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PANREAC QUIMICA, S.A. ha pul)lica(lo desde

hace afios la coleccién de Métodos Analiticos en
Alimentaria, que creemos ha sido de gran utilidad
por la gran acogida que han tenido por parte de
nuestros clientes.

Durante todo este tiempo se han producido modifi-
caciones tanto en los métodos propuestos en la
legislacio’n, como en la oferta de nuevos productos
fabricados y distribuidos por Panreac. Las nuevas
ediciones de los Métodos Analiticos en Alimentaria
irdn recogiendo todas estas modificaciones y se irdn
actualizando de manera acorde.

La incorporacién de Espafia en la Unién Europea y
la transposicién de las Directivas Comunitarias en la
Legislacién Espaﬁola hace que, cada vez mds, se uti-
licen los métodos de las Normativas Comunitarias
en el tral)ajo habitual. Por tanto, las nuevas edicio-
nes se realizardn con los métodos establecidos en las
Directivas. Este principio se ha introducido en la
nueva edicién del folleto “Aceites y Grasas” y se ird
implementanclo en las nuevas ediciones actualizadas

de los distintos métodos.
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Los titulos de las 6 monografl’as son:
Aceites y grasas

Aguas potal)les
€ consumo p

y aguas de l)el)lcla envasa(las
Carne y productos carnicos

Cereales, derivados de cereales
y cerveza

Leche y productos ldcteos

Productos derivados de la uva,
aguardientes y sidras

Obviamente esta edicién ha sido actualizada con las
disposiciones pu]olica(las hasta el momento, que
establecen nuevos proceclimientos o que modifican
notablemente caracterfsticas anteriormente estable-
cidas.

Por dltimo, comentarles que estdn a su clisposicién

ademds de esta coleccién, nuestros:

Ca’célogo General de Reactivos PANREAC
Ca’célogo ADITIO de Aditivos Alimentarios
Manual Bisico de Micro]aiologl’a CULTIMED.
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Aceites y grasas

Recoge una transcripcion integra de los méto-
dos oficiales de andlisis publicados en el Diario Ofi-
cial de las Comunidades Europeas:

eN°L248/1 de 5.9.91 Reglamento (CEE)
N°2568/91 de la Comision de 11 de julio de 1991

actualizados con las siguientes modificaciones
hasta la fecha: (Mayo 1999).

eN°L150/17 de 2.6.92 Reglamento (CEE)
N°1429/92 de la Comision de 26 de mayo de 1992

oN°L258/49 de 28.10.95 Reglamento (CE)
N°2527/95 de la Comisién de 27 de octubre de
1995

¢ 341/25 de 12.12.97 Reglamento (CE)
N°2472/97 de la Comision de 11 de diciembre de
1997

| 28/5 de 4.2.98 Reglamento (CE) N°282/98 de
la Comision de 3 de febrero de 1998

¢| 85/3 de 20.3.98 Reglamento (CE) N°623/98
de la Comision de 19 de marzo de 1998

A continuacion de los métodos de analisis se
indican los reactivos Panreac recomendados.
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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,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad
Econdémica Europea.

Visto el Reglamento n°® 136/66/CEE del Consejo,
de 22 de septiembre de 1966, por el que se
establece la organizacion comun de mercados en
el sector de las materias grasas ('), cuya Ultima
modificacion la constituye el Reglamento (CEE) n°
3577/90 (3), y, en particular, su articulo 35 bis,

Considerando que en el Anexo del Reglamento
n° 136/66/CEE se establecen las denominaciones y
definiciones de los aceites de oliva y de los aceites
de orujo de oliva comercializados dentro de cada
Estado miembro, asi como en los intercambios
intracomunitarios y con terceros paises;

Considerando que, para poder distinguir los
diferentes tipos de aceite, procede definir las carac-
teristicas fisicoquimicas de cada uno de ellos, asi
como las caracteristicas organolépticas de los acei-
tes virgenes, a fin de garantizar asi la pureza y cali-
dad de estos productos, sin perjuicio de otras dis-
posiciones existentes en la materia;

Considerando que conviene determinar de
manera uniforme en toda la Comunidad la presen-
cia de las caracteristicas de los diferentes tipos de
aceite; que, para ello, procede establecer los méto-
dos comunitarios de analisis quimico y de valora-
cion organoléptica; que conviene, sin embargo,
permitir que durante un periodo transitorio se utili-
cen otros métodos de andlisis que sean aplicados
en los Estados miembros, estableciendo al mismo
tiempo que en caso de presentarse resultados
divergentes prevalezcan los obtenidos a través del
método comun;

Considerando que la definicion de las caracteris-
ticas fisicoquimicas de los aceites de oliva y de sus
métodos de analisis comporta la adaptacion de las
notas complementarias del capitulo 15 de la
nomenclatura combinada;

Considerando que el método de valoracion de
las caracteristicas organolépticas de los aceites vir-
genes requiere la creacion de unos paneles de
catadores seleccionados y especialmente adiestra-
dos; que conviene, por lo tanto, prever el plazo
necesario para instaurar una estructura de este
tipo; que, dadas las dificultades a las que se enfren-

(") DO n° 172 de 30. 9. 1966, p. 3025/66.
?) DO n° L 353 de 17. 12. 1990, p. 23.
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taran determinados Estados miembros para crear
dichos paneles, procede autorizar que se recurra a
paneles existentes en otros Estados miembros;

Considerando que, para garantizar el correcto
funcionamiento del sistema de las exacciones regu-
ladoras aplicables a la importacion de orujo de oliva,
es conveniente prever un método Unico para la
determinacion del contenido en aceite de estos pro-
ductos;

Considerando que, para no perjudicar el comer-
cio, resulta oportuno prever un periodo limitado
para la salida al mercado del aceite que haya sido
envasado antes de la entrada en vigor del presente
Reglamento;

Considerando que procede derogar el Regla-
mento (CEE) n° 1058/77 de la Comision (%), cuya
Ultima modificaciéon la constituye el Reglamento
(CEE) n° 1858/88 (*);

Considerando que el Comité de gestion de las
materias grasas no ha emitido dictamen alguno en
el plazo establecido por su presidente,

HA ADOPTADO EL PRESENTE
REGLAMENTO:

Articulo 1

1. Se consideraran aceites de oliva virgenes, a
que se refieren las letras a), b), y ¢) 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, 2 y 3 del Anexo |
del presente Reglamento.

2. Se considerara aceite de oliva virgen lampan-
te, a que se refiere la letra d) del punto 1 del Anexo
del Reglamento n° 136/66/CEE, el aceite cuyas
caracteristicas se ajusten a las indicadas en el pun-
to 4 del Anexo | del presente Reglamento.

3. Se considerara aceite de oliva refinado, a que
se refiere el punto 2 del Anexo del Reglamento n°
136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se ajus-
ten a las indicadas en el punto 5 del Anexo | del pre-
sente Reglamento.

4. Se considerara aceite de oliva, a que se refie-
re el punto 3 del Anexo del Reglamento n°
136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se ajus-
ten a las indicadas en el punto 6 del Anexo | del pre-
sente Reglamento.

5. Se considerara aceite de orujo de oliva crudo,
a que se refiere el punto 4 del Anexo del Reglamen-
to n°® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se
ajusten a las indicadas en el punto 7 del Anexo | del
presente Reglamento.

(DO n° L 128 de 24. 5. 1977, p. 6.
4 DOn° L 166 de 1. 7. 1988, p. 10.
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6. Se considerara aceite de orujo de oliva refina-
do, a que se refiere el punto 5 del Anexo del Regla-
mento n°® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristi-
cas se ajusten a las indicadas en el punto 8 del
Anexo | del presente Reglamento.

7. Se considerara aceite de orujo de oliva, a que
se refiere el punto 6 del Anexo del Reglamento n®
136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se ajus-
ten a las indicadas en el punto 9 del Anexo | del pre-
sente Reglamento.

Articulo 2

1. Las caracteristicas de los aceites, previstas en
el Anexo |, se determinaran empleando los métodos
de andlisis siguientes:

— para determinar los acidos grasos libres,
expresados en porcentaje de acido oleico, el méto-
do recogido en el Anexo Il

— para determinar el indice de perdxidos, el
método recogido en el Anexo Il

— para determinar los alcoholes alifaticos, el
método recogido en el Anexo IV,

— para determinar el contenido de esteroles, el
método recogido en el Anexo V,

— para determinar el eritrodiol + uvaol, el método
recogido en el Anexo VI,

— para determinar los acidos grasos saturados
en la posicion 2 del triglicérido, el método recogido
en el Anexo VI,

— para determinar el contenido de trilinoleina, el
método recogido en el Anexo VIII,

— para el analisis espectrofotométrico, el método
recogido en el Anexo IX,

— para determinar la composicion de acidos gra-
s0s, el método recogido en los Anexos X «A»
y X «B»‘

— para determinar los solventes halogenados
volétiles, el método recogido en el Anexo XI,

— para la valoraciéon de las caracteristicas orga-
nolépticas de los aceites de oliva virgenes, el méto-
do recogido en el Anexo Xll, que se aplicara de con-
formidad con el apartado 2,

— para la prueba de la refinacién, el método
recogido en el Anexo XIII.

— para determinar los estigmastadienos, el
método recogido en el Anexo XVII. (Modificado por
el Reglamento 656/95)

— para determinar la composicion de los triglicé-
ridos de ECN42, el método que figura en el Anexo
XVIII. (Modificado por el Reglamento 2472/97)

2. El analista, asistido en su caso por expertos,
llevaré a cabo la valoracion de las caracteristicas
organolépticas con arreglo al procedimiento descri-
to en la ficha de degustacion contemplada en el
Anexo Xll. En caso de que el analisis determine
caracteristicas organolépticas distintas de las resul-
tantes de la denominacién del producto, el analista
sometera la muestra al examen de un panel de
catadores, con arreglo a las disposiciones del Ane-
xo XIIL.*

El andlisis contradictorio sera realizado por el
panel de catadores de conformidad con las disposi-
ciones citadas anteriormente.

Para la valoracion de las caracteristicas organo-
lépticas con ocasion de operaciones relacionadas
con el régimen de intervencion, el panel de catado-
res procedera a aquella con arreglo a las disposicio-
nes del Anexo XII.

*Nota: Al no considerarse la valoracién organoléptica un andlisis
quimico, se ha omitido el anexo XII.

Si esté interesado en él, no dude en solicitarlo.

Articulo 3

Hasta el 28 de febrero de 1993 (modificado por
el Reglamento 183/93), la introduccion de los méto-
dos de analisis previstos en el articulo 2 no sera obi-
ce para que los Estados miembros empleen otros
métodos comprobados y cientificamente validos,
siempre que con ello no se obstaculice la libre circu-
lacién de los productos reconocidos conformes a la
normativa en aplicacion de los métodos comunita-
rios. Los Estados miembros interesados comunica-
ran a la Comision dichos otros métodos antes de
utilizarlos.

En caso de que alguno de estos otros métodos
dé un resultado diferente del alcanzado por el méto-
do comun, se considerara valido el resultado obte-
nido en aplicacién del método comun.

Articulo 4

1. Afin de apreciar las caracteristicas organolép-
ticas, los Estados miembros constituiran paneles de
catadores seleccionados y entrenados de acuerdo
con las normas previstas en el método descrito en
el Anexo XII.

2. En caso de que un Estado miembro tenga
dificultades para constituir un panel en su territorio
podra recurrir a un panel que se halle establecido
en otro Estado miembro.

Articulo 5

Las notas complementarias 2, 3 y 4 del capitulo
15 de la nomenclatura combinada que figura en el
Anexo | del Reglamento (CEE) no 2658/87 del Con-
sejo (%) seran sustituidas por el texto que figura en el
Anexo XIV del presente Reglamento. (Modificado
por el Reglamento 183/93)

Articulo 6
1. El contenido en aceite de orujo de aceituna y
demas residuos de la extraccion del aceite de oliva

(codigos NC 2306 90 11 y 2306 90 19) se determi-
nara con arreglo al método recogido en el Anexo XV.

(%) DoreL 256 de7.9.1987, p. 1.



2. El contenido de aceite mencionado en el
apartado 1 se expresard como porcentaje del
extracto seco en peso.

Articulo 7

Seran aplicables las disposiciones comunitarias
sobre la presencia de sustancias extrafas distintas
de las mencionadas en el Anexo XI.

Articulo 8

1. Cada Estado miembro comunicara a la Comi-
sion las medidas adoptadas en aplicacion del pre-
sente Reglamento.

2. Cada Estado miembro comunicara a la Comi-
sion, al inicio de cada semestre una recapitulacion
de los datos analiticos de las determinaciones efec-
tuadas durante el semestre precedente.

Estos resultados seran examinados por el Comi-
té de gestion de las materias grasas con arreglo al
procedimiento previsto en el articulo 39 del Regla-
mento n° 136/66/CEE.

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
Xl se aplicara a partir del 1 de enero de 1992,
excepto en lo que se refiere a las operaciones rela-
cionadas con la intervencion.

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 Regla-
mento y comercializados hasta el 31 de octubre de
1992.

El presente Reglamento sera obligatorio en
todos sus elementos y directamente aplicable en
cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 11 de julio de 1991.

Por la Comision

RAY MAC SHARRY

Miembro de la Comision
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ANEXO 1l
DETERMINACION DEL GRADO DE ACIDEZ
1. OBJETO

Determinar los &cidos libres en los aceites de oli-
va. El contenido en acidos grasos libres se expresa
mediante la acidez calculada segln el método con-
vencional.

1.1. Principio

Disolucién de la muestra en una mezcla de
disolventes y valoracion de los acidos grasos libres
mediante una solucién etandlica de hidroxido pota-
sico.

1.2. Reactivos

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

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

Nota: El éter dietilico es muy inflamable y puede
formar perdxidos explosivos. Debe utilizarse toman-
do especiales precauciones.

Debe neutralizarse exactamente en el momento
de su utilizacion con la solucion de hidroxido potasi-
co (1.2.2) en presencia de 0,3 ml de la soluciéon de
fenolftaleina (1.2.3) por cada 100 ml de mezcla.

Nota: Si no es posible utilizar éter dietilico, pue-
de sustituirse por una mezcla de disolventes forma-
da por etanol y tolueno. Si fuera necesario, el eta-
nol podria sustituirse, a su vez, por 2-propanol.

1.2.2. Solucion etandlica valorada de hidr6-
xido potasico, = 0,1M o, en caso necesario,
=0,5M.

Nota 1.

Debe conocerse, y comprobarse inmediatamen-
te antes de su utilizacion, la concentracion exacta
de la solucion etandlica de hidréxido potésico.
Debe utilizarse una solucion que haya sido prepara-
da por lo menos cinco dias antes y decantada en
un frasco de vidrio marrén cerrado con tapén de
goma. La solucion debe ser incolora o de color
amarillo paja.

Nota: Se puede preparar una solucién incolora y
estable de hidroxido potasico de la manera siguien-
te: Llevar a ebullicion, y mantener ésta a reflujo
durante una hora, 1000 ml de etanol con 8 g de
hidréxido potasico y 0,5 g de virutas de
aluminio. Destilar inmediatamente. Disolver en el
destilado la cantidad requerida de hidréxido potési-
co. Dejar reposar durante varios dias y decantar el
liquido claro sobrenadante, separandolo del precipi-
tado de carbonato potasico.

La solucion también puede prepararse de la
manera siguiente sin efectuar la destilacion: afadir 4
ml de butilato de aluminio a 1000 ml de etanol y
dejar reposar la mezcla durante algunos dias.
Decantar el liquido sobrenadante y disolver en él la
cantidad necesaria de hidréoxido potasico. La
solucion esta lista para ser utilizada.

1.2.3. Solucién de 10 g/l de fenolftaleina en
etanol de 95-96% (V/V) o solucién de 20 g/l de
azul alcalino (en caso de aceites de oliva muy colo-
reados) en etanol de 95-96% (V/V).

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Codigo Denominacién
Etanol de 95 % (V/V) 121085 Etanol 96% v/v PA
Etanol
Etanol de 95-96% (V/V)
Eter dietilico 132770 Eter Dietilico estabilizado con ~6 ppm de BHT
PA-ACS-ISO
Hidroxido potasico 121515 Potasio Hidroxido 85% lentejas PA
2-Propanol 131090 2-Propanol PA-ACS-ISO
Solucion de 10 g/l de fenolftaleina 281327 Fenolftaleina solucion 1% RV
en etanol de 95-96% (V/V)
Solucioén etandlica valorada de 182146 Potasio Hidroxido 0,1 mol/l (0,1N) etandlica SV
hidréxido potasico, = 0,1 M
Solucioén etandlica valorada de 181519 Potasio Hidroxido 0,5 mol/l (0,5N) etandlica SV
hidréxido potasico, = 0,5 M
Tolueno 131745 Tolueno PA-ACS-ISO
Virutas de aluminio A13805 Aluminio, virutas, 99+%




1.3. Material

Material habitual de laboratorio, y en particular:

1.3.1. Balanza analitica

1.3.2. Matraz erlenmeyer de 250 ml de capaci-
dad

1.3.3. Bureta de 10 ml de capacidad, con gra-
duacién de 0,05 ml

1.4. Procedimiento

1.4.1. Preparacion de la muestra para la prueba

La determinacion se efectuard en una muestra
filtrada. Si el contenido global de humedad e impu-
rezas es inferior al 1%, se utilizara la muestra tal
cual.

1.4.2. Muestra para la prueba

Tomar la muestra, segun el grado de acidez pre-
visto, de acuerdo con el cuadro siguiente:

Grado de Peso de la Precision de la
acidez previsto  muestra (en g) pesada de la
muestra (en g)
<1 20 0,05
1a4 10 0,02
4ai1b 2,5 0,01
15a75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Pesar la muestra en el matraz erlenmeyer (1.3.2)

1.4.3. Determinacion

Disolver la muestra (1.4.2) en 50 a 150 ml de la
mezcla de éter dietilico y etanol (1.2.1), previamente
neutralizada.

Valorar, agitando, con la solucion de hidroxido
potasico de 0,1M (1.2.2) (véase nota 2) hasta el viraje
del indicador (la coloracion rosa de la fenolftaleina
debe permanecer al menos durante 10 segundos).

Nota 1: La solucién etandlica valorada de hidro-
xido potasico (1.2.2) puede sustituirse por una solu-
cion acuosa de hidréxido potasico o sédico siem-
pre que el volumen de agua ahadido no provoque
una separacion de las fases.

Nota 2: Si la cantidad necesaria de la solucion
de hidréxido potasico de 0,1M supera los 10 ml,
debe utilizarse una solucion de 0,5M.

Nota 3: Si la solucion se enturbia durante la valo-
racion, anadir una cantidad suficiente de la mezcla
de disolventes (1.2.1) para que la solucién se aclare.

1.5 Expresion de la acidez en
porcentaje de acido oleico

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

M 100
VX cCx X =
1000 P 10xP

VXxcxM

Panreac

siendo:

V: volumen en ml de la solucion valorada de
hidréxido potasico utilizada.

C: concentraciéon exacta, en moles por litro, de
la solucién de hidroxido potasico utilizada.

M: peso molecular del acido en que se expresa
el resultado (4cido oleico = 282).

P: peso en gramos de la muestra utilizada.

Se tomara como resultado la media aritmética

de dos determinaciones.

ANEXO 1l

DETERMINACION DEL iNDICE DE
PEROXIDOS

1. OBJETO

La presente norma describe un método para la
determinacion del indice de perdxidos de los acei-
tes y grasas.

2. AMBITO DE APLICACION

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

3. DEFINICION

El indice de peréxidos es la cantidad (expresada
en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de gra-
sa) de peroxidos en la muestra que ocasionan la
oxidacion del yoduro potasico en las condiciones
de trabajo descritas.

4. PRINCIPIO

La muestra problema, disuelta en acido acético
y cloroformo, se trata con solucién de yoduro pota-
sico. El yodo liberado se valora con solucién valora-
da de tiosulfato sodico.

5. APARATOS

Todo el material utilizado estara exento de sus-
tancias reductoras u oxidantes.
Nota: No engrasar las superficies esmeriladas.

5.1. Navecilla de vidrio de 3 ml

5.2. Matraces con cuello y tapén esmerilados,
de 250 ml de capacidad aproximadamente, previa-
mente secados y llenos de gas inerte puro y seco
(nitrdgeno o, preferiblemente, didxido de carbono).

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



6. REACTIVOS

6.1. Cloroformo para andlisis, exento de oxi-
geno por borboteo de una corriente de gas inerte
puro y seco.

6.2. Acido acético glacial para analisis, exen-
to de oxigeno por borboteo de una corriente de gas
inerte puro y seco.

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

6.4. Solucién acuosa de tiosulfato sédico
0,01N o 0,002N valorada exactamente; la valora-
cién se efectuara inmediatamente antes del uso.

6.5. Solucién de almidén, en solucién acuo-
sa de 10 g/, recién preparada con almidén soluble.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC

Caodigo Denominacion
Acido acético glacial para analisis 131008 Acido Acético glacial PA-ACS-ISO
Almidén soluble 121096 Almidoén de Patata soluble PA
Cloroformo para andlisis 131252 Triclorometano estabilizado con etanol PA-ACS-ISO
Solucién acuosa de tiosulfato sédico | 181723 Prepararlo a partir de Sodio Tiosulfato 0,1 mol/l
0,01 N (0,1N) SV diluido convenientemente con agua
Solucién acuosa de tiosulfato sédico 181723 Prepararlo a partir de Sodio Tiosulfato 0,1 mol/I
0,002 N (0,1N) SV diluido convenientemente con agua
Solucién de almidén, en solucién 283146 Almidén solucion 1% RV
acuosa de 10 g/I
Yoduro potasico 131542 Potasio Yoduro PA-ACS-ISO

7. MUESTRA

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

8. 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:

Peso de la muestra
problema (en g)

indice de perdxidos
que se supone

(meq de O,/kg)
de0ai2 de 5,0a2,0
de 12 a20 de2,0a1,2
de 20a 30 de1,2a0,8
de 30 a 50 de 0,8a0,5
de 50 a 90 de 0,5a0,3

Abrir un matraz (5.2) e introducir la navecilla de
vidrio que contenga la muestra problema. Anadir

10 ml de cloroformo (6.1). Disolver rapidamente la
muestra problema mediante agitacion. Afadir 15 ml
de é&cido acético (6.2) y, a continuacién, 1 ml de
solucién de yoduro potasico (6.3). Cerrar rapida-
mente el matraz, agitar durante 1 minuto y mante-
nerlo en la oscuridad durante 5 minutos exactamen-
te, a una temperatura comprendida entre 15y 25°C.

Afadir 75 ml aproximadamente de agua destila-
da. Valorar (agitando al mismo tiempo vigorosamen-
te) el yodo liberado con la solucién de tiosulfato
sédico (6.4) (solucion 0,002N si se presuponen
valores inferiores a 12 y solucion 0,01N si se presu-
ponen valores superiores a 12), utilizando la solu-
cién de almidén (6.5) como indicador.

Efectuar dos determinaciones por muestra.

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

9. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de perdxidos (I.P.), expresado en milie-
quivalentes de oxigeno activo por kg de grasa se
calcula mediante la formula siguiente:

V x N x 1000
IP =
P



siendo:

V: ml de solucion valorada de tiosulfato sodico
(6.4) empleados en el ensayo, conveniente-
mente corregidos para tener en cuenta el
ensayo en blanco.

N: normalidad exacta de la solucién de tiosulfato
sodico (6.4) empleada.

P: peso, en gramos de la muestra problema.

El resultado sera la media aritmética de las dos

determinaciones efectuadas.

ANEXO IV

(Modificado por los Reglamentos (CEE)
N° 183/93 y 177/94)

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

1. OBJETO

El presente método describe un procedimiento
para la determinacion del contenido de ceras en
determinados aceites y grasas en las condiciones
de ensayo.

Puede utilizarse, en particular, para distinguir el
aceite de oliva obtenido mediante extraccion (aceite
de orujo de oliva).

2. PRINCIPIO

Fraccionamiento de la grasa o aceite, a los que
se habra afadido un patréon interno adecuado,
mediante cromatografia en columna de gel de silice
hidratado. Recuperacion de la fraccion eluida en las
condiciones de ensayo (cuya polaridad es inferior a
la de los triglicéridos) y, a continuacién, analisis
directo mediante cromatografia de gases columna
capilar.

3. APARATOS

3.1.  Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

3.2. Columna de vidrio para cromatografia de
15 mm de diametro interior y 30-40 cm de longitud.

Recomendacion Panreac: 727401 Columna
para cromatografia "flash" con adaptador y valvula
de teflon. 20 mm ID x 400 mm longitud.

3.3.  Cromatégrafo de gases adecuado con
columna capilar, dotado de un sistema de introduc-
cion directa en la columna, que incluya los siguien-
tes elementos:

3.3.1. Horno termostatico para las columnas,
que pueda mantener la temperatura deseada con
una oscilacion maxima de 1°C.

3.3.2. Inyector en frio para introduccién directa
en la columna.

Panreac

3.3.3. Detector de ionizacion de llama 'y conver-
tidor-amplificador.

3.3.4. Registrador-integrador que pueda funcio-
nar con el convertidor-amplificador (3.3.3), con un
tiempo de respuesta inferior o igual a un segundo y
velocidad del papel variable.

3.3.5. Columna capilar de vidrio o silice fundida,
de 10-15 m (8) de longitud y 0,25-0,32 mm de dia-
metro interior, con un recubrimiento interno de SE-
52 o0 SE-54 liquido, o equivalente, de un espesor
que oscile entre 0,10 y 0,30 um .

Recomendacion Panreac: 723310.10 Columna
capilar para GC PERMABOND® SE-52 de 10 m de
longitud, 0,32 mm de ID y 0,25 pm de espesor de
capa.

3.4. Microjeringa para inyeccion en columna, de
10 pl de capacidad, provista de una aguja cementa-
da.

4. REACTIVOS

4.1.  Gel de silice 70-230 mesh, articulo 7754
Merck.

Mantener el gel en el horno durante cuatro horas
a una temperatura de 500°C. Dejar enfriar y ahadir
un 2% de agua. Agitar bien para homogeneizar la
mezcla. Mantener al abrigo de la luz durante al
menos 12 horas antes de su uso.

