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introducción

El “Control de Calidad”, no obstante la variación de la materia prima por causa de su origen biológico, supone un sistema que normaliza los materiales utilizados, el propio proceso e incluso el producto. Los ajustes del proceso deben hacerse necesariamente durante la fabricación, lo cual requiere el desarrollo de técnicas adecuadas rápidas de ensayo, pudiendo tratarse incluso de métodos físicos o empíricos [87].

El objeto del “Control de Calidad” es la fabricación de productos normalizados dentro de límites comerciales seleccionados apropiadamente. De este modo, se evitan tanto el envío de mercaderías de muy alta calidad como la posibilidad de que el cliente reciba productos de calidad inferior a la normal [87].

En este Capítulo se establece un sistema de Control de Calidad para todas las etapas del proceso de producción de Vitamina E, comenzando con el salvado de arroz y finalizando con el control del producto terminado. Se incluye, además el control de otras materias primas y procesos que están relacionados de manera indirecta con el proceso central, y que son los envases de hojalata, el agua y el sistema de aplicación de los POES.

El desarrollo del capítulo se estructura en tres etapas: en la primera se establecen las especificaciones para cada uno de los materiales a controlar; en la segunda se establece un sistema de control para las materias primas, el producto final y los procesos; y, en la última se describen los métodos analíticos para realizar los ensayos de laboratorio que se requieran. 

Para el control para las materias primas, el proceso de producción y el producto final, se implementa un sistema de control estadístico por variables. Los conceptos y fundamentos referidos al Control Estadístico de Procesos de detallan en el Apéndice IV. 

Al final del desarrollo del capítulo se presenta el cálculo del rendimiento del proceso.

especificaciones

A. Materias primas

Las materias primas se ensayan en el laboratorio para comprobar su identidad y que cumplan con las normas legales hasta un mínimo de calidad. El término materia prima incluye a todos aquellos materiales que ingresan al establecimiento, tanto si se usan directamente en la producción como si no. El laboratorio de control de calidad examina:

· Salvado de arroz

· Agua 

· Envases de hojalata 

A.1 Salvado de arroz

Las especificaciones para la aceptación del salvado de arroz se detallan en la Tabla 13.1

Tabla 13.1 Especificaciones para el salvado de arroz

	Característica
	Valor de aceptación

	Porcentaje de humedad
	12-14 % 

	Porcentaje de aceite
	18-20 %

	Acidez grasa
	Hasta 1%

	Granulometría


	70% Partículas de tamaño mayor o igual a la malla 120

	Contenido de vitamina E
	4 - 5 %


Fuente: Elaboración propia

A.2 Envases de hojalata

Las especificaciones para los envases de hojalata que ingresan a la fábrica se listan en la Tabla 13.2

Tabla 13.2 Especificaciones para los envases de hojalata

	Característica
	Valor de aceptación

	Medidas del enganche en el remache
	100-100


	Inspección visual
	Sin defectos

	Protección interior
	Sin deterioro

	Espesor de pared
	20 μm


Fuente: Priotto

A.3 Agua 

Adquiere gran importancia en cuanto a la calidad del producto terminado, el agua para producir vapor, debido a que está en contacto directo con el producto en la etapa de destilación. Al agua para enfriamiento, se le realizarán controles menos rigurosos, a fines de evitar daños en los equipos. 

Las especificaciones para el agua de caldera se describieron en le Capítulo 8. En base a ellas se establecen los límites aceptables para cada ensayo a realizar.

B. Producto final: Vitamina E

Para mantener una calidad constante, es necesario que se fijen criterios de calidad para el producto, es decir, definir los patrones de referencia para cada una de las determinaciones analíticas. De esta manera, por comparación, se puede discriminar si el lote en estudio cumple con los requisitos de calidad [87].

En las especificaciones para el concentrado de Vitamina E pueden existir diferencias, de acuerdo al uso final que se le de al producto. De esta manera, se han establecido características de calidad para el producto que aseguren su aceptabilidad dentro de los tres mercados a los cuales está dirigida: la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. En el Capítulo 3 ya han sido presentadas las especificaciones del producto; no obstante se repiten aquí para utilizarlas como base para establecer los límites de aceptación en las determinaciones analíticas.

Tabla 13.3 Especificaciones para la Vitamina E

	Relación tocotrienoles/tocoferoles 

aprox.


4:1

	Contenido de agua



máx.


0.2%

	Carotenos




ausencia

	Cenizas sulfatadas                                              máx.                              0.1% 

	Arsénico                                                              máx.                              3 mg/kg

	Plomo                                                                  máx.                              10 mg/kg

	Hierro y Cobre                                                     máx.                              50 mg/kg

	Mercurio                                                              máx.                              1mg/kg

	Características microbiológicas

	Aeróbicos totales



máx.


1000 ufc/ml

	Hongos y levaduras 



máx.


100 ufc/ml


Fuente: DAVOS LIFE SCIENCE y CAA
sistemas de control de calidad

Es necesario establecer un sistema de control de calidad para cada una de los materiales y procesos que se desean inspeccionar. El mismo, debe determinar de manera exacta la frecuencia de inspección, el responsable de cada control, los métodos de control utilizados para las variables y el procedimiento de toma de muestra. Debe describir, además, las técnicas estadísticas de control  que se requieran para el análisis de los datos obtenidos en las determinaciones [51]. 

El desarrollo del sistema de control se abordará de manera individual para cada una de las materias primas, cada uno de los procesos y para el producto final.

A. Sistema de control para salvado de arroz

A.1 Muestreo estadístico

Se utiliza un sistema de inspección por lotes, basado en un esquema de aceptación/rechazo. Para elegir el plan de muestreo adecuado, es necesario definir previamente ciertos parámetros [51]:

· Unidad de producto: 5 t de salvado de arroz

· Lote: camión de 25 t

· Defectos críticos: inactivación incorrecta de las lipasas

· Defectos mayores: contenido de Vitamina E demasiado bajo, porcentaje de aceite demasiado bajo, porcentaje de humedad demasiado alto.

· Defectos menores: presencia de impurezas y elementos extraños, granulometría diferente a lo normal.

Para seleccionar el plan de muestreo se utilizaron las Tablas Dodge-Romig, que se adjuntan en el Apéndice IV. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 13.4

En la Figura 13.1 se presenta la Curva Característica Operativa (Curva OC) para el plan de muestreo seleccionado para el salvado de arroz. De esta curva se extrae que la probabilidad de aceptación de un lote de salvado de arroz disminuye al 50% cuando el porcentaje de defectuosos asciende al 10%.  
Tabla 13.4 Plan de muestreo para el salvado de arroz

	Parámetro
	Valor obtenido

	Tamaño del lote
	5 unidades

	LTPD
	5%

	Riesgo del consumidor
	0.10

	Tamaño de muestra (n)
	Todas las unidades

	Valor de aceptación (c)
	0

	Porcentaje de defectuosos (p)
	2.01-2.50%



Fuente: Dodge-Romig

En la Figura 13.2 se muestra la Curva AOQ para el mismo plan de muestreo. Esta curva indica que el máximo porcentaje de defectuosos que tendrá el salvado de arroz que es aprobado por el control de calidad, bajo el plan de muestreo elegido, es del 7% (valor AOQL).
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Figura 13.1 Curva OC para el Plan de muestreo para el salvado de arroz

Fuente: Elaboración propia
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Figura 13.2 Curva AOQ para el plan de muestreo para salvado de arroz

Fuente: Elaboración propia

A.2 Procedimiento de toma de muestras

De cada camión que ingresa la establecimientos se toman 5 muestras con cucharín, mientras el salvado se descarga. Las muestran se toman cada 10 min. Luego se lleva a cabo la técnica del cuarteo hasta lograr 3 kg de muestra. Luego se reparten en 3 envases de 1 kg cada uno, los cuales se sellan para evitar falsificaciones. Una de las muestras se envía al proveedor, otra se analiza en el laboratorio y una tercera es conservada para discrepancias de resultados [87].

A.3 Ensayos y controles

Se controla la cantidad de salvado de arroz recibida mediante pesada del camión en la báscula. Se le asigna un número de lote al salvado recibido de acuerdo al silo en el que se almacena. La rotación del salvado se realiza mediante la técnica FIFO
.

Para determinar la calidad del salvado recibido, se realizan ensayos de laboratorio para determinar el porcentaje de humedad, el contenido de Vitamina E, el porcentaje de aceite, el tamaño de partícula y la acidez grasa.

Tabla 13.5 Controles para el salvado de arroz

	Control
	Método de control

	Presencia de roedores
	Inspección visual


	Porcentaje de humedad
	Ensayo analítico

	Contenido de Vitamina E
	Ensayo analítico

	Porcentaje de aceite
	Ensayo analítico

	Tamaño de partícula
	Ensayo granulométrico

	Acidez grasa
	Ensayo analítico


Fuente: Elaboración propia

A.4 Planillas de registro

La Planilla de Registro para el control del Salvado de arroz se muestra a continuación. Además, cada lote de materia prima que ingresa al establecimiento para ser utilizado de manera directa en producción (esto incluye a los envases de hojalata y el salvado de arroz), se identifica con un sticker con el número FIFO correspondiente. En la Planilla de Registro figuran los responsables de cada control.
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B. Sistema de control para los envases de hojalata

Los envases de hojalata se reciben en tres piezas y se remachan en la fábrica. Por lo tanto, el control de los envases consta de dos etapas: control de las partes de los envases recibidos y control del funcionamiento de la remachadora. Ambos etapas del control se efectúan sobre la pieza que sale de la remachadora.

B.1 Muestreo estadístico

Para que el control de calidad de los remaches sea efectivo, es esencial que se ajuste un programa sistemático que fije la frecuencia con que se ha de efectuar la valoración. Esta frecuencia está determinada, entre otros factores, por la velocidad de operación y el grado de regularidad con que opera la remachadora [92]

Se utiliza el Plan CSP-1, que es un sistema de inspección continua, basado en el esquema de aceptación/rectificación. El procedimiento de operación es el siguiente [86]:

· Se inspecciona 100% de las unidades que salen de la remachadora hasta que i unidades en sucesión estén libres de defectos.

· Si esto ocurre, se para la inspección 100% y se inspecciona una fracción f de las unidades, seleccionando las unidades de esa muestra de manera de asegurar que la misma está libre de tendencias (se toma una de cada f que pasan por la cinta)

· Si aparece una unidad defectuosa, se vuelve a la inspección 100%.

· Se reemplazan las unidades defectuosas que se encuentren, por unidades buenas.

El plan de muestreo elegido se obtuvo a partir de las Tablas para el sistema CSP-1 [86], y es el que se muestra en la Tabla 13.6

Tabla 13.6 Plan de muestreo para los envases de hojalata

	Parámetro
	Valor obtenido

	i
	60

	f
	1/25

	AOQL
	1%


Fuente: Besterfield
B.2 Ensayos y controles

Se mide el espesor del cuerpo del envase. Se realiza inspección visual y mecánica de los remaches para detectar fallas en los mismos. 

B.3 Planilla de registro

La Planilla de Registro del control de los envases de hojalata se muestra continuación. El número de lote se asigna corresponde al número de remito entregado por el proveedor más una letra que identifica al proveedor de envases. Por ejemplo: Lote Nº 13697/A, donde A corresponde al proveedor Juan Pérez.


C. Sistema de control para el agua

C.1 Frecuencia de inspección

Se realizan controles al agua para caldera cada 2 días, y al agua de enfriamiento en forma semanal.

C.2 Muestreo 

Se toma una muestra de agua de 2 l  con una botella plástica que no haya sido utilizada anteriormente y se tapa. La muestra se toma en forma aleatoria de cualquiera de los tanques de almacenamiento de agua.

C.3 Ensayos y controles

Se realizan ensayos fisicoquímicos para determinar la calidad del agua de proceso. Los mismos se detallan en la Tabla 13.7. Los métodos analíticos de ensayo no se describen en la sección correspondiente dado a que extienden demasiado el desarrollo del Capítulo. Los mismos pueden consultarse en la bibliografía correspondiente [63].

Tabla 13.7 Controles para el agua

	Característica
	Método de control

	Dureza
	Ensayo analítico

	Alcalinidad total
	Ensayo analítico

	pH a 20ºC
	Ensayo analítico

	Materia orgánica
	Ensayo analítico

	Oxigeno disuelto
	Medición microbiológica

	Aceites y grasas
	Ensayo analítico

	Sílice
	Ensayo analítico

	Sólidos en suspensión
	Ensayo analítico

	Fosfatos
	Ensayo analítico


Fuente: Elaboración propia

C.4 Planilla de registro

La Planilla de Registro del control de calidad del agua se muestra a continuación. 


D. Sistema de control del proceso de producción 

D.1 Ensayos y controles

La Tabla 13.8 muestra los controles que se realizan durante las distintas etapas del proceso de producción de Vitamina E
.  

Tabla 13.8 Controles a realizar para el proceso de producción de Vitamina E

	Etapa del proceso
	Característica a controlar
	Elemento de control

	Extracción del aceite 

de salvado de arroz
	Temperatura extracción

Tiempo de extracción

Presión de extracción

Caudal de solvente

Presión de separación


	Termómetro

Temporizador

Manómetro

Caudalímetro

Manómetro

	Destilación por 

arrastre con vapor
	Temperatura destilación

Presión de destilación

Tiempo de destilación

Caudal de vapor


	Termómetro 

Manómetro 

Temporizador 

Caudalímetro 

	Esterificación

 del destilado
	Temperatura del reactor

Tiempo de esterificación

Cantidad de etanol 

Cantidad de H2SO4


	Termómetro 

Temporizador 

Caudalímetro 

Caudalímetro 



	Fraccionamiento del 

destilado esterificado
	Temperatura extracción

Tiempo de  extracción

Presión  de extracción

Caudal de solvente

Presión de separación
	Termómetro

Temporizador

Manómetro

Caudalímetro

Manómetro


Además de estas mediciones, se realizan algunos ensayos analíticos de laboratorio a los productos intermedios, a fin de determinar el estado de la Vitamina E durante el transcurso del proceso productivo. Los ensayos que se realizan se muestran en la Tabla 13.9.

