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REGLAMENTO (CEE) N° 2568/91 DE LA COMISION
de 11 de julio de 1991

relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de
orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

VY M20
Articulo 1

1.  Se consideraran aceites de oliva virgenes, con arreglo a las letras
a) y b) del punto 1 del anexo del Reglamento n° 136/66/CEE, los
aceites cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas, respectivamente,
en los puntos 1 y 2 del anexo I del presente Reglamento.

2. Se considerara aceite de oliva lampante, con arreglo a la letra c)
del punto 1 del anexo del Reglamento n® 136/66/CEE, el aceite cuyas
caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 3 del anexo I del
presente Reglamento.

3. Se considerara aceite de oliva refinado, con arreglo al punto 2 del
anexo del Reglamento n° 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se
ajusten a las indicadas en el punto 4 del anexo I del presente Regla-
mento.

4.  Se considerara aceite de oliva que contiene exclusivamente aceites
de oliva refinados y aceites de oliva virgenes, con arreglo al punto 3 del
anexo del Reglamento n® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se
ajusten a las indicadas en el punto 5 del anexo I del presente Regla-
mento.

v M20
5. Se considerara aceite de orujo de oliva crudo, con arreglo al punto
4 del anexo del Reglamento n® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteris-
ticas se ajusten a las indicadas en el punto 6 del anexo I del presente
Reglamento.

6. Se considerara aceite de orujo de oliva refinado, con arreglo al
punto 5 del anexo del Reglamento n° 136/66/CEE, el aceite cuyas
caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 7 del anexo I del
presente Reglamento.

7. Se considerara aceite de orujo de oliva, con arreglo al punto 6 del
anexo del Reglamento n°® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se
ajusten a las indicadas en el punto 8 del anexo I del presente Regla-
mento.
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VY M26

VY M28

VY M26

VM28

VY M26

VM28

VM26

Articulo 2

1. Las caracteristicas de los aceites, previstas en el anexo I, se de-
terminaran empleando los métodos de analisis siguientes:

a) para determinar los acidos grasos libres, expresados en porcentaje de
acido oleico, el método recogido en el anexo II;

b) para determinar el indice de perdxidos, el método recogido en el
anexo III;

¢) para determinar el contenido de ceras, el método recogido en el
anexo 1V;

d) para determinar la composicion y el contenido de esteroles y dial-
coholes triterpénicos mediante cromatografia de gases con columna
capilar, el método recogido en el anexo V;

e) para determinar el porcentaje de monopalmitato de 2-glicerilo, el
método recogido en el anexo VII;

f) para el andlisis espectrofotométrico, el método recogido en el
anexo IX;

g) para determinar la composicion de acidos grasos, el método reco-
gido en el anexo X,

h) para determinar los disolventes halogenados volatiles, el método
recogido en el anexo XI;

i) para la valoracion de las caracteristicas organolépticas de los aceites
de oliva virgenes, el método recogido en el anexo XII;

j) para determinar los estigmastadienos, el método recogido en el
anexo XVII;

k) para determinar el contenido de triglicéridos con ECN42, el método
que figura en el anexo XVIII;

1) para determinar el contenido de alcoholes alifaticos y triterpénicos,
el método recogido en el anexo XIX;

m) para determinar el contenido en ceras y en ésteres metilicos y eti-
licos de los acidos grasos, el método previsto en el anexo XX.

2. La comprobacion de las caracteristicas organolépticas de los acei-
tes de oliva virgenes por parte de las autoridades nacionales o sus
representantes correra a cargo de paneles de catadores autorizados por
los Estados miembros.
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VY M26

Las caracteristicas organolépticas del aceite de oliva mencionado en el
apartado 1 se consideraran conformes a la categoria declarada si un
panel de catadores autorizado por el Estado miembro interesado con-
firma dicha clasificacion.

» C6 En caso de que el panel autorizado no confirme tal declaracion en
lo que respecta a las caracteristicas organolépticas, las autoridades na-
cionales o sus representantes ordenaran que se proceda, a peticion del
interesado, a realizar sin dilacion dos analisis contradictorios por otros
paneles autorizados; al menos uno de ellos debera ser realizado por un
panel de cata autorizado por el Estado miembro productor. « Las
caracteristicas en cuestion se consideraran conformes a las declaradas
si ambos andlisis contradictorios confirman la clasificacion declarada.
En caso contrario, los gastos generados por los analisis contradictorios,
sin perjuicio de otras posibles sanciones, correran por cuenta del
interesado.

3.  En lo tocante a la comprobacion por las autoridades nacionales o
sus representantes de las caracteristicas de los aceites previstas en el
apartado 1, la toma de muestras se efectuara de acuerdo con las normas
internacionales EN ISO 661 y EN ISO 5555 relativas a la preparacion
de las muestras y al muestreo, respectivamente. Ahora bien, no obstante
lo dispuesto en el punto 6.8 de la norma EN ISO 5555, respecto de los
lotes de esos aceites presentados en envases inmediatos, la toma de
muestras se realizard de acuerdo con el anexo I bis del presente Re-
glamento. En el caso de los aceites a granel para los que la toma de
muestras no se pueda efectuar conforme a EN ISO 5555, dicha toma de
muestras se realizara de conformidad con las instrucciones proporciona-
das por la autoridad competente del Estado miembro.

Sin perjuicio de lo dispuesto en la norma EN ISO 5555 y en el
capitulo 6 de la norma EN ISO 661, las muestras deberan guardarse
lo antes posible en un lugar protegido de la luz y de las elevadas
temperaturas y enviarse al laboratorio para la realizacion de los analisis
a més tardar el quinto dia habil siguiente al de la toma de las muestras;
de lo contrario, estas se deberan guardar de tal modo que no resulten
deterioradas o dafiadas durante el transporte o el almacenaje antes de ser
enviadas al laboratorio.

4.  Para la comprobacion prevista en el apartado 3, los analisis a que
se refieren los anexos II, III, IX, XII y XX asi como, en su caso, los
analisis contradictorios previstos por las legislaciones nacionales, se
efectuaran antes de la fecha de caducidad minima en el caso de los
productos envasados. En el caso de la toma de muestras de aceites a
granel, los andlisis deberan llevarse a cabo a mas tardar seis meses
después del mes en que se tomd la muestra.

No se aplicara ningin plazo a los demas analisis previstos por el pre-
sente Reglamento.

Excepto si la toma de muestras se ha efectuado menos de dos meses
antes de la fecha de caducidad minima, en caso de que los resultados de
los analisis no se ajusten a las caracteristicas de la categoria de aceite de
oliva o de orujo de oliva declarada, se notificara este extremo al inte-
resado como muy tarde un mes antes de que finalice el plazo mencio-
nado en el parrafo primero.
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VY M26

5. Con vistas a la determinacion de las caracteristicas de los aceites
de oliva efectuada con arreglo a los métodos contemplados en el apar-
tado 1, parrafo primero, los resultados de los andlisis se compararan
directamente con los limites fijados en el presente Reglamento.

VY M25

Articulo 2 bis

1. A efectos del presente articulo, por «aceite de oliva comercializa-
do» se entendera la cantidad total de aceite de oliva y aceite de orujo de
oliva de un determinado Estado miembro que se consuma en dicho
Estado miembro o se exporte fuera del mismo.

2. Los Estados miembros se cercioraran de que los controles de
conformidad se lleven a cabo de forma selectiva, sobre la base de un
analisis de riesgos, y con la frecuencia apropiada, con el fin de garan-
tizar que el aceite de oliva comercializado se ajusta a la categoria
declarada.

3. Los criterios para evaluar el riesgo podran incluir:

a) la categoria de aceite, el periodo de produccion, el precio de los
aceites en relacion con otros aceites vegetales, la mezcla y las ope-
raciones de embalaje, las instalaciones y condiciones de almacena-
miento, el pais de origen, el pais de destino, los medios de transporte
o ¢l volumen del lote;

b) la posicion de los agentes econdomicos en la cadena de comerciali-
zacion, el volumen o el valor comercializado por los mismos, la
gama de categorias de aceite que comercializan, el tipo de operacio-
nes llevadas a cabo, tales como molturacion, almacenamiento, refi-
nado, mezcla, embalaje o venta al por menor;

¢) los resultados obtenidos en controles anteriores, como numero y tipo
de defectos encontrados, calidad habitual de los aceites comerciali-
zados y rendimiento del equipo técnico utilizado;

d) la fiabilidad de los sistemas de control de calidad o de autocontrol de
los agentes econdmicos, relativos a la conformidad con las normas
de comercializacion;

e) el lugar donde se realiza el control, sobre todo si se trata del
punto de primera entrada en la Unidn, del Gltimo punto de salida
de la Unioén o del lugar donde se producen, envasan, cargan o
venden al consumidor final;

f) cualquier otra informaciéon que pudiera indicar un riesgo de incum-
plimiento.

4.  Los Estados miembros estableceran previamente:

a) los criterios de evaluacion del riesgo de no conformidad de los lotes;

b) sobre la base de un analisis de riesgos con respecto a cada categoria
de riesgo, el nimero minimo de agentes econémicos o de lotes y/o
cantidades que deberan someterse a un control de conformidad.
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VY M25

Se efectuara anualmente al menos un control de conformidad por cada
mil toneladas de aceite de oliva comercializado en el Estado miembro.

5. Los Estados miembros verificaran el cumplimiento:

a) efectuando, en cualquier orden, los analisis contemplados en el
anexo I, o

b) segun el orden establecido en el anexo I ter del esquema de deci-
siones hasta la adopcion de una de las decisiones mencionadas en
dicho esquema.

VYM19

VY M25
Articulo 3

En caso de que se compruebe que un aceite no corresponde a la des-
cripcion de su categoria, el Estado miembro de que se trate aplicara, sin
perjuicio de cualesquiera otras sanciones, sanciones efectivas, propor-
cionadas y disuasorias que se determinaran en funcion de la gravedad de
la irregularidad detectada.

En caso de que en los controles se detecten irregularidades importantes, los
Estados miembros aumentaran la frecuencia de los controles en relacion con
la etapa de comercializacion, categoria de aceite, origen, u otros criterios.

Articulo 4

vYM19
1.  Para la apreciacion y el control de las caracteristicas organolépti-
cas por parte de las autoridades nacionales o sus representantes, los
Estados miembros podran constituir paneles de catadores autorizados.

Las condiciones de autorizacion seran establecidas por los Estados
miembros con los objetivos siguientes:

— cumplir las condiciones del punto 4 del anexo XII,

— asegurar que la formacion del jefe del panel de catadores se efectiia
en un establecimiento y en condiciones reconocidos a tal efecto por
el Estado miembro,

— someter la validez de la autorizacion a los resultados obtenidos en el
sistema de control anual implantado por el Estado miembro.

Todos los Estados miembros comunicaran a la Comision la lista de los
paneles de catadores autorizados, asi como las demas medidas adopta-
das de conformidad con el presente apartado.

2. En caso de que un Estado miembro tenga dificultades para crear
un panel de catadores en su territorio, podra recurrir a un panel de
degustadores autorizado de otro Estado miembro.

3.  Cada Estado miembro elaborara la lista de los paneles de catadores
creados por organizaciones profesionales o interprofesionales en las
condiciones fijadas en el apartado 1 y velard por el cumplimiento de
esas condiciones.

VYM19

Articulo 6

1.  El contenido en aceite de orujo de aceituna y demas residuos de la
extraccion del aceite de oliva (cddigos NC 2306 90 11 y 2306 90 19) se
determinara con arreglo al método recogido en el Anexo XV.
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2. El contenido de aceite mencionado en el apartado 1 se expresara
como porcentaje del extracto seco en peso.

VY M20

Articulo 7

Seran aplicables las disposiciones comunitarias sobre la presencia de
contaminantes.

En lo que respecta al contenido de disolventes halogenados, los limites
para todas las categorias de aceites de oliva son los siguientes:

— Contenido maximo de cada disolvente halogenado detectado: 0,1
mg/kg

— Contenido méaximo de la suma de los disolventes halogenados de-
tectados: 0,2 mg/kg.

VY M25
Articulo 7 bis

Las personas fisicas o juridicas y las agrupaciones de personas que
posean aceite de oliva y aceite de orujo de oliva desde la extraccion
en la almazara hasta la fase de embotellado inclusive, para cualesquiera
fines profesionales o comerciales, deberan disponer de registros de en-
tradas y salidas para cada categoria de estos aceites.

Los Estados miembros se cercioraran de que la obligacion prevista en el
parrafo primero se respeta debidamente.

Articulo 8

1. Los Estados miembros comunicaran a la Comision las medidas
adoptadas en aplicacion del presente Reglamento. Informaran a la Co-
mision de cualquier modificaciéon posterior.

2. A mas tardar el 31 de mayo de cada afio, los Estados miembros
transmitiran a la Comision un informe sobre la aplicacion del presente
Reglamento durante el afio civil anterior. El informe contendra, como
minimo, los resultados de los controles de conformidad efectuados sobre
los aceites de oliva y se ajustaran a los modelos que figuran en el
anexo XXI.

3. Las notificaciones contempladas en el presente Reglamento se

realizaran de conformidad con el Reglamento (CE) n° 792/2009 de la
Comision (1).

Articulo 9

Queda derogado el Reglamento (CEE) n® 1058/77.

Articulo 10

1.  El presente Reglamento entrara en vigor el tercer dia siguiente al
de su publicacion en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas.

No obstante, el método que figura en el Anexo XII se aplicard a partir

del »MI1 1 de noviembre de 1992 <, excepto en lo que se refiere a las
operaciones relacionadas con la intervencion.

(') DO L 228 de 1.9.2009, p. 3.
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Dicho método no se aplicara a los aceites de oliva virgenes envasados
antes del 1 de noviembre de 1992.

El presente Reglamento no se aplicara a los aceites de oliva y de orujo
de oliva envasados antes de la fecha de entrada en vigor del presente
Reglamento y comercializados hasta el 31 de octubre de 1992.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y di-
rectamente aplicable en cada Estado miembro.
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entregado en envases inmediatos

Esquema de decisiones para la comprobacion de la confor-
midad de una muestra de aceite de oliva con la categoria
declarada

Determinacion de los acidos grasos libres, método en frio
Determinacion del indice de peroxidos

Determinacion del contenido de ceras mediante cromatogra-
fia de gases con columna capilar

Determinacion de la composicion y del contenido de este-
roles y dialcoholes triperpénicos mediante cromatografia de
gases con columna capilar
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2-glicerilo «
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» M28 Determinacion del contenido de alcoholes alifaticos
y triterpénicos mediante cromatografia de gases con co-
lumna capilar <«

Método para la determinacion del contenido en ceras y en
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cromatografia de gases con columna capilar

Resultados de los controles de conformidad realizados en
los aceites de oliva a que se refiere el articulo 8, apartado 2
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ANEXO 1

CARACTERISTICAS DE LOS ACEITES DE OLIVA

Difer-
) ) indice de ) ) encia: Evaluacién Evaluacié_n
Estereg etilicos de Acidez | peréxido Ceras Monopa}lmlt'ato de Estlgmas— ECN Kore o Delta-K orgaqoléptlca orgar}oléptlca
Categoria los acidos grasos ) (*) mEq mg/kg (**) 2-glicerilo tadienos |42 (HPLC)| Ky3, (¥) K 268(*) *) Mediana del | Mediana del
(FAEEs) (*) 0,/kg (*) (%) mg/kg (') |y ECN 42 270 defecto frutado
(célculo Md) (*) (Mf) (*)
teorico)
1. Aceite de oliva | FAEEs <40 mg/ | < 0,8 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 si el % total [ < 0,05 <102 | £2,50 | £0,22 | <0,01 Md =0 Mf > 0
virgen extra kg (campafia de acido palmitico
2013-2014) (® es< 14 %
FAEEs < 35 mg/
kg (campaiia
2014-2016)
FAEEs < 30 < 1,0 si el % total
(campanas de acido palmitico
posteriores a es > 14 %
2016)
2. Aceite de oliva — <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 si el % total [ < 0,05 <102 | £2,60 | £0,25 | 0,01 Md < 3,5 Mf >0

virgen

de acido palmitico
es< 14 %

< 1,0 si el % total
de 4cido palmitico
es > 14 %

910T°80%0 — SH — 89STAT6610

100°620

1T
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Difer-
fndice d encia: Evaluacion Evaluacion
Esteres etilicos de Acid naice de C Monopalmitato de | Estigmas- ECN K Delta-K organoléptica | organoléptica
Categoria los 4cidos grasos 0(:1 e;z P eroI)E(l 0 /keras** 2-glicerilo tadienos |42 (HPLC)| Ky3, (*) K 268 : e*e;- Mediana del | Mediana del
(FAEEs) (*) o) () o ?11( q(*) mg/kg (*%) (%) mg/kg () |y ECN 42 270 () ( defecto frutado
2/Kg (calculo Md) (¥) Mf) (*)
tedrico)
3. Aceite de oliva — > 2,0 — C40 + C42 + C44 + C46 < 0,9 siel % total | < 0,50 < 10,3 — — — Md —
lampante <300 () de acido palmitico >35%
es <14 %
< 1,1 si el % total
de acido palmitico
es > 14 %
4. Accite de oliva — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 | <0,9 si el % total — <10,3] — <110 [ £0,16 — —
refinado de 4cido palmitico
es <14 %
< 1,1 si el % total
de acido palmitico
es > 14 %
5. Aceite de oliva — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 <350 | <0,9 si el % total — <10,3] — <090 [ <0,15 — —

(compuesto de

aceites de oliva
refinados y de

aceites de oliva
virgenes)

de acido palmitico
es< 14 %

< 1,0 si el % total
de acido palmitico
es > 14 %

910T°80°%¥0 — SH — 89STUT6610

100°620

4!
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Difer-
fndice d encia: Evaluacion Evaluacion
Esteres etilicos de Acidez " rl,c ; d N Cer Monopalmitato de | Estigmas- ECN K Delta-K organoléptica | organoléptica
Categoria los 4cidos grasos Oc i pe OE 0 /ke as** 2-glicerilo tadienos |42 (HPLC)| Ky3, (*) K 268 f: © :;- Mediana del | Mediana del
(FAEEs) (*) o) () o r/l;( q(*) mg/kg (*%) (%) mg/kg () |y ECN 42 270 () ( defecto frutado
2/KE (célculo Md) (*) (Mf) (*)
teorico)
6. Aceite de orujo — — — C40 + C42 + C44 + C46 <14 — <10,6| — — — — —
de oliva crudo > 350 ()
7. Aceite de orujo — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <14 — <10,5] — <2,00 [ £0,20 — —
de oliva
refinado
8. Aceite de orujo — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <12 — <10,5] — <170 [ £0,18 — —
de oliva

(Y) Total de isomeros que han podido (o no han podido) separarse con columna capilar.

(®) El limite se aplica a los aceites de oliva producidos a partir del 1 de marzo de 2014.

(®) Se considera que los aceites con un contenido de ceras entre 300 mg/kg y 350 mg/kg son aceites de oliva lampantes si el contenido total de alcoholes alifaticos es inferior o igual a 350 mg/kg o si el contenido de eritrodiol y
uvaol es inferior o igual al 3,5 %.

(*) La mediana del defecto puede ser inferior o igual a 3,5 y la mediana del frutado igual a 0.

(°) Los aceites con un contenido de ceras comprendido entre 300 mg/kg y 350 mg/kg se consideran aceite de orujo de oliva crudo si el contenido de alcoholes alifaticos totales es superior a 350 mg/kg y si el porcentaje de
eritrodiol y uvaol es superior al 3,5 %.

910T°80°¥0 — SH — 89STUT6610

100°620

€l




Y M27

Composicion de acidos grasos (') Sumas Composicion de los esteroles
de los
Sumas |.
de los | 'S0meros o
{S6meros transli- p— Delta-7- | Esteroles | Eritrodiol
Categorfa Miristi Lino- [ Araquid- | Eicosen- Behéni Ligno- trans- noleicos | Colester- | Brasi- | Campes- Estig- sitosterol estig- totales y uvaol
1(ré/s )1c0 1énico ico oico © (;n)lco cérico | gjeicos |+ transli- ol casterol | terol (*) | masterol apar- maste- (mg/kg) | (%) (**)
° (%) (%) (%) ° (%) (%) nolénic- | (%) (%) (%) (%) ente (%) nol ()
os @) () | (%)
(%)
1. Aceite de oliva virgen extra <003 |<1,00]<0,60]|<040]|<020 (<020 [<0,05][<005| <05 | 0,1 <4,0 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1000 <45
2. Aceite de oliva virgen <003 |<1,00]<060]|<040]<0,20 <020 [<0,05([<005| <05 | <0, <40 < Camp. | >93,0 <05 > 1000 <45
3. Aceite de oliva lampante <003 |<1,00]<060]|<040]|<0,20 <020 (|<0,10(<0,10| £0,5 | <0,1 <40 — > 93,0 <0,5 >1000 [ <45®
4. Aceite de oliva refinado <003 |<100]=<060]|<040]|<0,20 [<0,20 <020 <030 <05 | <=<0,1 <4,0 < Camp. | >93,0 <0,5 > 1000 <45
5. Aceite de oliva (compuesto de | < 0,03 | <1,00|<0,60<040]<0,20 [<£0,20(<0,20[<030| <05 [ <0,1 <40 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1000 <45
aceites de oliva refinados y de
aceites de oliva virgenes)
6. Aceite de orujo de oliva crudo <003 |<100]|<0,60]|<040]<030<020]|<020]|<0,10| <05 | 0,2 <40 — > 93,0 <0,5 >2500 [ >4,50)
7. Aceite de orujo de oliva refinado | < 0,03 | < 1,00 | <0,60 [ <040 | <030 [<0,20 (<040 <035 <05 [ 0,2 <40 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1800 > 4.5
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Composicion de acidos grasos (') Sumas Composicion de los esteroles
de los
Sumas |.
de los | 1someros
{S6meros transli- p— Delta-7- | Esteroles | Eritrodiol
Categorfa S Lino- [ Araquid- | Eicosen- . Ligno- | noleicos | Colester-| Brasi- | Campes- Estig- sitosterol estig- totales y uvaol
Miristico o . . Behénico o trans- | li- > /K ) (*¥*
%) 1énico ico oico %) cérico | gleicos | transli ol casterol | terol (}) | masterol apar- maste- | (mg/kg) [ (%) (**)
° (%) (%) (%) ’ (%) (%) nolénic- | (%) (%) (%) (%) ente (%) nol (%)
os ) ) | ()
(%)

8. Aceite de orujo de oliva <003 |<100]<060]|<040]<030(<020[<040|<035| <05 |<=<02 <40 < Camp. | > 93,0 <05 [>=1600 > 4.5

(") Contenido de otros acidos grasos (%): palmitico: 7,50-20,00; palmitoleico: 0,30-3,50; heptadecanoico: < 0,30; heptadecenoico: < 0,30; estearico: 0,50-5,00; oleico: 55,00-83,00; linoleico: 2,50-21,00.

(®) Véase el apéndice del presente anexo.

(®) B-sitosterol aparente: delta-5,23-estigmastadienol + clerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-estigmastadienol.

(*) Se considera que los aceites con un contenido de ceras entre 300 mg/kg y 350 mg/kg son aceites de oliva lampantes si el contenido total de alcoholes alifaticos es inferior o igual a 350 mg/kg o si el contenido de eritrodiol y
uvaol es inferior o igual al 3,5 %.

(°) Los aceites con un contenido de ceras comprendido entre 300 mg/kg y 350 mg/kg se consideran aceite de orujo de oliva crudo si el contenido de alcoholes alifaticos totales es superior a 350 mg/kg o si el porcentaje de
eritrodiol y uvaol es superior al 3,5 %.

Notas:

a) Los resultados de los analisis deben expresarse indicando el mismo numero de decimales que el previsto para cada caracteristica. La ultima cifra expresada debera redondearse hacia arriba si la
cifra siguiente es superior a 4.

b) Es suficiente con que una sola de las caracteristicas no se ajuste a los valores indicados para que el aceite cambie de categoria o se declare no conforme en cuanto a su pureza, a efectos del
presente Reglamento.

c) Las caracteristicas indicadas con un asterisco (*), relativas a la calidad del aceite, implican lo siguiente: —en el caso del aceite de oliva lampante, pueden no respetarse simultaneamente los limites
correspondientes; —en el caso de los aceites de oliva virgenes, el incumplimiento de al menos uno de estos limites supondra un cambio de categoria, aunque seguiran clasificandose en una de las
categorias de los aceites de oliva virgenes.

d) Las caracteristicas indicadas con dos asteriscos (**) implican que, en el caso de todos los aceites de orujo de oliva, pueden no respetarse simultineamente los limites correspondientes.
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Apéndice

ARBOL DE DECISIONES

Arbol de decisiones del campesterol para los aceites de oliva virgen y virgen extra:

{ 4,0 % < Campesterol < 4,5 % ]
i

[ Stigmasterol < 1,4 % ] ( A-7-stigmastenol < 0,3 % E

Los restantes parametros se adaptaran a los limites que establece el presente Reglamento.
Arbol de decisiones del delta-7-estigmastenol para:

— Aceites de oliva virgen y virgen extra

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % ]

T

i
f i ] |

[ App. f-sitosterol/ ) [ Stigmasterol < 1,4 % [ AECN42<]0,1 | J

Campesterol < 3,3 % .
(campest + A7stig) = 25

Los restantes parametros se adaptaran a los limites que establece el presente Reglamento.

— Aceites de orujo de oliva (crudo y refinado)

[ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % 1

Rest of parameters
inside limits

AECN42 < 0,40 | Stigmasterol < 1,4 %
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ANEXO I BIS

MUESTREO DE ACEITE DE OLIVA O ACEITE DE ORUJO DE OLIVA
DISTRIBUIDO EN ENVASES INMEDIATOS

Este método de muestreo se aplica a lotes de aceite de oliva o aceite de orujo de
oliva que se presenten en envases inmediatos. Se aplicaran distintos métodos de
muestreo, en funciéon de si los envases inmediatos superan o no los 5 litros.

Se entendera por «lote» un conjunto de unidades de venta que se hayan
producido, fabricado y envasado en circunstancias tales que el aceite contenido
en cada una de dichas unidades de venta se considere homogéneo en lo que se
refiere a sus caracteristicas analiticas. La individualizacion de un lote debe
hacerse de conformidad con la Directiva 2011/91/UE del Parlamento Europeo
y del Consejo (V).

Se entendera por «porcién» la cantidad de aceite que contiene un envase
inmediato tomada aleatoriamente del lote.

1. CONTENIDO DE UNA MUESTRA ELEMENTAL
1.1. Envases inmediatos de 5 litros como maximo

Se entenderd por «muestra elemental» para los envases inmediatos de 5
litros como maximo el numero de porciones tomadas de un lote y de
acuerdo con el cuadro 1.

Cuadro 1

El tamaiio minimo de las muestras elementales consistira en lo siguiente

En caso de que los envases inmediatos | La muestra elemental debe extraerse del

tengan una capacidad aceite de
a) superior o igual a 1 litro a) un envase inmediato
b) inferior a 1 litro b) el numero minimo de envases

cuya capacidad total sea de al
menos 1,0 litro

Cada Estado miembro podra incrementar el nimero de envases a los que se
hace referencia en el cuadro 1 que constituyan una muestra elemental, en
funcion de sus necesidades especificas (por ejemplo, en caso de valoracion
organoléptica por parte de un laboratorio distinto del que llevo a cabo los
analisis quimicos, analisis contradictorios, etc.).

1.2. Envases inmediatos de mas de 5 litros

Se entenderd por «muestra elemental» para los envases inmediatos de mas
de 5 litros una parte representativa del total de porciones, obtenida mediante
un proceso de reduccion y de acuerdo con el cuadro 2. »C6 La muestra

elemental debe estar constituida por varios ejemplares. <

Se entendera por «ejemplar» cada uno de los envases que componen la
muestra elemental.

Cuadro 2

Nimero minimo de porciones que elegir

Numero de envases de que consta el lote [ Nimero minimo de porciones que elegir

Hasta 10 1

De 11 a 150 2

(") Directiva 2011/91/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 13 de diciembre de

2011, relativa a las menciones o marcas que permitan identificar el lote al que pertenece
un producto alimenticio (DO L 334 de 16.12.2011, p. 1).
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2.2.

Numero de envases de que consta el lote

Numero minimo de porciones que elegir

De 151 a 500
De 501 a 1500
De 1501 a 2500

> 2500 por cada 1000 envases

3

4

1 porciéon mas

Con objeto de reducir el volumen del muestreo de envases inmediatos, el
contenido de las porciones de muestreo es homogeneizado para preparar la
muestra elemental. Las partes de las distintas porciones se pasan a un
recipiente comUn para ser homogeneizadas mediante agitacion, con el fin
de evitar al maximo el contacto con el aire.

El contenido de la muestra elemental se pasara a una serie de envases con
una capacidad minima de 1,0 litro, cada una de las cuales constituye un
ejemplar de la muestra elemental.

Cada Estado miembro puede incrementar el numero de muestras
elementales en funcion de sus necesidades especificas (por ejemplo, la
valoracion organoléptica por parte de un laboratorio distinto del que llevo
a cabo los analisis quimicos, analisis contradictorios, etc.).

Cada uno de los envases debe rellenarse de forma que se minimice la capa
de aire superior, para posteriormente ser cerrado y sellado de forma que
garantice que el producto es inalterable.

Estos ejemplares deben estar etiquetados para garantizar su correcta iden-
tificacion.

ANALISIS Y RESULTADOS

. Cada muestra elemental debe subdividirse en muestras de laboratorio, con

arreglo al punto 2.5 de la norma ISO 5555, y analizarse seglin el orden que
se indica en el arbol de decisiones recogido en el anexo I fer o a cualquier
otro orden aleatorio.

En caso de que todos los resultados de los analisis se ajusten a las caracter-
isticas de la categoria de aceite declarada, todo el lote se declarara
conforme.

Si un solo resultado de los analisis no se ajusta a las caracteristicas de la
categoria de aceite declarada, todo el lote se declarara no conforme.

VERIFICACION DE LA CATEGORIA DE LOTE

. Con objeto de verificar la categoria del lote, las autoridades competentes

podran aumentar el nimero de muestras elementales tomadas en distintos
puntos del lote con arreglo al siguiente cuadro:

Cuadro 3

Numero de muestras elementales en funcion del tamaiio del lote

Tamaiio del lote (litros) Numero de muestras elementales

Inferior a 7 500 2
Entre 7 500 e inferior a 25 000 3
Entre 25 000 e inferior a 75 000 4
Entre 75 000 e inferior a 125 000 5

6 + 1 por cada 50 000 litros
adicionales

Igual y superior a 125 000
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Cada porcién que constituya una muestra elemental debera tomarse en un
lugar continuo del lote; es necesario tomar nota de la ubicacion de cada
muestra elemental e identificarla de forma inequivoca.

Cada muestra elemental debe formarse con arreglo a los procedimientos
mencionados en los puntos 1.1 y 1.2.

Posteriormente cada una de las muestras elementales es sometida a los
andlisis que se mencionan en el articulo 2, apartado 1.

