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Floc de bebidas acidas en azucar blanco del noroeste de Argentina
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RESUMEN

En este trabajo se probaron distintos indicadores potenciales de floc en bebidas acidas (ABF). Al contrario de los
trabajos previos, ni el contenido de proteinas en azlcar ni la relacion de las absorbancias (AR) medidas a pH 9 y 3 tuvieron
correlaciéon con la predisposicion del azucar a flocular, determinada por el método oficial. La comparacion entre azicares
refinados de dos refinerias argentinas, con esquemas distintos de refinamiento, reveld una incidencia relativamente alta a un
comportamiento floc positivo (f+) que, sin embargo, no mostré relacion con sus contenidos de proteinas. Para estudiar la
formacion de ABF en el proceso, se modificod el método oficial ICUMSA y se aplico a muestras de jugos de cafa clarificados
preparados en distintas condiciones. Los resultados mostraron que a pesar del contenido relativamente alto de no azlcares,
alrededor de dos tercios de las muestras resultaron f-. Los niveles de proteinas en jugos de cafia limpia clarificados por
sulfitacion fueron aproximadamente la mitad de los que se prepararon por carbonatacion y aproximadamente menos del 30%
de aquellos obtenidos de cafia con trash. EI mismo porcentaje (31%) de jugos sulfitados y carbonatados resultaron f+. El
estacionamiento aumento la incidencia al comportamiento f+ en jugos de cafia estacionada en comparacion con aquellos
producidos a partir de cafa fresca. También se determinaron en jugos clarificados dos indicadores adicionales basados en la
absorbancia y se encontré que ambos respondian a la tendencia esperada al ser mas altos en los jugos de cafia con trash,
en cafia estacionada y en jugos con resultados f+ determinados con el método visual.
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ABSTRACT
Acid beverage floc in white cane sugar in norwest of Argentina

In this work, several indicators of tendency of white sugar to form acid beverage floc (ABF) were investigated.
Contrary to previous reports, neither the protein content of the sugar or its absorbance ratio at pH 9 and 3, respectively, were
found to correlate with the flocking behavior as determined by the official method. Comparison of refined sugar produced by
two Argentine refineries with different production schemes revealed relatively high incidence of floc-positive (f+) behavior
which however did not correlate with the sugar’s protein content.

To better understand behavior of potential ABF precursors in the sugar process, the official 10-day method for
sugar was modified and applied to clarified juice (CJ) samples produced in the lab under various conditions. Protein levels in
CJ produced from clean cane by sulfitation were about one half of those prepared by carbonatation and about 30% less than
those produced from cane with trash. About one third (31%) of both sulfitation and carbonatation CJ samples were found f+.
Storing cane before milling increased the f+ incidence of CJ with respect to the juices produced from fresh cane. Two
alternative indicators of floccing behavior in CJ based on absorbance measurement were determined, and found to
correspond with the expected behavior; i.e. being higher in juices from cane with trash and stored cane, as determined by the
modified 10-day visual method.

Key words: refined sugar, white sugar, sugar quality, acid beverage floc, floculation.
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INTRODUCCION

La tendencia a formar fléculos en medio acido (ABF
por sus siglas en inglés) es una caracteristica desfavorable de
algunos azucares blancos. Recientemente, en trabajos
realizados en la Estacién Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres, se encontré que alrededor del 40% del azucar
refinado y 65% del azicar comin, de un conjunto de
muestras de Argentina y de otros paises latinoamericanos,
formaban fléculos en medio acido (Coronel et al, 2002; Ruiz et
al, 2013).