Tabla 13.9 Ensayos para productos intermedios

	Producto intermedio
	Ensayo
	Objetivo

	Aceite de salvado de arroz
	Materia 

insaponificable
	Determinar el contenido 

de Vitamina E en el aceite



	Aceite de salvado de arroz y destilado de desodorización


	Índice de 

peróxido
	Determinar el grado de 

enranciamiento del aceite,

 y por ende el grado de 

destrucción de la vitamina E



	Destilado de desodorización
	Índice de acidez
	Determinar la cantidad 

de etanol necesario 

para esterificar los 

ácidos grasos libres



	Destilado esterificado
	Concentración de 

Ácido sulfúrico
	Determinar el grado de 

contaminación del producto 

con restos del catalizador


Fuente: Elaboración propia

D.2 Frecuencia de inspección

Los controles mencionados en la Tabla 13.8 se realizan al comienzo de cada operación. Los ensayos de laboratorio para los productos intermedios se realizan 3 veces al día.

D.3 Muestreo 

Se toman muestras de 100 ml de producto a través de válvula del tanque y se colocan en un recipiente limpio de vidrio color caramelo. Se cubre el recipiente inmediatamente con una tapa del mismo material y se almacena en condiciones reguladas: al abrigo de la luz, del aire y a temperatura ambiente. Los recipientes se rotulan adecuadamente identificando el producto contenido en su interior.

D.4 Registros 

Los controles efectuados con los elementos de control y los resultados de los análisis de laboratorio, se registran de acuerdo a las Planillas mostradas a continuación.

Durante el proceso de producción, los productos intermedios serán acompañados por la orden de producción, la cual servirá de identificación de los mismos. El modelo para orden de producción se muestra a continuación.















D. 5 Control estadístico 

Se lleva un Control estadístico del proceso mediante Gráficas de control por variables. Los fundamentos teóricos de este sistema de control se describen en el Apéndice IV.

Las gráficas de control se utilizan para llevar registro estadístico de los ensayos de laboratorio que se realizan a los productos intermedios. Se considera como subgrupo a las mediciones que se realizan diariamente, por lo que el tamaño del mismo es de 3.

El análisis de las gráficas se hace para el rango y para la media, y se observa la presencia de puntos fuera de los límites de control y/o la presencia de rachas o tendencias (causas asignables de variación). En base a esto se determina al proceso es estable y capaz, y se toman decisiones en cuanto a la aplicación de acciones correctivas si se observa que el mismo es inestable y/o no capaz.

E. Sistema de Control para el proceso de aplicación de POES

Las especificaciones para el control del proceso de limpieza y desinfección se establecieron en el Capítulo 12, tanto para el sistema de limpieza CIP, como para la limpieza manual.

E.1 Muestreo 

Para la verificación del sistema de limpieza se realiza un hisopado sobre la superficie limpia de acuerdo al método descrito más adelante. La frecuencia de inspección es después de cada operación de limpieza.

Para el control de los parámetros del proceso se toma una muestra de la soluciones de limpieza semanalmente en forma aleatoria.

E.2 Ensayos y controles 

Se realizan varios controles sobre este proceso, los cuales han sido mencionados en el Capítulo 12. Para la determinación de la concentración de productos se realizan ensayos de laboratorio. Para el control de la temperaturas de las soluciones de limpieza se usa un termómetro de mercurio graduado con escala de 0-100ºC. Para la medición del tiempo de aplicación de los productos se utiliza un cronómetro.

E.3 Registros

Los registros de control de este proceso fueron presentados en el Capítulo 12.

F. Sistema de control para la Vitamina E

F.1 Muestreo estadístico

Se utiliza un sistema de inspección por lotes, basado en un esquema de aceptación/rectificación. Para elegir el plan de muestreo adecuado, es necesario definir previamente ciertos parámetros [51]:

· Unidad de producto: tarro de Vitamina E de 5 l.

· Lote: cantidad de tarros producidos en un día

· Defectos críticos: porcentaje de Vitamina E menor al 30%, recuento microbiológico superior a las especificaciones

· Defectos mayores: presencia de metales superior a las especificaciones, porcentaje de cenizas o agua superior a las especificaciones.

· Defectos menores: peso fuera de las especificaciones, etiqueta mal impresa.

Para seleccionar el plan de muestreo se utilizaron las Tablas Dodge-Romig, que se adjuntan en el Apéndice IV. Los valores obtenidos son los mostrados en la Tabla 13.10

Tabla 13.10 Plan de muestreo para la Vitamina E

	Parámetro
	Valor obtenido

	Tamaño del lote
	12 unidades

	AOQL
	2%

	Tamaño de muestra (n)
	Todas las unidades

	Valor de aceptación (c)
	0

	Porcentaje de defectuosos (p)
	0 - 0.04%


Fuente: Dodge-Romig

En la Figura 13.3 se presenta la Curva Característica Operativa (Curva OC) para el plan de muestreo seleccionado para la Vitamina E. De esta curva se extrae que la probabilidad de aceptación de un lote de Vitamina E disminuye al 50% cuando el porcentaje de defectuosos asciende al 5%.
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Figura 13.3 Curva OC para el plan de muestreo para la Vitamina E

Fuente: Elaboración propia
En la Figura 13.4 se muestra la Curva AOQ para el mismo plan de muestreo. Esta curva indica que el máximo porcentaje de defectuosos que tendrá el producto terminado que es aprobado por el control de calidad, bajo el plan de muestreo elegido, es del 33% (valor AOQL). No obstante, este valor máximo de defectuosos, se da con un porcentaje de defectuosos en el material de entrada del 10%, y un lote salvado de arroz con este porcentaje de defectuosos difícilmente pase el control de calidad de materia prima.
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Figura 13.4  Curva AOQ para el plan de muestro para el la Vitamina E

Fuente: Elaboración propia

F.2 Procedimiento de muestreo

Las muestras para se toman del tanque de Vitamina E, antes de que el producto sea envasado.

Se toman muestras de 100 ml de producto a través de válvula del tanque y se colocan en un recipiente limpio de vidrio color caramelo. Se cubre el recipiente inmediatamente con una tapa del mismo material y se almacena en condiciones reguladas: al abrigo de la luz, del aire y a temperatura ambiente. 

Por otro lado, las muestras para el control del peso y el estado externo de la lata, se toman de las estanterías donde se alojan los productos ya envasados., dado que no es necesario abrir las mismas para realizar los controles.

F.3 Ensayos y controles

Los controles de rutina que se realizan para comprobar la calida del producto terminado abarcan tanto ensayos de laboratorio como inspecciones visuales. Los mismos se detallan en la Tabla 13.11

Tabla 13.11 Controles para la Vitamina E

	Control
	Método de control

	Relación tocotrienoles/tocoferoles
	Ensayo analítico

	Determinación de hierro y cobre
	Ensayo analítico

	Determinación de mercurio
	Ensayo analítico

	Determinación de plomo
	Ensayo analítico

	Determinación de arsénico
	Ensayo analítico

	Contenido de agua
	Ensayo analítico

	Determinación de cenizas sulfatadas
	Ensayo analítico

	Recuento de aerobios totales
	Ensayo microbiológico

	Recuento de hongos y levaduras
	Ensayo microbiológico

	Peso del producto envasado
	Pesada del envase lleno

	Estado del envase
	Inspección visual


Fuente: Elaboración propia

F.4 Registro

La Planilla de Registro de control de la Vitamina E se muestra a continuación. En la Planilla figuran los responsables de cada control.

Una vez aprobado el lote, se coloca una tarjeta de identificación en la estantería, a la cual se adhiere un sticker con el número de FIFO correspondiente a ese lote. Esta tarjeta de identificación también se utiliza para identificar a los subproductos del proceso.



Ensayos de laboratorio

A. Preparación de muestras por cuarteo

En la Figura 13.5 se indica esquemáticamente la técnica del cuarteo, en la cual se rechazan los dos cuartos opuestos y se mezclan los otros dos, repitiendo el proceso hasta obtener la cantidad e muestra apropiada.
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Figura 13.5 Preparación de muestras por cuarteo

Fuente: Pearson
La muestra de salvado se extiende formando un cuadrado que se divide en otros 4 cuadros. Los cuadros A y C se rechazan, los cuadros B y D se mezclan para dar II.

Se opera de manera análoga a I, rechazando las partes E y H; F y G se mezclan para dar III.

Se repite el proceso, se rechazan J y K y se mezclan I y L; se continúa así hasta obtener la cantidad adecuada de muestra [87]. 

B. Granulometría del salvado de arroz

B.1 Objetivo y campo de aplicación

El método que se describe tiene como objetivo realizar un análisis de la distribución de tamaños de partículas del salvado de arroz. Se aplica a todos los cereales y derivados de cereales [71].

B.2 Principio 

Los distintos tamaños de partículas del salvado de arroz se separan por efecto de la vibración en un juego de tamices normalizado. Para efectuar el tamizado es necesario que exista un movimiento relativo entre el tamiz y los sólidos a separar, para que las partículas puedan coincidir con las aberturas del tamiz y atravesar el mismo si son de menor tamaño. 

Un tamiz separa dos fracciones:

· Una fracción gruesa o rechazo, que en el caso ideal, está formada por partículas de mayor tamaño que la luz del tamiz.

· Una fracción de finos o cernido, que en el caso ideal, está formada por partículas de menor tamaño que la luz del tamiz.

B.3 Equipos y materiales necesarios

· Juego de tamices normalizado con vibrador

· Balanza analítica de precisión 0.1 mg

B.4 Procedimiento 

Se realiza el ensayo de cernido utilizando un juego de tamices normalizado. Limpiar los tamices con un pincel fino y montar la serie colocando arriba  el de abertura más grande.

 Pesar 150 g de salvado y colocarlos en el primer tamiz de la serie. Tapar el conjunto de tamices y encender el motovibrador. Dejar tamizar durante 15 min y, finalmente, pesar lo retenido en cada una de las mallas.

B.5 Expresión de los resultados

Se calcula el tamaño de partícula medio para cada grupo, el cual corresponde a un promedio de la abertura del tamiz en que quedan retenidas y la abertura del tamiz inmediato superior. Se realiza una representación diferencial y una representación acumulada [78].

B.5.1Representación diferencial

En un sistema de coordenadas cartesianas se coloca en las ordenadas el porcentaje del producto retenido en cada tamiz, frente a la abertura del tamiz, como se indica en la Figura 13.6 (a), o frente a la media aritmética de las luces que definen cada fracción. La curva resulta de unir todos los puntos, y se utiliza para mostrar la “distribución de tamaños” de la partículas de salvado.

B.5.2 Representación acumulativa

Se refiere a rechazos o cernidos. Las ordenadas representan la fracción (o porcentaje) del producto original cuyas partículas son mayores (rechazo) o menores (cernido) que la abscisa correspondiente, que es la abertura del tamiz considerado, como indica la Figura 13.6 (b)
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Figura 13.6 Análisis diferencial y acumulativo de partículas

Fuente: Mc Cabe

C. Determinación de Vitamina E en el salvado de arroz

El siguiente es un método analítico para determinar cuantitativamente el contenido de Vitamina E presente en el salvado de arroz que se utiliza como materia prima para la producción del concentrado de Vitamina E al 30%. El método corresponde a la Norma COVENIN 1216-85 publicada por FONDONORMA [56] .

C.1 Objetivo y campo de aplicación

Este ensayo contempla el método para la determinación del contenido de Vitamina E en el salvado de arroz. En este método la vitamina E se determina como tocoferoles totales, expresados como dl-α-tocoferol.

C.2 Principio

Este método se basa en la reducción de hierro férrico a ferroso por acción de los tocoferoles, los cuales has sido previamente extraídos y purificados, formándose un complejo rojo del hierro con la 2,2-bipiridina, el cual se mide espectrofotométricamente.

C.3 Equipos y materiales necesarios

· Matraces de saponificación de 500 cm3
· Matraces de evaporación de 250 cm3 y 500 cm3
· Matraces aforados de 10, 25 y 100 cm3
· Embudos de separación de 500 cm3
· Probetas  de 100, 200 y 250 cm3
· Pipetas graduadas

· Balanza analítica con precisión de 0.1 mg

· Baño-maría

· Evaporador rotatorio al vacío

· Espectrofotómetro de absorción UV-visible

· Estufa con regulador de temperatura

· Condensadores

· Columna de cromatografía
 

C.4 Reactivos 

Todos los reactivos deben ser de grado analítico y el agua, a menos que s especifique lo contrario, debe ser destilada

· Metanol 

· Éter de petróleo 40-60 ºC

· Éter dietílico

· Mezcla éter dietílico - éter de petróleo 1:9

· Sulfato de sodio anhidro

· Alcohol etílico absoluto

· Óxido de aluminio normalizado para análisis de cromatografía de adsorción 180 μ (tamiz Nº 80) y 150 μ (tamiz Nº 100)
· Bombona de nitrógeno con certificado de análisis
· 2,2-bipiridina
· Diastasa, 300 unidades por gramo
· Papaína 1:350
· Solución de hidróxido de potasio (90 g/100 cm3). Si no se obtiene esta concentración usar las cantidades equivalentes de la concentración obtenida
· Fenolftaleína al 1% en etanol absoluto
· Solución de hidróxido de sodio 1 N
· Solución de ácido acético 1 N

· Solución buffer pH 4-6. En un matraz aforado de 500 cm3 se mezclan 100 cm3 de solución de ácido acético 1 N, 50 cm3 de solución de hidróxido de sodio 1 N y 350 cm3 de agua. Se determina y se ajusta el pH final.

· Solución patrón de α-tocoferol (500 μg/cm3). En un matraz aforado de 500 cm3 se disuelven 25 mg de dl- α-tocoferol en alcohol etílico absoluto y se lleva a volumen con el mismo solvente.

· Solución de trabajo de α-tocoferol (200-300 μg/cm3). Esta solución debe prepararse en mismo día de su uso.

· Solución alcohólica de 2,2-bipiridina al 0.5 %. En un matraz aforado de 100 cm3 se disuelven 0.5 g de 2,2-bipiridina en alcohol etílico absoluto y se lleva a volumen con el mismo solvente.

· Solución alcohólica de cloruro férrico al 0.2 %. En un matraz aforado de 100 cm3 se disuelven 0.2 g de cloruro férrico (FeCl3.6H2O) en alcohol etílico absoluto y se lleva a volumen con el mismo solvente. La solución se prepara diariamente.

· Sal sódica del ácido etilendiaminotetracético (EDTA)

C.5 Preparación de la muestra

El material a ensayar consiste en una muestra representativa del producto que contenga 200-300 μg de Vitamina E.

