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1. OBJETIVOY ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir los pasos necesarios para realizar el analisis de azucares totales de acuerdo con
el método de volumen general de Lane-Eynon en su versién publicada en 1923, asi como
con los requisitos establecidos por la norma ISO/IEC 17025:2017 [1].

1.2 Alcance.
Este método se aplica a las siguientes matrices:

e Alimento para consumo humano

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1 Definiciones.

Calibracion [4].

Operacién que, bajo condiciones especificadas, en un primer paso, establece una relacion
entre los valores de las magnitudes con su incertidumbre de medicién provista por
patrones de medicién y las indicaciones correspondientes con incertidumbres de
medicién asociadas y, en segundo paso, usa esta informacién para establecer una relacién
para obtener un resultado de medicién de una indicacion.

2.2 Notaciones.

Para propositos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:

“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.
“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.

“[tem”: se refiere a los objetos o materiales bajo ensayo.
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3. REFERENCIAS.

[1] International Organization for Standardization. (2023). General requirements for the
competence of testing and calibration laboratories (ISO Standard No. 17025:2017).

[2] Official Methods of Analysis of AOAC INTERNATIONAL (2023) 22" Ed., AOAC
INTERNATIONAL, Gaithersburg, MD, USA, Official Method 923.09.

[3] International Organization for Standardization. (2023). Quality management systems -
- Fundamentals and vocabulary (ISO Standard No 9000:2015).

[4] Centro Espanol de Metrologia Vocabulario Internacional de Metrologia Conceptos
fundamentales y generales, y términos asociados. 32 edicién en espafiol

[5] International Organization for Standardization. (2023). Conformity assessment --
Vocabulary and general principles (ISO Standard No. ISO/IEC 17000:2020).

[6] Food safety and standards authority of India ministry of health and family welfare
government if India New Delhi. Manual of methods of methods of foods.
Beverages, Sugar, and Confectionery Product. 2012.

[71 DERMINATION OF SUGAR AND TOTAL SUGARS BY THE LANE-EYNON METHOD (1923)
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4. DESARROLLO
4.1 EQUIPOS DE MEDICION.
Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos y componentes clave:

Equipos y materiales

Balanza analitica con resolucion de 0.1 mg

Bafo Maria capaz de alcanzar los 65° C

pH-metro con resolucién 0.01

Papel de filtro

Beakers de diferentes tamaios

Balones volumétricos de 100mL

Centrifuga

Plancha de agitacién y calentamiento

Barras de agitacién

Pipetas pasteur

Micropipeta

Pipetas volumétricas de 5, 10, 20, 25, 50

Bureta de vidrio de 50mL clase Ay resolucion de 0.05 mL

4.2 CONDICIONES GENERALES

4.2.1 Inspeccion visual.

Al recibirse la muestra en el Laboratorio, ésta es inspeccionada con el fin de verificar que
las condiciones de cantidad, empaque y preservacién se mantienen, conforme lo indicado
en el procedimiento PROC-TC-008 “Procedimiento de aseguramiento de integridad de los
items bajo servicio”.

Antes de iniciar el analisis, se debe verificar que se cuenta con minimo 100 gramos de
muestra para realizar este analisis.

En caso de que la muestra no presente alguna de estas condiciones, informar de
inmediato al lider comercial a través del Lider de laboratorio.

4.2.2 Estabilizacion.
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Los items de ensayo, patrones y controles de calidad deben atemperarse con suficiente
antelacién de tal manera que se encuentren en equilibrio térmico con el ambiente en el
cual se ejecutaran los ensayos.

La balanza analitica y otros equipos electrénicos que realicen mediciones de alguna
magnitud correspondiente a condiciones de influencia en la ejecucién del ensayo deben
encenderse por lo menos media hora antes de su uso. Asi mismo, deben verificarse los
equipos, de acuerdo con lo establecido en el numeral siguiente.

