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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 consti-
tuye el Reglamento (CEE) n° 3577/90 (%), y, en particular, su articulo
35 bis,

Considerando que en el Anexo del Reglamento n° 136/66/CEE se esta-
blecen 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 caracteristicas fisicoquimicas de cada uno de ellos,
asi como las caracteristicas organolépticas de los aceites virgenes, a fin
de garantizar asi la pureza y calidad de estos productos, sin perjuicio de
otras disposiciones existentes en la materia;

Considerando que conviene determinar de manera uniforme en toda la
Comunidad la presencia de las caracteristicas de los diferentes tipos de
aceite; que, para ello, procede establecer los métodos comunitarios de
analisis quimico y de valoraciéon organoléptica; que conviene, sin
embargo, permitir que durante un periodo transitorio se utilicen otros
métodos de analisis que sean aplicados en los Estados miembros, esta-
bleciendo al mismo tiempo que en caso de presentarse resultados
divergentes prevalezcan los obtenidos a través del método comun;

Considerando que la definicién de las caracteristicas fisicoquimicas de
los aceites de oliva y de sus métodos de analisis comporta la adapta-
cién de las notas complementarias del capitulo 15 de la nomenclatura
combinada;

Considerando que el método de valoracién de las caracteristicas orga-
nolépticas de los aceites virgenes requiere la creacion de unos paneles
de catadores seleccionados y especialmente adiestrados; que conviene,
por lo tanto, prever el plazo necesario para instaurar una estructura de
este tipo; que, dadas las dificultades a las que se enfrentaran determi-
nados 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 reguladoras aplicables a la importacién de
orujo de oliva, es conveniente prever un método Unico para la determi-
nacion del contenido en aceite de estos productos;

Considerando que, para no perjudicar el comercio, 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 Regla-
mento;

Considerando que procede derogar el Reglamento (CEE) n° 1058/77 de
la Comisién (?), cuya ultima modificacion 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,

(') DO n° 172 de 30. 9. 1966, p. 3025/66.
() DO n° L 353 de 17. 12. 1990, p. 23.
() DO n° L 128 de 24. 5. 1977, p. 6.

(*) DO n° L 166 de 1. 7. 1988, p. 10.
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VB

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:
VY M20
Articulo 1

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

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

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

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

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

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

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

mento.
vB
Articulo 2
1. Las caracteristicas de los aceites, previstas en el Anexo I, se
determinaran empleando los métodos de analisis siguientes:
— para determinar los acidos grasos libres, expresados en porcentaje
de acido oleico, el método recogido en el Anexo II,
— para determinar el indice de perdxidos, el método recogido en el
Anexo III,
YM19
— para determinar el contenido de ceras, el método recogido en el
anexo 1V,
vB
— 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 VII,
VY M20
vB

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

— para determinar la composiciéon de acidos grasos, el método reco-
gido en los Anexos X «A» y X «B»,
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— para determinar los solventes halogenados volatiles, el método reco-
gido en el Anexo XI,

— para la valoracion de las caracteristicas organolépticas de los aceites
de oliva virgenes, el método recogido en el Anexo XII, que se
aplicara de conformidad con el apartado 2,

VY M20

VYMi11
— para determinar los estigmastadienos, el método recogido en el
Anexo XVII,

VY M13
— para determinar la composicién de los triglicéridos de ECN42, el
método que figura en el Anexo XVIII,

YM19
— para determinar el contenido de alcoholes alifaticos, el método
recogido en el anexo XIX.

2. La comprobacion de las caracteristicas organolépticas de los
aceites de oliva virgenes por parte de las autoridades nacionales o sus
representantes correrd a cargo de paneles de catadores autorizados por
los Estados miembros.

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

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

YM17

3.  En lo tocante a la comprobacion por las autoridades nacionales o
sus representantes de las caracteristicas de los aceites previstas en el
apartado 1, la toma de muestras se efectuara de acuerdo con las normas
internacionales EN ISO 661 y EN ISO 5555 relativas a la preparacion
de las muestras y al muestreo. Ahora bien, no obstante lo dispuesto en
el punto 6.8 de la norma EN ISO 5555, respecto de los lotes
compuestos por esos aceites, presentados en envases inmediatos de
una capacidad igual o inferior a 100 litros, la toma de muestras se
realizara de acuerdo con el anexo I bis del presente Reglamento.

YM19
Sin perjuicio de lo dispuesto en la norma EN ISO 5555 y en el capitulo
6 de la norma EN ISO 661, las muestras deberan guardarse lo antes
posible en un lugar protegido de la luz y de las elevadas temperaturas
y enviarse al laboratorio para la realizacion de los analisis a mas tardar:

— el décimo dia habil siguiente al de la toma de la muestra, durante
los meses de octubre a mayo, y

— el quinto dia habil siguiente al de la toma la muestra, durante los
meses de junio a septiembre.

YM17
4. P»M20 Para la comprobacion prevista en el apartado 3, los
analisis a que se refieren los anexos II, III, IX, X y XII, asi como, en
su caso, los segundos analisis previstos por las legislaciones nacionales,
se efectuaran antes de la fecha de caducidad minima. En caso de que la
toma de la muestra se efectie mas de cuatro meses antes de la fecha de
caducidad minima, dichos analisis se realizaran a mas tardar el cuarto
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VYM17

mes siguiente al de la toma de la muestra. No se aplicard ningun plazo
a los demas analisis previstos por el citado Reglamento. <«

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

YM19
5. Con vistas a la determinacion de las caracteristicas de los aceites
de oliva efectuada con arreglo a los métodos contemplados en el apar-
tado 1, los resultados de los analisis se compararan directamente con
los limites fijados en el presente Reglamento.

VYM20
Articulo 2 bis

La comprobacion por las autoridades nacionales o sus representantes de
la conformidad de una muestra de los aceites de oliva y de los aceites
de orujo de oliva con la categoria declarada podra efectuarse:

a) mediante la realizacion, en cualquier orden, de los analisis contem-
plados en el anexo I, o bien

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

VYM19

vMs
Articulo »M19 3 <

En caso de que se compruebe que las caracteristicas organolépticas de
un aceite son distintas de las correspondientes a su denominacion, el
Estado miembro interesado aplicara sanciones econdmicas administra-
tivas, cuyo importe se determinard en funcion de la gravedad de la
irregularidad comprobada, sin perjuicio de otras posibles sanciones.

Para la evaluacion de las irregularidades se tendra sobre todo en cuenta
la evolucion natural de las caracteristicas del aceite de oliva conser-
vado en condiciones normales.

Al principio de cada semestre, los Estados miembros informaran a la
Comision del nimero y la naturaleza de las irregularidades observadas,
asi como de las sanciones impuestas durante el semestre anterior.

Articulo 4

VYM19
1.  Para la apreciacion y el control de las caracteristicas organolép-
ticas por parte de las autoridades nacionales o sus representantes, los
Estados miembros podran constituir paneles de catadores autorizados.

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

— cumplir las condiciones del punto 4 del anexo XII,

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

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

Todos los Estados miembros comunicaran a la Comisién la lista de los
paneles de catadores autorizados, asi como las demas medidas adop-
tadas de conformidad con el presente apartado.
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VM5
2. En caso de que un Estado miembro tenga dificultades para crear
un panel de catadores en su territorio, podra recurrir a un panel de
degustadores autorizado de otro Estado miembro.

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

YM19

vB
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 determinara con arreglo al método recogido en el Anexo XV.

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

VY M20
Articulo 7

Seran aplicables las disposiciones comunitarias sobre la presencia de
contaminantes.

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

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

— Contenido maximo de la suma de los disolventes halogenados
detectados: 0,2 mg/kg.

Articulo 8

1. Cada Estado miembro comunicara a la Comision las medidas
adoptadas en aplicacion del presente Reglamento.

2. Cada Estado miembro comunicara a la Comision, al inicio de
cada semestre una recapitulacién de los datos analiticos de las determi-
naciones efectuadas durante el semestre precedente.

Estos resultados seran examinados por el Comité de gestion de las
materias grasas con arreglo al procedimiento previsto en el articulo 39
del Reglamento 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 XII se aplicara a partir
del »M1 1 de noviembre de 1992 <, excepto en lo que se refiere a
las operaciones relacionadas con la intervencion.

Dicho método no se aplicara a los aceites de oliva virgenes envasados
antes del 1 de noviembre de 1992.

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

El presente Reglamento sera obligatorio en todos sus elementos y
directamente aplicable en cada Estado miembro.
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VB
Anexo I:
YM17
Anexo 1 bis:
VYM20
Anexo 1 ter:
vB
Anexo II:
Anexo III:
Anexo 1V:
Anexo V:
Anexo VI:
Anexo VII:
VY M20
VB
Anexo IX:
Anexo X «Ax»:
Anexo X «B»:
Anexo XI:
Anexo XII:
Y M20
YM19
vB
Anexo XV:
Anexo XVI:
VYMi11
Anexo XVII:
YM13
Anexo XVIII:
VYM19

Anexo XIX:

ANEXOS

indice

Caracteristicas de los aceites de oliva

Muestreo de lotes de aceite de oliva o aceite de orujo de oliva
presentado en envases inmediatos de 100 litros como maximo

Esquema de decisiones

Determinacion del grado de acidez
Determinacion del indice de perdxidos

» M6 Determinacion del contenido de ceras mediante crama-
tografia de gases con columna capilar <«

Determinacion de la composicion y del contenido de esteroles
mediante cromatografia de gases con columna capilar

Determinacion del eritrodiol y uvaol

Determinacion de los acidos grasos saturados en la posicion 2
de los triglicéridos de aceites y grasas

Prueba espectrofométrica en el ultravioleta

Analisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos mediante
cromatografia de gases

Preparacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos

Determinacion del contenido en »C1 disolventes < haloge-
nados volatiles en el aceite de oliva

Valoracion organoléptica del aceite de oliva virgen

Contenido de aceite de los orujos de aceituna

Determinacion del indice de yodo

Método para la determinacién de estigmastadienos en los
aceites vegetales

Método para la determinacion de la composicion de los trigli-
céridos de ECN42

Método de determinacion del contenido de alcoholes alifa-
ticos
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ANEXO 1 bis

Muestreo de aceite de oliva o aceite de orujo de oliva entregado en envases
inmediatos de 100 litros como maximo

El presente método de muestreo se aplicara a las entregas de aceite de oliva o de
orujo de oliva de 125 000 litros como maximo, presentados en envases inme-
diatos de 100 litros como maximo.

Cuando la entrega consista en mas de 125000 litros, se dividira en lotes de
cantidades iguales o inferiores a 125 000 litros. Cuando la entrega sea inferior
a 125 000 litros, ésta constituira un lote. El presente método se aplicara entonces
a cada lote.

En funcién del tamafio del lote se determinard el nimero minimo de muestras
elementales, con arreglo al cuadro que figura en el punto 1.

El volumen de la muestra elemental se establecera en funcion de la capacidad
de los envases inmediatos, de acuerdo con el cuadro que figura en el punto 2.1.

Las definiciones contempladas en la norma EN ISO 5555 se aplicaran a
«entregay», «muestra elementaly y «muestra de laboratorioy.

Se entendera por «lote» un conjunto de unidades de venta que se hayan produ-
cido, fabricado y envasado en circunstancias tales que el aceite contenido en
cada una de dichas unidades de venta se considere homogéneo en lo que se
refiere a sus caracteristicas analiticas.

1. NUMERO DE MUESTRAS ELEMENTALES

El numero minimo de muestras elementales se determinara en funcion del
tamafo del lote, con arreglo al cuadro siguiente:

Tamafio del lote (litros) inferior a Nomero minimo t;llee;nuestras elemen-
7 500 2
25000 3
75 000 4
125 000 5

Los envases inmediatos de una misma muestra elemental deberan escogerse
entre envases contiguos del lote.

En caso de duda, el Estado miembro aumentara el numero de muestras
elementales que deban tomarse.

2. CONTENIDO DE UNA MUESTRA ELEMENTAL

2.1 Cada muestra elemental consistira en lo siguiente:

En caso de que los envases inmediatos La muestra elemental se extraera del
tengan una capacidad: aceite de:
a) superior o igual a 5 litros a) tres envases inmediatos
b) superior o igual a 3 litros e infe- | b) tres envases inmediatos

rior a 5 litros

o
~

superior o igual a 2 litros e infe- | c) tres envases inmediatos
rior a 3 litros

d

=

superior o igual a 1 litro e infe- | d) seis envases inmediatos
rior a 2 litros

g
~

superior o igual a 0,75 litros e | e) seis envases inmediatos
inferior a 1 litro

f) inferior a 0,75 litros f) tres veces el aceite del numero
minimo de envases cuya capa-
cidad total supere 1,5 litros
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2.2 Las muestras elementales se mantendran en los envases inmediatos
hasta el momento de los analisis. A continuacion, el aceite de las mues-
tras elementales se subdividira, en su caso, en tres muestras de
laboratorio con el fin de efectuar:

a) los analisis mencionados en los anexos II, III, IX y X;
b) el analisis mencionado en el anexo XII;

c¢) los demas analisis.

2.3 Los envases que constituyan una muestra elemental se subdividiran de
acuerdo con los procedimientos de control previstos por las legislaciones
nacionales.

3. ANALISIS Y RESULTADOS

a) Cada una de las muestras elementales contempladas en el punto 1 se
subdividird en muestras de laboratorio con arreglo al punto 2.5 de la
norma EN ISO 5555, para someterlas a los analisis siguientes:

— determinacién de 4acidos grasos libres, como se contempla en el
primer guion del apartado 1 del articulo 2,

— determinacion del indice de perdxidos, como se contempla en el
segundo guion del apartado 1 del articulo 2,

— andlisis espectrofotométrico, como se contempla en el octavo guién
del apartado 1 del articulo 2,

— composicion de acidos grasos, como se contempla en el noveno
guion del apartado 1 del articulo 2.

b) En caso de que los resultados de los analisis mencionados en la letra a)
de al menos una de las muestras elementales tomadas del mismo lote no
se ajusten a las caracteristicas de la categoria de aceite declarada, el
conjunto del lote de que se trate se declarara no conforme.

En caso de que no sean homogéneos todos los resultados de los analisis
mencionados en la letra a) de cada una de las muestras elementales
tomadas del mismo lote, habida cuenta de las caracteristicas de repetibi-
lidad de los métodos de que se trate, el conjunto del lote se declarara no
homogéneo y cada muestra elemental debera someterse a los demas
analisis exigidos. En caso contrario, s6lo una de las muestras elementales
de dicho lote se sometera a los demas analisis exigidos.

¢) En caso de que uno de los resultados de los analisis mencionados en el
segundo parrafo de la letra b) no se ajuste a las caracteristicas de la cate-
goria de aceite declarada, el conjunto del lote de que se trate se declarara
no conforme.

En caso de que todos los resultados de los analisis mencionados en el
segundo parrafo de la letra b) se ajusten a las caracteristicas de la cate-
goria de aceite declarada, todo el lote se declarara conforme.
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ANEXO [ ter

ESQUEMA DE DECISIONES PARA LA COMPROBACION DE LA
CONFORMIDAD DE UNA MUESTRA DE ACEITE DE OLIVA CON LA
CATEGORIA DECLARADA

El anélisis de la conformidad de un aceite de oliva o de orujo de oliva con la
categoria declarada podra efectuarse:

a) mediante la realizacion, en cualquier orden, de los analisis previstos para
comprobar que se reunen las caracteristicas mencionadas en el anexo I, o
bien

b) mediante la realizacion, segun el orden indicado en el esquema de deci-
siones, de los analisis previstos en el mismo, hasta la adopcion de una de
las decisiones mencionadas en dicho esquema.

Los analisis relativos a los contaminantes, necesarios para comprobar la confor-
midad con las normas de la Comunidad Europea, se realizaran por separado.

El esquema de decisiones se aplicara a todas las categorias de aceite de oliva y
de orujo de oliva. Se compone de cuadros numerados del 1 al 11, que deberan
seguirse en el orden indicado en el cuadro general en funcion de la categoria de
aceite declarada.

Para la lectura de los cuadros general a 11:

— la linea doble (=) indica el camino que debe seguirse en caso de confor-
midad (respuesta positiva) con las condiciones previstas en la casilla
anterior; la linea de puntos (...) indica, por el contrario, el camino que
debe seguirse en caso de no conformidad,

— los titulos de las casillas que figuran en los cuadros 1 a 11 se refieren a los
analisis previstos en el presente Reglamento, segiin las correspondencias
mencionadas en el apéndice 1 del presente anexo,

— las letras que figuran en los circulos de decision negativa de los cuadros 1 a
11 remiten a datos indicativos mencionados en el apéndice 2 del presente
anexo y no implican por si mismas ninguna obligacion de continuar los
analisis o la certeza de la mencionada presuncion.
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Cuadro general

W
se
i E g
E | 5 o ; .E ‘!
3 ig ig ig %ggg 2 E% H
g 2% . E 25 | 3 EE E.E HE T
g.ﬁ‘ 283 * 'E'“ E
15 N\ %
L 8§s
Critencs Critarics Griterias Criterias
de calidad de calidad da calidad e calidad
I | Criterics dea i
Critarices da | | calidad ¥ |
calidad ¥ ! [ puraza
puraza [ i
| ereerios se | Cattarics
i puraza i | de pureza
W Y, VoW VoW VoW L S
T -----H T—
ﬂnﬁﬂmmﬁmhm :;,f Acadte no confarme con la categoria declarada -\\-I
-.__.th .-__.-'
- "'-\.H .-'r.--.
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Cuadro 1

Aceile de oliva virgen extra
jeriferios de calidad)

+ =
Grado de ackdez (%) i )
7 Acaite Ao
:" conforme con la ;
= LB > [0 l,l".l- . phtiveien -:
] declarada d
\ in ki
II"H. ._1...'
indica da pardxidos mEq O,y s -
20 = 70
* ™
w . P SR EE
" _.-"-. T,
Far = 022 Karrp = 0,22 = l__-' '-"'r__
e b
. i
Espectromedria UV i Fr— :
L ] confarme con la
Ak = 0,61 4K = 0,01 ' ey categoria ;
- i declarada I
I.ll- .lI-
Espssctrometria W, =
lllul' ' __..1'
n, -
Kax: = 2,50 Fizaz * 50 = T .
L
Waloracicn arganoiépdica e
Wediana de Mbadiana da frulada = 0
Frulaca = 0
rn-nm:nad-n Mediana de frutada = Oy =
d=lecios =1 mediand de defacics =0

Tipo de aceite conforme al declarado en bo que
refpRcta A los Ccritedos de calidad

b al cascre T (Critanos o poveea)
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Cuadro 2

Aceite de aliva virgen
(Criterios de calidad)

Grado de acides (%)

= 2.0 =20

indice de peréxidos mEq G,ig

= 20 = M T

Hrp = 0,28 Fizrp * 0.35 .
=hi 2T } L

Espaciromseiria LIV
&K = 0 AK =0 i
* -"._ r
. .
", -
Espectrometria LY BT -

Koz = 2 80 K = 2,60 =

v

Valoracién organcképtica

Medhana ge tnaado = 0

Medana de fntade = 0

o
b mediana de futade = 4y
mediana de defecios < 2.5 i de defecias > 2 5

| "
3 )

fCumplen kos valores de los pardmetros arriba indicados los H LY
criferios de calidad del acedte de oliva virgen extra? 0 A k!
[cwradvo 1) i colte ne
i conforme oon la

i

HO si = declarada

u : o}

Tipo e aceite conforme sl declarado N o
o quie respecla 8 los criterios de calidad ”

& al ceadne 1 (Criten'os de pureza)
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Cuadro 3

Acaites da oliva wingan axira ¥ virgen
|Criterios de pureza)

at=®
o’ "

Criterios da calldad jeuwadros 1y 2) 4 kA
H Acaite iy confommi

5i [Fs] =1 con la catagoeia

: doclarada

1.5 — Eatigmastadienos maika T, !

- o
b s iy = e S B
E —

<015 >0,18 = o e,

~ 5y
£ =,
* = Aceite no conforme con ka 1
! cutegaria declarads i
ladiimarod biand de Scidos prased [T X fad ;

10131 =008 118 1 = 0,05 = s, L
HC182 + C18:3 =005 iCT162 + C18:3) = 0,05 s

Contenido de dcidos grasos

=i M ey ._____..- o,

S J -h-'
i F 3

BECN4Z }T fuaite i sorlarm
: con la categonia

=02 =02 = declaracda

K
X 7
+ . ."_,.-

Composicidn esterdlica y osteroles tofales o

Ty
.
T gyt =0T

sl MO e

v

Eritradial + Uvacl [%) e
-

o %,
<20 20=E+U=45 =45 e ra ",

& L

; 4
*. i Acelts no 1
o conforme con i
Caras ma'kg i la Exlegoria H
: daclarada

250 = 250 = L

'.I l_l':

., A

Tipo de aceils conforme can la categoria declarada
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Cuadro 4

Acwite du oliva Wmpants
(Crtenos de calided v pumzal

=40 =30 — -

wo1E1 =010 w8 = 0,10 \w._\
HER2 + G103 =010 HEa2 « C183 =010 > __,r"'-.

ey

",
1,5<E+ <45 = & h
[ i Acwitn e sonfonme i
— }E co b calegoria H
[ “4 declaraita ;
| 5 fcl
' -,
300 < caras = 350 i . g
:T ’ '."""- ........ "'I..'—-.-.
>

| Tips di sosite canfanme ..-"..‘l
con la categoria declarada '
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Cuadro 5

Acoite de oliva refinado
[Critarias da calidad)

Grado da acidaz ()
=03 = 0,3 ::.
indica da perdxidos mEqO:%
5 =8 r___ ﬁ""._
= __. "*-._
£ Aceite no %
i conforme con la categonia ;
=2 decharata i
Espaciramitria UV
'|_\_ I-I__-d'
Kong = 1,10 Kang > 1,10 = R
Espactromatria LIV
&K = 0,16 A =08 | =

Tipe d2 aceite conforma al
declarado &n lo que respacta a los criteros de calidad

ir & cuadvo T (Crdevios de purezs)
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Cuadro 6

Acaite da aliva
compueste exclusiAamente por aceites de oliva refinados y
aceites de aliva virgenes
[Criterios de calidad)

—
=14 =10 -
indice de perdxides mEq Oufkg s
IH"“-_
<15 + {8 T & s
£ 4
Aceite no ;
= conforme con |a
categoria daclarada :
. y
“m v
Kz < 0,90 Kam > .90
=1
Espectrometria Uy
MK 2018 &K =015 =

Tipo de aceite conforme al declarado
en b que respecta a los criterios de calidad

I @ cuanavg 7 (Crdenos O purees)
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Cuadro 7
ey —— S —
+"fceite de aliva — contiens exclusimamente aceites de aliva
refinados v aceites die aliva virgenesa
|Criterios: de pureza)
e~
CRITERIOS DE CALIDAD frasdros § y ) — .
M -""-- Iq-"'\--
5l | a > s .,
+ ::: Aceite no conforme B
- | con la categaria ;
Isdmeras irans de acidos grasos (%) -,_w deslararda i
HE18:1 < 0,20 BB = 020 e
0182 + 01630 = 0,30 HCAR:2 « C18:3) = 0,30 T ., "
Contenido de dcidos grasos
gl MO > Il___.f-"' I--'"'-.
v
il i
el fceite no conforme i
AECH42 con & categoria i
daclarada
03 =05
- " o
Compaosicion esierdlica v esteroles totales
]| MO =
Eritrodiol + Uvaol (%) e T
l}..' -'I"
<45 =45 = i 5
* Aceite na confarme i
1 oon la categoria i
Caras malkg > i declarada
) }
< 350 | = 350 e b,
-\-Irl- LI Terem—" ‘I---‘I
L= &% G181 < 0,90 % BC18:2 = C18:3) = 0,10 %
Lo & % eCAB:1 < 0,10 % o(C18:2 « C18:3) < 0,16 %
Sl | MO
e .
.-r- -\-l
_-"' Aceila no confarme "
i con |a categoria i
declarada
% P E
I"H._ ;I_..*
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Cuadro 8
e —
Aceite de orujo de olfiva crudoe
|Eriterios de pureza)
Esdmenas trans de dcidos grasos (%) = B
181 <020 HC181 = 020 ;{f o confarme con a
- C1g:2 = C13:3) = 0,10 S
o182+ C18:3) < 0,10 i wlda) [ categoria declarada
\ 4 | "’
Il-
Caontenida de dcidos grasos \ o
g MO =
AECHAZ - ,
[W1:] 0B . -l‘l-
’ = 5 E
/ ' > H Aceite 1
i no conforma can la H
= cafegoria declarada K
Composicién esteroiic y esteroles totales 5, ;
v '-- -I-
i MO - i "
Eritrodiod + Lvaod %)
4,5 15<E+V 45 515 >
& Irl i =
of
F
Caras mgihg F Aceile
i ey cpnlarme
= 350 00 < caras < 35] = A%0 = i con la categoria
! declarada
v TR
",
Alcohod > 350 mpiHg yE+ U = 3,5% R -
s | HC =
HC1E: = 0,10 % et -
HC18:2 + £18:3) = 0,08 % o "
. - hicidos grasos saturados en la o
posicién 2 |%) i Acaily
::. ey COmharme
c 33 >33 i oon la categoria
H dectarada
- i fef
Tipa de aceite confarme con la "-.I
categoria declarads S,
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Cuadro 9