Recomendacion Panreac: 711037.1000
POLYGOPREP® 60-130, tamario particula 63-200 pm

4.2. n-Hexano, de calidad para cromatgrafia.

4.3. Eter etilico, de calidad para cromatogrfia.

4.4.  n-Heptano, de calidad para cromatografia.

4.5.  Solucion patréon de laurilaraquidato al
0,1 % (M/v) en hexano (patrén interno).

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

4.7.  Gases auxiliares:

— hidrégeno puro, de calidad para cromatografia
de gases,

— aire puro, de calidad para cromatografia de
gases.

() En la Directiva consta errébneamente como mm



REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Codigo Denominacion
Eter etilico para cromatografia 362551 Eter Dietilico estabilizado con etanol
(UV-IR-HPLC) PAI
n-Heptano, de calidad para 362062 n-Heptano (UV-IR-HPLC-HPLC preparativa) PAI
cromatografia
n-Hexano, de calidad para 362063 n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI
cromatografia

5. PROCEDIMIENTO

5.1.  Separacion de la fraccion de las ceras

5.1.1. Preparacion de la columna cromatografica.

Suspender en n-hexano anhidro 15 g de gel de
silice hidratado al 2% e introducir en la columna.

Dejar sedimentar espontaneamente. Completar
la sedimentacion con ayuda de un vibrador eléctri-
co, a fin de obtener una banda cromatografica mas
homogénea. Hacer pasar 30 ml de n-hexano para
eliminar las posibles impurezas.

5.1.2. Cromatografia en columna.

Pesar con exactitud 500 mg de la muestra en un
matraz de 25 ml; afadir una cantidad de patron
interno apropiada, en funcion del contenido de
ceras que se presuma; por ejemplo, anadir 0,1 mg
de laurilaraquidato si se trata de aceite de oliva y
0,25-0,50 mg si se trata de aceite de orujo de oliva.

Transferir la muestra preparada a la columna
cromatogréfica, que se habra acondicionado como
se indica en el punto 5.1.1 con ayuda de dos por-
ciones de 2 ml de n-hexano.

Dejar fluir el disolvente hasta que se sitle a 1 mm
por encima del nivel superior del absorbente. A con-
tinuacion, iniciar la elucion cromatografica; recoger
140 ml de la mezcla de n-hexano y éter etilico en la
proporciéon de 99:1 a un ritmo de 15 gotas aproxi-
madamente cada diez segundos (2,1 ml/minuto).

Secar la fraccion resultante en un evaporador
rotatorio hasta que se haya eliminado casi todo el
disolvente. Eliminar los Ultimos 2 o 3 ml mediante
una corriente débil de nitrégeno y afadir a continua-
cion 10 ml de n-heptano.

5.2.  Andlisis por cromatografia de gases

5.2.1. Operaciones preliminares y acondiciona-
miento de la columna.

5.2.1.1. Instalar la columna en el cromatégrafo
de gases, conectando el terminal de entrada al sis-
tema en columna y el terminal de salida al detector.

Comprobar el funcionamiento general del croma-
tégrafo de gases (funcionamiento de los circuitos de
gas, eficacia del detector y del registrador, etc.).

5.2.1.2. 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 conti-
nuacion, encender el cromatdgrafo de gases. Calen-
tar graduaimente hasta alcanzar una temperatura de

ensayo (véase la nota). Mantener esta temperatura
durante al menos dos horas y, a continuacion, ajustar
el aparato a las condiciones de ensayo (regulacion
del flujo del gas, encendido de la llama, conexion con
el registrador electronico, regulacion de la temperatu-
ra del horno para la columna, regulacion del detector,
etc.). Registrar la sefial con una sensibilidad al menos
dos veces superior a la exigida para efectuar el anali-
sis. La linea de base debera ser lineal, sin picos de
ningun tipo, y no debera presentar 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.

Nota: La temperatura de acondicionamiento
debera ser en todo momento al menos 20°C inferior
a la temperatura maxima especificada para el elu-
yente que se utilice.

5.2.2. Eleccion de las condiciones de ensayo

5.2.2.1. Las condiciones de ensayo son general-
mente las siguientes:

— temperatura de la columna: se parte de una
temperatura inicial de 80°C que se incrementa a
razén de 30°C/minuto hasta los 120°C, y que, a
continuacion, se programa para que aumente
5°C/minuto hasta alcanzar los 340°C;

— temperatura del detector: 350°C;

— velocidad lineal del gas portador: hidrogeno,
20-35 cm/segundo,

— sensibilidad instrumental: 4-16 veces la ate-
nuacion minima,

— sensibilidad del registrador: 1-2 mV desde el
fondo de la escala,

— velocidad del papel: 30 cm/hora,

— cantidad inyectada: 0,5-1 pl de solucion.

Estas condiciones pueden modificarse en fun-
cién de las caracteristicas de la columna y del cro-
matégrafo de gases (a fin de obtener cromatogra-
mas que reunan las siguientes condiciones: el
tiempo de retencion del patrén interno C32 debe
ser de 25 + 2 minutos y el pico mas representativo
de las ceras debe estar comprendido entre el 60 y
el 100% desde el fondo de la escala).

5.2.2.2. Determinar los parametros de integracion
de los picos de manera que se obtenga una evalua-
cion correcta de las areas de los picos considerados.

5.2.3. Realizacion del andlisis



5.2.3.1.Tomar 1 pl de solucién con la microjerin-
ga de 10 pl; sacar el émbolo hasta que la aguja esté
vacia. Introducir la aguja en el sistema de inyeccion
e inyectar rapidamente después de 1 0 2 segundos.
Después de 5 segundos aproximadamente, extraer
lentamente la aguja.

5.2.3.2. Llevar a cabo el registro hasta que las
ceras se hayan eluido completamente.

La linea de base debe satisfacer siempre las
condiciones exigidas (5.2.1.2).

5.2.4. Identificacion de los picos

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

La figura 1 presenta un cromatograma de las
ceras de un aceite de oliva virgen.

5.2.5. Andlisis cuantitativo

5.2.5.1.Determinar con ayuda del integrador las
areas de los picos correspondientes al patron inter-
no y a los ésteres alifaticos de C40 a C46.

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

A, - mg - 1000
éster (mg/kg) =
Ag-m

weawinll
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siendo:

A, : érea del pico de cada uno de los ésteres;

A, : érea del pico del laurilaraquidato;

mg: peso, en miligramos, del laurilaraquidato
anadido;

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

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Expresar los contenidos de las distintas ceras y
la suma de esos contenidos en mg/kg de materia
grasa.

APENDICE
Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar de 1 a 3 pl de metano (propano) en el
cromatoégrafo de gases, después de haberlo ajusta-
do a las condiciones de ensayo normales. Medir el
tiempo que tarda el gas en recorrer la columna,
desde el momento de su inyeccion hasta la apari-
cién del pico (t,,).

La velocidad lineal en cm/segundo viene dada
por la formula L/t siendo L la longitud de la colum-
na expresada en cm y t,, el tiempo medido en
segundos.

FIGURA 1: Cromatograma de las ceras de un aceite de oliva virgen

I.S. = Patrén interno del éster C32
1 = ésteres C36 2 = ésteres C38
4 = ésteres C42 5 = ésteres C44

3 = ésteres C40
6 = ésteres C46



ANEXO V

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

1. OBJETO

El presente método describe un procedimiento
para la determinacion del contenido de esteroles en
las materias grasas, expresado como contenido de
cada uno de los esteroles analizados y como conte-
nido total de esteroles.

2. PRINCIPIO

Saponificacion de la materia grasa, a la que se
habra ahadido a-colestanol como patrén interno, con
una solucion etandlica de hidréxido potasico; a conti-
nuacion, extraccion del insaponificable con éter etilico.

Separacion de la fraccion de esteroles del insa-
ponificable extraido mediante cromatografia en pla-
ca de gel de silice basica; los esteroles recuperados
del gel de silice se transforman en trimetilsililéteres y
se analizan mediante cromatografia de gases con
columna capilar.

3. MATERIAL

3.1. Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante
de reflujo con juntas esmeriladas.

3.2. Embudos de separacion de 500 ml.

3.3. Matraces de 250 ml.

3.4. Equipo completo de cromatografia en capa
fina, utilizando placas de vidrio de 20x20 cm.

Recomendacion Panreac: 809013 Placa TLC.
Silica gel standard. Vidrio. SIL G-25, 0,25 mm espe-
sor, 20x20 cm.

704050 Cubeta de desarrollo ranurada con tapa
20x20 cm.

704054 Spray pulverizador.

3.5. Lampara ultravioleta de una longitud de
onda de 366 0 254 nm.

Recomendacion Panreac: 704048 Cabina de
visualizacion UV.

3.6. Microjeringa de 100 pl'y 500 .

3.7. Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso
G3 (porosidad 15-40 pm), de 2 cm de didmetro 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 embu-
do filtrante (3.7).

3.9. Probeta de 10 ml de fondo cénico con
tapdn hermético.

3.10. Equipo de cromatografia de gases que
pueda funcionar con columna capilar, provisto de
un sistema de division de flujo formado por:

3.10.1. Horno para la columna, que pueda man-
tener la temperatura deseada con precision de +1°C.

3.10.2. Inyector con elemento vaporizador de
vidrio tratado con persilano.

3.10.3. Detector de ionizacion de llama y con-
vertidor-amplificador.

3.10.4. Registrador-integrador que pueda fun-
cionar con el convertidor-amplificador (3.10.3), 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 interno, recubierta interiormente de liquido
SE-52, SE-54 o equivalente, con un espesor unifor-
me que oscile entre 0,10 y 0,30 pm.

Recomendacién Panreac: 733056.25 Columna
capilar de silica fundida (fase no enlazada quimica-
mente) FS-SE-54 de 25 m de longitud, 0,25 mm de
IDy 0,25 pm de espesor de capa

3.12. Microjeringa de 10 pl para cromatografia
de gases, con aguja endurecida.

4. REACTIVOS

4.1. Hidroxido potasico, solucion etandlica 2N
aproximadamente: disolver, enfriando al mismo
tiempo, 130 g de hidréxido potasico (valoracion
minima del 85%) en 200 ml de agua destilada y
completar hasta un litro con etanol. Conservar la
solucién en botellas de vidrio oscuro bien cerradas.

4.2. Eter etilico de calidad para analisis.

4.3. Sulfato sédico anhidro de calidad para
andlisis.

4.4. Placas de vidrio recubiertas con gel de sili-
ce, sin indicador de fluorescencia, de 0,25 mm de
espesor (disponibles en el comercio ya preparadas
para el uso).

Recomendacion Panreac: 809013 Placa TLC.
Silica gel standard. Vidrio. SIL G-25, 0,25 mm espe-
sor, 20x20cm

4.5. Hidroxido potésico, solucion etandlica
0,2N: disolver 13 g de hidroxido potéasico en 20 ml
de agua destilada y completar hasta un litro con
etanol.

4.6. Benceno para cromatografia.

4.7. Acetona para cromatografia. (Véase
5.2.2).

4.8. Hexano para cromatografia. (Véase
5.2.2).

4.9. Eter etilico para cromatografia. (Véase
5.2.2).

4.10. Cloroformo de calidad para analisis.

4.11. Soluciéon patrén para cromatografia en
capa fina: colesterol o fitosteroles, solucién al 2%
en cloroformo. (Modificado por el Reglamento (CE)
183/93)



4.12. Soluciéon de 2,7-diclorofluoresceina al
0,2% en etanol. Para hacerla ligeramente basica se
afiaden algunas gotas de solucién alcohdlica 2N de
hidréxido potasico.

4.13. Piridina anhidra para cromatografia.

4.14. Hexametildisilazano.

4.15. Trimetilclorosilano.

4.16. Solucion problema de trimetilsililéteres de
los esteroles: preparar en el momento del uso a
partir de esteroles puros o de mezclas de esteroles

Panreac

obtenidos de aceites que los contengan.

4.17. a-colestanol, disolucién al 0,2% (m/V) en

cloroformo (patrén interno).

4.18. Gas portador: hidrogeno o helio de cali-

dad para cromatografia de gases.
4.19. Gases auxiliares:

— hidrégeno de calidad para cromatografia de

gases,
— aire de calidad para cromatografia de gases.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Caodigo Denominacion

Acetona para cromatografia 361007 Acetona (UV-IR-HPLC) PAI

Benceno para cromatografia 361192 Benceno (UV-IR-HPLC) PAI

Cloroformo de calidad para analisis | 131252 Triclorometano estabilizado con etanol
PA-ACS-ISO

Colesterol A11470 Colesterol, 99+%

2,7-diclorofluoresceina 133606 2',7'-Diclorofluoresceina PA-ACS

Etanol 121085 Etanol 96% v/v PA

Eter etilico de calidad para analisis 132770 Eter Dietilico estabilizado con ~6 ppm de BHT
PA-ACS-ISO

Eter etilico para cromatografia 362551 Eter Dietilico estabilizado con etanol
(UV-IR-HPLC) PAI

Hexametildisilazano A15139 1,1,1,3,3,3-Hexametildisilazano, 98+%

Hexano para cromatografia 362063 n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI

Hidroxido potasico 121515 Potasio Hidroxido 85% lentejas PA

Piridina anhidra para cromatografia | 481457 Piridina seca (max. 0,01% de agua) DS-ACS

Sulfato sédico anhidro de calidad 131716 Sodio Sulfato anhidro PA-ACS-ISO

para analisis

Trimetilclorosilano A13651 Trimetilclorosilano, 98+%

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 disolucién de
a-colestanol al 0,2% en cloroformo (4.17) que con-
tenga una cantidad de a-colestanol correspondien-
te al 10% aproximadamente del contenido de este-
roles en la alicuota de la muestra para la
determinacién. Por ejemplo, para 5 g de muestra
afadir 500 pl de la solucién de a-colestanol al
0,2%, si se trata de aceite de oliva, y 1500 pI, si se
trata de aceite de orujo de oliva. (Modificado por el
Reglamento (CE) 183/93)

Evaporar en corriente de nitrdgeno hasta seque-
dad vy, a continuacién, pesar con precision, en el
mismo matraz, 5 g de muestra seca y filtrada.

En el caso de aceites con un alto contenido de
colesterol puede producirse un pico cuyo tiempo de
retencion sea idéntico al del colestanol. En tal caso
el andlisis de la fraccion de esteroles debe realizarse

dos veces: con patrén interno y sin él, o hay que
utilizar betulinol en lugar de colestanol. (Modificado
por el Reglamento (CE) 183/93)

5.1.2. Anadir 50 ml de solucion etandlica de
hidroxido potasico 2N, adaptar el refrigerante de
reflujo y calentar en bafo Maria con ligera ebullicion,
agitando enérgica e ininterrumpidamente hasta que
se produzca la saponificacion (la soluciéon se vuelve
limpida). Calentar durante 20 minutos mas vy, a con-
tinuacion, afadir 50 ml de agua destilada por la par-
te superior del refrigerante; separar el refrigerante y
enfriar el matraz a 30°C aproximadamente.

5.1.8. Transvasar cuantitativamente el conteni-
do del matraz a un embudo de separacion de
500 ml, mediante varios lavados con un total apro-
ximado de 50 ml de agua destilada. Agregar 80 ml
aproximadamente de éter etilico, agitar enérgica-
mente durante unos 30 segundos y dejar reposar
hasta la separacion de las fases (nota 1).

Separar la fase acuosa inferior pasandola a un
segundo embudo de separacion. Efectuar otras
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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 podran elimi-
narse ahadiendo pequenas cantidades de alcohol
etilico o metilico con un pulverizador.

5.1.4. Reunir las fracciones etéreas en un mis-
mo embudo de separacion y lavarlas con agua des-
tilada (50 ml cada vez) hasta que el agua de lavado
presente reaccion neutra.

Una vez eliminada el agua de lavado, secar con
sulfato sédico anhidro vy filtrar sobre sulfato sédico
anhidro a un matraz de 250 ml previamente pesa-
do, lavando el embudo y el filtro con pequenas can-
tidades de éter etilico.

5.1.5. Destilar el éter hasta que queden unos
pocos ml; a continuacion, secar con un vacio ligero
0 en una corriente de nitrdgeno, completando el
secado en una estufa a 100°C durante 15 minutos
aproximadamente; dejar enfriar en un desecador y
pesar.

5.2. Separacion de la fraccion de esteroles.

5.2.1. Preparacion de las placas basicas:
sumergir completamente las placas con gel de silice
(4.4) en la solucion etandlica 0,2N de hidréxido
potasico (4.5) durante 10 segundos; dejar secar las
placas en campana durante dos horas vy, por ultimo,
mantenerlas en una estufa regulada a 100°C duran-
te una hora. Sacarlas de la estufa y conservarlas en
un desecador de cloruro de calcio hasta el momen-
to del uso (las placas sometidas a este tratamiento
deberan utilizarse en un plazo de quince dias como
maximo).

Nota 2: Si se utilizan placas basicas de gel de
silice para la separacion de la fraccion de esteroles,
ya no es necesario tratar el insaponificable con alu-
mina. 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.

5.2.2. Introducir en la cubeta de desarrollo de
las placas una mezcla de benceno-acetona 95:5
(v/v) hasta una altura de 1 cm aproximadamente.
Puede utilizarse como alternativa una mezcla de
hexano vy éter etilico 65:35 (v/v). 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.

Nota 3: Para que las condiciones de elucion
sean perfectamente reproducibles, la mezcla de
desarrollo debera cambiarse en cada prueba.

5.2.3. Preparar una solucion de insaponificable
(5.1.5) en cloroformo al 5% aproximadamente vy,

con la microjeringa de 100 pl, depositar 0,3 pl de
dicha solucion en una placa cromatogréfica (5.2.1)
a unos 2 cm de uno de los bordes, formando una
linea 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
esteroles (4.11) para poder identificar la banda de
esteroles una vez efectuado el desarrollo.

5.2.4 Introducir la placa en la cubeta de desa-
rrollo, preparada como se indica en el punto 5.2.2.
Debera mantenerse una temperatura ambiente
entre 15 y 20°C. Tapar inmediatamente la cubeta y
dejar que se produzca la elucién hasta que el frente
del disolvente se sitle 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.

5.2.5. Pulverizar la placa ligera y uniformemente
con la solucion de 2,7-diclorofluoresceina. Al exami-
nar la placa a la luz ultravioleta puede identificarse la
banda de los esteroles mediante comparacion con
la mancha obtenida a partir de la solucién de refe-
rencia; marcar con lapiz negro los limites de la ban-
da a lo largo de los margenes de fluorescencia.

5.2.6. Rascar con una espatula metdlica el gel
de silice contenido en el area delimitada.

Introducir el material obtenido, finamente tritura-
do, en el embudo filtrante (3.7); afiadir 10 ml de clo-
roformo caliente, mezclar cuidadosamente con la
espatula metdlica vy filtrar en vacio, recogiendo el fil-
trado en el matraz cénico (3.8) acoplado al embudo
filtrante.

Lavar el residuo en el embudo tres veces con
éter etilico (empleando cada vez unos 10 ml), reco-
giendo cada vez el filtrado en el mismo matraz céni-
co acoplado al embudo. Evaporar el filtrado hasta
obtener un volumen de 4 a 5 ml, transvasar la solu-
cion residual al tubo de ensayo de 10 ml (3.9) pre-
viamente pesado, evaporar hasta sequedad
mediante calentamiento suave en corriente ligera de
nitrégeno, recoger con algunas gotas de acetona,
evaporar de nuevo hasta sequedad, introducir en
una 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 de esteroles.

5.3. Preparacion de los trimetilsililéteres.

5.3.1. Agregar al tubo que contiene la fraccién
de esteroles el reactivo de silanizacion formado por
una mezcla de piridina-hexametildisilazano-trimetil-
clorosilano 9:3:1 (v/v/v) (nota 4), a razén de 50 pl
por miligramo de esteroles, evitando toda absorcion
de humedad (nota 5).

Nota 4: Existen soluciones comerciales listas
para el uso. Ademas, también existen otros reacti-
vos de silanizacion, como el bis-trimetilsililacetami-
da + 1% de trimetilclorosilano, que se diluye en el
mismo volumen de piridina anhidra.



5.3.2. Tapar el tubo y agitar cuidadosamente (sin
invertir) hasta la completa disolucion de los estero-
les. Dejar reposar un cuarto de hora, como minimo,
a temperatura ambiente y centrifugar durante algu-
nos minutos; la solucion limpida queda lista para el
analisis mediante cromatografia de gases.

Nota 5: La formacion de una ligera opalescencia
es normal y no ocasiona ninguna interferencia. La
formacion de una floculacion blanca o la aparicion
de una coloracién rosa son indicios de presencia de
humedad o de deterioro del reactivo. En este caso
debera repetirse la prueba.

5.4. Cromatografia de gases.

5.4.1. Operaciones preliminares: acondiciona-
miento de la columna.

5.4.1.1. Colocar la columna en el cromatégrafo
uniendo uno de los extremos de la columna al
inyector y el otro al detector.

Efectuar los controles generales del equipo para
cromatografia de gases (estanqueidad de los circui-
tos de gases, eficacia del detector, eficacia del siste-
ma 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 ini-
ciar un calentamiento gradual hasta alcanzar una
temperatura al menos 20°C superior a la tempera-
tura de trabajo (nota 6). Mantener dicha temperatu-
ra durante 2 horas como minimo; a continuacion,
poner el equipo completo en condiciones de funcio-
namiento (regulacion del flujo de gases y de la rela-
cién de «split», ignicion de la llama, conexion con el
registrador electronico, regulacion de la temperatu-
ra del horno del detector y del inyector, etc.) y regis-
trar la sefial con una sensibilidad al menos dos
veces superior a la prevista para el andlisis. El traza-
do de la linea de base debe ser lineal, 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 estan-
cas; una deriva positiva indica que el acondiciona-
miento de la columna es insuficiente.

Nota 6: La temperatura de acondicionamiento
debera ser siempre, como minimo 20°C inferior a la
temperatura maxima prevista para la fase estacio-
naria utilizada.

5.4.2. Eleccioén de las condiciones de trabajo.

5.4.2.1. Las condiciones de trabajo exigidas son
las siguientes:

— temperatura de la columna: 260°C +5°C,

— temperatura del evaporador: 280°C,

— temperatura del detector: 290°C,

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

- relacion de «split» de 1/50 a 1/100,

— sensibilidad del instrumento: de 4 a 16 veces
la atenuacion minima,

- sensibilidad de registro: 1 a2 mV f.e.
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— velocidad del papel: 30 a 60 cm/hora,

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

Estas condiciones pueden modificarse en fun-
cion de las caracteristicas de la columna y del cro-
matografo, de modo que se obtengan cromatogra-
mas que cumplan los siguientes requisitos:

— el tiempo de retencion del B-sitosterol debe ser
de 20 +5 minutos,

— el pico del campesterol debe ser: para el acei-
te de oliva (contenido medio del 3%), 15 +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 presen-
tes; 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 resolucion incompleta si el pico a TRR
1,02 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 ul 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 del septum y, des-
pués de 1 o 2 segundos, inyectar rapidamente;
transcurridos unos 5 segundos, extraer la aguja len-
tamente.

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

5.4.4. |dentificacion de los picos.

Para la identificacion de los diferentes picos se
utilizan los tiempos de retencion y la comparacion
con mezclas de TMSE de los esteroles analizadas
en las mismas condiciones.

La elucion de los esteroles se efectua en el
orden siguiente: colesterol, brasicasterol, 24-meti-
lencolesterol, campesterol, campestanol, estigmas-
terol, A-7-campesterol, A-5,23-estigmastadienol,
clerosterol, b-sitosterol, sitostanol, A-5-avenasterol,
A-5,24-estigmastadienol, A-7-estigmastenol, A-7-
avenasterol.

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

Las figuras 1y 2 ilustran los cromatogramas tipi-
cos 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 utilizando el
integrador. No se tomaran en cuenta los picos de
aquellos componentes que no figuren en el cuadro
|. 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/100 g de materia grasa:

% del esterol X = x 100

m, - 100 SA
esterol x =
Ag-m siendo:
A, : érea del pico de x,
siendo: SA: suma de las areas de todos los picos.
A, : érea del pico del esterol x,
A, : area del pico del a-colestanol, i
m : peso de a-colestanol anadido, en miligra- APENDICE
mos,
m : peso de la muestra tomado para la determi- Determinacion de la velocidad lineal del gas

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

nacion, en gramos.
(Modificado por el Reglamento (CE) 183/93)

Inyectar en el cromatégrafo, preparado para tra-
bajar en condiciones normales, de 1 a 3 ul de meta-
no (o propano) y medir el tiempo que tarda el gas en
recorrer la columna, desde el momento de la inyec-
cion hasta el momento en que aparece el pico (t,).