3.2. Cuando uno de los resultados de los analisis a los que se hace referencia en
el articulo 2, apartado 1, de al menos una de las muestras elementales no se
ajuste a las caracteristicas de la categoria de aceite declarada, todo el lote
muestreado se declarara no conforme.
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ANEXO 1 ter
ESQUEMA DE DECISIONES PARA LA COMPROBACION DE LA CONFORMIDAD DE
UNA MUESTRA DE ACEITE DE OLIVA CON LA CATEGORIA DECLARADA
Cuadro 1
ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA N ..
(criteros de calidady e T
Acidez % El aceite no es
N: conforme con la
= 08 | =0 A 71 categorfa declarada.
* @
Indice de peréxidos mEqO, [kg s,
<20 | > 20
Espectrofotometria en el UV
K270 0,22 K270 >0,22 >
Espectrofotometria en el UV
AK < 0,01 AK > 0,01 >
Espectrofotometria en el UV
k232250 | K232>250 > A e
v
Valoracion organoléptica El aceite no
> es conforme con la
Med. frutado >0 Med. frutado = 0 v categorfa declarada.
y Med. frutado >0 " E (b)
7
med. defecto=0 y
med. defecto >0
Esteres etilicos* | i e
s no

AL

El tipo de aceite se ajusta a la categoria declarada en cuanto

a los criterios de calidad.

Ir al cuadro 3 (criterios de pureza)

*< 40 mgfkg en 20132014

< 35 mgfkg en 2014/2015
< 30 mgfkg desde la campafia 2015/2016
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Cuadro 2

Aceites de oliva virgenes
(Criterios de calidad)

Acidez %
<20 ‘ >2,0 >
Indice de peréxidos mEq O, [kg
<20 >20 >
Espectrofotometria en el UV
POLLLL LTS
Kz 0,25 ‘ Rz 510,25 > o ",
4» " ’%
- ..' El aceite no es con- °
Espectrofotometria en el UV i forme con la catego- %
>k--> 1 ria declarada '
AK <0,01 ‘ AK >0,01 : :
¥ i @ /
0. .Q’
Espectrofotometria en el UV "'., “".
LI TTTTTT LI
K232 < 2,60 ‘ K232 > 2,60 >
Valoracién organoléptica
Mediana frutado >0 | Mediana frutado =0 >

o
y mediana frutado > 0
mediana defecto < 3,5 | mediana defecto > 3,5

PCLLLTTTS
oo ",

L]
0 0
o (N
0’ .

7. y . “
Los valores de los pardmetros precedentes, ;cumplen los + El aceite no es con- %
criterios de calidad del aceite de olive virgen extra? ____>:' forme con la cate- &
5 goria declarada .

(Cuadro 1) . N

&

’0. (b) o

NO sf 0, o
"lullnll"

Y

El tipo de aceite se ajusta a la categoria decla-
rada en cuanto a los criterios de calidad
Ir al cuadro 3 (criterios de pureza)
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Cuadro 3

Aceites de oliva virgenes extra y virgenes
(Criterios de pureza)

““‘|llllllll.......
Criterios de calidad (Cuadros 1y 2) o o,
. & El aceite no es con- s,
St NO te--m-> & forme con la categorfa %
% , declarada o
. =
L) *
3,5-Estigmastadienos mg/kg ."~~..____“"_..-“"
0,05 > 0,05 =
= Rd .'0.
JL ____>.."‘E1 aceite 1o es con- %,
% de isomeros trans de dcidos grasoss : forme’t con la catego- 3
. ria declarada x
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > s, 0
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 ., (a) o
Contenido de é4cidos grasos
~
st NO -
"“I .....
% 0.’ ..0
0. .‘
A ECN42 5 §  Elaceitenoes %
] conforme conla 3
<lo.2| > 1021 > % categoria declarada §
% o‘.. “:
..... ““¢
Composicién de esteroles y esteroles totales FEsasess
YES NO >
Erythrodiol + uvaol % “o““ " e,
<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .." El aceite no es .“_
= conforme con la 3
JL --->%  categoria declarada H
1 %, &
Ceras! mglkg ., (b) .
<150 >150 5 s aeennt®™
rd unnss

El tipo de aceite se ajusta a la categoria
declarada

1C42+C44+C46




01991R2568 — ES — 04.08.2016 — 029.001 — 23

VY M26

Apéndice 1

Correspondencia entre los anexos del presente Reglamento y los analisis previstos en el arbol

de decisiones

— Acidez Anexo I Determinacion de los acidos grasos
libres, método en frio
— Indice de peroxidos Anexo 111 Determinacion del indice de peroxidos
— Espectrofotometria en el | Anexo IX Prueba espectrofotométrica
ultravioleta
— Valoracion organoléptica Anexo XII Valoracion organoléptica de los aceites
de oliva virgenes
— Esteres etilicos Anexo XX Método para la determinacion del
contenido en ceras y en ésteres
metilicos y etilicos de los 4&cidos
grasos mediante cromatografia de
gases con columna capilar
— Estigmasta-3,5-dienos Anexo XVII Método para la determinacion de los
estigmastadienos en  los  aceites
vegetales
Vv M28
— Isémeros trans de acidos | Anexo X Determinacion de ésteres metilicos de
grasos acidos grasos mediante cromatografia
de gases
— Contenido de acidos grasos | Anexo X Determinacion de ésteres metilicos de
acidos grasos mediante cromatografia
de gases
VY M26
— AECN42 Anexo XVIII Determinacion del contenido de trig-
licéridos con ECN42 (diferencia entre
composicion real 'y composicion
tedrica)
— Composicion esterdlica y | Anexo V Determinacion de la composicion y del
esteroles totales contenido de esteroles y dialcoholes
o triperpénicos mediante cromatografia
— Eritrodiol y uvaol d petp . &
e gases con columna capilar
— Ceras Anexo IV Determinacion del contenido de ceras
mediante cromatografia de gases con
columna capilar
VvV M28
— Alcoholes alifaticos y triter- | Anexo XIX Determinacion de los  alcoholes
pénicos alifaticos y ftriterpénicos mediante
cromatografia de gases con columna
capilar
VY M26
— Acidos grasos saturados en | Anexo VII Determinacion del porcentaje de mono-

la posicion 2

palmitato de 2-glicerilo
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ANEXO 11

DETERMINACION DE LOS ACIDO,S GRASOS LIBRES, METODO EN
FRIO

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El presente método describe la determinacion de los 4cidos grasos libres
en los aceites de oliva y en los aceites de orujo de oliva. El contenido en
acidos grasos libres se expresa mediante la acidez calculada como el
porcentaje de acido oleico.

2. PRINCIPIO

Disolucion de la muestra en una mezcla de disolventes y valoracion de
los acidos grasos libres mediante una solucion de hidroxido potésico o
hidroxido sédico.

3. REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica reconocida y el agua
utilizada debe ser agua destilada o de una pureza equivalente.

3.1 Mezcla de éter dietilico y etanol de 95 % (V/V), en proporcion de
volumen 1:1.

Debe neutralizarse exactamente en el momento de su utilizacion con la
solucion de hidroxido potasico (3.2) en presencia de 0,3 ml de la solucién
de fenolftaleina (3.3) por cada 100 ml de mezcla.

Nota 1: El éter dietilico es muy inflamable y puede formar peroxidos
explosivos. Debe utilizarse tomando especiales precauciones.

Nota 2:  Sino es posible utilizar éter dietilico, puede sustituirse por una
mezcla de disolventes formada por etanol y tolueno. Si fuera
necesario, el etanol podria sustituirse, a su vez, por 2-propanol.

32 Solucién etandlica o acuosa valorada de hidroxido potasico o hidroxido
sodico, ¢c(KOH) [o ¢(NaOH)] aproximadamente 0,1 M o, en caso nece-
sario, c(KOH) [0 ¢(NaOH)] aproximadamente 0,5 M. Pueden emplearse
soluciones disponibles en los comercios.

Debe conocerse, y comprobarse antes de su utilizacion, la concentracion
exacta de la solucion de hidroxido potasico (o de la solucion de hidroxido
sodico). Debe utilizarse una solucion que haya sido preparada por lo
menos cinco dias antes y decantada en un frasco de vidrio marrén
cerrado con tapon de goma. La solucion debe ser incolora o de color
amarillo paja.

Si se observa una separacion de fases al utilizar la solucion acuosa de
hidroxido potasico (o de hidroxido sodico), sustituir la solucion acuosa
por una solucion etanoélica.

Nota 3: Se puede preparar una solucion incolora y estable de hidroxido
potasico (o de hidroxido sodico) de la manera siguiente: Llevar
a ebullicion, y mantener esta a reflujo durante una hora, 1 000
ml de etanol o agua con 8 g de hidroxido potasico (o de
hidroxido sodico) y 0,5 g de virutas de aluminio. Destilar
inmediatamente. Disolver en el destilado la cantidad
requerida de hidroxido potasico (o de hidroxido sddico).
Dejar reposar durante varios dias y decantar el liquido claro
sobrenadante, separandolo del precipitado de carbonato
potasico (o de carbonato sodico).

La solucion también puede prepararse de la manera siguiente sin efectuar
la destilacion: afiadir 4 ml de butilato de aluminio a 1 000 ml de etanol (o
de agua) y dejar reposar la mezcla durante algunos dias. Decantar el
liquido sobrenadante y disolver en ¢l la cantidad necesaria de hidroxido
potasico (o de hidroxido sddico). La solucion esta lista para ser utilizada.
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33 Solucion de 10 g/l de fenolftaleina en etanol de 95-96 % (V/V) o azul
alcali 6B o solucion de 20 g/l de timolftaleina en etanol de 95-96 %
(V/V). En caso de aceites muy coloreados, se utilizara azul alcali o
timolftaleina.

4. MATERIAL

Material habitual de laboratorio, y en particular:

4.1 Balanza analitica

4.2 Matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad

4.3 Bureta de 10 ml de capacidad clase A, con graduacion de 0,05 ml, o
bureta automatica equivalente.

S. PROCEDIMIENTO
5.1.  Preparaciéon de la muestra de ensayo

En caso de que la muestra esté turbia, debe filtrarse.

5.2. Tamaio de la muestra

Tomar una muestra, en funcion de la acidez prevista, de acuerdo con el
cuadro siguiente:

Acidez prevista
(acidez oleica en g/100g)

Precision de la pesada de

Peso de la muestra (en g) la muestra (en g)

0a2 10 0,02
>2a75 2,5 0,01
> 7,5 0,5 0,001

Pesar la muestra en el matraz Erlenmeyer (4.2).

5.3 Determinacion

Disolver la muestra (5.2) en 50 a 100 ml de la mezcla de éter dietilico y
etanol (3.1), previamente neutralizada.

Valorar, agitando, con la solucion de hidroxido potésico (o de hidroxido
sodico) de 0,1 M (3.2) (véase nota 4) hasta el viraje del indicador (la
coloracion del indicador coloreado debe permanecer al menos durante 10
segundos).

Nota 4: Si la cantidad necesaria de la solucion de hidroxido potasico (o
de hidréxido sédico) de 0,1 M supera los 10 ml, debe utilizarse
una soluciéon de 0,5 M o cambiar la masa de la muestra en
funcion de la acidez libre prevista y del cuadro propuesto.

Nota 5: Si la solucién se enturbia durante la valoracion, afiadir una
cantidad suficiente de disolventes (3.1) para que la solucion
se aclare.

Efectuar una segunda determinacion inicamente si el primer resultado es
superior al limite especificado para la categoria del aceite.
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6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La acidez, expresada en porcentaje de acido oleico en peso, es igual a:

100 VxexM

X =
1000 m 10 x m

V xecx

siendo:

V = volumen en ml de la solucién valorada de hidroxido potasico (o de
hidréxido sodico) utilizada.

¢ = concentracion exacta, en moles por litro, de la solucion de
hidréxido potasico (o de hidroxido sodico) utilizada.

M = 282 g/mol, la masa molar, en gramos por mol, de acido oleico.
m = la masa de la muestra, en gramos.

E

—_

acido oleico se declara como sigue:
a) con dos decimales para valores comprendidos entre 0 y 1, inclusive;

b) con un decimal para valores comprendidos entre 1 y 100, inclusive.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

ANEXO 111

DETERMINACION DEL iNDICE DE PEROXIDOS

OBJETO

La presente norma describe un método para la determinacion del indice de
peroxidos de los aceites y grasas.

AMBITO DE APLICACION

La presente norma es aplicable a los aceites y grasas animales y vegetales.

DEFINICION

El indice de perdoxidos es la cantidad (expresada en miliequivalentes de
oxigeno activo por kg de grasa) de peroxidos en la muestra que
ocasionan la oxidacién del yoduro potasico en las condiciones de trabajo
descritas.

PRINCIPIO

La muestra problema, disuelta en acido acético y cloroformo, se trata con
solucion de yoduro potasico. El yodo liberado se valora con solucion
valorada de tiosulfato sddico.

APARATOS

Todo el material utilizado estard exento de sustancias reductoras u
oxidantes.

Nota: No engrasar las superficies esmeriladas.

Navecilla de vidrio de 3 ml

Matraces con cuello y tapon esmerilados, de 250 ml de capacidad aproxi-
madamente, previamente secados y llenos de gas inerte puro y seco
(nitrogeno o, preferiblemente, didxido de carbono).

Bureta de 25 o 50 ml, graduada en 0,1 ml.

REACTIVOS

. Cloroformo para analisis, exento de oxigeno por borboteo de una corriente

de gas inerte puro y seco.

Acido acético glacial para analisis, exento de oxigeno por borboteo de una
corriente de gas inerte puro y seco.

Solucién acuosa saturada de yoduro potasico, recién preparada, exenta de
yodo y yodatos.

Solucion acuosa de tiosulfato sdédico 0,01 N o 0,002 N valorada exacta-
mente; la valoracion se efectuara inmediatamente antes del uso.

Solucion de almidon, en solucion acuosa de 10 g/l, recién preparada con
almidon soluble.

MUESTRA

La muestra se tomara y almacenara al abrigo de la luz, y se mantendra
refrigerada dentro de envases de vidrio totalmente llenos y herméticamente
cerrados con tapones de vidrio esmerilado o de corcho.
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PROCEDIMIENTO

El ensayo se realizara con luz natural difusa o con luz artificial. Pesar con
precision de 0,001 g en una navecilla de vidrio (5.1) o, en su defecto, en un
matraz (5.2) una cantidad de muestra en funcion del indice de perdxidos
que se presuponga, con arreglo al cuadro siguiente:

indice de peroxidos que se supone Peso de la muestra problema
(meq de Oy/kg) (en g)
de 0al2 de 5,0 a 2,0
de 12 a 20 de 2,0 a 1,2
de 20 a 30 de 1,2 a 0,8
de 30 a 50 de 0,8 a 0,5
de 50 a 90 de 0,5 a 0,3

Abrir un matraz (5.2) e introducir la navecilla de vidrio que contenga
la muestra problema. Afadir 10 ml de cloroformo (6.1). Disolver
rapidamente la muestra problema mediante agitacion. Afiadir 15 ml de
acido acético (6.2) y, a continuacion, 1 ml de solucion de yoduro
potasico (6.3). Cerrar rapidamente el matraz, agitar durante 1 minuto y
mantenerlo en la oscuridad durante 5 minutos exactamente, a una
temperatura comprendida entre 15 y 25 °C.

Afiadir 75 ml aproximadamente de agua destilada. Valorar (agitando al
mismo tiempo vigorosamente) el yodo liberado con la solucion de tiosulfato
sodico (6.4) (solucion 0,002 N si se presuponen valores inferiores a 12 y
solucion 0,01 N si se presuponen valores superiores a 12), utilizando la
solucion de almidon (6.5) como indicador.

Efectuar dos determinaciones por muestra.

Realizar simultdneamente un ensayo en blanco. Si el resultado del ensayo
en blanco sobrepasa 0,05 ml de la solucion de tiosulfato sodico 0,01 N
(6.4), sustituir los reactivos.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de peroxidos (I.P.), expresado en miliequivalentes de oxigeno
activo por kg de grasa se calcula mediante la formula siguiente:

_V><N><1000
n P

Ip

siendo:

V: ml de solucién valorada de tiosulfato sddico (6.4) empleados en el
ensayo, convenientemente corregidos para tener en cuenta el ensayo
en blanco.

N: normalidad exacta de la solucion de tiosulfato sodico (6.4) empleada.
P: peso, en gramos de la muestra problema.

El resultado sera la media artimética de las dos determinaciones efectuadas.
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ANEXO 1V

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CERAS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES CON COLUMNA CAPILAR

1. OBIJETO

El presente método describe un procedimiento para la determinacion del
contenido de ceras en los aceites de oliva. Las ceras se separan en
funcién del numero de atomos de carbono. El método puede utilizarse,
en particular, para distinguir el aceite de oliva obtenido por presion del
obtenido mediante extraccion (aceite de orujo de oliva).

2. PRINCIPIO

La materia grasa, a la que se habra afiadido un patrén interno adecuado,
se fracciona mediante cromatografia en columna de gel de silice
hidratado; se recupera la fraccion eluida en primer lugar en las
condiciones de ensayo (cuya polaridad es inferior a la de los triglicéridos)
y, a continuacién, se analiza directamente mediante cromatografia de
gases en columna capilar.

3. MATERIAL

3.1.  Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

3.2.  Columna de vidrio para cromatografia de gases, de 15,0 mm de diametro
interior, entre 30 y 40 cm de longitud, y provista de una llave.

3.3, Cromatografo de gases adecuado para utilizarse con columna capilar,
dotado de un sistema de introduccion directa en la columna, que
incluya los siguientes elementos:

3.3.1. Recinto termostatico para las columnas, provisto de un programador de
temperatura.

3.3.2. Inyector en frio para introduccioén directa en la columna.
3.3.3. Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.

3.3.4. Registrador-integrador que pueda funcionar con el convertidor-
amplificador (3.3.3), con un tiempo de respuesta inferior o igual a un
segundo y velocidad variable del papel. (También se pueden utilizar
sistemas informatizados que contemplen la obtencion de los datos de
cromatografia de gases mediante un ordenador.).

3.3.5. Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 8 a 12 m de longitud y de
0,25 a 0,32 mm de didmetro interior, recubierta interiormente de fase
estacionaria, con un espesor uniforme que oscile entre 0,10 y 0,30 um.
(Se encuentran en el comercio fases estacionarias adecuadas listas para su
empleo, del tipo de la SE-52 o SE-54.).

3.4.  Microjeringa para introduccion directa en columna, de 10 pl de
capacidad, provista de una aguja cementada.

3.5.  Vibrador eléctrico.

3.6.  Rotavapor.

3.7. Horno de mufla.

3.8.  Balanza analitica con una precision de £ 0,1 mg.

3.9. Material de vidrio normal de laboratorio.

4. REACTIVOS

4.1.  Gel de silice de una granulometria comprendida entre 60 y 200 um

El gel de silice debe mantenerse durante un minimo de 4 horas en el
horno a 500 °C. Tras su enfriamiento, se aflade un 2 % de agua respecto
a la cantidad de gel de silice tomada. Se agita bien para homogeneizar la
masa. Se mantiene al abrigo de la luz durante al menos 12 horas antes de
su uso.
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4.2.  n-hexano, de calidad para cromatografia.
43.  FEter etilico, de calidad para cromatografia.
4.4.  n-heptano, de calidad para cromatografia.

4.5.  Soluciéon patron de araquidato de laurilo al 0,1 % (m/v) en hexano
(patr6on interno). (También puede utilizarse palmitato de palmitilo o
estearato de miristilo.).

4.5.1. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol).

4.6.  Gas portador: hidrégeno o helio puro, de calidad para cromatografia de
gases.

4.7.  Gases auxiliares:
— hidrdégeno puro, de calidad para cromatografia de gases,

— aire puro, de calidad para cromatografia de gases.

S. PROCEDIMIENTO
5.1.  Preparacion de la columna cromatografica

Suspender 15 g de gel de silice (4.1) en n-hexano (4.2) e introducirlo en
la columna (3.2). Completar la sedimentacion espontanea con ayuda de
un vibrador eléctrico (3.5), a fin de obtener una capa cromatografica mas
homogénea. Hacer pasar 30 ml de n-hexano para eliminar las posibles
impurezas. Pesar exactamente con ayuda de la balanza (3.8) 500 mg de la
muestra en el matraz Erlenmeyer de 25 ml (3.1) y afadir la cantidad
adecuada del patrén interno (4.5), en funcion del contenido previsto de
ceras; por ejemplo, afadir 0,1 mg de araquidato de laurilo si se trata de
aceite de oliva y de 0,25 a 0,50 mg si se trata de aceite de orujo.
Transferir la muestra asi preparada a la columna cromatografica, con
ayuda de dos porciones, cada una de 2 ml, de n-hexano (4.2).

Dejar fluir el disolvente hasta que se sitie a 1 mm por encima del nivel
superior del absorbente, y a continuacion hacer pasar 70 ml mas de n-
hexano para eliminar los n-alcanos presentes de forma natural. Comenzar
entonces la elucion cromatografica recogiendo 180 ml de la mezcla de n-
hexano/éter etilico en la proporcion 99:1, manteniendo un flujo
aproximado de 15 gotas cada 10 segundos. La elucién de la muestra
debe efectuarse a una temperatura ambiente de 22 °C + 4 °C.

Notas: — La mezcla n-hexano/éter etilico (99:1) debe prepararse cada dia.

— Para controlar visualmente la elucion correcta de las ceras, es
posible afiadir a la muestra en soluciéon 100 pl de Sudan al
1% en la mezcla de elucion. Como el colorante tiene una
retencion intermedia entre las ceras y los triglicéridos,
cuando la coloracion llega al fondo de la columna cromato-
grafica hay que suspender la elucion por haberse eluido ya
todas las ceras.

Secar la fraccion resultante en el rotavapor (3.6) hasta que se haya
eliminado practicamente todo el disolvente. Eliminar los dos ultimos
mililitros del disolvente con ayuda de una débil corriente de nitrogeno;
afiadir a continuacion de 2 a 4 ml de n-heptano.

5.2. Cromatografia de gases
5.2.1. Operaciones preliminares

Instalar la columna en el cromatografo de gases (3.3), conectando el
terminal de entrada al sistema en columna y el terminal de salida al
detector. Efectuar los controles generales del cromatografo de gases (fun-
cionamiento de los circuitos de gas, eficacia del detector y del regis-
trador, etc.).
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Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla.
Hacer pasar a través de la columna una corriente ligera de gas y, a
continuacion, encender el cromatoégrafo de gases. Calentar gradualmente
hasta alcanzar, al cabo de unas 4 horas, la temperatura de 350 °C.
Mantener esta temperatura durante al menos 2 horas y, a continuacion,
ajustar el aparato a las condiciones de trabajo [regulacion del flujo del
gas, encendido de la llama, conexion con el registrador electronico
(3.3.4), regulacion de la temperatura del recinto para la columna, regu-
lacion del detector, etc.] y registrar la sefial con una sensibilidad al menos
dos veces superior a la prevista para efectuar el analisis. La linea de base
debera ser lineal, sin picos de ningun tipo ni deriva.

Una deriva rectilinea negativa indica que las conexiones de la columna
no son correctas; una deriva positiva indica que la columna no ha sido
acondicionada adecuadamente.

5.2.2. Eleccion de las condiciones de trabajo

En general, las condiciones de trabajo deben ser las siguientes:

— temperatura de la columna:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minuto minuto minuto
al inicio — 240 °C — 325 °C — 340 °C
80 °C
(69 (10"
1

— temperatura del detector: 350 °C;

— cantidad inyectada: 1 pl de la solucién (2-4 ml) de n-heptano,

— gas portador: helio o hidrégeno a la velocidad lineal optima para el
gas seleccionado (véase el apéndice),

— sensibilidad del instrumento: capaz de responder a las condiciones
siguientes:

Estas condiciones pueden modificarse en funcion de las caracteristicas
de la columna y del cromatografo de gases, de modo que se obtenga
la separacion de todas las ceras, una resolucion satisfactoria de los
picos (véase la figura) y un tiempo de retencion del patrén interno Cs,
de 18 £ 3 minutos. El pico mas representativo de las ceras debe haber
medido al menos el 60 % del fondo de la escala.

Determinar los parametros de integracion de los picos de manera que se
obtenga una evaluacion correcta de las areas de los picos considerados.

Nota: Ante lo elevado de la temperatura final, se admite una deriva
positiva que no debe ser superior al 10 % del fondo de la escala.

5.3. Realizacion del analisis

Tomar 1 pl de la solucién con la microjeringa de 10 pl; sacar el émbolo
de la jeringa hasta que la aguja esté vacia. Introducir la aguja en el
sistema de inyeccién e inyectar rapidamente después de 1 o 2
segundos; dejar pasar unos 5 segundos y extraer lentamente la aguja.

Llevar a cabo el registro hasta que las ceras se hayan eluido completa-
mente.
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La linea de base debe satisfacer siempre las condiciones exigidas.
5.4. Identificacion de los picos

Identificar los distintos picos sobre la base de los tiempos de retencion,
comparandolos con mezclas de ceras analizadas en las mismas
condiciones y cuyos tiempos de retencion sean conocidos.

La figura presenta un cromatograma de las ceras de un aceite de oliva
virgen.

5.5. Determinacion cuantitativa

Calcular con ayuda del integrador las areas de los picos correspondientes
al patrén interno y a los ésteres alifaticos de Cyp a Cyg.

Determinar el contenido en ceras de cada uno de los ésteres, en mg/kg de
materia grasa, aplicando la siguiente formula:

Ax s 1000
éster, mg/kg = Ox x s x

Ag X m
siendo
A, = el area del pico de cada éster, en milimetros cuadrados
Ay = el area del pico del patron interno, en milimetros cuadrados
mg = la masa del patron interno que se ha afiadido, en miligramos
m = la masa de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.
6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Indicar la suma de los contenidos de las distintas ceras de Cyy a Cyq, €n
mg/kg de materia grasa (ppm).

Nota: Los componentes que se deben cuantificar hacen referencia a los
picos con un numero par de carbonos, comprendidos entre los
ésteres Cyg y Cye, segiin el ejemplo del cromatograma de las
ceras del aceite de oliva indicado en la figura siguiente. Si el
éster Cy¢ aparece dos veces, para identificarlo conviene analizar
la fraccion de las ceras de un aceite de orujo de oliva en que el
pico Cy4 sea facil de identificar por ser claramente mayoritario.

Los resultados deben expresarse con una cifra decimal.
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Figura
Cromatograma de las ceras de un aceite de oliva (!)
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Leyenda:
LS. = araquidato de laurilo
1 = ésteres diterpénicos
2+ 2" = ésteres Cyg
3+3 = ¢ésteres Cyp
4 +4 = ésteres Cyy
5 = ésteres Cyq
6 = ¢ésteres de esteroles y alcoholes triterpénicos

(') Tras la elucion de los ésteres de esteroles, el trazado cromatografico no debe presentar picos significativos
(triglicéridos).
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Apéndice

Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar de 1 a 3 pl de metano (o propano) en el cromatografo de gases, después
de haberlo ajustado a las condiciones de trabajo normales. Cronometrar el tiempo
que tarda el gas en recorrer la columna, desde el momento de su inyeccion hasta
la aparicion del pico (tyy).

La velocidad lineal, en cm/s, viene dada por la féormula L/ty, siendo L la
longitud de la columna expresada en cm y ty el tiempo cronometrado en
segundos.
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ANEXO V

DETERMINACION DE LA COMPOSICION Y DEL CONTENIDO DE
ESTEROLES Y DIALCOHOLES TRIPERPENICOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES CON COLUMNA CAPILAR

1. AMBITO DE APLICACION

El método describe un procedimiento para determinar el contenido
individual y total de esteroles y de dialcoholes triterpénicos de los
aceites de oliva y de orujo.

2. PRINCIPIO

Los aceites, con a-colestanol afiadido como patron interno, se sapo-
nifican con hidroxido potasico en solucion etandlica y la materia insa-
ponificable se extrae entonces con éter de etilo.

La fraccion de esteroles y de dialcoholes triterpénicos se separa de la
materia insaponificable mediante cromatografia en capa fina con una
placa de gel de silice bésico. Las fracciones recuperadas del gel de
silice se transforman en éteres de trimetilsililo y se analizan entonces
con cromatografia de gases con columna capilar.

3. APARATOS

El equipo de laboratorio habitual y, en particular, lo siguiente:

3.1. Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante de reflujo con juntas esmeri-
ladas.

3.2. Ampolla de decantacion de 500 ml.

3.3. Matraces de 250 ml.

3.4. Aparato completo para analisis mediante cromatografia en capa fina

usando placas de vidrio de 20 x 20 cm.

3.5. Lampara ultravioleta con longitud de onda de 254 o 366 nm.
3.6. Microjeringas de 100 pl y 500 pl.
3.7. Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso G3 (porosidad 15-40 pm)

con un diametro aproximado de 2 cm y una profundidad de 5 cm,
apropiado para filtraciones al vacio, con junta esmerilada macho.

3.8. Matraz coénico de vacio de 50 ml, con junta esmerilada hembra
acoplable al embudo filtrante (punto 3.7).

3.9. Tubo de ensayo de 10 ml con fondo cénico y tapén de vidrio de cierre
hermético.
3.10. Cromatografo de gases adecuado para su uso con columna capilar con

inyector de fraccionamiento de flujo (split) formado por:

3.10.1. Una cémara para columnas capaz de mantener la temperatura deseada
con una precision de + 1 °C.

3.10.2. Inyector termorregulable con elemento vaporizador de vidrio persil-
anizado y divisor.

3.10.3. Detector de ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés).

3.10.4. Sistema de captura de datos para uso con el detector FID (punto
3.10.3), capaz de integrarse manualmente.

3.11. Columna capilar de silice fundida, de 20 a 30 m de longitud y de 0,25
a 0,32 mm de diametro interno, recubierta con difenil (5 %) y dime-
tilpolisiloxano (95 %) (fase estacionaria SE 52 o SE 54 o equivalente),
con un espesor uniforme que oscile entre 0,10 y 0,30 um.
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3.12. Microjeringa, de 10 pl de capacidad, para cromatografia de gases, con
aguja fija apropiada para division de flujo.

3.13. Desecador de dicloruro de calcio.

4. REACTIVOS

4.1. Hidroxido potasico (pureza minima del 85%).

4.2. Hidroxido potasico, solucion etandlica 2 N, aproximadamente:
Disolver, enfriando al mismo tiempo, 130 g de hidroxido potasico
(punto 4.1) en 200 ml de agua destilada y completar hasta un litro
con etanol (punto 4.10). Conservar la solucion en botellas de vidrio
oscuro bien cerradas y almacenarla un maximo de dos dias.

4.3. Eter etilico de calidad para analisis.

4.4. Hidroéxido potasico, solucion etandlica 0,2 N, aproximadamente:
Disolver 13 g de hidroxido potasico (punto 4.1) en 20 ml de agua
destilada y completar hasta un litro con etanol (punto 4.10).

4.5. Sulfato sodico anhidro, de calidad para analisis.

4.6. Placas de vidrio (20 x 20 cm) recubiertas con gel de silice, sin
indicador de fluorescencia, de 0,25 mm de espesor (disponibles en el
comercio ya preparadas para el uso).

4.7. Tolueno, de calidad para cromatografia.

4.8. Acetona, de calidad para cromatografia.

4.9. n-Hexano, de calidad para cromatografia.

4.10. Eter etilico, de calidad para cromatografia.

4.11. Etanol, de calidad para analisis.

4.12. Acetato de etilo, de calidad para analisis.

4.13. Solucion de referencia para cromatografia en capa fina: colesterol o
fitoesteroles, y solucion de eritrodiol al 5% en acetato de etilo (punto
4.11).