Aceite de orujo de cliva refinado
[Critarics de calidad)

Grado du acidez (%]
=03 =03 >
indice de perdxidos mEq D/kg r "
e :'.l _;; 3 ]

Bcedte no conforme
con la categoria

+ :}E-_ declarada

K = 020

Tipo de acaite conforma al
declarado an lo gue respacta a s

criterias de calldad
Ir af cuadro 74 [Crifenios oo pararal
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Cuadro 10

BGeite de orujoe de oliva
[Criterios de calidad)

Grado de acidez (%)
1.0 =11 et
indice de perdxidos mEqg Oxkg H,-“ .
Ty
& LY
15 » 15 i %
= i '
: Ackils 0 conlorma
J. :,; con la cabagoria I
5 declarada I
Espectromatria UV i
b &
- r
Ham= 1,70 Hamm = 1,70 -'\-:- "--.I d_.-'-
Espectrometria UV
AF < 0,18 AR = 0,18 oyl

Tigpo @8 acede conforma al daclarada an o gua
rakpecta a los critarios de calidad

I ol condeg 11 (Cievios O purera)
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Cuadro 11

. e ey

Acaite de arujo de oliva refinado ¥ aceite de oruje de oiva
(Criterios de pureza)

— — p— —
Criterbos do calldad fewados & y 10)
N I..I-"-Irl- I.-"-._l-l
gi HE - - "
.'r. -'l.
+ . ," Acedie no condorme ".I
H can la categaria 1
Isdmares trans de scidos grascs [3) decharada
1B = 0,40 1C18:1 = 0,40 > %,
K182+ C18:3) <035 WCHE2 + C18:3) » 0,35 "-.,q_ o~
m"mm .-'"'-I-“"-“'-I-""..
&i | W - " *-.
AECHAT Acaibte ne confonma
p con ka categoria
05 | 20,5 - I-'-. declarada __.
Composicidn esterdlica y esteroles tofales P o
&i | N = e
Eritradial + Uwaal |3}
=45 =45
F .
Corns gty H Aceite o conforme i
: oon ka catogoria H
. « A5 E deilarada 1
= 55]] .':Scl__ i
* I"\I -II-
L= & S 081 o 0,20 % o182+ C182E) < 0,10 %
L= 8% 1C181 < 0,20 % jCA8:F + T8I} = 0,15 % Mhmn‘l.l‘.:hlmh ' 5
posichan 2 (%)
&l HIC S - i
=22 =23 ; o 1
|- canfarme Gan

i 4 GAbeGoa
* ".,' declarada :

% fal
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Apéndice 1

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

— Grado de acidez
— Indice de perdxidos

— Espectrofotometria en el ultravio-
leta

— Valoracion organoléptica

— Estigmasta-3,5-dieno en mg/kg

— Isémeros trans de acidos grasos

— Composicion de acidos grasos

— AECN42

— Composicion esterdlica y este-
roles totales
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VY M20
Apéndice 2

Cuadro 1

a) Véase el aceite de oliva virgen o lampante (criterios de calidad del cuadro 2
o criterios de calidad y pureza del cuadro 4)

b) Véase el aceite de oliva lampante (criterios de calidad y pureza del cuadro 4)

Cuadro 2

a) Véase el aceite de oliva lampante (criterios de calidad y pureza del cuadro 4)

b) Véase el aceite de oliva virgen extra (criterios de calidad del cuadro 1)

Cuadro 3

a) Presencia de aceite refinado (de oliva u otros)

b) Presencia de aceite de orujo de oliva

Cuadro 4

a) Véase el aceite de oliva virgen extra y el aceite de oliva virgen (criterios de
calidad del cuadro 1y del cuadro 2)

b) Presencia de aceite refinado (de oliva u otros)
c) Presencia de aceite de orujo de oliva

d) Presencia de aceites esterificados

Cuadro 7

a) Presencia de aceite de orujo de oliva

b) Presencia de aceites esterificados

Cuadro 8

a) Presencia de aceite refinado (de oliva u otros)
b) Véase el aceite de oliva lampante (criterios de calidad y pureza del cuadro 4)

¢) Presencia de aceites esterificados

Cuadro 11

a) Presencia de aceites esterificados



1991R2568 — ES — 01.11.2003 — 020.002 — 27

1.1.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.

1.4.
1.4.1.

ANEXO 11

DETERMINACION DEL GRADO DE ACIDEZ

OBIJETO

Determinar los acidos libres en los aceites de oliva. El contenido en
acidos grasos libres se expresa mediante la acidez calculada segun el
método convencional.

Principio

Disolucion de la muestra en una mezcla de disolventes y valoracion de
los 4acidos grasos libres mediante una solucioén etanolica de hidroxido
potasico.

Reactivos

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

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 tomando especiales precauciones.

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

Nota: Si no es posible utilizar éter dietilico, puede sustituirse por una
mezcla de disolventes formada por etanol y tolueno. Si fuera nece-
sario, el etanol podria sustituirse, a su vez, por 2-propanol.

Solucion etandlica valorada de hidroxido potasico, = 0,1 M o, en caso
necesario, = 0,5 M. Nota 1.

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

Nota: Se puede preparar una solucién incolora y estable de hidroxido
potdsico de la manera siguiente: Llevar a ebulliciéon, y mantener
ésta a reflujo durante una hora, 1000 ml de etanol con 8 g de
hidroxido potasico y 0,5 g de virutas de aluminio. Destilar inme-
diatamente. Disolver en el destilado la cantidad requerida de
hidroxido potasico. Dejar reposar durante varios dias y decantar
el liquido claro sobrenadante, separandolo del precipitado de
carbonato potasico.

La solucion también puede prepararse de la manera siguiente sin
efectuar la destilacion: afladir 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 ¢l la cantidad
necesaria de hidréxido potasico. La solucién estd lista para ser
utilizada.

Solucién de 10 g/l de fenolftaleina en etanol de 95-96 % (V/V) o solu-
cion de 20 g/l de azul alcalino (en caso de aceites de oliva muy
coloreados) en etanol de 95-96 % (V/V).

Material

Material habitual de laboratorio, y en particular:
Balanza analitica

Matraz erlenmeyer de 250 ml de capacidad

Bureta de 10 ml de capacidad, con graduacion de 0,05 ml

Procedimento

Preparacion de la muestra para la prueba
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1.4.2.

1.4.3

1.5

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

Muestra para la prueba

Tomar la muestra, segun el grado de acidez previsto, de acuerdo con el
cuadro siguiente:

Peso de la muestra Precision de la pesada de
Grado de acidez previsto la muestra
(en g)
(en g)
<1 20 0,05
la4 10 0,02
4als 2,5 0,01
15a75 0,5 0,001
> 175 0,1 0,0002

Pesar la muestra en el matraz erlenmeyer (1.3.2)
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 hidréxido potasico de 0,1 M (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 solucion etandlica valorada de hidroxido potasico (1.2.2)
puede sustituirse por una solucion acuosa de hidroxido potasico
o sddico siempre que el volumen de agua afiadido no provoque
una separacion de las fases.

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

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

Expresion de la acidez en porcentaje de acido oleico

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

M 100_V><c><M

VXX T000 X P T 10x%p

siendo:

V: volumen en ml de la solucién valorada de hidroxido potasico utili-
zada.

c:  concentracion exacta, en moles por litro, de la solucion de hidroxido
potasico utilizada.

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

P:  peso en gramos de la muestra utilizada.

Se tomard como resultado la media aritmética P M6 de dos
determinaciones <.
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5.1

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

ANEXO 111
DETERMINACION DEL iNDICE DE PEROXIDOS

OBIJETO

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

AMBITO DE APLICACION

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

DEFINICION
El indice de perdxidos es la cantidad (expresada en miliequivalentes de

oxigeno activo por kg de grasa) de peroxidos en la muestra que ocasionan
la oxidacion del yoduro potasico en las condiciones de trabajo descritas.

PRINCIPIO
La muestra problema, disuelta en acido acético y cloroformo, se trata con

solucion de yoduro potasico. El yodo liberado se valora con soluciéon valo-
rada de tiosulfato sédico.

APARATOS

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

Nota: No engrasar las superficies esmeriladas.

Navecilla de vidrio de 3 ml

Matraces con cuello y tapon esmerilados, de 250 ml de capacidad aproxi-
madamente, previamente secados y llenos de gas inerte puro y seco

(nitrégeno o, preferiblemente, diéxido de carbono).

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

REACTIVOS

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

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

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

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

Solucién de almidon, en solucién acuosa de 10 g/l, recién preparada con
almidon soluble.

MUESTRA

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

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:
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Indice de perdxidos que se supone Peso de la muestra problema
(meq de O,/kg) (en g
de 0al2 de 5,0 22,0
de 12 a 20 de 2,0a 12
de 20 a 30 de 1,2 20,8
de 30 a 50 de 0,8 a 0,5
de 50 a 90 de 0,52 0,3

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

Afiadir 75 ml aproximadamente de agua destilada. Valorar (agitando al
mismo tiempo vigorosamente) el yodo liberado con la solucién de tiosul-
fato sodico (6.4) (solucion 0,002 N si se presuponen valores inferiores a
12 y solucion 0,01 N si se presuponen valores superiores a 12), utilizando
la solucion de 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 solucion de tiosulfato sédico 0,01 N
(6.4), sustituir los reactivos.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

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

VXN x1000
A —

IP

siendo:

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

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

P:  peso, en gramos de la muestra problema.

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

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

1. OBJETO

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

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

2. PRINCIPIO

Fraccionamiento de la grasa o aceite, a los que se habra afiadido un
patron 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
continuacion, 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.

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

3.3.1. Horno termostatico para las columnas, que pueda mantener la tempera-
tura deseada con una oscilacion méaxima de 1 °C.

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

3.3.4. Registrador-integrador que pueda funcionar con el convertidor-amplifi-
cador (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 »C2 10-15 m <« de
longitud y 0,25-0,32 mm de didmetro interior, con un recubrimiento
interno de SE-52 o SE-54 liquido, o equivalente, de un espesor que
oscile entre 0,10 y 0,30 pm.

34. Microjeringa para inyeccion en columna, de 10 pl de capacidad,
provista de una aguja cementada.

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 afiadir un 2 % de agua. Agitar bien para homo-
geneizar la mezcla. Mantener al abrigo de la luz durante al menos 12
horas antes de su uso.

4.2. n-Hexano, de calidad para cromatografia.

4.3. Eter etilico, de calidad para cromatografia.

44. n-Heptano, de calidad para cromatografia.

4.5. Soluciéon patron de laurilaraquidato al 0,1 % (m/v) en hexano (patron
interno).

4.6. Gas portador: hidrogeno 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.
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5.1.1.

5.2.
5.2.1.
5.2.1.1.

5.2.1.2.

5.2.2.
5.2.2.1.

PROCEDIMIENTO
Separacion de la fraccion de las ceras
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 eléctrico, a fin de obtener una banda cromatogra-
fica mas homogénea. Hacer pasar 30 ml de n-hexano para eliminar las
posibles impurezas.

Cromatografia en columna.

Pesar con exactitud 500 mg de la muestra en un matraz de 25 ml;
afiadir una cantidad de patrén interno apropiada, en funcioén del conte-
nido de ceras que se presuma; por ejemplo, afiadir 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 cromatografica, que se
habra acondicionado como se indica en el punto 5.1.1 con ayuda de
dos porciones de 2 ml de n-hexano.

Dejar fluir el disolvente hasta que se sitiie a 1 mm por encima del nivel
superior del absorbente. A continuacion, iniciar la elucion cromatogra-
fica; recoger 140 ml de la mezcla de n-hexano y éter etilico en la
proporcion de 99:1 a un ritmo de 15 gotas aproximadamente 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 afiadir a continuacion 10
ml de n-heptano.

Analisis por cromatografia de gases
Operaciones preliminares y acondicionamiento de la columna.

Instalar la columna en el cromatdgrafo de gases, conectando el terminal
de entrada al sistema en columna y el terminal de salida al detector.

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

Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla.
Hacer pasar a través de la columna una corriente ligera de gas y, a
continuacion, encender el cromatégrafo de gases. Calentar gradual-
mente hasta alcanzar una temperatura de ensayo (véase la nota).
Mantener esta temperatura durante al menos dos horas y, a continua-
cion, ajustar el aparato a las condiciones de ensayo (regulacion del
flujo del gas, encendido de la llama, conexidén con el registrador elec-
tronico, regulacion de la temperatura 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 analisis. La linea
de base deberd ser lineal, sin picos de ningun tipo, y no deberd
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 debrd ser en todo
momento al menos 20 °C inferior a la temperatura maxima espe-
cificada para el eluyente que se utilice.

Eleccion de las condiciones de ensayo

Las condiciones de ensayo son generalmente 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 atenuacion 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.
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5222,

5.2.3.
5.23.1.

5232

5.24.

5.2.5.
5.25.1.

5.25.2.

Estas condiciones pueden modificarse en funcién de las caracteristicas
de la columna y del cromatdgrafo de gases (a fin de obtener cromato-
gramas que reunan las siguientes condiciones: el tiempo de retencion
del patron interno C32 debe ser de 25 + 2 minutos y el pico mas repre-
sentativo de las ceras debe estar comprendido entre el 60 y el 100 %
desde el fondo de la escala).

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

Realizacion del analisis

Tomar 1 pl de solucién con la microjeringa de 10 pl; sacar el émbolo
hasta que la aguja esté vacia. Introducir la aguja en el sistema de inyec-
cion e inyectar rapidamente después de 1 o 2 segundos. Después de 5
segundos aproximadamente, extraer lentamente la aguja.

Llevar a cabo el registro hasta que las ceras se hayan eluido completa-
mente.

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

Identificacion de los picos

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

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

Analisis cuantitativo

Determinar con ayuda del integrador las areas de los picos correspon-
dientes al patrén interno y a los ésteres alifaticos de C40 a C46.

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

A_-m_ - »>M9 1000 <

éster (mg/kg) =

A -m
siendo:
A = drea del pico de cada uno de los ésteres;
A, = drea del pico del laurilaraquidato;
m_ = peso, en miligramos, del laurilaraquidato afiadido;
m = peso, en gramos, de la muestra tomada para la determinacion.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

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

Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar de 1 a 3 pl de metano (propano) en el cromatografo de gases, después
de haberlo ajustado 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
aparicion del pico (t,).

La velocidad lineal en cm/segundo viene dada por la férmula L/t,, siendo L la
longitud de la columna expresada en cm y t,, el tiempo medido en segundos.
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ANEXO V

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

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

3.9.
3.10.

3.10.1.

3.10.2.
3.10.3.
3.10.4.

3.11.

3.12.

4.2.

COLUMNA CAPILAR

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 contenido
total de esteroles.

PRINCIPIO

Saponificacion de la materia grasa, a la que se habra afiadio a-coles-
tanol como patrén interno, con una solucién etandlica de hidroxido
potasico; a continuacion, extraccion del insaponificable con éter etilico.

Separacion de la fraccion de esteroles del insaponificable extraido
mediante cromatografia en placa 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.

MATERIAL

Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante de reflujo con juntas esme-
riladas.

Embudos de separacion de 500 ml.
Matraces de 250 ml.

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

Lampara ultravioleta de una longitud de onda de 366 o 254 nm.
Microjeringa de 100 pl y 500 pl.

Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso G3 (porosidad 15-40 um),
de 2 cm de didmetro y 5 cm de altura, aproximadamente, con un dispo-
sitivo adecuado para la filtracion en vacio y una junta esmerilada
macho 12/21.

Matraz conico para vacio de 50 ml, con junta esmerilada hembra 12/21
acoplable al embudo filtrante (3.7).

Probeta de 10 ml de fondo coénico con tapon hermético.

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

Horno para la columna, que pueda mantener la temperatura deseada con
precision de + 1 °C.

Inyector con elemento vaporizador de vidrio tratado con persilano.
Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.

Registrador-integrador que pueda funcionar con el convertidor-amplifi-
cador (3.10.3), con un tiempo de respuesta no superior a 1 segundo y
con velocidad de papel variable.

Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 20 a 30 m de longitud y
de 0,25 a 0,32 mm de didmetro interno, recubierta interiormente de
liquido SE-52, SE-54 o equivalente, con un espesor uniforme que oscile
entre 0,10 y 0,30 pm.

Microjeringa de 10 pl para cromatografia de gases, con aguja endure-
cida.

REACTIVOS

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

Eter etilico de calidad para anlisis.
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43.
44.

4.5.

4.6.
4.7.
4.8.
49.
4.10.
4.11.

4.12.

4.13.
4.14.
4.15.
4.16.

4.17.
4.18.
4.19.

5.1

5.1.1.

5.1.3.

Sulfato sddico anhidro de calidad para analisis.

Placas de vidrio recubiertas con gel de silice, sin indicador de fluores-
cencia, de 0,25 mm de espesor (disponibles en el comercio ya
preparadas para el uso).

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

Benceno para cromatografia.

Acetona para cromatografia. (Véase 5.2.2).
Hexano para cromatografia. (Véase 5.2.2).
Eter etilico para cromatografia. (Véase 5.2.2).
Cloroformo de calidad para analisis.

Solucién patrén para cromatografia en capa fina: colesterol o fitoste-
roles, solucion al » M6 2 % < en cloroformo.

Solucion de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2 % en etanol. Para hacerla
ligeramente basica se afiaden algunas gotas de solucion alcohdlica 2N
de hidroxido potasico.

Piridina anhidra para cromatografia.
Hexametildisilazano.
Trimetilclorosilano.

Solucion problema de trimetilsililéteres de los esteroles: preparar en el
momento del uso a partir de esteroles puros o de mezclas de esteroles
obtenidos de aceites que los contengan.

a-colestanol, disolucion al 0,2 % (m/V) en cloroformo (patron interno).
Gas portador: hidrogeno o helio de calidad para cromatografia de gases.

Gases auxiliares:

— hidrégeno de calidad para cromatografia de gases,
— aire de calidad para cromatografia de gases.

PROCEDIMIENTO
Preparacion del insaponificable.

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 contenga una cantidad de a-colestanol correspondiente al 10 %
aproximadamente del contenido de esteroles en la alicuota de la
muestra para la determinacion. Por ejemplo, para 5 g de muestra afiadir
500 pl de la solucion de a-colestanol al 0,2 %, si se trata de aceite de
oliva, y 1500 pl, si se trata » M6 ——— — <« de aceite de orujo
de oliva.

Evaporar en corriente de nitrégeno hasta sequedad y, a continuacion,
pesar con precision, en el mismo matraz, 5 g de muestra seca y filtrada.

En el caso de aceites »> M6 <« con un alto contenido de
colesterol puede producirse 6n pico cuyo tiempo de retencion sea idén-
tico al del colestanol. En tal caso el analisis de la fraccion de esteroles
debe realizarse dos veces: con patron interno y sin él M6 o hay que
utilizar betulinol en lugar de colestanol <.

Afadir 50 ml de solucion etanodlica de hidroxido potasico 2N, adaptar el
refrigerante de reflujo y calentar en bafio Maria con ligera ebullicion,
agitando enérgica e ininterrumpidamente hasta que se produzca la sapo-
nificacion (la solucion se vuelve limpida). Calentar durante 20 minutos
mas y, a continuacion, afiadir 50 ml de agua destilada por la parte supe-
rior del refrigerante; separar el refrigerante y enfriar el matraz a 30 °C
aproximadamente.

Transvasar cuantitativamente el contenido del matraz a un embudo de
separacion de 500 ml, mediante varios lavados con un total aproximado
de 50 ml de agua destilada. Agregar 80 ml aproximadamente de éter
etilico, agitar enérgicamente 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 dos extracciones de la fase acuosa por el
mismo procedimiento, utilizando cada vez de 60 a 70 ml de éter etilico.
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5.2

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

Nota 1: Las posibles emulsiones podran eliminarse afiadiendo pequefias
cantidades de alcohol etilico o metilico con un pulverizador.

Reunir las fracciones etéreas en un mismo embudo de separacion y
lavarlas con agua destilada (50 ml cada vez) hasta que el agua de
lavado presente reaccion neutra.

Una vez eliminada el agua de lavado, secar con sulfato sodico anhidro
y filtrar sobre sulfato sédico anhidro a un matraz de 250 ml previa-
mente pesado, lavando el embudo y el filtro con pequefias cantidades
de éter etilico.

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

Separacion de la fraccion de esteroles.

Preparacion de las placas basicas: sumergir completamente las placas
con gel de silice (4.4) en la solucion etandlica 0,2N de hidroxido
potasico (4.5) durante 10 segundos; dejar secar las placas en campana
durante dos horas y, por ultimo, mantenerlas en una estufa regulada a
100 °C durante una hora. Sacarlas de la estufa y conservarlas en un
desecador de cloruro de calcio hasta el momento del uso (las placas
sometidas a este tratamiento 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 insapo-
nificable con alimina. De este modo, todos los compuestos de
naturaleza acida (acidos grasos y otros) quedan retenidos en la
linea de aplicacion, y la banda de los esteroles aparece perfec-
tamente diferenciada de la banda de los alcoholes alifaticos y
triterpénicos.

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 y éter etilico
65:35 (v/v). Cerrar la cubeta con su correspondiente tapa y dejar trans-
currir 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 repro-
ducibles, la mezcla de desarrollo debera cambiarse en cada
prueba.

Preparar una solucion de insaponificable (5.1.5) en cloroformo al 5 %
aproximadamente y, con la microjeringa de 100 pl, depositar 0,3 ml
de dicha solucién en una placa cromatografica (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.

Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, 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 sitlie a 1 cm aproxima-
damente 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.

Pulverizar la placa ligera y uniformemente con la solucion de 2,7-diclo-
rofluoresceina. Al examinar 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 referencia; marcar con
lapiz negro los limites de la banda a lo largo de los margenes de fluo-
rescencia.

Rascar con una espatula metalica el gel de silice contenido en el area
delimitada. Introducir el material obtenido, finamente triturado, en el
embudo filtrante (3.7); afadir 10 ml de cloroformo caliente, mezclar
cuidadosamente con la espatula metalica y filtrar en vacio, recogiendo
el filtrado en el matraz conico (3.8) acoplado al embudo filtrante.

Lavar el residuo en el embudo tres veces con éter etilico (empleando
cada vez unos 10 ml), recogiendo cada vez el filtrado en el mismo
matraz cénico acoplado al embudo. Evaporar el filtrado hasta obtener
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5.3.
5.3.1.

5.3.2.

5.4.
5.4.1.
54.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.
5.4.2.1.

un volumen de 4 a 5 ml, transvasar la solucidon residual al tubo de
ensayo de 10 ml (3.9) previamente pesado, evaporar hasta sequedad
mediante calentamiento suave en corriente ligera de nitrogeno, recoger
con algunas gotas de acetona, evaporar de nuevo hasta sequedad, intro-
ducir 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.

Preparacion de los trimetilsililéteres.

Agregar al tubo que contiene la fraccion de esteroles el reactivo de sila-
nizacion formado por una mezcla de piridina-hexametildisilazano-
trimetilclorosilano 9:3:1 (v/v/v) (nota 4), a razén de 50 pl por mili-
gramo de esteroles, evitando toda absorcion de humedad (nota 5).