6.1. Se registran el contenido de cada uno de
los esteroles en mg/100 g de materia grasa y, como La velocidad lineal en cm/s viene dada por L/ty,,
«esteroles totales», su suma.
6.2. El porcentaje de cada uno de los esteroles tiempo, expresado en segundos.
simples es la razén entre el area del pico correspon-
diente y la suma de las areas de los picos de los

siendo L la longitud de la columna en cm vy t,, el

esteroles.
Cuadro |
Tiempos de retencion relativos de los esteroles
Pico Identificacion Tiempo de retencion
Columna | Columna
SE 54 SE52

1 Colesterol A-5-colesten-3-p-ol 0,67 0,63
2 Colestanol 5-a-colestan-3-§-ol 0,68 0,64
3 Brasicasterol [24S]-24-metil-A-5,22-colestadien-3-B-ol 0,73 0,71
4 24-metilencolesterol 24-metilen-A-5,24-colestadien-3-f-ol 0,82 0,80
5 Campesterol [24R]-24-metil-A-5-colesten-3-B-ol 0,83 0,81
6 Campestanol [24R]-24-metil-colestan-3-p-ol 0,85 0,82
7 Estigmasterol [24S]-24-¢til-A-5,22-colestadien-3-f-ol 0,88 0,87
8 A-7-campesterol [24R]-24-metil-A-7-colesten-3-B-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-estigmastadienol [24R,S]-24-¢til-A-5,23-colestadien-3-p-ol 0,95 0,95
10 Clerosterol [248S]-24-etil-A-5,25-colestadien-3-B-0l 0,96 0,96
11 B-sitosterol [24R]-24-¢til-A-5-colesten-3-f-0l 1 1

12 Sitostanol 24-etil-colestan-3-f-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z7]-24-etiliden-A-5-colesten-3-f-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-estigmastadienol [24R,S]-24-¢til-A-5,24-colestadien-3-p-ol 1,08 1,08
15 A-7-estigmastenol [24R,S]-24-¢til-A-7,24-colesten-3-B-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol [24Z7]-24-¢tiliden-A-7-3-B-ol 1,16 1,16
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Figura 1
Cromatograma de la fraccion de esteroles de un aceite de oliva bruto
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Figura 2
Cromatograma de la fraccion de esteroles de un aceite de oliva refinado




ANEXO VI

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN
ERITRODIOL Y UVAOL

INTRODUCCION

El eritrodiol, entendido corrientemente como
conjunto de los dioles eritrodiol y uvaol, es un com-
ponente del insaponificable, caracteristico de algu-
nos tipos de materias grasas. Su concentracion es
mucho més elevada en los aceites de oliva obteni-
dos mediante extraccién que en los obtenidos
mediante presion o en el aceite de pepita de uva y,
por lo tanto, su determinacion puede servir para
comprobar la existencia de aceite de oliva obtenido
mediante extraccion.

1. OBJETO

El presente método describe un procedimiento
para determinar el eritrodiol en las materias grasas.

2. PRINCIPIO

La materia grasa se saponifica con una solucion
etandlica de hidréxido potasico; a continuacion se
extrae el insaponificable con éter etilico y se purifica
pasandolo por una columna de alimina.

El fraccionamiento del insaponificable se realiza
mediante cromatografia en capa fina en placa de
gel de silice y se aislan la banda de la fraccion este-
rélica y la del eritrodiol.

Los esteroles y el eritrodiol recuperados de la
placa se transforman en trimetilsililéteres y seguida-
mente se analiza la mezcla mediante cromatografia
de gases.

El resultado se expresa en porcentaje de eritro-
diol respecto del conjunto de eritrodiol + esteroles.

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. El mismo material que el indicado para el
método del Anexo V (Determinacion del contenido
de esteroles).

4. REACTIVOS

4.1. Los mismos reactivos que los indicados
para el método del Anexo V (Determinacion del
contenido de esteroles).

4.2. Solucion patrén de eritrodiol al 0,5% en
cloroformo.

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Preparacion del insaponificable

Se realiza tal como se indica en el apartado
5.1.2 del método del Anexo V
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5.2. Separacion del eritrodiol y los esteroles

5.2.1. Véase el apartado 5.2.1 del método del
Anexo V.

5.2.2. Véase el apartado 5.2.2 del método
mencionado.

5.2.3. Preparar una solucion del insaponificable
al 5% en cloroformo.

Con una microjeringa de 0,1 ml depositar 0,3 ml
de esta solucion en una placa cromatografica a
aproximadamente 1,5 cm del borde inferior de la
placa, formando una banda lo mas fina y uniforme
posible. Depositar en un extremo de la placa, como
referencia, algunos microlitros de las soluciones de
colesterol y eritrodiol.

5.2.4. Introducir la placa en la cubeta de desa-
rrollo, preparada como se indica en el apartado
5.2.1. La temperatura ambiente debe ser de unos
20°C. Tapar inmediatamente la cubeta y dejar que
se produzca la eluciéon hasta que el frente del disol-
vente se sitle a 1 cm aproximadamente del borde
superior de la placa. Sacar ésta de la cubeta de
desarrollo y evaporar el disolvente en una corriente
de aire caliente.

5.2.5. Pulverizar la placa uniformemente con la
solucion alcohdlica de 2',7'-diclorofluoresceina. Al
examinar la placa a la luz ultravioleta pueden identi-
ficarse las bandas de los esteroles y del eritrodiol
mediante comparacion con las referencias; delimitar
las bandas con una punta ligeramente por el exte-
rior de los margenes de fluorescencia.

5.2.6. Rascar con una espatula metélica el gel
de silice contenido en las éreas delimitadas. Reunir
el material obtenido en un matraz cénico de 50 ml;
afadir 15 ml de cloroformo caliente, agitar bien y fil-
trar en el embudo de filtro poroso vertiendo el gel de
sflice sobre el propio filtro. Lavar tres veces con 10
ml de cloroformo caliente cada vez, recogiendo el
filtrado en un matraz esférico de 100 ml. Evaporar
hasta obtener un volumen de 4 a 5 ml, transvasar al
tubo de centrifugado de fondo coénico de 10 ml pre-
viamente tarado, evaporar hasta sequedad median-
te calentamiento suave en corriente de nitrégeno y
pesar.

5.3. Preparacion de los trimetilsililéteres

Se realiza tal como se indica en el apartado 5.3
del método del Anexo V.

5.4. Cromatografia de gases

Se realiza tal como se indica en el apartado 5.4
del método citado. Las condiciones operativas de la
cromatografia de gases deben cumplir los requisi-
tos necesarios para analizar los esteroles y, ade-
mas, permitir la separacion de los TMSE del eritro-
diol y del uvaol.

Una vez inyectada la muestra, dejar que se
desarrolle el proceso hasta que se produzca la elu-
cién de los esteroles presentes, el eritrodiol y el uva-
ol; identificar los picos (el eritrodiol y el uvaol tienen
tiempos de retencion relativos, respecto al B-sitosterol,
de alrededor de 1,45 y 1,55, respectivamente) y



calcular sus areas de la misma forma que para los
esteroles.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

A +A,
Eritrodiol, % = x 100
A1 + A2 + EAesteroles
siendo:
A area del pico del eritrodiol,
A,: area del pico del uvaol,
DAcsteroes:  SUMa de las éreas de los esteroles
presentes.

Los resultados deben expresarse con una cifra
decimal.

(Modificado por el Reglamento (CE) 183/93)

ANEXO Vil

DETERMINACION DE LOS ACIDOS
GRASOS SITUADOS EN LA POSICION 2
DE LOS TRIGLICERIDOS DE ACEITES
Y GRASAS

1. OBJETO

La presente norma describe un método para la
determinacion de la composicion porcentual de aci-
dos grasos gue se encuentran esterificados en la
posicion 2 (oposicion interna) de los triglicéridos.

2. CAMPO DE APLICACION

La presente norma es aplicable a los aceites y
grasas cuyo punto de fusion se sitUa por debajo de
los 45°C, debido a las caracteristicas especiales de
la accion de la lipasa pancreatica.

No es aplicable sin reservas a los aceites y gra-
sas que contengan cantidades importantes de aci-
dos grasos con 12 atomos de carbono o menos
(aceites de coco y de palmiste, materias grasas
butiricas), de acidos grasos altamente insaturados
(con mas de cuatro enlaces dobles) que tengan 20
atomos de carbono o0 mas (aceites de pescado y de
mamiferos marinos) o de acidos grasos que tengan
grupos con funciones oxigenadas, ademas del gru-
po acido.

3. PRINCIPIO
Neutralizacion de los aceites y grasas si fuera

necesario. Purificacion mediante tratamiento en
columna de alumina. Hidrdlisis parcial de los triglicé-

ridos bajo la accion de la lipasa pancreatica durante
un tiempo determinado. Separacion de los monogli-
céridos resultantes mediante cromatografia en capa
fina y metandlisis de estos monoglicéridos. Andlisis
de los ésteres metilicos mediante cromatografia
gas-liquido.

4. EQUIPO

4.1. Matraz de fondo redondo de 100 ml.

4.2. Matraz de fondo redondo de 25 ml con
boca esmerilada.

4.3. Refrigerante de aire de 1 m de longitud,
adaptable al matraz 4.2.

4.4. Matraz erlenmeyer de 250 ml.

4.5. Vaso de precipitados de 50 ml.

4.6. Embudo de separacion de 500 ml.

4.7. Columna para cromatografia, de vidrio, con
diametro interior de 13 mm vy longitud de 400 mm,
provista de un disco de vidrio poroso y de una llave.

Recomendacion Panreac: 727401 Columna
para cromatografia "flash" con adaptador y valvula
de teflon. 20 mm ID x 400 mm longitud.

4.8. Tubo de centrifuga de 10 ml con tapdn de
vidrio esmerilado.

4.9. Bureta de 5 ml graduada en 0,05 ml.

4.10. Jeringa hipodérmica de 1 ml provista de
una aguja fina.

4.11. Microjeringa que pueda dispensar gotas
de 3-4 ul.

4.12. Aplicador para cromatografia en capa
fina.

4.13. Placas de vidrio de 20 x 20 cm para cro-
matografia en capa fina.

Recomendacion Panreac: 809013 Placa TLC.
Silica gel standard. Vidrio. SIL G-25, 0,25 mm espe-
sor, 20x20 cm.

4.14. Cubeta de desarrollo para cromatografia
en capa fina, de vidrio, provista de una tapa de
vidrio esmerilado, adecuada para las placas de
20 x 20 cm.

Recomendacion Panreac: 704050 Cubeta de
desarrollo ranurada con tapa 20x20 cm.

4.15. Pulverizador para cromatografia en capa
fina.

Recomendacion Panreac: 704054 Spray pulve-
rizador.

4.16. Estufa regulada a 103 +2°C.

4.17. Termostato regulable a una temperatura
comprendida entre 30 y 45°C con precision de
0,5°C.

4.18. Evaporador rotatorio.

4.19. Vibrador eléctrico, con el que pueda agi-
tarse vigorosamente el tubo de centrifuga.

4.20. Lampara ultravioleta para examinar las
placas de capa fina.

Recomendacion Panreac: 704048 Cabina de
visualizacion UV.



Para el control de la actividad lipasica:
4.21. pH-metro.

Recomendacion Panreac: 923 501 pHmetro

digital pH 300.
4.22. Agitador espiral.
4.23. Bureta de 5 ml.
4.24. Cronémetro.

Para la eventual preparacion de la lipasa:

4.25. Agitador de laboratorio, adecuado para

dispersar y mezclar materiales heterogéneos.

5. REACTIVOS

5.1. n-Hexano o, en su defecto, éter de petro-
leo (punto de ebullicién 30-50°C), de calidad

para cromatografia.

5.2. 2-Propanol, o etanol, 95% (v/v) de cali-

dad para andlisis.

5.3. 2-Propanol, o etanol, solucion acuosa 1/1.

5.4. Eter dietilico, exento de peréxidos.
5.5. Acetona.

5.6. Acido férmico, al menos de 98% (p/p).

5.7. Solvente de desarrollo: una mezcla de
n-hexano (5.1), éter dietilico (5.4) y acido férmico

(5.6) en las proporciones 70/30/1 (v/V/v).

5.8. Alumina activada para cromatografia, neu-

tra, actividad | segun Brockmann.
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5.9. Gel de silice con aglutinante, de calidad
para cromatografia en capa fina.

5.10. Lipasa pancreatica de calidad adecuada
(véanse las notas 1y 2).

5.11. Hidréxido sédico en solucion acuosa de
120 g/l.

5.12. Acido clorhidrico, solucién acuosa 6N.

5.18. Solucién acuosa de 220 g/l de cloruro de
calcio (CaCl,).

5.14. Solucion acuosa de 1 g/l de colato sédi-
co (de calidad enzimatica).

5.15. Soluciéon tampodn: solucién acuosa de
tris-hidroximetil-aminometano 1M, ajustada a
pH = 8 con acido clorhidrico (5.12) (controlar con un
potenciometro).

5.16. Solucion de 10 g/l de fenolftaleina en
etanol al 95% (v/v).

5.17. Solucién de 2 g/l de 2',7'-diclorofluores-
ceina en etanol al 95% (v/v); alcalinizar ligeramen-
te afadiendo 1 gota de solucién de hidréxido
sodico 1N por 100 ml.

Para el control de la actividad lipésica:

5.18. Aceite neutralizado.

5.19. Solucién acuosa de hidréxido sédico 0,1N.

5.20. Solucién acuosa de 200 g/l de colato
sédico (de calidad enzimatica).

5.21. Solucién acuosa de 100 g/l de goma arabiga.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Coédigo | Denominacion
Acetona 131007 | Acetona PA-ACS-ISO
Acido clorhidrico 131019 | Acido Clorhidrico 35% PA-ISO
Acido formico, al menos de 98% (p/p) 131030 | Acido Formico 98% PA-ACS
Cloruro de calcio 121221 | Calcio Cloruro anhidro, polvo PA
121215 | Calcio Cloruro 2-hidrato escoriforme PA
Colato sédico A17074 | Acido cdlico, sal sédica, 99%
2,7-diclorofluoresceina 133606 | 2',7'-Diclorofluoresceina PA-ACS
Etanol, 95% (v/v) de calidad para andlisis 121085 | Etanol 96% v/v PA
Etanol al 95% (v/v)
Eter de petréleo (punto de ebullicion 361315 | Eter de Petréleo 40-60°C (UV) PAI
30-50°C), de calidad para cromatografia
Eter dietilico, exento de peréxidos 132770 | Eter Dietilico estabilizado con ~6 ppm de
BHT PA-ACS-ISO
Goma arabiga 142061 | Goma Arabiga polvo PRS
Hidroxido sédico 131687 | Sodio Hidréxido lentejas PA-ACS-ISO
Hidroxido sédico 1N 182415 | Sodio Hidréxido 1 mol/l (1N) SV
n-Hexano de calidad para 362063 | n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI
cromatografia
2-Propanol de calidad para andlisis 131090 | 2-Propanol PA-ACS-ISO
Solucién acuosa de hidroxido sédico 0,1N 181694 | Sodio Hidréxido 0,1 mol/l (0,1N) SV
Solucién de 10 g/l de fenolftaleina en 281327 | Fenolftaleina solucion 1% RV
etanol al 95% (v/v)
Tris-hidroximetil-aminometano 131940 | Tris (Hidroximetil) Aminometano PA-ACS




6. PREPARACION DE LA MUESTRA

Si la acidez de la muestra, determinada con
arreglo al método del Anexo |l es inferior al 3%, se
efectuara directamente la purificacion en columna
de alumina como se describe en el punto 6.2.

Si la acidez de la muestra, determinada con
arreglo al método del Anexo I, es superior al 3%, se
efectuara una neutralizaciéon alcalina en presencia
de un solvente, como se describe en el punto 6.1, y
a continuacion se realizara la purificacion en colum-
na de alumina descrita en el punto 6.2.

6.1. Neutralizacion alcalina en presencia de un
solvente.

Introducir en el embudo de separacion (4.6)
aproximadamente 10 g de aceite crudo y anadir
100 ml de hexano (5.1), 50 ml de 2-propanoal (5.2),
algunas gotas de solucion de fenolftaleina (5.16) y el
volumen de solucion de hidréxido soédico (5.11)
correspondiente a la acidez libre del aceite mas un
0,3 % de exceso. Agitar enérgicamente durante 1
minuto, afiadir 50 ml de agua destilada, agitar de
nuevo y dejar reposar.

Una vez que se haya producido la separacion,
separar la capa inferior que contiene los jabones.
Separar, asimismo, todas las capas intermedias
(mucilago, materias insolubles). Lavar la solucion de
hexano del aceite neutralizado con porciones suce-
sivas de 25-30 ml de la solucion de 2-propanol
(56.3), hasta que desaparezca el color rosa de la
fenolftaleina.

Eliminar la mayor parte del hexano mediante
destilacién en vacio en el evaporador rotatorio
(4.18); desecar el aceite en vacio a 30-40°C
mediante una corriente de nitrégeno puro hasta la
completa eliminacion del hexano.

6.2. Purificacion con alimina.

Preparar una suspension de 15 g de alumina
activada (5.8) en 50 ml de hexano (5.1) y verterla en
la columna cromatogréfica (4.7), removiendo al mis-
mo tiempo. Dejar que la alimina se asiente unifor-
memente y esperar a que el nivel del solvente des-
cienda a 1-2 mm por encima del absorbente. Verter
cuidadosamente en la columna 5 g de aceite disuel-
tos en 25 ml de hexano (5.1); recoger todo el elu-
yente de la columna en un matraz de fondo redon-
do (4.1).

7. PREPARACION DE LAS PLACAS
CROMATOGRAFICAS

Limpiar perfectamente las placas de vidrio (4.13)
con etanol, éter de petréleo y acetona para eliminar
cualquier rastro de materia grasa.

Introducir en un matraz erlenmeyer (4.4) 30 g de
polvo de silice (5.9). Afladir 60 ml de agua destilada.
Tapar y agitar enérgicamente durante 1 minuto.

Transferir inmediatamente al aplicador la mezcla
semifluida (4.12) y recubrir las placas limpias con
una capa de 0,25 mm de espesor.

Secar las placas al aire durante 15 minutos y a
continuacién en la estufa (4.16) a 103 +2°C durante
1 hora. Antes del uso, enfriar las placas en un dese-
cador a temperatura ambiente. En el comercio pue-
den adquirirse placas preparadas.

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Hidrdlisis con lipasa pancreatica.

Pesar en el tubo de centrifuga (4.8) 0,1 g aproxi-
madamente de la muestra preparada; si la muestra
es aceite liguido, proceder como se indica a conti-
nuacion; si es una grasa solida, disolverla en 0,2 ml
de hexano (5.1), aplicando, si es necesario, un lige-
ro calentamiento.

Afadir 20 mg de lipasa (5.10) y 2 ml de solucion
tampon (5.15). Agitar bien, pero con cuidado, y
anadir a continuacion 0,5 ml de la solucién de cola-
to sodico (5.14) y 0,2 ml de la soluciéon de cloruro
de calcio (5.13). Cerrar el tubo con el tapén esmeri-
lado, agitar cuidadosamente (evitando humedecer
el tapdn) e introducir el tubo inmediatamente en el
termostato (4.17) a 40 +0,5°C y agitar manualmente
durante 1 minuto exacto.

Sacar el tubo del termostato y agitar enérgica-
mente con el vibrador eléctrico (4.19) durante 2
minutos exactos.

Enfriar de inmediato en agua corriente; afiadir 1
ml de &cido clorhidrico (5.12) y 1 ml de éter dietilico
(5.4). Tapar y mezclar enérgicamente con el vibra-
dor eléctrico. Dejar en reposo y extraer la capa
organica con la jeringa (4.10), tras centrifugar si fue-
se necesario.

8.2. Separacion de los monoglicéridos por cro-
matografia en capa fina.

Con ayuda de la microjeringa (4.11) colocar el
extracto a 1,5 cm aproximadamente del borde infe-
rior de la placa cromatogréfica, depositandolo de
manera que forme una linea fina, uniforme y lo mas
estrecha posible. Introducir la placa en una cubeta
de desarrollo (4.14) bien saturada y desarrollar con
el solvente de desarrollo (5.7) a unos 20°C hasta 1
cm aproximadamente del borde superior de la pla-
ca.

Secar la placa al aire a la temperatura de la
cubeta y pulverizarla con la solucion de 2',7'-diclo-
rofluoresceina (5.17). Identificar la banda de los
monoglicéridos (R; aproximadamente 0,035) con luz
ultravioleta (4.20).

8.3. Anadlisis de los monoglicéridos por croma-
tografia gas-liquido.

Raspar con una espatula la banda citada en el
punto 8.2 (procurando no raspar los componentes
que permanezcan en la linea de base) y pasarla al



matraz de metilacion (4.2). Tratar directamente la
silice recogida como se indica en el Anexo X-B, de
modo que los monoglicéridos se transformen en
ésteres metilicos, y, a continuacion, examinar los
ésteres mediante cromatografia en fase gaseosa,
como se describe en el Anexo X-A.

9. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Calcular la composicion de los &cidos grasos
situados en la posicion y expresar el resultado con
una cifra decimal (nota 3).

10. NOTAS

Nota 1: Control de la actividad lipasica

Preparar una emulsion oleosa como sigue: agi-
tar en un mezclador adecuado una mezcla consti-
tuida por 165 ml de solucion de goma arabiga
(5.21), 15 g de hielo picado y 20 ml de aceite neu-
tralizado (5.18).

En un vaso de precipitados (4.5) introducir 10 ml
de esta emulsion, 0,3 ml de solucion de colato sédi-
co (5.20) y 20 ml de agua destilada.

Colocar el vaso en un termostato a 37°C + 0,5°C
(nota 4) e introducir los electrodos del pH-metro
(4.21) y un agitador espiral (4.22); después, anadir
gota a gota con una bureta (4.23) solucién de hidré-
xido sodico (5.19) hasta obtener un pH de 8,5.

Afadir una suspension acuosa de la lipasa (véa-
se a continuacion) en cantidad suficiente. Se mide
el pH 'y, tan pronto como alcance el valor de 8,3, se
pone en marcha un crondmetro y se va ahadiendo
la disolucion de hidroxido sodico (5.19) gota a gota,
con la velocidad necesaria para mantener constan-
te el pH de 8,3; anotar cada minuto el volumen de
solucioén alcalina consumido.

Llevar los datos obtenidos a un sistema de ejes
de coordenadas, indicando en abscisas los tiempos
y en ordenadas los mililitros de solucion alcalina
necesarios para mantener constante el pH. Debera
obtenerse una gréfica lineal.

La suspension de lipasa mencionada es una
suspension en agua al 1/1000 (p/p). Debera emple-
arse en cada ensayo una cantidad suficiente de
esta suspension, de modo que en 4 o 5 minutos se
consuma 1 ml de solucién alcalina aproximadamen-
te. Normalmente se necesitan de 1 a 5 mg de pol-
VO.

La unidad lipasica se define como la cantidad de
enzima que libera 10 ueq de acido por minuto. La
actividad A del polvo utilizado, medida en unidades
lipasicas por mg, se calcula mediante esta formula:

Vx10
A=
P
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siendo:

V :volumen de soluciéon de hidroxido sédico
(5.19) consumido por minuto
(calculado a partir de la grafica),

P : peso, en mg, de la muestra problema de polvo.

Nota 2: Preparacion de la lipasa

En el comercio pueden encontrarse lipasas de
actividad lipasica satisfactoria. También es posible
prepararlas en laboratorio de la manera siguiente:
tomar 5 kg de pancreas fresco de cerdo, refrigera-
do a 0°C; eliminar la grasa solida y el tejido conjunti-
vo que lo rodean, y triturar en un molino de cuchillas
hasta obtener una pasta fluida. Con un agitador
(4.25) agitar la pasta junto con 2,5 | de acetona
anhidra, durante 4-6 horas y después centrifugar.
Efectuar tres extracciones mas del residuo con el
mismo volumen de acetona anhidra, dos extraccio-
nes con una mezcla de acetona y éter etilico 1:1
(V/V), y dos extracciones con éter etilico, en este
orden.

Desecar el residuo al vacio durante 48 horas
para obtener un polvo estable, que debe almace-
narse en un refrigerador.

Nota 3: Es aconsejable en todos los casos
determinar la composicién de los acidos grasos
totales de la misma muestra, ya que la comparacion
con la de los acidos situados en la posicion 2 facili-
tara la interpretacion de las cifras obtenidas.

Nota 4: Por tratarse de un aceite liquido, la
hidrdlisis se efectua a 37°C. No obstante, en el caso
de la muestra problema se efectuara a 40°C a fin de
que puedan examinarse las grasas con puntos de
fusion de hasta 45°C.

ANEXO Vil

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
TRILINOLEINA

1. OBJETO

Determinacion de la composicion de los triglicé-
ridos de los aceites liquidos vegetales expresada en
su nimero equivalente de carbonos mediante cro-
matografia de liquidos de alto rendimiento.

La presente norma describe un método para
efectuar la separaciéon y determinacion de la com-
posicion de los triglicéridos de los aceites vegetales
segun su peso molecular y grado de insaturacion
en funcién de su nimero equivalente de carbonos
(véase la nota 1).

2. CAMPO DE APLICACION
La presente norma es aplicable a todos los acei-

tes vegetales que contengan triglicéridos de acidos
grasos de cadena larga. Este método es especial-



mente adecuado para detectar la presencia de
pequenas cantidades de aceites semisecantes
(ricos en acido linoleico) en aceites vegetales cuyo
principal acido graso insaturado sea el &cido oleico,
como es el caso de los aceites de oliva.

3. PRINCIPIO

Separacion de los triglicéridos en funcién de su
ndmero equivalente de carbonos mediante croma-
tografia de liquidos de alta resolucion en fase inver-
sa e interpretacion de los cromatogramas.

4. APARATOS

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

4.2. Sistema de inyeccién con un volumen de
10 wl.

4.3. Detector: refractémetro diferencial. La sen-
sibilidad en toda la escala debera ser como minimo
de 10 unidades de indice de refraccion.

4.4, Columna de acero inoxidable de 250 mm de
longitud y 4,5 mm de diametro interior, rellena de par-

ticulas de silice de 5 mm de didmetro con un 22-23%
de carbono en forma de octadecilsilano (nota 2).
4.5. Registrador y/o integrador.

5. REACTIVOS

Los reactivos deberan ser de calidad para andli-
sis. Los disolventes de elucion deberan desgasifi-
carse y podran reciclarse varias veces sin que ello
afecte a las separaciones.

5.1. Cloroformo.

5.2. Acetona.

5.3. Acetonitrilo.

5.4. Fase movil: acetonitrilo + acetona (las pro-
porciones se ajustaran para obtener la separacion
deseada; comenzar con una mezcla 50:50).

5.5. Disolvente de solubilizacion: acetona o
mezcla de acetona-cloroformo 1:1.

5.6. Triglicéridos de referencia: pueden utilizarse bien
triglicéridos comerciales (tripalmitina, trioleina, etc.), en
cuyo caso se reflejaran en un gréfico los tiempos de
retencion frente al nimero equivalente de carbonos,
alternativamente un cromatograma de referencia del
aceite de soja (véanse las notas 3y 4 y las figuras 1y 2).

