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RESUMEN

el proceso de fabricacién de azicar debido a los problemas
| producto final, cuando se emplea el azucar como materia

srma para la produccion de otros alimentos. Por este molivo, es necesario contar con un método confiable para su deter-
laboratorios de la Seccion Quimica de la Estacion

nnacion. En el marco del Sistema de Gestion de la Calidad de los
Expenmental Agroindustrial "Obispo Colombres” (EEAOC), se validé la aplicacion de la metodologia COPERSUCAR
limite de deteccién, Ilimite de cuantifi-

pata delerminacion de almidén en azucar. Los parametros determinados fueron:
cacion, linealidad e intervalo operativo, precisién, sesgo e incertidumbre relativa. Los resultados obtenidos demostraron

que esta tecnica es aceptable para determinar almidén en diferentes tipos de azicares, en concentraciones comprendi-
cas entre 25 y 600 mg/kg, con una incertidumbre de £10,8%.

El almidén es un microcomponente indeseado en
oo ongina durante las distinlas elapas de elaboracién y en e

LTE e
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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 methed is
required. As the laboratory of Seccion Quimica of Estacion Experimental Agroindustrial “Obispo Colombres” (EEAOC)
vlmrks‘ 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 £10,8%

Key words: starch, validation, sugar.

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

.4 cafla Jo azacar,
Chalimidon mn-.amu}-onmnaliumidu i celf’iadj; s
" . por cadonas do amilosa y an
jo glucosa, GUo la planta empiiza
[ srmall e energla.
oomo campuesto de almacenamiento alternalivo d g

a cana de azucar durante la ausencid de luz
t .
a en presencia de esta (Van

es un polsacando formado
pecling, ambos polimeros ¢

Se forma en |
solar y es convertido en sacaros

or Poe! et al., 1998). _
du Su concentracion en la cafia depende de la variedad,

oscilando entre 200 Y 1200 mg/kg sobre tl}ase §0!rda
(Godshall et al., 2004). En afos recientes, debido al incre-
mento de cosecha de cana verde a causa de regulaciones
ambientales y a la introduccién de maquinas cesechador?s
integrales, como asi también debido a la coseche.a de-cana
muchas veces inmadura, se han podido determinar Incre-
mentos en el contenido de almidon en los jugos (Godshall,
2004). En el proceso de molienda, gran parte del almidén que
es insoluble en la cana se solubiliza por efecto del calor y
pasa a os jugos (Rein, 2007) y, a pesar de gque un gran por-
centaje puede ser eliminado durante el proceso de clarifica-
cion y cristalizacion, algunos estudios indican que entre un
30% y 40% de este polisacarido puede ocluirse en el cristal
de aztcar crudo (Cuddihy et al., 2001; Rein, 2007).

De acuerdo a la bibliografia (Van der Poel et al., 1998;
Cuddihy et al., 2001, Rein, 2007), contenidos de almidon en
jugo mayores a 250 mg/kg en base seca, causan problemas
durante el proceso de elaboracién de azucar, siendo los prin-
cipales de ellos: el aumento de la viscosidad por efecto de la
gelatinizacion de los granulos de almidén y 1a dificultad en los
procesos de filtracién, decantacién, evaporacion y cristaliza-
cién, como asi también al incremento de la pureza de las
melazas. '

Por los motivos 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 evaluar el contenido de
almidon en los jugos durante las diferentes etapas del proce-
so de elaboracion de azlcar, como para determinar su con-
centracion en el producto final: az(icar crudo a refinar, azticar
blanco y azlcar refinado.

