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Vnlidacién do Una motodologia para determlnar el contenido de
almidbn en azdcar
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RESUMEN

linealidad e intervalo operative, precision, sesgo e incertidumbre relative. Los resultados obtenidos

d m lea el azu'car Como materia. . . ° d I b 16 en el roductofinaI,cuan o se e porigi110 durante las d\sllnlas elapas e e a orac n y p
iv1:11;'l
'1:.r1.\caOn.

El almidén es un microcomponente lndeseado en el proceso de fabricacién de azOcar debido a los problemas

Para la produccién de otros alimentos. Por este molivo, es necesario contar con un método confiable para su deter-
Estacién

'Zxporinwental Agroindustrial "Obispo Colombres" (EEAOC), se valid la aplicacién de la metodologia COPERSUCAR
L'3'.a determinacién de almidén en azUcar. Los parémetros determinados fueron: Iimite de deteccién, Iimite de cuannfi-
(`~'1C1O11. demostraron
que esta técnica es aceptable para determiner almidén en diferentes tipos de azOcares, en concentraciones comprendi-
das entre 25 y 600 mglkg, con Una incertidumbre de 110,8%.

En el marco del Sislema de Gestién de la Calidad de los laboratories de la Seccién Quimica de la

Palabras clave: almidén, validacién, azllcar.

ABSTRACT
Validation of a methodology to determine starch in sugar

Starch is an undesirable microcomponent in sugar processing because of the problems it causes during this
process and that of food production using sugar as raw material. For this reason, a reliable determination method is
required. As the laboratory of SecciOn Quimica of EstaciOn Experimental Agro industrial "Obispo Colombres" (EEAOC)
works under a quality system, a technique developed by Copersucar was validated. Detection and quantification limits,
linearity, accuracy and uncertainty were determined. The results showed that this method is acceptable to determi-
ne starch concentrations in different sugar types at levels between 25 and 600 mg/kg. Uncertainty was i-10,8%.

Key words: starch, validation, sugar.

* Seccién Quimica de Productos Agroindustriales, EEAOC. calidad@eeaoc. org. ar.
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INTRODUCCION

. t ] nnlumt do la cnfizi do azllcar,lil ali\udOi\, uuualiluyoll K Iosa y amllo-
. . 1 m'1do for wdonns do mi

(§§ UN p(\\I5{\(l4\11d0 Of A |- lana emplea
llmoms do glucose. qU0 cl Pambospopg-\`tI|1;\, mamionlo altemalivo de energize.

ammo wlnpueslo de almach cia de Luz
- de azu'car duranlo la ausenSo fonua en la Cana . de esta (Van

carosa en presence

der Poel et of., 1998). . d d
- " de erode de la varie a .

Su wncenlraciOn en la Cana P .
1200 mg/kg sobre base gIldaoscilando entre 200 Y

2004 En arias recientes, debido al incre-(Godsha1l et al., )-
de a cause de regulacionesmento de oosecha de calla ver
d my ulnas cosechadorasambientales y a la inlroduccién e Q _

' b" debido a la cosecha de Canasntegrales, Como as tam len . . .
muches veges inmadura, se han podzdo determmar lncre-

. I 'd' en los ugos (Godshall,mentos en el contemdo de a mi on 1
| d ran arte del almidén que2004). En el proceso de mo len a, g P

es insoluble en la Gaia se solubiliza por efecto del color y
pass a los jugos (Rein, 2007) y, a pesar de que un gran por-
oentaje puede ser eiiminado durante el proceso de clanfica-
cién y cristalizacién, algunos estudios indicant que entre un
30% y 40% de este polisacérido puede ocluirse en el Cristal
de azdcar crude (Cuddly et al., 2001, Rein, 2007).

De acuerdo a la bibliografia (Van der Poel of of., 1998,
Cuddihy et al., 2001, Rein, 2007), contenidos de almiddn en
Hugo mayores a 250 mg/kg en base secs, causan problemas
durante et pfoceso de elaboracidn de azUcar, siendo los prin-
cipales de ellos: el aumento de la viscosidad por efecto de la
gelatinizacién de los grénulos de almiddn y la difucultad en los
procesos de hltracién, decantacién, evaporacidn y cristaliza-
cién, Como as también al incremento de la puree de las
melazas.