4.14. Solucion de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2% en etanol. Para hacerla
ligeramente basica se afiaden algunas gotas de solucion alcohdlica 2
N de hidréxido potasico (punto 4.2).

4.15. Piridina anhidra, de calidad para cromatografia (véase nota 5).

4.16. Hexametildisilazano, de calidad para analisis.

4.17. Trimetilclorosilano, de calidad para analisis.

4.18. Solucion patron de los trimetilsililéteres de esteroles:

Preparar en el momento del uso a partir de esteroles y eritrodiol
obtenidos de aceites que los contengan.

4.19. a-Colestanol, de pureza superior al 99% (hay que comprobar la pureza
mediante cromatografia de gases).

4.20. a-Colestanol, disolucion al 0,2% (m/V) como patrén interno en acetato

de etilo (punto 4.11).

4.21. Solucion de fenolftaleina, 10 g/L en etanol (punto 4.10).

4.22. Gas portador: hidrogeno o helio, de calidad para cromatografia de
gases.
4.23. Gases auxiliares: hidrogeno, helio, nitrogeno y aire, de calidad para

cromatografia de gases.
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4.24. Mezcla de n-hexano (punto 4.9)/éter etilico (punto 4.10) 65:35 (V/V).

4.25. Reactivo de sililacion, consiste en una mezcla 9:3:1 (V/V/V) de
piridina/hexametildisilazano/trimetilclorosilano.

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Preparacion del insaponificable.
S5.1.1. Con una microjeringa de 500 pl (punto 3.6) introducir en el matraz de

250 ml (punto 3.1) un volumen de soluciéon de patrén interno de o-
colestanol (punto 4.20) que contenga una cantidad de colestanol
correspondiente a aproximadamente el 10% del contenido de esterol
de la muestra. Por ejemplo, para una muestra de aceite de oliva de 5 g
afiadir 500 pl de la solucién de a-colestanol (punto 4.20) y 1500 pl
para el aceite de orujo. Evaporar hasta secar mediante una ligera
corriente de nitrogeno en un bafio de agua templado y, después de
enfriar el matraz, poner 5 + 0,01 g de muestra filtrada seca en el
mismo matraz.

Nota 1: En el caso de aceites y grasas animales o vegetales con un
alto contenido de colesterol puede producirse un pico cuyo
tiempo de retencion sea idéntico al del colestanol. En tal caso,
el analisis de la fraccion de esteroles debe realizarse dos
veces: con patron interno y sin él.

5.1.2. Afadir 50 ml de solucién etandlica de hidroxido potasico 2 N (punto
4.2) y algo de piedra poémez, ajustar el condensador de reflujo y
calentar a ebullicion suave hasta que tenga lugar la saponificacion (la
solucion se vuelve incolora). Calentar durante 20 minutos mas y, a
continuacion, afiadir 50 ml de agua destilada por la parte superior
del condensador; separar el condensador y enfriar el matraz a 30 °C
aproximadamente.

5.1.3.  Pasar el contenido del matraz cuantitativamente a una ampolla de
decantacion de 500 ml (punto 3.2) usando varias fracciones de agua
destilada (50 ml). Afadir aproximadamente 80 ml de éter etilico (punto
4.10) y agitar con fuerza aproximadamente durante 60 segundos con
liberacion periodica de la presion invirtiendo la ampolla de decantacion
y abriendo la llave. Dejarla en reposo hasta que se produzca una
completa separacion en dos fases (nota 2).

Retirar entonces la solucion de jabon lo mas exhaustivamente posible y
pasar a una segunda ampolla de decantacion. Efectuar otras dos extrac-
ciones de la fase hidroalcoholica por el mismo procedimiento, util-
izando cada vez de 60 a 70 ml de éter etilico (punto 4.10).

Nota 2: Las emulsiones pueden eliminarse afiadiendo pequefias
cantidades de etanol (punto 4.11).

5.1.4. Combinar las tres extracciones de éter en una sola ampolla de
decantacion que contenga 50 ml de agua. Continuar lavando con
agua (50 ml) hasta que el agua de lavado no adquiera un color rosa
al afiadirle una gota de solucion de fenolftaleina (punto 4.21).

Una vez eliminada el agua de lavado, filtrar con sulfato sédico anhidro
(punto 4.5) a un matraz de 250 ml previamente pesado, lavando el
embudo y el filtro con pequefias cantidades de éter etilico (punto 4.10).

5.1.5. Evaporar el disolvente mediante su destilacion en un rotavapor a 30 °C
al vacio. Afnadir 5 ml de acetona y eliminar totalmente el disolvente
volatil con una ligera corriente de aire. Secar el residuo en el horno a
103 £ 2 °C durante 15 min. Enfriar en desecador y pesar con precision
de 0,1 mg.



01991R2568 — ES — 04.08.2016 — 029.001 — 38

VY M26

5.2. Separacion de la fraccién de esterol y dialcoholes triterpénicos (erit-
rodiol + uvaol)

5.2.1. Preparacion de placas para cromatografia en capa fina basicas.
Sumergir las placas con gel de silice (punto 4.6) unos 4 cm en la
solucion etanodlica 0,2 N de hidroxido potasico (punto 4.5) durante
10 segundos; dejar secar las placas en una campana durante dos
horas y, por ultimo, mantenerlas en un horno a 100 °C durante una
hora.

Sacarlas del horno y conservarlas en un desecador de cloruro de calcio
(punto 3.13) hasta el momento del uso (las placas sometidas a este
tratamiento deben utilizarse en el plazo de quince dias como maximo).

Nota 3: Si se utilizan placas basicas de gel de silice para la separacion
de la fraccion de esteroles, ya no es necesario tratar el insa-
ponificable con alimina. De este modo, todos los compuestos
de naturaleza acida (acidos grasos y otros) quedan retenidos en
la linea de aplicacion, y la banda de los esteroles aparece
perfectamente diferenciada de la banda de los alcoholes
alifaticos y triterpénicos.

522. Colocar la mezcla de hexano y éter etilico (punto 4.24) (nota 4) en la
cubeta de desarrollo, con una profundidad aproximada de 1 cm. Cerrar
la cubeta con la tapa adecuada y dejarla asi durante al menos media
hora, en un lugar frio, de manera que se establezca el equilibrio
liquido-vapor; se pueden colocar tiras de papel de filtro que se
sumerjan en el eluyente en las caras interiores de la cubeta. De esta
manera el tiempo de desarrollo se reduce casi un tercio y se obtiene
una elucion mas uniforme y regular de los componentes.

Nota 4: A fin de que las condiciones de elucion sean perfectamente
reproducibles, la mezcla de desarrollo debe cambiarse en cada
prueba. Alternativamente, se puede utilizar una mezcla de
n-hexano/éter etilico 50:50 (V/V).

5.2.3. Preparar una solucion del insaponificable (punto 5.1.5) al 5% aproxi-
madamente en acetato de etilo (punto 4.12) y, utilizando una micro-
jeringa de 100 pl, depositar 0,3 ml de soluciéon sobre una linea fina e
uniforme en el extremo inferior (2 cm) de la placa cromatografica
(punto 5.2.1). Paralela a esta linea, colocar de 2 a 3 ul de la
solucion de referencia (punto 4.13), de manera que pueda identificarse
la banda de esterol y de dialcoholes triterpénicos después del
desarrollo.

5.2.4. Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, preparada como se indica
en el punto 5.2.2. Deberd mantenerse a una temperatura ambiente entre
15 y 20 °C (nota 5). Tapar inmediatamente la cubeta y dejar que se
produzca la elucién hasta que el frente del disolvente se sitiie a 1 cm
aproximadamente del borde superior de la placa. Sacar la placa de la
cubeta y evaporar el disolvente en una corriente de aire caliente o
dejando la placa bajo una campana unos minutos.

Nota 5: Una temperatura mas alta podria perjudicar la separacion.

5.2.5. Pulverizar la placa ligera y uniformemente con la solucion de 2,7-
diclorofluoresceina (punto 4.14) y dejarla secar. Al examinar la placa
a la luz ultravioleta pueden identificarse las bandas de esteroles y
dialcoholes triperpénicos mediante comparacion con las manchas
obtenidas a partir de la solucion de referencia (punto 4.13). Marcar
con lapiz negro los limites de las bandas a lo largo de los margenes
de fluorescencia (véase la placa de la figura 3).

5.2.6.  Rascar con una espatula metalica el gel de silice contenido en el area
delimitada. Introducir el material obtenido, finamente triturado, en el
embudo filtrante (punto 3.7); afiadir 10 ml de acetato de etilo caliente
(punto 4.12), mezclar cuidadosamente con la espatula metalica y filtrar
en vacio, recogiendo el filtrado en el matraz coénico (punto 3.8)
acoplado al embudo filtrante.
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Lavar el residuo en el matraz tres veces con éter etilico (punto 4.3)
(empleando cada vez unos 10 ml), recogiendo el filtrado en el mismo
matraz acoplado al embudo. Evaporar el filtrado hasta obtener un
volumen de 4 a 5 ml, transvasar la solucién residual al tubo de
ensayo de 10 ml (punto 3.9) previamente pesado, evaporar hasta
secar mediante calentamiento suave en corriente ligera de nitrogeno,
recubrir con algunas gotas de acetona (punto 4.8), evaporar de nuevo
hasta secar.

El residuo que queda en el tubo de ensayo debe estar formado por la
fraccion de esteroles y de dialcoholes triperpénicos.

5.3. Preparacion de los trimetilsililéteres.

5.3.1.  Afiadir al tubo que contiene la fraccion de esteroles y triterpenos el
reactivo de sililacion (punto 4.25) (nota 6) a razén de 50 pl por
miligramo de esteroles y dialcoholes triterpénicos, evitando toda
absorcion de humedad (nota 7).

Nota 6: Existen soluciones comerciales listas para usar. Ademas,
también existen otros reactivos de sililacién, como la
bis-trimetilsililtrifluoroacetamida + trimetilclorosilano al 1%,
que se diluye en el mismo volumen de piridina anhidra.

La piridina se puede sustituir por la misma cantidad de acetonitrilo.

5.3.2. Tapar el tubo y agitar cuidadosamente (sin invertir) hasta la completa
disolucion de los compuestos. Dejarlo en reposo durante al menos 15
min a temperatura ambiente y centrifugar durante algunos minutos; la
solucion limpida estd lista para el andlisis mediante cromatografia de
gases.

Nota 7: La eventual formacion de una ligera opalescencia es normal y
no ocasiona ninguna anomalia. La formacion de una flocu-
lacion blanca o la aparicion de una coloracion rosa es indi-
cativa de presencia de humedad o de deterioro del reactivo. En
este caso debera repetirse la prueba (solo cuando se utilice
hexametildisilazano/trimetilclorosilano).

5.4. Cromatografia de gases.
54.1. Operaciones preliminares: acondicionamiento de la columna capilar.

5.4.1.1. Colocar la columna (punto 3.11) en el cromatografo de gases
conectando el extremo de entrada al inyector de fraccionamiento y el
extremo de salida al detector.

Efectuar los controles generales del equipo para cromatografia de gases
(estanquidad de los circuitos de gases, eficacia del detector, eficacia del
sistema de division de flujo y del sistema de registro, etc.).

5.4.1.2. Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla
previamente. Hacer pasar un ligero flujo de gas a través de la columna,
encender el equipo de cromatografia de gases e iniciar un calenta-
miento gradual hasta alcanzar una temperatura al menos 20 °C
superior a la temperatura de trabajo (nota 8). Mantener dicha
temperatura durante 2 horas como minimo; a continuacién, poner el
equipo completo en condiciones de funcionamiento (regulacion del
flujo de gases y del fraccionamiento (splif), ignicion de la llama,
conexion con el sistema informatico, regulacion de la temperatura de
la columna, del detector y del inyector, etc.) y registrar la seiial con una
sensibilidad al menos dos veces superior a la prevista para el analisis.
El trazado de la linea de base debe ser lineal, exento de picos de
cualquier tipo y no debe presentar deriva.
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Una deriva rectilinea negativa indica que las conexiones de la columna
no son totalmente estancas; una deriva positiva indica que el acon-
dicionamiento de la columna es insuficiente.

Nota 8: La temperatura de acondicionamiento debera ser siempre,
como minimo 20 °C inferior a la temperatura maxima espe-
cificada para la fase estacionaria utilizada.

5.4.2. Condiciones de funcionamiento:

5.4.2.1. Las condiciones de trabajo son las siguientes:
— temperatura de la columna: 260 + 5 °C;
— temperatura del inyector: 280-300 °C;
— temperatura del detector: 280-300 °C;

— velocidad lineal del gas portador: helio 20 a 35 cm/s, hidrogeno 30
a 50 cm/s,

— relacion de fraccionamiento (splif) de 1/50 a 1/100;

— sensibilidad del instrumento: de 4 a 16 veces la atenuacion minima,
— sensibilidad de registro: 1 a 2 mV de fondo de escala;

— cantidad de sustancia inyectada: 0,5 a 1 pl de solucion de TMSE.

Estas condiciones pueden modificarse en funcion de las caracteristicas
de la columna y del cromatografo de gases, de modo que se obtengan
cromatogramas que cumplan los siguientes requisitos:

— el tiempo de retencion del pico del B-sitosterol debe ser de 20 + 5
min;

— el pico del campesterol debe ser: para el aceite de oliva (contenido
medio del 3%), 20 £ 5% del fondo de escala; para el aceite de soja
(contenido medio del 20%), 80 + 10% del fondo de escala;

— se deben separar todos los esteroles presentes; es necesario que los
picos no solo se separen sino que se resuelvan completamente, es
decir, que el trazo del pico llegue a la linea de base antes de que se
inicie el pico siguiente. No obstante, podra admitirse una resoluciéon
incompleta si el pico a TRR 1,02 (sitostanol) puede cuantificarse
utilizando la perpendicular.

5.4.3. Realizacion del analisis

5.4.3.1. Con la microjeringa de 10 pl tomar 1 pl de hexano, aspirar 0,5 pl de
aire y, a continuacion, entre 0,5 y 1 pl de la solucion problema; elevar
el émbolo de la jeringa de modo que la aguja quede vacia. Introducir la
aguja a través de la membrana del inyector y, después de 1 o 2
segundos, inyectar rapidamente; transcurridos unos 5 segundos,
extraer la aguja lentamente.

También puede emplearse un inyector automatico.

5.4.3.2. Continuar el registro hasta la completa elucion de los TMSE de los
dialcoholes triperpénicos presentes. La linea de base debe ajustarse en
todo momento a las condiciones exigidas (punto 5.4.1.2).

54.4. Identificacion de los picos

Para la identificacion de los diferentes picos se utilizan los tiempos de
retencion y la comparacion con la mezcla de TMSE de los esteroles y
dialcoholes triperpénicos analizada en las mismas condiciones (véase
apéndice).
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La elucién de los esteroles y dialcoholes triperpénicos se efectua en el
orden siguiente: colesterol, brasicasterol, ergosterol, 24-metilencoles-
terol, campesterol, campestanol, estigmasterol, A-7-campesterol, A-
5,23-estigmastadienol, clerosterol, f-sitosterol, sitostanol, A-5-aven-
asterol, A-5,24-estigmastadienol, A-7-estigmastenol, A-7-avenasterol,
eritrodiol y uvaol.

En el cuadro 1 figuran los tiempos de retencion correspondientes al -
sitosterol para las columnas SE 52 y SE 54.

Las figuras 1 y 2 recogen los cromatogramas tipicos de algunos aceites.
5.4.5. Determinacion cuantitativa.

5.4.5.1. Calcular las areas de los picos del a-colestanol y de los esteroles y
dialcoholes triperpénicos utilizando el sistema informatico. No se
tomaran en cuenta los picos de aquellos componentes que no figuren
en el cuadro 1 (el ergosterol no debe calcularse). El factor de respuesta
para el a-colestanol debe considerarse como 1.

5.4.5.2. Calcular del modo siguiente el contenido de cada uno de los esteroles,
expresado en mg/kg de materia grasa:

Ax X mg x 1000

esterol x =
Ag X m

A, = éarea del pico del esterol x, en unidades de cuenta del sistema
informatico;

A = érea del pico del a-colestanol, en unidades de cuenta del sistema
informatico;

mg = peso de a-colestanol afiadido, en miligramos;

m = peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

6.1. Se expresan las concentraciones de cada uno de los esteroles en mg/kg
de materia grasa y su suma como «esteroles totales».

La composicion de cada uno de los esteroles y del eritrodiol y uvaol
debe expresarse con una cifra decimal.

La composicion de los esteroles totales debe expresarse sin ningun
decimal.

v M28
6.2. El porcentaje de cada uno de los esteroles simples es la razon entre el
area del pico correspondiente y la suma de las areas de los picos de los
esteroles:

sterol, = A x 100

>4
donde:

A, = area del pico de x;
XA = suma de las areas de todos los picos de esteroles;

VY M26
6.3. B-sitosterol aparente: A5-23-estigmastadienolt clerosterol + B-sitosterol
+ sitostanol + A5-avenasterol + A5-24-estigmastadienol.
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6.4. Calculo del porcentaje de eritrodiol y uvaol:
Er+ U
Eritrodiol 4 uvaol = _orrtv x 100
Er+ Uv + XA
Donde

YA = suma de las areas de los esteroles en unidades de cuenta del
sistema informatico;

Er = area del eritrodiol en wunidades de cuenta del sistema
informatico;

Uv = area del uvaol en unidades de cuenta del sistema informatico;
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Apéndice

Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar en el cromatografo de gases, preparado para trabajar en condiciones
normales, de 1 a 3 pl de metano (o propano) y medir el tiempo que tarda el
gas en recorrer la columna, desde el momento de la inyeccion hasta el momento
en que aparece el pico (tM).

La velocidad lineal en cm/s viene dada por L/tM, siendo L la longitud de la
columna en cm y tM el tiempo, expresado en segundos.

Cuadro 1

Tiempos de retencion relativos de los esteroles

Tiempo de retencion relativo

Pico Identificacion Columma Colurma
SE 54 SE 52
1 Colesterol A-5-colesten-3/3-ol 0,67 0,63
2 Colestanol Sa-colestan-3/3-ol 0,68 0,64
3 Brasicasterol [24S]-24-metil-A-5,22-colestadien-38-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S]-24-metil-A-5-7-22 colestatrien 383-ol 0,78 0,76
4 24-Metilencolesterol 24-metilen-A-5,24-colestadien-3/3-ol 0,82 0,80
5 Campesterol (24R)-24-metil-A-5-colesten-3/3-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-metil-colestan-3/3-ol 0,85 0,82
7 Estigmasterol (24S)-24-etil-A-5,22-colestadien-3/3-ol 0,88 0,87
8 A-7-Campesterol (24R)-24-metil-A-7-colesten-3/3-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-Estigmastadienol [24R,S]-24-etil-A-5,23-colestadien-3/3-ol 0,95 0,95
10 Clerosterol [24S]-24-etil-A-5,25-colestadien-3/3-ol 0,96 0,96
11 3-Sitosterol (24R)-24-etil-A-5-colesten-3/3-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-colestan-3/3-ol 1,02 1,02
13 A-5-Avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-colesten-3/3-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-Estigmastadienol (24R,S)-24-etil-A-5,24-colestadien-3/3-ol 1,08 1,08
15 A-7-Estigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-colesten-3/3-ol 1,12 1,12
16 A-7-Avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-colesten-3/3-ol 1,16 1,16
17 Eritrodiol Sa-olean-12-en-3328-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3628-diol 1,52 1,52
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Figura 1

Cromatografia de gases de la fraccién de esteroles y dialcoholes triperpénicos de aceite de
oliva lampante (con ayuda de patron interno)

3.0, "‘ n

1

1.76+

1.144

(mVolt)

0.52

0.1 T T T
0.0 80




01991R2568 — ES — 04.08.2016 — 029.001 — 45

VY M26
Figura 2

Cromatografia de gases de la fraccién de esteroles y dialcoholes triperpénicos de aceite de
oliva refinado (con ayuda de patron interno)
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Figura 3

Placa cromatografica de aceite de orujo de oliva en la que se observa el area que debe
rasparse para determinar el contenido de esteroles y dialcoholes triperpénicos

1 — Escualeno
2 — Alcoholes triperténicos y alifaticos
3 — Esteroles y dialcoholes triperpénicos

4 — Inicio y acidos grasos libres
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ANEXO VIl

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE MONOPALMITATO DE
2-GLICERILO

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El presente método describe el procedimiento analitico para la deter-
minacion del porcentaje de acido palmitico en posicion 2 de los trig-
licéridos mediante la evaluacion del monopalmitato de 2-glicerilo.

Este método es aplicable a los aceites vegetales liquidos a temperatura
ambiente (20 °C).

2. PRINCIPIO

Tras la preparacion, la muestra de aceite se somete a la accion de la
lipasa pancreatica: la hidrolisis parcial y especifica en las posiciones 1 y
3 de las moléculas de triglicéridos implica la aparicion de monoglicéridos
en posicion 2. Se determina el porcentaje de monopalmitato de 2-
glicerilo en la fraccion monogliceridica, previa sililacion, mediante
cromatografia de gases en columna capilar.

3. EQUIPO Y MATERIAL HABITUAL

3.1 Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

3.2. Vasos de precipitados de 100, 250 y 300 ml.

3.3. Columna de vidrio para cromatografia, con un didmetro interior de entre
21 y 23 mm, una longitud de 400 mm, una placa de vidrio fritado y una
llave.

3.4. Probetas graduadas de 10, 50, 100 y 200 ml.

3.5. Matraces redondos de 100 y 250 ml.

3.6. Rotavapor.

3.7. Tubos de centrifuga de fondo conico de 10 ml, con tapdén esmerilado.

3.8. Centrifuga para tubos de 10 y 100 ml.

3.9. Termostato capaz de mantener la temperatura a 40 °C + 0,5 °C.

3.10. Pipetas graduadas de 1 y 2 ml.

3.11.  Jeringa hipodérmica de 1 ml.

3.12. Microjeringa de 100 pl.

3.13.  Embudo de 1000 ml.

3.14. Cromatografo de gases para columna capilar, provisto de un dispositivo
de inyeccion en columna en frio para la introduccion directa de la
muestra en la columna y de un recinto capaz de mantener la temperatura

seleccionada con una variacion maxima de 1 °C.

3.15. Inyector en columna en frio para la introduccion directa de la muestra en
la columna.

3.16. Detector de ionizacion de llama y electrometro.

3.17. Registrador-integrador adaptado al electrometro con un tiempo de
respuesta inferior o igual a un segundo y velocidad variable de
despliegue del papel.

3.18. Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 8 a 12 m de longitud y de
0,25 a 0,32 mm de diametro interior, recubierta interiormente de metil-
polisiloxano o de fenilmetilpolisiloxano al 5 %, con un espesor de entre
0,10 y 0,30 pm, que pueda utilizarse a 370 °C.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1
5.1.1.

Microjeringa de 10 pl provista de una aguja cementada, de al menos
7,5 cm de longitud, para inyeccion directa en columna.

REACTIVOS

Gel de silice de una granulometria comprendida entre 0,063 y 0,200 mm
(70/280 mallas), preparado de la forma siguiente: se pone el gel de silice
en una capsula de porcelana, se seca en estufa a 160 °C durante 4 horas
y después se deja enfriar a temperatura ambiente en un desecador. Se
afiade un volumen de agua equivalente al 5 % del peso del gel de silice,
de la manera siguiente: en un matraz Erlenmeyer se pesan 152 g de gel
de silice y se afiaden 8 g de agua destilada; se tapa y se agita suavemente
para obtener un reparto uniforme del agua. Se deja reposar al menos
durante 12 horas antes del empleo.

n-hexano (para cromatografia).
Isopropanol.
Isopropanol, solucién acuosa 1/1 (V/V).

Lipasa pancreética. Debe tener una actividad comprendida entre 2,0 y 10
unidades de lipasa por mg. (En el comercio se encuentran lipasas pancre-
aticas con una actividad comprendida entre 2 y 10 unidades por mg de
enzima.).

Soluciéon amortiguadora de  tris-hidroxi-metilaminometano: solucién
acuosa 1 M llevada a pH 8 (control potenciométrico) con HCI
concentrado (1/1 V/V).

Colato de sodio, calidad enzimatica, solucion acuosa al 0,1 % (esta
solucion debe utilizarse en el plazo de 15 dias a partir de su prepara-
cion).

Cloruro de calcio, solucion acuosa al 22 %.

Eter dietilico para cromatografia.

Disolvente de desarrollo: mezcla n-hexano/éter dietilico (87/13) (V/V).
Hidroxido de sodio, solucion al 12 % en peso.

Fenolftaleina, solucion al 1 % en etanol.

Gas portador: hidrégeno o helio puro, para cromatografia de gases.

Gases auxiliares: hidrogeno, como minimo al 99 %, exento de humedad
y de sustancias organicas, y aire, para cromatografia de gases de la
misma pureza.

Reactivo de sililacion: mezcla piridina/hexametildisilazano, trimetilcloro-
silano 9/3/1 (V/V/V). (En el comercio se encuentran soluciones listas
para su empleo. Pueden emplearse otros reactivos de sililacion, como
la bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida + 1 % trimetilclorosilano, diluidos
con un volumen idéntico de piridina anhidra.).

Muestras de referencia: monoglicéridos puros o mezclas de mono-
glicéridos cuya composicion porcentual se conoce y es similar a la de
la muestra.

PROCEDIMIENTO
Preparaciéon de la muestra

Los aceites con una acidez libre inferior al 3 % no tienen que neutral-
izarse antes de la cromatografia en columna de gel de silice. Los aceites
con una acidez libre superior al 3 % deberan someterse a la neutral-
izacion como se indica en el punto 5.1.1.1.
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5.1.1.1. En el embudo de 1 000 ml (3.13), poner 50 g de aceite y 200 ml de n-
hexano. Afiadir 100 ml de isopropanol y una cantidad de la solucion de
hidréxido de sodio al 12 % (4.11) correspondiente a la acidez libre del
aceite mas el 5 %. Agitar enérgicamente durante un minuto. Afiadir 100
ml de agua destilada, agitar de nuevo y dejar en reposo.

Decantar y después eliminar la capa inferior que contiene los jabones.
Eliminar las eventuales capas intermedias (mucilago y sustancias insol-
ubles). Lavar la solucion hexanica de aceite neutralizado con porciones
sucesivas de 50 o 60 ml de la solucion de isopropanol/agua 1/1 (V/V)
(4.4) hasta que desparezca el color rosado de la fenolftaleina.

Eliminar la mayor parte del hexano por destilacion en vacio (utilizar por
ejemplo un rotavapor) y pasar el aceite a un matraz redondo de 100 ml
(3.5). Secar el aceite en vacio hasta la eliminacion total del disolvente.

Al final de esta operacion, la acidez del aceite debe ser inferior al 0,5 %.

5.1.2. Introducir 1,0 g de aceite preparado como se indica mas arriba en un
Erlenmeyer de 25 ml (3.1) y disolver en 10 ml de mezcla de desarrollo
(4.10). Dejar reposar la solucion durante al menos 15 minutos antes de
efectuar la cromatografia en columna de gel de silice.

Si la solucion esta turbia, centrifugarla a fin de garantizar condiciones
optimas de cromatografia. (Pueden utilizarse cartuchos de gel de silice
SPE de 500 mg listos para su empleo.).

5.1.3.  Preparacion de la columna cromatogrdfica

Poner en la columna (3.3) unos 30 ml de disolvente de desarrollo (4.10),
introducir un trozo de algodon en la parte inferior de la columna con
ayuda de una varilla de vidrio; apretar para eliminar el aire.

En un vaso de precipitados, preparar una suspension de 25 g de gel de
silice (4.1) en unos 80 ml de disolvente de desarrollo y pasarla a la
columna con ayuda de un embudo.

Verificar que todo el gel de silice se ha introducido en la columna; lavar
con el disolvente de desarrollo (4.10), abrir la llave y dejar que el nivel
del liquido llegue a unos 2 mm por encima del nivel superior del gel de
silice.

5.1.4.  Cromatografia en columna

En un Erlenmeyer de 25 ml (3.1), pesar exactamente 1,0 g de muestra
preparada con arreglo al punto 5.1.

Disolver la muestra en 10 ml de disolvente de desarrollo (4.10). Poner la
solucion en la columna cromatografica preparada con arreglo al punto
5.1.3. Evitar remover la superficie de la columna.

Abrir la llave y dejar que salga la solucion de la muestra hasta que llegue
al nivel del gel de silice. Desarrollar con 150 ml de disolvente de
desarrollo. Ajustar el fluyjo a 2 ml/min (de forma que pasen a la
columna 150 ml en unos 60 o 70 minutos).

Recuperar el eluido en un matraz redondo de 250 ml, tarado previa-
mente. Evaporar el disolvente en vacio y retirar las Ultimas trazas de
este en corriente de nitrogeno.

Pesar el matraz y calcular el extracto recuperado.
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[En caso de utilizacion de cartuchos SPE de silice listos para el empleo,
proceder de la manera siguiente: introducir 1 ml de solucién (5.1.2) en
los cartuchos previamente preparados con 3 ml de n-hexano.

Después de filtrar la solucion, desarrollar con 4 ml de n-hexano/éter
dietilico 9/1 (V/V).

Recuperar el eluido en un tubo de 10 ml y someterlo a evaporacion en
corriente de nitrogeno hasta sequedad.

Someter el residuo seco a la accion de la lipasa pancreatica (5.2). Es
fundamental verificar la composicion en acidos grasos antes y después
del paso por el cartucho SPE.].

5.2. Hidrélisis con lipasa pancreatica

5.2.1. En el tubo de la centrifuga, pesar 0,1 g de aceite preparado con arreglo al
punto 5.1. Afiadir 2 ml de solucion amortiguadora (4.6), 0,5 ml de la
solucion de colato de sodio (4.7) y 0,2 ml de la solucién de cloruro de
calcio, agitando bien tras cada adicion. Cerrar el tubo con el tapon
esmerilado y colocarlo en el termostato a 40 °C + 0,5 °C.

5.2.2. Anadir 20 mg de lipasa, agitar cuidadosamente (evitando mojar el tapon)
y poner el tubo en el termostato durante 2 minutos exactos; retirarlo
después, agitarlo enérgicamente durante un 1 minuto exacto y dejar
enfriar.

5.2.3. Anadir 1 ml de éter dietilico, taponar y agitar enérgicamente, después
centrifugar y pasar la solucion de éter a un tubo limpio y seco, con
ayuda de una microjeringa.

5.3. Preparacion de los derivados sililados y de la cromatografia de gases

5.3.1. Mediante una microjeringa, introducir 100 pl de solucion (5.2.3) en un
tubo de fondo cénico de 10 ml.

5.3.2.  Eliminar el disolvente en corriente ligera de nitrogeno, afiadir 200 pl de
reactivo de sililacion (4.15), taponar el tubo y dejar reposar durante 20
minutos.

5.3.3.  Tras 20 minutos, afiadir entre 1 y 5 ml de n-hexano (en funcion de las
condiciones cromatograficas): la solucion resultante esta lista para la
cromatografia de gases.