C.6 Condiciones de ensayo

Debido a que la Vitamina E es muy sensible a la luz, se debe trabajar con vidrio color ámbar o protegido de la luz tanto como sea posible.

Todas las evaporaciones se llevan a cabo bajo presión reducida por medio de un evaporador rotatorio al vacío a una temperatura que no exceda los 40 ºC.

La saponificación debe llevarse a cabo en presencia de una corriente de nitrógeno. La reacción colorimétrica se debe hacer al abrigo de la luz, de ser posible en una cámara oscura.

C.7 Procedimiento 

C.7.1 Saponificación

En un matraz de saponificación de 500 cm3 se pesa exactamente una cantidad de muestra que contenga alrededor de 200 μg de Vitamina E y se disuelven en un mínimo de agua destilada (5 -7 cm3) a 45ºC a baño-maría. Se añaden 30 cm3 de metanol y un mínimo de 3 cm3 de solución de hidróxido de potasio al 90%. Se calienta durante 30 min bajo reflujo en baño-maría a 70ºC bajo una ligera corriente de nitrógeno.

Se recomienda la hidrólisis enzimática (diastasa y/o papaína), ya que la concentración de hidratos de carbono y proteínas en el salvado de arroz puede dar origen a la formación de emulsiones estables que interfieren en la extracción de la fracción insaponificable con los solventes orgánicos
. En este caso, en vez de añadir el agua a la muestra, se forma una pasta con la solución tampón pH 4-6 y se le añade 2 g de papaína, 2 g d diastasa y 0.3 g de EDTA, se deja reaccionar durante 1 h a 45ºC. Luego se añaden 40 cm3 de metanol y un mínimo de 3 cm3 de solución de hidróxido de potasio al 90%. Se calienta durante 30 min bajo reflujo en baño-maría a 70ºC bajo una ligera corriente de nitrógeno.

Nota: el volumen de hidróxido de potasio al 90% dependerá de los gramos de grasa que contenga la muestra, en la proporción de 3 ml por cada gramo.

C.7.2 Extracción 

Cuando la saponificación está terminada, se enfría el matraz y se trasvasa su contenido cuantitativamente con 100 cm3 de metanol a un embudo de separación de 500 cm3.

Se extrae la fracción insaponificable con 3 porciones de éter de petróleo: la primera de 200 cm3, agitando vigorosamente por 2 min, y las siguientes de 100 cm3 y 50 cm3, respectivamente.

Se reúnen los extractos etéreos y se lavan con porciones de aproximadamente 40 cm3 de agua hasta que los lavados den reacción neutra a la fenolftaleína.

Se seca el extracto etéreo con sulfato de sodio anhidro y se trasvasa el éter a un matraz de evaporación. Se lava el sulfato de sodio con pequeñas porciones de éter, se reúnen estos lavados en el matraz de evaporación y se evapora en el evaporador rotatorio al vacío, a sequedad.

C.7.3 Cromatografía en columna

C.7.3.1 Preparación de la columna de alúmina

Se pesa exactamente una cantidad de hidróxido de aluminio normalizado para los análisis por adsorción cromatográfica, se calienta a 400 ºC durante 4 h y se deja enfriar en un desecador sobre ácido sulfúrico hasta que alcance temperatura ambiente. A continuación, la alúmina activada se agita vigorosamente en un matraz bien tapado, con un volumen de agua equivalente al 10% de su peso y se mantiene bajo estas condiciones durante toda la noche. Antes de su empleo, el adsorbente se agita nuevamente.

En un tubo cromatográfico de 1 cm de diámetro, que contiene éter de petróleo, se vierte la cantidad suficiente del adsorbente sólido para proporcionar una columna de 20 cm de altura, aproximadamente. Se abre la llave de paso y se elimina el disolvente hasta que su superficie sobrepase ligeramente el extremo superior de la columna.

C.7.3.2 Cromatografía

Se retoma el extracto etéreo evaporado con aproximadamente 8 porciones de 2 cm3 de éter de petróleo, aplicándolo cuantitativamente sobre la columna de alúmina preparada, dejando bajar cada porción antes de agregar la siguiente. Luego se lava la columna con 30-50 cm3 de éter de petróleo, añadido en pequeñas porciones. El volumen dependerá de la naturaleza de la muestra en cuanto a su composición lipídica. No permita que la columna se seque. 

Se eluye la vitamina E con aproximadamente 150 cm3 de una mezcla de éter dietílico y éter de petróleo 1:9, recogiendo el eluado en un matraz de evaporación.

Se evapora a sequedad. Se retoma con alcohol absoluto y se hacen disoluciones hasta obtener una concentración de 100 μg de Vitamina E en 8 cm3 alcohol absoluto

C.7.4 Reacción colorimétrica

Paralelamente con el extracto de muestra, se prepara un blanco de reactivos en un matraz aforado con tapón esmerilado.

La reacción se lleva a cabo agregando a cada matraz los siguientes reactivos, en el orden mostrado en la Tabla 13.12

Tabla 13.12 Preparación del blanco colorimétrico

	Blanco de reactivos
	Muestra

	8 cm3 de etanol anhidro
	8 cm3 de extracto de muestra

	1 cm3 de solución de bipiridina al 0.5%
	1 cm3 de solución de bipiridina al 0.5%

	1 cm3 de solución de FeCl3 al 0.2%

	1 cm3 de solución de FeCl3 al 0.2%


Se mezclan los contenidos de cada tubo, se vierte el contenido en celdas de 1 cm para la lectura espectrofotométrica (absorbancia), la cual se realiza exactamente a los 2 y 5 min después de la adición del FeCl3, a una longitud de onda de 520 nm, utilizando en blanco de reactivos para ajustar el aparato.

Nota: la lectura a los 5 min es una comprobación de la pureza del extracto. La diferencia con respecto a la lectura a los 2 min no debe exceder 0.010 en valor absoluto.

C.7.5 Curva patrón

A partir de la solución de trabajo, se toman diferentes volúmenes y se transfieren a matraces con tapón esmerilado como se indica en el esquema de la Tabla 13.13

Tabla 13.13 Especificaciones para preparar las soluciones para la elaboración de  curva patrón

	Solución de trabajo (200 μg/cm3)

(cm3)
	Concentración 

(μg/cm3)
	Alcohol absoluto

(cm3)

	0.4
	80
	7.6

	0.5
	100
	7.5

	0.6
	120
	7.4

	0.40.7
	140
	7.3

	0.8
	160
	7.2


Se prosigue con el mismo procedimiento indicado anteriormente para la reacción colorimétrica. Con los valores de absorbancia determinados para cada solución, se construye una curva de absorbancia contra μg de α-tocoferol.

Nota 1: estas lectura obtenidas deberán compararse con aquellas de un patrón al cual se le ha seguido el mismo procedimiento que a la muestra y no deberán encontrarse diferencias significativas.

Nota 2: la concentración de la solución de trabajo, del patrón y la concentración de la muestra a ensayar pueden variar de acuerdo a los resultados obtenidos en la curva patrón y en todo caso debe cumplirse la Nota 1.

C.8 Expresión de los resultados

El contenido de Vitamina E (expresado como dl-α-tocoferol) en la muestra se expresa en mg de vitamina E por 100 g de muestra y se calcula como sigue:


[image: image7.wmf]1000

100

×

×

×

=

m

f

C

E

d


Donde

E = contenido de Vitamina E en la muestra, mg/100 g

C = microgramos de vitamina E determinados en la curva patrón

fd = factor de dilución 

m = masa de la muestra, g

Nota: 1 mg de dl-α-tocoferol equivale a 1.1 U.I.

D. Determinación del porcentaje de aceite

El siguiente es un método para la determinación del porcentaje de aceite del salvado de arroz utilizado como materia prima para la elaboración del concentrado de Vitamina E al 30%. El método corresponde al  Método B.O.E. 19-7-1977, editado por PANREAC QUIMICA SA [84].

D.1 Objetivo y campo de aplicación

Este ensayo contempla el método para la determinación del contenido de aceite en el salvado de arroz y es aplicable además a granos, cereales, harina y otros productos derivados de los cereales. En este método el porcentaje de aceite se determina como grasa bruta, expresada en porcentaje.

D.2 Principio 

El contenido de grasa bruta de un producto se define convencionalmente como la parte extraíble con éter etílico en condiciones determinadas. Incluye, además del aceite, muchas otras sustancias solubles en éter etílico, como las ceras, pigmentos y vitaminas.

D.3 Equipos y materiales necesarios

· Extractor tipo Soxhlet

· Balanza analítica con precisión 0.1 mg

· Estufa de desecación graduada a 100 ºC

· Desecador con placa de porcelana o metálica perforada, conteniendo un agente deshidratante, como anhídrido fosfórico o silicagel.

· Cartuchos de extracción

· Matraces de 100 a 150 ml, adaptables al extractor

· Batería de extracción, baño de agua

D.4 Reactivos

· Éter dietílioco estabilizado con 6 ppm de BHT

D.5 Procedimiento 

Pesar de 5 a 10 g de muestra, molida de forma que pase por un tamiz de 500 μm y desecada a 100ºC, e introducirlos en un cartucho que se tapona con algodón.

Tarar el matraz, desecado en la estufa y enfriado en el desecador. Introducir el cartucho en el extractor, añadir éter dietílico estabilizado una vez conectado el matraz y proceder a la extracción, continuándola hasta que el éter sea incoloro. Son suficientes 4 h a una velocidad de destilación de 4 a 5 gotas/s.

Sacar el cartucho del extracto y recuperar el éter. Llevar el matraz con el extracto y el resto del disolvente a la estufa de desecación a 100 ºC y tenerlo media hora. Dejar enfriar el matraz en el desecador y, en cuanto alcance la temperatura ambiente, pesarlo.

D.6 Expresión de resultados

El porcentaje de grasa bruta sobre sustancia seca viene dado por la fórmula
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Donde

P1 = peso del matraz con el extracto etéreo, g

P2 = peso del matraz vacío, g

P = peso inicial de la muestra, g

E. Determinación del porcentaje de humedad

El siguiente es un método para la determinación del porcentaje de humedad del salvado de arroz utilizado como materia prima para la elaboración del concentrado de Vitamina E al 30%. El método corresponde al Método B.O.E. 20-7-1977 editado por PANREAC QUIMICA SA [84].

E.1 Objetivo y campo de aplicación

Este ensayo contempla el método para la determinación del contenido de humedad en el salvado de arroz y es aplicable además a granos, cereales, harina y otros productos derivados de los cereales, reducidos a partículas de dimensiones inferiores o iguales a 1700 μm, de las cuales, menos del 10% serán superiores a 1000 μm y más del 50% inferiores a 500 μm. 

En este método el contenido de humedad se determina como porcentaje en base seca.

E.2 Principio 

El contenido en agua de un producto se define convencionalmente como la pérdida en masa que experimenta en condiciones determinadas. El producto se seca a 130 ºC a presión atmosférica, durante 1:30 h.

E.3 Equipos y materiales necesarios

· Balanza con precisión 1 mg

· Pesafiltro metálico o de vidrio con tapa, y con una superficie útil que permita un reparto de la muestra de 0.3 g/cm3 como máximo.

· Estufa isoterma de calefacción eléctrica, regulada de tal manera que la temperatura del aire de su interior sea de 130 ºC, y que tenga la aireación suficiente
. 

· Desecador provisto de placa de porcelana o metálica perforada, conteniendo un agente deshidratante como silicagel de tamaño de partícula de 3-6 mm con indicador.

E.4 Procedimiento

Introducir 5 g de muestra en le pesafiltros, tarado después de permanencia en la estufa y de enfriamiento en el desecador. Cerrar el pesafiltros y pesar con aproximación de 1 mg. Debe operarse rápidamente.

Tener en la estufa durante hora y media el pesafiltros  destapado con la muestra. Transcurrido este tiempo, y operando rápidamente, retirar el pesafiltros de la estufa una vez tapado y colocarlo en el desecador. Pesar en cuanto se enfríe. 

E.5 Expresión de resultados

El contenido de agua de la muestra se calcula, en porcentaje, con la siguiente fórmula:
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Donde

M = masa inicial de la muestra, g

m = masa del producto seco, g

La media de los resultados, con una aproximación de 0.05%, representará la humedad de la muestra. La diferencia resultante entre determinaciones duplicadas de la misma muestra no deberá ser mayor a 0.1% en valor absoluto. En caso contrario, se repetirá la determinación por duplicado.

F. Determinación de acidez grasa

El siguiente es un método para la determinación de la acidez grasa del salvado de arroz utilizado como materia prima para la elaboración del concentrado de Vitamina E al 30%. El método corresponde al Método B.O.E. 20-7-1977 editado por PANREAC QUIMICA SA [84].

F.1 Objetivo y campo de aplicación

Este ensayo contempla el método para la determinación de la acidez grasa del salvado de arroz y es aplicable además a granos, cereales, harina y otros productos derivados de los cereales. En este método la acidez grasa se expresa como mg de hidróxido de potasio necesarios para neutralizar los ácidos grasos libres de 100 g de salvado.

F.2 Principio

El método se basa en la neutralización de los ácidos grasos libres con hidróxido de potasio. Se mide la rancidez hidrolítica que se utiliza como índice de deterioro en almacenamiento y para medir la efectividad del proceso de inactivación de lipasas.

F.3 Equipos y materiales necesarios

· Extractor tipo Soxhlet

· Balanza analítica con precisión de 0.1 mg

· Cartuchos de extracción

· Matraces de 100 a 150 ml, adaptables al extractor

· Batería de extracción, baño de agua

· Bureta de 50 ml

F.4 Reactivos

· Agua destilada

· Benceno 

· Etanol 96% v/v

· Éter de petróleo 40-60ºC 

· Fenolftaleína 

· Dicromato de potasio

· Lentejas de hidróxido de sodio 85%

· Permanganato de potasio

· Benceno-alcohol-fenolftaleína (BAF). Mezclar partes iguales en volumen de benceno y de etanol. Añadir 0.2 g de fenolftaleína por litro para obtener una solución al 0.02%

· Preparar una solución 0.0178 N (1 ml= 1 mg de KOH) con hidróxido de potasio 85 % lentejas PA libre de CO2.

· Patrón de color. Colocar 50 ml de agua en un matraz del mismo tipo en que se va a hacer la valoración. Añadir gota a gota una solución de dicromato de potasio al 0.05 % hasta que tome la coloración de la solución que se va a valorar. Añadir 2.5 ml de una solución recién preparada de permanganato de potasio al 0.01% y mezclar. El color final de la valoración deber ser similar a este.