Por los motives antes mencionados, surgieron nume-

rosas técnicas analiticas (Godshall et al., 1990 y 2004,
Chavan et al., 1991 y 2001, Matic, 1971, Alexander, 1954,

COPERSUCAR, 2004) tanto para evaluate et contenido de

almid6n en los jugos durante las diferentes etapas del proce-

so de elaboracibn de azu'car, Como para determiner su con-

centracién en el producto final: azllcar crude a refiner, azUcar
blanco y azu'car refinado.

El almidOn presente en el azUcar crude se transfigure a
la refrneria causando problemas diferentes de acre d. r o al tmpo
de proceso empleado. En la clarificaciOn or fosfata "

. , . P con, el
almidon modsfica en forma adverser la precipitaciOn

y coagu-
laciOn del fosfato de calcio, obteniéndose u 1 alt. . o nivel de fos-
fato en el Iicor claro. Ademés, la fraccién de amilopectina

esta-biliza los cristales de fosfato de calcio en suspension
causan-do la formacién de coégulos def sos d

Y gran es dificiles de eli-
minar or flotacién (Rein, 2007),

Si se emplea carbonatacién are r ' '
.. P D oducir azucar refi-

nado, la fraccion de amilosa actUa CO -
cub . d . mo un coloide protector

men o la superficie de los cristales de Tb -
- 'd . . ca onato de calcio,
lmpr indo su precipitaci6n y ocasionando

problemas en la fil-tracién (Rein, 2007).
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En el case de azmlcares blancos que $8 8
Mpl%n

, 4 ion de bebidas, la presence de al . etpfQpdfdc mld6npuec»~ ,

on la formacién de flécufos (Van der Poe: et 1 \¢ "'°dv
. . bl . a " 1998)-
famblén produce pro eras operatlvos en la era' do d I pa de "Wcnbn del ;arabe de azucar, n oe un aspects de to .» 'd n iv . 'Mez uopalescence que IDC! e egg amente en la calrdad

y Dec-
to de las bebidas.

Por Io dicho anteriormente, es importante
€0"O@r ea

contenido de almidén durante todo el proceso de malaboradon
de azu'car, en especial en el producto final. Es as que

se Gon-
sideré necesario validar la metodologia expuesta en Este tra-
bajo, para las condiciones de operadén del laboratory de 1

a
Seccién Quimica de la Estacién Experimental Agroind

Ustrial
"Obispo Colombres" (EEAOC).

La validacién de métodos analiticos se lleva 3 cab0

mediante la realizacién de un conjunto de ensayos, que com.
prueban las hipétesis en las que se base el método de anéli-
sis, demostrando as su aptitud para un determinado fin anali-
tico. Esto implica que se deben deteminar las fuentes de
variabilidad y de los errores sistematioos y aleatorios del pro-
cedimiento, tanto para el ajuste del método Como para el ana-
Iisis de muestras reales.

El objetivo de este trabajo fue validar, para las oondi-
ciones operatives del Laboratory de la Seccidn Quimiw, la
metodologia indicada por COPERSUCAR para la determiner
cidn del contenido de almidén en azu'car.

MATERIALES Y METODOS

Para validar este método se emplearon azUcares blan-
cos y reflnados. Para la preparacién de las soluciones patro-
nes se use almidén soluble pro analisis marca Carlo Erba, pre
via determinacién de su contenido de humedad. Se prepare
Una solucién patron de 900 mg/kg y a partir de ella, or dilu-
ciones, las soluciones empleadas en la validacién. El agua
destilada empleada en la preparacién de 1as mismas tenia Una
conductividad menor que 5 is.

Se trabaj6 con material de vidrio (matraces, pipelas)
close A.

Se empleé un espectrofotémetro UV - Visible Hewlett
Packard con arreglo de diodes, modelo 8452a, verificado ocn
referencias trazables al NIST.

Los parametros que se validation fueron:
. Lignite de deteccién (LD).
- Lignite de cuantificacién (LQ).
• Linealidad e intewalo operative.
- Precision.
. Sesgo.
• Incertidumbre relative.

nz
Las herramientas estadisticas utilizadas fuero
- Test t de Student.
T 'in de dates.est de Grubbs para la select
ANOVA.
Test F.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuaciOn. se delallan los paramelros valldados de
acuerdo a Io recomendado por la Guia para la valldaclbn de
métodos de ensayo (OAA. 2008), su forma de cfllculo y los
resultados obtenidos. Los dates originates de las dolormlnacio-
nes realizadas para la validacién se presenian en la Tabla 1.
Lignite de deteccién: el laboratory do la Seccién Qulmica
adopts el criteria de establecer Como llmile de deteccién la
minima concentracién obtenida en condiciones de repetibi-
lidad. donde et coeficiente de variacién porcentual (CV °/>)
sea menor o iguana a 10%, sin tenet en cuenta el error por-
centual (E °/<>).