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cédigo | Denominacion
Acetona 131007 | Acetona PA-ACS-ISO
Cloroformo 131252 | Triclorometano estabilizado con etanol
PA-ACS-ISO
Acetonitrilo 131881 | Acetonitrilo PA-ACS
Tripalmitina A10922 | Glicerol tripalmitato, 98%

6. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Preparar del siguiente modo una solucion al 5%
de las muestras que vayan a analizarse: pesar 0,5
+0,001 g de la muestra en un matraz aforado de 10
mly enrasar hasta 10 ml con el disolvente de solubili-
zacién (5.5).

7. PROCEDIMIENTO

7.1. Instalar el sistema cromatografico. Bombear
fase movil (5.4) a razén de 1,5 ml/mm para purgar el
sistema completo. Esperar hasta que se obtenga
una linea de base estable. Inyectar 10 ul de la mues-
tra preparada como se indica en el punto 6.

8. CALCULO Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Utilicese el método de normalizacién interna, es
decir, considérese que la suma de las areas de los
picos de los diferentes triglicéridos es igual a 100%.

Calcular el porcentaje relativo de cada triglicérido
mediante esta formula:

area del pico
% del triglicérido = x 100
> areas de los picos

donde:

Y areas de los picos: suma de las areas de los
picos

El resultado se expresa con un decimal.

Nota 1: El orden de elucién puede determinarse
calculando el nimero equivalente de carbonos, que
a menudo viene dado por la relacién NEC = NC - 2n,
siendo NC el nimero de carbonos y n el nimero de
enlaces dobles; es posible calcularlo con una preci-
sién mucho mayor tomando en consideracion el ori-
gen del enlace doble. Sin,, ny n,, son el nimero de
enlaces dobles atribuible a los &cidos oleico, linoleico
y linolénico, respectivamente, el nimero equivalente
de carbonos puede calcularse mediante la relacion
siguiente:



NEC =NC -d,n,-d,n-d, n,

Los coeficientes d, d, y d,, pueden calcularse
mediante los triglicéridos de referencia.

En las condiciones que se especifican en el pre-
sente método, la relacion que se obtenga sera simi-
lar a la siguiente:

NEC = NC - [2,60 n] - [2,35 n] - [2,17 n,]

Nota 2: Ejemplos: Lichrosorb (Merck) RP 18 Art
50333;

Lichrosphere (Merck) 100 CH 18 Art 50377 o
similares.

Recomendacion Panreac: 728032.46 Columna
para HPLC, cartucho ChromCart®, CC250/4.6
Lichrospher 100 RP18,5 um.

Nota 3: Algunos triglicéridos de referencia también
permiten calcular la resolucién respecto a la trioleina:

a=TR' /TRlo\eina

utilizando el tiempo de retencidon corregido
TR'=TR - TR disolvente.

La representacion grafica del log a frente a f
(numero de enlaces dobles) permite determinar los
valores de retencion de todos los triglicéridos de los
acidos grasos contenidos en los triglicéridos de
referencia (véase la figura 2).

Figura 1
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Nota 4: La eficacia de la columna debe permitir
separar claramente el pico de la LLL (trilinoleina) de
los triglicéridos con tiempo de retencién proximo.

Nota 5: En el caso de los aceites virgenes lam-
pantes y de los aceites de orujo de oliva brutos,
para obtener una buena separacion del pico de la
trilinoleina de los picos adyacentes o de posibles
sustancias interferentes, se debe purificar previa-
mente el aceite segun la metodologia siguiente:

Se lleva a cabo la absorcion de 200 pl de aceite
sin diluir en una columnita de silice sélida para
extraccion de liquido (tipo SEP PAK silica cartridge-
waters part. n° 51900).

Recomendacion Panreac: 731829 Cartucho
SPE, Silica gel, CHROMAFIX® 400-SiOH, 400 mg

La elucion de los triglicéridos se efectia con
20 ml de hexano anhidro para HPLC en un tiempo
maximo de 20 segundos.

El producto eluido se seca en una corriente de
nitrégeno y se recoge con isopropanol o acetona
(5 ml). Se inyectan entre 10 y 20 ul en HPLC. Es
necesario comprobar que la composicion de acidos
grasos del aceite sea la misma antes y después de
la purificacion, dentro de los limites de error del
método analitico adoptado.

Cromatograma de una muestra de aceite de soja

LLL

QL

PLL

0oL
FOL + SiL

Manpglickrdos
y glglicdigon

Nota: P: é&cido palmitico;
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& g %
N /\/\\ ~ St: &cido estedrico;

O: acido oleico;
L: acido linoleico;
Ln: acido linolénico.




Figura 2
Representacion gréfica del log alfa frente a f (nimero de enlaces dobles)

[ ]
& StSiSt

+o51

log a

~0 2%+

o ) 2 3 4 3 P} 7 M .

Nota: La: acido laurico; My: &cido miristico; P: acido palmitico; St: acido esteérico;
O: acido oleico; L: acido linoleico; Ln: &cido linolénico.
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ANEXO IX

PRUEBA ESPECTROFOTOMETRICA EN EL
ULTRAVIOLETA

INTRODUCCION

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta
puede proporcionar indicaciones sobre la calidad
de una materia grasa, su estado de conservacion y
las modificaciones inducidas por los procesos tec-
nolégicos.

Las absorciones en las longitudes de onda indi-
cadas en el método se deben a la presencia de sis-
temas diénicos vy triénicos conjugados. Los valores
de estas absorciones se expresan en extincion
especifica E1%,1cm (extincion de una solucion de
la materia grasa al 1% en el disolvente determinado,
en un espesor de 1 cm) que se expresara conven-
cionalmente como K, también denominado coefi-
ciente de extincion.

1. OBJETO

El método describe el procedimiento de ejecu-
cion de la prueba espectrofotométrica en el ultravio-
leta de las materias grasas.

2. PRINCIPIO

La materia grasa se disuelve en el disolvente
requerido y se determina la extincion de la solucion
a las longitudes de onda prescritas, respecto al
disolvente puro. A partir de los valores espectrofo-
tométricos se calculan las extinciones especificas.

Panreac

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Espectrofotdmetro para medidas de extin-
cion en el ultravioleta entre 220 y 360 nm, con posi-
bilidad de lectura para cada unidad nanométrica.

3.2. Cubetas de cuarzo, con tapadera, con
paso optico de 1 cm. 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. Matraces aforados de 25 ml.

3.4. Columna de cromatografia, de 270 mm de
longitud y 35 mm de didmetro en la parte superior:
de 270 mm de longitud y 10 mm de diametro en la
parte inferior.

(Modificado por el Reglamento (CE) 183/93)

4. REACTIVOS

4.1. Isooctano (2,2,4-trimetilpentano) de cali-
dad para espectrofotometria: debe tener, respec-
to al agua destilada, una transmitancia del 60%
como minimo a 220 nm y del 95% como minimo a
250 nm; o

— ciclohexano de calidad para espectrofoto-
metria: debe tener, respecto al agua destilada, una
transmitancia del 40% como minimo a 220 nm y del
95% como minimo a 250 nm. (Modificado por el
Reglamento (CE) 183/93)

4.2. Alimina basica para cromatografia en
columna, preparada y controlada como se descri-
be en el apéndice |.

4.3. n-Hexano para cromatografia.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC

Cédigo | Denominacion
Alimina basica para 121100 | Aluminio Oxido Bésico PA
cromatografia en columna
Ciclohexano de calidad para 361250 | Ciclohexano (UV-IR-HPLC) PAI
espectrofotometria
Isooctano de calidad para 362064 | Iso-Octano (UV-IR-HPLC) PAI
espectrofotometria
n-Hexano para cromatografia 362063 | n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI

5. PROCEDIMIENTO

5.1. La muestra debe ser perfectamente homo-
génea y estar exenta de impurezas en suspension.
Los aceites liquidos a temperatura ambiente se fil-
tran con papel de filtro a una temperatura aproxima-
da de 30°C, las grasas sdlidas se homogeneizan y
se filtran a una temperatura superior en 10°C como
maximo a su temperatura de fusion.

5.2. Se pesan con precision 0,25 g aproxima-
damente de la muestra preparada y se colocan en

un matraz aforado de 25 ml, se completa con el
disolvente adecuado y se homogeneiza. La solu-
cion resultante debe estar perfectamente clara. Si
presenta opalescencia o turbidez, se filtrara rapida-
mente con papel de filtro.

5.3. Se llena una cubeta con la solucién obteni-
da y se miden las extinciones, usando como refe-
rencia el disolvente empleado, a las longitudes de
onda comprendidas entre 232 y 276 nm. Los valo-
res de extincion obtenidos deben estar comprendi-
dos en el intervalo entre 0,1 y 0,8; en caso contrario



es necesario repetir la medida utilizando soluciones
mas concentradas o mas diluidas segun el caso.

5.4. Cuando se quiera determinar la extincion
especifica después del tratamiento con alimina se
procedera del siguiente modo: en la columna para
cromatografia se introducen 30 g de alumina basica
en suspension en hexano; después de asentarse el
absorbente se elimina el exceso de hexano, hasta
1 cm aproximadamente sobre el nivel superior de la
alimina.

Se disuelven 10 g de materia grasa, homogenei-
zada y filtrada tal como se describe en el punto 5.1,
en 100 ml de hexano y se vierte esta solucion en la
columna. Se recoge el liquido eluido y se evapora
totalmente el disolvente en vacio a una temperatura
inferior a 25°C.

Con la materia grasa asi obtenida se procede
inmediatamente tal como se indica en el punto 5.2.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS
6.1. Se expresan las extinciones especificas o

coeficientes de extincion a las diversas longitudes
de onda, calculadas como sigue:

Eh
K, =
c-e
siendo:
K, : extincion especifica a la longitud de onda
lambda,
E, : extincién medida a la longitud de onda
lambda,

C : concentracion de la disolucion en g por 100 m,
e : espesor de la cubeta en cm.

Los resultados deben expresarse con dos cifras
decimales.

6.2. La prueba espectrofotométrica del aceite
de oliva segun el método oficial de los Reglamentos
de la CEE requiere la determinacion de la extincion
especifica, en soluciéon en isooctano, a las longitu-
des de onda de 232 y 270 nm, y la determinacion
de AK definido como:

Km—4+ Km+4

AK=K, -
2

donde K, es la extincion especifica a la longitud
de onda m, longitud de onda de maxima absorcion
alrededor de 270 nm.

APENDICE |

Preparacion de la alimina y control de
su actividad

A.1.1. Preparacion de la alumina

En un recipiente que pueda cerrarse hermética-
mente se echa la alimina previamente desecada en
horno a 380-400°C durante tres horas, se afade
agua destilada en una proporcion de 5 ml por 100 g
de alumina, se cierra rapidamente el recipiente, se
agita repetidas veces y se deja reposar durante 12
horas como minimo antes del uso.

A.1.2. Control de la actividad de la alimina

Se prepara una columna para cromatografia con
30 g de alumina. Se opera tal como se describe en
el apartado 5.4. Se hace pasar a través de la
columna una mezcla formada por:

- 95% de aceite de oliva virgen, con extincion
especifica a 268 nm menor que 0,18,

— 5% de aceite de cacahuete tratado con tierras
decolorantes en el proceso de refinado, con una
extincion especifica a 268 nm mayor o igual que 4.

Si, después del paso por la columna, la mezcla
presenta una extincion especifica a 268 nm mayor
que 0,11, la alimina es aceptable; en otro caso se
debe aumentar el porcentaje de hidratacion.

APENDICE II
Ajuste del espectrofotometro

A.2. El aparato debe revisarse periddicamente
(por lo menos cada seis meses) tanto en lo que se
refiere a la conformidad de la longitud de onda
como a la exactitud de la respuesta.

A.2.1. El control de la respuesta de la longitud
de onda puede hacerse mediante una lampara de
vapor de mercurio o mediante filtros adecuados.

A.2.2. Para controlar la célula fotoeléctrica y el
fotomultiplicador se procede como sigue: se pesan
0,2 g de cromato potasico de calidad para espec-
trofotometria, se disuelven, en un matraz aforado
de 1000 ml, en una solucion de hidréxido potasi-
co 0,05N y se completa hasta el enrase. De la solu-
cion 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
hidréxido potasico.

Se mide la extincion a 275 nm de la solucion asi
obtenida, utilizando la soluciéon de hidréxido potasi-
co como referencia. La extincion medida en cubeta
de 1 cm deberé ser de 0,200 + 0,005.
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REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cédigo | Denominacion
Cromato potasico 121497 | Potasio Cromato PA
Hidréxido potasico 0,05N 181517 | Prepararlo a partir de Potasio Hidréxido
1 mol/l (1N) SV diluido convenientemente
con agua
ANEXO X «A» 3.1. Cromatdgrafo de gases

ANALISIS DE LOS ESTERES METILICOS
DE LOS ACIDOS GRASOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES

1. OBJETO

El presente método internacional proporciona
orientaciones generales para determinar, mediante
cromatografia de gases con columna de relleno o
capilar, la composiciéon cualitativa y cuantitativa de
una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos
obtenidos con arreglo al Anexo X B.

El método no es aplicable a los acidos grasos
polimerizados.

2. REACTIVOS

2.1. Gas portador

Gas inerte (nitrégeno, helio, argdn, hidrégeno,
etc.), perfectamente desecado y que contenga
menos de 10 mg/kg de oxigeno.

Nota 1: El hidrogeno, que solo se emplea como
gas portador en las columnas capilares, puede
duplicar la velocidad del andlisis, pero es peligroso.
Existen dispositivos de seguridad.

2.2. Gases auxiliares

2.2.1. Hidrégeno (pureza =99,9%) exento de
impurezas organicas.

2.2.2. Aire u oxigeno, exento de impurezas
organicas.

2.3. Patron de referencia

Una mezcla de ésteres metilicos de &cidos gra-
S0S puros, o los ésteres metilicos de una grasa de
composiciéon conocida vy, preferentemente, similar a
la de la materia grasa objeto de andlisis.

Debera evitarse la oxidacion de los acidos gra-
s0s polinsaturados.

3. APARATOS

Las normas que figuran a continuacion se refie-
ren al equipo ordinario para cromatografia de
gases, utilizando columnas de relleno y/o capilares
y un detector de ionizacion de llama. Podré utilizar-
se cualquier aparato cuya eficacia y resolucion se
ajusten a lo dispuesto en el punto 4.1.2.

El cromatégrafo de gases constara de los
siguientes elementos:

3.1.1. Sistema de inyeccién

Utilizar un sistema de inyeccion:

a) con columnas de relleno, con un espacio
muerto lo méas pequefio posible (en este caso, el
sistema de inyeccion podra calentarse a una tem-
peratura que sea entre 20 y 50°C superior a la de la
columna); o

b) con columnas capilares; en este caso, el sis-
tema de inyeccion estara especiaimente disefiado
para poder operar con esa clase de columnas;
podra utilizarse un inyector con division de flujo o un
inyector "on column".

Nota 2: En ausencia de acidos grasos con
menos de 16 atomos de carbono, podra utilizarse
un inyector de aguja movil.

3.1.2. Horno

El horno podré calentar la columna a 260°C
como minimo y mantener dicha temperatura con
una oscilacion maxima de 1°C, si se emplea una
columna de relleno, y de 0,1°C, si se emplea una
columna capilar. Este Ultimo requisito es especial-
mente 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 ato-
mos de carbono.

3.1.3. Columna de relleno

3.1.3.1.Columna de un material inerte a las sus-
tancias que vayan a analizarse (es decir, vidrio o
acero inoxidable) y de las dimensiones siguientes:

a) Longitud: de 1 a 3 m. Con &cidos grasos de
cadena larga (mas de C,,) es conveniente utilizar
una columna relativamente corta. Para el andlisis de
acidos con 4 o 6 atomos de carbono se recomien-
da una columna de 2 m.

b) Diametro interior: de 2 a 4 mm.

Nota 3: Si hay componentes poliinsaturados con
mas de tres enlaces dobles, pueden descomponer-
se en una columna de acero inoxidable.

Nota 4: Puede utilizarse un sistema con doble
columna de relleno.

Recomendacion Panreac: 710006 Columna de
acero inoxidable con relleno standard, 6' long., 1/8"
OD, 2 mm ID.

3.1.3.2.Relleno, que incluya los siguientes ele-
mentos:



a) Soporte: tierra de diatomeas lavada con acido
y silanizada, u otro soporte inerte adecuado, con un
margen estrecho de tamafno de grano (margen de
25 um, entre 125 y 200 pm); el tamano medio de
grano estara en funcion del diametro interior y de la
longitud de la columna.

b) Fase estacionaria: liquido polar de tipo poliés-
ter (por ejemplo: polisuccinato de dietilenglicol, poli-
succinato de butanodiol, poliadipato de etilenglicol,
etc.), cianosiliconas o cualquier otro liquido que per-
mita efectuar la separacion cromatografica exigida
(véase el punto 4). La fase estacionaria debera
constituir del 5% (m/m) al 20% (m/m) del relleno.
Para algunas separaciones podra utilizarse una fase
fija no polar.

Recomendacion Panreac: 705103 Chromosorb
recubierto con fase estacionaria Dietilenglicol
succinato / 10% en Chromosorb W-AW.

3.1.3.3.Acondicionamiento de la columna

Estando la columna desconectada del detector,
si es posible, calentar el horno gradualmente hasta
185°C y hacer pasar a través de la columna recién
preparada una corriente de gas inerte a razén de
20-60 ml/min durante 16 horas como minimo a la
temperatura citada y, a continuacion, a la tempera-
tura de 195°C durante 2 horas mas.

3.1.4. Columna capilar

Recomendacion Panreac: 733060.25 Columna
capilar FS-CW 20 M, 25 m long., 0,25 mm ID,
0,25 pym espesor.

3.1.4.1.Tubo de un material inerte a las sustan-
cias que vayan a analizarse (generalmente, vidrio o
silice fundida). El diametro interior estara compren-
dido entre 0,2 y 0,8 mm. La superficie interior se
sometera a un tratamiento adecuado (por ejemplo,
preparacion de la superficie, inactivacion) antes de
introducir el recubrimiento de fase fija. En la mayoria
de casos, es suficiente una longitud de 25 m®©.

3.1.4.2.Fase estacionaria de tipo poliglicol
[poli(etilenglicol) 20 000], poliéster (polisuccinato de
butanodiol) o polisiloxano polar (cianosiliconas),
generalmente. Son apropiadas las columnas de
fase quimicamente ligada.

Nota 5: 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
0,1y 0,2 um.

3.1.4.3.Montaje y acondicionamiento de la
columna.

Observar las precauciones normales de montaje
de columnas capilares (es decir, instalacion de la
columna en el horno, eleccién y montaje de las jun-
tas (estanqueidad), conexion de los extremos de la
columna al inyector y al detector (reduccion de los
espacios muertos). Colocar la columna bajo un flujo

(3) En la Directiva consta erréneamente como mm

de gas portador [por ejemplo, 0,3 bar (30 kPa) para
una columna de 25 mm de longitud y 0,3 mm de
diametro interior].

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

Nota 6: En el comercio pueden obtenerse
columnas adecuadas previamente acondicionadas.

3.1.5. Detector que puede calentarse a una
temperatura superior a la de la columna.

3.2. Jeringa

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

3.3. Registrador

Si se emplea la curva del registrador para calcu-
lar la composicion de la mezcla analizada, se nece-
sita un registrador electrénico de alta precision
compatible con los aparatos utilizados. El registra-
dor debera tener las siguientes caracteristicas:

a) tiempo de repuesta inferior a 1,5 sy, preferi-
blemente, inferior a 1 s (el tiempo de repuesta es el
tiempo que tarda la pluma registradora en pasar de
0 a 90% después de la introduccioén instantanea de
una sefal del 100%);

b) ancho del papel: 20 cm como minimo;

c) velocidad del papel: ajustable a valores com-
prendidos entre 0,4 cm/min y 2,5 cm/min.

3.4. Integrador

La utilizacion de un integrador electronico permi-
te efectuar calculos rapidos y precisos. Debe pro-
porcionar una respuesta lineal de sensibilidad ade-
cuada y la correccion de la desviacion de la linea de
base debe ser satisfactoria.

4. PROCEDIMIENTO

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

Como alternativa puede emplearse un cromaté-
grafo de gases con catarémetro (cuyo funciona-
miento se basa en el principio de los cambios de
conductividad térmica). En ese caso, las condicio-
nes de ensayo deberan modificarse como se indica
en el punto 6.

4.1. Condiciones de ensayo

4.1.1. Determinacion de las condiciones opera-
tivas 6ptimas

4.1.1.1.Columna de relleno

Al establecer las condiciones de ensayo debe-
ran tenerse en cuenta las variables siguientes:



a) longitud y didmetro de la columna;

b) composicion y cantidad de la fase estaciona-
ria;

¢) temperatura de la columna;

d) flujo del gas portador;

e) resolucion exigida;

f) tamafo de la muestra problema, determinado
de modo gque el conjunto del detector y el electro-
metro dé una respuesta lineal;

g) duracién del analisis.

Como norma general, las cifras de las tablas 1y 2
permitiran obtener los resultados deseados, es decir,
al menos 2000 platos tedricos por metro de longitud
de columna en el caso del estearato de metilo, y su
elucion en 15 minutos aproximadamente.

Cuando el aparato lo permita, la temperatura del
inyector debera ser de 200°C aproximadamente y la
del detector debera ser igual o superior a la de la
columna.

Por lo general, la razén entre la velocidad de flu-
jo del hidrégeno suministrado al detector de ioniza-
cién de llama y la del gas portador oscila entre 1:2 y
1:1, en funcién del diametro de la columna. El flujo
del oxigeno es de 5 a 10 veces superior al del hidro-
geno.

Tabla 1
Diametro interior Flujo del gas
de la columna portador
mm ml/min
2 15a25
3 20a40
4 40 a 60
Tabla 2
Concentracion Temperatura
de la fase fija de la columna
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185

4.1.1.2.Columna capilar

Las propiedades de eficacia y permeabilidad de
las columnas capilares implican que la separacion
de los constituyentes y la duracion del andlisis
dependen considerablemente del flujo del gas por-
tador en la columna. Por lo tanto, para optimizar las
condiciones operativas sera necesario manipular
este parametro (o, lo que es mas sencillo, la presion
en cabeza de columna) segun se desee mejorar las
separaciones o efectuar un analisis rapido.

4.1.2. Determinacion del numero de platos ted-
ricos (eficacia) y de la resolucion (figura 1)

Efectuar el andlisis de una mezcla de estearato
de metilo y de oleato de metilo (por ejemplo, ésteres
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metilicos de manteca de cacao) en proporciones
aproximadamente equivalentes.

Escoger la temperatura de la columna vy el flujo
del gas portador de manera que el maximo del pico
del estearato de metilo se registre aproximadamen-
te 15 minutos después del pico del disolvente. Utili-
zar una cantidad suficiente de la mezcla de ésteres
metilicos, de manera que el pico del estearato de
metilo se eleve a tres cuartos aproximadamente de
la escala completa.

Calcular el numero «n» de platos tedricos (efica-
cia) mediante la siguiente férmula:

drﬂ 2
n=16 -
a1

la resolucién «R» mediante la siguiente formula:

2A
R=
a, +a,

siendo:

d: distancia en mm, desde el inicio del
cromatograma hasta el maximo del
pico del estearato de metilo,

a,ya, anchura, en mm, de los picos del este-

arato de metilo y del oleato de metilo,
respectivamente, medida entre los
puntos de interseccion de las tangen-
tes en los puntos de inflexién de la cur-
va con la linea de base,

A distancia, en mm, entre los dos maxi-
mos de los picos del estearato de
metilo y del oleato de metilo.

y el indice de resolucién "Ir" mediante la siguien-
te formula:

siendo:

a : altura del pico mas pequefio, medida a partir
de la linea de base;

b : altura del punto mas bajo del valle compren-
dido entre los dos picos adyacentes, medida
a partir de la linea de base.

(Modificado  por el Reglamento (CEE)

N° 1429/92)
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Figura 1
Cromatograma para determinar el nimero de platos tedricos (eficacia) y la resolucion
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Se estableceran unas condiciones de analisis
que permitan obtener al menos 2 000 platos tedri-
cos por metro de longitud de columna para el este-
arato de metilo y una resolucion de 1,25 como mini-
mo.

4.2. Muestra problema

Tomar con la jeringa (3.2) de 0,1 pl a 2 pl de la
solucion de ésteres metilicos preparados con arre-
glo al Anexo X B e inyectarlos en la columna.

En el caso de ésteres no disueltos, preparar una
solucion de 100 mg/ml aproximadamente en hepta-
no de calidad para cromatografia e inyectar de
0,1 pla 1 pl de esta solucion.

Si solo se desean detectar los componentes
presentes en cantidades muy pequefas, se podra
aumentar el tamano de la muestra (hasta 10 veces).

4.3. Analisis

Como norma general, las condiciones de ensa-
yo son las que se especifican en el punto 4.1.1.

No obstante, cuando se determinan acidos con
menos de 12 atomos de carbono es posible operar

a menor temperatura de columna, mientras que
cuando se determinan acidos grasos con mas de
20 atomos de carbono es posible operar a una
temperatura mayor. A veces se puede utilizar en los
dos casos anteriores un sistema de programacion
de temperatura. Por ejemplo, si la muestra contiene
ésteres metilicos de acidos grasos con menos de
12 atomos de carbono, inyectar la muestra a 100°C
(0 a 50 — 60°C si hay acido butirico) y elevar inme-
diatamente la temperatura a razén de 4 — 8 °C/min
hasta alcanzar el nivel deseado. En algunos casos
es posible combinar ambos procedimientos.

Tras el calentamiento programado, se continta
la elucion a temperatura constante hasta que todos
los componentes se hayan eluido. Si el instrumento
no puede efectuar un calentamiento programado,
se opera a dos temperaturas fijas comprendidas
entre 100 y 195°C.

Si es necesario, se recomienda que se efectle
un andlisis con dos fases fijas de diferente polaridad
para comprobar la ausencia de picos «ocultos», por
ejemplo en caso de presencia simultanea de C,g.5 ¥
Cy0.0 0 Cig.5 Y Cyg.p cONjugados.