En la literatura existen diversas teorias acerca de
su formacioén, si bien el mecanismo por el cual se
producen aun no fue demostrado (Foong, et al, 2002). Una
de estas teorias establece que el contenido de proteinas,
aunque sea en cantidades trazas, es un precursor
esencial y un componente significativo del floc. Carter
(2006) encontr6 que los aminoacidos forman mas del
30% del floc aislado a partir de azicar de remolacha y
relacioné la formacion de floc con niveles de proteinas
superiores a 10 mg/kg, sin embargo su conclusion se baso
aparentemente en el andlisis de muy pocas muestras.
Naidoo y Simpson (2004) informaron que en azucar
refinada de cafia un nivel de proteinas superior a 2 mg/kg
indicaria una alta probabilidad de formacién de ABF.

McKee y colaboradores (2010) sugirieron que la
relacion de absorbancias (AR) definida como la razon de
absorbancias a 490 nm medida a pH =9y a pH = 3 esta
relacionada con ABF. Los autores establecieron que AR < 2
y AR = 3,2 representaba los rangos de azucar floc negativo
(f-) y floc positivo (f+), respectivamente. Para azucares con
valores de AR comprendidos entre ambos limites, la
prediccion de formacién de floculos no era confiable.

Coronel et. al (2010) y Ruiz et. al (2013), empleando
una metodologia recomendada por un productor de
bebidas carbonatadas, basada en la medicion de
absorbancia a 420 nm de una solucién azucarada de
50°Bx a la que previamente se le adiciond etanol,
determinaron que una lectura mayor a 0,14 UA, utilizando
una celda de 5 cm de paso Optico, es un indicador que el
azucar puede ser f+. Comparando esta metodologia con la
técnica oficial ICUMSA (2009), estos autores encontraron
una probabilidad alta (88%) de coincidencia en azucares f+.
Para azucares de menor calidad, la semejanza entre los
dos métodos fue menor (77%). No obstante, para azucar
refinado el método también dio un porcentaje bastante alto
de falsos negativos. Obviamente, como éste método es una
variaciéon del método de “Haze” para dextranas, la
correlacion relativamente buena con el método oficial
confirma el rol significativo que juegan los polisacaridos en
la formacién de ABF.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la
relacion existente entre la concentracién de proteinas y la
formacién de floculos como asi también comparar el
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método de razédn de absorbancias con el oficial dado por
ICUMSA, en muestras de aztcar empleadas por la industria
argentina de bebidas carbonatadas. El analisis de ABF fue
extendido para jugos clarificados usado una metodologia
analoga a la empleada para azucares blancos con el objeto
de determinar si existe relacién en la formacion de floculos,
entre la calidad de la materia prima y el tipo de clarificacion
del jugo.

MATERIALES Y METODOS

El jugo clarificado se obtuvo a partir de muestras de
cafas de azucar cultivadas en parcelas experimentales de
la EEAOC y cortadas a mano. La mitad de éstas fueron
despuntadas y quitadas las hojas y al resto se dejaron hojas
y despunte (trash). El jugo se extrajo de las cafas limpias y
con trash mediante prensa hidraulica con una presion de
230 kg/cm? durante 1 minuto. Esto se realizd para cafa
fresca y estacionada. Se organizaron dos pruebas de una
semana de estacionamiento con cafa muestreada cada 2
dias. El jugo se clarificd inmediatamente por sulfitacion
(agregando SO: hasta pH 4, lechada de cal hasta pH 7,
calentamiento y decantacion) y carbonatacion (afiadiendo
lechada de cal hasta pH 9,5; CO: hasta pH préximo a 6,5;
calentamiento y decantacion).

Como referencia, se trataron muestras de azlcar
siguiendo la metodologia ICUMSA (ICUMSA, 2009). Las
muestras de jugo clarificado se analizaron de manera
similar; mezclandose, en un tubo de ensayo, 10 ml de jugo
clarificado fresco con 50 ml de una solucion de 65°Brix
preparada con un azucar refinado de alta calidad y
comportamiento f-. El brix final de la mezcla del jugo
clarificado con la solucién de azucar refinada estuvo dentro
del rango requerido por el método oficial, y la pureza
proxima a 99,5, por debajo de la pureza de la mayoria de
los azucares blancos comerciales.