5.4. Cromatografia de gases

Las condiciones de trabajo son las siguientes:

— temperatura del inyector (inyector en columna) inferior a la
temperatura de ebullicion del disolvente (68 °C),

— temperatura del detector: 350 °C,

— temperatura de la columna: programaciéon de la temperatura del
horno: 60 °C durante 1 minuto, subir 15 °C por minuto hasta
180 °C, después 5 °C por minuto hasta 340 °C, y después 340 °C
durante 13 minutos,

— gas portador: hidrogeno o helio, regulado a la velocidad lineal
adecuada para obtener la resolucion reflejada en la figura 1. El
tiempo de retencion del triglicérido Cs; debe ser de 40 + 5
minutos (véase la figura 2). (Las condiciones de trabajo que se
recogen aqui se proponen a titulo indicativo. Cada operador debera
optimizarlas para alcanzar la resolucién deseada. La altura del pico
correspondiente al monopalmitato de 2-glicerilo debe tener una altura
minima igual al 10 % de la escala del registrador.),
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— cantidad de sustancia inyectada: 0,5-1 pl de la solucién (5 ml) de n-
hexano (5.3.3).

5.4.1. Identificacion de los picos

Los distintos monoglicéridos se identifican en funcion de sus tiempos de
retencion obtenidos, comparandolos con los correspondientes a las
mezclas patréon de monoglicéridos analizadas en las mismas condiciones.

5.4.2. Determinacion cuantitativa

El area de cada pico se calcula mediante un integrador electronico.
6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El porcentaje de monopalmitato de glicerilo se calcula a partir de la
relacion entre el area del pico correspondiente y la suma de las areas
de los picos de todos los monoglicéridos (véase la figura 2), segin la
formula siguiente:

Ax

100
SA "

Monopalmitato de glicerilo (%):
siendo:

A, = el area del pico correspondiente al monopalmitato de glicerilo
>A = la suma de las areas de todos los picos de los monoglicéridos.

El resultado debe expresarse con una cifra decimal.

7. INFORME DEL ANALISIS
El informe del analisis debera especificar:
— la referencia al presente método,

— toda la informacién necesaria para la completa identificacion de la
muestra,

— el resultado del analisis,

— las eventuales desviaciones respecto al presente método, tanto si se
trata de una decisién de los interesados como si se debe a cualquier
otra razon,

— los datos de identidad del laboratorio, la fecha del anélisis y la firma
de los responsables del mismo.
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Figura 1

Cromatograma de los productos de la reaccion de sililacion obtenidos por accion de la lipasa
en un aceite de oliva refinado con la adicion de un 20 % de aceite esterificado (100 %)
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Leyenda: «acides gras libres» = Acidos grasos libres; «Huile d’olive raffinée + 20 % huile
estérifiée» = Aceite de oliva refinado + 20 % aceite de oliva esterificado; «1-2 monopalmitoléine»
= 1-2 monopalmitina; «1-2 mono C;g insat.» = 1,2-mono C,g insat.; «Squalene» = Escualeno; «1-2
monopalmitoléine» = 1,2-monopalmitoleina; «Scan» = Lectura.
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Figura 2

Cromatograma de:

A) aceite de oliva no esterificado, previo tratamiento con lipasa y sililacién; en estas
condiciones (columna capilar de 8 a 12 m), la fraccién de ceras se eluye al mismo
tiempo que la fraccién de diglicéridos o poco después.

Tras el tratamiento con lipasa, el contenido en triglicéridos no deberia superar el 15 %
A
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Leyenda:

1 = Acidos grasos libres

2 = Monoglicéridos

3 = Diglicéridos

4 = Triglicéridos

* = 2-monopalmitina

** = Triglicérido Csy
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Cromatograma de:

B) aceite esterificado previo tratamiento con lipasa y sililacién; en estas condiciones (columna
capilar de 8 a 12 m), la fraccion de ceras se eluye al mismo tiempo que la fraccion de
diglicéridos o poco después.

Tras el tratamiento con lipasa, el contenido en triglicéridos no deberia superar el 15 %.
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1 = Acidos grasos libres

2 = Monoglicéridos
3 = Diglicéridos
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* = 2-monopalmitina

** = Triglicérido Csy
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8. NOTAS
Nota 1. PREPARACION DE LA LIPASA

En el comercio se encuentran lipasas con una actividad satisfac-
toria. También es posible prepararlas en el laboratorio de la forma
siguiente:

Enfriar a 0 °C 5 kg de pancreas fresco de cerdo. Retirar la grasa
solida y el tejido conjuntivo que lo rodea y triturarlo en un molino
de cuchillas hasta obtener una pasta fluida. Agitar dicha pasta
durante 4-6 horas con 2,5 | de acetona anhidra y después
centrifugar. Extraer el residuo tres veces mas con el mismo
volumen de acetona anhidra, después dos veces con una mezcla
de acetona/éter dietilico 1/1 (V/V), y otras dos veces con éter
dietilico.

Secar el residuo durante 48 horas en vacio para obtener un polvo
estable que deberd conservarse en el refrigerador y al abrigo de la
humedad.

Nota 2. CONTROL DE LA ACTIVIDAD LIPASICA

Preparar una emulsion de aceite de oliva de la forma siguiente:

Agitar en un mezclador durante 10 minutos una mezcla constituida
por 165 ml de una solucion de goma arabiga de 100 g/l, 15 gramos
de hielo picado y 20 ml de un aceite de oliva previamente neutral-
izado.

Poner en un vaso de precipitados de 50 ml sucesivamente 10 ml de
la emulsion anterior, 0,3 ml de una solucion de colato de sodio de
0,2 g/ml y 20 ml de agua destilada.

Colocar el vaso en un termostato regulado a 37 °C; introducir en el
vaso los electrodos del pH-metro y el agitador de hélice.

Por medio de una bureta, anadir gota a gota una soluciéon de
hidroxido de sodio 0,1 N hasta la obtencion de un pH de 8,3.

Afiadir un volumen de suspension de polvo de lipasa en agua
(0,1 g/ml de lipasa). Desde el momento en que el pH-metro
indique un pH de 8,3, poner en marcha el crondometro y afiadir la
solucion de hidroxido de sodio gota a gota, al ritmo necesario para
mantener el pH en el valor de 8,3. Anotar cada minuto el volumen
de solucion consumido.

Llevar los datos obtenidos a un sistema de coordenadas, poniendo
en abscisas los tiempos y en ordenadas los mililitros de solucién
alcalina 0,1 N consumidos para mantener el pH constante. Debe
obtenerse un grafico lineal.

La actividad de la lipasa, medida en unidades de lipasa por mg,
viene dada por la formula siguiente:

_V><N><100
o m

A

siendo:
A la actividad en unidades de lipasa/mg

V el nimero de mililitros de solucion de hidréxido de sodio 0,1
N por minuto (calculado a partir del grafico)

N la normalidad de la solucion de hidroxido de sodio
m la masa en miligramos de la lipasa correspondiente.

La unidad de lipasa se define como la cantidad de enzima que
libera 10 micro-equivalentes de acido por minuto.

Y M20
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ANEXO IX

PRUEBA ESPECTROFOTOMETRICA EN EL ULTRAVIOLETA

INTRODUCCION

El examen espectrofotométrico en el ultravioleta puede proporcionar indicaciones
sobre la calidad de una materia grasa, su estado de conservacion y las modifi-
caciones inducidas en ella por los procesos tecnologicos. Las absorciones en las
longitudes de onda indicadas en el método se deben a la presencia de sistemas
diénicos y triénicos conjugados que resultan de los procesos de oxidacion y/o de
las practicas de refineria. Los valores de estas absorciones se expresan en extin-
ciones especificas £ 1% (extincion de una solucion de la materia grasa al 1 % en
el disolvente determinado, en un espesor de 10 mm) que se expresara conven-
cionalmente como K (también denominado «coeficiente de extinciony).

1. AMBITO DE APLICACION

Este anexo describe el procedimiento de ejecucion de una prueba espec-
trofotométrica del aceite de oliva en la region ultravioleta.

2. PRINCIPIO DEL METODO

Se disuelve una muestra en el disolvente requerido y se determina la
absorcion de la solucion a las longitudes de onda prescritas, respecto al
disolvente puro.

Las extinciones especificas a 232 nm y 268 nm en isooctano o a 232 nm y
270 nm en ciclohexano se calculan para una concentracion del 1 % p/v en
una cubeta de 10 mm.

3. EQUIPO

3.1.  Un espectrofotdmetro para medidas en longitudes de onda ultravioleta (de
220 nm a 360 nm), con capacidad de lectura para cada unidad nano-
métrica. Se recomienda realizar una comprobacion periodica de la
precision y la reproducibilidad de la absorbencia y de las escalas de
longitud de onda, asi como de la luz parésita.

3.1.1. Escala de onda: puede comprobarse mediante un material de referencia
que consta de un filtro de vidrio 6ptico que contiene 6xido de holmio o
una solucion de 6xido de holmio (sellado o no) con distintas bandas de
absorcion. El material de referencia esta concebido para la verificacion y
calibracion de las escalas de longitud de onda de espectrofotometros de
luz visible y ultravioleta con anchos nominales de banda espectral de 5 nm
o menos. Las mediciones se efectiian con respecto a un blanco de aire en
el rango de longitud de onda de 640 a 240 nm, de acuerdo con las
instrucciones que se incluyen en los materiales de referencia. La
correccion de la linea de base se realiza con un recorrido del haz vacio
en cada alteracion del ancho de ranura. Las longitudes de onda de la
norma se enumeran en el certificado del material de referencia.

3.1.2. Escala de absorbencia: puede comprobarse con materiales de referencia
sellados comercialmente disponibles que constan de soluciones acidas de
dicromato potésico, en determinadas concentraciones y valores de absor-
bencia certificados en su Amax (de cuatro soluciones de dicromato
potasico en acido perclorico selladas en cuatro cubetas de cuarzo para
UV para medir la linealidad y precision fotométrica en el UV). Las solu-
ciones de dicromato potasico se miden con respecto a un blanco del acido
utilizado, tras corregir la linea de base, de acuerdo con las instrucciones
que se incluyen con el material de referencia. Los valores de absorbencia
se enumeran en el certificado del material de referencia.

Otra posibilidad para controlar la respuesta de la célula fotoeléctrica y del
fotomultiplicador es proceder como sigue: se pesan 0,2 g de cromato
potasico de calidad para espectrofotometria, se disuelven, en un matraz
aforado de 1 000 ml, en una solucién de hidroxido potasico 0,05 N y se
completa hasta el enrase. De la solucion obtenida se toman exactamente
25 ml, se transvasan a un matraz aforado de 500 ml y se completa hasta el
enrase con la misma solucion de hidroxido potasico.
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Se mide la extincion a 275 nm de la solucion asi obtenida, utilizando la
solucion de hidréxido potasico como referencia. La extincion medida en
cubeta de 1 cm debera ser de 0,200 + 0,005.

3.2. Cubetas de cuarzo, con tapadera, para medidas en longitudes de onda
ultravioleta (de 220 a 360 nm), con paso Optico de 10 mm. Las
cubetas, llenas de agua o de otro disolvente adecuado, no deben
presentar entre ellas diferencias superiores a 0,01 unidades de extincion.

3.3.  Un matraz aforado con capacidad de 25 ml, de clase A.

3.4. Balanza analitica, capaz de leer con una precision de 0,0001 g.

4. REACTIVOS

Durante el analisis, a menos que se indique lo contrario, deben utilizarse
Unicamente reactivos de calidad analitica reconocida y agua destilada,
desmineralizada o de una pureza equivalente.

Disolvente: iso-octano (2,2,4-trimetilpentano) para la medicién a 232 nm y
268 nm o ciclohexano para la medicion a 232 nm y 270 nm, con una
absorbencia inferior a 0,12 a 232 nm e inferior a 0,05 a 270 nm frente a
agua destilada, medida en una cubeta de 10 mm.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. La muestra debe ser perfectamente homogénea y estar exenta de
impurezas en suspension. De no ser asi, debe ser filtrada con papel a
una temperatura de aproximadamente 30 °C.

5.2.  Pesar en un matraz aforado de 25 ml unos 0,25 g (con precision de 1 mg)
de la muestra asi preparada, enrasar con el disolvente especificado y
homogeneizar. La solucion resultante debe estar perfectamente clara. Si
presenta opalescencia o turbidez, filtrar rapidamente con papel de filtro.

NOTA: por lo general, basta con una masa de 0,25-0,30 g para las
medidas de absorbencia de aceites de oliva virgen y virgen extra
a 268 nm y 270 nm. Para mediciones a 232 nm, se requieren normalmente
0,05 g de muestra, de modo que por lo general se preparan dos soluciones
distintas. En el caso de medidas de absorbencia de los aceites de orujo de
oliva, los aceites de oliva refinados y los aceites de oliva adulterados, por
lo general se necesita una porcion menor de muestra, por ejemplo 0,1 g,
debido a su mayor absorbencia.

5.3. En caso necesario, corregir la linea de base (220-290 nm) con el
disolvente en cubetas de cuarzo (muestra y referencia), a continuacion,
rellenar la cubeta de cuarzo de muestra con la solucion de prueba y medir
la extinciones a 232, 268 o 270 nm con respecto al disolvente utilizado
como referencia.

Los valores de extincion obtenidos deben estar comprendidos en el
intervalo entre 0,1 y 0,8 o dentro del rango de linealidad del espectrofo-
tometro, que debe verificarse. De lo contrario, es necesario repetir la
medicion utilizando soluciones mas concentradas o mas diluidas, segun
el caso.

5.4. Después de medir la absorbencia a 268 o 270 nm, medir la absorbencia a
Amax, Amax + 4 y Amax — 4. Estos valores de absorbencia se utilizan para
determinar la variacion en la extincion especifica (AK).

NOTA: Mmax se considera que es igual a 268 nm cuando se utiliza
isooctano como disolvente y 270 nm cuando se utiliza
ciclohexano.
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6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

6.1.  Se registran las extinciones especificas o coeficientes de extincion a las
diversas longitudes de onda, calculadas como sigue:

Ki— EA
cxXs

donde:
KA = extincion especifica a la longitud de onda A,

EX = extincion medida a la longitud de onda A,

c concentracion de la solucion en g/100 ml,

s = longitud del paso de la cubeta de cuarzo en cm,

expresado con dos decimales.
6.2. Variacién de la extincion especifica (AK)

La variacion del valor absoluto de la extincion (AK) se define como:

AK — |Km— (KAm—4+KAm+4>|

2

donde Km es la extincion especifica a la longitud de onda de maxima
absorcion a 270 nm y 268 nm en funcion del disolvente utilizado.

El resultado ha de venir expresado con dos decimales.
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ANEXO X

DETERMINACION DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES

1. AMBITO DE APLICACION

Este anexo ofrece orientacion sobre la determinacion de acidos grasos libres
y unidos mediante cromatografia de gases en las grasas y aceites vegetales
tras su conversion en ésteres metilicos de acidos grasos.

Los acidos grasos unidos de los triglicéridos y, en funcion del método de
esterificacion, los acidos grasos libres, se convierten en ésteres metilicos de
acidos grasos, que se determinan mediante cromatografia de gases con
columna capilar.

El método descrito en el presente anexo permite determinar los ésteres
metilicos de é4cidos grasos de Cj, a Cyy incluidos los ésteres metilicos de
acidos grasos saturados, cis y frans monoinsaturados y cis y trans
poliinsaturados.

2. PRINCIPIO

La cromatografia de gases (CG) se utiliza para el analisis cuantitativo de los
ésteres metilicos de acidos grasos. Los ésteres metilicos de acidos grasos se
preparan con arreglo a la Parte A. A continuacion, se inyectan y evaporan
dentro del inyector. La separacion de los ésteres metilicos de acidos grasos se
lleva a cabo en columnas analiticas de polaridad y longitud especificas. Para
detectar los ésteres metilicos de 4acidos grasos se utiliza un detector de
ionizacion de llama (DIL). Las condiciones del analisis figuran en la Parte B.

Podra utilizarse hidrogeno o helio como gas portador (fase movil) en la
cromatografia de gases de ésteres metilicos de acidos grasos con el DIL.
El hidrégeno acelera la separacion y produce picos més fuertes. La fase
estacionaria es una capa microscopica de una fina pelicula liquida en una
superficie solida inerte de silice fundida.

A medida que pasan a través de la columna capilar, los compuestos volatil-
izados que se analizan interactan con la fase estacionaria recubriendo la
superficie interior de la columna. Debido a la distinta interaccion de los
compuestos, estos se eluyen en momentos diferentes, lo que se conoce
como tiempo de retencion del compuesto para un conjunto determinado de
parametros de analisis. La comparacion de los tiempos de retencion se utiliza
para identificar los diferentes compuestos.

PARTE A

PREPARACION DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS
GRASOS DEL ACEITE DE OLIVA Y DEL ACEITE DE ORUJO DE
OLIVA

1. AMBITO DE APLICACION

Esta parte especifica la preparacion de los ésteres metilicos de los 4cidos
grasos. Incluye los métodos para preparar ésteres metilicos de los acidos
grasos de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva.

2. CAMPO DE APLICACION

La preparacion de los ésteres metilicos de acidos grasos de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva se lleva a cabo por transeste-
rificacion con solucién metandlica de hidroxido de potasio a temperatura
ambiente. La necesidad de purificacion de la muestra antes de la trans-
esterificacion depende del contenido de acidos grasos libres de la
muestra y del parametro analitico que se vaya a determinar; puede
elegirse en funcion de la tabla siguiente:
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Categoria del aceite Método
Aceite de oliva virgen con acidez | 1. Acidos grasos
<2,0% L
2. Acidos grasos trans
Aceite de oliva refinado 3. AECN42 (después de la purifi-
cacién con gel de silice SPE)
Aceite de oliva compuesto de
aceite de oliva refinado y aceites
de oliva virgenes
Aceite de orujo de oliva refinado
Aceite de orujo de oliva
Aceite de oliva virgen con acidez | 1. Acidos grasos (después de la
>2,0% purificaciéon con gel de silice
Aceite de orujo de oliva crudo SPE)

2. Acidos grasos trans (después
de la purificacion con gel de
silice SPE)

3. AECN42 (después de la purifi-
cacion con gel de silice SPE)

3. METODOLOGIA
3.1. Transesterificacién con solucién metandélica de hidroxido de potasio

a temperatura ambiente.
3.1.1.  Principio

Los ésteres metilicos se forman por transesterificacion con una solucion
metanolica de hidroxido potasico como etapa intermedia antes de que se
produzca la saponificacion.

3.1.2.  Reactivos

3.1.2.1. Metanol con un contenido en agua igual o inferior al 0,5 % (m/m).

3.1.2.2. Hexano, para cromatografia.

3.1.2.3. Heptano para cromatografia.

3.1.2.4. Eter dietilico, estabilizado para su analisis.

3.1.2.5. Acetona para cromatografia.

3.1.2.6. Disolvente de elucion para purificar el aceite mediante cromatografia en
columna/SPE: mezcla de éter de hexano/éter dietilico 87/13 (v/v).

3.1.2.7. Hidréxido de potasio, solucion metandlica de aproximadamente 2 M:
disolver 11,2 g de hidroxido potasico en 100 ml de metanol.

3.1.2.8. Cartuchos de gel de silice, 1 g (6 ml), para extraccion en fase solida.

3.1.3.  Equipo

3.1.3.1. Tubos de rosca (5 ml de volumen) con tapon provisto de junta de PTFE.

3.1.3.2. Pipetas aforadas o automaticas de 2 ml y 0,2 ml.
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3.1.4.  Purificacion de las muestras de aceite

Cuando sea necesario, las muestras se purificaran pasando el aceite a
través de un cartucho de gel de silice para extraccién en fase solida. Se
coloca un cartucho de gel de silice (3.1.2.8) en un aparato de elucion en
vacio y se lava con 6 ml de hexano (3.1.2.2); el lavado se realiza sin
vacio. A continuacion, se introduce en la columna una solucioén de aceite
(0,12 g aproximadamente) en 0,5 ml de hexano (3.1.2.2). Después se
eluye con 10 ml de hexano/éter dietilico (87:13 v/v) (3.1.2.6). Se
homogeneiza la totalidad de los eluidos y se divide en dos alicuotas
similares. Una alicuota se evapora hasta sequedad en un evaporador
rotatorio a presion reducida y a temperatura ambiente. El residuo se
disuelve en 1 ml de heptano y la soluciéon queda lista para el andlisis
de acidos grasos por CG. La segunda alicuota se evapora y el residuo se
disuelve en 1 ml de acetona para el analisis de los triglicéridos mediante
HPLC si es necesario.

3.1.5. Procedimiento

En un tubo de rosca de 5 ml (3.1.3.1), pesar aproximadamente 0,1 g de
la muestra de aceite. Afladir 2 ml de heptano (3.1.2.2) y agitar. Afiadir
0,2 ml de la soluciéon metandlica de hidroxido potasico (3.1.2.7), poner
el tapon provisto de junta de PTFE, cerrar bien y agitar enérgicamente
durante 30 segundos. Dejar reposar hasta que la parte superior de la
solucion quede clara. Decantar la capa superior, que es la que contiene
los ésteres metilicos. La solucion de heptano esta lista para inyectarse en
el cromatografo. Es aconsejable mantener la solucion en el frigorifico
hasta el momento de realizar el analisis cromatografico. No se reco-
mienda guardar la solucion durante mas de 12 horas.

PARTE B

ANALISIS DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES

1. AMBITO DE APLICACION

Esta parte proporciona orientaciones generales para utilizar la cromato-
grafia de gases en columna capilar para determinar la composicion
cualitativa y cuantitativa de una mezcla de ésteres metilicos de acidos
grasos obtenidos con arreglo al método especificado en la Parte A.

El método no es aplicable a los acidos grasos polimerizados.

2. REACTIVOS
2.1. Gas portador
Gas inerte (helio o hidrogeno), perfectamente desecado y que contenga

menos de 10 mg/kg de oxigeno.

Nota 1: El hidrogeno puede duplicar la velocidad de analisis, pero es
peligroso. Existen dispositivos de seguridad.
2.2. Gases auxiliares

2.2.1. Hidrogeno (pureza > 99,9 %) exento de impurezas organicas.
2.2.2. Aire u oxigeno, exento de impurezas organicas.
2.2.3. Nitrogeno (pureza > 99 %).

2.3. Patrén de referencia

Una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos puros, o los ésteres
metilicos de una grasa de composicion conocida y, preferentemente,
similar a la de la materia grasa objeto de analisis. Los isomeros cis y
trans de ésteres metilicos octadecenoicos, octadecadienoicos y octadec-
atrienoicos son utiles para la identificacion de isomeros trans de &cidos
insaturados.

Debera evitarse la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados.
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3. INSTRUMENTAL
Las normas que figuran a continuacion se refieren al equipo ordinario
para cromatografia de gases, utilizando columnas capilares y un detector
de ionizacion de llama.
3.1 Cromatografo de gases

El cromatografo de gases constara de los siguientes elementos:

3.1.1.  Sistema de inyeccion

Utilizar un sistema de inyeccion con columnas capilares; en este caso, el
sistema de inyeccion debera estar especialmente disefiado para poder
operar con esa clase de columnas. Podra utilizarse un inyector con
division de flujo o un inyector en columna sin fraccionamiento.

3.1.2. Horno

El horno podra calentar la columna capilar a 260 °C como minimo y
mantener dicha temperatura con una oscilacion maxima de 0,1 °C. Este
ultimo requisito es especialmente importante si se utiliza una columna de
silice fundida.

Se recomienda emplear en todos los casos un sistema de calentamiento
programado, sobre todo en el caso de acidos grasos con menos de 16
atomos de carbono.

3.1.3.  Columna capilar

3.1.3.1. Tubo de un material inerte a las sustancias que vayan a analizarse
(generalmente, vidrio o silice fundida). El didmetro interior sera de
entre 0,20 y 0,32 milimetros. La superficie interior se sometera a un
tratamiento adecuado (por ejemplo, preparacion de la superficie, inacti-
vacion) antes de recibir el recubrimiento de fase estacionaria. Para los
acidos grasos y los isdmeros cis y trans de los acidos grasos basta con
una longitud de 60 m.

3.1.3.2. En la fase estacionaria, son apropiadas las columnas de polisiloxano
polar (cianopropilsilicona) de fase quimicamente ligada.

Nota 2: Existe el riesgo de que los polisiloxanos polares dificulten la
identificacion y separacion del acido linolénico y de los
acidos C,.

El espesor de la fase estara comprendido entre 0,1 y 0,2 um.

3.1.3.3. Montaje y acondicionamiento de la columna.

Observar las precauciones normales de montaje de columnas capilares
(es decir, instalacion de la columna en el horno, eleccion y montaje de
las juntas (estanqueidad), conexion de los extremos de la columna al
inyector y al detector (reduccién de los espacios muertos). Colocar la
columna bajo un flujo de gas portador [por ejemplo, 0,3 bar (30 kPa)
para una columna de 25 m de longitud y 0,3 mm de didmetro interior].

Acondicionar la columna programando el gradiente de temperatura del
horno a 3 °C/min a partir de la temperatura ambiente hasta alcanzar una
temperatura 10 °C inferior al limite de descomposicion de la fase esta-
cionaria. Mantener el horno a esa temperatura durante 1 hora hasta que
se estabilice la linea de base. Restablecer la temperatura de 180 °C para
trabajar en condiciones isotérmicas.

Nota 3: En el comercio pueden obtenerse columnas adecuadas
previamente acondicionadas.

3.1.4.  Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.
3.2. Jeringa

Tendra una capacidad maxima de 10 pl y estara graduada en 0,1 pl.

3.3. Sistema de recopilacion de datos

Sistema de recopilacion de datos conectado en linea con los detectores y
con un programa de software adecuado para la integracion y normal-
izacion de los picos.
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4. PROCEDIMIENTO

Las operaciones descritas en los puntos 4.1 a 4.3 solo son validas si se
emplea un detector de ionizacion de llama.

4.1. Condiciones de ensayo:

4.1.1.  Seleccion de las condiciones de funcionamiento Ooptimas para las
columnas capilares

Debido a la eficacia y permeabilidad de las columnas capilares, la
separacion de los constituyentes y la duracion del analisis dependen
considerablemente del flujo del gas portador en la columna. Por lo
tanto, serd necesario optimizar las condiciones de funcionamiento
mediante el ajuste de este parametro (o la simple pérdida de carga de
la columna) dependiendo de si el objetivo es mejorar la separacion o la
velocidad de analisis.

Las siguientes condiciones han demostrado ser adecuadas para la
separacion de los ésteres metilicos de 4cidos grasos (C4 a Cyg). En el
apéndice B se muestran ejemplos de cromatogramas:

Temperatura del inyector: 250 °C

Temperatura del detector: 250 °C

Temperatura del horno: de 165 °C (8 min.) a 210 °C
a 2 °C/min.

Gas portador hidrégeno: presion en la cabeza de la

columna, 179 kPa

Flujo total: 154,0 ml/min
Relacion de fraccionamiento: 1:100
Volumen de inyeccion: 1wl

4.1.2.  Determinacion de la resolucion (véase el apéndice A)

Calcular la resolucion, R, de dos picos vecinos I y II, utilizando la
formula:

R = 2 x (@ - dgllogtomq) o R = 2 x ((tap —
ta)/(©q) + o)) (USP) (Farmacopea de los Estados Unidos),

(¢}

R = 1,18 x ((tup — tap/(@o,50) T ®o5ar)) (EP, BP, JP, DAB), (JP
(Farmacopea japonesa), EP (Farmacopea europea), BP (Farmacopea
britanica))

donde:

dyqp) es la distancia de retencion del pico [

dy(y es la distancia de retencion del pico II;

Ly es el tiempo de retencion del pico I

tan es el tiempo de retencion del pico II;

o) es la anchura de la base del pico I

o(jp) es la anchura de la base del pico II;

g5 €s la anchura del compuesto especificado a media altura del pico;
Si o) = o, calcular R empleando las férmulas siguientes:
R = (dapy — digp)/o = (dyqry — dr))/4o

donde:

o es la desviacion estandar (consulte el apéndice A, Figura 1).
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Si la distancia dr entre los dos picos dyy) - dyp) es igual a 4o, el factor
de resolucion es R = 1.
Si dos picos no estan completamente separados, las tangentes a los
puntos de inflexion de los dos picos se intersecan en el punto C. Para
separar completamente los dos picos, la distancia entre los dos debe ser
igual a:
dry - dyry = 6 © siendo R = 1,5 (véase el apéndice A, figura 3).

5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

5.1 Analisis cualitativo
Identificar los picos de ésteres metilicos de la muestra a partir del
cromatograma del apéndice B, figura 1, si es necesario por interpolacion
o por comparacion con los de las mezclas de ésteres metilicos de
referencia (tal como se indica en el punto 2.3).

5.2. Analisis cuantitativo

5.2.1.  Determinacion de la composicion

Calcular el porcentaje en peso w; de cada éster metilico de acidos
grasos, expresado como un porcentaje en peso de los ésteres metilicos,
de la siguiente manera:

5.2.2.  Método de calculo
5.2.2.1. Caso general

Calcular el contenido de un componente dado (i) (expresado como
porcentaje en masa de ésteres metilicos), mediante la determinacion
del porcentaje que representa el area de su pico en relacion con la
suma de las areas de todos los picos, aplicando la formula siguiente:

w; = (A/ZA) x 100

donde:

A; es la superficie debajo del pico de cada éster metilico de acido graso i;

YA es la suma de las superficies de todos los picos de todos los ésteres
metilicos de 4cidos grasos.

Los resultados se expresan con dos cifras decimales.

Nota 4: Para las grasas y aceites, la fraccion de masa de los ésteres
metilicos de acidos grasos es igual a la fraccion de masa de los
triglicéridos en gramos por cada 100 g. Para los casos en que
no es valida esta consideracion, véase el punto 5.2.2.2.

5.2.2.2. Utilizacion de factores de correccion

En determinados casos, por ejemplo en presencia de acidos grasos con
menos de ocho atomos de carbono o de acidos con grupos secundarios,
las superficies se corregirdn con factores de correccion especificos (Fci).
Estos factores se determinaran para cada uno de los instrumentos. Para
ello se utilizaran materiales de referencia adecuados con composicion de
acidos grasos certificada en el rango correspondiente.

Nota 5: Estos factores de correccion no son idénticos a los factores de
correccion teoricos DIL que se indican en el apéndice A, ya
que estos también incluyen el funcionamiento del sistema de
inyeccion, etc. Sin embargo, en el caso de que haya diferencias
mayores, debe revisarse el funcionamiento de todo el sistema.
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La férmula que se aplicard a la mezcla de referencia para obtener el
porcentaje en peso de los ésteres metilicos de acidos grasos i es la
siguiente:
w; = (myZm) x 100
donde

m; es el peso de los ésteres metilicos de acidos grasos i en la mezcla de
referencia;

¥m es la suma de los pesos de los diversos componentes como los
ésteres metilicos de acidos grasos de la mezcla de referencia.

A partir del cromatograma de la mezcla de referencia, calcular el
porcentaje en superficie de los ésteres metilicos de acidos grasos i del
siguiente modo:

w; = (A/ZA) x 100
donde:

A; es la superficie de los ésteres metilicos de 4acidos grasos i en la
mezcla de referencia;

YA es la suma de todas las superficies de todos los ésteres metilicos de
acidos grasos de la mezcla de referencia.

El factor de correccion F, es entonces
F. = (m; x ZA)/(A/Zm)

En el caso de la muestra, el porcentaje en peso de cada éster metilico de
acidos grasos i es:

w; = (F; x A)/Z (F; x Ay
Los resultados se expresan con dos cifras decimales.
Nota 6: El valor calculado se corresponde con el porcentaje en peso de
cada acido graso calculado como triglicérido por cada 100 g de

materia grasa.