4.4. Preparacion del cromatograma vy las grafi-
cas de referencia

Analizar la mezcla patrén de referencia (2.3) apli-
cando las mismas condiciones de ensayo que a la
muestra y medir los tiempos o las distancias de
retencion de los acidos grasos que la componen.
Representar graficamente en papel semilogaritmi-
co, para cualquier grado de insaturacion, el logarit-
mo del tiempo o de la distancia de retencién en fun-
cion del nimero de atomos de carbono. En
condiciones isotérmicas, las gréficas de los ésteres
de cadena lineal con el mismo grado de insatura-
cién deben formar lineas rectas. Dichas lineas rec-
tas deben ser aproximadamente paralelas.

Deben evitarse las condiciones que propicien la
existencia de «picos ocultos», es decir, una resolu-
cion insuficiente para separar dos componentes.

5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

5.1. Andlisis cualitativo

Identificar los picos del estearato de metilo de la
muestra a partir de los graficos citados en el punto
4.4, si es necesario por interpolacion.

5.2. Analisis cuantitativo

5.2.1. Determinacion de la composicion

Salvo en casos excepcionales, utilizar el método
de normalizacion interna, es decir, partir del princi-
pio de que todos los componentes de la muestra
estan representados en el cromatograma, de
manera que el total de las areas situadas debajo de
cada pico representa el 100% de los constituyentes
(elucion total).

Si el equipo incluye un integrador, utilizar las
cifras que éste proporcione. En caso contrario,
determinar el area situada debajo de cada pico mul-
tiplicando la altura del pico por el ancho a la mitad
de la altura y, cuando sea necesario, tomar en con-
sideracion las atenuaciones utilizadas durante el
registro.

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:

A

SA

x 100

siendo:
A : area del pico correspondiente al componente .
YA suma de las areas de todos los picos.

Expresar el resultado con una cifra decimal.
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Nota 7: En este caso general se considera que
el resultado del célculo basado en las éreas relativas
representa el porcentaje en peso. 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 algunos casos, por ejemplo en presencia de
acidos grasos con menos de 8 atomos de carbono
o de acidos con grupos secundarios, si se utilizan
detectores de conductividad térmica o si es nece-
sario alcanzar mayor nivel de exactitud, deben apli-
carse factores de correccion para convertir los por-
centajes de las areas de los picos en porcentajes en
peso de los componentes.

Determinar los factores de correccion con un
cromatograma obtenido del andlisis de una mezcla
de referencia de ésteres metilicos de composicion
conocida en condiciones de ensayo idénticas a las
empleadas para el andlisis de la muestra.

La férmula que se aplicara a la muestra de refe-
rencia para obtener el porcentaje en peso del com-
ponente i es la siguiente:

m,
x 100
>m
siendo:
m; . peso del componente i de la muestra de
referencia,

>m : suma de los pesos de los diversos compo-
nentes de la muestra de referencia.

A partir del cromatograma de la muestra de refe-
rencia (4.4) calcular el porcentaje (area/area) del
componente i del siguiente modo:

Ai
x 100
SA
siendo:
A;: érea del pico correspondiente al compo-
nente i,

>A :suma de las éreas de todos los picos.

El factor de correcciéon se calcula del siguiente
modo:

mx YA

A xym

Por lo general, los factores de correccion se
expresan con relacion a K4, de modo que los fac-
tores relativos se convierten en lo siguiente:
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En la muestra, el contenido de cada componen-
te i, expresado como porcentaje en peso de los
ésteres metilicos, es el siguiente:

K x A
x 100
SK' X A)

Expresar los resultados con una cifra decimal.

5.2.2.3.Utilizaciéon de patrén interno

En algunos andlisis (por ejemplo, cuando no se
cuantifican todos los acidos grasos por estar pre-
sentes simultaneamente acidos de 4 y 6 atomos de
carbono y &acidos de 16 y 18 atomos de carbono, o
cuando es necesario determinar la cantidad absolu-
ta de un &cido graso en la muestra) es preciso utili-
zar un patrén interno. Se emplean con frecuencia
acidos grasos de 5, 15 0 17 atomos de carbono.
Debe determinarse, si es necesario, el factor de
correccion del patréon interno.

El porcentaje en peso del componente i, expre-
sado como ésteres metilicos, se calcula mediante
esta férmula:

mg X K'Y x A
x 100
m x K p X Ap
siendo:
A : area del pico correspondiente al compo-
nente i.
Ap: area del pico correspondiente al patrén
interno.

K" : factor de correccidon del componente i (con
relacion a K, g).

K' . factor de correccion del patron interno (con
relacion a K,g).

m: peso, en mg, de la muestra.

m_ : peso, en mg, del patrén interno.

Expresar los resultados con una cifra decimal.

6. CASO ESPECIAL DE
DETERMINACION DE LOS
ISOMEROS TRANS
(Reglamento (CEE) N° 1429/92)

Es posible determinar el contenido de isdbmeros
trans de los acidos grasos con un nimero de ato-
mos de carbono comprendido entre 10 y 24 por
separacion de los ésteres metilicos, utilizando
columnas cromatogréficas capilares con una polari-
dad especial.

6.1. Columna capilar de silicio de un diametro
interno comprendido entre 0,25 mm y 0,32 mm y
de 50 m de longitud, recubierta de una capa de cia-
nopropisilicona de un espesor comprendido entre

0,1y 0,3 um (tipo SP 2340, tipo SP 2380, C.P. sil
88, Silor 10 o similar).

Recomendacion Panreac: 726089.60 Columna
capilar para GC, OPTIMA® 240, 60 m long.,
0,25 mm ID, 0,25 pym espesor.

6.2. Los ésteres metilicos se preparan segun el
procedimiento B descrito en el Anexo X "B". Las
materias grasas con una acidez libre superior al 3%
deben neutralizarse previamente con arreglo al pun-
to 6.1 del Anexo VII.

6.3. Las condiciones generales de trabajo para
la cromatografia en fase gaseosa son las siguientes:

— temperatura de la columna programada de
150° a 230°C (por ejemplo, 165°C durante 15
minutos y a continuaciéon un aumento de 5°C por
minuto hasta alcanzar 200°C),

— temperatura del inyector: 250°C si se utiliza el
sistema de inyector divisor o la temperatura inicial
de la columna si se emplea el sistema "on column®,

— temperatura del detector: 260°C,

— flujo del gas vector (helio e hidrogeno):
1,2 ml/minuto.

La cantidad inyectada debe ser tal que, en las
condiciones de sensibilidad empleadas, la altura del
pico correspondiente al éster metilico del acido ara-
quidico sea igual o superior al 20% del fondo de
escala.

6.4. La identificacion de los diversos ésteres
metilicos se efectia comparando los tiempos de
retenciéon con los de las mezclas de referencia (tal y
como se indica en el punto 2.3).

Los ésteres de los acidos grasos trans son elui-
dos antes que los isémeros cis correspondientes.
En la figura 2 se presenta un ejemplo de cromato-
grama.



1 SOLVENTE

Cromatograma de gases tipo relativo a la determinacion de los isémeros trans

Figura 2

de los &cidos grasos con columna capilar
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Cromatograma de gases tipo relativo a la determinacion de los isémeros trans de los acidos
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6.5. La eficacia de la columna determinada con
arreglo al punto 4.1.2 debera permitir una separa-
cién, con un indice de resolucion superior a 2, de
determinadas parejas criticas, como la formada por
el grupo de los acidos transisoleicos y el pico del
acido oleico (trans C18:1/cis C18:1).

6.6. La proporcion de los diversos acidos grasos
trans se calcula estableciendo la relacién entre la
superficie del pico correspondiente y la suma de las
superficies de todos los picos presentes.

Se toman en consideracién los porcentajes de
los &cidos:

— trans octadecenoicos (T 18:1), que en el Ane-
xo | del presente Reglamento figuran como tal de
isbmeros transoleicos,

— cis-trans y trans-cis octadecadienoicos
[(CT/TC) 8:2], que en el Anexo | del presente Regla-
mento figuran como tal de isdbmeros translinoleicos,

— trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis,
trans-cis-cis octadecatrienoicos [[TCT+CCT+CTC
+TCC) 18:3], que en el Anexo | del presente Regla-
mento figuran como total de isémeros translinoléni-
Cos.

Nota 8: Teniendo en cuenta las caracteristicas
particulares de este método, los resultados deben
darse con dos decimales.

7. CASO ESPECIAL DE UTILIZACION
DE UN CATAROMETRO
(FUNCIONAMIENTO BASADO EN EL
PRINCIPIO DE LOS CAMBIOS DE
CONDUCTIVIDAD TERMICA)

Para la determinacion de la composicion cualita-
tiva y cuantitativa de una mezcla de ésteres metili-
cos de acidos grasos también podra utilizarse un
cromatografo de gases provisto de un detector
cuyo funcionamiento se base en el principio de los
cambios de conductividad térmica (catarémetro).
En ese caso, las condiciones establecidas en los
puntos 3 y 4 deberan modificarse como se indica
en la tabla 3.

Para el andlisis cuantitativo, utilizar los factores
de correccién definidos en el punto 5.2.2.2.

Tabla 3

Variable

Valor / condicién

Columna Longitud: 2a4 m
Diametro interior: 4 mm
Soporte Tamano de grano entre 160 y 200 pm

Concentracion de la fase estacionaria

De 15% a 25% (m/m)

Gas portador

Helio o, en su defecto, hidrogeno, con el menor
contenido de oxigeno posible

Gases auxiliares

Ninguno

Temperatura del inyector

De 40 a 60°C mas que la de la columna

Flujo del gas portador

Normalmente entre 60 y 80ml/min

Tamano de la muestra problema inyectada

Normalmente entre 0,5y 2 pl

8. INFORME DEL ANALISIS

En el informe del andlisis se expondran los méto-
dos utilizados para la preparacion de los ésteres
metilicos y para la realizacién del andlisis mediante
cromatografia de gases, asi como los resultados
obtenidos. Se mencionaran, asimismo, cualesquie-
ra procedimientos de trabajo que no se especifi-
quen en la presente norma internacional o que se
consideren facultativos, asi como toda circunstan-
cia que pueda haber influido en los resultados.

El informe del andlisis incluira todos los datos
necesarios para la completa identificacion de la
muestra.

ANEXO X "B"

PREPARACION DE LOS ESTERES
METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS DE
CONFORMIDAD CON LOS PUNTOS 1 Y II
DEL ANEXO VI DEL REGLAMENTO (CEE)
N° 72/77 O SEGUN EL METODO QUE SE
DESCRIBE A CONTINUACION

INTRODUCCION

La elecciéon del procedimiento a utilizar debera
hacerse en funcion de la composicion de los acidos
y de la acidez de la materia grasa que haya que
examinar y del andlisis mediante cromatografia de
gases que deba efectuarse.



En particular:

— cuando se trate de materias grasas que con-
tengan acidos grasos inferior a C,,, sélo podran uti-
lizarse los procedimientos en tubo cerrado o con
dimetilico,

— cuando se trate de materias grasas con una
acidez superior al 3%, solo podran utilizarse los
procedimientos con mezcla de metanol y acido
clorhidrico o con sulfato dimetilico,

— en la determinacién mediante cromatografia
de gases de los isdbmeros trans, sélo podran utilizar-
se los procedimientos con metilato sédico o con
sulfato dimetilico,

— el procedimiento con mezcla de metanol,
hexano y acido sulfurico debera utilizarse en la pre-
paracién de los ésteres metilicos de pequefias can-
tidades de materias grasas por separacién median-
te cromatografia en capa fina.

No se tendra en cuenta el insaponificable cuan-
do no supere el 3%; en caso contrario, los ésteres
metilicos deberan prepararse a partir de los acidos
grasos.

1. OBJETO

A continuacién se describen cinco procedimien-
tos para la preparacion de los ésteres metilicos de
las materias grasas:

a) con metilato sodico;

b) con metilato sodico en tubo cerrado;

¢) con mezcla de metanol y acido clorhidrico en
tubo cerrado;

d) con sulfato dimetilico;
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€) con mezcla de metanol, hexano y acido sulfu-
rico.

Procedimiento A
2. PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de andlisis se calienta a
reflujo con alcohol metilico y metilato sédico. Los
ésteres metilicos que se obtengan se extraen con
éter etilico.

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Matraz redondo de 100 ml con refrigerante
de reflujo, provisto en su extremidad superior de un
tubo para cal sédica, con junta esmerilada.

3.2. Probetas de 50 ml.

3.3. Pipeta de 5 ml graduada en divisiones de
0,1 ml.

3.4. Embudos de separacion de 250 ml.

3.5. Matraz redondo de 200 ml.

4. REACTIVOS

4.1. Metanol anhidro.

4.2. Solucion de metilato sédico en metanol al
1% aproximadamente. Se prepara disolviendo
0,34 g de sodio metal en 100 ml de metanol anhidro.

4.3. Eter etilico.

4.4, Solucion de cloruro sédico al 10%.

4.5. Eter de petréleo 40°-60°C.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Coédigo | Denominacion

Cloruro sédico 131659 | Sodio Cloruro PA-ACS-ISO

Eter de petroleo 40°-60°C 131315 | Eter de Petroleo 40-60°C PA-ISO

Eter etilico 132770 | Eter Dietilico estabilizado con ~6 ppm de BHT
PA-ACS-ISO

Metanol anhidro 481091 | Metanol seco (max. 0,01% de agua)
DS-ACS-ISO

Sodio metal 131699 | Sodio metal, barras PA-ACS

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Introducir en el matraz de 100 ml 2 g de
grasa previamente deshidratada en sulfato sédico y
filtrada. Ahadir 35 ml de metanol, acoplar el refrige-
rante y llevar a ebullicibn manteniéndola a reflujo
durante algunos minutos.

5.2. Interrumpir el calentamiento, separar el
refrigerante y afiadir rapidamente 3,5 ml de la solu-
ciéon de metilato sédico; acoplar nuevamente el
refrigerante y hervir a reflujo durante 3 horas como

minimo. La metilacion se habra completado cuando
toda la materia grasa se haya disuelto y la mezcla
de reaccioén esté perfectamente transparente a tem-
peratura ambiente.

5.3. Enfriary verter la mezcla de reaccion en una
ampolla de separacion de 250 ml, afadir 35 0 40 ml
de éter etilico, 100 ml de agua 'y 5 o 6 ml de la solu-
cion de cloruro sodico al 10%. Agitar y esperar a
que se produzca la separacion de las capas; trans-
ferir la fase acuosa a una segunda ampolla de sepa-
racion y extraerla de nuevo con 25 ml de éter etilico.



Anadir a los extractos etéreos reunidos 50 ml de
éter de petrodleo 40-60°C, lo que provocara la sepa-
racion del agua que debe eliminarse.

Lavar la fase etérea tres veces con 10 o 15 ml
de agua cada vez, desecar sobre sulfato sodico y
pasar filtrando a través de papel a un matraz redon-
do de 200 ml.

Concentrar la solucion al bafio Maria hasta unos
20 ml mientras se hace pasar una corriente de
nitrégeno puro.

Procedimiento B
2. PRINCIPIO DEL METODO
La materia grasa objeto de analisis es tratada

con metilato sédico en solucion metandlica, en reci-
piente cerrado, a 85° — 90°C.

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Tubo de vidrio de paredes gruesas, de
unos 5 ml (altura: 40-45 mm, didametro: 14-16 mm).

3.2. Pipeta de 1 ml graduada en divisiones de
0,1 ml.

4. REACTIVOS

4.1. Solucion de metilato sodico en metanol al
1,5% aproximadamente. Se prepara disolviendo
0,50 g de sodio metal en 100 ml de metanol anhi-
dro.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Codigo | Denominacion
Metanol anhidro 481091 | Metanol seco (max. 0,01% de agua)
DS-ACS-ISO
Sodio metal 131699 | Sodio metal, barras PA-ACS

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Introducir en el tubo de vidrio 2 g de mate-
ria grasa previamente deshidratada en sulfato sodi-
co y filtrada. Afadir 0,3 g (unos 0,4 ml) de la solu-
cion de metilato sédico y cerrar el tubo a la llama.

5.2. Mantener el tubo durante dos horas al
bafio Maria a una temperatura entre 85° y 90°C agi-
tandolo de vez en cuando. La esterificacion se
habra conseguido cuando se vuelva transparente el
contenido del frasco tras la sedimentacion de la gli-
cerina y de los residuos de los reactivos.

5.8. Enfriar a temperatura ambiente. Abrir el
tubo cuando se vayan a utilizar los ésteres metili-
cos. Estos no necesitan de ninguna otra manipula-
cion antes de ser analizados.

Procedimiento C
2. PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de andlisis es tratada
con una mezcla de metanol y &cido clorhidrico, en
tubo cerrado, a 100°C.

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Tubo de vidrio de paredes gruesas, de
unos 5 ml (altura: 40-45 mm, diametro: 14-16 mm).
3.2. Pipetas aforadas de 1y 2 ml.

4. REACTIVOS

4.1. Solucion de écido clorhidrico en metanol al
2%. Se prepara con acido clorhidrico gaseoso y
metanol anhidro (nota 1).

4.2. Hexano de calidad adecuada para cro-
matografia.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Coédigo | Denominacion
Hexano de calidad adecuada 362063 | n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI
para cromatografia
Metanol anhidro 481091 | Metanol seco (max. 0,01% de agua)

DS-ACS-ISO




5. PROCEDIMIENTO

5.1. Introducir en el tubo de vidrio 0,2 g de
materia grasa, previamente deshidratada en sulfato
sédico y filtrada, y 2 ml de la solucion de acido clor-
hidrico en metanol. Cerrar el tubo a la llama.

5.2. Mantener el tubo durante 40 minutos al
bano Maria a 100°C.

5.3. Enfriar el tubo en agua corriente, abrirlo,
anadir 2 ml de agua destilada y 1 ml de hexano.
Centrifugar y extraer la fase del hexano que estara
lista para ser utilizada.

Procedimiento D
2. PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de andlisis se saponifica
con una solucién en alcohol metilico de hidroxido
potéasico, y después se trata con sulfato dimetilico.
Tras afadir acido clorhidrico, los ésteres metilicos
formados se separan espontaneamente. Mediante
el tratamiento posterior con alimina, se obtienen
ésteres metilicos de elevada pureza.
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3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Tubo de ensayo de vidrio de paredes grue-
sas, de 20 ml aproximadamente de capacidad, con
tapon esmerilado 10/19 y enganches de seguridad.

3.2. Refrigerante de reflujo de cinco ampollas
con junta esmerilada 10/19.

3.3. Filtros de vidrio de fondo poroso, de gra-
duacién G 2 y diametro de 20 mm.

3.4. Tubos de ensayo de vidrio de fondo coni-
co, de unos 10 ml de capacidad.

3.5. Jeringasde 1y 5 ml.

4. REACTIVOS

4.1. Solucién al 10% de hidréxido potéasico en
alcohol metilico de calidad adecuada para cro-
matografia.

4.2. Solucién al 0,05% del indicador verde
de bromocresol en alcohol metilico.

4.3. Sulfato dimetilico (d = 1,335 a 15°C).

4.4. Acido clorhidrico concentrado (d = 1,19)
diluido 1:1 con alcohol metilico de calidad cro-
matografica.

4.5. Oxido de aluminio normalizado segun el
método Brockmann para cromatografia de adsor-
cion.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cédigo | Denominacion
Acido clorhidrico concentrado (d = 1,19) 131020 | Acido Clorhidrico 37% PA-ACS-ISO
Alcohol metilico de calidad 361091 | Metanol (UV-IR-HPLC-HPLC preparativa) PAI
adecuada para cromatografia
Hidréxido potasico 121515 | Potasio Hidréxido 85% lentejas PA
Oxido de aluminio 121100 | Aluminio Oxido Basico PA
Solucion al 0,05% del indicador verde 281760 | Verde de Bromocresol solucion 0,04% RV
de bromocresol en alcohol metilico
Sulfato dimetilico (d = 1,335 a 15°C) 162714 | Dimetilo Sulfato PS

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Introducir en el tubo de ensayo de 20 ml
unos 2,2 ml de materia grasa previamente deshi-
dratada en sulfato sddico y filtrada; afiadir 5 ml de la
solucion de hidréxido potasico y algunos granos de
piedra pémez para regular la ebullicion. Acoplar el
refrigerante de reflujo y calentar agitando sobre lla-
ma pequena durante 5 minutos. Para que la saponi-
ficacion sea completa, la solucién debera volverse
transparente. Por Ultimo, enfriar en agua corriente y
separar el refrigerante.

5.2. Ahadir dos gotas del indicador y, lentamen-
te, con la ayuda de una jeringa, 1 ml de sulfato
dimetilico. Cerrar herméticamente el tubo de ensa-
yo y agitar durante dos o tres minutos, introducien-
do con frecuencia el fondo del tubo en agua hirvien-

do: la reaccion sera completa cuando el indicador
pase del azul al amarillo. Al final, enfriar el tubo en
agua corriente, abrirlo y afadir 5 ml de la solucién
metandlica de acido clorhidrico.

5.3. Tras agitar durante unos segundos, inclinar
el tubo y darle ligeras sacudidas que faciliten la apa-
ricién de los ésteres metilicos en forma de masa
oleosa (nota A).

Retirar los ésteres metilicos con una jeringa,
introducirlos en un tubo de fondo cénico, ahadir un
volumen de alimina equivalente a un cuarto del
volumen de los ésteres metilicos, agitar y filtrar con
papel de filtro.

Nota A: En caso de que no se produzca espon-
taneamente la separacion de los ésteres metilicos,
anadir al tubo 5 ml de agua y agitar.



Procedimiento E
2. PRINCIPIO DEL METODO

LLa materia grasa objeto de andlisis se calienta a
reflujo con metanol, hexano y acido sulfurico. Los
ésteres metilicos que se obtengan se extraeran con
éter de petréleo.

3. MATERIAL Y APARATOS
3.1. Tubo de ensayo de unos 20 ml de capaci-

dad, con refrigerante de reflujo de aire, de 1 m apro-
ximadamente de longitud, con junta esmerilada.

3.2. Pipeta aforada 5 ml.

3.3. Ampolla de separacién de 50 ml.
3.4. Probetas de 10y 25 ml.

3.5. Tubo de fondo coénico de 15 ml.

4. REACTIVOS

4.1. Reactivo de metilacion: metanol anhidro,
hexano y acido sulfurico concentrado (d = 1,84)
en la siguiente proporcién: 75:25:1 (V/N/V).

4.2. Eter de petréleo 40-60°C.

4.3. Sulfato sédico anhidro.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cdédigo | Denominacion
Acido sulfurico concentrado 131058 | Acido Sulfurico 96% PA-ISO
Eter de petroleo 40-60°C 131315 | Eter de Petroleo 40-60°C PA-ISO
Hexano 132063 | n-Hexano PA-ACS
Metanol anhidro 481091 | Metanol seco (max. 0,01% de agua)
DS-ACS-ISO
Sulfato sédico anhidro 131716 | Sodio Sulfato anhidro PA-ACS-ISO

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Introducir en el tubo de 20 ml el material
recuperado de la placa y afadir 5 ml de reactivo de
metilacion.

5.2. Acoplar el refrigerante de reflujo y calentar
al bafo Maria en ebullicion durante 30 minutos
(nota 2).

5.3. Transferir cuantitativamente la mezcla a una
ampolla de separacién de 50 ml con la ayuda de
10 ml de agua destilada y 10 ml de éter de petréleo.
Agitar enérgicamente y esperar a que se produzca
la separacion de las fases, extraer la capa acuosa y
lavar la capa etérea dos veces con 20 ml de agua
destilada. Afadir a la ampolla de separacién una
pequena cantidad de sulfato sédico anhidro, agitar,
dejar reposar unos minutos y pasar filtrando a un
tubo de fondo cénico de 15 ml.

Evaporar el disolvente al bafio Maria haciendo
pasar una corriente de nitrégeno.

Nota 1: En el laboratorio pueden prepararse
faciimente pequefas cantidades de &cido clorhidri-
€O gaseoso por simple desplazamiento de la solu-
cién comercial (p= 1,18), afadiendo algunas gotas
de &cido sulfurico concentrado (p= 1,84). El gas
liberado se deseca facilmente por borboteo a través
de &cido sulfurico concentrado. Dado que el acido
clorhidrico es absorbido por el metanol con mucha
rapidez, se aconseja que se adopten las precaucio-
nes necesarias al disolverlo (es decir, introducir el
gas a través de un embudo pequefio invertido cuyo
borde roce la superficie del liquido). Pueden prepa-

rarse con antelacion cantidades grandes de solu-
cién metandlica de acido clorhidrico, ya que se con-
serva en perfectas condiciones en la oscuridad
dentro de botellas con tapones de vidrio.

Nota 2: Para controlar la ebullicion, introducir
una varita de vidrio en el tubo y limitar la temperatu-
ra del bafio Maria a 90°C.

ANEXO XI

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN
SOLVENTES HALOGENADOS VOLATILES
EN EL ACEITE DE OLIVA

1. PRINCIPIO DEL METODO

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

2. EQUIPO

2.1. Cromatografia de gases con detector de
captura de electrones (ECD).

2.2. Equipo para espacio de cabeza (head spa-
ce).

2.3. Columna de cromatografia en fase gaseo-
sa de vidrio de 2 metros de largo y 2 mm de diame-
tro, fase estacionaria.

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



Recomendacion Panreac: 726785.50 Columna
capilar OPTIMA® 624, 50 m long., 0,25 mm ID,
1,40 ym espesor.

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

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

Recomendacion Panreac: 70205.36 Vial encap-
sulable N 20-10 DIN, incoloro.

70234 Capsula de aluminio con disco N 20
TB/oA color aluminio.

2.6. Pinzas capsuladoras para cerrar herméti-
camente.

Recomendacién Panreac: 735120 Encapsula-
dora manual, N 20 para tapones encapsulables de
20 mm ID.

2.7. Jeringa para gases de 0,5y 2 ml.

3. REACTIVOS

Solventes halogenados con una pureza apropia-
da para su uso en cromatografia en la fase gaseo-
sa.

4. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

4.1. Pesar con exactitud unos 3 g de aceite en
un frasco de cristal (no reutilizable), tapar el frasco
de manera que quede cerrado herméticamente.
Introducir el frasco en un bafio 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
cromatégrafo de gases con las siguientes condicio-
nes:

temperatura inyector: 150°C

temperatura columna: 70-80°C

temperatura detector: 200-250°C

Podran utilizarse otras temperaturas siempre
que los resultados sean equivalentes.