Con el objetivo de proveer medidas alternativas de
ABF en jugo clarificado se desarrollaron dos métodos: En
el primero, se midi6 la absorbancia a 420 nm de la mezcla
jugo/azucar acidificada a pH 1,5 en cubeta de 5 cm de
paso Optico, inmediatamente después de la acidificacion
(Aco) y al décimo dia (Ac). La solucidn se filtré primero a
través de una membrana de nitrato de celulosa de 8 ym
para eliminar cualquier particula que pudiera interferir con
la medida de absorbancia. Antes de la lectura, la solucion
se agité suavemente por inversion del tubo de ensayo para
homogeneizar el liquido, evitando romper cualquier floc
que se pudieran haber formado. La diferencia entre las dos
lecturas:

Dye= Agey, = Aacyg
se tomé como una medida de ABF. Para el segundo
método, se adicion6 a 10 ml de la mezcla de azucar - jugo
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clarificado, 10 ml de agua desionizada y 25 ml de etanol al
96-98% en un tubo de ensayo. Como en el método acido,
previa adicion de alcohol etilico, se filtr6 por membrana de
8 um. Se prepard un blanco reemplazando el volumen de
etanol por el mismo volumen de agua. La diferencia entre
las dos medidas de absorbancias (a 420 nm y en celda de
5 cm), a temperatura ambiente:

Do = Agr = Agy

se tom6 como otra medida alternativa de ABF.

Se realiz6 el andlisis de proteinas cumpliendo con
las recomendaciones publicadas (Bio-Rad, 2012). El
analisis de las muestras y la curva de calibracion se
realizaron con niveles de azucar comparables ya que la
sacarosa podria afectar a la lectura (Sigma-Aldrich, 2004).
Las soluciones de azucar refinado se analizaron al 50% y
las de azucar crudo al 20%. Para la cuantificacion de
proteinas en jugos se realizé una calibracion con agua (0%
de sacarosa) y los jugos clarificados se analizaron luego de
una diluciéon 5x. Las curvas de calibracion para analisis de
muestras de azucar se construyeron usando sacarosa de
grado reactivo (Merck Millipore, grado bioquimico).

El método AR en azucar refinado se analizd segun
lo informado por McKee et al (2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de proteinas:

En la calibraciéon del método se obtuvo una
ecuacion cuadratica (Figura 1) de la forma:

P=alA,u., 12 + 'E"[-!"'r:#:uj‘l' c

que ajusta adecuadamente los datos sobre el rango
cubierto de absorbancias netas. En la ecuacion; P es la
concentracion de proteinas en mg/l. La misma expresada
en mg/kg de muestra se calcul6 a partir de la densidad de
la solucion diluida. La calibracién coincidié bastante bien
(no se muestra) con los datos dados por Naidoo y
Simpson (2004).

Las calibraciones hechas a concentraciones de
sacarosa entre 0% y 50% no mostraron ningun efecto
significativo de la sacarosa sobre la forma de la curva de
calibracion.

El pequefio intercepto (negativo) con la ordenada
de la curva de concentracion de sacarosa de 50%, podria
deberse a trazas de proteinas en el azucar utilizado en la
calibracion. Para confirmar esto, se tratd la solucién
estandar de sacarosa al 50% con carbon activado en
polvo al 1%, realizandose la determinacion de proteinas
antes y después del tratamiento (Tabla 1). Para calcular el
contenido real de proteinas de una muestra, la diferencia
de proteinas promedio (0,7 mg/kg) se adicion6 al nivel de
proteinas calculado a partir de la curva de calibracion de la
Figura 1. De esto resulté que el contenido de proteinas en
el azucar estandar (antes del tratamiento con carbdn
activado) fue de 0,6 mg/kg.