5.2.2.3. Utilizacion de patron interno

En algunos anélisis (por ejemplo, cuando no se cuantifican todos los
acidos grasos por estar presentes simultdneamente acidos de 4 y
6 atomos de carbono y acidos de 16 y 18 atomos de carbono, o
cuando es necesario determinar la cantidad absoluta de un 4cido graso
en la muestra) es preciso utilizar un patrén interno. Se emplean con
frecuencia 4cidos grasos de 5, 15 o 17 atomos de carbono. Debe deter-
minarse, si es necesario, el factor de correccion del patron interno.

El porcentaje en peso del componente i, expresado como ésteres
metilicos, se calcula mediante esta formula:

w; - (myg x F; x Ap/(m x Fig < Apg)
donde:
A; es la superficie de los ésteres metilicos de acidos grasos i;
Ay es la superficie del patrén interno;

F; es el factor de correccion del acido graso i, expresado como éster
metilico de acidos grasos;

Fjs es el factor de correccion del patron interno;
m es el peso de la porcion analitica en miligramos
myg es el peso del patron interno en miligramos.

Los resultados se expresan con dos cifras decimales.
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6. INFORME DEL ENSAYO

En el informe del analisis se expondran los métodos utilizados para la
preparacion de los ésteres metilicos y para la realizacion del analisis
mediante cromatografia de gases. Se mencionaran, asimismo, cuales-
quiera procedimientos de trabajo que no se especifiquen en el presente
método estandar o que se consideren facultativos, asi como toda circ-
unstancia que pueda haber influido en los resultados.

El informe del analisis incluird todos los datos necesarios para la
completa identificacion de la muestra.

7. PRECISION
7.1. Resultados de la prueba interlaboratorios

Los datos de la prueba interlaboratorios con respecto a la precision del
método figura en el anexo C a la norma COI/T. 20/Doc. N° 33. Los
valores derivados de esta prueba interlaboratorios pueden no ser apli-
cables a matrices y gamas de concentracion distintas de las indicadas
aqui.

7.2 Repetibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados independientes y tnicos de
una prueba, obtenidos utilizando el mismo método con el mismo
material de prueba, en el mismo laboratorio, por el mismo operario,
con el mismo equipo, dentro de un breve plazo, no superard en mas
del 5 % de los casos el valor r que figura en las tablas 1 a 14 del
anexo C a la norma COI/T. 20/Doc. N° 33.

7.3. Reproducibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados particulares de una prueba,
obtenidos utilizando el mismo método con el mismo material de prueba,
en distintos laboratorios, por distintos operarios, con distintos equipos,
en mas del 5 % de los casos no sera mayor que el valor R que figura en
las tablas 1 a 14 del anexo C a la norma COI/T. 20/Doc. N° 33.
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Apéndice A

Figura 1

0,48k

con anchura ®( s a media altura del triangulo (ABC) y anchura b a media altura del triangulo (NPM).

Figura 2 Figura 3

(R=1)

bc
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Apéndice B

Figura 1

Perfil cromatogrifico de un aceite de orujo de oliva, obtenido con el método de metilacién en frio

13O

o
=
5
o4

Los picos cromatograficos corresponden a los ésteres metilicos, excepto aquellos en que se indica otra cosa.
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ANEXO XI

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN »Cl DISOLVENTES <«

2.1.
2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

4.2.

4.3.

4.4.

HALOGENADOS VOLATILES EN EL ACEITE DE OLIVA

PRINCIPIO DEL METODO

Anélisis por cromatografia en fase gaseosa segiin la técnica del espacio de
cabeza (head space).

EQUIPO
Cromatografia de gases con detector de captura de electrones (ECD).
Equipo para espacio de cabeza (head space).

Columna de cromatografia en fase gaseosa de vidrio de 2 metros de largo y
2 mm de diametro, fase estacionaria.

OV 101 al 10% impregnado en cromosorb W-AW-DMCS (tierra de
diatomeas calcinada lavada con acido y silanizado (80—100 Mesh).

Gas portador y gas auxiliar: nitrogeno para cromatografia de gases de
pureza adecuada para la deteccion por captura de electrones.

Frascos de cristal de 10 a 15 ml provistos de septum de teflon y con una
capsula de aluminio con un orificio para toma de muestras con jeringa.

Pinzas capsuladora para cerrar herméticamente.

Jeringa para gases de 0,5 y 2 ml.

REACTIVOS

» C1 Disolventes <« halogenados con una pureza apropiada para su uso
en cromatografia en la fase gaseosa.

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Pesar con exactitud unos 3 g de aceite en un frasco de cristal (no reutiliz-
able), tapar el frasco de manera que quede cerrado herméticamente.
Introducir el frasco en un baflo con termostato a 70 °C durante 1 hora.
Extraer con precision, por medio de una jeringa, un volumen de 0,2 a 0,5
ml del espacio de cabeza. Inyectarlo en la columna del cromatografo de
gases con las siguientes condiciones:

temperatura inyector: 150 °C
temperatura columna: 70—80 °C
temperatura detector: 200—250 °C

Podran utilizarse otras temperaturas siempre que los resultados sean equiv-
alentes.

La inyeccion se puede realizar con el equipo para espacio de cabeza.

Soluciones de referencia. Preparar soluciones patrén utilizando aceite de
oliva refinado sin trazas de »C1 disolventes < con concentraciones en
hidrocarburos halogenados de 0,05 a 1 ppm (mg/kg) segun el contenido
supuesto de la muestra. Para preparar la solucion de referencia, si es
necesario diluir previamente el hidrocarburo halogenado patrén, puede util-
izarse pentano.

Cuantificacion. Se efectiia por calculo mediante la relacion de areas o
alturas del pico de la muestra y de la solucion patrén cuya concentracion
sea la mas proxima a la de la muestra. Si la desviacion es superior al 10 %,
sera necesario volver a hacer el analisis, comparandolo con una nueva
solucion patron de concentracion tal que se ajuste a la desviacion relativa
antes mencionada. El contenido se establecera efectuando la media de
varias inyecciones.

Expresion de los resultados. Los resultados se expresaran en ppm (mg/kg).
El limite de deteccion del método es de 0,01 mg/kg.
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ANEXO XII

METODO DEL CONSEJO pLEiCOLA INTERNACIONAL PARA LA
VALORACION ORGANOLEPTICA DE LOS ACEITES DE OLIVA
VIRGENES

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

Este método internacional tiene por finalidad establecer el procedimiento
para evaluar las caracteristicas organolépticas de los aceites de oliva
virgenes segun se define en el punto 1 de la Parte VIII del anexo VII
del Reglamento (UE) n° 1308/2013 del Parlamento Europeo y del
Consejo (') y describir el método para su clasificacion en funciéon de
dichas caracteristicas. El método incluye, asimismo, indicaciones para
un etiquetado optativo.

El método descrito solo es aplicable a los aceites de oliva virgenes, y a su
clasificacion o su etiquetado en funcion de la intensidad de los defectos
detectados y del atributo frutado, determinados por un grupo de catadores
seleccionados, entrenados y evaluados, constituidos en panel.

Las normas del COI que se mencionan en este anexo deben usarse en la
version mas reciente disponible.

2. ANALISIS SENSORIAL: VOCABULARIO GENERAL BASICO

Remitase a la norma COI/T.20/Doc. N° 4 «Analisis sensorial: vocabulario
general basicoy.

3. VOCABULARIO ESPECIFICO
3.1.  Atributos negativos

Atrojado/borras: Flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas
amontonadas o almacenadas en condiciones tales que han sufrido un
avanzado grado de fermentacién anaerobia o del aceite que ha perma-
necido en contacto con los lodos de decantacion, que también han sufrido
un proceso de fermentacion anaerobia en trujales y depositos.

Moho-humedad: Flavor caracteristico del aceite obtenido de frutos en las
que se han desarrollado abundantes hongos y levaduras a causa de haber
permanecido amontonadas con humedad varios dias, o aceite obtenido de
las aceitunas que han sido recogidas con tierra o barro y que no han sido
lavadas.

Avinado-avinagrado/Acido-agrio: Flavor caracteristico de algunos aceites
que recuerda al vino o vinagre. Es debido fundamentalmente a un proceso
fermentativo aerobio de las aceitunas o de los restos de pasta de aceitunas
en capachos que no han sido limpiados adecuadamente, que da lugar a la
formacion de 4cido acético, acetato de etilo y etanol.

Rancio: Flavor de los aceites que han sufrido un proceso oxidativo
intenso.

» C6 Aceitunas heladas (madera humeda): < Flavor caracteristico de
aceites que han sido extraidos de aceitunas que han sufrido un proceso de
congelacion en el arbol.

(") Reglamento (UE) n° 1308/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 17 de

diciembre de 2013, por el que se crea la organizaciéon comtin de mercados de los
productos agrarios y por el que se derogan los Reglamentos (CEE) n® 922/72, (CEE)
n° 234/79, (CE) n° 1037/2001 y (CE) n® 1234/2007 (DO L 347 de 20.12.2013, p. 671).
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3.1.1. Otros atributos negativos

Cocido o Flavor caracteristico del aceite originado por un

quemado excesivo y/o prolongado calentamiento durante el
procesado, muy  particularmente  durante el
termo-batido de la pasta, si este se realiza en
condiciones térmicas inadecuadas.

Heno-madera Flavor caracteristico de algunos aceites procedentes de
aceitunas secas.

Basto Sensacion buco-tactil densa y pastosa producida por
algunos aceites viejos.

Lubricante Flavor del aceite que recuerda al gasoleo, a la grasa
de lubricar o al aceite mineral.

Alpechin Flavor adquirido por el aceite a causa de un contacto
prolongado con alpechin que han sufrido procesos
fermentativos.

Salmuera Flavor del aceite extraido de aceitunas conservadas en
salmuera.

Metalico Flavor que recuerda a los metales. Es caracteristico

del aceite que ha permanecido en contacto, durante
tiempo prolongado, con superficies metalicas,
durante los procesos de molienda, batido, prensado
o almacenamiento.

Esparto Flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas
prensadas en capachos nuevos de esparto. El flavor
puede ser diferente si el capacho esta fabricado con
esparto verde o si lo estd con esparto seco.

Gusano Flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas
fuertemente atacadas por larvas de mosca del olivo
(Bactrocera oleae).

Pepino Flavor que se produce en el aceite cuando se mantiene
en un envase hermético durante un tiempo excesivo,
particularmente en hojalata, que se atribuye a la
formacion de 2,6-nonadienal.

3.2.  Atributos positivos

Frutado Conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del
aceite, dependientes de la variedad de las aceitunas,
procedentes de frutos sanos y frescos, verdes o
maduros, y percibidas por via directa y/o retronasal.

Amargo Sabor elemental caracteristico del aceite obtenido de
aceitunas verdes o en envero. Se percibe en las
papilas circunvaladas de la uve lingual.

Picante Sensacion tactil de picor, caracteristica de los aceites
obtenidos al comienzo de la campaiia, principalmente
de aceitunas todavia verdes. Puede ser percibido en
toda la cavidad bucal, especialmente en la garganta.

VY M29
3.3. Terminologia opcional para el etiquetado

A peticion expresa, el jefe de panel puede certificar que los aceites
evaluados cumplen las definiciones e intervalos correspondientes
unicamente a los términos siguientes en funcién de la intensidad y de
la percepcion de los atributos:
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Atributos positivos (frutado, amargo y picante): En funciéon de la
intensidad de la percepcion:

— Robusto, cuando la mediana del atributo sea superior a 6.

— Medio, cuando la mediana del atributo esté comprendida entre 3 y 6.

— Delicado, cuando la mediana del atributo sea inferior a 3.

Frutado Conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del
aceite, dependientes de la variedad de las aceitunas,
procedentes de frutos sanos y frescos, en el que no
predomina el sabor del fruto verde ni el del fruto
maduro, y percibidas por via directa y/o retronasal.

Frutado verde Conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del
aceite que recuerdan a los frutos verdes, dependientes
de la variedad de las aceitunas, procedentes de
aceitunas verdes, sanas y frescas, y percibidas por
via directa y/o retronasal.

Frutado maduro  Conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del
aceite, que recuerdan a los frutos maduros, depen-
dientes de la variedad de las aceitunas, procedente
de aceitunas sanas y frescas, y percibidas por via
directa y/o retronasal.

Equilibrado Aceite que no presenta desequilibrio, entendiéndose
por tal la sensacion olfato-gustativa y tactil del aceite
en el que la mediana de los atributos amargo y
picante son como maximo dos puntos superiores a
la mediana del atributo frutado.

Aceite dulce Aceite en el que la mediana de los atributos amargo
y picante es inferior o igual a 2.

Lista de términos en funcioén de la intensidad de la percepcion:

Términos sujetos a la presentacion de un

. s Medi 1 atributs
certificado de ensayo organoléptico cdiana del atributo

Frutado -

Frutado maduro —

Frutado verde —

Frutado delicado Inferior a 3
Frutado medio Entre 3y 6
Frutado robusto Superior a 6
Frutado maduro delicado Inferior a 3
Frutado maduro medio Entre 3y 6
Frutado maduro robusto Superior a 6

Frutado verde delicado Inferior a 3
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Termmps sujetos a la presentacu?n fie un Mediana del atributo
certificado de ensayo organoléptico

Frutado verde medio Entre 3y 6

Frutado verde robusto Superior a 6

Amargo delicado Inferior a 3

Amargo medio Entre 3y 6

Amargo robusto Superior a 6

Picante delicado Inferior a 3

Picante medio Entre 3y 6

Picante robusto Superior a 6
Aceite equilibrado La mediana de los atributos
amargo y picante son como

maximo dos puntos
superiores a la mediana del
atributo frutado.

Aceite dulce La mediana de los atributos
amargo y picante es inferior

o igual a 2.

VY M26

4. COPA PARA DEGUSTACION DE ACEITES

Remitase a la norma COI/T.20/Doc. N° 5 «Copa para la degustacion de
aceitesy.

5. SALA DE CATA

Remitase a la norma COI/T.20/Doc. N° 6 «Guia para la instalacién de
una sala de cata»

6. ACCESORIOS

En cada cabina y a disposicién del catador deben estar los utensilios
necesarios para que éste pueda ejercer adecuadamente su cometido.
Estos son:

— copas (normalizadas) que contengan las muestras, codificadas y recu-
biertas de un cristal de reloj y mantenidas a 28 °C + 2 °C;

— ficha de cata (véase figura 1) en papel o en formato electronico que
cumplan con los requisitos de la hoja de perfil, que se completara si
fuera preciso con las instrucciones de empleo;

— boligrafo o tinta indeleble;

— bandejitas con rodajas de manzana y/o agua con o sin gas y/o
tostadas;

— vaso de agua a temperatura ambiente;

— documento con las normas generales mencionadas en las secciones
84y 9.1.1;

— escupideras.
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7. JEFE DE PANEL Y CATADORES
7.1.  El jefe del panel

El jefe del panel debera tener una solida formacion y ser un conocedor
experto de todos los tipos de aceite con los que habra de tratar en el
desempefio de su trabajo. Es la figura clave del panel y el responsable de
la organizacion y del funcionamiento del mismo.

Su trabajo requiere la pertinente formacion en analisis sensorial y las
herramientas correspondientes, ademés de meticulosidad en la preparacion
de los ensayos y la organizacion y ejecucion de estos, asi como destreza y
paciencia para planificar y efectuar los ensayos de forma cientifica.

También es de su exclusiva competencia proceder a la seleccion, el
entrenamiento y el control de los catadores, para asegurarse de su nivel
de aptitud, siendo por tanto responsable de la cualificacion de estos.
Dicha cualificacion debera ser en todo momento objetiva, por lo que
debera disefiar procedimientos especificos basados en ensayos y en
criterios de aceptacion y rechazo sdlidamente fundamentados. Véase la
norma COI/T.20/Doc. n°® 14 «Guia para la seleccion, el entrenamiento y
el control de los catadores cualificados de aceite de oliva virgeny.

»C6 Es asimismo responsable del desempeiio del panel y, por
consiguiente, de su evaluacion, que debera acreditar de forma fiel y
objetiva. <« Debera poder demostrar en todo momento que el método
y los catadores estan bajo control. Se recomienda llevar a cabo una
calibracion periddica del panel (COI/T.20/Doc. N° 14, § 5).

Es el mas alto responsable de los registros del panel y de la custodia de
los mismos. Dichos registros deberan poder rastrearse en todo momento y
ajustarse a los requisitos en materia de garantia de la calidad establecidos
en las normas internacionales relativas al analisis sensorial, ademas de
garantizar el anonimato de las muestras.

Es el responsable de los utensilios y del material necesario para el cumpli-
miento de las especificaciones del presente método, asi como del
inventario y de la perfecta limpieza y conservacion de los mismos.
Redactara un informe sobre todo cuanto antecede y sobre el cumplimiento
de las condiciones del ensayo.

Es el responsable de la recepcion y la conservacion de las muestras desde
su llegada al laboratorio hasta el andlisis, garantizando en todo momento
el anonimato de las mismas y su adecuada conservacion. A tal efecto,
debera redactar procedimientos sobre todo cuanto antecede con vistas a
garantizar la trazabilidad y la calidad de todo el proceso.

También es responsable de la preparacion, codificacion y presentacion de
las muestras a los catadores segiin el disefio experimental adecuado de
acuerdo con el protocolo previamente establecido, de la recopilacion de
los datos de los catadores y del tratamiento estadistico de estos.

Es responsable de establecer y redactar todos los demas procedimientos
que pudieran precisarse para completar la presente norma o para el
adecuado funcionamiento del panel.

Debera buscar la manera de comparar los resultados del panel con los de
otros paneles de cata de aceite de oliva virgen para asegurarse de que el
funcionamiento de su panel es el correcto.
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Es mision del jefe de panel motivar a los componentes del grupo,
fomentando entre ellos el interés, la curiosidad y el espiritu competitivo.
Por este motivo se recomienda garantizar el intercambio fluido de
informacion con los miembros del grupo, implicandolos en todas las
tareas que realicen, asi como en los resultados obtenidos. Debe evitar
que su opiniéon sea conocida e impedir que los criterios de posibles
lideres se impongan sobre los restantes catadores.

Convocara con tiempo suficiente a los catadores y respondera a cualquier
consulta en cuanto a la realizacion de los ensayos, aunque se abstendra de
sugerirles ninglin tipo de opinion sobre la muestra.

Vv M28
7.1.1. Jefe en funciones del grupo

El jefe del grupo podra, por razones justificadas, ser reemplazado por un
jefe en funciones que le sustituira en el ejercicio de sus deberes en
relacion con la realizacion de los andlisis. Este sustituto debera tener
todos los conocimientos especializados necesarios para el puesto de jefe
de grupo.

7.2.  Catadores

Las personas que intervengan en calidad de catadores en los ensayos
organolépticos de aceites de oliva deberan hacerlo de forma voluntaria.
Por este motivo, se recomienda exigir a los candidatos una peticion por
escrito. Los candidatos deberan ser seleccionados, formados y evaluados
por el presidente de la comision de acuerdo con su habilidad para
distinguir entre muestras similares, debiéndose tener en cuenta que la
precision se mejorara con la practica.

El catador debera comportarse como un auténtico observador sensorial,
dejando a un lado sus gustos personales para dar cuenta unicamente de las
sensaciones que percibe. Por ello debera realizar su trabajo en silencio,
estar relajado y no tener prisa. Debera prestar la maxima atencion posible
a la muestra que esta catando.

Para la prueba se exige un nimero de 8 a 12 catadores, siendo
conveniente disponer de algunos mas en reserva, para cubrir posibles
ausencias.

VY M26
8. CONDICIONES DE ENSAYO
8.1.  Presentacion de la muestra

La muestra de aceite que se vaya a analizar se presentara en las copas
de degustacion normalizadas con arreglo a la Norma COI/T.20/Doc. N° 5
«Copa para la degustacion de aceites».

La copa debera contener 14-16 ml de aceite, o bien entre 12,8 y 14,6 g si
las muestras se pesan, y estar tapada con un vidrio de reloj.

Cada copa debera estar marcada con un codigo numérico o alfanumérico
aleatorio. El codigo se aplicara mediante un sistema inodoro.

8.2. Temperatura de la muestra y durante el ensayo

La muestra de aceite que se vaya a analizar debera mantenerse en la copa
a una temperatura de 28 °C + 2 °C durante todo el ensayo. Se ha elegido
esta temperatura porque permite detectar con mayor facilidad que a
temperatura ambiente las diferencias organolépticas. Ademaés, a
temperaturas mas bajas se produce una escasa volatilizacion de los
componentes aromaticos propios de estos aceites, y a temperaturas mas
altas se forman componentes volatiles propios de los aceites calentados.
Véase la norma COI/T.20/Doc. N° 5 «Copa para la degustacion de
aceites» para consultar el sistema de calentamiento de las muestras que
se ha de utilizar una vez que la muestra se haya introducido en la copa.
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La sala de cata debe estar a una temperatura comprendida entre los 20° y
los 25° C (véase COI/T.20/Doc. N° 6).

8.3.  Horario del ensayo

Para la cata de aceites, las horas de trabajo Optimas son las de la mafiana.
Esta demostrado que durante el dia existen periodos de optima percepcion
para el gusto y el olfato. Las comidas son precedidas de un periodo de
incremento de la sensibilidad olfato-gustativa, seguidas de un decreci-
miento de la misma.

Sin embargo, este criterio no debe ser llevado al extremo, hasta el
punto de que el hambre pueda distraer a los catadores, haciendo
descender en ellos su capacidad de discriminacion. Por consiguiente, se
recomienda que las sesiones de cata se realicen entre las 10 y las 12 de la
mafana.

8.4.  Normas generales de comportamiento para catadores

Las siguientes recomendaciones se refieren al comportamiento de los
catadores durante su trabajo.

Al recibir la comunicacion del jefe del panel para intervenir en un ensayo
organoléptico, los catadores deberan estar en condiciones de realizarlo a
la hora previamente sefialada, ateniéndose a las siguientes normas:

— Se abstendran de fumar o de beber café al menos 30 minutos antes de
la hora fijada.

— No deberan haberse aplicado ningun perfume, cosmético o jabon cuya
fragancia persista hasta el momento del ensayo. Para el lavado de las
manos deberan utilizar un jabon no perfumado, procediendo a
enjuagarse las manos y a secarselas tantas veces como sean necesarias
para eliminar cualquier olor.

— No deberan haber tomado ningiin alimento al menos una hora antes
de realizar la cata.

— Si se encontrasen en condiciones de inferioridad fisiologica, particu-
larmente si tienen afectado el sentido del olfato o del gusto, o bajo
algin efecto psicologico que les impida concentrarse en su trabajo,
deberan abstenerse de participar en la cata e informaran opor-
tunamente al jefe del panel.

— Una vez que los catadores hayan cumplido las normas precedentes,
procederan a ocupar su lugar en la cabina que les corresponda en
silencio y de forma ordenada.

— Leeran detenidamente las instrucciones que detalle la ficha de cata y
no comenzaran el examen de la muestra hasta estar totalmente
preparados para el trabajo que deben realizar (relajados y sin
prisas). En caso de duda, deben consultar privadamente al jefe del
panel.

— Deberan permanecer en silencio mientras realizan su trabajo.

— Deberan mantener el movil apagado en todo momento para proteger
la concentracion y el trabajo de sus colegas.

9. PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION ORGANOLEPTICA Y
LA CLASIFICACION DE ACEITES DE OLIVA VIRGENES

9.1. Técnica de cata

vM29
9.1.1. Los catadores procederan a tomar la copa, manteniéndola cubierta con su
vidrio de reloj, la inclinaran ligeramente, y en esta posicion le daran un
giro total a fin de mojar lo mas posible la superficie interior. Hecha esta
operacion, separaran el vidrio de reloj y procederan a oler la muestra,
haciendo inspiraciones lentas e intensas para evaluar el aceite. El periodo
de olfaccion no deberia superar los 30 segundos. Si en este periodo no se
ha llegado a ninguna conclusion, deberan tomarse un pequefio descanso,
antes de proceder a un nuevo intento.
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Una vez realizado el ensayo olfativo, los catadores procederan a valorar
las sensaciones bucales (conjunto de las sensaciones olfato-gustativas por
via retronasal y tactiles). Para ello, tomaran un pequefio sorbo de aceite,
de unos 3 ml aproximadamente. Es muy importante distribuir el aceite por
toda la cavidad bucal, desde la parte anterior de la boca y la lengua, por
los laterales y la parte posterior, hasta los pilares del paladar y la
garganta, ya que, como se sabe, la percepcion de los sabores y las
sensaciones tactiles se hace con distinta intensidad segin las zonas de
la lengua, el paladar y la garganta.

Debe insistirse en la necesidad de que el aceite se extienda en cantidad
suficiente y muy lentamente por la parte posterior de la lengua hacia los
pilares del paladar y la garganta, concentrando la atencion en el orden de
aparicion de los estimulos amargo y picante. Si no se procede asi, en
algunos aceites ambos estimulos pueden pasar inadvertidos o el amargo
quedar oculto por el picante.

Las aspiraciones cortas y sucesivas, introduciendo aire por la boca,
permiten, ademas de extender la muestra ampliamente por la cavidad
bucal, percibir por via retronasal los componentes volatiles aromaticos,
al forzarse el uso de esta via.

Nota: cuando los catadores no perciban el frutado en una muestra y la
intensidad del atributo negativo de clasificacion sea igual o inferior a 3,5,
el jefe de panel puede decidir que los catadores analicen la muestra de
nuevo a temperatura ambiente (COI/T.20/Doc. n.° 6/Rev. 1, septiembre de
2007, seccion 3-Especificaciones generales de la instalacion de una sala
de cata), especificando el contexto y el concepto de temperatura ambiente.
Cuando la muestra alcance la temperatura ambiente, los catadores deberan
volver a evaluarla para verificar inicamente si se percibe el frutado. Si es
asi, deben anotar la intensidad en la escala.

La sensacion tactil de picante debe tenerse en consideracion. A tal fin, es
aconsejable tragar el aceite.

vM26
9.1.2. »C6 En la valoracion organoléptica del aceite de oliva virgen, se reco-
mienda efectuar el analisis de un maximo de CUATRO MUESTRAS por
sesion, con un maximo de tres sesiones diarias, al objeto de evitar el
efecto de contraste que podria provocar la degustacion inmediata de
otros aceites. <«

Puesto que las catas sucesivas producen fatiga o pérdida de sensibilidad,
causadas por las muestras precedentes, es preciso utilizar un producto
capaz de eliminar de la boca los restos de aceite de la cata anterior.

Se recomienda el uso de un pequefio trozo de manzana, el cual, después
de masticado, puede ser vertido al escupidor, procediendo seguidamente a
enjuagarse con un poco de agua a temperatura ambiente. Entre la sesion
finalizada y la siguiente deben transcurrir al menos 15 minutos.

9.2.  Utilizacion de la ficha de cata por los catadores

La ficha de cata que deben utilizar los catadores se recoge en la figura 1
del presente anexo.

Cada uno de los catadores que componen el panel olerd y degustara (') el
aceite sometido a examen. Deben consignar en las escalas de 10 cm de la
ficha de cata que se pondra a su disposicién la intensidad con la que
perciben cada uno de los atributos negativos y positivos.

(') Pueden abstenerse de catar un aceite cuando aprecien por via olfativa directa algun
atributo negativo sumamente intenso, en cuyo caso deberan registrar en la ficha de
cata esta circunstancia excepcional.
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En caso de que los catadores perciban atributos negativos no indicados en
la seccion 4, deberan consignarse en el apartado «otros», empleando el
término o términos que los describan con mayor precision.

v M28
9.3.  Utilizacién de los datos por los jefes de panel

El jefe del panel debera recoger las fichas de cata cumplimentadas por
cada uno de los catadores y revisar las intensidades asignadas a los
diferentes atributos. De constatarse alguna anomalia, pedira al catador
que revise su ficha de cata y, si fuera necesario, que repita la prueba.

El jefe del grupo debera introducir los datos de la valoracion de cada
miembro en un programa informatico como el que se recoge en la norma
COI/T.20/Doc. N° 15, con miras al calculo estadistico de los resultados
del analisis, basados en el calculo de la mediana. Véase el punto 9.4 y el
apéndice del presente anexo. La introduccion de los datos correspon-
dientes a cada muestra se realizara con ayuda de una matriz compuesta
de nueve columnas que corresponden a los nueve atributos sensoriales y n
lineas que corresponden a los n miembros del panel utilizados.

En caso de que en el apartado «otros» figure un defecto percibido y
sefialado por al menos el 50 % del panel, el jefe del panel calculara la
mediana de dicho defecto y lo clasificara en consecuencia.

El valor del coeficiente de variacion robusto que define la clasificacion
(defecto con la mayor intensidad y el mayor atributo frutado) debera ser
inferior o igual al 20 %.

Cuando no sea asi, el jefe del panel debera repetir la evaluacion de la
muestra especifica en otra sesién de cata.

Si esta situacion se produce con frecuencia, se recomienda al jefe del
grupo que imparta formacion especifica adicional (COI/T.20/Doc.
N° 14, § 5) y utilice el indice de repetibilidad y el indice de desviacion
para controlar el rendimiento del catador (COI/T.20/Doc. No 14, § 6).

VY M29
9.4. Clasificacion del aceite

El aceite se clasifica en las categorias que se indican mas adelante, en
funcién de la mediana de los defectos y de la mediana del atributo
frutado. Por mediana de los defectos se entiende la mediana del defecto
percibido con mayor intensidad. La mediana de los defectos y la mediana
del atributo frutado se expresaran con una sola cifra decimal.

La clasificacion del aceite se hace comparando el valor de la mediana de
los defectos y de la mediana del atributo frutado con los intervalos de
referencia expuestos a continuacion. Los limites de estos rangos han sido
establecidos teniendo en cuenta el error del método, por lo que son
considerados como absolutos. Los programas informaticos permiten
visualizar la clasificacion en un cuadro de datos estadisticos o grafica-
mente.

a) Aceite de oliva virgen extra: la mediana de los defectos es igual a 0 y
la del atributo frutado es superior a 0.

b) Aceite de oliva virgen: la mediana de los defectos es superior a 0 pero
inferior o igual a 3,5 y la del atributo frutado es superior a 0.

c) Aceite de oliva virgen lampante: la mediana de los defectos es
superior a 3,5, o bien la mediana de los defectos es inferior o igual
a 3,5 y la del atributo frutado es igual a 0.
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Nota 1: Cuando la mediana del amargo y/o picante sea superior a 5,0, el
jefe de panel lo seialara en el certificado de analisis del aceite.

Cuando se trate de analisis efectuados en el marco de controles
de conformidad con las normas, debera realizarse un ensayo. En
el caso de analisis contradictorios, el analisis debe efectuarse
por duplicado en diferentes sesiones de cata. Los resultados de
los analisis por duplicado deben ser estadisticamente
homogéneos (véase el punto 9.5). En caso contrario, la
muestra debe ser analizada de nuevo dos veces. El valor final
de la mediana de los atributos de clasificacion se calculara
utilizando la media de ambas medianas.