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

4.2. Soluciones de referencia. Preparar solucio-

Panreac

nes patron utilizando aceite de oliva refinado sin tra-
zas de solventes con concentraciones en hidrocar-
buros halogenados de 0,05 a 1 ppm (mg/kg) segun
el contenido supuesto de la muestra. Para preparar
la solucién de referencia, si es necesario diluir pre-
viamente el hidrocarburo halogenado patrén, puede
utilizarse pentano.

Recomendacion Panreac: 362006 n-Pentano
(UV-IR-HPLC) PAI

4.3. Cuantificacion. Se efectia por célculo
mediante la relacion de areas o alturas del pico de
la muestra y de la solucidn patrén cuya concentra-
cion 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
solucién patréon de concentracion tal que se ajuste
a la desviacion relativa antes mencionada. El conte-
nido se establecera efectuando la media de varias
inyecciones.

4.4. Expresion de los resultados. Los resultados
se expresaran en ppm (mg/kg). El limite de detec-
cién del método es de 0,01 mg/kg.

ANEXO Xinl

1. NEUTRALIZACION Y
DECOLORACION DEL ACEITE DE
OLIVA EN LABORATORIO.
(Modificado por el Reglamento
(CE) 183/93)

1.1. Neutralizacién del aceite

1.1.1. Equipo

—vaso de 300 ml de forma alta,

— centrifuga con tubos de 100 ml,

—vaso de 250 ml,

— matraces de 100 ml,

— ampolla de decantacion de 1 litro.

1.1.2. Reactivos

— solucién acuosa de hidréxido de sodio al
12 %,

- solucion etandlica al 1 % de fenolftaleina,

— hexano para andlisis,

— alcohol isopropilico puro para analisis.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cédigo | Denominacion
Alcohol isopropilico puro para andlisis 131090 | 2-Propanol PA-ACS-ISO
Hexano para analisis 132063 | n-Hexano PA-ACS
Hidroéxido de sodio 131687 | Sodio Hidroxido lentejas PA-ACS-ISO
Solucién etandlica al 1 % de fenolftaleina 281327 | Fenolftaleina solucién 1% RV




1.1.3. Modo de operar

a) Aceites de acidez expresada en acido oleico
inferior al 30%

Introducir en un vaso de 300 ml de forma alta,
50 g de aceite bruto y calentar a 65°C al bafio
Maria. Agitar lentamente, y afadir una cantidad de
solucion de hidroxido de sodio al 12% que corres-
ponda a la acidez libre del aceite con un exceso del
5%. Continuar agitando durante cinco minutos,
manteniendo la temperatura a 65°C.

Trasladar el total a unos tubos de centrifuga de
100 ml, separar la masa jabonosa por centrifugacion.
Verter el aceite decantado en un vaso de 250 ml y
lavar con 50-60 ml de agua destilada hirviendo eli-
minando durante este proceso la capa acuosa con
la ayuda de un sifon. Repetir los lavados hasta eli-
minar completamente los restos de jabdn residual
(desaparicion de la coloracion rosa en la fenolftalei-
na).

Centrifugar el aceite para eliminar las pequefias
cantidades de agua residual.

b) Aceites de acidez expresada en &cido oleico
superior al 30%

Introducir en una ampolla de decantacion de un
litro, 50 g de aceite bruto, 200 ml de hexano, 100 ml
de alcohol isopropilico y una cantidad de soluciéon
de hidréxido de sodio al 12% que corresponda a la
acidez libre del aceite, con un exceso del 0,3%. Agi-
tar enérgicamente durante un minuto. Afadir 100
ml de agua destilada, agitar de nuevo y dejar repo-
sar.

Después de la separacion de las capas, dejar
salir la capa inferior que contiene los jabones. Entre
ambas capas (aceitosa por encima y acuosa por
debajo) se forma frecuentemente una capa interme-
dia constituida por mucilagos y sustancias insolu-
bles que debera eliminarse igualmente.

Proceder a continuacion al lavado de la solu-
cion hexanica de aceite neutro con porciones
de 50-60 ml de una solucién de alcohol isopropili-
co/agua destilada 1/1 (v/v) hasta la desaparicion
de la coloracién rosa en la fenolftaleina. Proceder a
continuacion a la eliminacion completa del hexano
por destilacion en vacio (por ejemplo, en el rotava-
por).

1.2. Decoloracion del aceite neutro

1.2.1. Equipo

— matraz de 250 ml con 3 bocas que permitan la
insercion de:

a) un termoémetro graduado en grados que per-
mita hacer lecturas hasta 90°C,

b) un agitador mecanico que gire a 250-300
vueltas por minuto equipado para el funcionamiento
en vacio,

) un racor hacia la bomba de vacio,

— bomba de vacio, provista de un manémetro,
capaz de lograr presiones residuales de 15-30 mili-
bares.

1.2.2. Modo de operar

Pesar en el matraz de 3 bocas cerca de 100 g
del aceite neutralizado. Insertar el termémetro y el
agitador, volver a unir a la bomba de vacio y calen-
tar hasta 90°C agitandolo.

Mantener dicha temperatura, siempre bajo agi-
tacion, hasta que el aceite que deba analizarse esté
completamente liberado de su humedad (treinta
minutos aproximadamente).

Interrumpir entonces el vacio y afadirle 2 a 3 g de
tierra activada. Restablecer el vacio hasta obtener
una presién residual de 15-30 milibares y, siempre
con una temperatura de 90°C, agitar durante 30
minutos a 250 vueltas por minuto aproximadamente.

Filtrar a continuacion en caliente en un bafno ter-
moestatico (50-60°C).

ANEXO XIV

NOTAS COMPLEMENTARIAS 2, 3 Y 4 DEL
CAPITULO 15 DE LA NOMENCLATURA
COMBINADA

(Modificado por los Reglamentos (CE)
N° 183/93, (CE) N° 174/94, (CE) 656/95, (CE)
N° 2472/97 y (CE) N° 2248/98)

1. Nota 2A: Sélo perteneceran a las partidas
n® 1509 y 1510 aceites que procederan exclusiva-
mente del tratamiento de las aceitunas y cuyas
caracteristicas analiticas relativas al contenido de
acidos grasos y esteroles, establecidas mediante
los métodos que figuran en los anexos V, XAy X B
del Reglamento (CEE) n° 2568/91, sean las siguien-
tes:

Cuadro |
Contenido de acidos grasos en porcentaje
de los acidos grasos totales

Acidos grasos Porcentajes
Acido miristico =0,05
Acido linolénico (1) <09
Acido araquidico <06
Acido eicosenoico <04
Acido behénico (2) <03
Acido lignocérico <02

(1) = 1,0 para los aceites de oliva virgen de las sub-
partidas 1509 10 10y 1509 10 90 originarios de
Marruecos hasta el 31 de octubre de 2001.

(2) =0,2 para los aceites del n° 1509




Cuadro Il

Contenido de esteroles en porcentaje
del total de esteroles

Esteroles Porcentajes
Colesterol <05
Brasicasterol (1) =<0,1
Campesterol =<4,0

Estigmasterol (2) < Campesterol
Beta-sitosterol (3) = 93,0
Delta-7-estigmasterol <05

(1) =0,2 para los aceites de los codigos NC 1510

(2) Condicion no valida para el aceite de oliva vir-
gen lampante (subpartida 1509 10 10) ni para el
aceite de orujo de oliva en bruto (subpartida
1510 00 10).

(8) Delta-5,23-estigmastadienol + clerosterol +
Beta-sitosterol + sitostanol + Delta-5— avenaste-
rol + Delta— 5,24-estigmastadienol.

No perteneceran a las partidas 1509 y 1510 los
aceites de oliva modificados quimicamente (en par-
ticular, los aceites reesterificados) ni las mezclas de
aceite de oliva con aceite de otro tipo. La presencia
de aceite de oliva reesterificado o de aceites de otro
tipo se determinara mediante el método indicado en
el anexo VIl del Reglamento (CEE) n° 2568/91.

Nota 2B: Sélo perteneceran a la subpartida
1509 10 los aceites de oliva definidos en los puntos |
y Il siguientes, obtenidos Unicamente por procedi-
mientos mecanicos o por otros procedimientos fisi-
cos, en condiciones, especialmente térmicas, que no
alteren el aceite, y que no hayan sido sometidos a
mas tratamiento que el lavado, la decantacion, el
centrifugado vy la filtracion. Los aceites obtenidos a
partir de la oliva mediante solventes perteneceran a la
partida 1510.

|. Se considerara «aceite de oliva virgen lampan-
te», tal como figura en la subpartida 1509 10 10 y
cualquiera que sea su acidez, el aceite que presente:

a) un contenido de ceras no superior a
350 mg/kg;

b) un contenido de eritrodiol + uvaol no superior
a 4,5%;

€) un contenido de &cidos grasos saturados en
la posicion 2 de los triglicéridos no superior a un
1,3%;

d) la suma de isémeros transoleicos no superior
aun 0,10% y la suma de isémeros translinoleicos +
translinolénicos no superior a un 0,10%;

e) un contenido de estigmastadieno no superior
a 0,50 mg/kg;

f) una diferencia entre la composicion segun la
HPLC y la composicion tedrica de los triglicéridos
de ECN42 no superior a 0,3;

y

g) una o varias de las siguientes caracteristicas:

Panreac

1) un indice de perdxido igual o superior a 20
meq de oxigeno activo/kg;

2) un contenido de disolventes halogenados
volatiles totales superior a 0,20 mg/kg o por lo
menos uno de ellos, superior a 0,10 mg/kg;

3) un coeficiente de extincion K,,, superior a
0,25 v, tras el tratamiento del aceite con alimina
activada, no superior a 0,11; en efecto, algunos
aceites con un contenido de acidos grasos libres,
expresado en acido oleico, superior a 3,3 g por
100 g podran tener, tras el paso por alimina activa-
da, con arreglo al método indicado en el Anexo IX
del Reglamento (CEE) N° 2568/91, un coeficiente
de extincion K, superior a 0,10; en ese caso, tras
la neutralizacion y decoloracion efectuadas en labo-
ratorio con arreglo al método indicado en el Anexo
Xl del Reglamento antes mencionado, deberan
tener las siguientes caracteristicas:

- un coeficiente de extincion K,,, no superior
a1,20,

— una variacion (AK) del coeficiente de extincion
alrededor de 270 nm superior a 0,01 pero no a
0,16, es decir:

AK =K -0,5 K, ,+K.s)

K., = es el coeficiente de extincion a la longitud de
onda del vértice maximo de la curva de
absorcion alrededor de 270 nm,

Kina Y Kines = sON los coeficientes de extincion a
las longitudes de onda inferiores y
superiores en 4 nm a la de K ;

4) caracteristicas organolépticas que revelen
defectos perceptibles con una intensidad superior
al limite de aceptabilidad y con un resultado de ana-
lisis sensorial inferior a 3,5 con arreglo a la puntua-
cién contemplada en el anexo Xl del Reglamento
(CEE) n° 2568/91.

Il. Se considerara "otro aceite de oliva virgen", tal
como figura en la subpartida 1509 10 90, el aceite
de oliva que presente las siguientes caracteristicas:

a) una acidez, expresada en &cido oleico, no
superior a 3,3 g/100 g;

b) un indice de perdxidos no superior a 20 meq
de oxigeno activo/kg;

c) un contenido de ceras no superior a
250 mg/kg;

d) un contenido de solventes halogenados
volatiles totales no superior a 0,20 mg/kg y cada
uno de ellos con un contenido no superior a
0,10 mg/kg;

e) un coeficiente de extincion K,,, no superior a
0,25y, tras el paso del aceite por alimina activada
no superior a 0,10;

f) una variacion del coeficiente de extincion (AK)
en la zona de 270 nm no superior a 0,01;

g) caracteristicas organolépticas que revelen
defectos perceptibles con una intensidad inferior al
limite de aceptabilidad, con un resultado de andlisis



sensorial igual o superior a 3,5, con arreglo a lo dis-
puesto en el anexo Xl del Reglamento (CEE) n°
2568/91;

h) un contenido de eritrodiol + uvaol no superior
a 4,5%;

ij) un contenido de &acidos grasos saturados en
la posicién 2 de los triglicéridos no superior a un
1,3%;

k) la suma de isdbmeros transoleicos no superior
aun 0,05% y la suma de isdbmeros translinoleicos +
translinolénicos no superior a un 0,05%;

I) un contenido de estigmastadienos no superior
a 0,15 mg/kg;

m) una diferencia entre la composiciéon segun la
HPLC y la composicion tedrica de los triglicéridos
de ECN42 no superior a 0,2.

Nota 2C: Pertenecera a la subpartida 1509 90
el aceite de oliva obtenido por tratamiento de los
aceites de las subpartidas 1509 10 10 y/o 1509 10
90, incluso con adicion de aceite de oliva virgen,
que presente las caracteristicas siguientes:

a) una acidez, expresada en acido oleico, no
superior a 1,5 g/100 g;

b) un contenido de ceras no superior a
350 mg/kg;

c) un coeficiente de extincion K,,, no superior a
1,0;

d) una variacion del coeficiente de extincion (AK)
en la zona de 270 nm no superior a 0,13;

€) un contenido de eritrodiol + uvaol no superior
a 4,5%;

f) un contenido de acidos grasos saturados en la
posicion 2 de los triglicéridos no superior a un
1,5%;

) la suma de los isomeros transoleicos no supe-
rior a un 0,20% y la suma de isdbmeros translinolei-
cos + translinolénicos no superior a un 0,30%;

h) una diferencia entre la composicion segun la
HPLC y la composicion tedrica de los triglicéridos
de ECN42 no superior a 0,3.

Nota 2D: Se consideraran "aceites crudos”, tal
como figuran en la subpartida 1510 00 10, los acei-
tes, principalmente los aceites de orujo de oliva, que
presenten las siguientes caracteristicas:

a) una acidez, expresada en acido oleico, superior
a0,5g/100 g;

b) un contenido de eritrodiol + uvaol igual o supe-
rior a un 12%;

¢) un contenido de acidos grasos saturados en la
posicion 2 de los triglicéridos no superior a un 1,8%;

d) la suma de los isdbmeros transoleicos no supe-
rior a un 0,20% y la suma de los isdbmeros translino-
leicos + translinolénicos no superior a un 0,10%.

e) una diferencia entre la composicion segun la
HPLC y la composicion tedrica de los triglicéridos de
ECN42 no superior a 0,6.

Nota 2E: Perteneceran a la subpartida 1510 00 90
los aceites obtenidos por tratamiento de los aceites
de la subpartida 1510 00 10, incluso con adicion de
aceites de oliva virgen, y los que no presenten las
caracteristicas de los aceites contemplados en las
notas complementarias 2 B, 2 C y 2 D. Los aceites
de la presente subpartida deben tener un contenido
de acidos grasos saturados en la posicion 2 de los
triglicéridos no superior a un 2,0%, la suma de is6-
meros transoleicos inferior a un 0,40% vy la de los
isdbmeros translinoleicos + translinolénicos inferior a
un 0,35% y una diferencia entre la composicion
segun la HPLC y la composicion tedrica de los trigli-
céridos de ECN42 no superior a 0,5.

2. Nota 3: Se excluirdan de las subpartidas
1522 00 31y 1522 00 39:

a) los residuos procedentes del tratamiento de
grasas que contengan aceite cuyo indice de yodo,
determinado por el método que figura en el anexo
XVI del Reglamento (CEE) n° 2568/91, sea inferior a
70 o superior a 100;

b) los residuos procedentes del tratamiento de
grasas que contengan aceite cuyo indice de yodo
esté comprendido entre 70 y 100, pero en los que
la superficie del pico correspondiente al tiempo de
retencion de beta-sitosterol (1), determinada con
arreglo a lo dispuesto en el anexo V del Regla-
mento (CEE) n°® 2568/91, presenta menos del
93,0% de la superficie total de los picos de los
esteroles.

3. Nota 4: Los métodos que deberan aplicarse
para determinar las caracteristicas de los productos
antes mencionados son los contemplados en los
anexos del Reglamento (CEE) n° 2568/91. A tal fin,
también habra que tener en cuenta las notas a pie
de pagina del anexo | del citado Reglamento.

(1) Delta-5,23-estigmastadienol + clerosterol +
Beta-sitosterol + sitostanol + Delta-5-avenasterol +
Delta-5,24-estigmastadienol.».

ANEXO XV

1. CONTENIDO EN ACEITE DE LOS
ORUJOS DE ACEITUNA

1.1. Material

— aparato de extracciéon apropiado tipo soxhlet,
provisto de un matraz de 200 a 250 ml,

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

— balanza analitica,

— estufa regulada a 80°C como maximo,

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



— triturador mecanico facil de limpiar y que per-
mita el triturado del orujo sin calentamiento y sin
disminucion sensible de su contenido en agua y en
aceite,

— cartucho de extraccién y algodén hidréfilo o
papel filtro, exentos de productos extraibles por el
hexano,

(Consultar Tarifa Panreac. Filtracion-Cartuchos
de extraccion)

Panreac

— criba con agujeros de 1 mm de diametro,

— piedra pémez en pequefos granos, previa-
mente secada.

Recomendacion Panreac: 211835 Piedra
Pémez granulos QP.

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

— desecador,
REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Coédigo | Denominacion
n-hexano técnico 132063 | n-Hexano PA-ACS

2. MODO DE OPERAR

2.1. 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, mez-
clarlo con cuidado y analizarlo sin demora.

2.2. Toma de muestra

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

2.3. Preparacion del cartucho de extracciéon
Colocar la toma de muestra en el cartucho y taparlo
con el tampon de algodon hidrdéfilo. En caso de
haber utilizado papel de filtro, envolver la muestra
molida en dicho papel.

2.4, Presecado

Cuando el orujo esté muy himedo (contenido en
agua y en materias volatiles superior al 10%), efec-
tuar 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 lle-
var el contenido en agua y en materias volatiles por
debajo del 10%.

2.5. Preparacion del matraz

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

2.6. 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.
Adaptar el matraz al aparato de extraccion y colo-
carlo todo sobre la placa calefactora. Llevar la cale-
faccion a tal estado que el caudal de reflujo sea al

menos de tres gotas por segundo (ebullicion mode-
rada, 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.

2.7. 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 solucién 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 aproximadamente a 1 mg.

2.8. Eliminacién 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, 0 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 enfriamiento y pesada, hasta que la
diferencia de peso sea, a lo sumo, de 10 mg. Selec-
cionar la Ultima pesada del matraz.

Efectuar dos determinaciones.



3. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

3.1. Modo de célculo y formula
a) El extracto expresado en peso del producto
tal cual sera igual a:

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 repetiti-
vidad se cumplen.

Expresar el resultado con un solo decimal.

b) El extracto se relacionara con la materia seca
utilizando la siguiente férmula:

100
S x ——— = % grasa sobre extracto seco
100-U

donde: S es el porcentaje en peso de extrac-
to del producto tal cual ver a),
U es su contenido en agua y en
materias volatiles.

3.2. Repetitividad

La diferencia entre los resultados de las dos
determinaciones, efectuadas simultaneamente o
rapidamente la una a continuacién de la otra median-
te el mismo andlisis, 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 arit-
mética de las cuatro determinaciones efectuadas.

ANEXO XVI
DETERMINACION DEL iNDICE DE YODO

1. OBJETO

La presente norma internacional especifica un
método para la determinacion del indice de yodo de

las grasas y aceites animales y vegetales, en lo
sucesivo denominados grasas.

2. DEFINICION

A los fines de la presente norma internacional,
se aplicara la definicion siguiente:

2.1 indice de yodo: el peso de yodo absorbido
por la muestra en las condiciones de trabajo que se
especifican en la presente norma internacional.

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

3. PRINCIPIO

Disolucién de la muestra problema y adicion de
reactivo de Wijs. Una vez transcurrido el tiempo que
se especifica, adicion de solucion acuosa de yoduro
potéasico y valoracién del yodo liberado con solu-
cién de tiosulfato sodico.

4. REACTIVOS

Todos los reactivos seran de calidad analitica
reconocida.

4.1. Yoduro potasico, soluciéon de 100 g/I,
exento de yodatos o de yodo libre.

4.2. Engrudo de almidén.

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

4.3. Solucién volumétrica patrén de tiosulfa-
to sédico.

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

4.4  Disolvente, preparado mezclando volu-
menes iguales de ciclohexano y acido acético.

4.5. Reactivo de Wijs, que contenga monoclo-
ruro de yodo en acido acético. Se utilizara reactivo
de Wijs comercializado.

Nota: El reactivo contiene 9 g de ICl, + 9 g de |
en acido acético.



Panreac

REACTIVO

RECOMENDACION PANREAC

Codigo

Denominacion

Acido acético

131008 | Acido Acético glacial PA-ACS-ISO

Almidon soluble

121096 | Almidon de Patata soluble PA

Ciclohexano

131250 | Ciclohexano PA-ACS-ISO

Engrudo de almidén

283146 | Almiddn solucion 1% RV

Solucién volumétrica patron de tiosulfato sédico | 181723 | Sodio Tiosulfato 0,1 mol/l (0,1N) SV

Yoduro potasico, solucién de 100 g/I

171543

Potasio Yoduro solucion 10% p/v RE

Reactivo de Wijs

281590

Reactivo de Wijs 0,1 mol/l (0,2N) RV

5. MATERIAL

Material ordinario de laboratorio y, en particular,
lo siguiente:

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

5.2. Matraces erlenmeyer de 500 ml de capaci-
dad con boca esmerilada, provistos de sus corres-
pondientes tapones de vidrio y perfectamente
Secos.

6. PREPARACION DE LA MUESTRA
QUE DEBERA ANALIZARSE.

Secar la muestra homogeneizada con sulfato
sédico y filtrarla.

7. PROCEDIMIENTO
7.1. Tamano de la muestra

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

Cuadro 1
indice de yodo Peso de la muestra

previsto problema
menos de 5 3,009
5-20 1,009
21-50 0,40 g
51-100 0,20g
101 - 150 0,13 g
151 - 200 0,10g

Pesar la muestra problema con precisién de
0,1 mg en una navecilla capsula de pesadas de
vidrio 5.1.

7.2. Determinacion

Introducir la muestra problema en un matraz de
500 ml (5.2). Ahadir 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 con-
tenido y colocar el matraz al abrigo de la luz. No

debera 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 pro-
ductos polimerizados o considerablemente oxida-
dos, mantener en la oscuridad durante 2 horas.

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

Valorar con la disoluciéon de tiosulfato sédico
(4.3) hasta que haya desaparecido casi totalmente
el color amarillo producido por el yodo. Ahadir unas
gotas de engrudo de almidén (4.2) y continuar la
valoracion hasta el momento preciso en que desa-
parezca el color azul después de una agitacion muy
intensa.

Nota: Se permite la determinacion potenciome-
trica del punto final.

7.3. Numero de determinaciones

Efectuar 2 determinaciones de la muestra pro-
blema.

8. EXPRESION DE LOS RESULTADOS
El indice de yodo se expresa del siguiente modo:
12,69 ¢ (V,-V,)

P

siendo:

¢ : valor numérico de la concentracion exacta,
expresada en moles por litro, de la solucion
volumétrica patrén de tiosulfato sédico (4.3)
utilizada;

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

V,: valor numeérico del volumen, expresado en
mililitros, de la solucion de tiosulfato sédico



(4.3) utilizada para la determinacion;
p: valor numérico del peso, expresado en gra-
mos, de la muestra problema (7.1).

Se tomaréd como resultado la media aritmética
de las dos determinaciones, siempre que se cumpla
el requisito establecido con respecto a la repetibili-
dad.

ANEXO XVl

METODO PARA LA DETERMINACION DE
ESTIGMASTADIENOS EN LOS ACEITES
VEGETALES

1. OBJETIVOS

Determinacion de estigmastadienos en los acei-
tes vegetales que presentan bajas concentraciones
de dichos hidrocarburos, particularmente en el acei-
te 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 inclui-
do 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 con-
tienen estigmastadienos y los aceites virgenes no.

3. FUNDAMENTO

Aislamiento de la materia insaponificable. Sepa-
racion 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 decantacién 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 diametro interno por 50 cm de longitud)
provista de una llave de tefléon 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,
llenandose 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 sedimentar
la mezcla en reposo, completandose la sedimenta-
cion aplicando una ligera vibracion. Afadir sulfato
sodico anhidro hasta una altura de aproximadamen-
te 0,5 cm y finalmente eluir el exceso de hexano.

Recomendacion Panreac: 727401 Columna
para cromatografia "flash" con adaptador y valvula
de teflén. 20 mm ID x 400 mm longitud. 718002
Fibra de vidrio silanizada.

4.6. Cromatoégrafo de gases equipado con
detector de ionizacién de llama, inyector con divi-
sion de flujo o "cold on -column” y horno programa-
ble con precision de +1°C.

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

Nota 1.

Pueden utilizarse otras columnas con polarida-
des similares o inferiores.

Recomendacion Panreac: 726022.25 Columna
capilar para GC, OPTIMA® 17, 25 m long., 0,25 mm
ID, 0,25 pm espesor

4.8. Integrador-registrador con capacidad para
modo de integracion valle-valle.

4.9. Microjeringa de 5-10 ul para cromatografia
de gases con aguja fija.

4.10. Calentador de tipo manta o placa eléctrica.

5. REACTIVOS

Salvo indicacion en sentido contrario, Unicamen-
te 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 impu-
rezas.

5.2. Etanol de 96 v/v.

5.3. Sulfato sédico anhidro.

5.4. Solucién alcohdlica de hidroxido potésico al
10%. Anadir 10 ml de agua a 50 g de hidréxido
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 almace-
nara en botellas de vidrio oscuro cerradas herméti-
camente.

5.5 Gel de silice 60 para columna de cromato-
grafia, de 70-230 mallas (referencia 7734 de Merck
o similar).



Recomendacién Panreac: 815330 Adsorbente
de silica 60, 0,063-0,2 mm.