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

Tapar el tubo y agitar cuidadosamente (sin invertir) hasta la completa
disolucion de los esteroles. Dejar reposar un cuarto de hora, como
minimo, a temperatura ambiente y centrifugar durante algunos minutos;
la solucién 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 flocula-
cion blanca o la aparicion de una coloracion rosa son indicios
de presencia de humedad o de deterioro del reactivo. En este
caso debera repetirse la prueba.

Cromatografia de gases.
Operaciones preliminares: acondicionamiento de la columna.

Colocar la columna en el cromatdgrafo 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
(estanquidad de los cricuitos de gases, eficacia del detector, eficacia del
sistema de division de flujo y del sistema de registro, etc.).

Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla
previamente. Hacer pasar un ligero flujo de gas a través de la columna,
encender el equipo de cromatografia de gases e iniciar un calentamiento
gradual hasta alcanzar una temperatura al menos 20 °C superior a la
temperatura de trabajo (nota 6). Mantener dicha temperatura durante 2
horas como minimo; a continuaciéon, poner el equipo completo en
condiciones de funcionamiento (regulacion del flujo de gases y de la
relacion de «splity, ignicion de la llama, conexion con el registrador
electronico, regulacion de la temperatura del horno del detector y del
inyector, etc.) y registrar la seflal con una sensibilidad al menos dos
veces superior a la prevista para el analisis. El trazado de la linea de
base debe ser lineal, exento de picos de cualquier tipo y no debe
presentar deriva.

Una deriva rectilinea negativa indica que las conexiones de la columna
no son totalmente estancas; una deriva positiva indica que el acondicio-
namiento 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 estacionaria utilizada.

Eleccion de las condiciones de trabajo.

Las condiciones de trabajo exigidas son las siguientes:

— temperatura de la columna: 260 °C + 5 °C,
— P C1 temperatura del inyector <«: 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 a 2 mV fe.

— velocidad del papel: 30 a 60 cm/hora,

— cantidad de sustancia inyectada: 0,5 a 1 pl de solucion de TMSE.
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5.43.

5.43.1.

5.4.3.2.

5.4.4.

5.4.5.

5.4.5.1.

5.4.5.2.

6.1.

6.2.

Estas condiciones pueden modificarse en funcién de las caracteristicas
de la columna y del cromatografo, de modo que se obtengan cromato-
gramas que cumplan los siguientes requisitos:

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

— el pico del campesterol debe ser: para el aceite 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 presentes; es necesario que los
picos no soélo 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 resolu-
cion incompleta si el pico a TRR 1,02 puede -cuantificarse
utilizando la perpendicular.

Realizacion del analisis.

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

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).

Identificacion 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 efectiia en el orden siguiente: colesterol,
brasicasterol, 24-metilencolesterol, campesterol, campestanol, estigmas-
terol, A-7-campesterol, A-5,23-estigmastadienol, clerosterol, f-
sitosterol, sitostanol, A-5-avenasterol, A-5,24-estigmastadienol, A-7-
estigmastenol, A-7-avenasterol.

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

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

Calcular las areas de los picos del a-colestanol y de los esteroles utili-
zando el integrador. No se tomaran en cuenta los picos de aquellos
componentes que no figuren en el cuadro I. El factor de respuesta para
el a-colestanol debe considerarse como 1.

Calcular del modo siguiente el contenido de cada uno de los esteroles,
expresado en mg/100 g de materia grasa:

A -m_ - 100
A -m

s

esterol x =

siendo:

A drea del pico del esterol x PM6 ————— «,
A drea del pico del a-colestanol,
m_: peso de a-colestanol afiadido, en miligramos,

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

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

» C1 Se expresa <« el contenido de cada uno de los esteroles en mg/
100 g de materia grasa y, como «esteroles totales», su suma.

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

X

A
% del esterol X = A

area del pico de x,

suma de las areas de todos los picos.

x 100
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APENDICE

Determinacion de la velocidad lineal del gas

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

La velocidad lineal en cm/s viene dada por L/tM, siendo L la longitud de la

columna en cm y tM el tiempo, expresado en segundos.

Cuadro 1

Tiempos de retencion relativos de los esteroles

Tiempo de retencion

Pico Identificacion Columna | Columna
SE 54 SE 52
1 colesterol A 5-colesten-33-ol 0,67 0,63
2 colestanol Sa-colestan-3 -0l 0,68 0,64
3 brasicasterol [24S]-24-metil-A 5,22-colestadien-3 -0l 0,73 0,71
4 24-metilencolesterol 24-metilen-A 5,24-colestadien-3 -ol 0,82 0,80
5 campesterol [24R]-24-metil-A 5colesten-3-ol 0,83 0,81
6 campestanol [24R]-24-metil-colestan-3 3-ol 0,85 0,82
7 estigmasterol [248S]-24-etil-A 5,22-colestadien-3 -0l 0,88 0,87
8 A 7-campesterol [24R]-24-metil-A 7-colesten-33-ol 0,93 0,92
9 A 5,23-estigmastadienol ~ [24R,S]-24-etil-A 5,23-colestadien-33-ol 0,95 0,95
10 clerosterol [24S]-24-etil-A 5,25-colestadien-3 -0l 0,96 0,96

11 B-sitosterol [24R]-24-etil-A 5-colesten-3-ol 1 1

12 sitostanol 24-etil-colestan-3 -ol 1,02 1,02
13 A 5-avenasterol [24Z]-24-etiliden-A 5-colesten-3-ol 1,03 1,03
14 A 5,24-estigmastadienol  [24R,S]-24-etil-A 5,24-colestadien-3 3-ol 1,08 1,08
15 A 7T-estigmastenol [24R,S]-24-¢til-A 7,24-colesten-3B-ol 1,12 1,12
16 A 7-avenasterol [24Z]-24-etiliden-A 7-3B-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

13
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ANEXO VI

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ERITRODIOL Y UVAOL

5.1

5.2.

5.2.1.
522.
5.2.3.

5.2.4.

5.2.55.

INTRODUCCION

El eritrodiol, entendido corrientemente como conjunto de los dioles
eritrodiol y uvaol, es un componente del insaponificable, caracteristico
de algunos tipos de materias grasas. Su concentracion es mucho mas
elevada en los aceites de oliva obtenidos mediante extraccion 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.

OBJETO
El presente método describe un procedimiento para determinar el eritro-
diol en las materias grasas.

PRINCIPIO

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

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
esterélica y la del eritrodiol.

Los esteroles y el eritrodiol recuperados de la placa se transforman en
trimetilsililéteres y seguidamente se analiza la mezcla mediante cromato-
grafia de gases.

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

MATERIAL Y APARATOS

El mismo material que el indicado para el método del Anexo V (Deter-
minacién del contenido de esteroles).

REACTIVOS

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

Solucién patréon de eritrodiol al 0,5 % en cloroformo.
PROCEDIMIENTO

Preparacion del insaponificable

Se realiza tal como se indica en el apartado 5.1.2 del método del Anexo
\'%

Separacion del eritrodiol y los esteroles

Véase el apartado 5.2.1 del método del Anexo V.

Véase el apartado 5.2.2 del método mencionado.

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 solu-
ciones de colesterol y eritrodiol.

Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, 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 elucion hasta
que el frente del disolvente se sitiie 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.

Pulverizar la placa uniformemente con la solucion alcohdlica de 2/, 7' -
diclorofluoresceina. Al examinar la placa a la luz ultravioleta pueden
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5.2.6.

5.3.

5.4.

identificarse las bandas de los esteroles y del eritrodiol mediante compa-
racion con las referencias; delimitar las bandas con una punta ligeramente
por el exterior de los margenes de fluorescencia.

Rascar con una espatula metalica el gel de silice contenido en las areas
delimitadas. Reunir el material obtenido en un matraz conico de 50 ml;
afiadir 15 ml de cloroformo caliente, agitar bien y filtrar en el embudo
de filtro poroso vertiendo el gel de silice 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 cénico
de 10 ml previamente tarado, evaporar hasta sequedad mediante calenta-
miento suave en corriente de nitrogeno y pesar.

Preparacion de los trimetilsililéteres

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

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
requisitos necesarios para analizar los esteroles y, ademas, permitir la
separacion de los TMSE del eritrodiol y del uvaol.

Una vez inyectada la muestra, dejar que se desarrolle el proceso hasta
que se produzca la elucion de los esteroles presentes, el eritrodiol y el
uvaol; identificar los picos (el eritrodiol y el uvaol tienen tiempos de
retencidn 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.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Al + A2
Eritrodiol, % = ————  x 100
Al + AZ + 2Aes(emles
siendo:
A area del pico del eritrodiol,
A area del pico del uvaol M6 ———— «,
ZAemmles: suma de las areas de los esteroles presentes.

Los resultados deben expresarse con una cifra decimal.
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ANEXO VIl

DETERMINACI()N DE LOS ACI])OS 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 acidos grasos que se encuentran esterificados
en la posicion 2 »C1 (o posicién interna) <« de los triglicéridos.

2. CAMPO DE APLICACION

La presente norma es aplicable a los aceites y grasas cuyo punto de fusion
se sitia 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 grasas que contengan canti-
dades importantes de acidos 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 o mas (aceites de pescado y de mamiferos marinos) o
de 4cidos grasos que tengan grupos con funciones oxigenadas, ademas del
grupo acido.

3. PRINCIPIO

Neutralizacion de los aceites y grasas si fuera necesario. Purificacion
mediante tratamiento en columna de alimina. Hidrolisis parcial de los
triglicéridos bajo la accion de la lipasa pancredtica durante un tiempo
determinado. Separacion de los monoglicéridos resultantes mediante
cromatografia en capa fina y metanolisis de estos monoglicéridos. Analisis
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 y
longitud de 400 mm, provista de un disco de vidrio poroso y de una llave.

4.8. Tubo de centrifuga de 10 ml con tapon 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 pl.

4.12. Aplicador para cromatografia en capa fina.

4.13. Placas de vidrio de 20 x 20 cm para cromatografia en capa fina.

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.

4.15. Pulverizador para cromatografia en capa fina.
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 agitarse vigorosamente el tubo de
centrifuga.

4.20. Lampara ultravioleta para examinar las placas de capa fina.
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Para el control de la actividad lipasica:

4.21.
4.22.
4.23.
4.24.

pH-metro.
Agitador espiral.
Bureta de 5 ml.

Cronémetro.

Para la eventual preparacion de la lipasa:

4.25.

5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

5.8.

5.9.

5.10.
5.11.
5.12.
5.13.
5.14.
5.15.

5.16.
5.17.

Agitador de laboratorio, adecuado para dispersar y mezclar materiales
heterogéneos.
REACTIVOS

n-Hexano o, en su defecto, éter de petréleo (punto de ebullicién 30-50 °C),
de calidad para cromatografia.

2-Propanol, o etanol, 95 % (v/v) de calidad para analisis.
2-Propanol, o etanol, solucion acuosa 1/1.

Eter dietilico, exento de per6xidos.

Acetona.

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

Solvente de desarrollo: una mezcla de n-hexano (5.1), éter dietilico (5.4) y
acido formico (5.6) en las proporciones 70/30/1 (v/v/v).

Alimina activada para cromatografia, neutra, actividad 1 segun Brock-
mann.

Gel de silice con aglutinante, de calidad para cromatografia en capa fina.
Lipasa pancreatica de calidad adecuada (véanse las notas 1 y 2).
Hidroéxido sodico en solucion acuosa de 120 g/l.

Acido clorhidrico, solucién acuosa 6 N.

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

Solucién acuosa de 1 g/l de colato sédico (de calidad enzimatica).

Solucién tampodn: solucion acuosa de tris-hidroximetil-aminometano 1 M,
ajustada a pH = 8 con acido clorhidrico (5.12) (controlar con un potencio-
metro).

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

Solucion de 2 g/l de 2',7' -diclorofluoresceina en etanol al 95 % (v/v);
alcalinizar ligeramente afiadiendo 1 gota de solucion de hidroxido sodico
1 N por 100 ml.

Para el control de la actividad lipasica:

5.18.
5.19.
5.20.
5.21.

6.1.

Aceite neutralizado.
Solucién acuosa de hidroxido sodico 0,1 N.
Solucién acuosa de 200 g/l de colato sédico (de calidad enzimatica).

Solucién acuosa de 100 g/l de goma arabiga.

PREPARACION DE LA MUESTRA

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

Si la acidez de la muestra, determinada con arreglo al método del Anexo
I1, es superior al 3 %, se efectuara una neutralizacion alcalina en presencia
de un solvente, como se describe en el punto 6.1, y a continuacién e
realizara la purificacion en columna de alumina descrita en el punto 6.2.

Neutralizacion alcalina en presencia de un solvente.

Introducir en el embudo de separacion (4.6) aproximadamente 10 g de
aceite crudo y afnadir 100 ml de hexano (5.1), 50 ml de 2-propanol (5.2),
algunas gotas de solucion de fenolftaleina (5.16) y el volumen de solucion
de hidréxido sédico (5.11) correspondiente a la acidez libre del aceite mas
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6.2.

8.2.

8.3.

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 solucién de hexano del aceite
neutralizado con porciones sucesivas de 25-30 ml de la soluciéon de 2-
propanol (5.3), hasta que desaparezca el color rosa de la fenolftaleina.

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

Purificacion con alimina.

Preparar una suspension de 15 g de alimina activada (5.8) en 50 ml de
hexano (5.1) y verterla en la columna cromatografica (4.7), removiendo
al mismo tiempo. Dejar que la alumina se asiente uniformemente y
esperar a que el nivel del solvente descienda a 1-2 mm por encima del
absorbente. Verter cuidadosamente en la columna 5 g de aceite disueltos
en 25 ml de hexano (5.1); recoger todo el eluyente de la columna en un
matraz de fondo redondo (4.1).

PREPARACION DE LAS PLACAS CROMATOGRAFICAS

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

Introducir en un matraz erlenmeyer (4.4) 30 g de polvo de silice (5.9).
Anadir 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 continuacion en la estufa
(4.16) a 103 £ 2 °C durante 1 hora. Antes del uso, enfriar las placas en un
desecador a temperatura ambiente. En el comercio pueden adquirirse
placas preparadas.

PROCEDIMIENTO
Hidrolisis con lipasa pancreatica.

Pesar en el tubo de centrifuga (4.8) 0,1 g aproximadamente de la muestra
preparada; si la muestra es aceite liquido, proceder como se indica a
continuacion; si es una grasa solida, disolverla en 0,2 ml de hexano
(5.1), aplicando, si es necesario, un ligero calentamiento.

Afadir 20 mg de lipasa (5.10) y 2 ml de soluciéon tampodn (5.15). Agitar
bien, pero con cuidado, y afiadir a continuacion 0,5 ml de la solucion de
colato sodico (5.14) y 0,2 ml de la solucion de cloruro de calcio (5.13).
Cerrar el tubo con el tapon esmerilado, agitar cuidadosamente (evitando
humedecer el tapon) 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 enérgicamente con el vibrador eléc-
trico (4.19) durante 2 minutos exactos.

Enfriar de inmediato en agua corriente; afiadir 1 ml de acido clorhidrico
(5.12) y 1 ml de éter dietilico (5.4). Tapar y mezclar enérgicamente con el
vibrador eléctrico. Dejar en reposo y extraer la capa organica con la
jeringa (4.10), tras centrifugar si fuese necesario.

Separacion de los monoglicéridos por cromatografia en capa fina.

Con ayuda de la microjeringa (4.11) colocar el extracto a 1,5 cm aproxi-
madamente del borde inferior de la placa cromatografica, 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 placa.

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

Analisis de los monoglicéridos por cromatografia 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



1991R2568 — ES — 01.11.2003 — 020.002 — 50

10.

transformen en ésteres metilicos, y, a continuacién, examinar los ésteres
mediante cromatografia en fase gaseosa, como se describe en el Anexo
X-A.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

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

NOTAS
Nota 1: Control de la actividad lipasica

Preparar una emulsion oleosa como sigue: agitar en un mezclador
adecuado una mezcla constituida por 165 ml de solucion de goma
arabiga (5.21), 15 g de hielo picado y 20 ml de aceite neutrali-
zado (5.18).

En un vaso de precipitados (4.5) introducir 10 ml de esta emul-
sion, 0,3 ml de solucion de colato sodico (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, afiadir gota a gota con una bureta (4.23) solucion
de hidroxido sodico (5.19) hasta obtener un pH de 8,5.

Anadir una suspension acuosa de la lipasa (véase a continuacion)
en cantidad suficiente. Se mide el pH y, tan pronto como alcance
el valor de 8,3, se pone en marcha un cronémetro y se va
afladiendo la disolucién de hidréxido sédico (5.19) gota a gota,
con la velocidad necesaria para mantener constante el pH de
8,3; anotar cada minuto el volumen de solucion alcalina consu-
mido.

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

La suspension de lipasa mencionada es una suspension en agua al
1/1 000 (p/p). Debera emplearse en cada ensayo una cantidad
suficiente de esta suspension, de modo que en 4 o 5 minutos se
consuma 1 ml de solucion alcalina aproximadamente. Normal-
mente se necesitan de 1 a 5 mg de polvo.

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

siendo:

\Y volumen de solucion de hidroxido sédico (5.19) consu-

mido por minuto (calculado a partir de la grafica),

p = peso, en mg, de la muestras 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, refri-
gerado a 0 °C; eliminar la grasa solida y el tejido conjuntivo 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 1
de acetona anhidra, durante 4-6 horas y después centrifugar.
Efectuar tres extracciones mas del residuo con el mismo volumen
de acetona anhidra, dos extracciones 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 vado durante 48 horas para obtener un
polvo estable, que debe almacenarse en un refrigerador.

Nota 3: Es aconsejable en todos los casos determinar la composicion de
los acidos grasos totales de la misma muestra, ya que la compa-
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racion con la de los acidos situados en la posicion 2 facilitara la
interpretacion de las cifras obtenidas.

Nota 4: Por tratarse de un aceite liquido, la hidrolisis 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.

VY M20
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3.2.

3.3.

3.4.

4.2.

4.3.

5.2

ANEXO IX

PRUEBA ESPECTROFOTOMETRICA EN EL ULTRAVIOLETA

INTRODUCCION

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

Las absorciones en las longitudes de onda indicadas en el método se deben
a la presencia de sistemas diénicos y triénicos »C1 conjugados <. Los
valores de estas absorciones se expresan en extincion especifica E_ ' "
(extincion de una solucion de la materia grasa al 1 % en el disolvente
determinado, en un espesor de 1 cm) que se expresara convencionalmente
como K, también denominado coeficiente de extincion.

OBJETO

El método describe el procedimiento de ejecucion de la prueba espectrofo-
tométrica en el ultravioleta de las materias grasas.

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 espectrofotométricos se calculan
las extinciones especificas.

MATERIAL Y APARATOS

. Espectrofotometro para medidas de extincion en el ultravioleta entre 220 y

360 nm, con posibilidad de lectura para cada unidad nanométrica.

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.

Matraces aforados de 25 ml.

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 didmetro en la parte
inferior.

REACTIVOS

. Isooctano (2,2,4-trimetilpentano) de calidad para espectrofotometria: debe

tener, respecto 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 espectrofotometria: debe tener, respecto al
agua destilada, una transmitancia del 40 % como minimo a 220 nm y
del 95 % como minimo a 250 nm.

Alimina basica para cromatografia en columna, preparada y controlada
como se describe en el apéndice I.

n-Hexano para cromatografia.

PROCEDIMIENTO

. La muestra debe ser perfectamente homogénea y estar exenta de impurezas

en suspension. Los aceites liquidos a temperatura ambiente se filtran con
papel de filtro a una temperatura aproximada de 30 °C, las grasas solidas
se homogeneizan y se filtran a una temperatura superior en 10 °C como
maximo a su temperatura de fusion.

Se pesan con precision 0,25 g aproximadamente de la muestra preparada y
se colocan en un matraz aforado de 25 ml, se completa con el disolvente
adecuado y se homogeneiza. La solucion resultante debe estar perfecta-
mente clara. Si presenta opalescencia o turbidez, se filtrara rapidamente
con papel de filtro.
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5.3.

5.4.

6.2.

Se llena una cubeta con la solucion obtenida y se miden las extinciones,
usando como referencia el disolvente empleado, a las longitudes de onda
comprendidas entre 232 y 276 nm. Los valores de extincion obtenidos
deben estar comprendidos 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.

Cuando se quiera determinar la extincion especifica después del tratamiento
con alumina se procedera del siguiente modo: en la columna para cromato-
grafia 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, homogeneizada 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 disol-
vente 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.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

. Se expresan las extinciones especificas o coeficientes de extincion a las

diversas longitudes de onda, calculadas como sigue:

-
c.e.

siendo:

K, = extincion especifica a la longitud de onda lambda,

E, = extinciéon medida a la longitud de onda lambda,

c = concentracion de la disolucion en g por 100 ml,

e = espesor de la cubeta en cm.

Los resultados deben expresarse con dos cifras decimales.

La prueba espectrofotométrica del aceite de oliva segiin el método oficial
de los Reglamentos de la CEE requiere la determinacion de la extincion
especifica, en solucion en isooctano, a las longitudes de onda de 232 y
270 nm, y la determinacion de A E definido como:

I<m74 + I(m4r4

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.
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A1l

A.1.2.

APENDICE |

Preparacion de la alumina y control de su actividad

Preparacion de la alumina

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

Control de la actividad de la alumina

Se prepara una columna para cromatografia con 30 g de alimina. 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 extincién especifica a 268 nm
menor que 0,18,

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

Si, después del paso por la columna, la mezcla presenta una extinciéon
especifica a 268 nm mayor que 0,11, la alimina es aceptable; en otro
caso se debe aumentar el porcentaje de hidratacion.
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A2.

A2.1.

A22.

APENDICE 1l

Ajuste del espectrofotometro

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.

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

Para controlar la célula fotoeléctrica y el fotomultiplicador se procede
como sigue: se pesan 0,2 g de cromato potasico de calidad para espectro-
fotometria, se disuelven, en un matraz aforado de 1000 ml, en una
solucién de hidroxido potasico 0,05 N y se completa hasta el enrase.
De la solucion obtenida se toman exactamente 25 ml, se transvasan a
un matraz aforado de 500 ml y se completa hasta el enrase con la misma
solucion de hidroxido potasico.

Se mide la extinciéon a 275 nm de la solucion asi obtenida, utilizando la
solucion de hidroxido potasico como referencia. La extinciéon medida en
cubeta de 1 cm debera ser de 0,200 £ 0,005.
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ANEXO X «A»

ANALISIS DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS

2.1.

2.2.

2.2.1.
22.2.

2.3.

3.1

MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES

OBJETO

El presente » C1 método <« proporciona orientaciones generales para
determinar, mediante cromatografia de gases con columna de relleno o
capilar, la composicion 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.
REACTIVOS

Gas portador

Gas inerte (nitrogeno, helio, argon, hidrogeno, etc.), perfectamente
desecado y que contenga menos de 10 mg/kg de oxigeno.

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

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

Aire u oxigeno, exento de impurezas organicas.

Patron de referencia

Una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos puros, o los ésteres
metilicos de una grasa de composicion conocida y, preferentemente,
similar a la de la materia grasa objeto de analisis.

Debera evitarse la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados.

APARATOS

Las normas que figuran a continuacién se refieren al equipo ordinario
para cromatografia de gases, utilizando columnas de relleno y/o capi-
lares y un detector de ionizacion de llama. Podrd utilizarse cualquier
aparato cuya eficacia y resolucion se ajusten a lo dispuesto en el punto
4.1.2.

Cromatégrafo de gases

El cromatografo de gases constara de los siguientes elementos:
Sistema de inyeccidon

Utilizar un sistema de inyeccion:

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

b) con columnas capilares; en este caso, el sistema de inyeccion estara
especialmente disefiado para poder operar con esa clase de
columnas; podra utilizarse un inyector con division de flujo o un
inyector «on columny.

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

Horno

El horno podra calentar la columna a 260 °C como minimo y mantener
dicha temperatura con una oscilacién 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 especialmente importante si se utiliza una columna
de silice fundida.

Se recomienda emplear en todos los casos un sistema de calentamiento
programado, sobre todo en el caso de acidos grasos con menos de 16
atomos de carbono.
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3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.1.3.3.