· El color patrón para la valoración de la prueba en blanco se obtiene añadiendo 2.5 ml de permanganato de potasio al 0.01 % a 50 ml de agua.

F.5 Procedimiento 

Para que los resultados sean más precisos, el contenido de humedad del salvado no debe exceder el 11 %. Se ha comprobado que mayores contenidos en humedad en el momento de la extracción aumentan significativamente los valores de acidez grasa.

Moler por lo menos 40 g de una muestra representativa de salvado, de tal forma que el 90% o más pase a través del tamiz de 500 μm. 

Una vez molida la muestra se somete a la extracción antes de 1 h para evitar cambios causados por enzimas lipolíticas. Extraer 10 g de muestra molida, de acuerdo al método descrito para determinar el contenido de aceite. Evaporar el éter de petróleo del extracto y redisolver con 50 ml de BAF. Valorar la solución extraída con hidróxido de potasio 0.0178 N hasta alcanzar el punto de color patrón.

Hacer la prueba en blanco valorando 50 ml de solución BAF, hasta alcanzar el punto de color patrón.

F.6 Expresión de los resultados

Expresar la acidez grasa como los mg de hidróxido de potasio requeridos para neutralizar los ácidos grasos libres de 100 g de salvado sobre sustancia seca mediante la fórmula


[image: image10.wmf](

)

H

V

V

a

AcidezGras

-

×

×

-

=

100

100

10

1


Donde

V = volumen de KOH 0.0178 N utilizado para valorar la muestra extraída, ml

V1 = volumen de KOH 0.0178 N utilizado para valorar el blanco, ml

H = peso de agua en 100 g de muestra, g

F.7 Observaciones 

En caso de que se formen emulsiones durante la valoración que enmascaren el punto final, añadir 50 ml adicionales de solución BAF para asegurar una solución clara. Es este caso el valor de la prueba en blanco es el doble del valor determinado para 50 ml.

G. Ensayos físicos para envases de hojalata

G.1 Espesor de pared 

El espesor de la pared del cuerpo del envase se determina con un micrómetro digital que permite leer 0.005 mm, en cualquier punto del envase donde no se presenten ondulaciones [92].

G.2 Inspección mecánica del remache 

Se realiza la apertura del remache y se toma la medida del mismo con un calibre digital. En la Figura 13.7 se ilustran los valores de referencia de los mismos [92].
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Figura 13.7 Medidas del remache

Fuente: Priotto

G.3 Inspección visual del remache

Se inspecciona el remache sin abrirlo. Los defectos más comunes son remache parcial, filo del remache mal ubicado, espesor del remache demasiado fino y fractura en la hojalata [92]. En la Figura 13.8 se ilustran los defectos más comunes encontrados en envases de este tipo.
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Figura 13.8 Defectos del remache visibles externamente

Fuente: Priotto

H. Materia insaponificable

El método que se describe a continuación corresponde al Tentative Method Ca6b-53 de la AOICS. Método 26.071 de la AOAC [87].

H.1 Objetivo y campo de aplicación

El método de determinación de la materia insaponificable se aplica a todos los aceites de origen vegetal y el objetivo es cuantificar la materia insaponificable presente en el aceite de salvado de arroz.

H.2 Principio 

La materia insaponificable consta de aquellas sustancias contenidas en los aceites y grasas (diferentes a las de bajo punto de ebullición, a los ácidos grasos libres y a la materia mineral) que, después de saponificar y extraer con éter dietílico, quedan sin volatilizarse luego de secar a 80ºC. Incluyen hidrocarburos y alcoholes de alto peso molecular, entre otros.

H.3 Equipos y aparatos necesarios

· Balanza analítica con precisión 0.1 mg

· Erlenmeyer de 200 ml con boca 24/40, de 50 ml

· Pipeta graduada de 10 ml

· Probeta de 25 ml y 50 ml

· Baño de maría

· Refrigerante de reflujo

· Varilla de vidrio

· Embudo de decantación de 250 ml (2)

· Estufa de desecación hasta 100ºC

H.4 Reactivos 

· Etanol absoluto 96% v/v

· Hidróxido de potasio 

· Solución de KOH 50% p/p. Disolver 60 g de KOH en 40 ml de agua en caliente y luego dejar enfriar

· Éter dietílico 

· Indicador fenolftaleína al 1% en alcohol

· Acetona 

H.5 Procedimiento 

Pesar con precisión, de 2 a 2.5 g de la muestra preparada en un erlenmeyer de  200 ml. Añadir 25 ml de etanol y 1.5 ml de una disolución de KOH. Colocar sobre el baño de vapor, acoplar al refrigerante de reflujo y hervir durante 30 min con agitación ocasional. Transferir la mezcla saponificada todavía caliente a un embudo de decantación de 250 ml y lavar el erlenmeyer con un total de 50 ml de agua y añadir éstos a la mezcla saponificada. Enfriar hasta 20-25 ºC.

Lavar el matraz con 50 ml de éter dietílico, pasar los lavados etéreos al embudo de decantación, agitar vigorosamente y esperar hasta que se formen dos capas y se aclaren. Transferir la capa etérea (la superior) a otro embudo de decantación de 250 ml que contenga ya 20 ml de agua. Repetir la extracción otras dos veces más, traspasando en cada caso la capa etérea, como antes, al segundo embudo de decantación. 

Hacer una extracción más con sólo 50 ml de éter y evaporar por separado el disolvente. Si la extracción previa fue completa, el residuo debe pesar menos 1 g. Agitar suavemente
 los extractos etéreos combinados con los 20 ml de agua que desde el principio contenía el embudo de decantación.

Esperar a que las capas se separen por completo y descartar la fase acuosa. Repetir el lavado dos veces más con 20 ml de agua, descantando siempre la fase acuosa. Lavar la disolución etérea, primero con 20 ml de KOH 0.5 N y luego con otros 20 ml de agua. Repetir el ciclo de lavado dos veces más. Si en le curso del lavado se formara emulsión, drenar la fase acuosa clara, dejando la emulsión junto con la capa etérea y proceder a efectuar el siguiente lavado. Tras el tercer lavado con KOH, lavar con volúmenes de 20 ml de agua tantas veces como sea necesario para que los lavado dejen de ser alcalinos a la fenolftaleína.

Transferir la solución etérea a un vaso de precipitado de 250 ml, lavar el embudo de decantación con éter y añadir los lavados a la disolución etérea principal. Evaporar a baño de maría hasta reducir el volumen a 50 ml y transferir cuantitativamente su contenido a un erlenmeyer tarado de 50 ml, lavando varias veces con pequeños volúmenes de éter. Eliminar el éter por evaporación a baño de maría; cuando casi todo el éter se haya eliminado, añadir 2 o 3 ml de acetona y evaporar todo el disolvente por calentamiento a baño maría bajo una corriente de aire limpio y seco.

Desecar hasta peso constante en una estufa a 80 ºC y pesar una vez que haya alcanzado temperatura ambiente. Una vez determinado el peso del mismo, disolver el residuo con 2 ml de éter, añadir 10 ml de etanol neutralizado a la fenolftaleína y titular con NaOH 0.02 N utilizando el mismo indicador y punto de viraje.

H.6 Expresión de los resultados

Corregir el peso del residuo por su contenido en ácidos grasos (1 ml de NaOH 0.02 N = 0.0056 g de ácido oleico). Preparar el blanco con los reactivos (sin el aceite) y restar el peso obtenido en la determinación en blanco del peso del residuo corregido por su contenido en ácidos grasos libres. Calcular el  porcentaje de sustancias insaponificables según la fórmula:
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Donde

P = peso del residuo, g

P1 = peso de los ácidos grasos presentes en el residuo, g

M = peso de la muestra de aceite, g

I. Índice de peróxidos

El siguiente es un método para determinar el índice de peróxidos en el aceite de salvado de arroz, y corresponde al Método Cd-53 de la AOCS, adoptado también por la AOAC, método 26.024 [87].

I.1 Objetivo y campo de aplicación

El método para la determinación del índice de peróxidos tiene como objetivo indicar en que grado ha sufrido autooxidación un aceite, y es aplicable a todos los aceites vegetales

I.2 Principio 

El índice de peróxidos  se expresa en miliequivalentes de peróxido/kg de aceite.

I.3 Equipos y materiales necesarios

· Balanza analítica con precisión 0.1 mg

· Erlenmeyer de 250 ml con tapón esmerilado

· Probeta de 50 ml

· Varilla de vidrio

· Pipeta de Mohr de 1 ml

· Bureta de 25 ml

I.4 Reactivos

· Indicador yodo y almidón soluble 

· Disolvente: cloroformo-ácido acético. Mezclar tres volúmenes de ácido acético y uno de cloroformo.

· Disolución saturada de KI, recientemente preparada. Controlar agregando dos gotas de almidón soluble. Descartar si adquiere color azul y precisa más de una gota de S2O3Na2 0.1 N para decolorarla.

· Disoluciones patrón de S2O3Na2 0.1 N y 0.01 N. Preparar esta última inmediatamente antes de usarla, por disolución de la 0.1 N con agua hervida recientemente.

I.5 Procedimiento 

Pesar una muestra de 5 g de aceite en un erlenmeyer de 250 ml, con tapón esmerilado. Añadir 30 ml de disolvente cloroformo-ácido acético y agitar por rotación para disolver la muestra. Añadir 0.5 ml de disolución de KI con una pipeta de Mohr. Esperar un minuto, agitando de vez en cuando, y añadir 30 ml de agua.

Titular el yodo liberado con S2O3Na2 0.1 N, dejando caer la disolución gota a gota mientras se agita vigorosamente, hasta la total desaparición del color amarillo del yodo. Añadir, entonces, 0.5 ml de la disolución al 1% de almidón soluble y continuar la titulación, agitando todavía vigorosamente, hasta que desaparezca el color azul. Llevar a cabo una determinación en blanco, sólo  con reactivos. El título del blanco no debe pasar los 0.5 ml de S2O3Na2 0.1 N.

I.6 Expresión de los resultados

El índice de peróxidos (miliequivalentes de peróxido/kg) se calcula con la siguiente fórmula:
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Donde

S = cantidad de S2O3Na2 0.1 N utilizado para la titulación de la muestra, ml 

S1 = cantidad de S2O3Na2 0.1 N utilizado para la titulación del blanco, ml

N = normalidad de la solución de S2O3Na2 utilizada,  0.1 

M = peso de la muestra de aceite, g

J. Índice de acidez

El siguiente es un método para determinar el índice de acidez del destilado de desodorización del aceite de salvado de arroz. El método corresponde al Método BS 684:1958 [87].

J.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo de este método es cuantificar el contenido de ácidos grasos presentes en un aceite para determinar el grado de deterioro del mismo. Se define al índice de acidez como el número de mg de KOH necesarios para neutralizar 1 g de aceite.

J.2 Principio 

El aceite se disuelve en un disolvente neutro y se valora la acidez con álcali normalizado. El valor obtenido representa la extensión de la descomposición de los glicéridos del aceite por la lipasa. Los ácidos grasos libres se calculan normalmente como ácido oleico.

J.3 Equipos y materiales necesarios

· Probeta de 50 ml

· Bureta de 25 ml balanza analítica con precisión 0.1 mg 

· Matraz de 500 ml

· Varilla de vidrio

J.4 Reactivos 

· Alcohol absoluto 96% v/v

· Éter dietílico

· Indicador fenolftaleína al 1% en etanol absoluto

· Solución de NaOH 0.1 N

J.5 Procedimiento

Mezclar 20 ml de alcohol absoluto con 20 ml de éter dietílico, añadir 1 ml de solución indicadora de fenolftaleína y neutralizar la mezcla por adición de NaOH 0.1 N desde una bureta.

Pesar 5 g de muestra en un matraz de 500 ml de capacidad. A continuación, añadir el disolvente al aceite, agitar y valorar  con NaOH 0.1 N, agitando constantemente, hasta color rosado persistente durante 15 s. Si se separan dos capas se repite la valoración usando una cantidad menor de muestra.

J.6 Expresión de los resultados

Se calcula el porcentaje de ácidos grasos libres, expresado como ácido oleico, de acuerdo a la fórmula
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Donde 

V = cantidad de NaOH 0.1 N necesarios para la titulación de la muestra, ml

P = peso de la muestra, g

K. Concentración de ácido sulfúrico

El siguiente es un método para determinar la concentración de ácido sulfúrico presente en el destilado esterificado del aceite de salvado de arroz [98]
.

K.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo del método es detectar y cuantificar la presencia de restos de ácido sulfúrico en el destilado esterificado del aceite de salvado de arroz.

K.2 Principio 

La muestra preparada adecuadamente se titula contra una base fuerte para determinar el contenido de ácido sulfúrico, el cual se expresa como ppm [98].

K.3 Equipos y materiales necesarios

· Bureta de 25 ml

· Erlenmeyer de 250 ml

· Pipeta de 25 ml y 50 ml

· Matraz volumétrico de 250 ml

K.4 Reactivos

· Solución indicadora de fenolftaleína al 1% en alcohol

· Solución de NaOH 0.1 M

· Diluyente.

K.5 Procedimiento

Con una pipeta de 25 ml pasar a un matraz volumétrico de 250 ml , una muestra del destilado esterificado y diluir con el diluyente hasta la marca. 

Mezclar bien , y con pipeta de 50 ml pasar alícuotas a dos erlenmyer de 250 ml. Agregar aproximadamente 50 ml de agua destilada y 2 gotas de fenolftaleína  a cada uno y titular con NaOH 0.1 M estándar hasta el primer color rosa permanente que persista durante 30 s

K.6 Expresión de los resultados

La concentración de ácido sulfúrico expresado en ppm, se calcula con la fórmula
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Donde

V = cantidad de NaOH 0.1 M utilizado en la titulación de la muestra, ml

V = cantidad de NaOH 0.1 M utilizado en la titulación del blanco, ml

M = molaridad de la solución de NaOH, 0.1

P = peso de la muestra, g

L. Monitoreo de higiene

A continuación se describe el funcionamiento del luminómetro para medición de ATP UNI-LITE NG, de la empresa INTERCIENCIA S.A [17].

L.1 Objetivo

El aparato para medición de ATP total tiene como objetivo cuantificar la carga microbiana presente en superficies limpias y en el agua de enjuague. 