9.5 Criterios de aceptacion y de rechazo de duplicados

Para determinar si los dos resultados de un analisis duplicado son
homogéneos o estadisticamente aceptables se utilizara el error
normalizado definido a continuacion:

E — \Mel *M62|

R

siendo Me; y Me, las medianas de los dos duplicados (respectivamente,
primer y segundo andlisis) y U; y U,, las incertidumbres expandidas
obtenidas para los dos valores, calculadas como sigue segun se especifica
en el apéndice:

(CV, x Me))
100

Para la incertidumbre expandida, ¢ = 1,96; por consiguiente:

U =cxs*ys' =

U; = 0,0196 x CV, x M,
siendo CV, el coeficiente de variacion robusto.

Para poder afirmar que los dos valores obtenidos no son estadisticamente
diferentes, £, debe ser igual o inferior a 1,0.
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Apéndice
Método de calculo de la mediana y de los intervalos de confianza

Mediana

Me=1[p (X <xp) <% "p (X <xn)=2%]

La mediana se define como el numero real X, caracterizado por el hecho de que
la probabilidad (p) de que los valores de la distribucion (X) sean inferiores a ese
namero (X,,) es inferior o igual a 0,5 y de que, simultdneamente, la probabilidad
(p) de que los valores de la distribucion (X) sean inferiores o iguales a X, es
superior o igual a 0,5. Otra definicion mds practica es que la mediana es el
percentil 50 de una distribucion de nimeros ordenados de modo creciente.
Dicho de otro modo, representa el valor central de una serie ordenada impar o
la media de los dos valores centrales de una serie ordenada par.

Desviacién tipica robusta

Para obtener una estimacion fiable de la variabilidad que se produce en torno a la
mediana, es necesario referirse a la estimacion de la desviacion tipica robusta
segun Stuart y Kendall (4). La formula indica la desviacion tipica asintdtica
robusta, es decir, la estimacion robusta de la variabilidad de los datos
considerados, en la que N es el numero de observaciones ¢ IQR el intervalo
intercuartil, el cual abarca exactamente el 50% de los casos de una distribucion
de probabilidad cualquiera.

. 1,25 xIQR
S =——m—
1,35 x VN

El célculo del intervalo intercuartil se efectia calculando la magnitud de la
diferencia entre el percentil 75 y el 25.

IQR = percentil 75 — percentil 25

Siendo el percentil el valor X, caracterizado por el hecho de que la probabilidad
(p) de que los valores de la distribucion sean inferiores a X, es inferior ¢ igual a
una centésima determinada y de que, simultaneamente, la probabilidad (p) de que
los valores de la distribucion sean inferiores o iguales a X, es superior € igual a
dicha centésima. La centésima indica la fraccion de distribucion elegida. En el
caso de la mediana esta es igual a 50/100.

Percentil = [p (X < Xpe) < ——"p (X < xpc)

— 100 ]

-
T 100

En la practica, el percentil es el valor de distribucion que corresponde a un area
determinada, trazada a partir de la curva de distribucion o de densidad. Por
ejemplo, el percentil 25 representa el valor de distribucion correspondiente a
un area igual a 0,25 o 25/100.

En este método los percentiles se computan basdndose en los valores reales que
figuran en la matriz de datos (procedimiento de computo de percentiles).

Coeficiente de variacion robusto (en %)

El CVr% representa un niimero puro que indica el porcentaje de variabilidad de
la serie de numeros analizada. Por esta razon este coeficiente resulta muy util
para comprobar la fiabilidad de los miembros del panel.

5

K
Me

CVy =~ x 100
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Intervalos de confianza al 95% sobre la mediana

Los intervalos de confianza al 95% (valor del error de primer tipo igual a 0,05 o
5%) representan el intervalo en el que el valor de la mediana podria variar si
fuese posible repetir infinitas veces un experimento. En la practica, indica el
intervalo de variabilidad de la prueba en las condiciones operativas adoptadas,
partiendo de la hipotesis de que es posible repetirlo varias veces. El intervalo
ayuda a evaluar, como en el caso del CVr%, la fiabilidad de la prueba.

ICyyy = Me + (¢ x s¥)
ICjyy = Me — (¢ x s¥)

donde C = 1,96 en el caso del intervalo de confianza al 95%.

Puede encontrarse un ejemplo de la hoja de calculo en el anexo I de la norma
COI/T.20/Doc. N° 15.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

ANEXO XV

CONTENIDO EN ACEITE DE LOS ORUJOS DE ACEITUNA

Material
— aparato de extraccion apropiado tipo »C1 soxhlet <4, provisto de un
matraz de 200 a 250 ml,

— bafio por calefaccion eléctrica (bafio de arena, bailo de agua, etc.) o
placa calefactora,

— balanza analitica,
— estufa regulada a 80 °C como maximo,

— estufa de calefaccion eléctrica provista de un dispositivo de termorregu-
lacion regulada a 103 °C + 2 °C y que permita realizar una insuflacion
de aire o una presion reducida,

— triturador mecénico facil de limpiar y que permita el triturado del orujo
sin calentamiento y sin disminucion sensible de su contenido en agua y
en aceite,

— cartucho de extraccion y algodon hidréfilo o papel filtro, exentos de
productos extraibles por el hexano,

— desecador,
— criba con agujeros de 1 mm de diametro,

— piedra pémez en pequeios granos, previamente secada.

Reactivo

n-hexano técnico cuyo residuo en evaporacion completa debera ser inferior
a 0,002 g para 100 ml.

MODO DE OPERAR

Preparacion de la muestra para ensayo

Triturar la muestra para laboratorio, si fuera necesario, en el triturador
mecanico, previamente bien limpio, para reducirla a particulas que
puedan atravesar completamente la criba.

Utilizar aproximadamente una vigésima parte de la muestra para completar
la limpieza del triturador, tirar dicha mezcla, triturar el resto, recogerlo,
mezclarlo con cuidado y analizarlo sin demora.

Toma de muestra

Pesar inmediatamente después del triturado, alrededor de 10 g de la
muestra para ensayo con una aproximacion de 0,01 g.

Preparacion del cartucho de extraccion

»Cl1 colocar la muestra en el cartucho y taparla con el tapon <« de
algodon hidrofilo. En caso de haber utilizado papel de filtro, envolver la
muestra molida en dicho papel.

Presecado

Cuando el orujo esté muy humedo (contenido en agua y en materias
volatiles superior al 10 %), efectuar un presecado colocando durante un
tiempo conveniente el cartucho lleno (o el papel de filtro) en la estufa
calentada a 80 °C como maximo, para llevar el contenido en agua y en
materias volatiles por debajo del 10 %.
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2.6.

2.7.

2.8.

3.1

Preparacion del matraz

Pesar con aproximacion de 1 g el matraz que contenga 1 a 2 granos de
piedra pémez, previamente secado en la estufa a 103 °C = 2 °C y después
enfriado durante al menos una hora en el desecador.

Primera extraccion

Colocar en el aparato de extraccion el cartucho (o el papel de filtro) que
contenga la muestra. Verter en el matraz la cantidad necesaria de hexano.
»C1 Adaptar <« el matraz al aparato de extraccion y colocarlo todo sobre
la placa calefactora. Llevar la calefaccion a tal estado que el caudal de
reflujo sea al menos de tres gotas por segundo (ebullicion moderada, no
tumultuosa).

Después de cuatro horas de extraccion, dejar enfriar. Quitar el cartucho del
aparato de extraccion y colocarlo en una corriente de aire para eliminar la
mayor parte del disolvente que lo impregna.

Segunda extraccion

Vaciar el cartucho en el microtriturador y triturar tan finamente como sea
posible. Colocar de nuevo cuantitativamente la mezcla en el cartucho y ésta
en el aparato de extraccion.

Empezar de nuevo la extraccion durante dos horas mas, utilizando el
mismo matraz conteniendo la primera extraccion.

La solucion obtenida en el matraz de extraccion debera ser limpida. Si
no fuere asi, filtrarla sobre un papel de filtro lavando varias veces el
primer matraz y el papel de filtro con hexano. Recoger el filtrado y el
disolvente en un segundo matraz previamente secado y tarado aproximad-
amente a 1 mg.

Eliminacion del disolvente y pesada del extracto

Eliminar en el equipo de extraccion la mayor parte del disolvente. Eliminar
los ultimos restos de éste calentando el matraz en la estufa a 103 °C £ 2 °C
durante 20 minutos. Facilitar dicha eliminacion, ya sea insuflando aire de
vez en cuando o preferiblemente un gas inerte, o actuando bajo una presion
reducida.

Dejar enfriar el matraz en un desecador durante al menos una hora, y
pesarlo con una precision de 1 mg aproximadamente.

Calentar de nuevo 10 minutos en las mismas condiciones, dejar enfriar en
el desecador y pesar.

La diferencia entre los resultados de estas dos pesadas debera ser inferior o
igual a 10 mg, si no, calentar de nuevo durante periodos de diez minutos
seguidos de enfriamento y pesada, hasta que la diferencia de peso sea, a lo
sumo, de 10 mg. Seleccionar la Gltima pesada del matraz.

Efectuar dos determinaciones.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de célculo y formula

a) El extracto expresado en peso del producto tal cual sera igual a:
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donde: S es el porcentaje en peso del extracto del producto tal
cual,

m, es el peso, en gramos, de la muestra,

m; es el peso, en gramos, del extracto seco.

Tomar como resultado la media aritmética de las dos determinaciones,
si las condiciones de repetitividad se cumplen.

Expresar el resultado con un solo decimal.

b) El extracto se relacionard con la materia seca utilizando la siguiente
formula:

100
—_— 0,
S X 100 — U % grasa sobre extracto seco

donde: S es el procentaje en peso de extracto del producto tal cual
ver a),

U es su contenido en agua y en materias volatiles.
Repetitividad

La diferencia entre los resultados de las dos determinaciones, efectuadas
simultaneamente o rapidamente la una a continuacion de la otra mediante el
mismo analisis, no debera ser superior a 0,2 g de extracto de hexano por
cada 100 g de muestra.

En caso contrario, repetir sobre otras dos tomas de muestra. Si esta vez la
diferencia es de nuevo superior a 0,2 g tomar como resultado la media
aritmética de las cuatro determinaciones efectuadas.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

5.1

5.2.

ANEXO XVI

DETERMINACION DEL INDICE DE YODO

OBJETO

La presente norma internacional especifica un método para la deter-
minacion del indice de yodo de las grasas y aceites animales y vegetales,
en lo sucesivo denominados grasas.

DEFINICION

A los fines de la presente norma internacional, se aplicard la definicion
siguiente:
Indice de yodo: el peso de yodo absorbido por la muestra en las
condiciones de trabajo que se especifican en la presente norma inter-
nacional.

El indice de yodo se expresa en gramos de yodo por 100 gr de muestra.

PRINCIPIO

Disolucion de la muestra problema y adicion de reactivo de Wijs. Una vez
transcurrido el tiempo que se especifica, adicion de solucién acuosa de
yoduro potasico y valoracién del yodo liberado con solucion de tiosulfato
sodico.

REACTIVOS

Todos los reactivos seran de calidad analitica reconocida.

Yoduro potasico, solucion de 100 g/l, exento de yodatos o de yodo libre.
Engrudo de almidon.

Mezclar 5 g de almidon soluble con 30 ml de agua, afadir esta mezcla a
1 000 ml de agua en ebullicion, hervir durante 3 minutos y dejar enfriar.

Solucién volumétrica patron de tiosulfato sodico.

¢ (Na,S,05. 5H,0) = 0,1 mol/l, valorada como méximo 7 dias antes de su
uso.

Disolvente, preparado mezclando volimenes iguales de ciclohexano y 4cido
acético.

Reactivo de Wijs, que contenga monocloruro de yodo en acido acético. Se
utilizara reactivo de Wijs comercializado.

Nota: El reactivo contiene 9 g de ICl; + 9 g de I en acido acético.
MATERIAL
Material ordinario de laboratorio y, en particular, lo siguiente:

Navecillas de vidrio, apropiadas para la muestra problema y que puedan
introducirse en los matraces (5.2).

Matraces erlenmeyer de 500 ml de capacidad con boca esmerilada,
provistos de sus correspondientes tapones de vidrio y perfectamente secos.

PREPARACION DE LA MUESTRA » C1 PROBLEMA <«.

»C1 La muestra homogeneizada, se seca sobre sulfato sédico y se
filtra «.

PROCEDIMIENTO

Tamafio de la muestra

El peso de la muestra varia en funcion del indice de yodo previsto, como se
indica en el cuadro 1.
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7.3.

Cuadro 1
fndice de yodo previsto Peso de la muestra problema
menos de 5 3,00 g
5— 20 1,00 g
21— 50 0,40 g
51—100 0,20 g
101—150 0,13 g
151200 0,10 g

Pesar la muestra problema con precision de 0,1 mg en una P C1 navecilla <
de vidrio 5.1.

Determinacion

Introducir la muestra problema en un matraz de 500 ml (5.2). Anadir 20 ml
del disolvente (4.4) para disolver la grasa. Agregar exactamente 25 ml del
reactivo de Wijs (4.5), tapar el matraz, agitar el contenido y colocar el
matraz al abrigo de la luz. No deberd utilizarse la boca para pipetear el
reactivo de Wijs.

Preparar del mismo modo un ensayo en blanco con el disolvente y el
reactivo, pero sin la muestra problema.

Para las muestras con un indice de yodo inferior a 150, mantener los
matraces en la oscuridad durante 1 hora; para las muestras con un indice
de yodo superior a 150, asi como en el caso de productos polimerizados o
considerablemente oxidados, mantener en la oscuridad durante 2 horas.

Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, agregar a cada uno de los
matraces 20 ml de solucion de yoduro potasico (4.1) y 150 ml de agua.

Valorar con la disolucion de tiosulfato sodico (4.3) hasta que haya desa-
parecido casi totalmente el color amarillo producido por el yodo. Afadir
unas gotas de engrudo de almidon (4.2) y continuar la valoracion hasta el
momento preciso en que desaparezca el color azul después de una agitacion
muy intensa.

Nota: Se permite la determinacion potenciométrica del punto final.

Numero de determinaciones

Efectuar 2 determinaciones de la muestra problema.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de yodo se expresa del siguiente modo:

12,69 C (V] - Vz)
p

siendo:

c: valor numérico de la concentracion exacta, expresada en moles por
litro, de la solucion volumétrica patron de tiosulfato sodico (4.3) util-
izada;

V,: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solucion de
tiosulfato sodico (4.3) utilizada para el ensayo en blanco;
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V,: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solucion de
tiosulfato sodico (4.3) utilizada para la determinacion;

p: valor numérico del peso, expresado en gramos, de la muestra
problema (7.1).

Se tomara como resultado la media aritmética de las dos determinaciones,
siempre que se cumpla el requisito establecido con respecto a la repeti-
bilidad.
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ANEXO XVII

METODO PARA LA DETERMINACION DE ESTIGMASTADIENOS EN
LOS ACEITES VEGETALES

1. OBJETIVOS

Determinacion de estigmastadienos en los aceites vegetales que presentan
bajas concentraciones de dichos hidrocarburos, particularmente en el
aceite de oliva virgen y en el aceite de orujo de oliva sin refinar.

2. APLICACION

Se trata de una norma aplicable a cualquier aceite de origen vegetal,
teniendo en cuenta que unicamente se obtendran medidas fiables cuando
el contenido de estos hidrocarburos se halle incluido en un margen de
0,01 a 4,0 mg/kg. El método resulta especialmente adecuado para detectar
la presencia de aceites vegetales refinados (aceites de oliva, orujo de oliva,
girasol, palma, etc.) en el aceite de oliva virgen, dado que los aceites
refinados contienen estigmastadienos y los aceites virgenes no.

3. FUNDAMENTO

Aislamiento de la materia insaponificable. Separacion de la fraccion de
hidrocarburos esteroideos mediante cromatografia en columna de gel de
silice y analisis mediante cromatografia de gases en columna capilar.

4. INSTRUMENTAL

4.1.  Matraces de 250 ml aptos para colocarles un refrigerante de reflujo.
4.2.  Embudos de decantacion con capacidad para 500 ml.

4.3.  Matraces de fondo redondo de 100 ml.

4.4. Rotavapor.

4.5.  Columna de vidrio para cromatografia (1,5-2,0 cm de didmetro interno por
50 cm de longitud) provista de una llave de teflon y con una torunda de
lana de vidrio o un disco de vidrio unterizado en el fondo. Para preparar la
columna de gel de silice se vierte hexano en la columna de cromatografia
hasta que alcance una altura de aproximadamente 5 cm, llendndose
a continuacion con una papilla de gel de silice en hexano (15 g en
40 ml) mediante la ayuda de varias porciones de hexano. Se deja sedi-
mentar la mezcla en reposo, completandose la sedimentacion aplicando
una ligera vibracion. Afiadir sulfato sodico anhidro hasta una altura de
aproximadamente 0,5 cm y finalmente eluir el exceso de hexano.

4.6. Cromatografo de gases equipado con detector de ionizacion de llama,
inyector con division de flujo u «cold on -column» y horno programable
con precision de £ 1 °C.

4.7.  Columna capilar de silice fundida (0,25 o 0,32 mm de diametro interno x
25 m de longitud), recubierta con una pelicula de 0,25 um de espesor de
la fase 5 %-fenilmetilsilicona.

Nota 1.

Pueden utilizarse otras columnas con polaridades similares o inferiores.
4.8. Integrador-registrador con capacidad para modo de integracion valle-valle.
4.9. Microjeringa de 5-10 pl para cromatografia de gases con aguja fija.

4.10. Calentador de tipo manta o placa eléctrica.
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5. REACTIVOS

Salvo indicacion en sentido contrario, Gnicamente se utilizaran reactivos
de calidad para analisis. Debe emplearse agua destilada o de pureza al
menos equivalente.

5.1. Hexano o una mezcla de alcanos con un intervalo de ebullicion de
65-70 °C, destilados en columna rectificadora.

Nota 2.

El disolvente debe destilarse para eliminar impurezas.
5.2.  Etanol de 96 v/v.
5.3.  Sulfato sodico anhidro.

5.4.  Solucion alcohdlica de hidroxido potasico al 10 %. Afiadir 10 ml de agua
a 50 g de hidroxido potasico, agitar y diluir seguidamente la mezcla en
etanol hasta un volumen de 500 ml.

Nota 3.

La potasa alcohdlica toma color marrén con el tiempo. Debe prepararse
diariamente y se almacenara en botellas de vidrio oscuro cerradas herméti-
camente.

5.5.  Gel de silice 60 para columna de cromatografia, de 70-230 mallas (ref-
erencia 7734 de Merck o similar).

Nota 4.

Por lo general, el gel de silice puede utilizarse directamente a partir del
envase sin necesidad de tratamiento. Sin embargo, algunos lotes de silice
pueden presentar baja actividad produciendo separaciones cromatograficas
inadecuadas. Cuando ello ocurra debe tratarse el gel de silice de la
siguiente manera: activar el gel calentandolo a 550 °C durante un
minimo de cuatro horas. Tras el calentamiento poner el gel de silice a
enfriar en un desecador y trasvasarlo a continuacién a un matraz con
cierre hermético. Se afiade seguidamente un 2 % de agua agitando hasta
que dejen de verse grumos y el polvo fluya libremente.

Si algtn lote de gel de silice origina cromatogramas con picos que inter-
fieran, dicho gel serd sometido al tratamiento anteriormente mencionado.
Puede considerarse como alternativa la utilizacion de gel de silice 60
extrapuro (referencia 7754 de Merck).

5.6.  Solucién madre (200 ppm) de colesta-3,5-dieno (Sigma, 99 % de pureza)
en hexano (10 mg en 50 ml).

5.7.  Solucion patrén de colesta-3,5-dieno en hexano con una concentracion de
20 ppm, que se obtiene diluyendo la solucion anterior.
Nota 5.
Si se mantiene la temperatura por debajo de 4 °C, las soluciones 5.6 y 5.7

permaneceran inalteradas durante un minimo de 4 meses.

5.8.  Solucién de n-nonacosano en hexano con una concentraciéon aproximada
de 100 ppm.

5.9. Gas portador para cromatografia: helio o hidrogeno de 99,9990 % de
pureza.

5.10. Gases auxiliares para el detector de ionizacion de llama: aire purificado e
hidrogeno de 99,9990 % de pureza.
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6. METODOLOGIA

6.1. Preparacién de la materia insaponificable:

6.1.1. Pesar 20 + 0,1 g de aceite en un matraz de 250 ml (4.1), afiadir 1 ml de
solucion patron de colesta-3,5-dieno (20pg) y 75 ml de potasa alcoholica
al 10 %, colocar un refrigerante de reflujo y calentar a ebullicion suave
durante 30 minutos. Retirar de la fuente de calor el matraz con la muestra
y dejar enfriar ligeramente la solucion (el enfriamiento no debe ser total
para evitar la decantacion de la muestra). Afiadir 100 ml de agua y pasar
la soluciéon a un embudo de decantacion (4.2) con ayuda de 100 ml de
hexano. Agitar enérgicamente durante 30 segundos y dejar decantar.

Nota 6.

Si se produce emulsion, que no desaparece rapidamente, afiadir pequeiias
cantidades de etanol.

6.1.2. Pasar la fase acuosa inferior a un segundo embudo de decantacion y
someterla nuevamente a extraccion con 100 ml de hexano. Separar
nuevamente la fase inferior y lavar los extractos de hexano (mezclandolos
en otro embudo de decantacion) con tres porciones de 100 ml cada una de
una mezcla de agua y etanol (1: 1) hasta obtener un pH neutro.

6.1.3. Pasar la solucién de hexano a través de sulfato sodico anhidro (50 g),
lavar con 20 ml de hexano y evaporar a 30 °C y presion reducida en un
rotavapor hasta sequedad.

6.2.  Separacién de la fraccién de hidrocarburos esteroideos:

6.2.1. Introducir el residuo en la columna de fraccionamiento con ayuda de dos
porciones de 1 ml de hexano, distribuir la muestra en la columna dejando
que el nivel de solucién descienda hasta la parte superior del sulfato de
sodio y comenzar la elucién cromatografica con hexano a un flujo
aproximado de 1 ml/min. Desechar los primeros 25-30 ml de eluido y
recoger la fraccion siguiente de 40 ml. Después, pasar esta fraccion a un
matraz de fondo redondo de 100 ml (4.3).

Nota 7.

La primera fraccion contiene los hidrocarburos saturados (cf. Figura la) y
la segunda fraccion los esteroideos. Al proseguir con la elucion se obtiene
escualeno y otros compuestos relacionados. Para poder obtener una buena
separacion entre los hidrocarburos saturados y los esteroideos, es
necesario optimizar los volumenes de las fracciones. A tal efecto se
debe ajustar el volumen de la primera fraccion de tal manera que
cuando se analice la segunda, los picos correspondientes a los hidroc-
arburos saturados sean bajos (cf. Figura 1c); cuando estos no aparezcan
pero la intensidad del pico correspondiente al patron sea reducida, debe
disminuirse el volumen. De todas formas, puesto que no se produce
solapamiento de los picos durante la cromatografia de gases, no es
precisa una separacion completa entre los componentes de la primera y
segunda fracciones siempre que las condiciones de la CG estén ajustadas
como se indica en 6.3.1. Por lo general no es necesario optimizar el
volumen de la segunda fraccion, puesto que existe una buena separacion
con los componentes que eluyen posteriormente. Sin embargo, la
presencia de un pico importante a 1,5 min, aproximadamente, por
debajo del tiempo de retencion del patron se debe al escualeno y revela
una mala separacion.

6.2.2. Evaporar la segunda fraccion en rotavapor a 30 °C y presion reducida
hasta sequedad. Disolver inmediatamente el residuo en 0,2 ml de hexano y
mantener la solucion en el refrigerador hasta el momento de su analisis.

Nota 8.

Los residuos 6.1.3 y 6.2.2 no deben mantenerse en seco a temperatura
ambiente. Una vez obtenidos, es necesario afiadirles disolvente y alma-
cenarlos en un refrigerador.
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6.3. Cromatografia de gases

6.3.1. Condiciones de trabajo para inyeccion con division de flujo.
— temperatura del inyector: 300 °C,
— temperatura del detector: 320 °C.

— integrador-registrador: los parametros de integracion deben ser fijados
de tal forma que la evaluacion de las areas sea correcta. La modalidad
de integracion valle-valle es la mas recomendable,

— sensibilidad: aproximadamente 16 veces la atenuacion minima,
— cantidad de disolucién inyectada: 1pul,

— programacion de la temperatura del horno: temperatura inicial
constante de 235 °C durante 6 minutos, seguida de un aumento
gradual de 2 °C/min hasta alcanzar 285 °C,

— inyeccion con una division de flujo de 1: 15,
— gas portador: helio o hidrégeno a 120 kPa de presion.

Dichas condiciones pueden modificarse en funciéon de las caracteristicas
del cromatografo y de la columna con objeto de obtener cromatogramas
que respondan a los siguientes requisitos: Pico del patrén interno situado
con una aproximacion de 5 minutos en torno al tiempo citado en 6.3.2; el
pico del patrén interno alcanzara, como minimo, un 80 % de la escala
total.

El sistema de cromatografia de gases deberd comprobarse inyectando una
mezcla de la solucion madre de colestadieno (5.6) y de n-nonacosano
(5.8). El pico del colesta-3,5-dieno debera aparecer antes que el del n-
nonacosano (véase figura 1c); si esto no ocurre, pueden adoptarse dos
soluciones: reducir la temperatura inicial del horno o sustituir la
columna de cromatografia de gases por otra de polaridad inferior.

6.3.2. Identificacion de picos

El pico del patron interno aparece a un tiempo de retencion de, aproxi-
madamente, 19 minutos, y el del estigmasta-3,5-dieno lo hace a un tiempo
de retencion relativo de aproximadamente 1,29 (véase figura 1b). El estig-
masta-3,5-dieno suele ir acompafiado de pequeias cantidades de un
isomero y, por lo general, ambos originan un solo pico cromatografico.
No obstante, si la columna es demasiado polar, o tiene un gran poder de
resolucion, el isomero puede aparecer en forma de un pequefio pico justo
antes y cerca del estigmasta-3,5-dieno (véase figura 2). En estos casos, es
preciso sumar las areas de los dos picos. Con el fin de estar seguro que
los estigmastadienos eluyen como un solo pico se recomienda instituir la
columna por otra de menor polaridad o de mayor diametro interior.

Nota 9.

Para obtener una referencia de los estigmastadienos puede utilizarse el
analisis de cualquier aceite vegetal refinado empleando menor cantidad
de muestra (de 1 a 2 g). Los estigmastadienos dan lugar a un pico
importante de facil identificacion.

6.3.3. Analisis cuantitativo

El contenido de los estigmastadienos se determina aplicando la férmula

As X M.

mg/kg de estigmastadienos = A < M,
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en la cual: Ay, = darea del pico de estigmastadienos (si el pico se halla
dividido en dos picos, sumese el area de los dos
picos.).
A, = érea del pico del patron interno (colestadieno).
M, = peso de patron afiadido, en microgramos.
M, = peso de aceite empleado, en gramos.

Limite de deteccion: aproximadamente 0,01 mg/kg.
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Figura 1

Cromatogramas procedentes del analisis de muestras de aceite de oliva en
columna capilar de silice fundida (0,25 mm de didmetro interno x 25 m) recu-
bierta con una pelicula de 0,25 um de grosor de 5 %-fenilmetilsilicona.
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a) Primera fraccion (30 ml) de un aceite virgen marcado con el patron.

b) Segunda fraccion (40 ml) de un aceite de oliva que contiene 0,10 mg/kg de
estigmastadienos.

¢) Segunda fraccion (40 ml) que incluye una pequeila proporcion de la primera.

estigmasta-3,5-dieno

isbmero

[ — Wloa

Figura 2

Cromatograma procedente del analisis de una muestra de aceite de oliva refinado
en una columna DB-5, en el que se aprecia el isomero del estigmasta-3,5-dieno.
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ANEXO XVIII

DETERMINACION DE LA DIFERENCIA ENTRE EL CONTENIDO
REAL Y EL CONTENIDO TEORICO DE TRIGLICERIDOS CON
ECN 42

1. OBJETO

Determinacion de la diferencia absoluta entre los valores experimentales
de triglicéridos (TG) con un niimero equivalente de carbonos igual a 42
(ECN 42yp; ) obtenidos mediante determinacion en el aceite por croma-
tografia de liquidos de alta resolucion y el valor tedrico de TG con un
nimero equivalente de carbonos igual a 42 (ECN 42..,) calculado a
partir de la composicion de los acidos grasos.

2. AMBITO DE APLICACION

El presente método es aplicable a los aceites de oliva. Puede utilizarse
para detectar la presencia de pequeflas cantidades de aceites de semillas
(ricos en 4cido linoleico) en todos los tipos de aceites de oliva.

3. PRINCIPIO

El contenido de triglicéridos con ECN 42 determinado por analisis con
HPLC y el contenido tedrico de triglicéridos con ECN 42 (calculado
sobre la base de la determinacion de la composicion de acidos grasos
mediante GLC) se corresponden dentro de ciertos limites en el caso de
los aceites de oliva auténticos. Una diferencia superior a los valores
adoptados para cada tipo de aceite seria indicativa de que el aceite
contiene aceites de semillas.

4. METODO

El método para el célculo del contenido teodrico de triglicéridos con ECN
42 y de la diferencia con respecto a los datos obtenidos con HPLC
consiste esencialmente en la coordinacion de los datos analiticos
obtenidos por medio de otros métodos. Pueden distinguirse tres fases:
determinacion de la composicion de acidos grasos mediante cromato-
grafia de gases con columna capilar, calculo de la composicion tedrica
de triglicéridos con ENC 42, determinacion mediante HPLC de los
triglicéridos con ECN 42.
4.1. Instrumental

4.1.1. Matraces redondos de 250 y 500 ml.

4.1.2.  Vasos de precipitados de 100 ml.

4.1.3.  Columna de cromatografia de vidrio, de 21 mm de diametro interior y
450 mm de longitud, con llave y cono (hembra) normalizado en el
extremo superior.

4.1.4.  Ampollas de decantacion, de 250 ml, con cono (macho) normalizado en
el extremo inferior, adecuadas para conectarse al extremo superior de la
columna.

4.1.5.  Varilla de vidrio de 600 mm de longitud.

4.1.6. Embudo de vidrio de 80 mm de diametro.

4.1.7. Matraces aforados de 50 ml.

4.1.8. Matraces aforados de 20 ml.

4.1.9. Rotavapor.

4.1.10. Cromatografo de liquidos de alta resolucion, con control termostatico de
la temperatura de la columna.

4.1.11. Sistema de inyeccion de volimenes de 10 pl.

4.1.12. Detector: refractometro diferencial. La sensibilidad en toda la escala
debera ser como minimo de 10~* unidades de indice de refraccion.
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4.1.13. Columna: tubo de acero inoxidable de 250 mm de longitud x 4,5 mm de
didmetro interior, rellena de particulas de silice de 5 um de didmetro con
un 22-23% de carbono en forma de octadecilsilano.

4.1.14. Programas de tratamiento de datos.

4.1.15. Frascos de aproximadamente 2 ml de volumen, con membranas
revestidas de teflon y tapones de rosca.

4.2. Reactivos

Los reactivos deberan ser de calidad para analisis. Los disolventes de
elucion deberan desgasificarse y podran reciclarse varias veces sin que
ello afecte a las separaciones.

42.1. Eter de petroleo 40-60 °C, de pureza de grado cromatografico, o hexano.
422. Eter etilico, libre de peroxidos, recién destilado.