3.14.
3.14.1.

3.14.2.

3.1.4.3.

Columna de relleno

Columna de un material inerte a las sustancias que vayan a analizarse
(es decir, vidrio o acero inoxidable) y de las dimensiones siguientes:

a) Longitud: de 1 a 3 m. Con acidos grasos de cadena larga (mas de
C,,) es conveniente utilizar una columna relativamente corta. Para
el analisis de acidos con 4 o 6 atomos de carbono se recomienda
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 descomponerse en una columna de acero inoxi-
dable.

Nota 4: Puede utilizarse un sistema con doble columna de relleno.
Relleno, que incluya los siguientes elementos:

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

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

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 razon de 20-60 ml/min
durante 16 horas como minimo a la temparatura citada y, a continua-
cion, a la temperatura de 195 °C durante 2 horas mas.

Columna capilar

Tubo de un material inerte a las sustancias que vayan a analizarse
(generalmente, vidrio o silice fundida). El diametro interior estara
comprendido 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 »C1 25 m <.

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

20"

El espesor de la fase estara comprendido entre 0,1 y 0,2 pm.
Montaje y acondicionamiento de la columna.

Observar las precauciones normales de montaje de columnas capilares
(es decir, instalacion de la columna en el horno, eleccion y montaje de
las juntas (estanqueidad), conexion de los extremos de la columna al
inyector y al detector (reduccién de los espacios muertos). Colocar la
columna bajo un flujo de gas portador [por ejemplo, 0,3 bar (30 kPa)
para una columna de »C1 25 m <« de longitud y 0,3 mm de didmetro
interior].

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

Nota 6: En el comercio pueden obtenerse columnas adecuadas previa-
mente acondicionadas.

Detector que puede calentarse a una temperatura superior a la de la
columna.
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3.2.

3.3.

3.4.

4.1.
4.1.1.
4.1.1.1.

Jeringa

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

Registrador

Si se emplea la curva del registrador para calcular la composicion de la
mezcla analizada, se necesita un registrador electronico de alta preci-
sion compatible con los aparatos utilizados. El registrador debera tener
las siguientes caracteristicas:

a) tiempo de repuesta inferior a 1,5 sy, preferiblemente, 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 introduccion instantanea de una
sefial del 100 %);

b) ancho del papel: 20 cm como minimo;

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

Integrador

La utilizacion de un integrador electronico permite efectuar calculos
rapidos y precisos. Debe proporcionar una respuesta lineal de sensibi-
lidad adecuada y la correccion de la desviacion de la linea de base
debe ser satisfactoria.

PROCEDIMIENTO

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

Como alternativa puede emplearse un cromatografo de gases con cata-
rémetro (cuyo funcionamiento se basa en el principio de los cambios de
conductividad térmica). En ese caso, las condiciones de ensayo deberan
modificarse como se indica en el punto 6.

Condiciones de ensayo
Determinacion de las condiciones operativas optimas
Columna de relleno

Al establecer las condiciones de ensayo deberan tenerse en cuenta las
variables siguientes:

a) longitud y diametro de la columna;

b) composicion y cantidad de la fase estacionaria;
¢) temperatura de la columna;

d) flujo del gas portador;

e) resolucion exigida;

f) tamaflo de la muestra problema, determinado de modo que el
conjunto del detector y el electrometro dé una respuesta lineal;

g) duracién del analisis.

Como norma general, las cifras de las tablas 1 y 2 permitiran obtener
los resultados deseados, es decir, al menos 2 000 platos teodricos 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 razon entre la velocidad de flujo del hidrogeno sumi-
nistrado al detector de ionizacion 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 hidrégeno.

Tabla 1
Diametro interior de la columna Flujo del gas portador
mm ml/min
2 15a25
3 20 a 40
4 40 a 60
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Tabla 2
Concentracion de la fase fija Temperatura 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
analisis dependen considerablemente del flujo del gas portador 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) segiin se desee mejorar las separaciones
o efectuar un andlisis rapido.

Determinacion del numero de platos tedricos (eficacia) y de la resolu-
cion

(Véase la figura 1)

Efectuar el analisis de una mezcla de estearato de metilo y de oleato de
metilo (por ejemplo, ésteres metilicos de manteca de cacao) en propor-
ciones aproximadamente equivalentes.

Escoger la temperatura de la columna y el flujo del gas portador de
manera que el maximo del pico del estearato de metilo se registre apro-
ximadamente 15 minutos después del pico del disolvente. Utilizar 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 (eficacia) mediante la
siguiente formula:

y la resoluciéon «R» mediante la siguiente formula:

_2A
a) +a

siendo:

dr, = 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 estearato de metilo y del
oleato de metilo, respectivamente, medida entre los puntos
de interseccion de las tangentes en los puntos de inflexion
de la curva con la linea de base,

A = distancia, en mm, entre los dos maximos de los picos del

estearato de metilo y del oleato de metilo,

y el indice de resolucion «Ir» mediante la siguiente férmula:
a
b

siendo:

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

(o
Il

altura del punto mas bajo del valle comprendido entre los dos
picos adyacentes, medida a partir de la linea de base.
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vB
Figura 1
Cromatograma para determinar el numero de platos tedricos (eficacia) y la
resolucion
Disolvente
Oleato de metilo
Estearato
de metilo
1
Aire . N 1
j\ J \U J

Y

Inicio

Se estableceran unas condiciones de analisis que permitan obtener al
menos 2 000 platos teodricos por metro de longitud de columna para el
estearato de metilo y una resolucion de 1,25 como minimo.

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 arreglo 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 heptano de calidad para cromatografia e inyectar
de 0,1 pl a 1 pl de esta solucion.

Si so6lo se desean detectar los componentes presentes en cantidades muy
pequeias, se podra aumentar el tamafio de la muestra (hasta 10 veces).

4.3. Analisis

Como norma general, las condiciones de ensayo son las que se especi-
fican 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 (o a 50 — 60 °C si hay acido butirico) y elevar inmediata-
mente la temperatura a razéon de 4 — 8 °C/min hasta alcanzar el nivel
deseado. En algunos casos es posible combinar ambos procedimientos.

Tras el calentamiento programado, se contintia la elucioén a temperatura
constante hasta que todos los componentes se hayen eluido. Si el instru-
mento no puede efectuar un calentamiento programado, se opera a dos
temperaturas fijas comprendidas entre 100 y 195 °C.
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4.4.

5.1

5.2
5.2.1.

5.2.2.
52.2.1.

5.2.22.

Si es necesario, se recomienda que se efectie un analisis con dos fases
fijas de diferente polaridad para comprobar la ausencia de picos
«ocultosy, por ejgmplo en caso de presencia simultinea de C .,y C, |
0C,,y C,, conjugados.

Preparacion del cromatograma y las graficas de referencia

Analizar la mezcla patrén de referencia (2.3) aplicando las mismas
condiciones de ensayo que a la muestra y medir los tiempos o las
distancias de retencion de los 4cidos grasos que la componen. Repre-
sentar graficamente en papel semilogaritmico, para cualquier grado de
insaturacion, el logaritmo del tiempo o de la distancia de retencion en
funcion del nimero de atomos de carbono. En condiciones isotérmicas,
las graficas de los ésteres de cadena lineal con el mismo grado de insa-
turacion deben formar lineas rectas. Dichas lineas rectas deben ser
aproximadamente paralelas.

Deben evitarse las condiciones que propicien la existencia de «picos
ocultos», es decir, una resolucion insuficiente para separar dos compo-
nentes.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Analisis 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.

Andlisis cuantitativo
Determinacion de la composicion

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

Si el equipo incluye un integrador, utilizar las cifras que éste propor-
cione. En caso contrario, determinar el area situada debajo de cada
pico multiplicando la altura del pico por el ancho a la mitad de la altura
y, cuando sea necesario, tomar en consideracion las atenuaciones utili-
zadas durante el registro.

Método de calculo
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;
— x 100
A"
siendo:
A area del pico correspondiente al componente 1.

ZA: suma de las areas de todos los picos.
Expresar el resultado con una cifra decimal.

Nota 7: En este caso general se considera que el resultado del calculo
basado en las areas relativas representa el porcentaje en peso.
Para los casos en que no es valida esta consideracion, véase el
punto 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 necesario alcanzar
mayor nivel de exactitud, deben aplicarse factores de correccién para
convertir los porcentajes de las areas de los picos en porcentajes en
peso de los componentes.

Determinar los factores de correccion con un cromatograma obtenido
del analisis de una mezcla de referencia de ésteres metilicos de compo-
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5.2.2.3.

sicion conocida en condiciones de ensayo idénticas a las empleadas
para el analisis de la muestra.

La formula que se aplicara a la muestra de referencia para obtener el
porcentaje en peso del componente i es la siguiente:

m:
— % 100
Zm

siendo:

m, = peso del componente i de la muestra de referencia,

Ym = suma de los pesos de los diversos componentes de la muestra

de referencia.

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

Aj
— x 100
A
siendo:
A area del pico correspondiente al componente i,

ZA: suma de las areas de todos los picos.

El factor de correccion se calcula del siguiente modo:

»7mi><ZA
liAiXZm

Por lo general, los factores de correccion se expresan con relacion a
K., de modo que los factores relativos se convierten en lo siguiente:

K = Ki
' Kcis

En la muestra, el contenido de cada componente i, expresado como
porcentaje en peso de los ésteres metilicos, es el siguiente:

K: X Aj
S <A " 100

Expresar los resultados con una cifra decimal.
Utilizacion de patrén interno

En algunos analisis (por ejemplo, cuando no se cuantifican todos los
acidos grasos por estar presentes 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 absoluta de un acido graso en la
muestra) es preciso utilizar un patrén interno. Se emplean con
frecuencia acidos grasos de 5, 15 o 17 atomos de carbono. Debe deter-
minarse, si es necesario, el factor de correccion del patron interno.

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

!
m, X Kj x Aj

x 100
mXK;xAp

siendo:

A drea del pico correspondiente al componente i.

A:  area del pico correspondiente al patron interno.

K’ factor de correccion del componente i (con relacion a K. ).
K factor de correccion del patrén interno (con relacion a K ).
m:  peso, en mg, de la muestra.

m: peso, en mg, del patron interno.

Expresar los resultados con una cifra decimal.
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6. CASO ESPECIAL DE DETERMINACION DE LOS ISOMEROS
TRANS

Es posible determinar el contenido de isomeros trans de los acidos
grasos con un numero de atomos de carbono comprendido entre 10 y
24 por separacion de los ésteres metilicos, utilizando columnas croma-
tograficas capilares con una polaridad 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
cianopropisilicona de un espesor comprendido entre 0,1 y 0,3 um (tipo
SP 2340, tipo SP 2380, C.P. sil 88, Silor 10 o similar).

6.2. Los ésteres metilicos se preparan segun el procedimiento B descrito en
el Anexo X «By». Las materias grasas con una acidez libre superior al
3 % deben neutralizarse previamente con arreglo al punto 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 columny,

— temperatura del detector: 260 °C,

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

La cantidad inyectada debe ser tal que, en las condiciones de sensibi-
lidad empleadas, la altura del pico correspondiente al éster metilico
del 4acido araquidico sea igual o superior al 20 % del fondo de escala.

6.4. La identificacion de los diversos ésteres metilicos se efectia compa-
rando los tiempos de retencion 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 eluidos antes que los
isomeros cis correspondientes. En la figura 2 se presenta un ejemplo
de cromatograma.

Figura 2

Cromatograma de gases tipo relativo a la determinacion de los isomeros trans
de los acidos grasos con columna capilar

18:2CC

16 :0
8:0
) 18:1C

— SOLVENTE

18:1W7C

18:2TT
18:2CT
18:3TCT
18:3CCT
18:3CIC

183ccc &3 TCC

16:1C

—_ >
_
——— 18:2TC

i

- —

6.5. La eficacia de la columna determinada con arreglo al punto 4.1.2
debera permitir una separacion, con un indice de resolucion superior a
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6.6.

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).

La proporcion de los diversos acidos grasos trans se calcula estable-
ciendo la relacion entre la superficie del pico correspondiente y la
suma de las superficies de todos los picos presentes.

Se toman en consideracion los porcentajes de los acidos:

— trans octadecenoicos (T 18:1), que en el Anexo I del presente
Reglamento figuran como tal de isomeros transoleicos,

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

— trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis, trans-cis-cis octadecatrie-
noicos [(TCT + CCT + CTC + TCC) 18:3], que en el Anexo I del
presente Reglamento figuran como total de isomeros translinolé-
nicos.

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

»M2 7. €4 CASO ESPECIAL DE UTILIZACION DE UN CATAROMETRO

(FUNCIONAMIENTO BASADO EN EL PRINCIPIO DE LOS
CAMBIOS DE CONDUCTIVIDAD TERMICA)

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

Para el analisis cuantitativo, utilizar los factores de correccion definidos
en el punto 5.2.2.2.

Tabla 3

Variable

Valor/condicion

Columna
Soporte
Concentracion de la fase estacio-

naria

Gas portador

Gases auxiliares

Temperatura del inyector

Temperatura de la columna

Flujo del gas portador

Tamaiio de la muestra problema
inyectada

Longitud: 2 a 4 m
Diametro interior: 4 mm

Tamafio de grano entre 160 y
200 pm

De 15 % a 25 % (m/m)

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

Ninguno

De 40 a 60 °C mas que la de la
columna

De 180 a 200 °C

Normalmente entre 60 y 80 ml/
min

Normalmente entre 0,5 y 2 pl

»M2 8. <« INFORME DEL ANALISIS

En el informe del analisis se expondran los métodos utilizados para la
preparacion de los ésteres metilicos y para la realizacion del analisis
mediante cromatografia de gases, asi como los resultados obtenidos.
Se mencionaran, asimismo, cualesquiera procedimientos de trabajo que
no se especifiquen en la presente norma internacional o que se consi-
deren facultativos, asi como toda circunstancia que pueda haber
influido en los resultados.

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



1991R2568 — ES — 01.11.2003 — 020.002 — 65

VYM19
ANEXO X «B»

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

Se recomiendan los dos métodos siguientes para la preparacion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos de los aceites de oliva y de los aceites de orujo
de oliva.

Meétodo A: Transesterificacion en frio con una solucién metanolica de hidro-
xido potasico.

Meétodo B: Metilacién en caliente con una solucion metandlica de metilato de
sodio, seguida de esterificacion en medio acido.

Se aplicara uno u otro método segun el parametro analitico que se vaya a deter-
minar y dependiendo de la categoria de aceite, tal como se indica a
continuacion:

a) Determinacion del AECN42 (diferencia entre el contenido real y el contenido
teorico en triglicéridos con ECN42):

— EIl método A se aplicara a las muestras de aceites de todas las categorias
tras purificacion del aceite pasandolo a través de una columna de gel de
silice.

b) Determinacion de la composicion de acidos grasos

— El método A se aplicard directamente a las muestras de aceites de las

siguientes categorias:

— aceites de oliva virgenes con una acidez libre inferior al 3,3 %,

— aceite de oliva refinado,

— aceite de oliva (mezcla de aceites de oliva virgenes y de aceite de
oliva refinado),

— aceite de orujo de oliva refinado,

— aceite de orujo de oliva (mezcla de aceites de oliva virgenes y de
aceite de orujo de oliva refinado).

— EI método B se aplicara directamente a las muestras de aceites de las
siguientes categorias:

— aceite de oliva virgen con una acidez libre superior al 3,3 %,
— aceite de orujo de oliva crudo.

¢) Determinacion de los isomeros frans de los acidos grasos

— EI método A se aplicara directamente a las muestras de aceites de las
siguientes categorias:

— aceites de oliva virgenes con una acidez libre inferior al 3,3 %,
— aceite de oliva refinado,

— aceite de oliva (mezcla de aceites de oliva virgenes y de aceite de
oliva refinado),

— aceite de orujo de oliva refinado,

— aceite de orujo de oliva (mezcla de aceites de oliva virgenes y de
aceite de orujo de oliva refinado).

— EI método A se aplicara a las muestras de aceite de las categorias
siguientes tras purificacion del aceite pasandolo a través de una columna
de gel de silice:

— aceite de oliva virgen con una acidez libre superior al 3,3 %,
— aceite de orujo de oliva crudo.

PURIFICACION DE LAS MUESTRAS DE ACEITE

Cuando proceda, las muestras se purificaran pasando el aceite a través de una
columna de gel de silice, utilizando como disolvente de elucion hexano/éter
dietilico (87: 13, v/v) tal como se describe en el método IUPAC 2.507.

Como procedimiento alternativo puede recurrirse a la extraccion en fase sélida
utilizando cartuchos de gel de silice. Se coloca un cartucho de gel de silice (1 g,
6 ml) en un aparato de elucién en vacio, se lava con 6 ml de hexano y se deja
de aplicar el vacio para evitar que se seque la columna. A continuacién se intro-
duce en la columna una solucién de aceite (0,12 g aproximadamente) en 0,5 ml
de hexano y se aplica el vacio para que la solucion se introduzca en la silice;
después se eluye con 10 ml de hexano/éter dietilico (87: 13 v/v) en vacio. Se
homogeneiza la totalidad de los eluidos y se divide en dos alicuotas similares.
Una alicuota se evapora hasta sequedad en un evaporador rotatorio a presion
reducida y a temperatura ambiente. El residuo se disuelve en 1 ml de heptano



1991R2568 — ES — 01.11.2003 — 020.002 — 66

VYM19
y la solucion queda lista para el analisis de acidos grasos por CG. La segunda
alicuota se evapora y el residuo se disuelve en 1 ml de acetona para el analisis
de los triglicéridos mediante HPLC si es necesario.

METODOS PARA LA PREPARACION DE LOS ESTERES METILICOS DE
LOS ACIDOS GRASOS

1. Meétodo A: Transesterificacion en frio con una solucion metandlica de
hidroxido potdsico

1.1.  Ambito de aplicacién

Este método rapido es aplicable a los aceites de oliva y a los aceites de
orujo de oliva con un contenido en acidos grasos libres inferior al 3,3 %.
El hidroxido potasico no produce la esterificacion de los acidos grasos
libres. Los ésteres etilicos de los acidos grasos se transesterifican mas
lentamente que los glicéridos y puede que s6lo se metilen parcialmente.

1.2. Principio

Los ésteres metilicos se forman por transesterificacion con una solucion
metandlica de hidroxido potasico como fase intermedia antes de que se
produzca la saponificacion (punto 5 del método ISO 5509: 2000, punto
5 del método TUPAC 2.301).

1.3. Reactivos
Metanol con un contenido en agua igual o inferior al 0,5 % (m/m).
Heptano para cromatografia.

Hidroxido potdsico, solucion metandlica 2 N aproximadamente:
disolver 11,2 g de hidroxido potasico en 100 ml de metanol.

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

Pipetas aforadas o autométicas de 2 ml y 0,2 ml.

1.5. Procedimiento

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

2. Método B: Metilacion en caliente con una solucion metandlica de
metilato de sodio, seguida de esterificacion en medio dcido

2.1. Ambito de aplicacién

Este método es aplicable a los aceites de oliva y a los aceites de orujo
de oliva con un contenido en acidos grasos libres superior al 3,3 %.

2.2. Principio

Neutralizacion de los acidos grasos libres y metanolisis alcalina de los
glicéridos, seguida de esterificacion de los 4cidos grasos en medio acido
(punto 4.2 del método ITUPAC n° 2.301).

2.3. Reactivos

— Heptano para cromatografia,
— Metanol con un contenido en agua igual o inferior al 0,05 % (m/m),

— Metilato de sodio, solucion metanodlica 0,2 N: disolver 5 g de sodio
en 1000 ml de metanol (puede prepararse a partir de soluciones
comerciales),

— Fenolftaleina, 0,2 % soluciéon metanolica,
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— Acido sulfurico, en solucién metandlica 1 N: afiadir 3 ml de 4cido
sulfurico al 96 % a 100 ml de metanol,

— Solucioén saturada de cloruro sodico en agua.

2.4. Material

— Matraz aforado de 50 ml, con fondo plano y cuello esmerilado largo
y estrecho,

— Refrigerante de reflujo: refrigerante de aire (de 1 m de longitud) con
junta esmerilada,

— Perlas para regular la ebullicion,
— Embudo de cristal.

2.5. Procedimiento

Poner 0,25 g de la muestra de aceite en un matraz aforado de 50 ml,
con cuello esmerilado. Con ayuda del embudo, afiadir 10 ml de la solu-
cion metanolica de metilato de sodio 0,2 N y las perlas para regular la
ebullicion. Acoplar el refrigerante de reflujo, agitar y llevar a ebulli-
cion. La solucion deberia quedar limpida al cabo de unos 10 minutos.
La reaccion esta terminada practicamente a los 15 minutos. Retirar el
matraz de la fuente de calor, esperar hasta que pare el reflujo, quitar
el refrigerante y afiadir dos gotas de la solucion de fenolftaleina. Afiadir
unos mililitros de acido sulfurico en solucion metandlica 1 N hasta que
la solucion quede incolora y, a continuacion, afiadir un exceso de 1 ml.
Colocar el refrigerante y volver a llevar a ebullicion durante unos 20
minutos. Retirar el matraz de la fuente de calor y enfriarlo en chorro
de agua. Quitar el refrigerante, afiadir 20 ml de la solucion saturada de
cloruro sddico y agitar. Afiadir 5 ml de heptano, tapar el matraz y agitar
enérgicamente durante 15 segundos.

Dejar reposar hasta que las dos fases se separen completamente. Afiadir
de nuevo solucion saturada de cloruro sddico hasta que la fase acuosa
alcance la parte inferior del cuello del matraz. La capa superior, que se
encuentra en el cuello del matraz, es la que contiene los ésteres
metilicos. Esta solucion esta lista para inyectarse en el cromatdgrafo
de gases.

Precaucion: La metilacion con el método B debe realizarse en campana
extractora.

2.6. Alternativas a la metilacion segin el Método B
2.6.1. Meétodo C
2.6.1.1. Principio

La materia grasa analizada se trata con solucion metanolica de acido
clorhidrico, en una ampolla cerrada, a 100 °C.

2.6.1.2. Material

— Ampolla de cristal grueso con una capacidad de unos 5 ml (altura
de 40 a 45 mm, diametro de 14 a 16 mm).

— Pipetas aforadas de 1 y 2 ml.
2.6.1.3. Reactivos

Solucion de acido clorhidrico en 2 % de metanol, preparada a partir de
acido clorhidrico gaseoso y metanol anhidro (nota 1).

Hexano para cromatografia.

Nota 1: Pueden emplearse soluciones comerciales de cloruro de hidro-
geno en metanol. En el laboratorio pueden prepararse
facilmente pequefias cantidades de acido clorhidrico gaseoso
por simple desplazamiento de la solucién comercial (p = 1,18),
afiadiendo algunas gotas de acido sulfirico concentrado. Como
el metanol muestra mucha avidez por el acido clorhidrico, se
aconseja tomar las precauciones necesarias para la disolucion
(por ejemplo, introducir el gas a través de un pequefio embudo
invertido cuyo borde roce la superficie del metanol). Pueden
prepararse con antelacion grandes cantidades de solucion meta-
noélica de acido clorhidrico, ya que se conserva en perfectas
condiciones en la oscuridad dentro de frascos con tapones de
vidrio. Este reactivo puede asimismo prepararse disolviendo
cloruro de acetilo en metanol anhidro.
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2.6.1.4. Procedimiento

— Colocar en la ampolla de cristal 0,2 g de la materia grasa, previa-
mente desecada en sulfato de sodio y filtrada, y 2 ml de la
solucion metandlica de acido clorhidrico. Cerrar la ampolla.

— Sumergir la ampolla a 100 °C durante 40 minutos.

— Enfriar la ampolla en chorro de agua, abrirla y afiadir 2 ml de agua
destilada y 1 ml de hexano.

— Centrifugar y extraer la fase del hexano, que estara lista para ser
utilizada.

2.6.2. Meétodo D
2.6.2.1. Principio

La materia grasa analizada se calienta a reflujo con metanol, hexano y
acido sulftrico. Los ésteres metilicos obtenidos se extraen con éter de
petroleo.

2.6.2.2. Material

Tubo de ensayo de unos 20 ml de capacidad, con refrigerante de
reflujo de aire de aproximadamente 1 m de longitud, con junta
esmerilada.