Durante el desarrollo del método se llevaron a cabo
una serie de pruebas con soluciones de jugos clarificados
filtrados con membrana de nitrato de celulosa de 0,45 um
6 8 um antes del analisis de proteinas. Se encontré que
cerca del 50% de las proteinas fueron removidas con la
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Figura 1: Curvas de calibracion de proteinas a distintos niveles de sacarosa.
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Tabla 1: Analisis por triplicado de proteinas en una solucién estandar de sacarosa al 50% antes y después del tratamiento con

carbon activado.

Concentracion de Proteinas (mg/kg)

Aneta Aparente Corregida

0,0239 -0,2 0,5

Antes del tratamiento 0,0354 -0,1 0,6

0,0475 0,1 0,8

-0,0244 -0,8 -0,1

Después del tratamiento -0,0151 -0,7 0
-0,0134 -0,7 0

membrana de poros mayores y mas del 80% con la de embotelladoras. Sin embargo, se encontré6 que

poros de menor tamafo. Esto se debe a la fuerte afinidad
de las proteinas por el nitrato de celulosa, por lo que debe
evitarse la filtracion de la muestra con este tipo de
membrana antes de realizarse el analisis.

Proteinas y ABF en azucar refinada:

Una refineria argentina (A) procesa un azulcar
crudo de alrededor de 300 IU de color producida con un
jugo clarificado por sulfitacion con aproximadamente 300
mg/L de SO.. El proceso de refinamiento involucra
Unicamente una redisolucién del azlcar y una filtracion
con un ayuda filtrante de particulas de tamafio fino y
medio. El azicar de esa planta, analizada en el laboratorio
de la EEAOC nunca resulté f+. Otra refineria (B) procesa
un azucar crudo con una calidad similar pero por
fosfoflotacion, tamizacién a través de un lecho de arena
para prevenir el arrastre de espuma y decoloracién con

frecuentemente resulté f+. Se recolectaron muestras de
azucar refinado y, en menor cantidad, de azucar crudo
durante agosto y septiembre del 2012; se analizé el
contenido de proteinas (Figura 2) y, en algunos casos, el
ABF por la metodologia oficial con el fin de reunir datos
mas amplios sobre la produccion de azucar refinada por
ambas fabricas.

En la Tabla 2 puede observarse que el nivel de
proteinas promedio en la refineria A era, en realidad, mas
alta que en la refineria B, sin embargo 4 de 20 (20%)
muestras de azUcar refinado de la refineria A resultaron f+.
En cambio, en la refineria B, 17 de las 20 (80%) muestras
azucar refinada dieron como resultado f+, con niveles de

Tabla 2: Niveles de proteinas en mg/kg en azucar refinado de
las refinerias Ay B.

Desviacion estandar

Promedio

resinas de intercambio i6nico. Aunque el proceso carece A 2.4 0,7
de una filtracién fina, el azucar refinado es de excelente B 1
calidad, cumpliendo con todas las especificaciones de las 0 0.9
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Figura 2: Niveles de proteinas en azucar refinado y crudo de las refinerias Ay B.
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proteinas, en promedio, mas bajos Considerando el total
de muestras analizadas, las muestras de azlcar con f+
tuvieron, en promedio, un contenido de proteinas
levemente mas pequefio que los azlcares que resultaron f-
(Tabla 3). Estos resultados no confirman el limite informado
por Naidoo y Simpson (2004) de 2 mg/kg de proteinas en
azucar de cafa refinado, aunque esto de ninguna manera
signifique que las proteinas no jueguen un rol en la
formacion de floc. Es importante destacar que todas las
muestras de azucar crudo analizadas resultaron f+.

Tabla 3: Niveles de proteinas en mg/kg en muestras de aztucar
refinado f+ y f-. Conjunto de las refinerias Ay B.