L.2 Principio 

La medida del ATP total por bioluminiscencia es un indicador de la presencia de microorganismos y residuos orgánicos; ya que dicha molécula se encuentra presente en toda célula, ya sea vegetal o animal, en bacterias, hongos, levaduras y alimentos.

UniLite NG se utiliza conjuntamente de Biotrace Ltd, para monitoreo de higiene en superficies y agua.

El hisopo es un dispositivo que contiene en uno de sus extremos un capullo de material sintético humedecido con un agente catiónico para liberar el ATP de cualquier residuo orgánico y/o células microbianas. El reactivo luciferina/ luciferasa contenido en el hisopo reacciona con el ATP colectado, produciendo luz.

La parte inferior del hisopo contiene una solución buffer con Mg+2, que es el catalizador de la reacción. La intensidad de la luz es proporcional a la cantidad de ATP y por consiguiente, al grado de contaminación. La escala de medición del instrumento es lineal.

L.3 Equipos  y materiales necesarios

· Hisopos Clean-Trace UXL 100: para medición de ATP total en superficies

· Hisopos Aqua-Trace AQT 100: para medición de ATP total, proveniente de residuos de productos orgánicos y de microorganismos en agua. El tomamuestra contiene un lisante liofilizado para liberar el ATP contenido en las células

· Hisopos Aqua-Trace AQF 100: para medición de ATP libre (no microbiano) en aguas. El tomamuestra no contiene lisante.

El Luminómetro UniLite NG se provee con software para determinación estadística de planes y puntos de muestreo, cables de comunicación, batería recargable incorporada y cargador para la misma.

L.4 Procedimiento de operación

Hisopear la superficie o el agua que se quiere analizar utilizando el hisopo adecuado. Agitar durante 5 s, esperar el tiempo necesario para que aparezca la respuesta en el visor y leer la misma.

L.5 Lectura de los resultados

La medición es tomada en el UniLite NG y el resultado se pone a la vista en la pantalla digital del equipo en Unidades Relativas de Luz (RLU). Los resultados se obtienen en menos de 15 s. El uso correcto del instrumento se ilustra en la Figura 13.9.
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Figura 13.9 Manipulación del UniLite NG

Fuente: CATLAB

M. Determinación de cenizas sulfatadas

El siguiente es un método para la determinación de cenizas sulfatadas en el concentrado de vitamina E [87]

M.1 Objetivo y campo de aplicación

El método para la determinación de cenizas sulfatadas es aplicable a cualquier alimento o producto de base orgánica.

M.2 Principio

Las cenizas de un alimento son, en término analítico, equivalentes al residuo inorgánico que queda después de quemar la materia orgánica. Las cenizas totales se determinan por ignición. 

Para determinar las cenizas sulfatadas, al residuo obtenido de la ignición, se le agrega ácido sulfúrico y se calienta nuevamente. El sulfatado reduce las pérdidas por volatilización y favorece la consecución de una combustión completa. En el proceso se transforman las sustancias fusibles y volátiles en sulfatos más fijos, y por consiguiente, da lugar a una mayor uniformidad en la composición de las cenizas con valores que dependen en menor grado de la temperatura de calcinación.

M.3 Equipos y materiales necesarios

· Mufla

·  Cápsula de cuarzo de fondo plano de 7 cm de diámetro

· Mechero Bunsen

· Desecador con placa de porcelana o metálica perforada, conteniendo un agente deshidratante, como anhídrido fosfórico o silicagel.

· Balanza analítica con precisión 0.1 mg

M.4 Reactivos

· Ácido sulfúrico

M.5 Procedimiento

Calentar una cápsula limpia de cuarzo de fondo plano en la llama de un mechero Bunsen durante un minuto, pasar a un desecador y esperar a que alcance temperatura ambiente, luego pesarla.

En la cápsula pesar la cantidad de producto adecuado (5 g) y calentar suavemente en el mechero Bunsen bajo la campana hasta que la masa carbonizada esté en condiciones de pasarla a la mufla. Continuar calentando hasta quemar todo el carbono a 500ºC. Pasar la cápsula con las cenizas a un desecador y esperar que alcance temperatura ambiente. Humedecer las cenizas con ácido sulfúrico concentrado y calcinar de nuevo en la mufla suavemente, completando después el calentamiento a 800ºC.

Finalmente, pesar el contenido de la cápusla.

M.6 Expresión de los resultados

Calcular alas cenizas sulfatadas como porcentaje de la muestra inicial, mediante el uso de la siguiente fórmula
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Donde

P = peso de la muestra antes de la calcinación, g

P1 = peso de las cenizas luego de la calcinación, g

N. Determinación de agua en la Vitamina E

El siguiente es un método para la determinación de agua en el concentrado de Vitamina E al 30% [87]

N.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo del método es cuantificar el contenido de agua del concentrado de Vitamina E, y es aplicable para cualquier producto que contenga cantidades de agua por debajo del 0.1%.

N.2 Principio

En el método de Kart Fischer se aplica una reacción debida a Bunsen y representada por:
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Fischer utilizó metanol para disolver el yodo y el dióxido de azufre y añadió piridina al reactivo. Se han sugerido otros líquidos, pero el metanol es el más utilizado para la extracción del agua de la muestra. La reacción se puede representar así:
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En la práctica, la ecuación no es exactamente estequiométrica y el reactivo Fischer debe normalizarse frente a un peso conocido de agua.

Para la determinación, el agua de la muestra se extrae con metanol exento de humedad y se valora con el reactivo Fischer. El punto final se puede determinar visualmente por el color marrón producido por un exceso de yodo o electrométricamente. El aparato de Tatlock Ltd (BTL) emplea este último procedimiento.

Debido a la sensibilidad del método y de los reactivos, debe prestarse especial atención a los aspectos siguientes:

· La humedad atmosférica debe excluirse del reactivo Fischer y del disolvente de extracción.

· Los tubos de secado del aparato se rellenarán con un agente desecante eficaz.

· Si el agua de la muestra se ha de extraer por calentamiento a reflujo, el líquido no se debe someter más que a una calefacción suave.

N.3 Equipos y materiales necesarios

En la Figura 13.10 se presenta un esquema del aparato de Karl Fischer para la determinación electrométrica de  la humedad.
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Figura 13.10 Aparato Karl Fischer 

Fuente: Pearson

A y B, buretas de 25 ml; C, vaso recipiente de valoración; D, electrodo doble de platino; E, llave de control vacío; F, frascos de reactivos; G, embudos para rellenado de los frascos; H, tubos desecadores grandes; J, tubos desecadores pequeños; K, indicador de punto final; L, tobera de vacío; M, agitador magnético; N, control de la velocidad de agitación; P, conexiones del electrodo; Q, varilla agitadora; R, tobera para nitrógeno seco.
N.4 Reactivos 

· Reactivo Karl Fischer: disolver 63 g de yodo en 110 ml de piridina anhidra e introducir la disolución en una mezcla frigorífica. Pasar lentamente dióxido de azufre agitando continuamente hasta que el peso aumente en 32 g. Dejar la mezcla en reposo durante 30 min y a continuación diluir a 500 ml con metanol anhidro (1 ml de disolución equivale a 5 mg de agua). El reactivo debe normalizarse diariamente. La adición de ioduro de piridinio ayuda a estabilizar el reactivo.

· Disolución normalizada de agua-metanol: preparar una disolución conteniendo 5 mg de agua por ml de metanol anhidro.

N.5 Procedimiento

N.5.1 Llenado de buretas

Se gira el aparato hasta poner de frente su parte posterior. Se comprueba el color de la silicagel en los tubos. Se cargan los frascos con disolución normalizada de metanol-agua con reactivo Karl Fischer (mirando hacia atrás del aparato a los lados izquierdo y derecho, respectivamente).

Se gira de nuevo el paso, de manera que la bureta del reactivo KF quede a la izquierda. Se conecta el tubo de unión de vacío del lado derecho a una bomba, se gira la llave de paso hasta la posición “llenar”, se aplica succión y se llenan las buretas a través de sus llaves.

Se deja que los niveles en las buretas sobrepasen las marcas de cero, se gira la llave de paso a la posición “vertido” y se enrasan las buretas a cero.

N.5.2 Normalización del reactivo Karl Fischer

Se secan el vaso de valoración, el agitador y el electrodo empleando acetona y una corriente de aire. Se llenan las dos buretas, se ajustan a cero y  se conectan a la red eléctrica. Se colocan en posición el vaso  conteniendo un agitador y se pasa una corriente lenta de nitrógeno a través del tubo de entrada de la izquierda. Se añaden al recipiente de valoración 20 ml de la disolución normalizada de agua-metanol desde la bureta correspondiente. La escala deberá indicar “exceso de agua” (suponiendo que los electrodos estén en contacto con el liquido).

Se conecta el agitador magnético y se añaden porciones de 1 ml de reactivo KF a intervalos de 2 segundos. Se continúa la adición de reactivo hasta que se obtiene un color permanente de yodo (k ml). La aguja deberá indicar “exceso Fischer”. Después se valora por retroceso este exceso con la disolución normalizada de agua-metanol, añadiendo una gota por segundo hasta que el indicador vuelve a la posición “exceso de agua”. Se anota el volumen total añadido de disolución normalizada de agua-metanol (w ml). Se corta el paso de nitrógeno y se limpian y secan dos veces el vaso y el agitador.

Suponiendo que la solución normalizada agua-metanol contiene exactamente 5 mg de agua por ml de metanol, 1 ml de reactivo KF equivale a 5w/k mg de agua.

N.5.3 Determinación de la humedad en muestras 

Pesar exactamente y con rapidez en el vaso de valoración una cantidad conveniente (equivalente a unos 20 ml de reactivo KF) de muestra, evitando la captación de humedad al ambiente. Añadir 10 ml de metanol anhidro y poner al vaso de valoración un refrigerante de aire largo y seco. Calentar el vaso mediante una manta calefactora hasta ebullición del liquido y mantener durante 15 min. Colocar el vaso conteniendo el extracto en el aparato, pasar nitrógeno  a través de él y valorar con el reactivo KF, y por retroceso con disolución normalizada de agua-metanol. 

Efectuar una determinación en blanco empleando 10 ml de metanol.

N.6 Expresión de los resultados

El contenido de humedad de la vitamina E se expresa como porcentaje en base a la muestra inicial.

O. Estimación de elementos traza 

En general las etapas seguidas en la estimación son:

· Destrucción  de la materia orgánica por calcinación y disolución de los elementos inorgánicos en medio ácido

· Separación o enmascaramiento de las sustancias que interfieren 

· Determinación del elemento que interesa.

Cuando se determinan elementos trazas hay que poner especial cuidado en la limpieza de todos los aparatos, usar reactivos del grado más puro y llevar a cabo determinaciones en blanco [87].

Se detallarán los métodos para la determinación de As, Cu y Fe, Pb y Hg. Los procedimientos que se describen a continuación para la destrucción de la materia orgánica son comunes para todos los métodos. 

P. Destrucción de la materia orgánica por calcinación

P.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo de este método es la destrucción de la materia orgánica  de una muestra a fin de prepararla para la posterior determinación de elementos traza. El método es aplicable a productos alimenticios sólidos, líquidos y semilíquidos [87]. 

P.2 Principio

La materia orgánica presente en la muestra se destruye por calcinación a una temperatura no superior a 450 ºC, ya que  por encima de ésta puede haber pérdidas apreciables de algunos elementos por volatilización.

P.3 Equipos y materiales necesarios

· Cápsula de sílice

· Mechero Bunsen

· Tela de amianto y trípode

· Balanza analítica con precisión 0,1 mg

· Baño Maria

· Mufla

P.4 Reactivos

· HCl concentrado

· HNO3 concentrado

· Agua destilada

P.5 Procedimiento

Se toma una cápsula de sílice que no esté corroída y se limpia introduciéndola en una mezcla hirviente de HCl, HNO3 y agua. Se calienta la cápsula a la llama de un mechero, se enfría y se pesa en ella una cantidad de muestra que contenga de 2-5 g de materia sólida seca. 

La muestra se deseca a baño maría, luego se coloca la cápsula con la muestra sobre un trípode y se calienta suavemente bajo campana. Cuando no se desprendan más humos, se lleva la cápsula a un horno de mufla, donde se completa la calcinación a temperatura 450º C. 

Q. Destrucción de la materia orgánica por oxidación húmeda

Q.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo de este método es la destrucción de la materia orgánica  de una muestra a fin de prepararla para la posterior determinación de elementos traza. El método es aplicable a productos alimenticios sólidos y semilíquidos [87].

Q.2 Principio

La materia orgánica presente en la muestra se destruye por oxidación húmeda mediante el empleo de un oxidante fuerte y calor.

Q.3 Equipos y materiales necesarios

· Balanza analítica con precisión 0.1 mg

· Matraz Kjeldahl de 250 ml

· Manta calefactora para matraz Kjeldahl

Q.4 Reactivos

· Ácido nítrico concentrado

· Agua destilada

· Ácido sulfúrico concentrado

· Solución saturada de oxalato de amonio

Q.5 Procedimiento 

Se pesa una muestra tal que contenga 2-5 g de materia sólida. Se introduce en un matraz Kjeldahl y se digiere con 20 ml de HNO3 concentrado y 10 ml de agua. Se hierve la mezcla durante 10 min, se enfría y se adicionan 10 ml de ácido sulfúrico concentrado. Se vuelve a hervir y cuando el líquido comienza a ennegrecer, inmediatamente se agrega HNO3 concentrado
. 

Se prosiguen el calentamiento y las adiciones inmediatas de HNO3 en pequeñas cantidades hasta que el líquido no se oscurezca. Se continúa el calentamiento durante un considerable período de tiempo, hasta que se formen humos blancos. Se enfría la solución, se le añaden 5-10 ml de solución saturada de oxalato amónico
 y se vuelve a hervir hasta que, de nuevo, se produzca abundantes humos blancos. Se enfría la disolución resultante y se diluye con agua a 50 ml.

R. Determinación de arsénico

R.1 Objetivo y campo de aplicación 

El siguiente método para la determinación de As es aplicable a aquellos alimentos que posean este metal en cantidades traza. La muestra debe ser previamente tratada por oxidación húmeda para la destrucción de la materia orgánica presente en la misma [87].

R.2 Principio

La disolución resultante de la oxidación húmeda de la muestra se trata en un matraz adecuado con yoduro de potasio y cloruro de estaño para llevar todo el As al estado trivalente. Se añade Zn para que el hidrógeno liberado forme arsina, la cual se hace borbotear a través de una disolución de dietilditiocarbamato de plata en piridina formándose una coloración clavel que se mide espectrométricamente a 540 nm.

