatos
totales.

También estos resultados indican que los jugos
mixtos y clarificados que se analizaron anteriormente
(Tablas 1 y 3) contienen niveles de fosfatos insolubles por
debajo del límite de detección, ya que no existió diferencia
significativa entre fosfatos solubles y totales de estas
muestras.

Tabla 1. Concentraciones de fosfatos totales (FT) a pH 4 y fosfatos solubles (FS) a pH natural, en diferentes muestras de jugo de
sorgo mixto (JM) y clarificado (JC) en mg P2O5/L.

Tabla 2. Resultados obtenidos en la prueba t para FT y FS en
muestras de jugo de sorgo mixto y clarificado, con y sin
trash. Variable 1 = FT, Variable 2 = FS. 
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Efecto del filtrado con ayuda filtrante 
Para analizar el efecto del filtrado con tierra filtrante

utilizando bomba de vacío versus filtrado sin tierra filtrante
y por gravedad, se determinó el contenido de fosfatos
solubles en siete muestras distintas de jugos de caña
mixtos y clarificados, por ambos métodos (Tabla 5).

Analizando estos resultados, se observó que no

existen diferencias estadísticas entre ambos métodos (Tabla
6). La filtración sin tierra por gravedad es suficientemente
rápida, y tiene la ventaja adicional de que varias muestras
pueden ser procesadas en el mismo tiempo. 

Validación de la metodología modificada
1) Linealidad

Aunque las modificaciones no afectan la
calibración, para llevar a cabo la validación completa se
trazó la curva de calibración (Figura 1) de fosfatos solubles. 

Se consideraron 13 niveles de concentración por
duplicado en un rango de 0 a 17 mg P2O5/L y se obtuvo un
coeficiente de correlación de 0,9997. Para estar en el

Tabla 3. Concentraciones de fosfatos totales (FT) a pH 4 y
fosfatos solubles (FS) a pH natural, en muestras de jugo de
caña mixto (JM) y clarificado (JC) en mg P2O5/L.

Tabla 5: Efecto del filtrado con vacío y tierra filtrante versus
por gravedad y sin tierra filtrante. Concentración de fosfatos
solubles en mg P2O5/L.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la prueba t para FT y FS en
diferentes muestras de jugo de caña mixto (JM) y clarificado
(JC).Variable 1 = FT, Variable 2 = FS.

Tabla 6.Prueba t para los resultados de fosfatos solubles (FS)
obtenidos filtrando de dos maneras distintas. Variable 1 = FS
con tierra y bomba de vacío. Variable 2 = FS sin tierra y por
gravedad.

Fosfatos en jugos de caña y sorgo
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rango de estas absorbancias, la dilución de los jugos debe
ser usualmente entre 1 – 5 mL (o gramos) por 100 mL; por
lo tanto el rango de la curva de calibración corresponde
aproximadamente a 300 mg P2O5/L – 1500 mg P2O5/L de
jugo.

2) Límites de detección (LD) y cuantificación (LC)
Para determinar los LD y LC, se realizaron seis

repeticiones de fosfatos solubles en una muestra de jugo
de caña clarificado (Tabla 7), tal como se explicó
anteriormente.

LD calculado según la ecuación (1) para α=0,05 y
ν=5 es 4,1 mg P2O5/L. LC se calculó mediante la ecuación
(2) y resultó 10,1 mg P2O5/L.

3) Precisión intermedia (fortificación con distintos
niveles de patrón)

Para estudiarla se procedió a la fortificación de una
muestra de jugo clarificado de caña con tres niveles, por
duplicado. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Se calculó la recuperación de acuerdo a la ecuación
(3) y se obtuvo un promedio de 99% y un coeficiente de
variación de 1%.

4) Veracidad
Para estudiar la veracidad se fortificaron seis

muestras de un jugo clarificado con una cantidad de
solución estándar que corresponda a una concentración
cercana al LC. Los resultados se muestran en la Tabla 9

Se calculó el sesgo de acuerdo a la ecuación (4) y

se obtuvo un promedio de  3,6% y un desvío estándar de
2,7%. Estos valores se utilizaron en el cálculo de
incertidumbre debida al sesgo. 