El almidén presente en el az(icar crudo se transfiere a
la refineria causando problemas diferentes, de acuerdo al tipo
d;% proceso gmpleado. En la clarificacién por fosfatacion, el
; ;lfné; ;Inodiﬁca en forrpa adver.sa la precipitacion y coagu-

e fosfato de calcio, obteniéndose un alto nivel de fos-
fafl-o en el quor claro. Ademés, la fraccién de amilopectina esta-
biliza los cristales de fosfato de calcio en suspension causan-
do fa formacién de coagulos densos y grandes dificiles de eli.
minar por flotacién (Rein, 2007).
e s i catondacn s o
cubriendo la superfici i acFua oMo un caloide protector

perficie de los cristales de carbonato de Cal(}io,

impidiendo su precipitacion y ocasio
tracién (Rein, 2007), Y nando problemas en la fil-
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En el caso de azdcares blancos que se g, -
proparacion de bebidas, la presencia de aimidgn S eﬂ B
on la formacion de fléculos (Van der Pogj g "N ;
También produce problemas operativos en Etapﬂ‘ﬁe )
cibn del jarabe de azdcar, dandole un aspecto dg 14,
opalescencia que incide negativamente en la caligag Ya%u
to de las bebidas.

Por lo dicho anteriormente, es importante conocer g
contenido de almidén durante todo el proceso de élaboragis
de aziicar, en especial en el producto final. Es asj que go con.
siderd necesario validar la metodologia expuesta en este
bajo, para las condiciones de operacién del laboratorig ge I
Seccion Quimica de la Estacién Experimental Agmi"dustﬁal
“Obispo Colombres” (EEAQC).

La validacion de métodos analiticos se lleva 3 cabo
mediante la realizacion de un conjunto de ensayos, que com-
prueban las hipétesis en las que se basa el método de anaj.
sis, demostrando asi su aptitud para un determinado fin ang.
tico. Esto implica que se deben determinar las fuentes ge
variabilidad y de los errores sistematicos y aleatorios del pro-
cedimiento, tanto para el ajuste del método como para el ans-
lisis de muestras reales.

El objetivo de este trabajo fue validar, para las condi-
ciones operativas del Laboratorio de la Seccion Quimica, la
metodologia indicada por COPERSUCAR para la determina-
cion del contenido de almidon en azucar.

MATERIALES Y METODOS

Para validar este método se emplearon azicares blan-
cos y refinados. Para la preparacion de las soluciones patro-
nes se uso almidén soluble pro analisis marca Carlo Erba, pre-
via determinacion de su contenido de humedad. Se preparo
una solucidn patrén de 900 mg/kg y a partir de ella, por dilu-
ciones, las soluciones empleadas en la validacion. El agua
destilada empleada en la preparacién de las mismas tenia una
conductividad menor que 5 uS.

Se trabaj6 con material de vidrio (matraces, pipetas)
clase A.

Se empled un espectrofotémetro UV - Visible Hewlett
Packard con arreglo de diodos, modelo 8452, verificado 0N
referencias trazables al NIST.

Los parametros que se validaron fueron:

* Limite de deteccion (LD).

* Limite de cuantificacion (LQ).

* Linealidad e intervalo operativo.
* Precision.

- Sesgo.

* Incertidumbre relativa.

Las herramientas estadisticas utilizadas fueron:
* Test t de Student.

* Test de Grubbs para la seleccién de datos:
* ANOVA.

* Test F.

B Jq.u_u.-w



Almidaon en azacar
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se detallan los parametros validados de
acuerdo a lo recomendado por la Gula para la validacién de
métodos de ensayo (OAA, 2008), su forma de calculo y los
resultados oblenidos. Los dalos originales de las delerminacio-
nes realizadas para la validacion se presentan en la Tabla 1.
Limite de deteccion: el laboratorio de la Seccion Quimica
adopté el criterio de establecer como limite de deteccion la
minima concentracion oblenida en condiciones de repetibi-
lidad, donde el coeficiente de variacidon porcentual (CV %)
sea menor o igual a 10%, sin tener en cuenta el error por-
centual (E %).

En la Tabla 2 se observa que la menor concentra-
cion de almidon que cumple esta condicién es de 20
ma/kg, para la cual el CV% es igual a 8,4%.