R.3 Equipos y materiales necesarios

En la Figura 13.11 puede verse el aparato adecuado. Consta de un matraz cónico (A), con un tubo de conexión (B), relleno de lana de acetato de plomo para retener el sulfato de hidrógeno que pueda producirse. El tubo se conecta mediante una pinza al tubo de adsorción (C) que contiene el reactivo de carbamato.
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Figura 13.11 Aparato para la determinación de As

Fuente: Pearson

Se requieren, además, los siguiente equipos

· Balanza analítica con presición 0.1 mg

· Erlenmeyer de 250 ml

· Matraces de 250 ml

· Espectrofotómetro de absorción UV-visible

· Varilla de vidrio

· Pipeta graduada de 25 ml

R.4 Reactivos

· Disolución de cloruro de estaño: 40 g de cloruro de estaño deshidratado disueltos en una mezcla de 25 ml agua y 75 ml de HCL concentrado.

· Dietilditiocarbamato de plata: solución al 0.5 % en piridina.

· Lana de acetato de plomo: fibra de algodón absorbente saturada de una disolución al 10 % de acetato de plomo trihidratado, escurrida y desecada al vacío. 

· Reserva de disolución Standard de As: 0.32 g de As2SO3 anhidro disueltos en 20 ml de disolución al 35 % de NaOH, se disuelven lentamente y agitando en 100 ml de agua, se añaden a continuación 10 ml de ácido sulfúrico concentrado y el todo se diluye a 1000 ml con agua (1 ml de la disolución final equivale a 0.1 mg As).

· Disolución Standard de As: inmediatamente antes de usar, diluir 5 ml de la disolución  anterior en agua hasta 500 ml (1 ml equivale a 1 μg de As).

· Solución de IK: al 15 % en agua

R.5 Procedimiento

Se toma una alícuota de 15 ml de la disolución resultante de la oxidación húmeda de la muestra. Se añaden 10 ml de HCl concentrado, 2 ml de disolución de IK al 15 % y 2 ml de disolución de cloruro de estaño. Se mezcla todo bien y se deja estar 15 min, durante este período se llena el tercio superior del tubo de conexión B con lana de acetato de plomo apretándola ligeramente y se conecta el matraz. 

Se ponen en el tubo de adsorción C, con ayuda de una pipeta 5 ml de la solución de dietilditiocarbamato de plata. Al cabo de 15 min se desconecta el matraz cónico, se añaden 5 g de granalla de Zn y se vuelve a conectar con rapidez. Se deja que la reacción prosiga durante 45 min y se desconecta el tubo de adsorción. Se agita suavemente para disolver cualquier sólido presente.

Se mide la densidad óptica en una celda de 1 cm contra agua a 540 nm. Se compara la lectura obtenida con la curva de calibrado, descontando el blanco.

R.5.1 Preparación de la curva de calibrado
En una serie de matraces cónicos de 100 ml (A) se añaden 0,2 , 4, 6, 8, 10 ml de la disolución Standard de As y se le añade agua suficiente para que en cada matraz haya 40 ml. Se añaden a cada uno 10 ml de HCl concentrado, 2 ml de disolución de IK al 15 % y 2 ml de disolución de cloruro de estaño y se procede como se describió anteriormente, haciendo borbotear el gas que se produce con Zn a través de 5 ml de reactivo.

Se traza una curva de calibrado relacionando la densidad óptica a 540 nm con los microgramos de As contenido en cada matraz. 

R.6 Expresión de los resultados

La cantidad de As se expresa en mg/kg (ppm) respecto de la muestra inicial, y se calcula mediante la siguiente fórmula.
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Donde

P1 = peso de As determinado mediante la curva de calibrado, μg

P = peso inicial de la muestra de vitamina E, g

S. Determinación de cobre

S.1 Objetivo y campo de aplicación

El siguiente método tiene como objetivo determinar cuantitativamente el Cu presente en alimentos y es aplicable a muestras sólidas, líquidas y semilíquidas [87].

S.2 Principio 

Se añaden citrato y EDTA a la disolución de cobre, la cual se ajusta a pH 8.5. La disolución se agita con una disolución de diteilditiocarbamato de dietilamonio con tetracloruro de carbono. El complejo de cobre formado de color amarillo parduzco pasa de la capa acuosa a la de tetracloruro de carbono, cuya densidad óptica se mide a 430 nm. 

S.3 Equipos y materiales necesarios

· Balanza analítica de precisión 0.1 mg

· Manta calefactora

· Embudo de vidrio de caña larga

· Espectrofotómetro de absorción UV-visible

S.4 Reactivos 

· Ácido de extracción: 20 ml de HCl concentrado, 10 ml de HNO3 concentrado y 30 ml de agua.

· Amoníaco 6 N

· Disolución de diteilditiocarbamato de dietilamonio: 0.1 % en tetracloruro de carbono

· Disolución citrato-EDTA: 20 g de citrato amónico y 5 g de etilendiamonio-tetracetato disódico en agua hasta 10 ml de solución.

· Azul de timol: 0.1 g de azul de timol disueltos en una mezcla caliente de 4.3 ml de NaOH 0.05 N y 5 ml de etanol al 90% v/v. Todo ello diluído a 250 ml con etanol al 20% v/v.

· Cobre patrón (solución reserva): 0.393 g de CuSO 5H2O por litro de ácido sulfúrico 2 N (1 ml de solución equivale a 100 μg de Cu)

· Cobre patrón (solución de trabajo): 10 ml de la solución anterior se llevan a 500 ml con ácido sulfúrico 2 N (1 ml equivale a 2 μg de Cu)

S.5 Procedimiento 

Se calcina una cantidad adecuada de muestra mediante el método P. Las cenizas se hierven suavemente con 10 ml de ácido de extracción agitando continuamente y la mezcla se lava en un embudo separador con agua (filtrando si es necesario) de modo que el volumen final sea de 25 ml. Se añaden 10 ml de solución citrato-EDTA, 5 gotas de azul de timol y luego amoníaco 6 N hasta que el color de la solución es verde o verde azulado, enfriando finalmente.

Se añaden 15 ml de solución de diteilditiocarbamato de dietilamonio y se agita vigorosamente la mezcla durante 2 min. Se pone un trozo de algodón en la parte superior de la caña del embudo separador y se deja pasar el filtrado a una célula espectrofotométrica de 1 cm. Finalmente, se mide la densidad óptica inmediatamente (para evitar debilitaciones) a 436 nm contra el blanco. Se compara la lectura obtenida con la curva de calibrado, descontando el blanco.

S.5.1 Preparación de la grafica de calibrado

En una serie de embudos separadores colocar volúmenes de 10 ml de citrato-EDTA y las cantidades de solución de trabajo patrón y de sulfúrico 2 N dadas en la Tabla 13.14.

Se agita vigorosamente cada una con 15 ml de disolución diteilditiocarbamato de dietilamonio del modo descrito antes y se traza la curva de calibrado relacionando la densidad óptica a 436 nm con los μg de Cu.

Tabla 13.14 Mezclas a usar para trazar la curva de calibrado

	Solución de trabajo de Cu patrón, ml
	0
	1
	2.5
	5
	10
	15
	20
	25

	Solución de ácido sulfúrico 2 N
	25
	24
	22.5
	20
	15
	10
	5
	0


Fuente: Pearson

S.6 Expresión de los resultados

Se calcula la cantidad de Cu presente en la muestra por referencia a la gráfica de calibrado, y se expresa en ppm (mg/kg) de acuerdo a la siguiente fórmula:
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Donde

P1 = peso de Cu determinado mediante la curva de calibrado, μg

P = peso inicial de la muestra de vitamina E, g

T. Determinación de hierro

T.1 Objetivo y campo de aplicación

El siguiente método tiene como objetivo determinar cuantitativamente el Fe presente en alimentos y es aplicable a muestras sólidas, líquidas y semilíquidas [87].

T.2 Principio 

Se disuelven las cenizas con ácido y se agregan la solución tampón, la solución de hidroquinona y la solución de 2,2-dipiridilo. Se mide la densidad óptica de la solución formada a 520 nm. 

T.3 Equipos y materiales necesarios

· Vidrio de reloj

· Baño maría

· Varilla de vidrio

· Matraz aforado de 100 ml

· Embudo de vidrio, papel de filtro

· Pipeta de 10 ml 

· Espectrofotómetro de absorción UV-visible

T.4 Reactivos 

· Tampón de acetato: 16.6 g de acetato sódico anhidro (desecado a 100ºC) disueltos en agua, adicionados de 24 ml de ácido acético glacial y diluida la mezcla con agua a 200 ml.

· Solución de hidroquinona: 2.5 g de hidroquinona disueltos en agua, adicionar 0.5 ml de HCl concentrado y la mezcla diluida a 100 ml con agua

· Solución de 2,2-dipiridilo: al 0.1% en agua

· Solución patrón de hierro: 3.512 g de Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O disueltos en agua, adicionados de 2 gotas de HCl 5 N y la mezcla diluida con agua a 500 ml. Para usarla se toman 10 ml de esta solución y se diluyen a 1 litro (1 ml de la solución resultante equivale a 0.01 mg de Fe).

T.5 Procedimiento 

Se calcina la muestra de acuerdo al método descrito en P. Se añaden 2 ml de HCl concentrado a las cenizas obtenidas dentro de la cápsula de sílice, se cubre la misma con un vidrio de reloj y se pone a baño maría durante 30 min.  Se pasa el producto con ayuda de una varilla a un matraz aforado de 100 ml, así como cualquier gota condensada en el vidrio, mediante pequeñas cantidades de agua. Se enrasa, se homogeneiza bien y se filtra. 

Se toman 10 ml del filtrado, se ponen en un tubo de ebullición y se les añaden 3 ml de solución tampón, 2 ml de la solución de hidroquinona y 2 ml de la solución de 2,2-dipiridilo. Se mezcla bien todo y se mide la densidad óptica en una célula de 1 cm a 520 nm frente a agua. Se hace un blanco y se comparan las lecturas con la curva de calibrado.

T.5.1 Preparación de la curva de calibrado

A una serie de tubos de ebullición se añaden 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3 y 4 ml de la solución patrón de hierro diluida. Se diluye cada uno a 10 ml exactos y se añaden los reactivos correspondientes, al igual que se explicó para el tratamiento de la muestra.

Se traza la curva de calibrado relacionando la densidad óptica a 520 nm con los μg de Fe contenidos en cada tubo.

T.6 Expresión de los resultados

Se calcula la cantidad de Fe presente en la muestra por referencia a la gráfica de calibrado, y se expresa en ppm (mg/kg) de acuerdo a la siguiente fórmula:
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Donde

P1 = peso de Fe determinado mediante la curva de calibrado, μg

P = peso inicial de la muestra de vitamina E, g

U. Determinación de plomo

U.1 Objetivo y campo de aplicación

El siguiente método tiene como objetivo determinar cuantitativamente el Pb presente en alimentos y es aplicable a muestras sólidas, líquidas y semilíquidas [87].

U.2 Principio 

El plomo existente en las cenizas se disuelve con ácido nítrico. El hierro presente en la muestra se pasa a tiocianato y se extrae con una mezcla de éter-alcohol amílico. Se alcaliniza la solución y se añade sulfuro sódico, con lo que se forma una suspensión coloidal parda de sulfuro de plomo cuyo color se confronta con el de un Nesslerizador. La coloración debida al cobre se enmascara añadiendo cianuro. 

U.3 Equipos y materiales necesarios

· Pipeta graduada de 10 y 20 ml

· Baño maría

· Varilla de vidrio

· Embudo de decantación

· Probeta de 100 ml

· Nesslerizador, tubos de Nessler

U.4 Reactivos 

· Disolución concentrada de citrato de amonio: se disuelven 200 g de ácido cítrico en agua y se vierten poco a poco y agitando sobre unos 170 ml de disolución de amoníaco concentrado hasta obtener una solución levemente alcalina. Esta solución, fría, se transfiere a un embudo de decantación donde se agita sucesivamente con volúmenes de 10 ml de cloroformo conteniendo 0.03% de difeniltiocarbazona hasta que la capa inferior se mantenga de color verde. Seguidamente se lava la solución acuosa con cloroformo en porciones de 15 ml hasta que el cloroformo no se colorea y finalmente se diluye la solución acuosa con agua hasta 500 ml.

· Solución diluida de  citrato de amonio: se diluyen con agua 110 ml de la solución anterior hasta 500 ml.

· Amoníaco diluido: se mezclan 10 ml de solución de amoníaco concentrado con 200 ml de agua

· Mezcla EAA: se mezclan volúmenes iguales de éter y alcohol amílico. Esta solución debe prepararse momentos antes de ser utilizada.

· Ácido nítrico concentrado

· Amoníaco concentrado, de peso específico 0.880

· Cianuro de potasio al 10% p/p

U.5 Procedimiento 

A las cenizas obtenidas por calcinación, se le agregan 3 ml de ácido nítrico concentrado y se deja evaporar a sequedad en un baño maría. Se añaden otros 3 ml de ácido nítrico, se agita bien a la vez que se tiene en baño maría durante 2 min, se añaden 17 ml de agua y se vuelve a agitar y calentar durante 1 min más. La mezcla se filtra en un embudo de decantación (A) y se lavan el vaso y el papel de filtro con 10 ml de agua. Se deja enfriar y se añaden 20 ml de EAA, se agita, se agrega 5 ml de tiocianato de amonio a saturación y se agita de nuevo vigorosamente. 

Se deja en reposo y se pasa la capa acuosa inferior a otro embudo (B). La capa de EAA que resta en A, se agita con 10 ml de agua, los cuales una vez decantados se vierten en B. El líquido acuoso reunido en B se agita con volúmenes de 10 ml de EAA hasta que la capa superior no se colorea a rosa (la capa superior se pasa cada vez a embudos limpios lavados con agua destilada). La capa acuosa lavada se vierte en una probeta de 100 ml, y se añaden, sucesivamente, 5 ml de acetato de amonio al 20%, 5 ml de citrato de amonio diluido, 2 ml de KCN al 10% y 10 ml de amoníaco diluido.

La mezcla se diluye a 90 ml con agua y se agita. Si se aprecia turbidez, se agrega citrato de amonio hasta obtener una solución clara y se diluye luego a 100 ml con agua.