Pipeta aforada de 5 ml.

— Ampolla de decantacion de 50 ml.
Probetas de 10 ml y 25 ml.

Tubo de ensayo de fondo conico de 15 ml.

2.6.2.3. Reactivos

— Reactivo de metilacion: metanol anhidro, hexano y acido sulfurico
concentrado (p = 1,84) en la siguiente proporcion: 75:25:1 (v/v/v).

— Eter de petroleo 40-60 °C.
— Sulfato sédico anhidro.

2.6.2.4. Procedimiento

Introducir 0,1 g de aceite en el tubo de 20 ml y afiadir 5 ml del reactivo
de metilacion.

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

Pasar cuantitativamente la mezcla a una ampolla de decantacion de
50 ml con 10 ml de agua destilada y 10 ml de éter de petroleo. Agitar
enérgicamente y esperar a que se produzca la separacion de las fases.
Separar la fase acuosa y lavar dos veces la capa etérea con 20 ml de
agua destilada. Afiadir a la ampolla de decantacion una pequefia
cantidad de sulfato sddico anhidro, agitar, dejar reposar unos minutos
y filtrar, recogiendo el filtrado en un tubo de fondo cénico de 15 ml.

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

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

3. Parametros de precision

La evaluacion estadistica de la precision de los métodos A y B ha sido
publicada por el Consejo Oleicola Internacional en su método COI/
T.20/Doc. n° 24.

RECOMENDACIONES PARA EL ANALISIS MEDIANTE CROMATO-
GRAFIA DE GASES DE LOS ESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS DEL
ACEITE DE OLIVA Y DEL ACEITE DE ORUJO DE OLIVA

1. Procedimiento

El analisis mediante cromatografia de gases de soluciones de ésteres
grasos en hexano se realizara segun la norma ISO 5508, utilizando una
columna capilar (50 m de longitud x 0,25 0 0,32 mm de didmetro inte-
rior) impregnada con cianopropilsilicona, tal como se indica para la
determinacion de los isomeros frans de los éacidos grasos (COI/T.20/
Doc. n° 17).

En la figura 1 se presenta el perfil cromatografico tipico de un aceite de
orujo de oliva que contiene ésteres metilicos y etilicos de acidos grasos
e isomeros frans de ésteres metilicos.
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2. Calculos

2.1. Para calcular la composicion en acidos grasos y el AECN42, se han de
tener en cuenta los siguientes acidos grasos:

Miristico (C14:0).

Palmitico (C16:0). Suma de las areas de los picos correspondientes a
los ésteres metilicos y etilicos.

Palmitoleico (C16:1). Suma de las areas de los picos correspondientes a
los isdmeros @9 y 7 del éster metilico.

Heptadecanoico (C17:0).
Heptadecenoico (C17:1).
Estearico (C18:0).

Oleico (C18:1). Suma de las areas de los picos correspondientes a los
isomeros ®9 y @7 del éster metilico, del éster etilico y de los isomeros
trans del éster metilico.

Linoleico (C18:2). Suma de las areas de los picos correspondientes a
los ésteres metilicos y etilicos y a los isdmeros frans del éster metilico.

Araquidico (C20:0).

Linolénico (C18:3). Suma de las areas del éster metilico y de los
isomeros frans del éster metilico.

Eicosenoico (C20:1).

Behénico (C22:0).

Lignocérico (C24:0).

El escualeno no se tiene en cuenta para calcular el area total.

2.2. Para calcular el porcentaje de frans-C18:1 se utilizara el pico corres-
pondiente a los ésteres metilicos de este acido graso. Para la suma
[trans-C18:2 + trans-C18:3], se sumaran todos los picos correspon-
dientes a los isémeros trans de estos dos acidos grasos. Para calcular
el area total se tendran en cuenta todos los picos mencionados en 2.1
(véase COI/T.20/Doc. n° 17).

El célculo del porcentaje de cada acido graso se efectuara segin la
siguiente formula:

% X = (Area X x 100)/(area total)
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Figura 1: Perfil cromatografico de un aceite de orujo de oliva, obtenido con el
método de metilacion en frio. Los picos cromatograficos corresponden a los
ésteres metilicos, excepto aquellos en que se indica otra cosa.
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ANEXO XI

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN »Cl1 DISOLVENTES <«
HALOGENADOS VOLATILES EN EL ACEITE DE OLIVA

1. PRINCIPIO DEL METODO

Analisis 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 space).

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

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

2.4. Gas portador y gas auxiliar: nitrogeno 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 teflon y con una
capsula de aluminio con un orificio para toma de muestras con jeringa.

2.6. Pinzas capsuladora para cerrar herméticamente.

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

3. REACTIVOS

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

4. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

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

temperatura inyector: 150 °C
temperatura columna: 70—=80 °C

temperatura detector: 200—250 °C

Podran utilizarse otras temperaturas siempre que los resultados sean equiva-
lentes.

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

4.2. Soluciones de referencia. Preparar soluciones patron utilizando aceite de
oliva refinado sin trazas de P C1 disolventes <« con concentraciones en
hidrocarburos halogenados de 0,05 a 1 ppm (mg/kg) segln el contenido
supuesto de la muestra. Para preparar la solucion de referencia, si es nece-
sario diluir previamente el hidrocarburo halogenado patron, puede utilizarse
pentano.

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

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

VALORACION ORGANOLEPT,ICA DE LOS ACEITES DE OLIVA
VIRGENES

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El presente método tiene por finalidad establecer los criterios necesarios
para la valoracion de las caracteristicas organolépticas del aceite de oliva
virgen segln se define en el punto 1 del anexo del Reglamento n° 136/66/
CEE, y describir las normas para su clasificacion en ese sentido.

El método descrito s6lo es aplicable a la clasificacion de los aceites de
oliva virgenes, en funcion de la existencia del atributo «frutado» y de la
intensidad de los defectos, determinados por un grupo de catadores selec-
cionados y entrenados, constituido en panel de conformidad con el punto 4.

2. ASPECTOS GENERALES

Para el vocabulario general de base, la sala de degustacion, la metodologia
general y la copa de cata de los aceites, se recomienda ajustarse a las pres-
cripciones del Consejo Oleicola Internacional.

3. VOCABULARIO ESPECIFICO

3.1. Atributos positivos

Frutado: conjunto de sensaciones olfativas, dependientes de la variedad de
oliva y caracteristicas del aceite procedente de frutos sanos y frescos,
verdes o maduros, percibido por via directa o retronasal.

Amargo: gusto caracteristico del aceite obtenido a partir de las aceitunas
verdes o en envero.

Picante: sensacion tactil de picor, caracteristica de los aceites producidos
en inicio de campaifla, principalmente de aceitunas todavia verdes.

3.2. Atributos negativos

Atrojado: flavor caracteristico del aceite obtenido a partir de aceitunas
amontonadas en avanzado grado de fermentacion anaerobia.

Moho-humedad: flavor caracteristico del aceite obtenido a partir de acei-
tunas en las que se han desarrollado abundantes hongos y levaduras por
haber permanecido almacenadas con humedad durante varios dias.

Borras: flavor caracteristico del aceite que ha permanecido en contacto con
los lodos de decantacion en trujales y depdsitos.

Avinado-avinagrado: flavor caracteristico de determinados aceites que
recuerda al vino o el vinagre. Se debe fundamentalmente a un proceso de
fermentacion de las aceitunas que da lugar a la formacion de acido acético,
acetato de etilo y etanol.

Metalico: flavor que recuerda a los metales, caracteristica del aceite que ha
permanecido mucho tiempo en contacto con superficies metalicas durante
los procesos de molienda, batido, prensado o almacenamiento.

Rancio: flavor de los aceites que han sufrido un proceso de oxidacion.

Cocido o quemado: flavor caracteristico de los aceites, originada por un
calentamiento excesivo y/o prolongado durante su obtencion, especialmente
durante el termobatido de la pasta, si éste se ha realizado en condiciones
térmicas inadecuadas.

Heno-madera: flavor caracteristico de determinados aceites procedentes de
aceitunas secas.

Basto: sensacion buco-tactil densa y pastosa producida por algunos aceites.
Lubricante: flavor que recuerda al del gasodleo, la grasa o el aceite mineral.

Alpechin: flavor adquirido por el aceite como consecuencia de un contacto
prolongado con las aguas de vegetacion.

Salmuera: flavor del aceite obtenido a partir de aceitunas conservadas en
salmuera.
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Esparto: flavor caracteristico del aceite obtenido a partir de aceitunas pren-

sadas en capachos nuevos de esparto. Puede ser diferente segin se trate de
capachos fabricados con esparto verde o con esparto seco.

Tierra: flavor del aceite obtenido a partir de aceitunas recogidas con tierra,
embarradas y no lavadas.

Gusano: flavor del aceite obtenido a partir de aceitunas fuertemente
atacadas por larvas de la mosca del olivo (Bactrocera Oleae).

Pepino: flavor del aceite caracteristico de un envasado hermético excesiva-
mente prolongado, especialmente en recipientes de hojalata, que se atribuye
a la formacion de 2-6 nonadienal.

4. PANEL DE CATADORES

El panel debera ser nombrado por el Estado miembro y componerse de un
jefe de panel y un nimero de catadores comprendido entre ocho y doce. No
obstante, el numero de catadores para la campafia 2001/02 podra ser infe-
rior a ocho.

El jefe del panel debera haber recibido una solida formacion y ser un
avezado experto en los diferentes tipos de aceite de oliva. Sera responsable
del panel, de su organizacion y funcionamiento y de la preparacion, codifi-
cacion y presentacion de las muestras a los catadores, asi como de la
compilacion de los datos y su tratamiento estadistico.

El jefe del panel seleccionara a los catadores y supervisard su entrena-
miento y actuacion profesional para garantizar que se mantienen en un
nivel de aptitud adecuado.

Los catadores de los controles organolépticos del aceite de oliva deberan
ser seleccionados y entrenados en funcion de su habilidad para distinguir
entre muestras similares, conforme a lo establecido en la guia del Consejo
Oleicola Internacional para la seleccién, entrenamiento y control de los
catadores cualificados de aceite de oliva virgen.

Los paneles deberan comprometerse a participar en las valoraciones orga-
nolépticas que se programen en el ambito nacional, comunitario o
internacional para el control periddico y la armonizacion de los criterios
de percepcion. Ademas, deberan presentar anualmente al Estado miembro
interesado toda la informacién que éste solicite sobre la composicion del
panel e indicarle el numero de valoraciones que hayan realizado en calidad
de panel autorizado.

5. PROCEDIMIENTO DE VALORACION ORGANOLEPTICA Y CLASIFI-
CACION

5.1. Utilizacion de la ficha de cata por el catador

En el apéndice A del presente método figura el modelo de ficha de cata
que deben emplear los catadores.

Cada uno de los catadores integrantes del panel debera oler y, acto seguido,
degustar (') el aceite sometido a valoracion, contenido en la copa de cata,
con el fin de analizar las percepciones olfativas, gustativas, tactiles y
quinestésicas. A continuacion, debera consignar en la ficha de cata que se
pondra a su disposicion la intensidad con la que percibe cada uno de los
atributos negativos y positivos.

En caso de que se perciban atributos negativos no indicados en la ficha de
cata, deberan consignar en el apartado «Otros», empleando los términos
que los describan con mayor precision de entre los definidos en el punto
3.2 del presente método.

5.2. Utilizacion de los datos por el jefe de panel

El jefe de panel debera recoger las fichas de cata cumplimentadas por cada
uno de los catadores, controlar las intensidades atribuidas, y, si comprueba
alguna anomalia, solicitar al catador que revise su ficha de cata y, en caso
necesario, que repita la prueba.

El jefe de panel puede introducir los datos de cada catador en un programa
informatico conforme al método de calculo estadistico de la mediana indi-
cado en el apéndice B. La introduccion de datos para cada muestra debera
realizarse mediante una matriz compuesta de diez columnas correspon-

(") Podra abstenerse de la degustacion cuando aprecie algunos atributos negativos suma-
mente intensos, circunstancia excepcional que debera indicar en la ficha de cata.
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dientes a los diez atributos sensoriales y de n lineas correspondientes a los
n miembros del panel de cata.

Cuando al menos el 50 % del panel inscriba un atributo negativo en el
apartado «Otrosy, el jefe de panel debera proceder al calculo de la mediana
de este atributo y a la clasificacion correspondiente.

En el caso de los analisis efectuados a propdsito de los controles de confor-
midad con las normas o de los analisis contradictorios, el jefe de panel
debera ordenar que se proceda a la valoracion organoléptica del aceite por
triplicado, con al menos un dia de intervalo entre cada prueba; la mediana
de los atributos se calculara a partir del conjunto de datos de las fichas de
cata de las tres pruebas.

5.3. Clasificacion de los aceites

El aceite se clasifica bajo las denominaciones que se indican mas adelante,
en funcion de la mediana de los defectos y de la mediana del atributo
«frutado». Por mediana de los defectos se entiende la mediana del atributo
negativo percibido con mayor intensidad. El valor del coeficiente de varia-
cion solido para ese atributo negativo debe ser inferior o igual al 20 %.

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

b) Aceite de oliva virgen: la mediana de los defectos es superior a 0 e infe-
rior a igual a 2,5 y la del atributo «frutado» superior a 0.

¢) Aceite de oliva virgen corriente: la mediana de los defectos es superior
a 2,5 e inferior o igual a 6,0, o bien, la mediana de los defectos es infe-
rior o igual a 2,5 y la del atributo «frutado» igual a 0.

d) Aceite de oliva virgen lampante: la mediana de los defectos es superior
a 6,0.

No obstante, a partir del 1 de noviembre de 2003, las categorias ¢) y d)
quedan sustituidas por la siguiente categoria unica:

¢) Aceite de oliva lampante: 1a mediana de los defectos es superior a 2,5, o
bien, la mediana de los defectos es inferior o igual a 2,5 y la del atributo
«frutado» es igual a 0.

5.4. Casos particulares

Cuando la mediana de los atributos positivos distintos de «frutado» sea
superior a 5,0, el jefe de panel consignara tal extremo en el certificado de
analisis del aceite.
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APENDICE A
Ficha de cata
(para uso de catadores)

PERCEPCION DE LOS DEFECTOS INTENSIDAD

, »
Atrojado I

| »
Moho-htimedo I

, »
Vinado-avinagrado I

: »
Borras I

: »
Metélico I

: »
Rancio I

: »
Otros (especifiquense) I
PERCEPCION DE LOS ATRIBUTOS POSITIVOS

: »
Frutado I

: »
Amargo I

| »
Picante I
Nombre del catador Cédigo de la muestra

fecha
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APENDICE B

METODO DE CALCULO DE LA MEDIANA Y DE LOS INTERVALOS DE
CONFIANZA

Mediana
Me={P (X <Xm)<1/2AP (X< Xm)=1/2]

La mediana es la cifra real Xm caracterizada por el hecho de que la probabi-
lidad (P) de que los valores de la distribucion (X) sean inferiores a esa cifra
(Xm) es inferior o igual a 0,5, y de que, simultineamente, la probabilidad (P)
de que los valores de la distribucion (X) sean inferiores o iguales a Xm es supe-
rior o igual a 0,5. Otra definicion considera la mediana como el percentil 50 de
una distribucidon de cifras ordenadas de forma creciente. En otros términos, la
mediana representa el valor central de una serie ordenada de cifras impares, o
bien la media de los dos valores centrales de una serie ordenada de cifras pares.

Desviacion tipica sélida

1,25 IQR
1,35\N

Para obtener una estimacion fiable de la variabilidad que se produce en torno a
la mediana, es preciso referirse a la estimacion de la desviacion tipica soélida de
Stuart y Kendall. La formula de la desviacion tipica asintética depende de N e
IQR. N es el numero de observaciones e IQR el rango intercuartilico, es decir,
la estimacion sélida de la variabilidad de los datos considerados (el rango inter-
cuartilico encierra exactamente el 50 % de los casos de una distribucion
cualquiera de probabilidad). Para determinar el rango intercuartilico se calcula
la dimension de la desviacion entre los percentiles 75 y 25.

IQR = percentil 75 - percentil 25

El percentil es el valor Xpc caracterizado por el hecho de que la probabilidad
(P) de que los valores de la distribucion sean inferiores a Xpc es inferior o igual
a una centésima determinada, y de que, simultdneamente, la probabilidad (P) de
que los valores de la distribucion sean inferiores o iguales a Xpc es superior o
igual a dicha centésima. La centésima indica la fraccion de distribucion esco-
gida. En el caso de la mediana, ésta es igual a 50/100.

n n
P tile = [P (X < Xpc) s — AP X < Xpc) 2 — |
ercentile = [P ( pe) 100/\ ( pe) IOOJ

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

Coeficiente de variacion soélido en %

S
CVR=——100
Me

El CVR es una cifra pura, es decir, carente de dimension, que indica el porcen-
taje de variabilidad de la serie de cifras analizadas en relacion con el valor Me
de la mediana; por ese motivo, este coeficiente resulta muy util a la hora de
comprobar la fiabilidad de los miembros del panel de cata.
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Intervalos de confianza al 95 % sobre la mediana

Los intervalos de confianza (IC) al 95 % (valor del error de primera especie
igual a 0,05, 0 5 %) constituyen el intervalo dentro del que podria variar el valor
de la mediana en la hipotesis de que fuera posible repetir la experiencia un
numero infinito de veces. En la practica, este intervalo indica el intervalo de
variabilidad de la prueba en las condiciones fijadas, en la hipdtesis de que el
ensayo pueda repetirse varias veces. Al igual que el CVR, el intervalo contri-
buye a evaluar la fiabilidad de la prueba.

I C. Superior = Me + (c.S)
I. C. Inferior = Me - (c.S)
Donde c, en el caso del intervalo de confianza a 0,95, es igual a 1,96.

La clasificacion se efectia mediante la comparacion de los valores de la
mediana con los intervalos de referencia establecidos en el punto 5.3 del
método. El programa informatico permite visualizar la clasificacion en un
cuadro de datos estadisticos o en un grafico.

VY M20

VYM19



1991R2568 — ES — 01.11.2003 — 020.002 — 78

I1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

ANEXO XV

CONTENIDO EN ACEITE DE LOS ORUJOS DE ACEITUNA

Material

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

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

— balanza analitica,

— estufa regulada a 80 °C como maximo,

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

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

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

— desecador,

— criba con agujeros de 1 mm de diametro,

— piedra pémez en pequefios granos, previamente secada.

Reactivo

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

MODO DE OPERAR

Preparacion de la muestra para ensayo

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

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

Toma de muestra

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

Preparacion del cartucho de extraccion

» C1 colocar la muestra en el cartucho y taparla con el tapon <« de
algodén hidréfilo. En caso de haber utilizado papel de filtro, envolver la
muestra molida en dicho papel.

Presecado

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

Preparacion del matraz

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

Primera extraccion

Colocar en el aparato de extraccion el cartucho (o el papel de filtro) que
contenga la muestra. Verter en el matraz la cantidad necesaria de hexano.
» C1 Adaptar <« el matraz al aparato de extraccion y colocarlo todo sobre
la placa calefactora. Llevar la calefaccion a tal estado que el caudal de
reflujo sea al menos de tres gotas por segundo (ebullicion moderada, no
tumultuosa).
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2.7.

2.8.

3.1.

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

Segunda extraccioén

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 extraccién durante dos horas mads, utilizando el
mismo matraz conteniendo la primera extraccion.

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

Eliminacion del disolvente y pesada del extracto

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

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

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

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

Efectuar dos determinaciones.
EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de calculo y formula

a) El extracto expresado en peso del producto tal cual sera igual a:

100
S=m x —

m,

donde: g e el porcentaje en peso del extracto del producto tal
cual,
m_ es el peso, en gramos, de la muestra,

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

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

Expresar el resultado con un solo decimal.

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

100
S x ——— = % grasa sobre extracto seco
100 - U
donde: S es el procentaje en peso de extracto del producto tal cual

ver a),

U es su contenido en agua y en materias volatiles.

3.2. Repetitividad

La diferencia entre los resultados de las dos determinaciones, efectuadas
simultaneamente o rapidamente la una a continuacion de la otra mediante
el mismo analisis, no debera ser superior a 0,2 g de extracto de hexano por
cada 100 g de muestra.
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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.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

7.1.

ANEXO XVI
DETERMINACION DEL iNDICE DE YODO

OBJETO
La presente norma internacional especifica un método para la determina-

cion del indice de yodo de las grasas y aceites animales y vegetales, en lo
sucesivo denominados grasas.

DEFINICION

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

Indice de yodo: el peso de yodo absorbido por la muestra en las condi-
ciones de trabajo que se especifican en la presente norma internacional.

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

PRINCIPIO
Disolucion de la muestra problema y adicion de reactivo de Wijs. Una vez
transcurrido el tiempo que se especifica, adicion de solucién acuosa de

yoduro potasico y valoracion del yodo liberado con solucion de tiosulfato
sodico.

REACTIVOS

Todos los reactivos seran de calidad analitica reconocida.

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

Mezclar 5 g de 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.

Solucion volumétrica patron de tiosulfato sodico.

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

Disolvente, preparado mezclando volumenes iguales de ciclohexano y
acido acético.

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

Nota: El reactivo contiene 9 g de ICI, + 9 g de I en écido acético.

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

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

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

PREPARACION DE LA MUESTRA » C1 PROBLEMA <«.

»Cl1 La muestra homogeneizada, se seca sobre sulfato sdédico y se
filtra <.

PROCEDIMIENTO
Tamafo de la muestra

El peso de la muestra varia en funcion del indice de yodo previsto, como se
indica en el cuadro 1.
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7.2.

7.3.

Cuadro 1
Indice de yodo previsto Peso de la muestra problema

menos de 5 3,00 g
5—20 1,00 g

21— 50 0,40 g
51—100 0,20 g
101—150 0,13 g
151—200 0,10 g

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

Determinacion

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

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

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

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

Valorar con la disolucion de tiosulfato sddico (4.3) hasta que haya desapa-
recido casi totalmente el color amarillo producido por el yodo. Afiadir unas
gotas de engrudo de almidon (4.2) y continuar la valoracién hasta el
momento preciso en que desaparezca el color azul después de una agitacion
muy intensa.

Nota: Se permite la determinacion potenciométrica del punto final.
Numero de determinaciones

Efectuar 2 determinaciones de la muestra problema.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de yodo se expresa del siguiente modo:

12,69 ¢ (V; — V)

p
siendo:
c¢:  valor numérico de la concentracion exacta, expresada en moles por
litro, de la solucion volumétrica patron de tiosulfato sodico (4.3)
utilizada;

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

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

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

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

METODO PARA LA DETERMINACION DE ESTIGMASTADIENOS EN
LOS ACEITES VEGETALES

1. OBJETIVOS

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

2. APLICACION

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

3. FUNDAMENTO

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

4. INSTRUMENTAL

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

4.3. Matraces de fondo redondo de 100 ml.

4.4. Rotavapor.

4.5. Columna de vidrio para cromatografia (1,5-2,0 cm de diametro interno
por 50 cm de longitud) provista de una llave de teflon y con una torunda
de lana de vidrio o un disco de vidrio unterizado en el fondo. Para
preparar la columna de gel de silice se vierte hexano en la columna de
cromatografia hasta que alcance una altura de aproximadamente 5 cm,
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 sedimentacion
aplicando una ligera vibracion. Afadir sulfato sodico anhidro hasta una
altura de aproximadamente 0,5 cm y finalmente eluir el exceso de
hexano.

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

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

Nota 1.

Pueden utilizarse otras columnas con polaridades similares o inferiores.

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

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

4.10. Calentador de tipo manta o placa eléctrica.

5. REACTIVOS

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

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

Nota 2.

El disolvente debe destilarse para eliminar impurezas.
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5.2.  Etanol de 96 v/v.

5.3.  Sulfato sédico anhidro.

5.4.  Solucién alcoholica de hidréxido potasico al 10 %. Afladir 10 ml de agua
a 50 g de hidroxido potasico, agitar y diluir seguidamente la mezcla en
etanol hasta un volumen de 500 ml.

Nota 3.

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

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

Nota 4.

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

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

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

5.7.  Solucidén patrén de colesta-3,5-dieno en hexano con una concentracion de
20 ppm, que se obtiene diluyendo la solucion anterior.