Promedio Desviacioén estandar

f+ 1,5 1,0
f- 2.1 0,8

Relacion de absorbancias:

Se analizaron mediante el método oficial ICUMSA
(2009) un grupo de 63 muestras de azucar refinado y
blanco “comun”, determinandose también la relacion de
absorbancias (Tabla 4) con el objetivo de estudiar si éste
analisis podia ser usado para predecir el comportamiento
ABF como se reporté con anterioridad (McKee et al, 2010).
Mas de la mitad de las muestras analizadas (33 de 63)
tuvieron resultados comprendidos en el rango medio
donde, de acuerdo a los autores, no puede hacerse una
prediccién. En el rango de valores bajos de AR, que
indicaria un comportamiento f-, el mismo numero de
muestras de azucar resultaron f+ y f- con la metodologia
oficial. Solo en muestras de azucares con AR = 3,2 (13 de
63), se encontré una probabilidad de mas del 90% que el
azucar presente comportamiento f+ con la metodologia
ICUMSA. En promedio, el valor de AR para las muestras
de azucar f+ y f- fue casi igual; 2,9 y 2,6 respectivamente.

Tabla 4. Porcentaje de muestras f+ y f-, determinadas por la
metodologia oficial, en cada uno de los tres rangos de AR.

Rangode AR =2 >2&<32 23.2
f+ 50 394 92,3
f- 50 60,6 7,7

En base a estos resultados podria concluirse que el
valor de AR no representa una forma util de predecir ABF,
aunque un valor de AR 2 3,2 sugiera una alta probabilidad
de que la muestra presente comportamiento f+.

ABF en jugos clarificados:

Se prepararon aproximadamente 100 muestras de
jugos clarificados de acuerdo a las condiciones
mencionadas en Materiales y Métodos, determinandose en
ellos los niveles de proteinas y los parametros Det y Dac
basados en la absorbancia con alcohol y acido,. También
se realizd el método de los 10 dias modificado, como se
describié previamente, adoptandolo como referencia del
comportamiento floc de un jugo (Tablas 5 y 6).

En promedio, con la sulfitacion los jugos
clarificados presentaron cantidades significativamente
menores de proteinas que aquellos obtenidos por
carbonatacion, debido a que en este proceso se alcanzan
pH cercanos al punto isoelécrico de las proteinas (pH < 5).
De todas maneras, el mismo porcentaje (31%) de cada
tipo de jugos resultaron f+, a pesar del bajo contenido de
proteinas en los jugos sulfitados.

En los jugos claros obtenidos de cafa con trash los
niveles de proteinas fueron mas elevados. El trash produjo
un leve incremento en la frecuencia de muestras f+
comparado con la cafia limpia (32% vs 27%), pero el
efecto del estacionamiento de cafia sobre la incidencia del
floc fue el mas obvio, 53% de f+ vs 31% en jugos de cafia
fresca.

Ambos indicadores alternativos (Det y Dac) cumplen
con la tendencia esperada al ser mas altos en muestras de
jugo de cafa con trash, cafia estacionada y en jugos f+.
De todas formas, los valores absolutos de Dac son
pequefios, con desviaciones estandar relativamente altas.
El efecto del pH sobre la absorcién de la solucién se
elimind sustrayendo el blanco. No obstante, cualquier
cambio subsiguiente en el pH de la muestra durante los 10
dias puede haber comprometido los resultados.

Las muestras fueron filtradas previamente con
membrana de nitrato de celulosa, lo que pudo haber
eliminado una parte de las proteinas, y, posiblemente,
haber disminuido el efecto de las variaciones de las
condiciones de la cafa.