4.2.3 Verificacion de equipos.

Antes de iniciar el ensayo, debe verificarse que el estado de funcionamiento de los
equipos sea adecuado. Esto puede llevarse a cabo revisando que cuenten con la etiqueta
de mantenimiento vigente y que estos no tengan alguna etiqueta que lo identifique
como “Fuera de servicio”. Ademas, en el caso en el cual se lleve el control de uso, deben
registrarse los Ultimos registros consignados en el formato FOR-TC-017, con el propdsito
de verificar que no se han registrado fallas en el funcionamiento. Si algun equipo es
utilizado para la medicién de alguna magnitud de influencia en el ensayo, este debe estar
calibrado. Por tanto, se debe verificar la etiqueta de calibracion adherida a este, y
comprobar que se encuentre vigente.

Asi mismo, debe verificarse que se haya realizado y registrado la verificacion diaria de la
balanza analitica en el formato FOR-TC-005

Ademas de lo anterior, debe verificarse la fecha de expiracion de los patrones, materiales
de referencia y controles de calidad empleados en el ensayo con el fin de evitar el uso de
materiales vencidos.

4.3 Manejo de la muestra.

Para la ejecucién del ensayo, la muestra no requiere condiciones especiales de manejo. La
identificacién, manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, deben
realizarse de acuerdo con os lineamientos establecidos en el procedimiento PROC-TC-008
Procedimiento de aseguramiento de integridad de las muestras bajo servicio.

Si la muestra es liquida, mezclar hasta homogeneidad aparente mediante agitacion
magnética, y con la ayuda de un gotero o una pipeta tomar la cantidad necesaria de
muestra, mientras se continda con la agitacion.

Si la muestra es solida, moler o triturar en su totalidad hasta homogeneidad aparente.

4.4 Medidas de seguridad.
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Durante el analisis tener en cuenta que se debe seguir el procedimiento aqui descrito sin
modificar u omitir ningun paso.

Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC-
015 Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo XIII.

4.5 Instrucciones De Ensayo.

4.5.1 Reactivos y soluciones
Nota: Los reactivos deben ser grado reactivo analitico

4,5.1.1 Ferrocianuro de Potasio

4,5.1.2 Hidroxido de Sodio (NaOH) 1 N
Pesar aproximadamente 9,9992 g NaOH y adicionar 200 mL agua tipo 1 (como la
reaccion es exotérmica realizar la disolucion en un bafio de agua fria con agitacion
constante) realizar el procedimiento en campana de extraccién por la liberacidon
de vapores una vez la solucion sea traslucida y este a temperatura ambiente llevar
a aforo en un balén de 250 mL con agua Tipo |.

4,5.1.3 Hidroxido de Sodio (NaOH) 6 N
Pesar aproximadamente 59,995 g NaOH y adicionar 200 mL agua tipo 1 (como la
reaccion es exotérmica realizar la disolucién en un bafo de agua fria con agitaciéon
constante) realizar el procedimiento en campana de extraccion por la liberacién
de vapores una vez la solucién sea traslucida y este a temperatura ambiente llevar
a aforo en un balén de 250 mL con agua Tipo I.

4,5.1.4 Solucidon de sulfato de cobre (Fehling A)
Pesar aproximadamente 34,639 g de CuSO..5H,0 y diluir con agua tipo | en un
balén volumétrico de 500 mL.

4,5.1.5 Solucidn Alcalina de Tartrato (Fehling B)

Pesar aproximadamente 173 g de tartrato de sodio y potasio.4H,0 y adicionar 50 g de
NaOH, adicionar 400 mL de agua tipo | en bafio de agua fria y con agitacién constante,
realizar procedimiento en campana de extraccion por la liberacién de vapores. Una
vez la solucion se vuelve traslucida y esté a temperatura ambiente, llevar a aforo en un
balon de 500mL. Filtrar la solucién en filtros de membrana de 0.45 um y dejar
estabilizar durante 2 dias en frasco dmbar antes de hacer el andlisis.

4.5.1.6 Solucion estandar de azucar invertido 1%
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Pesar aproximadamente 1,9 g de sacarosa grado analitico y adicionar 1 mL de acido
clorhidrico 37% y llevar a 20 mL con agua tipo |, dejar estabilizar durante 3 dias a
temperatura ambiente y cubrir con papel aluminio, pasado este tiempo aforar a 200
mL empleando agua tipo I.