Nota 5.

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

5.8.  Solucion de n-nonacosano en hexano con una concentraciéon 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 ionizacion de llama: aire purificado e
hidrogeno de 99,9990 % de pureza.

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), afiadir 1 ml de
solucion patron de colesta-3,5-dieno (20pg) y 75 ml de potasa alcohdlica
al 10 %, colocar un refrigerante de reflujo y calentar a ebulliciéon suave
durante 30 minutos. Retirar de la fuente de calor el matraz con la muestra
y dejar enfriar ligeramente la solucion (el enfriamiento no debe ser total
para evitar la decantacion de la muestra). Afiadir 100 ml de agua y pasar
la 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, afiadir pequenas
cantidades de etanol.

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

6.1.3. Pasar la solucion de hexano a través de sulfato sodico anhidro (50 g),
lavar con 20 ml de hexano y evaporar a 30 °C y presion reducida en un
rotavapor hasta sequedad.
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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 solucion descienda hasta la parte superior del sulfato de
sodio y comenzar la elucion cromatografica con hexano a un flujo apro-
ximado de 1 ml/min. Desechar los primeros 25-30 ml de eluido y recoger
la fraccion siguiente de 40 ml. Después, pasar esta fraccién a un matraz
de fondo redondo de 100 ml (4.3).

Nota 7.

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

6.2.2. Evaporar la segunda fraccion en rotavapor a 30 °C y presion reducida
hasta sequedad. Disolver inmediatamente el residuo en 0,2 ml de hexano
y mantener la solucién 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 obtenidos, es necesario afiadirles disolvente y almace-
narlos en un refrigerador.

6.3. Cromatografia de gases

6.3.1. Condiciones de trabajo para inyeccion con division de flujo.

— temperatura del inyector: 300 °C,
— temperatura del detector: 320 °C.

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

— sensibilidad: aproximadamente 16 veces la atenuacion minima,
— cantidad de disolucion inyectada: 1pl,

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

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

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

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

6.3.2. Identificacion de picos

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

Nota 9.

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

6.3.3. Analisis cuantitativo

El contenido de los estigmastadienos se determina aplicando la formula
As X M

mg/kg de estigmastadienos = A X M,

enlacual: A — 4ren del pico de estigmastadienos (si el pico se

halla dividido en dos picos, sumese el area de los

dos picos.).
A, = drea del pico del patron interno (colestadieno).
M_ = peso de patrén aiadido, en microgramos.
c
M, = peso de aceite empleado, en gramos.

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

Cromatogramas procedentes del analisis de muestras de aceite de oliva en
columna capilar de silice fundida (0,25 mm de diametro interno x 25 m)
recubierta con una pelicula de 0,25 pm de grosor de 5 %-fenilmetilsili-
cona.

a) Primera fraccion (30 ml) de un aceite virgen marcado con el patron.

b) Segunda fraccion (40 ml) de un aceite de oliva que contiene 0,10 mg/
kg de estigmastadienos.
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¢) Segunda fraccion (40 ml) que incluye una pequefia proporcion de la
primera.
estigmasta-3,5-dieno
I.8.
isobmero
{ i [ T
0 10 20 min

Figura 2

Cromatograma procedente del andlisis de una muestra de aceite de oliva
refinado en una columna DB-5, en el que se aprecia el isémero del estig-
masta-3,5-dieno.
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ANEXO XVIII

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TRIGLI(;ERIDOS CON
ECN42 (DIFERENCIA ENTRE EL CONTENIDO TEORICO Y LOS
DATOS OBTENIDOS POR HPLC)

1. Objeto

Determinacion de la composicion de triglicéridos (TG) de los aceites de
oliva, expresados en su numero equivalente de carbonos (ECN) en
funcion de las diferencias existentes entre el contenido teorico, calcu-
lado a partir de la composiciéon de acidos grasos, y los resultados
analiticos obtenidos mediante cromatografia de liquidos de alta resolu-
cion (HPLC).

2. Campo de aplicacion

La presente norma es aplicable a los aceites de oliva. El método puede
utilizarse para detectar la presencia de pequefias cantidades de aceites
de semillas (ricos en acido linoleico) en todos los tipos de aceites de
oliva.

3. Principio

El contenido tedrico de triglicéridos con ECN42 (calculado sobre la
base de la determinacién de la composicion de 4acidos grasos mediante
GLC) y el contenido de triglicéridos con ECN42 determinado mediante
HPLC se corresponden dentro de unos limites en el caso de los aceites
puros. Las diferencias superiores a los valores establecidos en el Regla-
mento respecto a cada tipo de aceite indican que el aceite contiene
aceites de semillas.

4. Método

El método para calcular el contenido tedrico de triglicéridos con
ECN42 y su diferencia respecto a los datos obtenidos mediante HPLC
consiste esencialmente en coordinar los datos analiticos obtenidos por
otros métodos. Pueden distinguirse tres fases: determinacion de la
composicién de acidos grasos mediante cromatografia de gases en
columna capilar, calculo de la composicion teorica 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 didmetro 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
columna.

4.1.5. Varilla de vidrio de 600 mm de longitud.
4.1.6. Embudo de vidrio de 80 mm de diametro.
4.1.7. Matraces aforados de 50 ml.

4.1.8. Matraces aforados de 20 ml.

4.1.9. Evaporador de rotacion.

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

4.1.11. Sistema de inyeccion de volimenes de 10 pl.

4.1.12. Detector: refractometro diferencial. La sensibilidad de toda la escala
debera ser como minimo de 107 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 octadecilsilano (nota 2).

4.1.14. Registrador o integrador.
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4.2. Reactivos

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

42.1. Eter de petrdleo, 40-60 °C, grado cromatografico.
42.2. Eter etilico, libre de perdxidos, recién destilado.

4.2.3. Disolvente de elucion para la purificacion del aceite por cromatografica
en columna: mezcla de éter de petroleo/éter etilico 87/13 (v/v).

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

4.2.5. Lana de vidrio.
4.2.6. Acetona.
4.2.7. Acetonitrilo.

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

4.2.9. Disolvente de solubilizaciéon: acetona.

4.2.10. Triglicéridos de referencia: pueden utilizarse triglicéridos comerciales
(tripalmitina, trioleina, etc.), en cuyo caso se reflejaran en un grafico
los tiempos de retencion frente al nimero equivalente de carbonos, o
bien cromatogramas de referencia correspondientes 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 3 y 4 y las figuras 1, 2, 3 y 4).

4.3. Preparacion de la muestra

Como pueden obtenerse falsos resultados positivos debido a la
presencia de diversas sustancias que interfieren, la muestra debe some-
terse siempre a un proceso de purificacion segin el método ITUPAC
2.507, relativo a la determinacion de las sustancias polares en los
aceites oxidados.

4.3.1. Preparacion de la columna cromatografica

Llenar la columna (4.1.3) con aproximadamente 30 ml de disolvente de
elucion (4.2.3); introducir un poco de lana de vidrio (4.2.5), empujan-
dolo 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 trans-
ferirla 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 sitie aproximadamente 1 cm por encima del gel
de silice.

432. 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 aforado de 50 ml (4.1.7). Disolver en 20 ml aproximadamente
de disolvente de elucion (4.2.3). Si es necesario, calentar ligeramente
para facilitar la disolucion. Enfriar a temperatura ambiente y enrasar
con el disolvente de elucion.

Introducir con una pipeta aforada 20 ml de solucién en la columna
preparada como se indica en 4.3.1, abrir el grifo y hacer eluir el disol-
vente 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 preparacion de los ésteres
metilicos.
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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 aceites lampantes
y de orujo los porcentajes de recuperacion no pueden ser inferiores al
80 %.

44. Analisis por HPLC

44.1. Preparacion de las muestras para el analisis cromatografico

Preparar del siguiente modo una solucién 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 solubilizacién (4.2.9).

442. Procedimiento

Instalar el sistema cromatografico. Bombear el disolvente de elucion
(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.

44.3. Calculo 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
triglicéridos de ECN entre 42 y 52 es igual al 100 %. Calcular el
porcentaje relativo de cada triglicérido mediante 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 elucion puede determinarse mediante el calculo
del nimero equivalente de carbonos, que con frecuencia viene dado
por la formula ECN = CN—2n, siendo CN el numero de carbonos y n
el namero de enlaces dobles; puede calcularse con mayor precision
teniendo en cuenta el origen del enlace doble. Si n, n y n_son los
numeros de enlaces dobles de los acidos oleico, linoleico y linolénico,
respectivamente, el nimero equivalente de carbonos puede calcularse
mediante la formula siguiente:

ECN=CN-dn —dn —dn

n"In’

siendo d, d, y d,, coeficientes que pueden calcularse mediante los trigli-
céridos de referencia. En las condiciones que se especifican en el
presente método la formula obtenida sera similar a la siguiente:

ECN = CN - (2,60 n) — (2,35 1) — (2,17 n,)

Nota 2: Ejemplos: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333

Lichrosphere (Merck) 100 CH18 Art 50377 o equi-
valente.

Nota 3: Con varios triglicéridos de referencia también es posible
calcular la resolucion con respecto a la trioleina:

o = TR'/ TR trioleina

utilizando el tiempo de retencion reducido TR' = TR — TR disolvente.

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

Nota 4: La resolucion de la columna debe permitir separar claramente
el pico de la trilinoleina de los picos de los triglicéridos con un tiempo
de retencion proximo. La elucion se prosigue hasta el pico de ECN52.

Nota 5: Para obtener un cromatograma que permita la medicion
correcta de las superficies de todos los picos de interés en la presente
determinacion, es necesario que el segundo pico correspondiente a
ECNS50 tenga una altura igual al 50 % de la escala completa del regis-
trador.
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4.5. Calculo de l1a composicion de triglicéridos (% moles) a partir de los
datos de GLC de acidos grasos (% superficie)

4.5.1. Determinacion de la composicion de acidos 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
Reglamento (CEE) n° 2568/91, utilizando columna capilar. La prepara-
cion de los ésteres metilicos se realiza segiin el Anexo X B (solucion
alcoholica de metilato sodico).

452. Acidos grasos considerados para el calculo

Los glicéridos se agrupan en funciéon de su numero equivalente de
carbonos (ECN), teniendo en cuenta las equivalencias que figuran a
continuacion entre ECN y acidos grasos. Solo se han considerado los
acidos grasos con 16 y 18 atomos de carbono, ya que son los tnicos
importantes para el aceite de oliva.

Acido graso (AG) Abreviatura Eﬁls:r r(n;]\lz ECN
Acido palmitico P 256,4 16
Acido palmitoleico Po 2544 14
Acido estedrico S 284,5 18
Acido oleico o} 282,5 16
Acido linoleico L 280,4 14
Acido linolénico Ln 278.4 12

453. Transformacién del % superficie en moles para todos los
acidos grasos

% .P % .S % . P
moles P = % moles S = % moles Po = %
(1
% .0 % .L % . L

4.54. Normalizacion al 100 % de los acidos grasos

moles P x 100

moles (P+S+Po+O+L+Ln)
moles S * 100

moles (P+S+Po+O+L+Ln)

% moles P (1,2,3) =

% moles S (1,2,3) =

moles Po x 100
moles (P+S+Po+O+L+Ln)

moles O * 100

moles (P+S+Po+O+L+Ln)
moles L * 100

moles (P+S+Po+ O+ L +Ln)

moles Ln x 100
moles (P+S+Po+O+L+Ln)

% moles Po (1,2,3) =

@
% moles O (1,2,3) =

% moles L (1,2,3) =

% moles Ln (1,2,3) =

El resultado proporciona el porcentaje de cada acido graso en % moles
en todas las posiciones (1, 2 y 3) de los TG.

A continuacion se calculan las sumas de los acidos grasos saturados
(AGS) Py S y de los acidos grasos insaturados (AGI) Po, O, L y Ln:

% moles AGS = % moles P + % moles S }
3
% moles AGI = 100 - % moles AGS. ®)
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4.5.5. Calculo de la composicion de los acidos grasos en las posi-
ciones 2 y 1-3 de los TG

Los acidos grasos se distribuyen en tres grupos del siguiente modo: dos
idénticos para las posiciones 1 y 3 y uno para la posicion 2, con coefi-
cientes diferentes para los acidos saturados (P y S) y los insaturados
(Po, O, L y Ln).

4.5.5.1. Acidos grasos saturados en la posiciéon 2 [P(2) y S(2)]

% moles P(2) = % moles P (1,2,3) * 0,06 }
4
% moles S(2) = % moles S (1,2,3) * 0,06 @

4.5.5.2. Acidos grasos insaturados en la posicion 2 [Po(2), O(2), L(2) y Ln(2)]

% moles Po(1,2,3
% moles Po(2) = %S(AGI) * [100 - % moles P(2) - % moles S(2) ]

_ % moles O(1,2,3)

9 1 2) = 100 - 9 les P(2) - ¢ 1 2
% moles O(2) % moles AGI * [100 - % moles P(2) - % moles S(2) ]

(5)
_ % moles L(1,2,3)

% moles L(2) = % moles AGL [100 - % moles P(2) - % moles S(2) |

% moles Ln(1,2,3)
0, . -0 _0
% moles Ln(2) = ~imoles AGL_* [100 - % moles P(2) - % moles S(2) |

4.5.5.3. Acidos grasos en las posiciones 1 y 3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3) O(1,3),
L(1,3) y Ln(1,3)]

% moles P(1,2,3) - % moles P(2)
2

% moles P(1,3) = + % moles P(1,2,3)

% moles S(1,2,3) - % moles S(2)
2

% moles S(1,3) = + % moles S(1,2,3)

% moles Po(1,2,3) - % moles Po(2)
2

% moles Po(1,3) = + % moles Po(1,2,3)

(6)
% moles O(1,2,3) - % moles O(2)

% moles O(1,3) = >

+ % moles O(1,2,3)

% moles L(1,2,3) - % moles L(2)

% moles L(1,3) = 2

+ % moles L(1,2,3)

% moles Ln(1,2,3) - % moles Ln(2)

% moles Ln(1,3) = >

+ % moles Ln(1,2,3)

4.5.6. Calculo de los triglicéridos

4.5.6.1. TG con un acido graso (AAA; en este caso, LLL, PoPoPo)

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles A(1,3)

% moles AAA = 10000 @)

4.5.6.2. TG con dos acidos grasos (AAB; en este caso, PoPoL, PoLL)

% moles A(1,3) * % moles A(2) * % moles B(1,3)* 2

% moles AAB = 10000

®)
% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles A(1,3)

% moles ABA = 10000
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4.5.6.3. TG con tres acidos grasos diferentes (ABC; en este caso, OLLn, PLLn,
PoOLn, PPoLn)

% moles A(1,3) * % moles B(2) * % moles C(1,3) * 2

% moles ABC = 10000

% moles B(1,3) * % moles C(2) * % moles A(1,3) x 2

% moles BCA = 9
o moles 10000 9
% moles CAB — % moles C(1,3) * % moles A(2) % % moles B(1,3) x 2
10000
4.5.6.4. Triglicéridos con ECN42
Los triglicéridos siguientes con ECN42 se calculan seglin las ecua-
ciones 7, 8 y 9, por orden previsto de elucion en HPLC (normalmente
solo tres picos).
LLL
PoLL e isdmero de posicion LPoL
OLLn e isémeros de posicion OLnL y LnOL
PoPoL e isomero de posicion PoLPo
PoOLn e isomeros de posicion OPoLn y OLnPo
PLLn e isdmeros de posicion LLnP y LnPL
PoPoPo
SLnLn e isdbmero de posicion LnSLn
PPoLn e isdmeros de posicion PLnPo y PoPLn
Los triglicéridos con ECN42 se obtienen mediante la suma de los nueve
triglicéridos, incluidos sus isomeros de posicion. El resultado se expresa
con, como minimo, dos decimales.
5. Evaluacion de los resultados
Se comparan el contenido tedrico calculado y el determinado por
HPLC. Si la diferencia entre los datos de HPLC y 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 referencia 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 acidos grasos se obtienen
mediante GLC:
AG P S Po (@] L Ln
PM 256,4 284,5 2544 2825 280,4 278,4
% sup. 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
4.53. Transformacion del % superficie en moles para todos los
acidos grasos
les P 10 0,03900 moles P Véase formula (1)
moles P = = moles ¢éase formula
256,4 .
moles S 3 0,01054 moles S Véase formula (1)
== u.
284,5 ’
1
moles Po = —— = 0,00393 moles Po Véase formula (1)

254, 4
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45.4.

4.5.5.

455.1.

45.5.2.

45.523.

75
moles O = 3.5 0,26549 moles O
moles L = 10 _ 0,03566 moles L
- 280,4
1
moles Ln = m =0,003594 moles Ln
Total = 0,35822 moles TG

Normalizacion al 100 % de los acidos grasos

~0,03900 moles P« 100

%% moles P(1,2,3) = = it = 10,888 %
% moles S(1,2,3) — 0125;‘5‘;‘;;6;2; 100 _ ) 944 9
% moles Po(1,2,3) = 003()933?831268r;()1e: 100 _ 1 497 0%
% moles O(1,2,3) = 0’26%4251181;126;(318: 10 24 113 %
% moles L(1,2,3) = 0’0336;‘;’;’;6;&]; 100 _ 5 956 %
% moles Ln(1,2,3) = 003593;(;15211: 100 _ 4 603 %
Total % moles =100,0 %

Suma de los 4cidos grasos saturados e insaturados en las posiciones 1, 2
y 3 de los TG:

% moles AGS = 10,888 % + 2,944 % = 13,831 %
% moles AGI = 100,000 % — 13,831 % = 86,169 %

Calculo de la composicién de acidos grasos en las posi-
ciones 2 y 1-3 de los TG

Acidos grasos saturados en la posicion 2 [P(2) y S(2)]

% moles P(2) = 10,888 % * 0,06 = 0,653 % moles
% moles S(2) = 2,944 % * 0,06 = 0,177 % moles

Acidos grasos insaturados en la posiciones 1 y 3 [Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) y Ln(1,3)]

1,097 %
% moles Po(2) = m x (100 — —0,659 — 0,177) = 1,263 % moles
s ()
74,113 %
% moles O(2) = W@O/O % (100 — —0,659 — 0,177) = 85,295 % moles
s (]
9,956 %
% moles L(2) = m % (100 — —0,659 — 0,177) = 11,458 % moles
s ()
1,003 %
% moles Ln(2) = m x (100 — —0,659 — 0,177) = 1, 154 % moles
5 o

Acidos grasos en las posiciones 1 y 3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) y Ln(1,3)]

10,888 — 0,659
2

2,944 — 0,177

% moles P(1,3) = 10,888 = 16,005 % moles

% moles S(1,3) = 2,944 = 4,327 % moles

Véase formula (1)

Véase formula (1)

Véase formula (1)

Véase formula (2)

Véase formula (2)

Véase formula (2)

Véase formula (2)

Véase formula (2)

Véase formula (2)

Véase férmula (3)

Véase formula (3)

Véase férmula (4)

Véase formula (4)

Véase férmula (6)

Véase formula (6)

Véase formula (5)

Véase formula (5)

Véase formula (5)

Véase formula (5)
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4.5.6.

45.6.1.

4.5.6.2.

1,097 — 1,263
% moles Po(1,3) = % 1,097 = 1,015 % moles Véase formula (6)

74,113 — 85,295

% moles O(1,3) = 5 74,113 = 68,522 % moles Véase formula (6)
9,956 — 11,458

% moles L(1,3) = %9, 956 = 9,205 % moles Véase formula (6)
1,003 — 1,154

% moles Ln(1,3) = % 1,003 = 0,927 % moles Véase formula (6)

Calculo de triglicéridos

A partir de la composicion calculada de los acidos grasos en las posi-
ciones sn-2 y sn-1,3 (véase el siguiente cuadro):

AG en Posicién 1y 3 Posicion 2
P 16,005 % 0,653 %
S 4,327 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,263 %
0] 68,522 % 85,295 %
L 9,205 % 11,458 %
Ln 0,927 % 1,154 %
Suma 100,0 % 100,0 %

Se calculan los triglicéridos siguientes:

LLL

PoPoPo

PoLL con un isémero de posicion
SLnLn con un isémero de posicion
PoPoL con un isémero de posicion
PPoLn con dos isdémeros de posicion
OLLn con dos isdmeros de posicion
PLLn con dos isomeros de posicion

PoOLn con dos isdmeros de posicion

TG con un acido graso (LLL, PoPoPo) Véase formula (7)
9,205 % 11,458 % 9,205 %
% moles LLL = > * T IR~ 0,09708 mol LLL

1,015 % + 1,263 % 1,015 %
10000

% moles PoPoPo = = 0,00013 mol PoPoPo

TG con dos acidos grasos (PoLL, SLnLn, PoPoL) Véase formula (8)

1,015 % % 11,458 % % 9,205 % * 2
% moles PoLL + LLPo =~ ~-> 7> * ’1000"0* R E L 002141

9,205 % * 1,263 % * 9,205 %
% moles LPoL = > 2 * ’10000" AR = 0,01070

0,03211 mol PoLL

4,327 % % 1,154 © 927 % 2
% moles SLaLn + LaLnS = 2327 % * 1, 5100/(")0* 0.927% * 2 _ 0,00093

0,927 % * 0,177 % * 0,927 %

% moles LnSLn = 10000

0,00002
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4.5.6.3.

% moles PoPoL + LPoPo =

1,015 % % 1,263 % * 9,205% 2

10000

1,015 % * 11,458 % * 1,015 %

% moles PoLPo = 10000

TG con tres acidos grasos diferentes (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)

Véase formula (9)
16,005 % * 1,263 % = 0,927 % * 2

% moles PPoLn = 10000

0,927 % * 0,653 % * 1,015 % * 2

% moles LnPPo = 10000

1,015 % % 1,154 % % 16,005 % * 2

% moles PoLnP = 10000

68,522 % * 11,458 % * 0,927 % = 2
10000

% moles OLLn =

0,927 % * 85,295 % * 9,205 % * 2
10000

% moles LnOL =

9,205 % * 1,154 % % 68,522 % x 2
10000

% moles LLnO =

16,005 % * 11,458 % % 0,927 % # 2

% moles PLLn = 10000

0,927 % * 0,653 % * 9,205 % * 2

% moles LnPL = 10000

9,205 % * 1,154 % = 16,005 % * 2

% moles LLnP = 10000

1,015 % + 85,295 % x 0,927 % * 2
10000

% moles PoOLn =

0,927 % * 1,263 % * 68,522 % * 2

% moles LnPoO = 10000

68,522 % * 1,154 % % 1,015 % * 2

% moles OLnPo = 10000

ECN42

0,00095 mol SLnLn

0,00236

0,00118

0,00354 mol PoPoL

0,00375

0,00012

0,00375
0,00762 mol PPoLn

0,14577

0,14577

0,14577
0,43671 mol OLLn

0,03400

0,00111

0,03400

0,06911 mol PLLn

0,01605

0,01605

0,01605

0,04815 mol PoOLn
0,69540 mol TG
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Figura 1: Representacion grdfica del log alfa frente a f (numero de
enlaces dobles)
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Nota: La: acido laurico; My: acido miristico; P: 4cido palmitico; St:
acido esterarico; O: acido oleico; L: acido linoleico; Ln: acido
linolénico.
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Figura 2: aceite de soja
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Figura 3: aceite de soja/aceite de oliva 30/70
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Figura 4: aceite de oliva
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ANEXO XIX

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ALCOHOLES ALIFATICOS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES CON COLUMNA
CAPILAR

1. OBJETO

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

2. PRINCIPIO

Saponificacion de la materia grasa, a la que se habra anadido 1-eico-
sanol como patrén interno, con una solucién etandlica de hidréxido
potasico; a continuacion, extraccion del insaponificable con éter etilico.
Separacion de la fraccion alcohodlica del insaponificable mediante
cromatografia en placa de gel de silice basica; los alcoholes recupe-
rados del gel de silice se transforman en trimetilsililéteres y se
analizan mediante cromatografia de gases con columna capilar.