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 sepa-
raciones 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 continuacion a un matraz con cierre
hermético. Se aflade seguidamente un 2% de agua
agitando hasta que dejen de verse grumos y el pol-
vo fluya libremente.

Si algun lote de gel de silice origina cromatogra-
mas con picos que interfieran, dicho gel sera some-
tido al tratamiento anteriormente mencionado. Pue-
de considerarse como alternativa la utilizacion de gel
de silice 60 extrapuro (referencia 7754 de Merck).

Panreac

Recomendacion Panreac: 711037.1000 POLY-
GOPREP® 60-130, tamafio part.63-200 um

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 patron de colesta-3,5-dieno en
hexano con una concentracion de 20 ppm, que se
obtiene diluyendo la solucién anterior.

Nota 5.

Si se mantiene la temperatura por debajo de
4°C, las soluciones 5.6 y 5.7 permaneceran inalte-
radas durante un minimo de 4 meses.

5.8. Solucion de n-nonacosano en hexano con
una concentracion aproximada de 100 ppm.

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

5.10. Gases auxiliares para el detector de ioni-
zacion de llama: aire purificado e hidrégeno de
99,9990 % de pureza.

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Coédigo | Denominacion
Etanol de 96 v/v 121085 | Etanol 96% v/v PA
Etanol
Hexano 132063 | n-Hexano PA-ACS
Hidréxido potasico 121515 | Potasio Hidroxido 85% lentejas PA
Sulfato sédico anhidro 131716 | Sodio Sulfato anhidro PA-ACS-ISO

6. METODOLOGIA

6.1. Preparacion de la materia insaponificable:

6.1.1. Pesar 20 + 0,1 g de aceite en un matraz
de 250 ml (4.1), afadir 1 ml de solucion patrén de
colesta-3,5-dieno (20 pg) y 75 ml de potasa alcohd-
lica 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 mues-
tra y dejar enfriar ligeramente la solucion (el enfria-
miento no debe ser total para evitar la decantacion
de la muestra). Afadir 100 ml de agua y pasar la
solucién 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, afadir pequefas cantidades de eta-
nol.

6.1.2. Pasar la fase acuosa inferior a un segundo
embudo de decantaciéon y someterla nuevamente a
extraccion con 100 ml de hexano. Separar nueva-
mente 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 solucion de hexano a través de
sulfato soédico anhidro (50 g), lavar con 20 ml de
hexano y evaporar a 30°C y presion reducida en un
rotavapor hasta sequedad.

6.2. Separacion de la fraccion 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 aproxi-
mado de 1 ml/min. Desechar los primeros 25-30 ml
de eluido y recoger la fraccion siguiente de
40 ml. Después, pasar esta fracciéon a un matraz de
fondo redondo de 100 ml (4.3).

Nota 7.

La primera fraccion contiene los hidrocarburos
saturados (Figura 1a) y la segunda fraccién los este-
roideos. Al proseguir con la elucidon se obtiene
escualeno y otros compuestos relacionados. Para
poder obtener una buena separacion entre los
hidrocarburos saturados y los esteroideos, es nece-
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sario optimizar los volumenes de las fracciones. A
tal efecto se debe ajustar el volumen de la primera
fraccién de tal manera que cuando se analice la
segunda, los picos correspondientes a los hidrocar-
buros saturados sean bajos (Figura 1c); cuando
estos no aparezcan pero la intensidad del pico
correspondiente al patron sea reducida, debe dis-
minuirse el volumen. De todas formas, puesto que
no se produce solapamiento de los picos durante la
cromatografia de gases, no es precisa una separa-
cion 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 bue-
na 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 retenciéon del patrén se debe
al escualeno y revela una mala separacion.

6.2.2. Evaporar la segunda fraccion en rotava-
por a 30°C y presiéon 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 andlisis.

Nota 8.

Los residuos 6.1.3 y 6.2.2 no deben mantenerse
en seco a temperatura ambiente. Una vez obteni-
dos, es necesario anadirles disolvente y almacenar-
los en un refrigerador.

6.3. Cromatografia de gases

6.3.1. Condiciones de trabajo para inyeccion
con divisién de flujo.

— temperatura del inyector: 300°C,

— temperatura del detector: 320°C.

— integrador-registrador: los parametros de inte-
gracion deben ser fijados de tal forma que la eva-
luacion de las éreas sea correcta. La modalidad de
integracion valle-valle es la mas recomendable,

— sensibilidad: aproximadamente 16 veces la
atenuacion minima,

— cantidad de disolucion inyectada: 1pl,

— 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,

— inyeccién con una division de flujo de 1: 15,

— gas portador: helio o hidrégeno a 120 kPa de
presion.

Dichas condiciones pueden modificarse en fun-
cion 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 debera
comprobarse inyectando una mezcla de la soluciéon

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 (figura 1c); si esto
no ocurre, pueden adoptarse dos soluciones: redu-
cir 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, aproximadamente, 19 minutos, vy el
del estigmasta-3,5-dieno lo hace a un tiempo de
retencion relativo de aproximadamente 1,29 (figura
1b). El estigmasta-3,5-dieno suele ir acompanado
de pequefas cantidades de un isébmero vy, por lo
general, ambos originan un solo pico cromatografi-
co. No obstante, si la columna es demasiado polar,
o tiene un gran poder de resolucion, el isémero
puede aparecer en forma de un pequefio pico justo
antes y cerca del estigmasta-3,5-dieno (figura 2). En
estos casos, es preciso sumar las areas de los dos
picos. Con el fin de estar seguro que los estigmas-
tadienos eluyen como un solo pico se recomienda
sustituir la columna por otra de menor polaridad o
de mayor diametro interior.

Nota 9.

Para obtener una referencia de los estigmasta-
dienos puede utilizarse el andlisis de cualquier acei-
te 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. Andlisis cuantitativo
El contenido de los estigmastadienos se
determina aplicando la férmula

Ay x M,
mg/kg de estigmastadienos =
A, xM,

en la cual:

A, = area del pico de estigmastadienos (si el
pico se halla dividido en dos picos,
slmese el area de los dos picos.).

A, = area del pico del patron interno (colesta-
dieno).

M, = peso de patron anadido, en microgra-
mos.

M, = peso de aceite empleado, en gramos.

Limite de deteccion: aproximadamente

0,01 mg/kg.
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Figura 1

Cromatogramas procedentes del
andlisis de muestras de aceite de oliva
en columna capilar de silice fundida
(0,25 mm de diametro interno x 25 m)
recubierta con una pelicula de 0,25 mm
de grosor de 5%-fenilmetilsilicona.

a) Primera fraccion (30 ml) de un
aceite virgen marcado con el patron.

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

c) Segunda fraccién (40 ml) que
incluye una pequefa proporcion de la
primera.

Figura 2

Cromatograma procedente del anali-
sis de una muestra de aceite de oliva
refinado en una columna DB-5, en el
que se aprecia el isémero del estigmas-
ta-3,5-dieno.



ANEXO XVl

(Reglamento (CE) N° 2472/97, modificado por
Reglamento (CE) N° 282/98)
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
TRIGLICERIDOS CON ECN42 (DIFERENCIA
ENTRE EL CONTENIDO TEOGRICO Y LOS
DATOS OBTENIDOS POR HPLC)

1. OBJETO

Determinacion de la composicion de triglicéridos
(TG) de los aceites de oliva, expresados en su nime-
ro equivalente de carbonos (ECN) en funcion de las
diferencias existentes entre el contenido tedrico, cal-
culado a partir de la composicién de acidos grasos,
y los resultados analiticos obtenidos mediante cro-
matografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

2. CAMPO DE APLICACION

La presente norma es aplicable a los aceites de
oliva. El método puede utilizarse para detectar la pre-
sencia de pequenas cantidades de aceites de semi-
llas (ricos en é&cido linoleico) en todos los tipos de
aceites de oliva.

3. PRINCIPIO

El contenido tedrico de triglicéridos con ECN42
(calculado sobre la base de la determinacion de la
composicion de acidos grasos mediante GLC) vy el
contenido de triglicéridos con ECN42 determinado
mediante HPLC se corresponden dentro de unos
limites en el caso de los aceites puros. Las diferen-
cias superiores a los valores establecidos en el
Reglamento respecto a cada tipo de aceite indican
que el aceite contiene aceites de semillas.

4. METODO

El método para calcular el contenido teérico de
triglicéridos con ECN42 y su diferencia respecto a
los datos obtenidos mediante HPLC consiste esen-
cialmente en coordinar los datos analiticos obtenidos
por otros métodos. Pueden distinguirse tres fases:
determinacion de la composicion de écidos grasos
mediante cromatografia de gases en columna capi-
lar, célculo de la composicion tedrica de triglicéridos
con ECN42, y determinacion de los triglicéridos con
ECN42 mediante HPLC.

4.1. Aparatos

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 grifo y cono (hembra) normalizado en el extremo
superior.

4.1.4. Embudos de decantacion de 250 ml, con
cono (macho) normalizado en el extremo inferior,
para conexion con el extremo superior de la colum-
na.

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. Evaporador de rotacion.

4.1.10. Cromatografia de liquidos de alta resolu-
cién, con control termostatico de la temperatura de
la columna.

4.1.11. Sistema de inyeccién de volimenes de
10 .

4.1.12. Detector: refractometro diferencial. La
sensibilidad de toda la escala debera ser como mini-
mo de 10" unidades de indice de refraccion.

4.1.13. Columna de acero inoxidable de
250 mm de longitud y 4,5 mm de diametro interior,
rellena de particulas de silice de 5 pm de diametro
con un 22-23% de carbono en forma de octadecil-
silano (nota 2).

Recomendacion Panreac: 728032.46 Columna
para HPLC, cartucho Chrom Cart®, CC250/4.6 Lich-
rospher 100 RP18,5 um.

4.1.14. Registrador o integrador.

4.2. Reactivos

Los reactivos deberan ser de calidad para anali-
sis. Los disolventes de elucion deberan desgasificar-
se y podran reciclarse varias veces sin que ello afec-
te a las separaciones.

4.2.1. Eter de petréleo, 40-60°C, grado croma-
tografico.

4.2.2. Eter etilico, libre de perdxidos, recién des-
tilado.

4.2.3. Disolvente de elucidon para la purificacion
del aceite por cromatografia en columna: mezcla de
éter de petréleo/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%
(o/p).

4.2.5. Lana de vidrio.

4.2.6. Acetona.

4.2.7. Acetonitrilo.

4.2.8. Disolvente de elucién para HPLC: acetoni-
trilo + acetona (las proporciones se ajustaran para
obtener la separacién deseada; comenzar con una
mezcla de 50:50).

4.2.9. Disolvente de solubilizacion: acetona.

4.2.10. Triglicéridos de referencia: pueden utilizar-
se triglicéridos comerciales (tripalmitina, trioleina,
etc.), en cuyo caso se reflejaran en un grafico los tiem-
pos de retencion frente al nimero equivalente de car-
bonos, o bien cromatogramas de referencia corres-
pondientes a aceite de soja, a una mezcla de aceite
de soja y aceite de oliva 30:70 y a aceite puro de oliva
(véanse las notas 3y 4 y las figuras 1, 2, 3y 4).



Panreac

REACTIVO RECOMENDACION PANREAC
Cédigo | Denominacion
Acetona 361007 | Acetona (UV-IR-HPLC) PAI
Acetonitrilo 261881 | Acetonitrilo (HPLC-isocratico-preparativa)
PAI
Eter de petréleo, 40-60°C, 361315 | Eter de Petrdleo 40-60°C (UV) PAI
grado cromatografico
Eter etilico 362551 | Eter Dietilico estabilizado con etanol
(UV-IR-HPLC) PAI
Gel de silice, 70-230 mallas 815330 | Adsorbente de silica 60, 0,063-0,2 mm
Lana de vidrio 211376 | Lana de Vidrio lavada QP
Tripalmitina A10922 | Glicerol tripalmitato, 98%

4.3. Preparacion de la muestra

Como pueden obtenerse falsos resultados posi-
tivos debido a la presencia de diversas sustancias
que interfieren, la muestra debe someterse siempre
a un proceso de purificacion segun el método
IUPAC 2.507, relativo a la determinacion de las sus-
tancias polares en los aceites oxidados.

4.3.1. Preparacion de la columna cromatografi-
ca

Llenar la columna (4.1.3) con aproximadamente

30 ml de disolvente de elucién (4.2.3); introducir un
poco de lana de vidrio (4.2.5), empujandolo hasta el
fondo de la columna con la varilla de vidrio (4.1.5).
Preparar en un vaso de precipitados de 100 ml una
suspension con 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 realizar 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 el grifo de la columna y dejar que salga el
disolvente de ella hasta que su nivel se sitle aproxi-
madamente 1 cm por encima del gel de silice.

4.3.2. Cromatografia en columna

Pesar, con la precision de 0,001 g, 2,5 + 0,1 g
de aceite previamente filtrado, homogeneizado y, en
caso necesario, deshidratado, en un matraz afora-
do de 50 ml (4.1.7). Disolver en 20 ml aproximada-
mente de disolvente de elucion (4.2.3). Si es nece-
sario, calentar ligeramente para facilitar la
disolucién. Enfriar a temperatura ambiente y enrasar
con el disolvente de elucion.

Introducir con una pipeta aforada 20 ml de solu-
cion en la columna preparada como se indica en
4.3.1, abrir el grifo y hacer eluir el disolvente hasta el
nivel de la capa de gel de silice.

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

Recoger el eluido en un matraz redondo de 250 ml

(4.1.1) previamente tarado y pesado exactamente.
Eliminar el disolvente a presion reducida (Rotavapor)
y pesar el residuo que se utilizara en la preparacion
de la solucion para el analisis por HPLC y en la pre-
paracion de los ésteres metilicos.

Tras pasar por la columna, debe recuperarse
como minimo un 90% de la muestra en el caso de
aceite de oliva de las categorias extravirgen, virgen
y refinado ordinario, mientras que en el de los acei-
tes lampantes y de orujo los porcentajes de recupe-
racion no pueden ser inferiores al 80%.

4.4. Analisis por HPLC

4.4.1. Preparacion de las muestras para el ana-
lisis 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 elucién (4.2.8) a un ritmo de 1,5
ml/mn 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. Caélculo y expresion de los resultados

Utilizar el método de normalizacion interna, es
decir, considerar que la suma de las superficies de
los picos correspondientes a los distintos triglicéri-
dos de ECN entre 42 y 52 es igual al 100%. Calcu-
lar el porcentaje relativo de cada triglicérido median-
te la formula siguiente:

% de triglicérido = superficie del pico x 100 /
suma de la superficies de los picos.

El resultado se expresa con, como minimo, dos
decimales.

Nota 1: El orden de elucién puede determinarse
mediante el calculo del nUmero equivalente de car-
bonos, que con frecuencia viene dado por la férmu-
la ECN = CN-2n, siendo CN el nimero de carbonos
y n el numero de enlaces dobles; puede calcularse
con mayor precision teniendo en cuenta el origen



del enlace doble. Si ng, n;y n,, son los niumeros de
enlaces dobles de los acidos oleico, linoleico y lino-
Iénico, respectivamente, el nimero equivalente de
carbonos puede calcularse mediante la formula
siguiente:

ECN=CN-dn,-dn-d.n,,

siendo d, d, y d, coeficientes que pueden cal-
cularse mediante los triglicéridos de referencia. En
las condiciones que se especifican en el presente
método la férmula obtenida sera similar a la siguien-
te:

ECN = ON - (2,60 n) - (2,35 n) - (2,17 n,)

Nota 2: Ejemplos: Lichrosorb (Merck) RP18
Art 50333
Lichrosphere (Merck) 100 CH18
Art 50377 o equivalente.
Recomendacion Panreac: 728032.46 Columna
para HPLC, cartucho Chrom Cart®, CC250/4.6
Lichrospher 100 RP18,5 pm.
Nota 3: Con varios triglicéridos de referencia
también es posible calcular la resolucion con res-
pecto a la trioleina:

a=TR'/ TR trioleina

utilizando el tiempo de retencion reducido
TR'=TR - TR disolvente.

La representacion gréafica del log a frente a f
(nimero de enlaces dobles) permite determinar los
valores de retencion de todos los triglicéridos de los
acidos grasos contenidos en los triglicéridos de

referencia (figura 2).

Nota 4: La resolucién de la columna debe permi-
tir separar claramente el pico de la trilinoleina de los
picos de los triglicéridos con un tiempo de retencion
préximo. La elucién se prosigue hasta el pico de
ECN52.

Nota 5: Para obtener un cromatograma que per-
mita la medicion correcta de las superficies de
todos los picos de interés en la presente determina-
cién, es necesario que el segundo pico correspon-
diente a ECN50 tenga una altura igual al 50% de la
escala completa del registrador.

4.5. Calculo de la composicion de triglicéridos
(% moles) a partir de los datos de GLC de acidos
grasos (% superficie)

4.5.1. Determinacion de la composicion de &ci-
dos grasos

La composicion de acidos grasos se determina
con arreglo al método de cromatografia de gases
de la CEE que figura en el Anexo X A del Reglamen-
to (CEE) n° 2568/91, utilizando columna capilar. La
preparacion de los ésteres metilicos se realiza
segun el Anexo X B (solucion alcohdlica de metilato
s6dico).

4.5.2. Acidos grasos considerados para el cél-
culo

Los glicéridos se agrupan en funcion de su
numero equivalente de carbonos (ECN), teniendo
en cuenta las equivalencias que figuran a continua-
cion entre ECN y acidos grasos. Sélo se han consi-
derado los &cidos grasos con 16 y 18 atomos de
carbono, ya que son los Unicos importantes para el
aceite de oliva.

Acido graso (AG) Abreviatura Peso molecular ECN
(PM)
Acido palmitico P 256,4 16
Acido palmitoleico Po 254,4 14
Acido estedrico S 284,5 18
Acido oleico 0 282,5 16
Acido linoleico L 280,4 14
Acido linolénico Ln 278,4 12

4.5.3. Transformacion del % superficie en moles para todos los acidos grasos

% sup. P % sup. S
moles P = moles S =
PM P PM S
% sup. O % sup. L
moles O = moles L =
PM O PM L

% sup. Po \
moles Po =
PM Po
> (1)
% sup. Ln
moles Ln =
PM Ln J




4.5.4. Normalizacion al 100% de los acidos grasos

moles P * 100

% moles P (1,2,3) =
moles (P+S+Po+O+L+Ln)

moles S * 100
% moles S (1,2,3) =

moles(P+S+Po+0O+L+Ln)

moles Po * 100
% moles Po (1,2,3) =

moles(P+S+Po+0O+L+Ln)

moles O * 100

% moles O (1,2,3) =
moles(P+S+Po+0O+L+Ln)

moles L * 100

% moles L (1,2,3) =
moles(P+S+Po+0O+L+Ln)

moles Ln * 100
% moles Ln (1,2,3) =

moles P+S+Po+0O+L+Ln)

El resultado proporciona el porcentaje de cada
acido graso en % moles en todas las posiciones (1,
2y 3)delos TG.

A continuacion se calculan las sumas de los &ci-
dos grasos saturados (AGS) Py S y de los acidos
grasos insaturados (AGl) Po, O, Ly Ln:

% moles AGS = % moles P + % moles S
% moles AGI = 100 — % moles AGS

4.5.5. Célculo de la composiciéon de los écidos
grasos en las posiciones 2 'y 1-3 de los TG

Los acidos grasos se distribuyen en tres grupos
del siguiente modo: dos idénticos para las posicio-
nes 1y 3y uno para la posicion 2, con coeficientes
diferentes para los acidos saturados (P y S) y los
insaturados (Po, O, Ly Ln).

455.1.

Acidos grasos saturados en la posicién 2 [P(2)
y S(2)]

% moles P(2) = % moles P (1,2,3) * 0,06
% moles S(2) = % moles S (1,2,3) * 0,06

Panreac



4.5.5.2. Acidos grasos insaturados en la posi-

cion 2 [Po(2), O©), L2) y Ln(2)]

% moles Po(1,2,3)

% moles Po(2) =
% moles AGI

% moles O(1,2,3)
% moles O(2) =

% moles AGI

% moles L(1,2,3)

% moles L(2) =
% moles AGI

% moles Ln(1,2,3)
% moles Ln(2) =

*[100 — % moles P(2) — % moles S(2)] \

*[100 = % moles P(2) - % moles S(2)]

*[100 — % moles P(2) — % moles S(2)]

% moles AGI

*[100 - % moles P(2) — % moles S(2)] J

4.5.5.3. Acidos grasos en las posiciones 1y 3

[P(1,3), S(1,3), Po(1,3) O(1,3), L(1,3) y Ln(1,3)]

% moles P(1,2,3) - % moles P(2)

% moles P(1,3) =

+ % moles P(1,2,3)

2

% moles S(1,2,3) - % moles S(2)

% moles S(1,3) =
2

% moles Po(1,2,3) — % moles Po(2)

% moles Po(1,3) =

+ % moles S(1,2,3)

+ % moles Po(1,2,3)

2

% moles O(1,2,3) — % moles O(2)

% moles O(1,3) =
2

% moles L(1,2,3) - % moles L(2)

% moles L(1,3) =

+ % moles O(1,2,3)

+ % moles L(1,2,3)

2

% moles Ln(1,2,3) — % moles Ln(2)

+ % moles Ln(1,2,3)

% moles Ln(1,3) =
2



4.5.6. Calculo de los triglicéridos
4.5.6.1. TG con un &cido graso (AAA; en este
caso, LLL, PoPoPo)

Panreac

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles A(1,3)

% moles AAA =

10 000

456.2.
TG con dos é&cidos grasos (AAB; en este caso,
PoPol, PolL)

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles B(1,3) * 2 )

% moles AAB =

10 000

% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles A(1,3)

% moles ABA =

10 000

4.5.6.3. TG con tres acidos grasos diferentes
(ABC; en este caso, OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn)

% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles C(1,3) * 2 \

% moles ABC =

10 000

% moles B(1,3) * % moles C(2) * % moles A(1,3) * 2

% moles BCA =

10 000

% moles C(1,3) * % moles A(2) * % moles B(1,3) * 2

% moles CAB =
10 000

4.5.6.4. Triglicéridos con ECN42

Los triglicéridos siguientes con ECN42 se calcu-
lan segun las ecuaciones 7, 8 y 9, por orden previs-
to de elucion en HPLC (normalmente sélo tres
picos).

LLL

PoLL e isdmero de posicion LPoL

OLLnN e isémeros de posicion OLnL y LnOL

PoPoL e isbmero de posicién PolLPo

PoOLn e isémeros de posicion OPoLn y OLnPo

PLLN e isbmeros de posicion LLnP y LnPL

PoPoPo

SLnLn e isémero de posicion LnSLn

PPoLn e isémeros de posicidon PLnPo y PoPLn

y

Los triglicéridos con ECN42 se obtienen mediante
la suma de los nueve triglicéridos, incluidos sus iso-
meros de posicion. El resultado se expresa con,
como minimo, dos decimales.

5. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Se comparan el contenido tedrico calculado vy el
determinado por HPLC. Si la diferencia entre los
datos de HPLC vy los datos tedricos es superior al
valor establecido para la categoria correspondiente
de aceite en el Reglamento, la muestra contiene
aceite de semillas.

Nota: Los resultados se expresan con una cifra
decimal.