Se dividen los 100 ml en dos partes iguales que se colocan en sendos tubos de Nessler y se coloca uno de ellos en el compartimiento izquierdo del Nesslerizador. Al otro se le agregan tres gotas de solución de sulfuro sódico al 10% y se coloca en el compartimiento derecho. Se compara la coloración debida al plomo correspondiente a ala mitad de la muestra tomada originalmente frente al disco apropiado (10 γ equivale a 0.01 mg de Pb)

U.6 Expresión de los resultados

La concentración de Pb en la muestra se expresa en ppm. A continuación se presenta un ejemplo de cálculo, para una muestra tomada de 10 g
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Donde los 5 g surgen luego de dividir la muestra en dos.

V. Determinación de mercurio

V.1 Objetivo y campo de aplicación

El siguiente método tiene como objetivo determinar cuantitativamente el Hg presente en alimentos y es aplicable a muestras sólidas, líquidas y semilíquidas [87].

V.2 Principio 

Se destruye la materia orgánica por medio de oxidación húmeda. La solución ácida obtenida se reduce con clorhidrato de hidroxilamina a fin de destruir los óxidos de nitrógeno y se extrae el mercurio con ditizona. El mercurio se reincorpora a la fase acuosa oxidando los extractos con ácido nítrico.

En caso de existir más de 60 μg de cobre, se agrega cloroformo y los óxidos de nitrógeno restantes se eliminan con urea. Después de adicionar EDTA para impedir la reacción de cobre con la ditizona, se extrae el mercurio en varias etapas con ditizona disuelta en tetracloruro de carbono. El mercurio se determina a 485 nm sobre los extractos diluidos combinados. En presencia de cantidades mayores a 60 μg de cobre, se utiliza cloroformo en lugar de tetracloruro de carbono como disolvente de la ditizona, y la medida se efectúa a 492 nm.

V.3 Equipos y materiales necesarios

· Embudos de decantación de 150 y 1000 ml

· Embudo de vidrio, lana de vidrio

· Bureta de 10 ml

· Manta calefactora eléctrica

· Espectrofotómetro de absorción UV-visible

· Varilla de vidrio

· Pipeta de vidrio de 10 ml, 1 ml, 5 ml

· Erlenmeyer de 250 y 500 ml

V.4 Reactivos 

· Clorhidrato de hidroxilamina: se agita en un embudo de decantación una solución acuosa de hidroxilamina al 20% p/v con unos pocos ml de solución de reserva de ditizona. Se dejan separar las capas y se desecha la capa orgánica. Se repite la extracción hasta que la capa orgánica presenta únicamente el color de la disolución acuosa de ditizona pura. Finalmente se extrae la solución acuosa sucesivamente con pequeñas cantidades de cloroformo, hasta que los extractos sean incoloros. Se desechan los extractos.

· Solución de reserva de ditizona: se prepara al 0.05% p/v en cloroformo.

· Solución diluida de ditizona: se disuelven 2 ml de solución de reserva con cloroformo hasta 100 ml.

· Ácido clorhídrico 0.1 N

· Nitrito de sodio: se prepara una solución  acuosa al 5% p/v

· Urea: se prepara una solución acuosa al 10% p/v.

· EDTA: se disuelven 2.5 g de EDTA (sal disódica dihidratada) en 100 ml de agua

· Solución de reserva normalizada de mercurio: se disuelven 0.1354 g de cloruro de mercurio en 1 l de HCl 0.1 N

· Solución diluida de reserva de mercurio normalizada: se diluyen 10 ml de la solución de reserva a 1 l con HCl 0.1 N (1 ml de solución equivale a 1 μg de mercurio)

V.5 Procedimiento 

Se debe llevar a cabo un blanco al mismo tiempo que se realiza la determinación en la muestra original. Se toma una alícuota de 1 ml de la solución ácida obtenida de la oxidación húmeda de la muestra y se valora con NaOH para determinar su normalidad. Conocido este dato se diluye la solución con agua hasta alcanzar una acidez 1 N. Después se calienta hasta ebullición, aparta la fuente de calor y se añade rápidamente y agitando solución de hidroxilamina en cantidad aproximadamente igual a la décima parte del volumen total y, finalmente, se enfría.

Se transfiere la solución a un embudo de decantación de 1 l y se extrae cualquier grasa presente por agitación con tetracloruro de carbono. A continuación se añaden 10 ml de la solución diluida de ditizona, se agita durante 1 min, se deja decantar y se vierte la capa inferior más densa a un embudo de decantación de 150 ml. Se continúa la extracción con cantidades de 1 ml de la solución de ditizona hasta que el color verde persiste en dos extracciones consecutivas. Se reúnen los extractos en el embudo de decantación de 150 ml, se añaden 10 ml de HCl 0.1 N y 1 ml de solución de nitrito de sodio, se agita vigorosamente durante 1 min, y después de separarse las capas se tira la capa inferior. Se añade 1 ml de solución de clorhidrato de hidroxilamina, se deja estar durante 15 min agitando de ez en cuando y, al cabo de ellos, se añaden 1 ml de solución de urea y 1 ml de solución de EDTA.

Con una bureta se añaden 0.5 ml de la solución diluida de ditizona.  Se agita vigorosamente el embudo durante 10 s, se vierte la capa inferior en un nuevo embudo conteniendo 5 ml de ácido acético 4 N y se repite la operación hasta que la capa separada es de color naranja verdoso. Seguidamente se amplía el tiempo de agitación a 30 s y se reducen las adiciones de solución de ditizona a los extractos, hasta que la capa orgánica tiene un color grisáceo, lo que indica que se ha extraído completamente el mercurio y que el extracto contiene un exceso de ditizona.

Se anote el volumen de ditizona. Mediante otra bureta de 10 ml se añade suficiente tetracloruro de carbono o cloroformo para ajustar el volumen del extracto a 4 ml. Se  mezcla bien, se seca el vástago del embudo, se vierte la capa inferior más densa (filtrándola a través de un pequeño tapón de lana de vidrio colocado en un embudito de vidrio) en una célula de 1 cm y se mide la densidad óptica a 485 o 492 nm frente al blanco colocado en la cubeta de referencia. Se compara la lectura obtenida con la gráfica de calibrado obteniendo así la concentración  de mercurio en la muestra.

V.5.1 Preparación de la gráfica de calibrado

En una serie de embudo de decantación se vierten alícuotas de la solución diluida Standard de mercurio cubriendo un rango de 0 a 10 μg de mercurio y se diluye cada una a 10 ml con HCl 0.1 N. Cada embudo se trata de la manera siguiente: se añaden 1 ml de solución de nitrito de sodio y 1 ml de solución de clorhidrato de hidroxilamina, se homogeneiza, se deja reposar durante 15 min y se añaden 1 ml de la solución de urea y 1 ml de la solución de EDTA. A continuación se efectúan la extracción y la medida como para la muestra empleando las mismas cantidades de ditizona. Se traza la curva de calibrado relacionando la densidad óptica a 485 nm con el número de μg de Hg de cada embudo.

V.6 Expresión de los resultados

Se calcula la cantidad de Hg presente en la muestra por referencia a la gráfica de calibrado, y se expresa en ppm (mg/kg) de acuerdo a la siguiente fórmula:
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Donde

P1 = peso de Hg determinado mediante la curva de calibrado, μg

P = peso inicial de la muestra de vitamina E, g

W. Preparación de materiales para ensayos de microbiología

W.1 Esterilización

En la práctica microbiológica es necesario tener todo el material experimental exento de microorganismos vivos, de forma tal que al sembrar un microorganismo determinado en un cierto medio de cultivo, las manifestaciones de vida que se evidencien podemos asignarlas con seguridad a dicho microorganismo y no a una mezcla de varios, puesto que los gérmenes pululan en todos los ambientes y en todos los objetos y sustancias [83].

W.1.1 Flameado

Es el método de esterilización por calor seco directo y se utiliza para esterilizar materiales como ansas, agujas, pipetas, espátulas, bocas de erlenmeyer, etc.

Consiste en someter a la acción directa de la llama de un mechero, los utensilios a utilizar, durante unos pocos segundos, cuidando que no se  deterioren [83].

W.1.2 Vapor saturado a presión

Este método es el ideal para la esterilización de los medios de cultivo. Se requiere de un autoclave, aparato que permite elevar la presión del vapor hasta 2 atm sobre la normal, lo cual equivale a temperatura de saturación del agua de 135 ºC.

Al cerrar el autoclave, los bulones se deben ajustar en cruz, dejando la espita abierta. Encendido el mechero, se purga el aire para evitar una falta indicación manométrica de la presión de vapor (Ley de Dalton). Para comprobar la eliminación del aire, se hace burbujear el escape de vapor en un vaso con agua, observando si hay burbujas de aire. El tiempo de esterilización se computa desde que se alcanza la presión de vapor deseada [83].

W.1.3 Calor directo

El empleo de calor directo para esterilizar consiste en someter al material durante un largo período de tiempo (3h) a altas temperaturas (160ºC). Este método se emplea para esterilizar el material de vidrio (cajas de Petri, pipetas, etc).

Los materiales deben envolverse bien en papel de aluminio antes de llevarlos a la estufa. Cumplido el tiempo de esterilización, se abre la estufa y se deja enfriar el material esterilizado dentro de ella. Luego se guardan cuidando que no se desgarre la envoltura protectora [83]. 

W.2 Preparación del medio de cultivo

Pesar 5.5 g de agar nutritivo (PCA), colocarlo en un erlenmeyer de 200 ml y enrasar con agua. Calentar hasta ebullición para lograr la correcta disolución del agar. Cubrir los erlenmeyer con tapones de algodón y sobre ellos colocar una capucha de papel de aluminio, de modo de proteger al algodón del humedecimiento  por acción del vapor durante la esterilización [83].

Los tapones de algodón deben ser cuidadosamente confeccionados y deben ajustarse adecuadamente al cuello del erlenmeyer. Para su confección se toma una capa de algodón a la que, plegándole los bordes, se la da forma rectangular. Luego se enrolla sobre si misma de manera de obtener un cilindro lo más homogéneo posible, sin bordes sobrantes. El proceso de confección se esquematiza en la Figura 13.12
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Figura 13.12 Método de confección de tapones de algodón

Fuente: Nicolau

W.3 Siembra con pipeta

Tomar la pipeta y quitarle la envoltura exterior, tomándola luego entre los dedos pulgar y mayor, dejando libre el índice para obturar el orificio superior. Flamear la pipeta. Tomar con la otra mano el recipiente desde el cual se realizará la transferencia, flameando la boca del mismo. Se introduce en el recipiente la pipeta y con suave succión  se toma la porción de líquido.

Quitar la cubierta de papel de la caja de Petri, cuidando que no se destapen. Se procederá luego a su preparación, vertiendo en su interior el medio de cultivo abriéndolas lo estrictamente necesario y con cuidado para evitar contaminaciones [83]. 

Para distribuir la muestra en la caja de Petri, alzar e inclinar la capa lo suficiente como para que pueda la pipeta, evitando en lo posible la entrada de aire exterior que contaminaría el medio, de acuerdo a lo indicado en la Figura 13.13
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Figura 13.13 Manipulación de la caja de Petri

Fuente: Nicolau
X. Aerobios totales

X.1 Objetivo y campo de aplicación

El objetivo del método de recuento en placa es cuantificar la presencia de microorganismos mesófilos. Mediante éste método se determina el número de microorganismos vivas o viables, y es aplicable a cualquier tipo de alimentos o productos cuyas muestras hayan sido tratadas adecuadamente [83].

V.2 Principio

El recuento total de mesófilos expresa el número de UFC (unidades formadoras de colonias) por g o ml del alimento, obtenido en determinadas condiciones de cultivo en medio sólido incubado en aerobiosis. Las condiciones establecidas para este recuento en placa son las de utilizar un medio de cultivo de composición perfectamente conocida, denominado “Agar para recuento en placas” (PCA) y una incubación de 48 h a 32 ºC.

El recuento en placa es muy sensible ya que es capaz de detectar con certeza la presencia de un bajo número de células viables en un gran volumen de muestra.

X.3 Equipos y materiales necesarios

· Autoclave

· Pipeta graduada de 1 , 10 y 15 ml

· Caja de Petri

· Erlenmeyer de 250 y  500 ml

· Papel de aluminio

· Estufa de incubación 

· Mechero Bunsen

· Contador de colonias

X.4 Reactivos

· Agar para recuento en placas: 

· Agua de peptona al 10% p/p

X.5 Procedimiento 

Con el material a sembrar se preparan diluciones decimales sucesivas utilizando agua de peptona al 0.1 % como diluyente. Se colocan 1 ml de cada dilución en sendas cápsulas de Petri estériles y se agregan 10-15 ml de PCA templado a 44-46 ºC. Mezclar las muestras por rotación e inclinación de las cápsulas.

Incubar las cajas de Petri aeróbicamente (sin taparlas) en una estufa a 32ºC durante 48 h. Realizar el recuento de células viables
 contando las colonias  que desarrollaron.

X.6 Expresión de los resultados

Expresar el resultado del recuento de colonias como UFC/ml. El valor obtenido del recuento debe multiplicarse por el factor de dilución sembrada.

Y. Hongos y levaduras

Y.1 Objetivo y campo de aplicación

Este método describe el procedimiento a seguir para cuantificar la presencia de mohos y levaduras en todo tipo de alimentos, previa preparación de las diluciones decimales correspondientes [81].

Y.2 Principio

Los medios de cultivo que contienen antibióticos antibacterianos apropiados, generalmente no inhiben el crecimiento de mohos y levaduras, pero suprimen la mayoría de las bacterias, incluso los tipos acidotolerantes que crecen en los medios de agar acidificados.

Y.3 Equipos y materiales necesarios

· Autoclave

· Pipeta graduada de 0.1,1 , 10 y 15 ml

· Caja de Petri

· Erlenmeyer de 250 y 500 ml

· Papel de aluminio

· Varilla de vidrio

· Estufa de incubación 

· Mechero Bunsen

· Contador de colonias

Y.4 Reactivos

· Medio de cultivo: ágar (12 g), glucosa (20g), extracto de levadura (5 g), agua destilada (900 ml)

· Solución de gentamicina de concentración 1 mg/ml

· Solución de oxitetraciclina de concentración 1 mg/ml

Y.4 Procedimiento

Y.4.1 Preparación del medio de cultivo

Macerar durante 15 min, comprobar el pH , y si es necesario, ajustarlo a 7. calentar hasta la ebullición para disolver completamente los ingredientes y esterilizar en autoclave. 