3. EQUIPO
3.1. Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante de reflujo con juntas esme-
riladas.

3.2. Embudos de decantacion de 500 ml.
3.3. Matraces de 250 ml.

3.4. Equipo completo de cromatografia en capa fina (fase sdlida), con placas
de vidrio de 20 x 20 cm.

3.5. Lampara ultravioleta de una longitud de onda de 366 o 254 nm.
3.6. Microjeringas de 100 y 500 pl.

3.7. Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso G3 (porosidad 15-40 pum),
de 2 cm de didmetro y 5 cm de altura, aproximadamente, con un dispo-
sitivo adecuado para la filtracion en vacio y una junta esmerilada
macho 12/21.

3.8. Matraz coénico para vacio de 50 ml, con junta esmerilada hembra 12/21
acoplable al embudo filtrante (3.7).

3.9. Tubo de 10 ml de fondo cénico con tapon hermético.

3.10.  Cromatografo de gases que pueda funcionar con columna capilar,
provisto de un sistema de fraccionamiento, formado por:

3.10.1. Horno termostatico para la columna, que pueda mantener la temperatura
deseada con precision aproximada de 1 °C.

3.10.2. Inyector termorregulable con elemento vaporizador de vidrio persilani-
zado.

3.10.3. Detector de ionizacion de llama y convertidor-amplificador.

3.10.4. Registrador-integrador que pueda funcionar con un convertidor-amplifi-
cador, con un tiempo de respuesta no superior a 1 segundo y con
velocidad de papel variable.

3.11.  Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 20 a 30 m de longitud y
de 0,25 a 0,32 mm de diametro interior, recubierta interiormente de
liquido SE-52, SE-54 o equivalente, con un espesor uniforme que oscile
entre 0,10 y 0,30 pum.

3.12.  Microjeringa de 10 pl para cromatografia de gases, con aguja endure-
cida.

3.13.  Balanza de precision con sensibilidad de 1 mg e indicacion de 0,1 mg.

4. REACTIVOS

4.1. Hidroxido potdsico en soluciéon etanolica aproximadamente 2 N:
disolver, enfriando al mismo tiempo, 130 g de hidroxido potasico (titulo
minimo del 85 %) en 200 ml de agua destilada y completar hasta un
litro con etanol. Conservar la solucién en botellas de vidrio opaco bien
cerradas.
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4.2. Eter etilico de calidad para anélisis.
4.3. Sulfato sddico anhidro de calidad para analisis.
4.4. Placas de vidrio recubiertas con gel de silice, sin indicador de fluores-

cencia, de 0,25 mm de espesor (disponibles en el comercio ya
preparadas para el uso).

4.5. Hidréxido potasico en solucion etandlica 0,2 N: disolver 13 g de hidro-
xido potasico en 20 ml de agua destilada y completar hasta un litro con
etanol.

4.6. Benceno para cromatografia (5.2.2).

4.7. Acetona para cromatografia (5.2.2).
4.8. Hexano para cromatografia (5.2.2).
4.9. Eter etilico para cromatografia (5.2.2).
4.10.  Cloroformo de calidad para analisis.

4.11.  Solucion de referencia para cromatografia en capa fina: colesterol o
fitosterol, solucion al 0,5 % en cloroformo.

4.12.  Solucién de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2 % en etanol; para hacerla
ligeramente basica se afiaden algunas gotas de solucion alcohodlica 2 N
de hidroxido potasico.

4.13.  Piridina anhidra para cromatografia.
4.14. Hexametildisilazano.
4.15.  Trimetilclorosilano.

4.16.  Solucion patron de trimetilsililéteres de los alcoholes alifaticos de C, a
C,,; debe prepararse en el momento de utilizacion a partir de mezclas
de alcoholes puros.

4.17.  1-eicosanol, solucién al 0,1 % (m/v) en cloroformo (patrén interno).

4.18.  Gas portador: hidrogeno o helio puro, de calidad para cromatografia de
gases.

4.19.  Gas auxiliar: nitrégeno puro, de calidad para cromatografia de gases.
5. PROCEDIMIENTO

5.1 Preparacion del insaponificable

5.1.1.  Con la microjeringa de 500 pl, introducir en el matraz de 250 ml un
volumen de solucion de 1-eicosanol al 0,1 % en cloroformo (4.17) que
contenga una cantidad de 1-eicosanol correspondiente al 10 % aproxi-
madamente del contenido de alcoholes alifaticos en la alicuota de la
muestra para la determinacion. Por ejemplo, para 5 g de muestra, afiadir
250 pl de la solucion de 1-eicosanol al 0,1 %, si se trata de aceite de
oliva, y 1 500 pl si se trata de aceite de orujo de oliva.

Evaporar en corriente de nitrogeno hasta sequedad y, a continuacion,
pesar con precision, en el mismo matraz, 5 g de muestra seca y filtrada.

5.1.2.  Anadir 50 ml de solucion etanodlica de hidréxido potasico 2 N, poner en
funcionamiento el refrigerante de reflujo y calentar al bafio Maria con
ligera ebullicion, agitando enérgica e ininterrumpidamente hasta que se
produzca la saponificacion (la solucién se vuelve limpida). Calentar
durante 20 minutos mas y, a continuacion, afiadir 50 ml de agua desti-
lada por la parte superior del refrigerante; separar éste y enfriar el
matraz a 30 °C aproximadamente.

5.1.3. Pasar cuantitativamente el contenido del matraz a una ampolla de
decantacion de 500 ml, mediante varios lavados con un total de unos
50 ml de agua destilada. Agregar 80 ml aproximadamente de éter
etilico, agitar enérgicamente durante unos 30 segundos y dejar reposar
hasta la completa separacion de las fases (nota 1).

Separar la fase acuosa inferior pasandola a una segunda ampolla de
decantacion. Efectuar otras dos extracciones de la fase acuosa por el
mismo procedimiento, utilizando cada vez de 60 a 70 ml de éter etilico.

Nota 1: Las posibles emulsiones pueden eliminarse afiadiendo una
pequeia cantidad de alcohol etilico o metilico con un pulveri-
zador.
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5.1.4. Reunir las fracciones etéreas en una misma ampolla de decantacion y
lavarlas con agua destilada (50 ml cada vez) hasta que el agua de
lavado presente reaccion neutra.

Una vez eliminada el agua de lavado, desecar con sulfato sddico
anhidro y filtrar sobre sulfato sddico anhidro a un matraz de 250 ml
previamente pesado, lavando la ampolla y el filtro con pequeiias canti-
dades de éter etilico.

5.1.5. Destilar el éter hasta que quede una pequeila cantidad; a continuacion,
secar en vacio ligero o en corriente de nitrégeno y completar el secado
en estufa a 100 °C durante 15 minutos aproximadamente; dejar enfriar
en un desecador y pesar.

5.2. Separacién de la fraccion alcohélica

5.2.1. Preparacion de las placas basicas: sumergir completamente las placas
con gel de silice (4.4) en la solucion etandlica 0,2 N de hidroxido
potasico (4.5) durante 10 segundos; dejarlas en reposo; secarlas bien
bajo campana de aspiracion durante dos horas y, por ultimo, ponerlas
en estufa a 100 °C durante una hora.

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

Nota 2: Si se utilizan placas basicas de gel de silice para la separacion
de la fraccion alcoholica, ya no es necesario tratar el insaponi-
ficable con alimina. De esta manera, se retienen en la linea de
aplicacion todos los componentes de naturaleza acida (acidos
grasos y otros). Asi se obtiene la banda de alcoholes alifaticos
y terpénicos netamente separada de la banda de esteroles.

5.2.2. Introducir en la cubeta de desarrollo de las placas una mezcla de
hexano-éter etilico 65:35 (v/v) hasta una altura de 1 cm aproximada-
mente (¥).

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 desa-
rrollo se reduce casi un tercio y se obtiene una elucion mas uniforme y
regular de los componentes.

Nota 3: A fin de que las condiciones de elucion sean perfectamente
reproducibles, la mezcla debe cambiarse para cada prueba.

5.2.3. Preparar una solucion de insaponificable (5.1.5) en cloroformo al 5 %
aproximadamente y, con la microjeringa de 100 pl, depositar 0,3 ml
de dicha solucion en la placa cromatografica (5.2.1) a unos 2 cm de
uno de los bordes, formando una linea continua lo mas fina y uniforme
posible. A la altura de la linea de aplicacion se depositan, en un
extremo de la placa, de 2 a 3 pl de la solucion de referencia de
alcoholes alifaticos (4.11) para poder identificar la banda de alcoholes
alifaticos en el revelado.

5.2.4. Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, preparada como se indica
en el punto 5.2.2. Debera mantenerse una temperatura de entre 15 y
20 °C. Tapar inmediatamente la cubeta con su tapa y dejar que se
produzca la elucion hasta que el frente del disolvente se sitiie a 1 cm
aproximadamente del borde superior de la placa.

Sacar la placa de la cubeta y evaporar el disolvente en una corriente de
aire caliente o bien dejando la placa bajo campana de aspiracion un
breve momento.

5.2.5.  Pulverizar la placa ligera y uniformemente con la solucién de 2,7-diclo-
rofluoresceina. Identificar la banda de alcoholes alifaticos mediante
comparacion con la mancha obtenida con la solucion de referencia;
marcar con lapiz negro el conjunto de la banda de alcoholes alifaticos
y de la banda inmediatamente superior correspondiente a los alcoholes
triterpénicos.

Nota 4: La prescripcion de recoger el conjunto de la banda de
alcoholes alifaticos y de la banda de alcoholes terpénicos
responde al hecho de que ésta, en las condiciones del método,
incluye cantidades significativas de alcoholes alifaticos.

(*) En ciertos casos particulares, para obtener una buena separacion de las bandas es
necesario emplear como eluyente la mezcla benceno-acetona 95/5 (v/v).
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5.2.6. Rascar con una espatula metalica el gel de silice contenido en el area
delimitada. Introducir el material obtenido, finamente triturado, en el
embudo filtrante (3.7); afiadir 10 ml de cloroformo caliente, mezclar
cuidadosamente con la espatula metalica y filtrar en vacio, recogiendo
el filtrado en el matraz conico (3.8) acoplado al embudo filtrante.

Lavar el residuo en el embudo tres veces con éter etilico (empleando
cada vez unos 10 ml), recogiendo cada vez el filtrado en el mismo
matraz conico acoplado al embudo. Evaporar el filtrado hasta obtener
un volumen aproximado de 4 a 5 ml, transvasar la solucion residual al
tubo de 10 ml (3.9) previamente pesado, evaporar hasta sequedad
mediante calentamiento suave en corriente ligera de nitrogeno, recoger
con algunas gotas de acetona, evaporar de nuevo hasta sequedad, intro-
ducir en estufa a 105 °C durante unos 10 minutos, dejar enfriar en el
desecador y pesar.

El residuo que queda en el tubo de ensayo esta formado por la fraccion
alcohdlica.

5.3. Preparacion de los trimetilsililéteres

5.3.1. Agregar al tubo que contiene la fraccion de alcoholes el reactivo de
silanizacion formado por una mezcla de piridina, hexametildisilazano y
trimetilclorosilano 9:3:1 (V/V/V) (nota 5), a razén de 50 pl por mili-
gramo de alcoholes evitando toda absorcion de humedad (nota 6).

Nota 5: Existen soluciones comerciales listas para el uso. Ademas,
también existen otros reactivos de silanizacién, como la bis-
trimetilsililtrifluoroacetamida + 1 % de trimetilclorosilano, que
se diluye en el mismo volumen de piridina anhidra.

Nota 6: La eventual formacion de una ligera opalescencia es normal y
no ocasiona ninguna interferencia. La formacién de una flocu-
lacién blanca o la aparicién de una coloracion rosa son indicios
de presencia de humedad o de deterioro del reactivo. En este
caso debera repetirse la prueba.

5.3.2. Tapar el tubo y agitar cuidadosamente (sin invertir) hasta la total diso-
lucion de los alcoholes. Dejar reposar al menos un cuarto de hora a
temperatura ambiente y centrifugar durante algunos minutos; la solu-
cion limpida queda lista para el analisis mediante cromatografia de
gases.

5.4. Cromatografia de gases

5.4.1.  Operaciones preliminares: acondicionamiento de la columna

5.4.1.1. Colocar la columna en el cromatografo de gases, uniendo el extremo de
entrada al inyector conectado al sistema de fraccionamiento y el
extremo de salida al detector. Efectuar los controles generales del
equipo de cromatografia de gases (estanqueidad de los circuitos de
gases, eficacia del detector, eficacia del sistema de fraccionamiento y
del sistema de registro, etc.).

5.4.1.2. Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla
previamente. Hacer pasar un ligero flujo de gas a través de la columna,
encender después el equipo de cromatografia de gases e iniciar un
calentamiento gradual hasta alcanzar una temperatura superior al menos
en 20 °C a la temperatura de trabajo (nota 7). Mantener dicha tempera-
tura durante 2 horas como minimo; a continuacién, poner el equipo
completo en condiciones de funcionamiento [regulacién del flujo de
gases y del fraccionamiento (split), encendido de la llama, conexion
con el registrador electronico, regulacion de la temperatura del horno,
del detector y del inyector, etc.] y registrar la sefial con una sensibilidad
al menos dos veces superior a la prevista para el analisis. El trazado de
la linea de base debe ser lineal, estar exento de picos de cualquier tipo
y no debe presentar deriva. Una deriva rectilinea negativa indica que las
conexiones de la columna no son totalmente estancas; una deriva posi-
tiva indica que el acondicionamiento de la columna es insuficiente.

Nota 7: La temperatura de acondicionamiento debe ser siempre inferior
en, como minimo, 20 °C a la temperatura maxima prevista para
la fase estacionaria utilizada.
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5.4.2. Eleccion de las condiciones de trabajo

5.4.2.1. Las condiciones de trabajo sugeridas son las siguientes:

— temperatura de la columna: inicialmente isoterma durante 8 minutos
a 180 °C; a continuacion, programar un incremento de 5 °C/minuto
hasta alcanzar los 260 °C y mantener después 15 minutos a 260 °C,

— temperatura del evaporador (inyector): 280 °C,
— temperatura del detector: 290 °C,

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

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

— sensibilidad del instrumento: de 4 a 16 veces la atenuaciéon minima,
— sensibilidad de registro: 1 a 2 mV fe.,

— velocidad del papel: 30 a 60 cm/hora,

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

Estas condiciones pueden modificarse en funcioén de las caracteristicas
de la columna y del cromatografo, de modo que se obtengan cromato-
gramas que cumplan los siguientes requisitos:

— el tiempo de retencion del alcohol C,, debe ser de 18 + 5 minutos,

— el pico del alcohol C,, debe ser el 80 + 20 % de la escala de fondo
en el caso del aceite de oliva y el 40 + 20 % de la escala de fondo
en el caso del aceite de semillas.

5.4.2.2. Para comprobar los requisitos citados, efectuar varias inyecciones de
mezclas problema de TMSE de alcoholes y ajustar las condiciones de
trabajo para obtener los mejores resultados.

5.4.2.3. Los parametros de integracion de los picos deben establecerse de modo
que se obtenga una evaluacion correcta de las areas de los picos
tomados en consideracion.

5.4.3. Realizacion del analisis

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

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

5.4.4. Identificacion de los picos

Para la identificacion de los diferentes picos se utilizan los tiempos de
retencion y la comparacion con la mezcla de TMSE de los alcoholes
alifaticos, analizada en las mismas condiciones.

La figura 1 muestra un cromatograma de la fraccion alcohdlica de un
aceite de oliva virgen.

5.4.5. Determinacién cuantitativa

5.4.5.1. Calcular las areas de los picos del 1-eicosanol y de los alcoholes alifa-

ticos C,,, C,,, C, y C,, utilizando el integrador.

22° 242

5.4.5.2. Calcular del modo siguiente el contenido de cada uno de los alcoholes
alifaticos, expresado en miligramos por 1 000 gramos de materia grasa:

A -m 1000

alcohol x =
Am

donde:

A = éarea del pico del alcohol x

A, = drea del pico del l-eicosanol

m_ = peso de l-eicosanol afiadido, en miligramos

m = peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.
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6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Se expresa el contenido de cada uno de los alcoholes alifaticos en mili-

gramos por 1 000 gramos de materia grasa y su suma como «alcoholes
alifaticos totales.».
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APENDICE

Determinacion de la velocidad lineal del gas

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

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

5

Figura 1 — Cromatograma de la fraccion alcohdlica de un aceite virgen

Eicosanol
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REGLAMENTO (CE) N° 702/2007 DE LA COMISION
de 21 de junio de 2007

por el que se modifica el Reglamento (CEE) n® 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de anilisis

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamento (CE) n® 865/2004 del Consejo, de 29 de
abril de 2004, por el que se establece la organizaciéon comiin
del mercado del aceite de oliva y de las aceitunas de mesa y se
modifica el Reglamento (CEE) n® 827/68 (1), y, en particular, su
articulo 5, apartado 3,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CEE) n® 2568/91 de la Comisién (?) de-
fine las caracteristicas fisicas y quimicas de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva, asi como los
métodos de evaluacién de estas caracteristicas. Estos mé-
todos y los valores limite relativos a las caracteristicas de
los aceites deben actualizarse teniendo en cuenta la opi-
nién de los expertos quimicos y en consonancia con los
trabajos efectuados en el marco del Consejo Oleicola
Internacional.

(2)  Los expertos quimicos han considerado en particular que
la cuantificacién del porcentaje de monopalmitato de 2-
glicerilo es mds precisa para la deteccién de los aceites
esterificados. La disminucién del valor limite para el es-
tigmastadieno en los aceites de oliva virgenes permite
asimismo una mejor separacion de los aceites de oliva
virgenes y refinados.

(3)  Con el fin de establecer un periodo de adaptacién a las
nuevas normas, permitir la implantacién de los medios
necesarios para su aplicacién y no perturbar las transac-
ciones comerciales, conviene aplazar la aplicacién del
presente Reglamento hasta el 1 de enero de 2008. Por
los mismos motivos, es conveniente establecer que los
aceites de oliva y de orujo de oliva fabricados y etique-

El presente Reglamento serd obligatorio en
cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 21 de junio de 2007.

(") DO L 161 de 30.4.2004, p. 97; version corregida en el DO L 206
de 9.6.2004, p. 37.

() DO L 248 de 5.9.1991, p. 1. Reglamento modificado en dltimo
lugar por el Reglamento (CE) n® 1989/2003 (DO L 295 de
13.11.2003, p. 57).

tados legalmente en la Comunidad o importados legal-
mente a la Comunidad y despachados a libre préctica
antes de la citada fecha puedan comercializarse hasta
que se agoten sus existencias.

(4)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajus-
tan al dictamen del Comité de gestion del aceite de oliva
y de las aceitunas de mesa.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1
El Reglamento (CEE) n° 2568/91 queda modificado como sigue:

1) En el articulo 2, apartado 1, el sexto guidn se sustituye por
el texto siguiente:

«— para determinar el porcentaje de monopalmitato de
2-glicerilo, el método recogido en el anexo VII».

2) Los anexos se modifican con arreglo al anexo del presente
Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el tercer dia siguiente al
de su publicacién en el Diario Oficial de la Unién Europea.

Serd aplicable a partir del 1 de enero de 2008.

No obstante, los productos que se hayan fabricado y etiquetado
legalmente en la Comunidad o se hayan importado legalmente a
la Comunidad y despachado a libre préctica antes del 1 de
enero de 2008 podrin comercializarse hasta que se agoten
sus existencias.

todos sus elementos y directamente aplicable en

Por la Comisidn
Mariann FISCHER BOEL
Miembro de la Comisién
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ANEXO

Los anexos del Reglamento (CEE) n°® 2568/91 quedan modificados como sigue:
1) El indice queda modificado del siguiente modo:
a) el titulo del anexo II se sustituye por el titulo siguiente:

«Determinaci6én de los dcidos grasos libres, método en frio»;

b) el titulo del anexo VII se sustituye por el titulo siguiente:

«Determinacién del porcentaje de monopalmitato de 2-glicerilo».

2) El anexo I se sustituye por el texto siguiente:
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3) El apéndice 1 queda modificado como sigue:

a) el primer guién se sustituye por el texto siguiente:

«— Grado de acidez Anexo 11 Determinacion de los 4cidos grasos libres, método en frio»;

b) el decimotercer guidn se sustituye por el texto siguiente:

«— Acidos grasos saturados en  Anexo VII Determinacion del porcentaje de monopalmitato de 2-glice-

la posicién 2 rilo».

4) En el anexo II, el titulo se sustituye por el texto siguiente:

«DETERMINACION DE LOS ACIDOS GRASOS LIBRES, METODO EN FRIO».

5) El anexo IV se sustituye por el texto siguiente:

«ANEXO IV

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CERAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES CON

3.2

3.3.

3.4.

COLUMNA CAPILAR

OBJETO

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

PRINCIPIO

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

MATERIAL

Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

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

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

. Recinto termostético para las columnas, provisto de un programador de temperatura.
. Inyector en frio para introduccién directa en la columna.
. Detector de ionizaciéon de llama y convertidor-amplificador.

. Registrador-integrador que pueda funcionar con el convertidor-amplificador (3.3.3), con un tiempo de respuesta

inferior o igual a un segundo y velocidad variable del papel. (También se pueden utilizar sistemas informati-
zados que contemplen la obtencién de los datos de cromatografia de gases mediante un ordenador.).

. Columna capilar de vidrio o silice fundida, de 8 a 12 m de longitud y de 0,25 a 0,32 mm de didmetro interior,

recubierta interiormente de fase estacionaria, con un espesor uniforme que oscile entre 0,10 y 0,30 pm. (Se
encuentran en el comercio fases estacionarias adecuadas listas para su empleo, del tipo de la SE-52 o SE-54.).

Microjeringa para introduccién directa en columna, de 10 pl de capacidad, provista de una aguja cementada.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

Vibrador eléctrico.

Rotavapor.

Horno de mufla.

Balanza analitica con una precisién de + 0,1 mg.
Material de vidrio normal de laboratorio.

REACTIVOS

Gel de silice de una granulometria comprendida entre 60 y 200 pm

El gel de silice debe mantenerse durante un minimo de 4 horas en el horno a 500 °C. Tras su enfriamiento, se
afiade un 2 % de agua respecto a la cantidad de gel de silice tomada. Se agita bien para homogeneizar la masa.
Se mantiene al abrigo de la luz durante al menos 12 horas antes de su uso.

n-hexano, de calidad para cromatografia.
Eter etlico, de calidad para cromatograffa.
n-heptano, de calidad para cromatografia.

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

. Suddn 1 (1-fenil-azo-2-naftol).

Gas portador: hidrogeno o helio puro, de calidad para cromatografia de gases.
Gases auxiliares:

— hidrdgeno puro, de calidad para cromatografia de gases,

— aire puro, de calidad para cromatografia de gases.

PROCEDIMIENTO
Preparaci6én de la columna cromatogrifica

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

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

Notas:

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

— Para controlar visualmente la elucién correcta de las ceras, es posible afiadir a la muestra en solucién 100 pl de Suddn al
1 % en la mezcla de elucién. Como el colorante tiene una retencion intermedia entre las ceras y los triglicéridos, cuando la
coloracion llega al fondo de la columna cromatografica hay que suspender la elucion por haberse eluido ya todas las ceras.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

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

Cromatografia de gases
Operaciones preliminares

Instalar la columna en el cromatdgrafo de gases (3.3), conectando el terminal de entrada al sistema en columna
y el terminal de salida al detector. Efectuar los controles generales del cromatdgrafo de gases (funcionamiento
de los circuitos de gas, eficacia del detector y del registrador, etc.).

Si la columna se utiliza por vez primera, es conveniente acondicionarla. Hacer pasar a través de la columna una
corriente ligera de gas y, a continuacién, encender el cromatdgrafo de gases. Calentar gradualmente hasta
alcanzar, al cabo de unas 4 horas, la temperatura de 350 °C. Mantener esta temperatura durante al menos 2
horas y, a continuacion, ajustar el aparato a las condiciones de trabajo [regulacién del flujo del gas, encendido
de la llama, conexion con el registrador electrénico (3.3.4), regulacién de la temperatura del recinto para la
columna, regulacién del detector, etc.] y registrar la sefial con una sensibilidad al menos dos veces superior a la
prevista para efectuar el andlisis. La linea de base deberd ser lineal, sin picos de ningtn tipo ni deriva.