Esta solucion es estable por varios meses Descartar esta solucién si la solucién
presenta formacién de cristales o si se supera el criterio de aceptacion para los
resultados del estandar de sacarosa.

4.5.1.7 Solucion de trabajo de azucar invertido

Tomar una alicuota de 15 mL de la solucién estandar de azucar invertido y neutralizar
pH 6,50 - 7,50 con NaOH 0,1 N y/o HCI 0,1 Ny aforar a 50 mL. Esta solucién debe ser
preparada previo al andlisis.

4.5.1.8 Solucion de Carrez | [6]

Pesar aproximadamente 21,9 g de ZnCHsCOO adicionar 3 mL de acido acético glacial
y aforar a 100 mL con agua tipo | homogeneizar con agitacion constante hasta
completa disolucion.

4.5.1.9 Solucion de Carrezll [6]
Pesar 12,42 g de KsFe (CN)698,5% y aforar a 100 mL con agua tipo |, homogeneizar con
agitacion constante hasta completa disolucién.

Nota: El uso de estas soluciones se documenta en el anexo 1, numeral 1.2.

4.5.1.10 Solucion de Azul de metileno 0,2%

Pesar aproximadamente 0,2 g de Azul de metileno grado reactivo y aforar a 100 mL
con agua destilada, homogeneizar con agitacion constante hasta completa
disolucion.

4.5.1.11 Solucién de Acido clorhidrico 1:1
Tomar 50 mL de acido clorhidrico 37% y afore a 100 mL con agua tipo |, realizar
preparacién dentro de campana de extraccién.

NOTA: la preparacién de estas soluciones debe registrarse en el formato FOR-TC-045, de
acuerdo con los lineamientos establecidos en el procedimiento PROC-TC-056

4.5.1.12 Estandar de verificacion

e Pesar 0,25 g de sacarosa.

e Disolver en 50 mL de agua destilada y agitar durante 5 minutos, o hasta obtener
una solucién traslucida.

e Adicionar 10 mL de HCI (1:1), y llevar a incubacién en bafio de Maria a 65°C durante
30 minutos.
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e Una vez pasado este tiempo, sacar de incubacion, llevar a temperatura ambiente,

se ajusta pH entre 6,50 - 7,50 con NaOH y/o HCl segun sea el caso y aforar a 100 mL
con agua destilada.

Determinar el contenido de azucares, mediante titulacién volumétrica como si se
tratara de una muestra de rutina.

4.5.2 Preparacion de la muestra:

Dispensar una cantidad de muestra de 0.5g a 20g en un Beaker de acuerdo con el
contenido de azucar presente y documentar el peso correspondiente.

Adicionar 50 mL de agua destilada, luego agitar la muestra durante 1 hora
aproximadamente en una plancha de agitacion, si la muestra es traslucida y no
dificulta la determinaciéon del punto final de la valoracién continuar con el
siguiente paso. En caso de que la coloracidn sea intensa o presente turbidez, se
debe realizar el siguiente proceso de clarificacion:
o Adicionar 2.5mL de solucion de Carrez | y agite durante un minuto.
o Adicionar 2.5mL de solucion de Carrez Il y agite durante un minuto.
o Aforar la solucion resultante a un volumen final de 100mL con agua
destilada y agitar vigorosamente.
o Filtrar la solucién resultante a través de papel filtro. Esta separacion puede
realizarse también haciendo uso de una centrifuga.
o Tomar una alicuota de 50 mL del filtrado y continuar con el siguiente paso.

Nota: Si la clarificacion inicial con 2.5mL de cada reactivo Carrez (I y Il) no produce una
separaciéon adecuada de la muestra, se permite la adiciéon incremental de ambos reactivos,
manteniendo siempre una proporcién volumétrica de Carrez | y Carrez Il de 1:1.

Nota: Sino serealiz6é un proceso de clarificacién y la muestra posee sélidos en suspension,
esta debe ser filtrada o centrifugada.