6. EJEMPLO (Los numeros hacen referéncia
a las secciones del texto del método)

(4.5.1.) Calculo del porcentaje de moles de los
acidos grasos a partir de los datos obtenidos
mediante GLC (% superficie)

Los datos siguientes de la composicion de aci-
dos grasos se obtienen mediante GLC:

AG P S Po ] L Ln
PM 2564 2845 2544 2825 2804 2784

%sup. 100 3,0 10 750 100 1,0

(4.5.3.) Transformacion del % superficie en
moles para todos los acidos grasos

10
moles P = =0,03900 moles P
256,4
Véase formula (1)
3
moles S = =0,01054 moles S
284,5
Véase formula (1)
;
moles Po = =0,00393 moles Po
254.,4
Véase formula (1)
75
moles O = =0,26549 moles O
282,5
Véase formula (1)
10
moles L = =0,03566 moles L
280,4
Véase formula (1)
1
moles Ln = =0,003594 moles Ln
278,4

Véase formula (1)

Total = 0,35822 moles TG

(4.5.4) Normalizacion al 100% de los acidos
grasos

0,03900 moles P * 100

% moles P(1,2,3) = =10,888%

0,35822 moles
Véase formula (2)

0,01054 moles S * 100
=2,944%

% moles $(1,2,3) = Py—
,35 moles

Véase férmula (2)

0,00393 moles Po * 100

% moles Po(1,2,3) = =1,097%

0,35822 moles
Véase férmula (2)

0,26549 moles O “100

% moles O(1,2,3) = =74,113%

0,35822 moles
Véase férmula (2)

0,03566 moles L* 100

% moles L(1,2,3) = =9,956 %

0,35822 moles
Véase férmula (2)

0,00359 moles Ln *100
=1,003 %

% moles Ln(1,2,3) =
0,35822 moles

Véase férmula (2)
Total % moles = 100,0 %

Suma de los acidos grasos saturados e insatu-
rados en las posiciones 1, 2 y 3 de los TG:

% moles AGS = 10,888% + 2,944% = 13,831%
Véase formula (3)
% moles AGI = 100,000% — 13,831% = 86,169%
Véase férmula (3)
(4.5.5.) Célculo de la composicion de acidos
grasos en las posiciones 2 y 1-3 de los TG
(4.5.5.1.) Acidos grasos saturados en la posi-
cion 2 [P(2) y S(2)]
% moles P(2) = 10,888% * 0,06 = 0,653% moles
Véase férmula (4)

% moles S(2) = 2,944% * 0,06 = 0,177% moles

Véase férmula (4)
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(4.5.5.2.) Acidos grasos insaturados en la posiciones 1y 3 [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) y Ln(1,3)]

1,097%
% moles Po(2) = *(100 - 0,659 - 0,177) = 1,263 % moles
86,169%
74,113%
% moles O(2) = *(100 - 0,659 - 0,177) = 85,295 % moles
86,169%
9,956%
% moles L(2) = *(100 - 0,659 - 0,177) = 11,458% moles
86,169%
1,003%
% moles Ln(2) = *(100-0,659 - 0,177) = 1,154% moles
86,169%

(4.5.5.3.) Acidos grasos en las posiciones 1y 3
[P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) y Ln(1,3)]

10,888 - 0,659
% moles P(1,3) = + 10,888 = 16,005% moles
2
2,944 -0177
% moles S(1,3) = + 2,944 = 4,327% moles
2
1,097 - 1,263
% moles Po(1,3) = + 1,097 = 1,015% moles
2

74,113 - 85,295
% moles O(1,3) = + 74,113 = 68,522% moles
2

9,956 — 11,458
% moles L(1,3) = + 9,956 = 9,205% moles

2

1,008 - 1,154
% moles Ln(1,3) = + 1,003 = 0,927% moles

2

(4.5.6) Calculo de triglicéridos

A partir de la composicion calculada de los &ci-
dos grasos en las posiciones sn-2 y sn-1,3 (véase
el siguiente cuadro):

AG en Posicién 1y 3 Posicién 2
P 16,005% 0,653%
S 4,327% 0,177%
Po 1,015% 1,263%
O 68,522% 85,295%
L 9,205% 11,458%
Ln 0,927% 1,154%
Suma 100,0% 100,0%

Véase férmula (5)

Véase formula (5)

Véase férmula (5)

Véase formula (5)

Véase férmula (6)

Véase férmula (6)

Véase formula (6)

Véase férmula (6)

Véase férmula (6)

Véase formula (6)



Se calculan los triglicéridos siguientes:
LLL

PoPoPo

PolL con un isémero de posicion
SLnLn con un isdbmero de posiciéon
PoPoL con un isdbmero de posicion
PPoLn con dos isémeros de posicion
OLLn con dos isdbmeros de posicion
PLLn con dos isdmeros de posicion
PoOLn con dos isémeros de posicion

(4.5.6.1.) TG con un acido graso (LLL, PoPoPo)
9,205% * 11,458% * 9,205%

% moles LLL = =0,09708 mol LLL
10 000

1,015% * 1,263% * 1,015%
% moles PoPoPo = = 0,00013 mol PoPoPo
10 000

(4.5.6.2.) TG con dos acidos grasos (PoLL,SLnLn, PoPol)

1,015% * 11,458% * 9,205% * 2

% moles PolLL + LLPo = =0,02141
10 000
9,205% * 1,263% * 9,205%
% moles LPoL = =0,01070
10 000 0,03211 mol PoLL
4,327% *1,154% * 0,927% * 2
% moles SLnLn + LnLnS = =0,00093
10 000
0,927% *0,177% * 0,927 %
% moles LnSLn = =0,00002
10 000 0,00095 mol SLnLn

1,015% * 1,263% * 9,205% * 2
% moles PoPoL + LPoPo = =0,00236
10 000

1,015% * 11,458% * 1,015%
% moles PolLPo = =0,00118
10 000 0,00354 mol PoPolL

(4.5.6.3.) TG con tres acidos grasos diferentes (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)

16,005% * 1,263% * 0,927% * 2
% moles PPolLn = =0,00375
10 000

0,927% * 0,653% * 1,015% * 2
% moles LnPPo = =0,00012
10 000

Véase férmula (7)

Véase formula (8)

Véase formula (9)



1,015% * 1,154% * 16,005% * 2
% moles PolL.nP =

Panreac

=0,00375

10 000

68,522% * 11,458% * 0,927% * 2
% moles OLLn =

10 000

0,927% * 85,295% * 9,205% * 2

% moles LnOL =
10 000

9,205% *1,154% * 68,522% * 2
% moles LLnO =

10 000

16,005% * 11,458% * 0,927% * 2
% moles PLLNn =

10 000

0,927% * 0,653% * 9,205% * 2

% moles LnPL =
10 000

9,205% * 1,154% * 16,005% * 2
% moles LLnP =

10 000

1,015% * 85,295% * 0,927% * 2
% moles PoOLn =

0,00762 mol PPolLn

=0,14577

=0,14577

=0,14577

0,43671 mol OLLn

=0,03400

=0,00111

=0,03400
0,06911 mol PLLn

10 000

0,927% *1,263% * 68,522% * 2

=0,01605

% moles LnPoO =
10 000

68,522% * 1,154% * 1,015% * 2
% moles OLnPo =

=0,01605

=0,01605

10 000

0,04815 mol PoOLn
ECN42 = 0,69540 mol TG»



Figura 1: Representacion gréfica del log alfa frente a f (nimero de enlaces dobles)
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Figura 2: aceite de soja
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Relacién de reactivos

y productos auxiliares
Panreac que se utilizan
en los métodos de

Anilisis de Aceites y

Grasas



361007
131007
261881

131881
131008
131019
131020
A17074
131030
131068
121096
283146
121100
A13805
361192
121221
121215
361250
131250
A11470
133606
162714
121085
361315
131315
132770

362551

281327
A10922
142061
A15139
362062

362063
132063
211376
361091

481091

362064
362006
211835
481457

121497
182146

181519

1815617
1215615
1315642
171543
131090
281590
131659
181694

Acetona (UV-IR-HPLC) PAI

Acetona PA-ACS-ISO

Acetonitrilo (HPLC-isocratico-preparati-
va) PAI

Acetonitrilo PA-ACS

Acido Acético glacial PA-ACS-ISO
Acido Clorhidrico 35% PA-ISO

Acido Clorhidrico 37% PA-ACS-ISO
Acido colico, sal sodica, 99%

Acido Férmico 98% PA-ACS

Acido Sulfurico 96% PA-ISO

Almiddn de Patata soluble PA

Almiddn solucion 1% RV

Aluminio Oxido Bésico PA

Aluminio, virutas, 99+%

Benceno (UV-IR-HPLC) PAI

Calcio Cloruro anhidro, polvo PA

Calcio Cloruro 2-hidrato escoriforme PA
Ciclohexano (UV-IR-HPLC) PAI
Ciclohexano PA-ACS-ISO

Colesterol, 99+%
2',7'-Diclorofluoresceina PA-ACS
Dimetilo Sulfato PS

Etanol 96% v/v PA

Eter de Petrdleo 40-60°C (UV) PAI

Eter de Petréleo 40-60°C PA-ISO

Eter Dietilico estabilizado con ~6 ppm de
BHT PA-ACS-ISO

Eter Dietilico estabilizado con etanol
(UV-IR-HPLC) PAI

Fenolftaleina solucion 1% RV

Glicerol tripalmitato, 98%

Goma Arabiga polvo PRS
1,1,1,3,3,3-Hexametildisilazano, 98+%
n-Heptano (UV-IR-HPLC-HPLC prepara-
tiva) PAI

n-Hexano (UV-IR-HPLC) PAI

n-Hexano PA-ACS

Lana de Vidrio lavada QP

Metanol (UV-IR-HPLC-HPLC preparati-
va) PAI

Metanol seco (méx. 0,01% de agua)
DS-ACS-ISO

iso-Octano (UV-IR-HPLC) PAI

n-Pentano (UV-IR-HPLC) PAI

Piedra Pémez granulos QP

Piridina seca (max. 0,01% de agua)
DS-ACS

Potasio Cromato PA
Potasio Hidroxido 0,1
etandlica SV

Potasio Hidréxido 0,5 mol/l
etandlica SV

Potasio Hidréxido 1 mol/l (1N) SV
Potasio Hidroxido 85% lentejas PA
Potasio Yoduro PA-ACS-ISO

Potasio Yoduro solucion 10% p/v RE
2-Propanol PA-ACS-ISO

Reactivo de Wijs 0,1 mol/I (0,2N) RV
Sodio Cloruro PA-ACS-ISO

Sodio Hidroxido 0,1 mol/l (0,1N) SV

mol/l (0,1N)

(0,5N)

182415
131687
131699
131716
181723
131745
131252
A13651
131940
281760

815330.1

704048
70234

731829

728032.46

733056.25

733060.25

726022.25

726089.60

726785.50

723310.10

710006

727401

704050

705103

735120

718002
923 501
809013
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Sodio Hidroxido 1 mol/l (1N) SV

Sodio Hidréxido lentejas PA-ACS-ISO
Sodio metal, barras PA-ACS

Sodio Sulfato anhidro PA-ACS-ISO
Sodio Tiosulfato 0,1 mol/l (0,1N) SV
Tolueno PA-ACS-ISO

Triclorometano estabilizado con etanol
PA-ACS-ISO

Trimetilclorosilano, 98+%

Tris (Hidroximetil) Aminometano PA-ACS
Verde de Bromocresal solucion 0,04% RV

Adsorbente de Silica 60,

0,063 -0,2 mm

Cabina de visualizacion UV.

Cépsula de aluminio con disco N 20
TB/oA color aluminio.

Cartucho SPE, Silica gel, CHROMAFIX®
400-SiOH, 400 mg

Columna para HPLC, cartucho Chrom-
Cart®, CC250/4.6 Lichrospher 100
RP18,5 um.

Columna capilar de silica fundida (fase
no enlazada quimicamente) FS-SE-54
de 25 m de longitud, 0,25 mm de ID y
0,25 pym de espesor de capa

Columna capilar FS-CW 20 M, 25 m
long., 0,25 mm ID, 0,25 pm espesor.
Columna capilar para GC, OPTIMA® 17,
25 mlong., 0,25 mm ID, 0,25 pym espesor
Columna capilar para GC, OPTIMA®240,
60 mlong., 0,25 mm ID, 0,25 pym espe-
Sor.

Columna capilar OPTIMA® 624,
50 m long., 0,25 mm ID, 1,40 pym
espesor.

Columna capilar para GC
PERMABOND® SE-52 de 10 m de lon-
gitud, 0,32 mm de ID y 0,25 pm de
espesor de capa.

Columna de acero inoxidable con relleno
standard, 6' long., 1/8" OD, 2 mm ID.
Columna para cromatografia "flash"
con adaptador y valvula de teflon. 20
mm ID x 400 mm longitud

Cubeta de desarrollo ranurada con
tapa 20x20 cm.

Chromosorb recubierto con fase esta-
cionaria Dietilenglicol succinato / 10%
en Chromosorb W-AW.
Encapsuladora manual, N 20 para
tapones encapsulables de 20 mm ID.
Fibra de vidrio silanizada.

pHmetro digital pH 300.

Placa TLC. Silica gel standard. Vidrio
SIL G-25, 0,25 mm espesor, 20x20 cm.

711037.1000 POLYGOPREP® 60-130, tamario

704054
70205.36

part.63-200 pm
Spray pulverizador.
Vial encapsulable N 20-10 DIN, incoloro.



aditio

Relacién de aditivos y
coadyuvantes
tecnolég‘icos para

uso alimentario
industrial

PANREAC QUIMICA, S.A., fabrica ademés de
los reactivos para analisis PANREAC, una linea de
aditivos y coadyuvantes tecnoldgicos para uso ali-
mentario industrial, que cumplen las especificacio-
nes de pureza prescritas por The Food Chemicals
Codex IV ed., complementadas con las exigencias
especfficas prefijadas por la legislacion espafiola y
comunitaria de la CEE.

En la relacion que sigue se indica denominacion
del producto, féormula y nimero de identificacion.
Para mayor informacién, solicite nuestro catalogo
ADITIO 2000.
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Cddigo Producto Sindnimos Férmula N d?. »
identificacion

201003 Aceite de Vaselina
204333 Acetofenona CgHgO
201007 Acetona CH,COCH,
201008 Acido Acetico glacial CH,COCH E-260
202342 Acido Adipico (CH,CH,COOH), E-355
201013 Acido L(+)-Ascorbico CgHgOg E-300
202034  Acido L-Aspértico C,H,NO,
202422 Acido DL-Aspartico C,H,NO,
201014 Acido Benzoico CgH;COOH E-210
201808 Acido Citrico anhidro CgHgO, E-330
201018 Acido Citrico 1-hidrato CgHgO,.H,0 E-330
201020 Acido Clorhidrico 37% HCI E-507
201019  Acido Clorhidrico 35% HCI E-507
202785 Acido Decanoico CioHa00s
202512 Acido Estearico (mezcla de acidos

grasos) CgH360,
201669 Acido Etilendiaminotetraacético

Sal Disodica 2-hidrato Na,H,C,,H,,N,05.2H,0
201030 Acido Formico 98% HCOOH E-236
201029 Acido Formico 85% HCOOH E-236
201032  Acido orto-Fosforico 85% H,PO, E-338
202344 Acido Fumarico HOOCCHCHCOOH E-297
202042 Acido L-Glutamico CgHgNO, E-620
201034 Acido L(+)-Lactico CH,CHOHCOOH E-270
202368 Acido Laurico C,H,, O,
202051 Acido DL-Malico C,HgO5 E-296
202591 Acido Miristico CH,(CH,),,CO0H
203389 Acido Nicotinico CgHgNO, E-375
202786 Acido Octanoico CgH160,
202345  Acido Palmitico C,gH320,
201810 Acido Propiénico CH,CH,COOH E-280
201055 Acido Sérbico CgHgO, E-200
201883 Acido Succinico HOOCCH,CH,COOH E-363
201058 Acido Sulfurico 95-98% H,S0, E-513
201065 Acido Tanico
201066 Acido L(+)-Tartarico (CHOH),(COOH), E-334
201792  Agar E-406
202043 L-Alanina C,H,NO,
202035 DL-Alanina C,H,NO,
201081  Alcohol Bencilico CgHsCH,OH
201102  Aluminio Amonio Sulfato

12-hidrato NH,AISO,),.12H,0 E-523
201103  Aluminio Potasio Sulfato

12-hidrato AK(80,),.12H,0 E-522
201130  Amoniaco 30% (en NH,) NH,OH E-527
201129 Amoniaco 25% (en NH,) NH,OH E-527
201119 Amonio Carbonato ~(NH,)5(CO,),H+NH,COONH,  E-508i
201121 Amonio Cloruro NH,CI E-510
201116 Amonio Hidrégeno Carbonato (Amonio Bicarbonato) NH,HCO, E-503ii
201127  di-Amonio Hidrégeno Fosfato (NH,),HPO, E-542ii
201126  Amonio di-Hidrégeno Fosfato NH,H,PO, E-342i
202912  Amonio Hierro(lll) Citrato pardo E-381
202028 Amonio Hierro(lll) Citrato verde E-381
201140 Amonio Sulfato (NH,),SO, E-517
203464 L-Arginina CgH,.N,0,
204653  L-Arginina mono-Clorhidrato CeH,5CIN,O,

75



N° de

Cddigo Producto Sinénimos Férmula e
identificacion

204109 L-Asparagina anhidra C,HgN,O,4
202357 Benzoilo Perdxido humectado con

~25% de H,0 C,,H0,
203977 D(+)-Biotina C,oH16N,055
201082 1-Butanol C,H,.0
201089 iso-Butanol C,H,,0
201429 Butanona (Metiletilcetona) C,HO
204233  2-ter-Butil-4-Metoxifenol (BHA, Butihidroxianisol) C,,H, 0, E-320
201202 n-Butilo Acetato CgH,,0,
201211  Calcio Acetato x-hidrato Ca(CH,C00),.xH,0 E-263
201212 Calcio Carbonato precipitado CaCO E-170i
201213  tri-Calcio di-Citrato 4-hidrato Ca,(CgH50,),.4H,0 E-3833iii
201232  Calcio Cloruro 2-hidrato polvo CaCl,.2H,0 E-509
201214  Calcio Cloruro 6-hidrato CaCl,.6H,0 E-509
202824  Calcio Cloruro solucion 45% p/p

(en CaCl,.2H,0) E-509
201818 Calcio Estearato ~Ca(CygH550,), E-470a
201224  Calcio Formiato ,H,Cal E-238
201228  tri-Calcio Fosfato ~Ca,(PO,), E-341iii
203290 Calcio D-Gluconato 1-hidrato C,,H,,Ca0, ,.H,0 E-578
201225 Calcio bis-(di-Hidrogeno-Fosfato)

1-hidrato (Calcio Difosfato) CaH,(PO,),.H,O E341i
201227  Calcio Hidrégeno Fosfato anhidro CaHPO, E-341ii
201226 Calcio Hidrogeno Fosfato

2-hidrato CaHPO,.2H,0 E-341ii
202400 Calcio Hidroéxido, polvo Ca(OH), E-526
201230 Calcio Lactato 5-hidrato Ca(CH,CHOHCOO),.5H,0 E-327
203238 Calcio Propionato CgH,,Ca0, E-282
201235 Calcio Sulfato 2-hidrato CaS0,.2H,0 E-516
201237 Carbdn Activo polvo
202416 Carboximetilcelulosa

Sal Sodica baja viscosidad E-466
204441  Carboximetilcelulosa

Sal Sédica media viscosidad E-466
203922 Carboximetilcelulosa

Sal Sodica alta viscosidad E-466
203645 L-Cistina CeH.NO,S, E-921
202825 2,6-Di-ter-Butil-4-Metilfenol (BHT, Butilhidroxitoluol) ~ C,5H,,0 E-321
201286 1,2-Dicloroetano CICH,CICH,
201254 Diclorometano estabilizado

con amileno Cl,CH,
201877 1-Dodecanol C,H,60
201303  Estano(ll) Cloruro 2-hidrato SnCl,.2H,0 E-512
201086 Etanol absoluto CH,CH,OH
201085 Etanol 96% v/v CH,CH,OH
202695 Etanol 70% v/v CH,CH,OH
201318  Etilo Acetato CH,COOC,H;
201319 Etilo (S)-(-)-Lactato CH,0;4
202047 L-Fenilalanina CgH;NO,
202728 D(-)-Fructosa CeH1204
202060 Gelatina 80-100 Blooms
204819 Gelatina 220-240 Blooms
201339 Glicerina (Glicerol) CyHgO4 E-422
202329 Glicerina 87% (Glicerol) C,HgO,4 E-422
201922  Glicerina tri-Acetato CgH1,04 E-1518
201340 Glicina H,NCH,COOH E-640



Panreac

Cddigo Producto Sinénimos Formula NO d?, »
identificacion

201341 D(+)-Glucosa CeH1,04
203140 D(+)-Glucosa 1-hidrato CgH;,04.-H,0
202061 Goma Arabiga polvo E-414
201076 Hidrégeno Perdxido 30% p/v

(100 vol.) estabilizado H,0,
202515 Hierro(lll) Fosfato x-hidrato FePO,.xH,0
201362 Hierro(ll) Sulfato 7-hidrato FeSO,.7H,0
202045 L-Histidina CgHgNLO,
202198 L-Histidina mono-Clorhidrato

1-hidrato CgH,,CIN,O,.H,O
201375 Lactosa 1-hidrato C,oH50044.H,
202046 L-Leucina sH15NO,
203385 D(+)-Limoneno 106
201396 Magnesio Cloruro 6-hidrato MgCl,.6H,0 E-511
202029 Magnesio Estearato ~Mg(C,gH,50,), E-470b
201399 tri-Magnesio di-Fosfato (Magnesio

5-hidrato orto-Fosfato) Mg,4(PO,),.5H,0
201927 Magnesio Hidrégeno Fosfato

3-hidrato MgHPO,.3H,0 E-343ii
201395 Magnesio Hidroxicarbonato

5-hidrato (Magnesio Garbonato) C,H,Mg;0,,.5H,0 E-504ii
201276 Magnesio Oxido MgO E-530
201404 Magnesio Sulfato 7-hidrato MgS80,.7H,0 E-518
201410 Manganeso(ll) Cloruro

4-hidrato MnCl,.4H,0
201413 Manganeso(ll) Sulfato 1-hidrato MnSQO,.H,0
202067  D(-)-Manita (Manitol) CeH1404 E-421
201091 Metanol CH,OH
201949 Metilo Benzoato CgHgO,
203332 Metilo-4-Hidroxibenzoato CgHgO4 E-218
201430 4-Metil-2-Pentanona (Metil iso Butil Cetona) C¢H,,0
203209 Parafina PF. 51-53°C

en lentejas
204621 Parafina P.F. 60-65°C
201479 Potasio Acetato CH,COOK E-261
201487 Potasio Bromato KBrO, E-924
201490 Potasio Carbonato K,CO, E-501i
201492  tri-Potasio Citrato 1-hidrato K,CsH50,.H,0 E-332ii
201494 Potasio Cloruro KClI E-508
201522 Potasio Disulfito K,S,04 E-224
201513 tri-Potasio Fosfato 1,5-hidrato K,PO,.1 1/2H,0 E-340Qiii
201505 Potasio Hexacianoferrato(ll)

3-hidrato (Potasio Ferrocianuro) - K,Fe(CN)g.3H,0 E-536
201480 Potasio Hidrégeno Carbonato (Potasio Bicarbonato) KHCO, E-501ii
201512 di-Potasio Hidrégeno Fosfato (di-Potasio

anhidro orto-Fosfato) K,HPO, E-340ii
202333 di-Potasio Hidrogeno Fosfato

3-hidrato K,HPO,.3H,0 E-340Qii
201509 Potasio di-Hidrogeno Fosfato (mono-Potasio

orto-Fosfato) KH,PO, E-340i

201486 Potasio Hidrogeno Tartrato (COQ),KH(CHOCH), E-336i
201515 Potasio Hidroxido 85% lentejas KOH E-525
201524 Potasio Nitrato KNO, E-252
201855 Potasio Nitrito KNO, E-249
204321  tetra-Potasio Pirofosfato anhidro K,O,P, E-450v
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Cddigo Producto Sindnimos Férmula e
identificacion
201729 Potasio Sodio Tartrato
4-hidrato NaK(COQ),(CHOH),.4H,0 E-337
201531 Potasio Sorbato CH,(CHCH),COOK E-202
201532 Potasio Sulfato K,SO, E-515i
201533 Potasio Sulfito K,SO,4
201537 Potasio Tartrato 1/2-hidrato K,(COO),(CHOH),.1/2H,0 E-336ii
201540 Potasio Yodato KIO,
201542 Potasio Yoduro Kl
203646 L-Prolina CHNO,
201545 1,2-Propanodiol CH,OHCHOHCH,
201090  2-Propanol CH,CH,CH,0H
201962 Propilo Galato C,oH1205 E-310
201633 Sodio Acetato anhidro CH,COONa E-262i
201632 Sodio Acetato 3-hidrato CH,COONa.3H,0 E-262i
203865 Sodio L(+)-Ascorbato CgH,NaOg E-301
201637  Sodio Benzoato CgHsCOONa E-211
201648 Sodio Carbonato anhidro Na,CO,4 E-500i
202032 Sodio Carbonato 1-hidrato Na,CO4.H,0 E-500i
201647 Sodio Carbonato 10-hidrato Na,CO,.10H,0 E-500i
201655  tri-Sodio Citrato 2-hidrato Na,CH;0,.2H,0 E-331iii
201656 tri-Sodio Citrato 5 1/2-hidrato Na,CH;0,.56 1/2 H,0 E-331iii
201659 Sodio Cloruro NaCl
201698 Sodio Disulfito Na,S,0; E-223
202363 Sodio Dodecilo Sulfato (Lauril Sulfato
Sédico) C,,H,5NaS0O,
201681  tri-Sodio Fosfato 1-hidrato Na,PO,.H,O E-339jii
201680 tri-Sodio Fosfato 12-hidrato Na,PO,.12H,0 E-339jii
201697  Sodio Fosfinato 1-hidrato NaH,PO,.H,0
201683  Sodio L-Glutamato 1-hidrato CgHgNNaO,,.H,0 E-621
201665 Sodio Hidrégeno di-Acetato (Sodio Diacetato) CH,COONaCH,COOH E-262ii
201638 Sodio Hidrégeno Carbonato (Sodio Bicarbonato)  NaHCO, E-500ii
201654 di-Sodio Hidrégeno Citrato
1 1/2-hidrato CgHgNa,0,.1 1/2 H,0 E-331ii
201679 di-Sodio Hidrégeno Fosfato anhidro  (di-Sodio
orto-Fosfato) Na,HPO, E-339ii
201678 di-Sodio Hidrégeno Fosfato
12-hidrato Na,HPO,.12H,0 E-339ii
201965 Sodio di-Hidrégeno Fosfato (mono-Sodio
1-hidrato orto-Fosfato) NaH,PO,.H,0 E-339i
201677 Sodio di-Hidrégeno Fosfato
2-hidrato NaH,PO,.2H,0 E-339i
201709 di-Sodio di-Hidrégeno Pirofosfato H,Na,0,P, E-450i
201686 Sodio Hidroxido escamas NaOH E-524
201687 Sodio Hidréxido lentejas NaOH E-524
203307 Sodio Lactato solucién 50% p/p C;HNaO, E-325
201702 Sodio Nitrato NaNO, E-251
201703 Sodio Nitrito NaNO, E-250
201711 tetra-Sodio Pirofosfato anhidro (tetra-Sodio
Difosfato) Na,P,0; E-450iii
201710 tetra-Sodio Pirofosfato (tetra-Sodio
10-hidrato Difosfato) Na,P,0;.10H,0 E-450iii
201684  Sodio Polifosfato (NaPQO,), E-452i
201716 Sodio Sulfato anhidro Na,SO, E-514i
201715 Sodio Sulfato 10-hidrato Na,SO,.10H,0 E-514i
201717  Sodio Sulfito anhidro Na,SO, E-221
201720 Sodio Tartrato anhidro Na,(COQ),(CHOH), E-335ii
201719 Sodio Tartrato 2-hidrato Na,(COOQ),(CHOH),.2H,0 E-335ii
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201721 Sodio Tiosulfato 5-hidrato Na,S,0,.5H,0

Cadigo Producto Sinénimos Formula Ee:t(i%ﬂcaoién
203064 D(-)-Sorbita (Sorhitol) CeH1405 E-420i
201733 Talco lavado E-553b
202475 Tierra Silicea purificada y calcinada

202101  Titanio(lV) Oxido TiO, E171
204644 DL-a-Tocoferol CogHs00, E-307
202049 L-Triptéfano C,1HoN,0,

202048 Vainillina 5HgO04

201786 Zinc Oxido Zn0O

201788 Zinc Sulfato 1-hidrato ZnS0,.H,0

201787 Zinc Sulfato 7-hidrato ZnS0,.7H,0
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