En la Tabla 2 se observer we la menor concentra-
crOn de almidOn que cumple esta condicién es de 20
mg/kg, para la coal el cv% es iguana a 8,4%.

LD = 20 mglkg

Llnealldad e lntervalo operative: se preparation solucio-
nes esténdares en un range de concentraciones compren-
dldo entre 0 y 750 mg/kg de afmidén. teniendo en cuenta
el llmlle de detecciOn y el range lineal dado por la literatu-
ra. Se determine la absorbancia de esters soluciones, y gra-
ficando estos valores versus concentracién (Figura 1), se
obtuvo el range de Iinealidad.

En Esta grafica, se observer cfaramente que el
método es lineal silo haste la concentracién de 600
mg/kg de almidén. A partir de ella, se produce Una varia-
cién de la pendiente de la recta, por lo que se decide
analizar la linealidad del intervalo comprendido entre 0 y
esta concentracién.

Para verificar la Iinealidad se deben comprobar los
siguientes criterios, de acuerdo a lo establecido en la Guia
de validacién de métodos analiticos (NETSALUD):

Lignite de cuantificaciénz dado we la bibliografia esta
blecia el Iimite de cuantificacién para esta metodologia, se
preparation diluciones de soluciones patrones cercanas a
este valor y, para su determinacién, se adopt6 el criteria de
establecer Como limite de cuantificacién la menor concen-
traciOn obtenida en condiciones de repetibilidad para la
coal el CV % y el error porcentual Sean menores o iguales
al 10%. En la Tabla 2, la menor concentraciOn de almidOn
que cumple con ambos criterios es 25 mg/kg.

LQ = 25 mg/kg
Tabla 1. Determinaeiones en condiciOn de repetibilidad.

1 La varianza debe ser constante para todas las
concentraciones (homocedasticidad).

2. El anélisis de la varianza de la regresién lineal
debe demostrar que el paso del intercepto es cero,
mediante un test t o mediante el intervalo de confianza con
Una probabilidad del 95%, y que la desviacién no es signi-
ficativa respecto a la regresién.

3. La distribucién de los residues debe ser aleatoria.
4. EI coeficiente de correlacién de la regresién

lineal debe encontrarse entre 0,98 y 1,oo, mientras que su
cuadrado debe ser superior a 0,995.
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*Los resultados se muestran en valores enteros de acuerdo a Io indicado en COPERSUCAR (2004).
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503
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528

489

489
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600

620

629

641

669

627

655

1010

1032

1014
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1032

1022

1014

Tabla 2. Precision en términos de repetibilidad. Promedio, desviacién esténdar, coeficiente de variacién, error y limite de
confianza.

N° total de dates

N° de dates OK

Promedio

desviacién esténdar

CV %

E %

Lignite de confianza

7
-0,6
2,5

-455,2

2,3

7
9,1
1.9

21,3
36,7
1,8

7
22,2
1,9
8,4

10,1
1,7

7
7

26,6
2,1
8,1
5.9
2

7
7

28
1,3
4,6
7,1
1,2

7
7

36.6
3,6
9,7
2,5
3,3

7
6
96,2
1,9
2
4
2

7
7

196
6,7
3,4
2
6,2

7
7

503.4
15,2
3
0,7
14,1

7
7

634,4
22,9
3,6
5,4

21,2

7
7

1021,1
8,7
0,8

26,5
8
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- , f 'in do la absorbaneia en todo el range de patrones analizados.Fugura 1. Concentracién de almldén on uncl
Sin embargo, al ser el intercept distincto

de ceroPara \'elificar la homocedasticidad se realize Una
prueba F entre las varianzas de dos grupos de dates: el de
mayor y el de menor concentracién (600 y 20 mglkg, res-
pectivamente). ya we si en ambos extremes la varianza es
homogénea, también lo serf en concentraciones interme-
dias (Goicoechea y Olivieri, 2007). Como el valor calcuiado
(153) es menor al de F tabulado (161,4) para n 1-1 = 1 y n 2-1
= 1 grades de libertad, a un nivel de confianza del 95%, se
acepta la hipétesis de la igualdad de las varianzas.