LD = 20 mg/kg

Limite de cuantificacién: dado que la bibliografia esta-
blecia el limite de cuantificacién para esta metodologia, se
prepararon diluciones de soluciones patrones cercanas a
este valor y, para su determinacion, se adopto el criterio de
establecer como limite de cuantificacién la menor concen-
tracion obtenida en condiciones de repetibilidad para la
cual el CV % y el error porcentual sean menores 0 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

Linealidad e intervalo operativo: se prepararon solucio-
nos estandares en un rango de concentraciones compren-
dido entre 0 y 750 mg/kg de almidén, teniendo en cuenta
ol limite de deteccion y el rango lineal dado por la literatu-
ra. Se determind la absorbancia de estas soluciones, y gra-
licando eslos valores versus concentracion (Figura 1), sé
obluvo el rango de linealidad.

En esta grafica, se observa claramente que el
mélodo es lineal solo hasta la concentracién de 600
mg/kg de almidén. A partir de ella, se produce una varia-
ci6n de la pendiente de la recta, por lo que se decidio
analizar la linealidad del intervalo comprendido entre 0 y
esta concentracion.

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

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

2 E| analisis de la varianza de la regresion lineal
debe demostrar que el paso del intercepto es Ccero,
mediante un test t 0 mediante el intervalo de confianza con
una probabilidad del 95%, y que la desviacién no es signi-

ficativa respecto a la regresion.
3. La distribucién de los residuos debe ser aleatoria.

4. E| coeficiente de correlacion de la regresion
lineal debe encontrarse entre 0,98 y 1,00, mientras que su
cuadrado debe ser superior a 0,995.

500

aimidén (mgke)

200

1 20 25 28 42 96 204 491 - 0
2 -3 9 20 27 28 34 89 186 503 620 1032
3 -3 9 24 24 29 32 95 194 506 629 1014
4 -1 6 24 27 26 37 98 192 528 641 1024
5 -2 11 24 25 30 40 98 204 489 669 1032
6 0 8 22 29 28 37 93 193 489 627 1022
7 4 12 22 29 27 34 97 199 518 655 1014

*Los resultados se muestran en valores enteros de acuerdo a lo indicado en COPERSUCAR (2004).

Tabla 2. Precisién en términos de repetibilidad. Promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacién, error y limite de

confianza.

Datos estadisticos
25

N° total de daos i 7 7

N° de datos OK 7 7 7 7
Promedio -0,6 9,1 22,2 26,6
desviacion estandar 2,5 19 1.9 2.1
CV % -455,2 213 84 8.1
E % 36,7 10,1 59

Limite de confianza 23 1.8 1.7 2

___ Goncentracin de almidén (mg/kg)

I 375 100 200

7 7 E; 7 7 7

7 7 6 7 7 7 7
28 36,6 962 196 5034 6344 10211

13 38 19 67 152 229 8,7

46 97 2 34 3 3.6 0,8

7.1 25 4 2 07 54 265

i2 33 2 62 141 212 8
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Figura 1. Concentracion de almidén en funcién de la absorbancia en todo el rango de patrones analizados.

Para verificar la homocedasticidad se realizd una
prueba F entre las varianzas de dos grupos de datos: el de
mavor y el de menor concentracion (600 y 20 mg/kg, res-
pectivamente), ya que si en ambos extremos la varianza es
homogénea, también lo serd en concentraciones interme-
dias (Goicoechea y Olivieri, 2007). Como el valor calculado
(153) es menor al de F tabulado (161,4) paran 1= 1y n 2
= 1 grados de libertad, a un nivel de confianza del 95%, se
acepta |a hipotesis de la igualdad de las varianzas.

El analisis de la varianza comprobo que la correla-
cion es significativa y que la distribucién de residuos es
aleatoria.

La ecuacion obtenida (Ecuacién 1) para el rango
comprendido entre 0 y 600 mg/kg:
Y = 1888,4*X - 31,459 R? = 0,9988

(Ecuacion 1)

cumple con estas cuatro condiciones. El valor de R es
0,9994 y su cuadrado 0,9988 que, al no presentar tenden-
cias sistematicas, indica que la ecuacion es lineal.