4.2.3. Disolvente de elucion para purificar el aceite mediante cromatografia en
columna: mezcla de éter de petroleo/éter etilico 87/13 (v/v).

4.2.4. Gel de silice, 70-230 mallas, tipo Merck 7734, con contenido de agua
normalizado al 5% (p/p).

4.2.5. Lana de vidrio.
4.2.6. Acetona para HPLC.
4.2.7. Acetonitrilo o propionitrilo para HPLC.

4.2.8. Disolvente de elucion para HPLC: acetonitrilo + acetona (las propor-
ciones se ajustaran para obtener la separacion deseada; comenzar con
una mezcla 50:50) o propionitrilo.

4.2.9. Disolvente de solubilizacion: acetona.

4.2.10. Triglicéridos de referencia: es posible utilizar triglicéridos comerciales
(tripalmitina, trioleina, etc.) y los tiempos de retencién se representan
entonces graficamente frente al nimero equivalente de carbonos, o bien
cromatogramas de referencia obtenidos de aceite de soja, de una mezcla
30:70 de aceite de soja y aceite de oliva, y de aceite de oliva puro
(véanse las notas 1 y 2 y las figuras 1 a 4).

4.2.11. Columna de extraccion en fase sélida con 1 g de fase de silice en 6 ml.

4.3. Preparaciéon de la muestra

Como hay una serie de sustancias interferentes que puede dar lugar a
falsos resultados positivos, la muestra debe purificarse siempre segtn el
método TUPAC 2507, utilizado para la determinacion de compuestos
polares en grasas para freir.

4.3.1.  Preparacion de la columna cromatogrdfica

Llenar la columna (4.1.3) con aproximadamente 30 ml de disolvente de
elucion (4.2.3); introducir a continuacion en la columna un poco de lana
de vidrio (4.2.5) y empujarla hasta el fondo de la columna ayudandose
con la varilla de vidrio (4.1.5).

Preparar en un vaso de precipitados de 100 ml una suspension de 25 g
de gel de silice (4.2.4) en 80 ml de la mezcla de elucion (4.2.3) y
transferirla a la columna con ayuda de un embudo de vidrio (4.1.6).

Para asegurarse de la transferencia total del gel de silice a la columna,
lavar el vaso de precipitados con la mezcla de elucion y pasar también
los liquidos de lavado a la columna.

Abrir la llave de la columna y dejar que salga el disolvente hasta que su
nivel se site aproximadamente 1 cm por encima del gel de silice.
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4.3.2.  Cromatografia en columna

Pesar, con precision de 0,001 g, 2,5 + 0,1 g de aceite previamente
filtrado, homogeneizado y, en caso necesario, deshidratado, en un
matraz aforado de 50 ml (4.1.7).

Disolverlos en 20 ml aproximadamente del disolvente de elucion (4.2.3).
En caso necesario, calentar ligeramente para facilitar la disolucion.
Enfriar a temperatura ambiente y enrasar con el disolvente de elucion.

Introducir con una pipeta aforada 20 ml de solucién en la columna
preparada como se indica en 4.3.1, abrir la llave y dejar eluir el
disolvente hasta el nivel de la capa de gel de silice.

Eluir a continuacion con 150 ml de disolvente de elucion (4.2.3),
regulando el flujo de disolvente a 2 ml/minuto aproximadamente (de
modo que pasen a través de la columna 150 ml en unos 60-70 minutos).

Recoger el eluido en un matraz redondo de 250 ml (4.1.1) previamente
tarado en estufa y pesarlo exactamente. Eliminar el disolvente a presion
reducida en un rotavapor (4.1.9) y pesar el residuo, con el cual se
preparara la solucién para el analisis por HPLC y para la obtencion
de los ésteres metilicos.

Tras pasar por la columna, debe recuperarse como minimo un 90% de la
muestra en el caso de las categorias virgen extra, virgen, corriente,
refinado y aceite de oliva, mientras que en el de los aceites lampantes
y de orujo de oliva los porcentajes de recuperacion no pueden ser
inferiores al 80%.

4.3.3.  Purificacion por extraccion en fase solida (SPE)

La columna de silice de SPE se activa haciendo pasar 6 ml de hexano
(4.2.3) en vacio, evitando la desecacion.

Pesar, con una precision de 0,001 g, 0,12 g en un frasco de 2 ml
(4.1.15) y disolver con 0,5 ml de hexano (4.2.3).

Cargar la columna de SPE con la solucién y eluir con 10 ml de mezcla
hexano/éter dietilico (87:13 v/v) (4.2.3) al vacio.

La fraccion recogida se evapora hasta su desecacion en un rotavapor
(4.1.9) a presion reducida y a temperatura ambiente. El residuo se
disuelve en 2 ml de acetona (4.2.6) para realizar el analisis de
triglicéridos (TG).

4.4. Analisis por HPLC
4.4.1.  Preparacion de las muestras para analisis cromatografico

Preparar del siguiente modo una solucion al 5% de la muestra que vaya
a analizarse: pesar 0,5 + 0,001 g de la muestra en un matraz aforado de
10 ml y enrasar con el disolvente de solubilizacion (4.2.9).

4.4.2. Procedimiento

Instalar el sistema cromatografico. Bombear el disolvente de elucion
(4.2.8) a un flujo de 1,5 ml/min para purgar todo el sistema. Esperar
hasta que se obtenga una linea de base estable.

Inyectar 10 pl de la muestra preparada como se indica en el punto 4.3.

4.4.3. Cdlculo y expresion de los resultados

Utilizar el método de normalizacion de areas, es decir, considerar que la
suma de las superficies de los picos correspondientes a los triglicéridos
de ECN entre 42 y 52 es igual al 100%.

Calcular el porcentaje relativo de cada triglicérido mediante la férmula
siguiente:

% del triglicérido = superficie del pico x 100/suma de las superficies de
los picos.

Los resultados deben expresarse como minimo con dos decimales.

Véanse las notas 1 a 4.
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4.5. Calculo de la composicién de triglicéridos (porcentaje de moles) a
partir de los datos de composicion de los dcidos grasos (porcentaje
de superficie)

4.5.1.  Determinacion de composicion de acidos grasos

La composicion de acidos grasos se determina segiin la norma ISO 5508
por medio de una columna capilar. Los ésteres metilicos se preparan
segun el COI/T.20/Doc. no. 24.

4.52. Acidos grasos para el cdlculo

Los glicéridos se agrupan en funciéon de su numero equivalente de
carbonos (ECN), teniendo en cuenta las equivalencias que figuran a
continuacion entre ECN y acidos grasos. Solo se han considerado los
acidos grasos con 16 y 18 atomos de carbono, ya que son los unicos
importantes para el aceite de oliva. Los 4cidos grasos deben normal-
izarse al 100%.

Acido graso (AG) Abreviatura Peso (‘;‘I‘;}Tcular ECN
Acido palmitico P 256,4 16
Acido palmitoleico Po 254.4 14
Acido estedrico S 2845 18
Acido oleico 0 282,5 16
Acido linoleico L 280,4 14
Acido linolénico Ln 278.4 12

4.53. Conversion de los % de superficie en moles respecto a todos los dcidos

grasos (1)
% .P % .S % .P
moles P = % moles S = % moles Po = %
% .0 % .L % .L
moles O = % moles L = % moles Ln = %

4.5.4.  Normalizacion de los moles de los dcidos grasos al 100% (2)

moles P x 100
moles (P + S + Po + O + L + Ln)

% moles P (1,2,3) =

moles S % 100

% les S (1,2,3) =
o moles (,,) moles(P+S+P0+0+L+Ln)

moles Po x 100
moles (P + S + Po + O + L + Ln)

% moles Po (1,2,3) =

moles O * 100
moles (P + S + Po + O + L + Ln)

% moles O (1,2,3) =

moles L % 100

% moles L (1,2,3) =
¥ moles L (1,2.3) moles (P + S + Po + O + L + Ln)

moles Ln * 100
moles (P + S + Po + O + L + Ln)

% moles Ln (1,2,3) =

El resultado proporciona el porcentaje de cada acido graso en porcentaje
de moles en todas las posiciones (1, 2 y 3) de los TG.

A continuacion se calculan las sumas de los 4cidos grasos
saturados (AGS) P y S y de los acidos grasos insaturados (AGI) Po,
O, Ly Ln (3):

% moles AGS = % moles P + % moles S

% moles AGI = 100 — % moles AGS.
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4.5.5.1.

45.5.2.

4.5.5.3.

4.5.6.
4.5.6.1.

4.5.6.2.

Cdlculo de la composicion de dcidos grasos en la posicion 2 y en las
posiciones 1y 3 de los TG

Los acidos grasos se distribuyen en tres grupos del siguiente modo: uno
para la posicion 2 y dos idénticos para las posiciones 1 y 3, con coefi-
cientes diferentes para los acidos saturados (P y S) y los insaturados (Po,
O, L y Ln).

Acidos grasos saturados en la posicién 2 [P(2) y S(2)] (4):
% moles P(2) = % moles P (1,2,3) * 0,06

% moles S(2) = % moles S (1,2,3) * 0,06

Acidos grasos insaturados en la posicion 2 [Po(2), O(2), L(2) y
Ln(2)] (5):

% les Po(1,2,3
% moles Po(2) = %ji’(}f) * (100 — % moles P(2) — % moles S(2))

% moles 0(1,2,3)

% moles O(2) = % moles AGL (100 — % moles P(2) — % moles S(2))

% moles L(1,2,3)
0, — o, o,
% moles L(2) = % moles AGI * (100 — % moles P(2) — % moles S(2))

% moles Ln(1,2,3)

% moles Ln(2) = % moles AGL (100 — % moles P(2) — % moles S(2))

Acidos grasos en las posiciones 1 y 3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) y Ln(1,3)] (6):

% moles P(1,2,3) — % moles P(2)

% moles P(1,3) = > + % moles P(1,2,3)
9 1 1,23) -9 1 2
% moles S(1,3) = 7o moles S(1, =3; % moles S(2) + % moles S(1,2,3)
9 les Po(1,2,3) — 9 les Po(2
% moles Po(1,3) = %o moles Po(1, ,; % moles Po(2) + % moles Po(1,2,3)

% moles O(1,2,3) — % moles O(2)

% moles O(1,3) = 2 + % moles O(1,2,3)
9 les L(1,2,3) — ¢ les L(2
% moles L(1,3) = % moles L(1, ,; % moles L(2) + % moles L(1,2,3)

% moles Ln(1,3) — % moles Ln(1,2,3) — % moles Ln(2)

+ % moles Ln(1,2,3)

Calculo de triglicéridos

TG con un solo acido graso (AAA, aqui, LLL, PoPoPo) (7)

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles A(1,3)

% moles AAA = 10000

TG con dos acidos grasos (AAB, aqui PoPoL, PoLL) (8)

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles B(1,3) * 2

% moles AAB = 10000

% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles A(1,3)

% moles ABA = 10000
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4.5.6.3. TG con tres acidos grasos diferentes (ABC; en este caso, OLLn, PLLn,
PoOLn, PPoLn) (9)

% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles C(1,3) * 2

% moles ABC = 10000

% moles B(1,3) * % moles C(2) * % moles A(1,3) * 2

% moles BCA = 10000

% moles C(1,3) * % moles A(2) * % moles B(1,3) x 2
10 000

% moles CAB =

4.5.6.4. Triglicéridos con ECN 42

Los triglicéridos con ECN 42 se calculan de acuerdo con las ecuaciones
7, 8 y 9 y se indican por orden de elucion prevista en HPLC (norm-
almente solo tres picos).

LLL

PoLL y el isémero de posicion LPoL

OLLn y los isémeros de posicion OLnL y LnOL
PoPoL y el isomero de posicion PoLPo

PoOLn y los isomeros de posicion OPoLn y OLnPo
PLLn y los isomeros de posicion LLnP y LnPL
PoPoPo

SLnLn y el isomero de posicion LnSLn

PPoLn y los isémeros de posicion PLnPo y PoPLn

Los triglicéridos con ECN 42 se obtienen mediante la suma de los nueve
triglicéridos, incluidos sus isomeros de posicion. Los resultados deben
expresarse como minimo con dos decimales.

5. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Se comparan el contenido tedrico calculado y el determinado por HPLC.
Si la diferencia en valor absoluto entre los datos de HPLC y los datos
tedricos es superior a los valores indicados para la categoria adecuada de
aceite en la norma, se concluye que la muestra contiene aceite de
semillas.

Los resultados se expresan con dos decimales.
6. EJEMPLO (LOS NUMEROS SE REFIEREN A LAS SECCIONES

DEL TEXTO DEL METODO)

— 4.5.1.  Calculo del porcentaje de moles de dacidos grasos a partir
de datos de GLC (porcentaje de superficie normalizada)

Los datos siguientes de la composicion de acidos grasos se
obtienen mediante GLC:

FA P S Po O L Ln
PM 256.4 284.5 254.4 282.5 280.,4 278.4
Porcentaje de 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
superficie
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— 453

— 454

— 4.5.5.

— 4.5.5.1.

— 4552

Conversion en moles de los porcentajes de superficie
respecto a todos los dcidos grasos [véase la formula (1)]

moles P = 2512’4 = 0,03900 moles P

moles S = 2815 = 0,01054 moles S

moles Po = 252’4 = 0,00393 moles Po
moles O = ZEZZS,S = 0,26549 moles O

moles L = 281(?,4 = 0,03566 moles L

moles Ln = 27;’4 = 0,00359 moles Ln
total =0,35821 moles TG

Normalizacion de los moles de dcidos grasos al 100%
[véase la formula (2)]

0,03900 moles P x 100
% moles P(12,3) = - — 10,887 ¢
6 moles P(1,2,3) 035821 moles 887 %

~0,01054 moles S * 100

% moles §(1,2,3) 0,35821 moles

2,942 %

0,00393 moles Po * 100
% moles Po(1.2.3) = —— 3:;316;;6: — 1,097 %

0,26549 moles O * 100
, s 0123 =% = 74,116 9
% moles O(1,2,3) 0,35821 moles Ao

0,03566 moles L # 100
% moles L(1,2,3) = — 03;;‘;16101; — 9,955 %

0,00359 moles Ln * 100
% moles Ln(1,2,3) = . 3?;(;;0?6: = 1,002 %

% total moles = 100%

Suma de los acidos grasos saturados e insaturados en las
posiciones 1, 2 y 3 de los TG [véase la formula (3)]:

% moles AGS = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
% moles AGI = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

Calculo de la composicion de acidos grasos en la posicion
2 y en las posiciones 1 y 3 de los TG

Acidos grasos saturados en la posicion 2 [P(2) y S(2)]
[véase la formula (4)]

% moles P(2) = 10,887 % = 0,06 = 0,653 % moles
% moles S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 % moles

Acidos grasos insaturados en la posicion 2 [Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) y Ln(1,3)] [véase la férmula (5)]

1,097 %

% moles Po(2) = ———— « (100 - 0,653 — 0,177) = 1,262 % moles

86,171 %

74116 %

% moles O(2) = 1%

9,955 %

% moles L(2) = * (100 - 0,653 —0,177) = 11,457 % moles

86,171 %

1,002 %

% moles Ln(2) = 36171 %

* (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 % moles

% (100 — 0,653 —0,177) = 1,153 % moles
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— 4.5.5.3. Acidos grasos en las posiciones 1 y 3 [P(1,3), S(1,3),
Po(1,3), O(1,3), L(1,3) y Ln(1,3)] [(véase la formula (6)]

— 4.5.6.

— 4.5.6.1.

10,887 — 0,653

% moles P(1,3) = %
2,942 - 0,177

% moles S(1,3) = % + 2
1,097 — 1,262

% moles Po(1,3) = %

% moles O(1,3) =

% moles L(1,3) =

% moles Ln(1,3) =

Calculo de triglicéridos

74,116 - 85,296

9,955 — 11,457

1,002 — 1,153

2

> +

2 +

+ 10,887 = 16,004 % moles

942 = 4,325 % moles

+ 1,097 = 1,015 % moles

+ 74,116 = 68,526 % moles

9,955 = 9,204 % moles

1,002 = 0,927 % moles

A partir de la composicion calculada de acidos grasos en las

posiciones 2 y 1,3:

AG en Posiciones 1 y 3 Posicion 2
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
O 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Suma 100,0 % 100,0 %

se calculan los triglicéridos siguientes:

LLL
PoPoPo

PoLL con un isémero de posicion

SLnLn con un isémero

PoPoL con un isdbmero

de posicion

de posicion

PPoLn con dos isomeros de posicion

OLLn con dos isomeros de posicion

PLLn con dos isomeros de posicion

PoOLn con dos isémeros de posicion.

TG con un solo acido graso (LLL, PoPoPo) [véase la

formula (7)]

9,204 % * 11,457 % * 9,204 %

% mol LLL =

% mol PoPoPo =

10 000

,=0,09706 mol LLL

1,015 % * 1,262 % = 1,015 %

= 0,00013 mol PoPoPo

10 000
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— 4.5.6.2

— 4.5.63

TG con dos acidos grasos (PoLL, SLnLn, PoPoL) [véase la
formula (8)]

1,015 % % 11,457 % # 9,204 % # 2
% mol PoLL + LLPo — ——> 2% ’100(‘)’0*’ ° 2 002141

9.204 % % 1,262 % % 9,204 °
% mol LPoL — 2204 % * 1’000:* 208%_ 0.01069

0,03210 mol PoLL

4325% + 1,153 % # 0,927 % * 2
% mol SLnLn + LnLnS = 22> * — 02)0* 2L 2 0,00092

0,927 % % 0,177 % * 0,927 %
% mol LnSLn — 2227 %0 * fooooo* 22l 70— 0,00002

0,00094 mol SLnLn

1,015 % * 1262 % % 9.204 % * 2
% mol PoPoL. + LPoPo — ——> 7> * " 100(;0* ST 2 0,00236

1,015 % * 11,457 % * 1,015 %
% mol PoLPo = ——> " * 11)0000* T2 0,00118

0,00354 mol PoPoL

TG con tres acidos grasos diferentes (PoPLn, OLLn, PLLn,
PoOLn) [véase la formula (9)]

0, 0, o,
9% mol PPoLn — 16,004 % x 1,216()20{;0* 0,927 % * 2 — 0,00374

0,927 % * 0,653 % * 1,015 % * 2
- 10 000

% mol LnPPo = 0,00012

1,015 % 1,153 % 16,004 % * 2
% mol PoLnP = ——> " * b 10(‘)’03 D 2 0,00375

0,00761 mol PPoLn

68,526 % * 11,457 % x 0,927 % x 2

% mol OLLn = 10000 = 0,14556
% mol LnOL — 0,927 % = 85,219060"?;0* 9,204 % * 2 — 0.14555
% mol LLnO — 9,204 % 1,15130"3)0;)1< 68,526 % * 2 — 0.14544
0,43655 mol OLLn
% mol PLLn — 16,004 % x 11,1270‘(?(,) x 0,927 % * 2 — 003399
% mol LnPL — 0,927 % 0,65130(‘;/80* 9,204 % * 2 — 0.00111
% mol LLnP — 9,204 % * 1,153 % * 16,004 % * 2 — 003397

10 000

0,06907 mol PLLn
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1,015 % * 85,296 % * 0,927 % * 2

% mol PoOLn = 10000 = 0,01605
0,927 % % 1262 % * 68,526 % * 2
% mol LnPo0 — 22 % * L, ]0/0"03 S26% % 201603

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

% mol OLnPo = 0,01604

0,04812 mol PoOLn
ECN 42 = 0,69512 mol TG

Nota 1: El orden de elucion puede determinarse calculando los numeros equiv-
alentes de carbono, a menudo definidos por la relacion ECN = CN — 2n,
donde CN es el numero de carbonos y n es el numero de dobles enlaces;
pueden calcularse con mayor precision teniendo en cuenta el origen del doble
enlace. Si n,, n; y ny, son los nimeros de enlaces dobles atribuidos a los acidos
oleico, linoleico y linolénico, respectivamente, el namero equivalente de
carbonos puede calcularse mediante la formula siguiente:

ECN = CN - d(,Il0 - d[l’l] - d]nl’l]n,

donde los coeficientes d,, d; y dj, pueden calcularse mediante los triglicéridos de
referencia. En las condiciones que se especifican en el presente método la
formula obtenida sera similar a la siguiente:

ECN = CN - (2,60 n,) — (2,35 m) — (2,17 nyy)

Nota 2: Con varios triglicéridos de referencia también es posible calcular la
resolucion con respecto a la trioleina:

o = TR'/TR trioleina

utilizando el tiempo de retencién reducido TR! = TR — TR disolvente.

La representacion grafica del log o frente a f (nimero de dobles enlaces) permite
determinar los valores de retencion de todos los triglicéridos de los acidos grasos
contenidos en los triglicéridos de referencia (véase la figura 1).

Nota 3: La resolucion de la columna ha de permitir separar claramente el pico de
la trilinoleina de los picos de los triglicéridos con un tiempo de retencion
proximo. La elucion se prosigue hasta el pico de ECN 52.

Nota 4: Para poder medir correctamente las superficies de todos los picos de
interés en la presente determinacion, es necesario que el segundo pico correspon-
diente a ECN 50 equivalga al 50% de la escala completa del registrador.
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Figura 1
Representacion grafica del log o frente a f (nimero de dobles enlaces)
StStSt

+05 -

o

D

o

+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Numero de dobles enlaces

La: acido laurico; My: acido miristico; P: acido palmitico; S: acido estearico; O:
acido oleico; L: acido linoleico; Ln: acido linolénico.
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Figura 2

Aceite de oliva con bajo contenido en linoleico
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Con disolvente: acetona/acetonitrilo.

PERFIL a: Principales componentes de los picos cromatograficos: ECN 42: (1) LLL +
PoLL; (2) OLLn + PoOLn; (3) PLLn; ECN 44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6)
POLn + PPoPo; (7) OOL + PoOO; ECN 46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL +
PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN 48: (13) OOO + PoPP;
(14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN 50: (17) SOO; (18) POS + SLS.

15

16

15 9 J
12 __MQJJ {1:3 kf J\,, AL

Con disolvente: propionitrilo.

PERFIL b: Principales componentes de los picos cromatograficos: ECN 42: (1) LLL; (2)
OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN 44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7)
POLn + PPoPo + PPoL; ECN 46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11)
PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN 48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15)
POO; (16) POP; ECN 50: (17) SOO; (18) POS + SLS
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Figura 3
Aceite de oliva con alto contenido en linoleico

(a)

13

03 14

0.0

Con disolvente: acetona/acetonitrilo (50: 50).

Perfil a: Principales componentes de los picos cromatograficos: ECN 42: (1°) LLL +
PoLL; (2°) OLLn + PoOLn; (3’) PLLn; ECN 44: (4’) OLL + PoOL; (5’) OOLn + PLL;
(6”) POLn + PPoPo; ECN 46: (7”) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP +
PoPP; ECN 48: (10°) OOO; (11’) POO + SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; ECN 50: (13”)
SOO0; (14°) POS + SLS

(b)
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Con disolvente: propionitrilo.

Perfil b: Principales componentes de los picos cromatograficos: ECN 42: (1) LLL; (2 + 2°)
OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN 44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7)
POLn + PPoPo + PPoL; ECN 46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11)
PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; ECN 48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15)
POO; (16) POP; ECN 50: (17) SOO; (18) POS + SLS; ECN 52: (19) AOO.
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ANEXO XIX

VM28
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ALCOHOLES ALIFATICOS
Y TRITERPENICOS MEDIANTE CROMATOGRAFiA DE GASES CON
COLUMNA CAPILAR

1. OBIJETO

El presente anexo describe un procedimiento para determinar el
contenido de alcoholes alifaticos y triterpénicos en los aceites y las
materias grasas.
VYM19
2. PRINCIPIO

Saponificacion de la materia grasa, a la que se habra afiadido 1-eicosanol
como patrén interno, con una solucion etanolica de hidroxido potasico; a
continuacion, extraccion del insaponificable con éter etilico. Separacion
de la fraccion alcohdlica del insaponificable mediante cromatografia en
placa de gel de silice basica; los alcoholes recuperados del gel de silice
se transforman en trimetilsililéteres y se analizan mediante cromatografia
de gases con columna capilar.

3. EQUIPO

3.1 Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante de reflujo con juntas esmeri-
ladas.

3.2 Embudos de decantacion de 500 ml.
3.3. Matraces de 250 ml.

34. Equipo completo de cromatografia en capa fina (fase solida), con placas
de vidrio de 20 x 20 cm.

3.5. Lampara ultravioleta de una longitud de onda de 366 o 254 nm.

3.6. Microjeringas de 100 y 500 pl.

3.7. Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso G3 (porosidad 15-40 um),
de 2 cm de diametro y 5 cm de altura, aproximadamente, con un
dispositivo adecuado para la filtracion en vacio y una junta esmerilada

macho 12/21.

3.8. Matraz cénico para vacio de 50 ml, con junta esmerilada hembra 12/21
acoplable al embudo filtrante (3.7).

3.9. Tubo de 10 ml de fondo coénico con tapén hermético.

3.10.  Cromatografo de gases que pueda funcionar con columna capilar,
provisto de un sistema de fraccionamiento, formado por:

3.10.1. Horno termostatico para la columna, que pueda mantener la temperatura
deseada con precision aproximada de 1 °C.

3.10.2. Inyector termorregulable con elemento vaporizador de vidrio persilanizado.

3.10.3. Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.

3.10.4. Registrador-integrador que pueda funcionar con un convertidor-amplifi-
cador, con un tiempo de respuesta no superior a 1 segundo y con
velocidad de papel variable.

3.11.  Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 20 a 30 m de longitud y
de 0,25 a 0,32 mm de diametro interior, recubierta interiormente de
liquido SE-52, SE-54 o equivalente, con un espesor uniforme que
oscile entre 0,10 y 0,30 um.

3.12.  Microjeringa de 10 pl para cromatografia de gases, con aguja endurecida.

3.13.  Balanza de precision con sensibilidad de 1 mg e indicacion de 0,1 mg.
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4. REACTIVOS

4.1. Hidroxido potasico en solucion etandlica aproximadamente 2 N:
disolver, enfriando al mismo tiempo, 130 g de hidroxido potésico
(titulo minimo del 85 %) en 200 ml de agua destilada y completar
hasta un litro con etanol. Conservar la solucién en botellas de vidrio
opaco bien cerradas.

4.2. Eter etilico de calidad para analisis.

4.3. Sulfato sédico anhidro de calidad para analisis.

4.4. Placas de vidrio recubiertas con gel de silice, sin indicador de fluor-
escencia, de 0,25 mm de espesor (disponibles en el comercio ya
preparadas para el uso).

4.5. Hidroxido potdsico en solucion etanodlica 0,2 N: disolver 13 g de
hidroxido potasico en 20 ml de agua destilada y completar hasta un
litro con etanol.

4.6. Benceno para cromatografia (5.2.2).

4.7. Acetona para cromatografia (5.2.2).
4.8. Hexano para cromatografia (5.2.2).
4.9. Eter etilico para cromatografia (5.2.2).
4.10.  Cloroformo de calidad para analisis.

v M28
4.11.  Solucién de referencia para cromatografia en capa fina: alcoholes Cy-
Cyg al 0,5 % en cloroformo, o una fraccion de alcoholes obtenida como
se indica en el punto 5.2 a partir de materia insaponificable de un aceite
de orujo de oliva.

vMm19
4.12.  Solucion de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2 % en etanol; para hacerla
ligeramente basica se afiaden algunas gotas de solucién alcohdlica

2 N de hidréxido potasico.

4.13.  Piridina anhidra para cromatografia.
4.14.  Hexametildisilazano.
4.15.  Trimetilclorosilano.

4.16.  Solucion patréon de trimetilsililéteres de los alcoholes alifaticos de C,, a
C,g; debe prepararse en el momento de utilizacion a partir de mezclas de
alcoholes puros.

4.17.  1-eicosanol, solucion al 0,1 % (m/v) en cloroformo (patrén interno).

4.18.  Gas portador: hidrégeno o helio puro, de calidad para cromatografia de
gases.

4.19.  Gas auxiliar: nitrégeno puro, de calidad para cromatografia de gases.

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Preparacion del insaponificable

5.1.1.  Con la microjeringa de 500 pl, introducir en el matraz de 250 ml un
volumen de solucion de 1-eicosanol al 0,1 % en cloroformo (4.17) que
contenga una cantidad de 1-eicosanol correspondiente al 10 % aproxi-
madamente del contenido de alcoholes alifaticos en la alicuota de la
muestra para la determinacion. Por ejemplo, para 5 g de muestra,
afiadir 250 pl de la solucion de 1-eicosanol al 0,1 %, si se trata de
aceite de oliva, y 1500 pl si se trata de aceite de orujo de oliva.

Evaporar en corriente de nitrogeno hasta sequedad y, a continuacion,
pesar con precision, en el mismo matraz, 5 g de muestra seca y filtrada.
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5.1.2.  Anadir 50 ml de solucion etandlica de hidroxido potasico 2 N, poner en
funcionamiento el refrigerante de reflujo y calentar al bafio Maria con
ligera ebullicion, agitando enérgica e ininterrumpidamente hasta que se
produzca la saponificacion (la solucién se vuelve limpida). Calentar
durante 20 minutos mas y, a continuacion, afiadir 50 ml de agua
destilada por la parte superior del refrigerante; separar éste y enfriar el
matraz a 30 °C aproximadamente.

5.1.3.  Pasar cuantitativamente el contenido del matraz a una ampolla de
decantacion de 500 ml, mediante varios lavados con un total de unos
50 ml de agua destilada. Agregar 80 ml aproximadamente de éter etilico,
agitar enérgicamente durante unos 30 segundos y dejar reposar hasta la
completa separacion de las fases (nota 1).

Separar la fase acuosa inferior pasandola a una segunda ampolla de
decantacion. Efectuar otras dos extracciones de la fase acuosa por el
mismo procedimiento, utilizando cada vez de 60 a 70 ml de éter etilico.

Nota 1: Las posibles emulsiones pueden eliminarse afiadiendo una
pequeina cantidad de alcohol etilico o metilico con un pulver-
izador.

5.1.4.  Reunir las fracciones etéreas en una misma ampolla de decantacion y
lavarlas con agua destilada (50 ml cada vez) hasta que el agua de lavado
presente reaccién neutra.

Una vez eliminada el agua de lavado, desecar con sulfato sodico anhidro
y filtrar sobre sulfato sddico anhidro a un matraz de 250 ml previamente
pesado, lavando la ampolla y el filtro con pequeias cantidades de éter
etilico.

5.1.5.  Destilar el éter hasta que quede una pequefia cantidad; a continuacion,
secar en vacio ligero o en corriente de nitrogeno y completar el secado
en estufa a 100 °C durante 15 minutos aproximadamente; dejar enfriar
en un desecador y pesar.

5.2. Separacion de la fraccion alcohélica

5.2.1.  Preparacion de las placas basicas: sumergir completamente las placas
con gel de silice (4.4) en la solucion etandlica 0,2 N de hidroxido
potasico (4.5) durante 10 segundos; dejarlas en reposo; secarlas bien
bajo campana de aspiracion durante dos horas y, por ultimo, ponerlas
en estufa a 100 °C durante una hora.

Sacarlas de la estufa y conservarlas en un desecador de cloruro de calcio
hasta el momento del uso (las placas sometidas a este tratamiento deben
utilizarse en el plazo de quince dias como maximo).