Adicionar 10 mL de solucién de HCI (1:1) y cubrir el beaker con vinipel.

Dejar el beaker en bafio maria a 65°C durante 30 minutos.

Retirar el beaker del bafo maria y dejar en reposo hasta temperatura ambiente.
Neutralizar la solucién obtenida hasta pH 6,50 — 7,50 con NaOH y/o HCl segun sea
el caso y aforar a un volumen de 100mL.

Continuar con el proceso de titulacion.

4.,5.3 Titulacion

4.5.3.1 Determinacion del factor de Fehling
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e (argar la bureta de 50 mL con solucion de trabajo de azucar invertido.

e Enun Erlenmeyer de 100mL adicionar, 5mL de Fehling A, 5 mL de Fehling B, agitar
vigorosamentey dispensar desde la bureta 16 mL de solucién de trabajo de azucar
invertido.

e (Colocar el Erlenmeyer sobre la plancha de agitacion y calentamiento.

e (Calentar hasta ebullicion y mantener la solucién en ebullicién durante 2 minutos.

e Sinretirar el Erlenmeyer de la plancha, adicionar 1 mL de solucién azul de metileno
0.2% vy finalizar la titulacion dispensando 3 gotas en intervalos de 10 segundos
hasta la decoloracion del indicador. Complete la titulacién dentro de un tiempo
total de aproximadamente 3 min por pequenas adiciones (2-3 gotas) de solucion
de azucar hasta la decoloracion del indicador y la solucién retoma el color Cu,O
anaranjado que tenia antes de la adicion del indicador.

e Mantener la evolucién continua del vapor para evitar la reoxidacién del Cu o del
indicador.

e Registrar el volumen de solucién de trabajo de azucar invertido utilizado.

e Repetir la titulacion tomando otra alicuota de solucién Fehling.

4.5.3.2 Determinacion aztcares totales en la muestra

Cargar la bureta con la muestra correspondiente previamente preparada.

En un erlenmeyer de 100mL adicionar 5mL de reactivo de Fehling A, 5 mL de
reactivo de Fehling B, agitar vigorosamente y dispensar desde la bureta 5 mL de
muestra.

Calentar hasta ebullicién en plancha de calentamiento y mantener la solucién en
ebullicién durante 15 segundos. En caso de que la solucién se torne de color rojo
continuar con el siguiente paso, de lo contrario adicionar rapidamente muestra
desde la bureta hasta que la solucién se torne de color rojo.

Adicionar 1 (mL) de solucién de azul de metileno 0.2%, si la solucion se torna de
coloracién azul continuar con el siguiente paso, de lo contrario la solucién debe
ser diluida al 50% u otra dilucion apropiada y repetir el procedimiento.

Finalizar la titulacion dispensando 3 gotas en intervalos de 10 segundos hasta la
decoloracién total del indicador.

Registrar el volumen de muestra utilizado.

Nota: Si se gasta 50mL con el peso minimo de la muestra (0.5g) se cancela la
titulacion ya que no cuantificara correctamente.
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4.6 Informe
Los resultados se analizan de la siguiente manera:

4.6.1 Registro de datos.
Los datos serdn registrados en el formato FOR-TC- 055 “Formato para el registro de datos
primarios para el ensayo de azucares”.

4.6.2 Calculos.
Estos resultados son registrados en el cuadro de mando SOFT-TC-026 Formato cuadro de
mando de anadlisis de AzlUcares totales, en la ruta de acceso
L:\LABORATORIO\REGISTROS\REGISTROS RT\Cuadros de Mando.
En el cuadro de mando de Excel estdn programados los siguientes calculos:

Factor de Fehling = C X V; X FD;

FF V,
Azucares totales en 100 gramos de muestra = AN Em * FD, » 100
2
, . FF v,
Azlcares totales en 100 mililitros de muestra = voEt FD, 100 % p
2 m

Donde:

FF = Factor de Fehling.

C = Concentracién de la solucién de azucar invertido (g/mL).