7
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Sin embargo, al ser el intercepto distinto ge
tanto su valor como el de la pendiente, estimadosg mediante
el método de cuadrados minimos, estan sujetos eMores
aleatorios que deben considerarse para determinar jog valo-
res de concentracion. Con los valores graficados en |q
Figura 1, en la region donde la ecuacion es lineal, se obty-
vieron los intervalos de confianza a un nivel de probabilidag
del 95% de ambos parametros: pendiente e intercepto y sys
respectivas desviaciones estandares (Ecuaciones 2 y 3).

cer,

b*t(n-2,a)xSb=1884,4+210x 6,25
(Ecuacion 2)

att(n-2a)xSa=-31,459+ 210 x 1,38
(Ecuacién 3)

Donde t es el estadistico de Student, n el nimero
de determinaciones, Sa es la desviacion estandar del inter-
cepto y Sb |la desviacion estandar de la pendiente.

Estas ecuaciones también comprueban que el inter-
cepto de la recta es estadisticamente diferente de cero, lo
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Figura 2. Limites de confianza de la linea de regresion.
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que indif:a la existencia de un error sistematico constante,
que sera menos importante en la region de concentracio-
nes altas.

_'Se obtuvieron los limites de conflanza de la linea de
regresion (Figura 2), mediante la expresion:

Limite de confianza LC95=s*tn-1/vn
(Kornbilit y Sebriano, 2005).

Estos limites de confianza predicen la zona donde
se espera encontrar, con un 95% de probabilidad, el valor
de concentracion para una absorbancia determinada. De
la grafica se observa que la mejor zona de trabajo se
encuentra en la region central del intervalo, ya que estas
bandas se estrechan indicando una menor dispersién de
los valores de concentracion de almidén.

Precision: se determino en términos de repetibilidad y pre-
cisién intermedia.

Repetibitidad: para su estimacion se evaluaron los datos
obtenidos por dos operadores, que trabajaron siempre en
las mismas condiciones operativas (equipos, materiales y
reactivos). Cada uno realizo al menos siete repeticiones de
cada estandar.

El promedio de los resultados originales obtenidos
por ambos analistas se muestran en la Tabla 1.

Aplicando el test de Grubbs (Nist /sematech, 2006)
se rechazo un dato anémalo (89) y se determind el prome-
dio, la desviacién estandar (S), el coeficiente de variacion
porcentual (CV %) y el limite de confianza para cada grupo
de datos. Estos resultados se muestran en la Tabla 2.

Se puede apreciar que para el rango operativo (25
y 600 mg/kg de almidén), tanto el coeficiente de variacion
como el error porcentual son menores al 10% y, como se
observa en la Figura 3, no presentan una tendencia defi-
nida y tampoco se evidencian posibles errores sistemati-
cos en las determinaciones efectuadas por los dos ana-

listas.
También se verifica el criterio de aceptacion para

microcomponentes establecido por Abelaira y Alvarez
(2003), quienes expresan que el CV % determinado en
condiclones de repetibilidad no debe ser mayor al 11%
para el rango de concentraciones estudiadas.

Se observa que el CV % y E % tienden a disminuir
con el incremento de la concentracién dentro del rango

lineal determinado.

Precisién intermedia: para su determinacién se emplea-
ron dos tipos de azicares: azucar refinado (M1) y azucar
comin (M2), ambos fortificados con 50 y 350 mg/kg de
almidén. Estas muestras fueron analizadas, empleando los
mismos reactivos y equipos, durante siete dias por dupli-
cado por dos analistas. Se calcularon las recuperaciones
promedios (Prom.) obtenidas por ambos analistas para las
dos muestras (referidos al valor teérico), ademas de S, CV
% y el limite 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 rango de acep-
tacion establecido por FAO/ OMS (2003), que establece
que para concentraciones mayores a 1 mg/kg, la recupe-
racion debe estar comprendida entre 70 y 110%.