Enfriar hasta 50ºC y añadir asépticamente 100 ml de solución de oxitetraciclina y 50 ml de solución de gentamicina, ambas esterilizadas por filtración; distribuir en cantidades iguales en cajas de Petri y secarlas durante la noche a 37ºC en posición invertida con las tapas cerradas.

Y.4.2 Recuento de hongos

Transferir por duplicado alícuotas de 0.1 ml de una serie adecuada de diluciones decimales a la superficie de placas secas de medio de cultivo. Extender uniformemente sobre toda la superficie del ágar con ayuda de una varilla de vidrio

Incubar durante cinco días a 22 ºC con las placas de Petri invertidas. Sin embargo, transcurridos dos días, comprobar la formación prolífica de los micelios aéreos.

Después de los cinco días, contar el número de colonias de levaduras y mohos, si es posible en placas que contengan 20-200 colonias. Puede ser necesario comprobar microscópicamente algunas colonias para diferenciar las levaduras de las bacterias. Cunado los micelios aéreos amenazan oscurecer las lecturas posteriores, leer todas las placas en las que sea posible contar las colonias, transcurridos, por ejemplo, dos días.

Y.5 Expresión de los resultados

Calcular el número de UFC de levaduras y de mohos por 1 g o por 1 ml multiplicando la cifra media de cada tipo de colonias por diez veces el factor de dilución de la dilución contada.

Z. Relación tocotrienoles/tocoferoles

La determinación de la relación tocotrienoles/tocoferoles será llevada  a cabo por un laboratorio externo, y las muestras se enviarán mensualmente.

Z.1 Principio

Durante el aislamiento de los tocoferoles y tocotrienoles se producen ligeras pérdidas por se disuelve a temperatura ambiente en acetona, que contiene una pequeña cantidad de palmitato de ascorbilo como antioxidante. Los tocoferoles y tocotrienoles en solución se determinan por cromatografía en fase gas (previa sililación del grupo OH) o por HPLC (cromatografía líquida de alta presión). La Figura 13.15 muestra el perfil cromatográfico típico.
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Figura 13.14 Perfil cromatográfico de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC

Fuente: Belitz

1, α-tocoferol; 2, α-tocotrienol; 3, β-tocoferol; 4, γ-tocoferol; 5

β-tocotrienol; 6, γ-tocotrienol; 7, δ-tocoferol; 8, δ-tocotrienol

rendimiento del proceso

El rendimiento del proceso es la razón entre la cantidad de producto elaborado con respecto a la cantidad de materia prima necesaria para su elaboración diaria [62]. Se calcula el rendimiento absoluto y relativo de acuerdo a las siguientes fórmulas

Rendimiento absoluto
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Rendimiento relativo
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Para el proceso de producción, el rendimiento absoluto es de 0.03%, dado que se obtienen 54 kg diarios de concentrado de vitamina E a partir de 177 t de salvado de arroz. El rendimiento relativo es de 99.97 %.

Planilla de control de materia prima





Materia Prima: SALVADO DE ARROZ�
Fecha:      /     /�
�
Nº de lote asignado:�
Cantidad recibida:�
�
Proveedor:�
Presencia de roedores: SI  /  NO�
�
Silo de almacenaje:�
Cantidad de muestras tomadas:�
�
�
Firma Responsable Recepción:�
�



Informe de laboratorio





Característica�
Metodología


 utilizada�
Valor Especificado�
Valor obtenido�
�
Granulometría�
�
70% mayor a malla 120�
�
�
Porcentaje de aceite�
�
18-20%�
�
�
Porcentaje de humedad�
�
10-12%�
�
�
Contenido de Vitamina E�
�
98 mg/ 100 g�
�
�
Acidez grasa�
�
Hasta 1%�
�
�









Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�



Firma Técnico de Laboratorio











Planilla de control de materia prima





Materia Prima: ENVASES DE HOJALATA�
Fecha:      /     /�
�
Equipo: Remachadora�
Nº de lote:�
�
Frecuencia de inspección: 1 pieza cada 25�
Firma Téc. Laboratorio:�
�



Informe de inspección





Nº Muestra�
Inspección visual


remache�
Inspección mecánica


remache�
Espesor de pared


del cuerpo�
�
1�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�
4�
�
�
�
�
5�
�
�
�
�






Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�












Planilla de control de agua





Materia Producto: AGUA�
Fecha:      /     /�
�
Tanque Nº: �
�
�
Frecuencia de inspección: �
Firma Téc. Laboratorio:�
�






Característica�
Metodología


 utilizada�
Valor Especificado�
Valor obtenido�
�
Dureza�
�
0 mg/l de CO3Ca�
�
�
Alcalinidad total�
�
� EMBED Equation.3  ��� mg/l CO3=�
�
�
pH a 20ºC�
�
9.5 a 11�
�
�
Materia orgánica�
�
≤ 10 mg/l de MnO4K�
�
�
Oxigeno disuelto�
�
≤ 0,2 mg/l�
�
�
Aceites y grasas�
�
≤ 1 mg/l�
�
�
Sílice�
�
≤ 100 mg/l SiO2�
�
�
Sólidos en suspensión�
�
≤ 250 mg/l�
�
�
Fosfatos�
�
≤ 20 mg/l P2O5�
�
�






Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�












Planilla de control de procesos





Operación: Esterificación del destilado�
Fecha:      /     /�
�
Producto: DESTILADO ESTERIFICADO �
Valor de referencia: 0 ppm�
�
Característica a controlar: Conc de H2SO4�
�
�
Metodología utilizada:�
Firma Téc. Laboratorio:�
�









Nº de muestra�
Cantidad de muestra


de titulación�
Volumen de 


NaOH gastados�
Concentración de


H2SO4�
�
1�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�






Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�















Planilla de control de procesos





Operación: Destilación por arrastre con vapor�
Fecha:      /     /�
�
Producto: DESTILADO �
Firma Téc. Laboratorio:�
�



Índice de acidez





Nº de muestra�
Cantidad de muestra de ensayo�
Valor de referencia�
Valor obtenido�
�
1�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�
Metodología utilizada:�
�



Índice de peróxidos





Nº de muestra�
Cantidad de muestra de ensayo�
Valor de referencia�
Valor obtenido�
�
1�
�
Menor a 72 �
�
�
2�
�
Menor a 72�
�
�
3�
�
Menor a 72�
�
�
Metodología utilizada:�
�






Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�















Planilla de control de procesos





Operación: Extracción supercrítica�
Fecha:      /     /�
�
Producto: ACETIE DE SALVADO DE ARROZ�
Firma Téc. Laboratorio:�
�



Índice de peróxidos





Nº de muestra�
Cantidad de muestra de ensayo�
Valor de referencia�
Valor obtenido�
�
1�
�
Menor a 72�
�
�
2�
�
Menor a 72�
�
�
3�
�
Menor a 72�
�
�
Metodología utilizada:�
�



Materia insaponificable





Nº de muestra�
Cantidad de muestra de ensayo�
Valor de referencia�
Valor obtenido�
�
1�
�
180-188�
�
�
2�
�
180-188�
�
�
3�
�
180-188�
�
�
Metodología utilizada:�
�



	


Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�















Planilla de control de procesos





Operación: EXTRACCIÓN DEL ACEITE�
Fecha:      /     /�
�
�
Firma Operario:�
�






Nº de operación�
Temperatura 


extracción�
Tiempo 


extracción�
Presión 


extracción�
Presión separación�
Caudal de CO2�
�
�
80ºC�
2 h�
25 MPa�
6 MPa�
31.6 kg/s�
�
1�
�
�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�
�
�
4�
�
�
�
�
�
�
5�
�
�
�
�
�
�
6�
�
�
�
�
�
�
7�
�
�
�
�
�
�
8�
�
�
�
�
�
�
9�
�
�
�
�
�
�
























Planilla de control de procesos





Operación: DESTILACIÓN POR ARRASTRE CON VAPOR�
Fecha:      /     /�
�
�
Firma Operario:�
�






Nº de operación�
Temperatura 


destilación�
Tiempo 


destilación�
Presión 


extracción�
Caudal de vapor�
�
�
300ºC�
2 h�
5 mmHg�
31.6 kg/s�
�
1�
�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�
�
4�
�
�
�
�
�
5�
�
�
�
�
�
6�
�
�
�
�
�
7�
�
�
�
�
�
8�
�
�
�
�
�
9�
�
�
�
�
�
























Planilla de control de procesos





Operación: ESTERIFICACIÓN DEL DESTILADO�
Fecha:      /     /�
�
�
Firma Operario:�
�






Nº de


 operación�
Temperatura 


esterificación�
Tiempo 


esterificación�
Cantidad de H2SO4�
Cantidad  de etanol�
Tiempo separación�
�
�
65-70 ºC�
2 h�
2.9 kg�
46 kg�
8 h�
�
1�
�
�
�
�
�
�
2�
�
�
�
�
�
�
3�
�
�
�
�
�
�
4�
�
�
�
�
�
�
5�
�
�
�
�
�
�
6�
�
�
�
�
�
�
7�
�
�
�
�
�
�
8�
�
�
�
�
�
�
9�
�
�
�
�
�
�
























Planilla de control de procesos





Operación: FRACCIONAMIENTO DEL DESTILADO ESTERIFICADO�
Fecha:      /     /�
�
�
Firma Operario:�
�






Nº de operación�
Temperatura 


extracción�
Tiempo 


extracción�
Presión 


extracción�
Presión separación�
Caudal de CO2�
�
Primera etapa�
45 ºC�
2 h�
13.6 MPa �
6 Mpa�
0.35 kg/s�
�
Segunda etapa�
80 ºC�
2 h�
20.4 MPa�
6 Mpa�
0.35 kg/s�
�
1 A�
�
�
�
�
�
�
1 B�
�
�
�
�
�
�
2 A�
�
�
�
�
�
�
2 B�
�
�
�
�
�
�
3 A�
�
�
�
�
�
�
3 B�
�
�
�
�
�
�
4 A�
�
�
�
�
�
�
4 B�
�
�
�
�
�
�
5 A�
�
�
�
�
�
�
5 B�
�
�
�
�
�
�
























Planilla de control de Vitamina E





Producto: CONCENTRADO DE VITAMINA E�
Fecha:      /     /�
�
Nº de Lote: �
�
�
Cantidad de latas del lote:�
�
�



Informe de laboratorio


Característica�
Metodología


 utilizada�
Valor Especificado�
Valor obtenido�
�
Determinación de hierro y cobre�
�
Máx. 50 mg/kg�
�
�
Determinación de mercurio�
�
Máx. 1mg/kg�
�
�
Determinación de plomo�
�
Máx. 10 mg/kg�
�
�
Determinación de arsénico�
�
Máx. 3 mg/kg�
�
�
Contenido de agua�
�
Máx. 0.2%�
�
�
Determinación de cenizas sulfatadas�
�
Máx. 0.1%�
�
�
Recuento de aerobios totales�
�
Máx. 1000 ufc/ml�
�
�
Recuento de hongos y levaduras�
�
Máx. 100 ufc/ml�
�
�



Firma Técnico de Laboratorio:


Informe de producción


Característica�
Metodología


 utilizada�
Valor Especificado�
Valor obtenido�
�
Peso del producto envasado�
�
�
�
�
Estado del envase�
�
Sin signos de deterioro�
�
�



Firma Operario encargado del control:





Resolución�
Aprobado�
�
�
No Conforme�
�


















B & C S.A


Identificación de producto final y subproductos





Producto:





Nº Orden de producción:





Cantidad:





Fecha:     /    /   





Lote Nº:





Aguardando aprobación final








Aguardando aprobación final





B & C S.A.


Identificación de materiales en recepción





Fecha:     /    /   





Lote Nº:





Bultos:





Cantidad recibida:





Proveedor:





Materia Prima/Producto:














Lote Nº:





Fecha:     /    /   





B & C S.A


Identificación de productos en proceso





Aguardando aprobación final





Lote de salvado Nº:





Producto:





























Equipo�
Operación�
Cantidad �
Control operación �
Operario �
�
�
Secado�
�
�
�
�
�
Extracción �
�
�
�
�
�
Destilación �
�
�
�
�
�
Esterificación �
�
�
�
�
�
Fraccionamiento �
�
�
�
�









� Ver ilustración en pág. 434


� Como no se cuenta con una base para calcular el promedio de defectuoso del proceso (p), el plan de muestro se escoge con el mayor valor de p. Con esto se tiene la protección adecuada para la calidad y se da a los lotes buenos mejor probabilidad de aceptación. Además, se reúnen datos con rapidez para permitir estimaciones confiables del promedio del proceso.


� Sistema basado en la premisa de que lo primer lote que entra es el primero en salir (Fist In First Out)


� Se examina la presencia de roedores haciendo pasar el salvado cuando se descarga por una boquilla de tamaño menor al del cuerpo de un roedor, la cual está colocada en el transportador neumático portátil.


� Además de estos controles, se colocan instrumentos de medición en todos los equipos que así lo requieran.


� Ilustración a modo de ejemplo, no corresponde al salvado de arroz


� Debe ser una columna de vidrio, con un diámetro de 1 cm, con una placa de vidrio poroso o lana de vidrio en su parte inferior y llave de teflón preferiblemente


� Únicamente se realizará la hidrólisis enzimática si se observa la formación de emulsiones y su interferencia en el proceso de extracción.


� Con la información obtenida aquí se determina el factor de dilución (fd)


� Esta solución debe ser añadida al final, en los dos tubos, rápidamente una después de otra. Debe tomarse el tiempo en cada caso.


� La estufa tendrá una capacidad calorífica tal que, regulada previamente a la temperatura de 130 ºC, puede alcanzar de nuevo esa temperatura en menos de media hora, después de colocar simultáneamente en su interior el número máximo de muestras a desecar.


� Todos los reactivos mencionados deben ser de grado Pro Análisis (PA)


� La agitación violenta da lugar a la formación de emulsiones difíciles de romper.


� Adaptación del método presentado en esta bibliografía.


� Un retraso en la adición puede dar lugar a pérdidas de los elementos traza


� Con ello se favorece la destrucción del HNO3 residual, cuya presencia afecta seriamente los procedimientos


� Normalmente para el cálculo se eligen placas que contengan entre 30 y 300 colonias.
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