FD, = Factor de dilucién de la solucién de trabajo

FD, = Factor de diluciéon de la muestra

V; = Volumen de solucion de trabajo de azucar invertido utilizado en la valoracién.
V, = Volumen de muestra de azucares totales utilizados en la valoracién.

Vm = Volumen de muestra preparada.

m = Peso de la muestra.

p = Densidad de la muestra.
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El resultado promedio obtenido en el cuadro de mando y expresados con dos decimales
son ingresados por el analista en el software analitica en el médulo Resultados del area

fisicoquimica.

Ademas del resultado, debe consignarse los criterios de cumplimiento, CUMPLE / NO
CUMPLE basados en la normativa vigente.

4.7 Control de la calidad

El tipo, periodicidad y criterios de aceptacién para los resultados obtenidos de los ensayos

para el control de calidad se resumen en la tabla siguiente:

CONTROL PERIODICIDAD CRITERIO
Duplicado cada 10 | Cada lote de andlisis No se evidencian
muestras tendencias en la carta

control de duplicados

(cada 10 muestras)

Estandar de verificacion

Cada lote de analisis

El R% debe ser mayor o
igual al 95%

Verificacién Fehling

Cada que se cambien los
reactivos de Fehling

El R% del estandar de
verificacién debe ser mayor
o igual al 95%

de matriz)

Material de referencia | Trimestral El resultado del ensayo
certificado MRC* debe estar en el intervalo
de valores establecidos
como aceptables en el
certificado del material
Participacién en | Anual Debe  obtenerse  una
Interlaboratorio (Rotacion calificacion satisfactoria en

la participacién

Para cada lote de anélisis, el
limite de cuantificacion
para la determinacion de
azUcares totales

Cada lote de analisis

El limite de cuantificacion
para azucares totales es de
0,59/100g
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*El material de referencia serd utilizado si se encuentra disponible en el mercado. De igual
manera se puede realizar el andlisis con muestras retenidas, como por ejemplo pruebas
interlaboratorio.

El seguimiento de los resultados obtenidos del control de calidad listado en la tabla
control debe realizarse y analizarse mediante el uso de cartas control, de acuerdo con los
lineamientos establecidos en el procedimiento PROC-TC-077.

Estos datos son registrados en las cartas control, lo que permite realizar el andlisis de
tendencias, de acuerdo con PROC -TC - 077.

5. RESPONSABILIDADES.

5.1 Director técnico.

Asegurar la aplicacién del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados.

Aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de
Laboratorio.

Asesorar y orientar los analistas en la resolucion de dudas e inconvenientes
surgidos durante el desarrollo de los ensayos.

Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método y autorizar las indicaciones a seguir.
Establecer los casos en los cuales se realiza la retencion de muestras.

5.2 Director de Calidad.

Asegurar la aplicacion del presente documento

Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método.

Archivar los registros técnicos relacionados con los ensayos.

5.3 Lider de Laboratorio.

Asegurar la aplicacion del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.

Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la
trazabilidad del analisis.

Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.

5.4 Analista.

Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.
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Digitar los resultados de los ensayos en la plataforma para el reporte de
resultados.

Aplicar el presente documento.

Seqguir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el
reglamento del laboratorio

Ingresar y entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del
laboratorio.

Realizar revision de datos primarios y calculos realizados en los cuadros de
mandos, informar al lider del laboratorio en caso de observar alguna desviacion
en los resultados obtenidos teniendo en cuenta las cartas control.

Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el andlisis
de tendencias de estos.

Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si
esta aplica.

Informar al lider de laboratorio las desviaciones que se den durante el
desarrollo del método.

Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del analisis al lider del
laboratorio.

Informar cualquier incidente que suceda durante la realizacion del método.
Revisar que los equipos usados en el desarrollo del método tengan
mantenimiento, calibracién y/o verificacion vigente, de acuerdo con el
programa de mantenimiento y calibracion.

6. FORMATOS RELACIONADOS.
SOFT-TC-026 Formato cuadro de mando de anélisis de AzUcares totales.

FOR-TC- 055 “Formato para el registro de datos primarios para el ensayo de azucares “

7. ANEXOS.

No aplica.
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