Sesgo: el sesgo del método se determiné en térmi-
nos de error relativo y de la recuperacién del analito
(Sanchez Martinez, 2005). El primero se obtuvo para cada
solucién patron utilizada en el rango de repetibilidad, y la
recuperacion se calculd en base a la evaluacion de mues-
tras fortificadas.

Como puede verse en la Tabla 3, el error relativo en
el intervalo de trabajo es siempre inferior al 10%, lo que
comprueba que el método es confiable en dicho intervalo y
no presenta sesgos en la cuantificacion de las diferentes
concentraciones (Sanchez Martinez, 2005).

Para la recuperacion, se emplearon las mismas
muestras fortificadas 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.

30 ‘

25
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10

5

0 12,5 25 30 37,5

—&—CV% ™™ Error%

mg/kg de almidén

100 200 500 600 750

Figura 3. Coeficiente de variacion y error en funcién de la concentracion.
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Gcar con dos niveles de fortificacion.

M2 +50

e de almidén recuperado en dos muestras de az

M2 + 350
mg / kg

Tabla 3. Porcentaj

B 7 97 = 11c?21

R 09 g

| I L, i 102

; 95 2 : .

I-‘ . ’ o 102

;; e i 103 2
i 102

Y o Y e . e 27 3,4 1,5

En dicha tabla se observa que el promedio de almi- Tabla 4. Resumen de los parametroscalculados.

10N recuper ara azucar refinado, con bajo contenido »
don re q-:gu*ado p azu-j.:a ina ; 0 ) L imite de deteccion (LD) 20 mg/kg
de almidon, y aquel obtenido para azucar blanco, con con-

centracion de almidon mayor, representan valores acepta- Limite de cuantificacién (LQ) 25 mglkg
bles para ambos niveles de fortificacion, variando su pro- Intervalo operativo 25 a 600 mg/kg
medio enlrde 946y ;?%:I?c:; un coeﬁcienttle de variacion Repetibilidad CV% < 10%
comprendido entre 5, ,7%, mayor para la menor con- _ )

i $ ° RERE Precision intermedia CV% maximo: 5,4%

centracion de almidon.
Recuperacion 94 a 101%

Sesgo
Incertidumbre: de acuerdo a la guia de Eurachem (2005), = Error relativo  7,10%

\a incertidumbre es un parametro asociado al resultado de Incertidumbre relativa 10.80%

una medicién que caracteriza la dispersion de los valores
que podrian atribuirse razonablemente al mensurando. determinar almidén en distintos tipos de azucares en con-

Existen diversos modelos para estimarla, y para  centraciones comprendidas entre 25 y 600 mg/kg.

este caso en particular, se empled una evaluacion de tipo COPERSUSAR (2004) determing, para esta meto-
A (Gor y Ruiz, 2008). dologia, un intervalo de trabajo comprendido entre 25 y
500 mg/kg de almidén en aztcar y un valor de incertidum-

U = K (nprecint’ )1/2 bre relativa de + 12%, para un 95% de confianza y K=2.

Ademas, los valores de CV % obtenidos en condi-

Siendo U: la incertidumbre expandida; nprecint: el ciones de repetibilidad y reproducibilidad concuerdan con
méaximo coeficiente de variacion porcentual calculado en  lo establecido por Abelaira y Alvarez (2003) como criterios
condiciones de precision intermedia y K: un factor de de aceptacién de microcomponentes en concentraciones

cobertura. comprendidas entre 10 y 1000 mg/kg (11 y 7%, respecti-
De esta manera: vamente).
nprecint = 5,4
K=2 AGRADECIMIENTOS
La incertidumbre relativa resulta de esta manera: Se agradece a la Licenciada Mariana Alva por su
U= +108% colaboracion en las tareas experimentales.
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