Nota 2: Si se utilizan placas basicas de gel de silice para la separacion
de la fraccion alcohdlica, ya no es necesario tratar el insapo-
nificable con alumina. De esta manera, se retienen en la linea
de aplicacion todos los componentes de naturaleza acida
(acidos grasos y otros). Asi se obtiene la banda de alcoholes
alifaticos y terpénicos netamente separada de la banda de este-
roles.

5.2.2. Introducir en la cubeta de desarrollo de las placas una mezcla de
hexano-éter etilico 65:35 (v/v) hasta una altura de 1 cm
aproximadamente ().

Cerrar la cubeta con su correspondiente tapa y dejar transcurrir media
hora como minimo, de forma que se alcance el equilibrio liquido-vapor.
En las caras interiores de la cubeta pueden colocarse tiras de papel de
filtro que se sumerjan en el eluyente: de esta manera el tiempo de
desarrollo se reduce casi un tercio y se obtiene una elucion mas
uniforme y regular de los componentes.

(") En ciertos casos particulares, para obtener una buena separacion de las bandas es
necesario emplear como eluyente la mezcla benceno-acetona 95/5 (v/v).
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Nota 3: A fin de que las condiciones de elucion sean perfectamente
reproducibles, la mezcla debe cambiarse para cada prueba.

5.2.3.  Preparar una solucion de insaponificable (5.1.5) en cloroformo al 5 %
aproximadamente y, con la microjeringa de 100 pl, depositar 0,3 ml de
dicha solucion en la placa cromatografica (5.2.1) a unos 2 cm de uno de los
bordes, formando una linea continua lo mas fina y uniforme posible. A la
altura de la linea de aplicacion se depositan, en un extremo de la placa, de 2
a 3 pl de la solucion de referencia de alcoholes alifaticos (4.11) para poder
identificar la banda de alcoholes alifaticos en el revelado.

5.2.4. Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, preparada como se indica
en el punto 5.2.2. Debera mantenerse una temperatura de entre
15 y 20 °C. Tapar inmediatamente la cubeta con su tapa y dejar que
se produzca la elucion hasta que el frente del disolvente se sitlie a 1 cm
aproximadamente del borde superior de la placa.

Sacar la placa de la cubeta y evaporar el disolvente en una corriente de
aire caliente o bien dejando la placa bajo campana de aspiracion un
breve momento.

v M28
5.2.5. Pulverizar la placa ligera y uniformemente con la solucién de 2', 7'-
diclorofluoresceina cuando se examine la placa bajo la luz ultravioleta.
Identificar la banda de alcoholes alifaticos mediante comparacioén con la
mancha obtenida con la solucién de referencia; marcar con lapiz negro el
conjunto de la banda de alcoholes alifaticos y de la banda inmedi-
atamente superior correspondiente a los alcoholes triterpénicos (Nota 4).

Nota 4: La prescripcion de recoger el conjunto de la banda de alcoholes
alifaticos y de la banda de alcoholes terpénicos responde al
hecho de que ésta, en las condiciones del método, incluye
cantidades significativas de alcoholes alifaticos. Véase un
ejemplo de la separacion de cromatografia de capa fina en la
Figura 1 del apéndice.

5.2.6. Rascar con una espatula metélica el gel de silice contenido en el area
delimitada. Introducir el material obtenido, finamente triturado, en el
embudo filtrante (3.7); afiadir 10 ml de cloroformo caliente, mezclar
cuidadosamente con la espatula metalica y filtrar en vacio, recogiendo
el filtrado en el matraz conico (3.8) acoplado al embudo filtrante.

Lavar el gel de silice en el embudo tres veces con éter etilico
(empleando cada vez unos 10 ml), recogiendo cada vez el filtrado en
el mismo matraz cénico acoplado al embudo. Evaporar el filtrado hasta
obtener un volumen aproximado de 4 a 5 ml, transvasar la solucion
residual al tubo de 10 ml (3.9) previamente pesado, evaporar hasta
sequedad mediante calentamiento suave en corriente ligera de nitrogeno,
recoger con algunas gotas de acetona, evaporar de nuevo hasta
sequedad, introducir en estufa a 105 °C durante unos 10 minutos,
dejar enfriar en el desecador y pesar.

El residuo que queda en el tubo de ensayo esta formado por la fraccion
alcoholica.

VYM19
5.3. Preparaciéon de los trimetilsililéteres

5.3.1. Agregar al tubo que contiene la fraccion de alcoholes el reactivo de
silanizacion formado por una mezcla de piridina, hexametildisilazano y
trimetilclorosilano 9:3:1 (V/V/V) (nota 5), a razon de 50 pl por
miligramo de alcoholes evitando toda absorcion de humedad (nota 6).
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Nota 5: Existen soluciones comerciales listas para el uso. Ademas,
también existen otros reactivos de silanizacion, como la bis-
trimetilsililtrifluoroacetamida + 1 % de trimetilclorosilano, que
se diluye en el mismo volumen de piridina anhidra.

Nota 6: La eventual formacion de una ligera opalescencia es normal y
no ocasiona ninguna interferencia. La formacion de una flocu-
lacion blanca o la aparicion de una coloracion rosa son indicios
de presencia de humedad o de deterioro del reactivo. En este
caso debera repetirse la prueba.

5.3.2. Tapar el tubo y agitar cuidadosamente (sin invertir) hasta la total
disolucion de los alcoholes. Dejar reposar al menos un cuarto de hora
a temperatura ambiente y centrifugar durante algunos minutos; la
solucion limpida queda lista para el analisis mediante cromatografia de
gases.

5.4. Cromatografia de gases
5.4.1. Operaciones preliminares: acondicionamiento de la columna

5.4.1.1. Colocar la columna en el cromatografo de gases, uniendo el extremo de
entrada al inyector conectado al sistema de fraccionamiento y el extremo
de salida al detector. Efectuar los controles generales del equipo de
cromatografia de gases (estanqueidad de los circuitos de gases,
eficacia del detector, eficacia del sistema de fraccionamiento y del
sistema de registro, etc.).

5.4.1.2. Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla
previamente. Hacer pasar un ligero flujo de gas a través de la columna,
encender después el equipo de cromatografia de gases e iniciar un
calentamiento gradual hasta alcanzar una temperatura superior al
menos en 20 °C a la temperatura de trabajo (nota 7). Mantener dicha
temperatura durante 2 horas como minimo; a continuacion, poner el
equipo completo en condiciones de funcionamiento [regulacion del
flujo de gases y del fraccionamiento (splif), encendido de la llama,
conexion con el registrador electronico, regulacion de la temperatura
del horno, del detector y del inyector, etc.] y registrar la sefial con
una sensibilidad al menos dos veces superior a la prevista para el
analisis. El trazado de la linea de base debe ser lineal, estar exento de
picos de cualquier tipo y no debe presentar deriva. Una deriva rectilinea
negativa indica que las conexiones de la columna no son totalmente
estancas; una deriva positiva indica que el acondicionamiento de la
columna es insuficiente.

Nota 7: La temperatura de acondicionamiento debe ser siempre inferior
en, como minimo, 20 °C a la temperatura maxima prevista para
la fase estacionaria utilizada.

5.4.2. Eleccion de las condiciones de trabajo

5.4.2.1. Las condiciones de trabajo sugeridas son las siguientes:

— temperatura de la columna: inicialmente isoterma durante 8 minutos
a 180 °C; a continuacion, programar un incremento de 5 °C/minuto
hasta alcanzar los 260 °C y mantener después 15 minutos a 260 °C,

— temperatura del evaporador (inyector): 280 °C,

— temperatura del detector: 290 °C,

— velocidad lineal del gas portador: helio 20 a 35 cm/s, hidrogeno 30 a
50 cm/s,

— relacion de fraccionamiento (split): de 1/50 a 1/100,

— sensibilidad del instrumento: de 4 a 16 veces la atenuacién minima,
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— sensibilidad de registro: 1 a 2 mV fe.,
— velocidad del papel: 30 a 60 cm/hora,
— cantidad de sustancia inyectada: 0,5 a 1 pl de soluciéon de TMSE.

Estas condiciones pueden modificarse en funcion de las caracteristicas
de la columna y del cromatografo, de modo que se obtengan cromato-
gramas que cumplan los siguientes requisitos:

— el tiempo de retencion del alcohol C,¢ debe ser de 18 + 5 minutos,

— el pico del alcohol C,, debe ser el 80 + 20 % de la escala de fondo
en el caso del aceite de oliva y el 40 + 20 % de la escala de fondo en
el caso del aceite de semillas.

5.4.2.2. Para comprobar los requisitos citados, efectuar varias inyecciones de
mezclas problema de TMSE de alcoholes y ajustar las condiciones de
trabajo para obtener los mejores resultados.

5.4.2.3. Los parametros de integracion de los picos deben establecerse de modo
que se obtenga una evaluacion correcta de las areas de los picos tomados
en consideracion.

5.4.3. Realizacion del analisis

5.4.3.1. Con la microjeringa de 10 pl tomar 1 pl de hexano, aspirar 0,5 pl de aire
y, a continuacion, entre 0,5 y 1 ul de la solucion problema; elevar el
émbolo de la jeringa de modo que la aguja quede vacia. Introducir la
aguja a través de la membrana del complejo de inyeccion y, después de
1 o 2 segundos, inyectar rapidamente; transcurridos unos 5 segundos,
extraer la aguja lentamente.

5.4.3.2. Continuar el registro hasta la completa elucion de los TMSE de los
alcoholes presentes. La linea de base debe ajustarse en todo momento
a las condiciones exigidas (5.4.1.2).

Vv M28
5.4.4. Identificacion de los picos.
Para la identificacion de los diferentes picos se utilizan los tiempos de

retencion y la comparacion con la mezcla de TMSE de los alcoholes
alifaticos, analizada en las mismas condiciones.

Las Figuras 2 y 3 del apéndice muestran ejemplos de cromatograma de
la fraccion alcohdlica de un aceite de oliva refinado.

YM19

5.4.5. Determinacion cuantitativa

5.4.5.1. Calcular las 4reas de los picos del 1-eicosanol y de los alcoholes
alifaticos C,,, Cyy, Cy¢ y Cyg utilizando el integrador.

5.4.5.2. Calcular del modo siguiente el contenido de cada uno de los alcoholes
alifaticos, expresado en miligramos por 1 000 gramos de materia grasa:

A -m_-1000
alcohol x = ————
A -m
donde:
A, = érea del pico del alcohol x
A, = area del pico del 1-eicosanol
mg = peso de l-eicosanol afiadido, en miligramos
m = peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.
6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se expresa el contenido de cada uno de los alcoholes alifaticos en
miligramos por 1000 gramos de materia grasa y su suma como
«alcoholes alifaticos totales.».
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Apéndice

Ejemplo de separacion de cromatografia de capa fina y ejemplos de
cromatogramas

Figura 1

Placa de cromatografia en capa fina de la fraccion insaponificable del aceite
de oliva eluido con hexano/éter etilico (65/35)
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Figura 2
Cromatograma de la fraccion alcohdlica de un aceite de oliva refinado
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1 = Fitol 5 = Alcohol Cyy 9 = 24-Metileno-cicloartenol
2 = Geranilgeraniol 6 = Alcohol Cyg 10 = Citrostadienol
3 = Alcohol C,, (IS) 7 = Alcohol Cyg 11 = Ciclobranol

4 = Alcohol C,, 8 = Cicloartenol
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Figura 3

Alcoholes alifaticos y triterpénicos de un aceite de oliva refinado y un aceite de oliva de
segunda centrifugacion
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1 = Fitol 5 = Alcohol Cyy 9 = 24-Metileno-cicloartenol

(24MeCA)
2 = Geranilgeraniol (CX) 6 = Alcohol Cyg 10 = Citrostadienol
3 = Alcohol Cy 7 = Alcohol Cyg 11 = Ciclobranol

4 = Alcohol Cy, 8 = Cicloartenol (CA)
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ANEXO XX

Método para la determinacion del contenido en ceras y en ésteres metilicos y
etilicos de los acidos grasos mediante cromatografia de gases con columna
capilar

1. OBIJETO

El presente método describe un procedimiento para la determinacion del
contenido en ceras y en ésteres metilicos y etilicos de los acidos grasos de
los aceites de oliva. Las ceras y los ésteres de alquilo se separan en
funciéon del numero de atomos de carbono. El método se recomienda
como herramienta para distinguir entre el aceite de oliva y el aceite de
orujo de oliva, y como parametro cualitativo para los aceites de oliva
virgenes extra, ya que permite detectar las mezclas fraudulentas de aceites
de oliva virgenes extra con aceites de menor calidad, ya sean virgenes,
lampantes o desodorizados.

2. PRINCIPIO

La grasa, a la que se habra afadido el adecuado patrén interno, se
fracciona mediante cromatografia con columna de gel de silice hidratado.
La fraccion eluida en primer lugar en las condiciones de ensayo (con
polaridad inferior a la de los triglicéridos) se recupera y se analiza direc-
tamente mediante cromatografia de gases con columna capilar.

3. APARATOS
3.1. Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

3.2. Columna de vidrio para cromatografia liquida, de 15 mm de diametro
interior y 30-40 cm de altura, provista de una llave adecuada.

3.3.  Cromatografo de gases apto para columna capilar, provisto de un
sistema de introduccion directa en la columna, constituido por:

3.3.1. Camara termostitica con programador de temperatura.
3.3.2. Inyector en frio para introduccién directa en la columna.
3.3.3. Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.

3.3.4. Registrador-integrador (nota 1) apto para funcionar con el
convertidor-amplificador (3.3.3.), con tiempo de respuesta inferior o
igual a un segundo y velocidad del papel variable.

Nota 1: También se pueden utilizar sistemas informatizados que prevean
la obtencion de los datos de la cromatografia de gases mediante
ordenador.

3.3.5. Columna capilar de silice fundida (para el anilisis de las ceras y de
los ésteres metilicos y etilicos), de 8 a 12 m de longitud y de 0,25 a
0,32 mm de diametro interior, con recubrimiento interno de fase liquida
(nota 2) de espesor uniforme comprendido entre 0,10 y 0,30 um.

Nota 2: Hay comercializadas fases liquidas listas para su uso, como la
SE-52 o la SE-54.

3.4. Microjeringa para introduccion directa en la columna, de 10 pl, provista
de aguja cementada.

3.5. Vibrador eléctrico.
3.6.  Rotavapor.
3.7. Horno de mufla.

3.8. Balanza analitica con una precision de + 0,1 mg.
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3.9.  Cristaleria normal de laboratorio.

4. REACTIVOS

4.1.  Gel de silice con granulometria comprendida entre 60 y 200 um. El gel de
silice debe mantenerse un minimo de 4 horas en el horno de mufla a 500 °C.
Tras su enfriamiento, se afiade un 2 % de agua respecto a la cantidad de gel
de silice utilizada. Se agita bien para homogeneizar la masa. Se mantiene en
el desecador durante al menos 12 horas antes de su uso.

4.2.  n-hexano, para cromatografia o analisis de residuos (ha de comprobarse
la pureza).

ADVERTENCIA: Riesgo de inflamacion de los vapores. Mantener
alejado de fuentes de calor, chispas y llamas desnudas. Mantener en
recipientes bien cerrados. Utilizar con la ventilacion adecuada. Evitar la
acumulacion de vapores y eliminar toda posible causa de incendio, como
calentadores o aparatos eléctricos no fabricados con material anti-
inflamable. Nocivo por inhalacion: puede dafiar las células del sistema
nervioso. Evitar respirar los vapores. Utilizar, si es preciso, un aparato
respirador adecuado. Evitar todo contacto con los ojos y la piel.

43. Kter etilico, para cromatografia.

ADVERTENCIA: Altamente inflamable y moderadamente toxico. Irritante
para la piel. Nocivo por inhalacién. Puede dafiar los ojos. Puede tener
efectos retardados. Riesgo de formacion de peroxidos explosivos. Riesgo
de inflamacion de los vapores. Mantener alejado de fuentes de calor, chispas
y llamas desnudas. Mantener en recipientes bien cerrados. Utilizar con la
ventilacién adecuada. Evitar la acumulacion de vapores y eliminar toda
posible causa de incendio, como calentadores o aparatos eléctricos no
fabricados con material antiinflamable. No evaporar hasta sequedad total
o cuasi total. La adicion de agua o de cualquier otro agente reductor
adecuado puede reducir la formacion de peroxidos. No ingerir. Evitar
respirar los vapores. Evitar el contacto prolongado o repetido con la piel.

4.4. n-heptano, para cromatografia, o isooctano.

ADVERTENCIA: Inflamable. Nocivo por inhalacion. Mantener alejado
de fuentes de calor, chispas y llamas desnudas. Mantener en recipientes
bien cerrados. Utilizar con la ventilacion adecuada. Evitar respirar los
vapores. Evitar el contacto prolongado o repetido con la piel.

4.5.  Solucién patrén de araquidato de laurilo (nota 3) al 0,05 % (m/V) en
heptano (patron interno para ceras).

Nota 3: También puede utilizarse palmitato de palmitilo, estearato de
miristilo o laureato de araquidilo.

4.6.  Solucién patrén de heptadecanoato metilico al 0,02 % (m/V) en
heptano (patrén interno para ésteres metilicos y etilicos).

4.7. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol)
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4.8.  Gas portador: hidrégeno o helio puro, para cromatografia de gases.

ADVERTENCIA

Hidrogeno: altamente inflamable bajo presion. Mantener alejado de
fuentes de calor, chispas, llamas desnudas o aparatos eléctricos no
fabricados con material antiinflamable. Asegurarse de que la valvula de
la bombona esté bien cerrada cuando no esté en uso. Utilizar exclusi-
vamente con un reductor de presion. Destensar el muelle del reductor
antes de abrir la valvula de la bombona. Mantenerse alejado del
orificio de salida del gas de la bombona al abrir la valvula. Utilizar
con la ventilacion adecuada. No transferir el hidrogeno de una
bombona a otra. No mezclar gases en la bombona. Asegurarse de que
las bombonas no puedan caerse. Mantener las bombonas alejadas del sol
o de fuentes de calor. No almacenar en ambiente corrosivo. No utilizar
bombonas dafiadas o sin etiquetar.

Helio: gas comprimido a alta presion. Reduce el oxigeno disponible para
la respiracion. Mantener cerrada la bombona. Utilizar con la ventilacion
adecuada. No entrar en los locales de almacenaje si no estan bien venti-
lados. Utilizar exclusivamente con un reductor de presion. Destensar el
muelle del reductor antes de abrir la valvula de la bombona. No transferir
el gas de una bombona a otra. Asegurarse de que las bombonas no
puedan caerse. Mantenerse alejado del orificio de salida del gas de la
bombona al abrir la valvula. Mantener las bombonas alejadas del sol o de
fuentes de calor. No almacenar en ambiente corrosivo. No utilizar
bombonas dafiadas o sin etiquetar. No inhalar. Utilizar exclusivamente
para usos técnicos.

4.9. Gases auxiliares:

— hidrégeno puro, para cromatografia de gases;

— aire puro, para cromatografia de gases.

ADVERTENCIA

Aire: gas comprimido a alta presion. Utilizar con precaucion en presencia
de sustancias combustibles, ya que la temperatura de autoignicion de la
mayoria de los compuestos organicos en el aire se reduce consider-
ablemente a alta presion. Asegurarse de que la valvula de la bombona
esté bien cerrada cuando no esté en uso. Utilizar exclusivamente con un
reductor de presion. Destensar el muelle del reductor antes de abrir la
valvula de la bombona. Mantenerse alejado del orificio de salida del gas
de la bombona al abrir la valvula. No transferir el gas de una bombona a
otra. No mezclar gases en la bombona. Asegurarse de que las bombonas
no puedan caerse. Mantener las bombonas alejadas del sol o de fuentes de
calor. No almacenar en ambiente corrosivo. No utilizar bombonas
dafiadas o sin etiquetar. No inhalar ni utilizar para aparatos respiradores
el aire destinado a usos técnicos.

5. PROCEDIMIENTO
5.1.  Preparacién de la columna cromatografica

Proceder a la suspension de 15 g de gel de silice (4.1.) en el n-hexano
(4.2.) e introducirlo en la columna (3.2.). Permitir la sedimentacion
espontanea. Completar la sedimentaciéon con ayuda de un vibrador
eléctrico (3.5.) para obtener una capa cromatografica mas homogénea.
Hacer pasar 30 ml de n-hexano para eliminar posibles impurezas. Pesar
exactamente con la balanza de precision (3.8.) 500 mg de la muestra con
el matraz Erlenmeyer de 25 ml (3.1.). Afiadir la cantidad adecuada de
patrén interno (4.5.) en funcion del contenido de ceras previsto. Por
ejemplo, afiadir 0,1 mg de araquidato de laurilo si se trata de aceite de
oliva y entre 0,25 y 0,5 mg si se trata de aceite de orujo, y 0,05 de
heptadecanoato metilico en el caso de los aceites de oliva (4.6.).
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Transferir la muestra asi preparada a la columna cromatografica con
ayuda de dos porciones de 2 ml cada una de n-hexano (4.2.).

Dejar fluir el disolvente hasta 1 mm por encima del nivel superior del
absorbente. Hacer pasar mds n-hexano/éter etilico en una proporcion de
99:1 y recoger 220 ml manteniendo un flujo aproximado de 15 gotas cada
10 segundos (esta fraccion contiene los ésteres metilicos y etilicos, y las
ceras) (notas 4 y 5).

Nota 4: La mezcla n-hexano/éter etilico (99:1) debe prepararse a diario.

Nota 5: Para controlar visualmente la correcta elucioén de las ceras, puede
afladirse a la muestra de solucion 100 pl de colorante Sudan I, al
1 %, en la mezcla de elucion

El tiempo de retencion del colorante se encuentra entre el de las
ceras y el de los triglicéridos. Por tanto, cuando la coloracion
llega al fondo de la columna cromatografica hay que suspender
la elucion por haberse eluido ya todas las ceras.

Evaporar las fracciones resultantes en el rotavapor (3.6.) hasta eliminar
practicamente todo el disolvente. Eliminar los 2 tltimos ml del disolvente
con ayuda de una corriente débil de nitrogeno. Tomar la fraccion que
contiene los ésteres metilicos y etilicos diluidos en 2 a 4 ml de n-heptano
0 isooctano.

5.2. Anadlisis por cromatografia de gases
5.2.1. Operaciones preliminares

Instalar la columna en el cromatografo de gases (3.3), conectando el
terminal de entrada al sistema de la columna y el terminal de salida al
detector. Efectuar los controles generales del cromatografo de gases (fun-
cionamiento de los circuitos de gas, eficacia del detector y del registrador,
etc.).

Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla.
Hacer pasar a través de la columna una corriente ligera de gas y, a
continuacion, encender el cromatografo de gases. Calentar gradualmente
hasta alcanzar, al cabo de unas cuatro horas, una temperatura de 350 °C.

Mantener esta temperatura durante al menos 2 horas; a continuacion,
ajustar el aparato a las condiciones de trabajo (regulacion del flujo de
gas, encendido de la llama, conexion con el registrador electronico
[3.3.4.], regulacion de la temperatura de la cdmara termostatica para la
columna, regulacion del detector, etc.). Registrar la sefial con una sensi-
bilidad al menos 2 veces superior a la prevista para efectuar el analisis. El
trazado de la linea de base debera ser lineal, sin picos de ninglin tipo ni
deriva.

Una deriva rectilinea negativa indica que las conexiones de la columna no
son correctas; una deriva positiva indica que la columna no ha sido
acondicionada adecuadamente.

5.2.2. Eleccion de las condiciones operativas para las ceras y los ésteres
etilicos y metilicos (nota 6)

En términos generales, las condiciones operativas seran las siguientes:

— temperatura de la columna::
20 °C/minuto 5 °C/minuto

Al inicio 80 °C (1) ————————— 140 °C ——————— 335 °C (20)
— temperatura del detector: 350 °C;

— cantidad inyectada: 1 pl de la solucion de n-heptano (2-4 ml);
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— gas portador: helio o hidrogeno a la velocidad lineal optima para el
gas seleccionado (ver Apéndice A);

— sensibilidad del instrumento: capaz de responder a las condiciones
anteriores.

Nota 6: Por lo elevado de la temperatura final, se admite una deriva
positiva que no debe ser superior al 10 % del fondo de la escala.

Estas condiciones pueden modificarse en funcion de las caracteristicas de
la columna y del cromatografo de gases, al objeto de obtener la
separacion de todas las ceras y de los ésteres etilicos y metilicos de los
acidos grasos, una resolucion satisfactoria de los picos (ver figuras 2, 3 y
4) y un tiempo de retencion del patron interno araquidato de laurilo de 18
+ 3 minutos. El pico mas representativo de las ceras debe medir al menos
un 60 % del fondo de la escala, mientras que el patron interno heptadec-
anoato metilico de los ésteres metilicos y etilicos debe alcanzar la
totalidad del fondo de la escala.

Los parametros de integracion de los picos deben calcularse de modo que
se logre una evaluacion correcta de las areas de los picos examinadas.

5.3.  Realizacion del analisis

Tomar 10 pl de la solucion con ayuda de la microjeringa de 10 pl; tirando
del émbolo de la jeringa hasta que la aguja esté vacia. Introducir la aguja
en el sistema de inyeccion y después de 1-2 segundos inyectar rapida-
mente; al cabo de unos 5 segundos, extraer lentamente la aguja.

Llevar a cabo el registro hasta la total elucion de las ceras o los estig-
mastadienos, segun la fraccion analizada.

La linea de base debe satisfacer siempre las condiciones exigidas.

5.4. Identificacion de los picos

La identificacion de los distintos picos debe efectuarse a partir de los
tiempos de retencion, comparandolos con mezclas de ceras analizadas en
las mismas condiciones y cuyos tiempos de retencion sean conocidos. Los
ésteres de alquilo se identifican a partir de mezclas de ésteres metilicos y
etilicos de los principales acidos grasos del aceite de oliva (palmitico y
oleico).

La figura 1 representa un cromatograma de las ceras de un aceite de oliva
virgen. Las figuras 2 y 3 representan los cromatogramas de dos aceites de
oliva virgenes extra vendidos en el comercio, uno con ésteres metilicos y
etilicos y otro no. La figura 4 representa los cromatogramas de un aceite
de oliva virgen extra de calidad optima y del mismo aceite con un 20 %
de aceite desodorizado.

5.5. Determinacion cuantitativa de las ceras

Calcular con ayuda del integrador las areas de los picos correspondientes al
patron interno araquidato de laurilo y a los ésteres alifaticos de Cyg a Cyg.

Determinar el contenido total en ceras sumando las ceras de cada uno de
los ésteres, en mg/kg de materia grasa, aplicando la siguiente formula:

(ZAy)'m,-1000

Ceras, mg/kg = e
S
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siendo:

A, = area del pico de cada éster, en milimetros cuadrados;

A, = éarea del pico del patron interno araquidato de laurilo, en mili-
metros cuadrados;

mg = masa del patrén interno araquidato de laurilo que se ha afadido,
en miligramos;

m = masa de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

5.5.1. Determinacion cuantitativa de los ésteres metilicos y etilicos

Calcular con ayuda del integrador las areas de los picos correspondientes
al patron interno heptadecanoato metilico y a los ésteres metilicos y
etilicos de los acidos grasos Ci y Cis.

Determinar el contenido en cada uno de los ésteres de alquilo, en mg/kg
de materia grasa, aplicando la siguiente formula:

, Ay mg -1000
Esteres, mg/kg = ———
;mg/kg Am
siendo:
A, = érea del pico de cada éster C;4 y Cig, en milimetros cuadrados;
Ay = éarea del pico del patron interno heptadecanoato metilico, en
milimetros cuadrados;
mg = masa del patréon interno heptadecanoato metilico que se ha
afiadido, en miligramos;
m = masa de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Indicar la suma de los contenidos de las distintas ceras de Cyy a Cyq
(nota 7), en mg/kg de materia grasa.

Indicar la suma de los contenidos de los ésteres metilicos y etilicos de Cyg
a Cig y el total de ambos.

Los resultados deben redondearse al mg/kg mas proximo.

Nota 7: Los componentes que se deben cuantificar hacen referencia a los
picos con un nimero par de carbonos, comprendidos entre los
ésteres Cy9 y Cyg, segun el ejemplo del cromatograma de las
ceras del aceite de oliva indicado en la figura siguiente. Si el
éster Cyq aparece dos veces, para identificarlo conviene analizar
la fraccion de las ceras de un aceite de orujo de oliva en que el
pico Cy4 sea facil de identificar por ser claramente predominante.

Indicar la relacion entre ésteres etilicos y ésteres metilicos
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Figura 1

Cromatograma de gas de las ceras de un aceite de oliva (')
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picos de los ésteres metilicos y etilicos de los acidos grasos con un tiempo de retencion de entre 5 y

8 minutos

Leyenda:

LS. = Araquidato de laurilo

1 = Esteres diterpénicos

242" = Esteres Cyq

3+3' = Esteres Cy,

4+4' = Esteres Cyy

5 = Esteres Cyq

6 = Esteres de esteroles y alcoholes triterpénicos

(') Tras la elucion de los ésteres de esteroles, el trazado cromatografico no debe presentar picos significativos
(triglicéridos).
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Figura 2

Esteres metilicos, ésteres etilicos y ceras en un aceite de oliva virgen

Leyenda:
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Esteres esterdlicos y ésteres triterpénicos
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Figura 3

Esteres metilicos, ésteres etilicos y ceras en un aceite de oliva virgen extra
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Leyenda:

1 — Heptadecanoato metilico P.I.

2 — Metilo C18

3 - Etilo Cy

4 — Escualeno

5 - Araquidato de laurilo P.I.

A — Esteres diterpénicos

B - Ceras

C - Esteres esterolicos y ésteres triterpénicos
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Figura 4

Parte de un cromatograma de un aceite de oliva virgen extra y del mismo aceite con aceite desodorizado
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Apéndice A

Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar de 1 a 3 pl de metano (o propano) en el cromatografo de gases después
de haberlo ajustado a las condiciones de trabajo normales. Cronometrar el tiempo
que tarda el gas en recorrer la columna, desde el momento de su inyeccion hasta
la aparicion del pico (tM).

La velocidad lineal, en cm/s, viene dada por la formula L/tM, siendo L la
longitud de la columna expresada en cm y tM el tiempo cronometrado en
segundos.

VY M28
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ANEXO XXI

Resultados de los controles de conformidad realizados en los aceites de oliva a que se refiere el articulo 8, apartado 2

Etiquetado Parametros quimicos Caracteristicas organolépticas (%) Conclusion final
. . Condi- . Pard- En caso
Pais de | [ugar de | Denomi- | Denomi- | co) "y | Informaci- metros 1. frmativo Mediana | Mediana Acciones
Muestra Categoria . inspec- nacion | nacion de on Legibilidad | C/NC () | fuera de L [ C/NC () C/NC (3) . Sancion
origen I . almacena- . .. indique deldefecto | delfrutado requeridas
cion (1) legal origen ) erronea limite . >
miento SN cuales ()

(") Mercado interior (almazara, embotelladores, fase de venta al por menor), exportacion, importacion.
(?) Cada caracteristica del aceite de oliva que figura en el anexo I tendrd un codigo.

(®) Conforme o no conforme.

(*) No requerido para aceite de oliva y aceite de orujo de oliva.

91078070 — SH — 89516610

100°620

8¢C1