Tabla 5: Concentracién de proteinas (mg/L) en jugos clarificados por sulfitacién y carbonatacién, producidos a partir de caia

limpia y cafha con trash

Método de clarificacion Tipo de cana Promedio
Sin trash 77 33
Sulfitacion
Con trash 103 48
Sin trash 165 48
Carbonataciéon
Con trash 192 51
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Tabla 6: Tendencia de jugos clarificados a flocular tal como se determiné con el método modificado de 10 dias (f+ o f-) y
promedios con sus respectivas desviaciones estandar (entre paréntesis) de las absorbancias netas a partir del test alcoholico

(Det) y acido (Dac).

f+ (%) f- (%)
Sulfitacion 31 69
Carbonatacién 31 69
Cana limpia 27 73
Cafia con trash 32 68
Cafia fresca 31 69
Canfa estacionada 53 47
f+ - -
f- - -

Det
0,407 (0,195)

0,322 (0,175)
0,325 (0,137)
0,383 (0,219)
0,372 (0,160)
0,453 (0,204)
0,526 (0,147)
0,287 (0,287)

Dac
0,039 (0,092)

0,082 (0,145)
0,052 (0,059)
0,068 (0,152)
0,044 (0,061)
0,118 (0,191)
0,111 (0,197)
0,040 (0,040)

De los dos parametros alternativos, De es el mas
robusto (posee coeficientes de variacion mas pequefos),
esto corresponde con la tendencia del jugo a flocular
(0,526 para jugos f+ y 0,287 para jugos f-) reflejando, otra
vez, el rol importante que juegan los polisacaridos,
incluyendo a la formacién del floc acido.

Aunque se hayan hecho muchos esfuerzos en
hacer las pruebas lo mas representativo posible del
proceso de fabricacion de azucar en un ingenio, hay por lo
menos dos factores que pueden haber afectado los
resultados. Primero, la caia fue cortada a mano, por lo
tanto esta libre de tierra. Segundo, el jugo se extrajo con
doble prensado, con agregado de agua de imbibicion
antes del segundo prensado; es probable que Ia
extraccion de no azucares fuera mas baja que en un
ingenio azucarero. A pesar de esto, la gran proporcion de
jugos clarificados que resultaron f- (50 al 70%) sorprende.
En los ensayos de floc, los no azlcares se diluyeron por
adicion de azucar refinado f-, con una pureza de la mezcla
entre 99,3 y 99,5%, donde la concentracion de no
azucares, incluyendo a varios posibles responsables del
comportamiento f+, tales como proteinas, silice, etc.,
continuaba siendo de 5 a 7 veces mas alta que en
muestras de azucar refinado estandar.

CONCLUSIONES

Se encontré que los niveles de proteinas en azucar
refinada de dos ingenios argentinos varian entre 0 y 2,5
mg/kg aproximadamente, aunque segun lo determinado
con el método oficial ICUMSA, aparentemente no tuvieron
relacion con el comportamiento floc del aztcar. También se
determind el valor de AR en muestras de azucares blancos
y refinados, pero se encontré que no tenia utilidad como
parametro para predecir la tendencia a la formacion de floc
ya que se obtuvieron un gran numero de falsos negativos.
No obstante, se encontr6 que existe un 90% de
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probabilidades de formar ABF en casos de muestras de
azucar que presentan valores de AR = 3,2.

Los niveles de proteinas encontrados en jugos de
cafa preparados a partir de cafia limpia (sin trash), y
clarificados por sulfitaciéon, fueron la mitad de los
encontrados en los jugos clarificados por carbonatacion, y
cerca del 30% mas bajo de los jugos preparados a partir de
cafia con trash. El andlisis de proteinas confirmé que las
hojas y las puntas de las cafias afiaden una cantidad
significativa de proteinas al total. A pesar del mayor
contenido de no azucares en las muestras de jugo
clarificado, cerca de dos tercios de la totalidad de muestras
obtenidas en el laboratorio tuvieron un comportamiento f-
con el método modificado de 10 dias. El estacionamiento
de la cafha incrementa la frecuencia de comportamiento f+
en jugos clarificados, segun los resultados obtenidos a
partir de cafa fresca. Adicionalmente, se determinaron dos
indicadores alternativos en jugos de cafa basados en la
absorbancia; Det y Dac, y se encontré que ambos cumplian
con la tendencia esperada, al ser mayores en jugos de
cafa con trash, cafia estacionada y en jugos con
comportamiento f+.
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