E1 anélisis de la varianza comprobé que la correla-
cién es significativa y que la distribucién de residues es
aleatoria.

La ecuacién obtenida (Ecuacién 1) para el range
comprendido entre 0 y 600 mg/kg:

I'

0,5

tanto su valor Como el de la pendiente, estimados mediante
el método de cuadrados mlnlmos, estén sujetos a errores
aleatorios que deben considerate para determiner los va!o-
res de concentracién. Con los valores graficados en la
Figurer 1, en la region donde la ecuaciOn es lineal, se obtu-
vieron los intervalos de confianza a un nivel de probabilidad
del 95% de ambos par8metros: pendiente e intercepto y Sus
respectivas desviaciones estandares (Ecuaciones 2 y 3).

b i t(n _ 2Ia) x Sb = 1884,4 +_ 2,10 x 6,25
(Ecuacién 2)

a i t(n - 2,a) x Sa = -31,4593 2,10 x 1,38
(Ecuacién 3)

0,6

Y = 1888,4*X - 31,459 R2 = 0,9988

(Ecuaci6n 1)

cumple con esters cuatro condiciones. El valor de R es
0,9994 y su cuadrado 0,9988 que, al no presenter tenden-
cias sisteméticas, indica que la ecuacién es lineal.

Donde t es el estadistico de Student, n el rOmero
de determinaciones, Sa es la desviacién esténdar del inter-
cepto y Sb la desviacién esténdar de la pendiente.

Estas ecuaciones también comprueban que el inter-
cepto de la recta es estadisticamente diferente de cero, Io
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Figura 2. Llmites de confianza de la linea de regresién.
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que indica la existence de un error sistemético constants,

we sera renos importante en la region de concentracio-
nes alters.

Se obtuvieron los llmites do conflanza do la Ilnoa cle
regression (Figura 2). medlanie la expreslén:

Lignite de conflanza LC95 = s * tn-1 l Vn

microcomponentes establecido por Abelaira y Alvarez

(2003), qulenes expresan que el CV % determinado en

condlclones de repetibilidad no debe ser mayor al 11%

para el range de concentraciones estudiadas.

Se observer que el CV % y E % tienden a disminuir

con el incremento de la concentracién dentro del range

lineal determinado.

I
y

I

I

V

I

(Kornbilit y Sebriano. 2005).

Estos lfmites de confianza predict la zoner donde
se espera encontrar, con un 95% de probabllldad, el valor
do concentraciOn para Una absorbancia dolermlnada. De
la gralfica se observer we la mejor zoner do trabajo se
encuentra en la region central del intelvalo, ya que esters
bandas se estrechan indicando Una menor dispersion de
los valores de concentraciOn de almidOn.

Precisi6n: se determine en términos de repetibilidad y pre-
cisién intermedia.

Repetibilidad: para su estimacién se evaluation los dates
obtenidos por dos operadores, que trabajaron siempre en
las mismas condiciones operatives (equipos, materiales y
reactives). Cada uno realize al renos siete repeticiones de
cede est8ndar.

EI promedio de los resultados originates obtenidos
por ambos analistas se muestran en la Tabla 1.

Aplicando el test de Grubbs (Nist /sematech, 2006)
se rechazé un data anémalo (89) y se determine el prome-
dio, la desviacién esténdar (S), el coeficiente de variacién
porcentual (CV '/0) y el Iimite de confianza para cede grupo
de dates. Estos resultados se muestran en la Tabla 2.

Se puede apreciar que para el range operative (25
y 600 mg/kg de almid6n), tanto el coeficiente de variacidn
Como el error porcentual son men ores al 10% y, Como se
observer en la Figura 3, no presentan Una tendency defi-
nida y tampoco se evidencian posibles errores sistem8ti-
cos en las determinaciones efectuadas por los dos ana-
Iistas.

También se verifica el criteria de aceptacién para

Precislén intermedia: para su determinacién se emplea-
ron dos tipos de azOcares: azu'car refinado (M1) y azu'car
commOn (M2), ambos fortificados con 50 y 350 mg/kg de
almidbn. Esters muestras fueron analizadas, empleando los
mlsmos reactives y equipos, durante siete dias por dupli-
cado por dos analistas. Se calculation las recuperaciones
promedios (Prom.) obtenidas por ambos analistas para las
dos muestras (referidos al valor teérico), ademés de S, CV
% y el limits de confianza al 95%. Los resultados se pre-
sentan en la Tabla 3.