6) Intervalo de trabajo
El intervalo de trabajo se estableció entre el límite

de cuantificación y el valor más alto de concentración
validada en Tabla 8. Entonces, el intervalo de trabajo
quedó establecido en 10 mg P2O5/L – 944 mg P2O5/L. 

7) Estimación de la incertidumbre de los resultados
Empleando las diferentes ecuaciones detalladas en

Materiales y Métodos se calcularon los aportes de cada

Figura 1. Linealidad: curva de calibración de FS.

Tabla 7. LD y LC en la determinación de fosfatos solubles
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incertidumbre en la del método y la incertidumbre
expandida. Estos resultados se muestran en la Tabla 10.

Como puede apreciarse en la tabla anterior, las
modificaciones realizadas en la determinación de fosfatos
en jugos de caña y sorgo presentaron un valor de
incertidumbre expandida de 7,9%. Esto indica que pueden
emplearse las modificaciones introducidas en la
metodología oficial ICUMSA sin variaciones en sus
resultados.

Aplicación industrial del método
En la Figura 2 se muestran los datos acumulados

Tabla 8: Recuperación (por duplicado) en jugo de caña
clarificado de 33 mg P2O5/L con 3 niveles de fortificación. 

Tabla 10: Incertidumbres debidas a sesgo, precisión intermedia,
del método e incertidumbre expandida.

Tabla 9: Recuperación y sesgo en 6 fortificaciones de jugo de
caña clarificado de 53 mg P2O5/L. Nivel de fortificación: 14 mg
P2O5/L.

Figura 2. Fosfatos totales (FT) (2012 – 2015) y fosfatos solubles (FS) (2016) en jugos mixtos de la EEAOC y en un ingenio
tucumano.

Fosfatos en jugos de caña y sorgo
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desde el año 2012 de fosfatos en jugo mixto en los
ensayos de clarificación en la EEAOC.

La caña empleada en estos ensayos provino de los
campos experimentales de la EEAOC. Los valores
muestran una variabilidad bastante alta, particularmente
los valores en 2012 fueron muy bajos por razones que
podrían deberse a la condición de caña, su variedad, su
estado de maduración, o también con las condiciones del
campo del que fue cosechada, como el uso de fertilizantes
o la humedad de suelo. Como se dijo antes, hasta 2015 en
la EEAOC solo se analizaron jugos acidificando a pH 4. En
2016, siguiendo la metodología modificada se realizó el
análisis sin ajuste de pH. También en 2016 se analizó
durante unos días jugo mixto en un ingenio tucumano. 

En la Tabla 11 se puede ver que los promedios en
2016 no son significativamente distintos de los obtenidos
antes, considerando la gran variabilidad de los niveles de
fosfatos encontrada. 

La gran variabilidad de fosfatos en jugos de caña
fue también observada por otros. Steindl (2016)1 observó
el rango de entre 60 hasta 600 mg P2O5/L en lotes de caña
entregados en el mismo día en un ingenio azucarero en
Queensland, Australia. Esto hace hincapié en la
importancia del análisis frecuente de fosfatos en los
ingenios azucareros para el control del proceso de
clarificación de jugo. 

CONCLUSIONES

Se encontró alta variabilidad de los niveles de
fosfato soluble en los jugos de caña de azúcar y de
sorgo dulce. Esta variabilidad hace que sea muy
importante monitorear el contenido de fosfatos solubles
en la biomasa entrante a las fábricas de azúcar y
controlar el proceso de clarificación de jugo en forma
frecuente. 

La simplificación del procedimiento de filtración
que se introdujo en el método colorimétrico hace más
eficiente la metodología. El tiempo empleado en el
análisis se redujo en un 60%. La validación del método
se realizó en varios conjuntos de jugos mixtos y
clarificados de caña de azúcar y sorgo dulce. Se
encontró que los límites de detección y cuantificación del

método son 4 mg P2O5/L y 10 mg P2O5/L,
respectivamente. El rango de trabajo validado del
método estuvo comprendido entre 10 mg P2O5/L y 1000
mg P2O5/L, con una recuperación de P2O5 del 99% y una
incertidumbre expandida de 7,9%. Los niveles de
fosfatos insolubles se encontraron por debajo del límite
de detección en el conjunto de muestras analizadas. 
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