La recuperacién promedio obtenida para bajos y
altos niveles de fortificacién esta dentro del range de acep-
tacién establecido por FAO/ OMS (2003), que establece
we para concentraciones mayores a 1 mg/kg, la recupe-
racién debe ester comprendida entre 70 y 110%.

Sesgo: el sesgo del método se determine en térmi-
nos de error relative y de la recuperacién del analito
(Sanchez Martinez, 2005). El primero se obtuvo para cede
solucién patron utilizada en el range de repetibilidad, y la
recuperacién se calculi en base a la evaluacién de mues-
tras fortificadas.

Como puede verse en la Tabla 3, el error relative en
el intervalo de trabajo es siempre inferior al 10%, Io que
comprueba que el metodo es confiable en dicho intewalo y
no presents sesgos en la cuantificacién de las diferentes
concentraciones (Sanchez Martinez, 2005).

Para la recuperacién, se emplearon las mismas
muestras fortiflcadas que las empleadas en la precision
intermedia. Los promedios de los porcentajes de almidén
recuperado por los dos analistas son los presentados en la
Tabla 3.

1

lI

CV % Error %--o

a
l
A

5
.* It

L... \ - '. .1-
r

30

25

20

s 15

10

5

0 Qr
25 300 100 20012,5 37,5 500 600 750

mg/kg de almid6n

Figura 3. Coeficiente de variacién y error en funci6n de la concentracién.
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Tabla 3. Porcentaje de almidén recu erado en dos muestras de azdcar con dos niveles de fortificacién.p I

1

:\

3

-1

R

G

'J

100

95

UU

90

as

93

101

94

93

93

98

103

98

108

103

98

102

102

98

102

99

102

LC 4,5 2,7 I 1'

En dichn tabla se obsewa que el promedio de almi-

dén recupemdo Para azUcar refinadoI con bajo contenido

de almidcbn, y aquel obtenido para azOcar blanco, con con-

centraciOn de almidén mayor, representan valores acepta-

bles Para ambos niveles de fortificacién, variando su pro-

medio entre 94,6 y 101%, con un coeficiente de variaciérr

comprendido entre 5,4 y 1,7%, mayor para la menor con-

centraciOn de almidén.

lncertidumbre: de acuerdo a la guia de Eurachem (2005),

la incertidumbre es un parémetro asociado al resultado de

Una medicién que caracteriza la dispersion de los valores
que podrian atribuirse razonablemente al mensurando.

Existen diversos rodeos para estimarla, y para
este case en particular, se empleé Una evaluacién de tipo
A (Gor y Ruiz, 2006).

U = K (nprecint2 )1/2

Siendo U: la incertidumbre expandida, nprecint: el
méximo coeficiente de variacién porcentual calculado en
condiciones de precision intermedia y K: un factor de
cobertura.

De esta manera:
nprecint = 5,4
K = 2
La incertidumbre relative results de esta manera:
U = i 10,8%

Tabla 4. Resumen de los parémetroscalculados.

Sesgo

Lignite de deteccidn (LD)

Llmite de cuantificacién (LQ)

Intewalo operative

Repetibilidad

Precision intermedia

20 mg/kg

25 mg/kg

25 a 600 mg/kg

CV% < 10%

CV% méximo: 5,4%

Recuperacién 94 a 101%

Error relative 7,10%

Incertidumbre relative 10.80%

determiner almidén en distintos tipos de azllcares en con-
centraciones comprendidas entre 25 y 600 mg/kg.

COPERSUSAR (2004) determine, para esta meto-
dologia, un intervalo de trabajo comprendido entre 25 y
500 mg/kg de almidén en azlJcar y un valor de incertidum-
bre relative de i- 12%, para un 95% de confianza y K=2.

Ademas, los valores de CV % obtenidos en condi-
ciones de repetibilidad y reproducibilidad concuerdan con
Io establecido por Abelaira y Alvarez (2003) Como criterios
de aceptacién de microcomponentes en concentraciones
comprendidas entre 10 y 1000 mg/kg (11 y 7%, respecti-
vamente).
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A continuacién, en la Tabla 4 se indicant los valores
de los parémetros calculados durante la validacién.
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