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

Eleccién de las condiciones de trabajo

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

— temperatura de la columna:

20 °C/minuto 5 °C/minuto 20 °C/minuto
al inicio — 240 °C — 325°C — 340 °C
80 °C (6") (10")
(1)

— temperatura del detector: 350 °C;

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

— gas portador: helio o hidrégeno a la velocidad lineal éptima para el gas seleccionado (véase el apéndice),
— sensibilidad del instrumento: capaz de responder a las condiciones siguientes:

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

Determinar los pardmetros de integracion de los picos de manera que se obtenga una evaluacién correcta de las
areas de los picos considerados.

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

Realizacién del anilisis
Tomar 1 pl de la solucién con la microjeringa de 10 pl; sacar el émbolo de la jeringa hasta que la aguja esté

vacia. Introducir la aguja en el sistema de inyeccion e inyectar rédpidamente después de 1 o 2 segundos; dejar
pasar unos 5 segundos y extraer lentamente la aguja.

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

La linea de base debe satisfacer siempre las condiciones exigidas.
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5.4.

5.5.

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

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

Determinacion cuantitativa

Calcular con ayuda del integrador las dreas de los picos correspondientes al patron interno y a los ésteres
alifiticos de C4p a Cye.

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

Ay x mg x 1 000
Ag xm

éster, mg/kg =

siendo:

Ay = el drea del pico de cada éster, en milimetros cuadrados

Ag = el drea del pico del patrén interno, en milimetros cuadrados
my = la masa del patrén interno que se ha afiadido, en miligramos
m = la masa de la muestra tomada para la determinacién, en gramos.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Indicar la suma de los contenidos de las distintas ceras de C49 a Cy6, en mg/kg de materia grasa (ppm).
Nota: Los componentes que se deben cuantificar hacen referencia a los picos con un ndmero par de carbonos, comprendidos
entre los ésteres Cyq y Cyq, segin el ejemplo del cromatograma de las ceras del aceite de oliva indicado en la figura siguiente.

Si el éster C,4 aparece dos veces, para identificarlo conviene analizar la fraccién de las ceras de un aceite de orujo de oliva en
que el pico Cy sea facil de identificar por ser claramente mayoritario.

Los resultados deben expresarse con una cifra decimal.
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Figura

Cromatograma de las ceras de un aceite de oliva (¥

30 .00_1 I i
I.S.
25004
20.004
15.00
4
3
10 .00
2
' ?
\l
500 3
W
0004 L 1 | IS |
1 6
I T T 1 T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Leyenda:
LS. = araquidato de laurilo
1 = ésteres diterpénicos
2 + 2" = ésteres Cyg
3+ 3" = ésteres Cyy
4 + 4" = ésteres Cyy
5 = ésteres Cyq
6 = ésteres de esteroles y alcoholes triterpénicos

(*) Tras la elucién de los ésteres de esteroles, el trazado cromatogrifico no debe presentar picos significativos (triglicéridos).

Apéndice
Determinacién de la velocidad lineal del gas

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

La velocidad lineal, en cm/s, viene dada por la férmula Ljty;, siendo L la longitud de la columna expresada en cm y ty
el tiempo cronometrado en segundos.».
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6) El anexo VII se sustituye por el texto siguiente:

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.19.

«ANEXO VII

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE MONOPALMITATO DE 2-GLICERILO

OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El presente método describe el procedimiento analitico para la determinacién del porcentaje de 4cido
palmitico en posicion 2 de los triglicéridos mediante la evaluacion del monopalmitato de 2-glicerilo.

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

PRINCIPIO

Tras la preparacion, la muestra de aceite se somete a la accién de la lipasa pancredtica: la hidrélisis parcial
y especifica en las posiciones 1 y 3 de las moléculas de triglicéridos implica la aparicion de monoglicé-
ridos en posicién 2. Se determina el porcentaje de monopalmitato de 2-glicerilo en la fraccién mono-
gliceridica, previa sililaciéon, mediante cromatografia de gases en columna capilar.

EQUIPO Y MATERIAL HABITUAL

Matraz Erlenmeyer de 25 ml.
Vasos de precipitados de 100, 250 y 300 ml.

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

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

Matraces redondos de 100 y 250 ml.

Rotavapor.

Tubos de centrifuga de fondo cénico de 10 ml, con tapén esmerilado.
Centrifuga para tubos de 10 y 100 ml.

Termostato capaz de mantener la temperatura a 40 °C + 0,5 °C.
Pipetas graduadas de 1 y 2 ml.

Jeringa hipodérmica de 1 ml.

Microjeringa de 100 pl.

Embudo de 1 000 ml.

Cromatdgrafo de gases para columna capilar, provisto de un dispositivo de inyeccion en columna en frio
para la introduccion directa de la muestra en la columna y de un recinto capaz de mantener la tempe-
ratura seleccionada con una variacién mdxima de 1 °C.

Inyector en columna en frio para la introduccion directa de la muestra en la columna.
Detector de ionizacién de llama y electrémetro.

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

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

Microjeringa de 10 pl provista de una aguja cementada, de al menos 7,5 cm de longitud, para inyeccidén
directa en columna.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1.
5.1.1.

5.1.1.1.

REACTIVOS

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

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

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

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

Colato de sodio, calidad enzimadtica, solucién acuosa al 0,1 % (esta solucién debe utilizarse en el plazo de
15 dias a partir de su preparacion).

Cloruro de calcio, solucién acuosa al 22 %.

Eter dietilico para cromatograffa.

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

Fenolftaleina, solucién al 1 % en etanol.

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

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

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

anhidra.).

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

PROCEDIMIENTO
Preparacién de la muestra

Los aceites con una acidez libre inferior al 3 % no tienen que neutralizarse antes de la cromatografia en
columna de gel de silice. Los aceites con una acidez libre superior al 3 % deberdn someterse a la
neutralizacién como se indica en el punto 5.1.1.1.

En el embudo de 1000 ml (3.13), poner 50 g de aceite y 200 ml de n-hexano. Afiadir 100 ml de
isopropanol y una cantidad de la solucion de hidréxido de sodio al 12 % (4.11) correspondiente a la
acidez libre del aceite mas el 5 %. Agitar enérgicamente durante un minuto. Afiadir 100 ml de agua
destilada, agitar de nuevo y dejar en reposo.

Decantar y después eliminar la capa inferior que contiene los jabones. Eliminar las eventuales capas
intermedias (mucilago y sustancias insolubles). Lavar la solucién hexdnica de aceite neutralizado con
porciones sucesivas de 50 o 60 ml de la solucién de isopropanolfagua 1/1 (V/V) (4.4) hasta que
desparezca el color rosado de la fenolftaleina.

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

Al final de esta operacion, la acidez del aceite debe ser inferior al 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

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

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

Preparacién de la columna cromatogrdfica

Poner en la columna (3.3) unos 30 ml de disolvente de desarrollo (4.10), introducir un trozo de algodén

en la parte inferior de la columna con ayuda de una varilla de vidrio; apretar para eliminar el aire.

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

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

Cromatografia en columna

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

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

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

Recuperar el eluido en un matraz redondo de 250 ml, tarado previamente. Evaporar el disolvente en vacio
y retirar las tltimas trazas de este en corriente de nitrégeno.

Pesar el matraz y calcular el extracto recuperado.

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

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

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

Someter el residuo seco a la accién de la lipasa pancredtica (5.2). Es fundamental verificar la composicién
en dcidos grasos antes y después del paso por el cartucho SPE.].

Hidrélisis con lipasa pancredtica

En el tubo de la centrifuga, pesar 0,1 g de aceite preparado con arreglo al punto 5.1. Afiadir 2 ml de
solucién amortiguadora (4.6), 0,5 ml de la solucién de colato de sodio (4.7) y 0,2 ml de la solucién de
cloruro de calcio, agitando bien tras cada adicién. Cerrar el tubo con el tap6én esmerilado y colocarlo en el
termostato a 40 °C £ 0,5 °C.

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

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

Preparacién de los derivados sililados y de la cromatografia de gases

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

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

Tras 20 minutos, afladir entre 1 y 5 ml de n-hexano (en funcién de las condiciones cromatogréficas): la
solucién resultante estd lista para la cromatografia de gases.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Cromatografia de gases

Las condiciones de trabajo son las siguientes:

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

— temperatura del detector: 350 °C,

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

— gas portador: hidrégeno o helio, regulado a la velocidad lineal adecuada para obtener la resolucién
reflejada en la figura 1. El tiempo de retencion del triglicérido Cs, debe ser de 40 * 5 minutos (véase
la figura 2). (Las condiciones de trabajo que se recogen aqui se proponen a titulo indicativo. Cada
operador deberd optimizarlas para alcanzar la resolucién deseada. La altura del pico correspondiente al
monopalmitato de 2-glicerilo debe tener una altura minima igual al 10 % de la escala del registrador.),

— cantidad de sustancia inyectada: 0,5-1 pl de la solucién (5 ml) de n-hexano (5.3.3).

Identificacién de los picos

Los distintos monoglicéridos se identifican en funciéon de sus tiempos de retenciéon obtenidos, compa-
randolos con los correspondientes a las mezclas patrén de monoglicéridos analizadas en las mismas
condiciones.

Determinacién cuantitativa

El drea de cada pico se calcula mediante un integrador electrénico.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El porcentaje de monopalmitato de glicerilo se calcula a partir de la relacién entre el drea del pico
correspondiente y la suma de las dreas de los picos de todos los monoglicéridos (véase la figura 2),
segtin la férmula siguiente:

X

Monopalmitato de glicerilo (%): Q—A x 100

siendo:

Ay el drea del pico correspondiente al monopalmitato de glicerilo
SA = la suma de las dreas de todos los picos de los monoglicéridos.
El resultado debe expresarse con una cifra decimal.

INFORME DEL ANALISIS

El informe del andlisis deberd especificar:

— la referencia al presente método,

— toda la informacién necesaria para la completa identificaciéon de la muestra,
— el resultado del andlisis,

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

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

Cromatograma de los productos de la reaccién de sililacién obtenidos por accion de la lipasa en
un aceite de oliva refinado con la adicion de un 20 % de aceite esterificado (100 %)
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Leyenda: “acides gras libres” = Acidos grasos libres; “Huile dolive raffinée + 20 % huile estérifiée” = Aceite de oliva

refinado + 20 % aceite de oliva esterificado; “1-2 monopalmitoléine” = 1-2 monopalmitina; “1-2 mono C;g insat.” =
= 1,2-monopalmitoleina; “Scan” = Lectura.

1,2-mono Cig insat; “Squalene” = Escualeno; «1-2 monopalmitoléine»
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Figura 2

Cromatograma de:

A)

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

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

*%*
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Cromatograma de:

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

Tras el tratamiento con lipasa, el contenido en triglicéridos no deberia superar el 15 %.

B
*
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st | 3 4
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Leyenda:
1 = Acidos grasos libres
2 = Monoglicéridos
3 = Diglicéridos
4 = Triglicéridos
* = 2-monopalmitina
** = Triglicérido Cs,
NOTAS

Nota 1. PREPARACION DE LA LIPASA

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

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

Secar el residuo durante 48 horas en vacio para obtener un polvo estable que deberd conservarse en el refrigerador y al
abrigo de la humedad.
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Nota 2. CONTROL DE LA ACTIVIDAD LIPASICA

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

Agitar en un mezclador durante 10 minutos una mezcla constituida por 165 ml de una solucién de goma ardbiga de
100 g/, 15 gramos de hielo picado y 20 ml de un aceite de oliva previamente neutralizado.

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

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

Por medio de una bureta, afiadir gota a gota una solucion de hidréxido de sodio 0,1 N hasta la obtencién
de un pH de 8,3.

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

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

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

_ VxNx100
- m

A

siendo:

A la actividad en unidades de lipasa/mg

V el nimero de mililitros de solucién de hidréxido de sodio 0,1 N por minuto (calculado a partir del grifico)
N la normalidad de la solucién de hidréxido de sodio

m la masa en miligramos de la lipasa correspondiente.

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

7) En el anexo X A, el punto 6.2 se sustituye por el texto siguiente:

«6.2. Los ésteres metilicos se preparan segiin 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 punto 5.1.1 del anexo VIL».
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REGLAMENTO (CE) N° 640/2008 DE LA COMISION
de 4 de julio de 2008

que modifica el Reglamento (CE) n° 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de
los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de andlisis

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamento (CE) n® 1234/2007 del Consejo, de 22 de
octubre de 2007, por el que se crea una organizaciéon comiin de
mercados agricolas y se establecen disposiciones especificas para
determinados productos agricolas (Reglamento tnico para las
OCM) (1), y, en particular, su articulo 113, apartado 1, letra
a), y su articulo 121, letra h), en relacién con su articulo 4,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CEE) n°® 2568/91 de la Comisi6én, 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 andlisis (), define las caracteristicas qui-
micas y organolépticas de los aceites de oliva y de los
aceites de orujo de oliva, asi como los métodos de eva-
luacién de tales caracteristicas.

(2) De acuerdo con lo dispuesto en el articulo 2, apartado 1,
décimo guidn, del Reglamento (CEE) n® 2568/91, la va-
loracién de las caracteristicas organolépticas de los aceites
de oliva virgenes se determina segtin el método recogido
en el anexo XII de dicho Reglamento.

(3)  En noviembre de 2007, el Consejo Oleicola Internacional
(COI) aprobé un método revisado de valoracion orga-
noléptica de los aceites de oliva virgenes. Esta revision
incluye una actualizacién de las descripciones de los atri-
butos positivos y negativos de los aceites de oliva virge-
nes y de la descripcién del método. Incluye, asimismo,
una modificacion del limite mdximo de percepcion de los
defectos en el aceite de oliva virgen.

(4 El método revisado de valoracion organoléptica para los
aceites de oliva virgenes del COI define, ademds, las con-
diciones de utilizacién optativa en el etiquetado de algu-
nos términos y expresiones relativos a las caracteristicas
organolépticas de los aceites de oliva virgenes. Es conve-
niente establecer que los jefes de panel puedan certificar
la conformidad de los aceites a las definiciones relativas a
la utilizacion de dichos términos y expresiones.

(5)  Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) n°
2568/91 en consecuencia.

(6)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajus-
tan al dictamen del Comité de gestion de la organizacién
comiin de mercados agricolas.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:
Articulo 1
El Reglamento (CEE) n° 2568/91 queda modificado como sigue:

1) En el cuadro que figura en el anexo I, en la undécima
columna [«Evaluacién organoléptica mediana del defecto
(Md)»], la cifra «2,5» se sustituye por «3,5» en la segunda
linea, en la tercera linea y en la nota a pie de pdgina 2.

2) El anexo XII se sustituye por el texto que figura en el anexo
del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el séptimo dia siguiente
al de su publicacién en el Diario Oficial de la Unién Europea.

Serd aplicable a partir del 1 de octubre de 2008.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 4 de julio de 2008.

() DO L 299 de 16.11.2007, p. 1. Reglamento modificado en dltimo
lugar por el Reglamento (CE) n® 510/2008 de la Comision (DO
L 149 de 7.6.2008, p. 61).

() DO L 248 de 5.9.1991, p. 1. Reglamento modificado en dltimo
lugar por el Reglamento (CE) n° 702/2007 (DO L 161 de
22.6.2007, p. 11).

Por la Comision
Mariann FISCHER BOEL
Miembro de la Comisién
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ANEXO

«ANEXO XII

METODO DEL CONSEJO OLEICOLA INTERNACIONAL PARA LA VALORACION ORGANOLEPTICA DE LOS

3.1.

3.2

ACEITES DE OLIVA VIRGENES

OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El presente método se basa en la Decision n® DEC-21/95-V/2007, de 16 de noviembre de 2007, relativa al método
revisado para la valoracion organoléptica del aceite de oliva virgen del Consejo Oleicola Internacional. Tiene por
finalidad establecer el procedimiento para evaluar las caracteristicas organolépticas de los aceites de oliva virgenes
segln se define en el punto 1 del anexo XVI del Reglamento (CE) n® 12342007, y describir el método para su
clasificacion en funcién de dichas caracteristicas. El método incluye, asimismo, indicaciones para un etiquetado
optativo.

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

ASPECTOS GENERALES

Para el vocabulario general de base, la sala de degustacion, la copa de cata de los aceites y cualquier otra cuestion
vinculada al presente método, se recomienda ajustarse a las prescripciones del Consejo Oleicola Internacional, en
particular la decision n® DEC-21/95-V[2007, de 16 de noviembre de 2007, relativa al método revisado para la
valoracion organoléptica del aceite de oliva virgen.

VOCABULARIO ESPECIFICO
Atributos positivos

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

El atributo frutado se considera verde cuando las sensaciones olfativas recuerdan las de los frutos verdes, caracteristicas
del aceite procedente de frutos verdes.

El atributo frutado se considera maduro cuando las sensaciones olfativas recuerdan las de los frutos maduros,
caracteristicas del aceite procedente de frutos verdes y maduros.

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

Picante: sensacion tdctil de picor, caracteristica de los aceites obtenidos al comienzo de la camparia, principalmente de
aceitunas todavia verdes. Puede ser percibido en toda la cavidad bucal, especialmente en la garganta.

Atributos negativos

Atrojadofborras: flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas amontonadas o almacenadas en condiciones
tales que han sufrido un avanzado grado de fermentacién anaerobia o del aceite que ha permanecido en contacto
con los lodos de decantacion, que también han sufrido un proceso de fermentacién anaerobia en trujales y depdsitos.

Moho-humedad: flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas en las que se han desarrollado abundantes
hongos y levaduras a causa de haber permanecido amontonadas con humedad varios dias.

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

Metdlico: flavor que recuerda a los metales. Es caracteristico del aceite que ha permanecido en contacto, durante
tiempo prolongado, con superficies metlicas, durante los procesos de molienda, batido, prensado o almacenamiento.

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

Cocido o quemado: flavor caracteristico del aceite originado por un excesivo yjo prolongado calentamiento durante su
obtencién, muy particularmente durante el termo-batido de la pasta, si este se realiza en condiciones térmicas
inadecuadas.

Heno-madera: flavor caracteristico de algunos aceites procedentes de aceitunas secas.
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3.3.

Basto: sensacion buco-tctil densa y pastosa producida por algunos aceites viejos.
Lubricante: flavor del aceite que recuerda al gaséleo, la grasa o al aceite mineral.

Alpechin: flavor adquirido por el aceite a causa de un contacto prolongado con las aguas de vegetacién, que ya han
sufrido procesos fermentativos.

Salmuera: flavor del aceite extraido de aceitunas conservadas en salmuera.

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

Tierra: flavor del aceite obtenido de aceitunas recogidas con tierra, embarradas y no lavadas.

Gusano: flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas fuertemente atacadas por larvas de mosca del olivo
(Bactrocera Oleae).

Pepino: flavor que se produce en el aceite durante un envasado hermético y excesivamente prolongado, particular-
mente en hojalata, que es atribuido a la formacién de 2,6 nonadienal.

Madera hiimeda: flavor caracteristico de aceites que han sido extraidos de aceitunas que han sufrido un proceso de
congelacion en el drbol.

Terminologia opcional para el etiquetado

A peticion expresa, el jefe de panel puede certificar que los aceites evaluados cumplen las definiciones e intervalos
correspondientes a las expresiones y adjetivos siguientes en funcién de la intensidad y de la percepcién de los
atributos:

a) con respecto a cada uno de los atributos positivos mencionados en el punto 3.1 (frutado, segin proceda calificado
como verde o maduro, picante y amargo):

i) el término “intenso” puede utilizarse cuando la mediana del atributo en cuestién sea superior a 6,
i) el término “medio” puede utilizarse cuando la mediana del atributo en cuestion esté comprendida entre 3 y 6,
iii) el término “ligero” puede utilizarse cuando la mediana del atributo en cuestién sea inferior a 3,

iv) los atributos en cuestion pueden utilizarse sin referencia a los adjetivos mencionados en los puntos i), ii) y ii)
cuando la mediana del atributo de que se trate sea superior o igual a 3;

A=n

el término “equilibrado” puede utilizarse en aquel aceite que no es desequilibrado. Se entiende por desequilibrio la
sensacion olfato-gustativa y tdctil del aceite en que la mediana de los atributos amargo ylo picante es superior en
dos puntos a la mediana del atributo frutado;

) la expresion “aceite dulce” puede utilizarse en un aceite en el cual la mediana del atributo amargo y la del picante
sean inferiores o iguales a 2.

PANEL DE CATADORES

El panel estard compuesto por un jefe de panel y un niimero de catadores comprendido entre ocho y doce.

El jefe del panel deberd haber recibido una sélida formacién y ser un conocedor y un avezado experto en los
diferentes tipos de aceite de oliva. Serd responsable del panel, de su organizacién y funcionamiento y de la
preparacion, codificacion y presentacion de las muestras a los catadores, asi como de la compilacién de los datos
y su tratamiento estadistico.

El jefe del panel seleccionard a los catadores y supervisard su entrenamiento y actuacién profesional para garantizar
que se mantienen en un nivel de aptitud adecuado.

Los catadores de los controles organolépticos del aceite de oliva deberdn ser seleccionados y entrenados en funcién
de su habilidad para distinguir entre muestras similares, conforme a lo establecido en la gufa del Consejo Oleicola
Internacional para la seleccién, entrenamiento y control de los catadores cualificados de aceite de oliva virgen.

Los paneles deberdn comprometerse a participar en las valoraciones organolépticas que se programen en los dambitos
nacional, comunitario o internacional para el control periddico y la armonizacién de los criterios de percepcion.
Ademds, en el caso de los paneles autorizados con arreglo a las disposiciones del articulo 4, apartado 1, del presente
Reglamento, deberdn presentar anualmente al Estado miembro interesado toda la informacién sobre la composicion
del panel e indicarle el nimero de valoraciones que hayan realizado en calidad de panel autorizado.
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PROCEDIMIENTO DE VALORACION ORGANOLEPTICA Y CLASIFICACION
Utilizacién de la ficha de cata por el catador
En el apéndice A del presente método figura el modelo de ficha de cata que deben emplear los catadores.

Cada uno de los catadores integrantes del panel deberd oler y, acto seguido, degustar el aceite sometido a valoracion.
A continuacién, deberd consignar en las escalas de 10 cm de la ficha de cata que se pondrd a su disposicion la
intensidad con la que percibe cada uno de los atributos negativos y positivos ('). En caso de percepcion del cardcter
verde o maduro del atributo frutado, el catador marcard la casilla correspondiente de la ficha de cata.

En caso de que se perciban atributos negativos no indicados en la ficha de cata, deberdn consignarse en el apartado
“Otros”, empleando los términos que los describan con mayor precision de entre los definidos.

Utilizacion de los datos por el jefe de panel

El jefe de panel deberd recoger las fichas de cata cumplimentadas por cada uno de los catadores, controlar las
intensidades asignadas a los diferentes atributos, y, si comprueba alguna anomalfa, solicitar al catador que revise su
ficha de cata y, en caso necesario, que repita la prueba.

El jefe de panel puede introducir los datos de cada catador en un programa informdtico conforme al método de
célculo estadistico de la mediana indicado en el apéndice B. La introduccién de datos para cada muestra deberd
realizarse mediante una matriz compuesta de nueve columnas correspondientes a los nueve atributos sensoriales y de
n lineas correspondientes a los n miembros del panel de cata.

Cuando al menos el 50 % del panel inscriba un atributo negativo en el apartado “Otros”, se calculard la mediana de
ese defecto y el aceite se clasificard en consecuencia.

El jefe de panel solo podrd certificar que el aceite evaluado cumple las condiciones mencionadas en el punto 3.3.a en
lo que atafie a los términos “verde” y “maduro” cuando al menos el 50 % del panel haya sefialado haber percibido el
cardcter verde o maduro del atributo frutado.

En el caso de los andlisis efectuados en el marco de controles de conformidad, se realizard un ensayo. En el caso de
los contra-andlisis, el jefe de panel deberd proceder a la realizacion del andlisis por duplicado. En el caso de los
andlisis dirimentes, la valoracion deberd ser realizada por triplicado. En estos casos, la mediana de los atributos se
calculard a partir de la media de las medianas. Todos los replicados de estos andlisis deberdn hacerse en sesiones
diferentes.

Clasificacion de los aceites

El aceite se clasifica en las categorfas que se indican mds adelante, en funcién de la mediana de los defectos y de la
mediana del atributo frutado. Por mediana de los defectos se entiende la mediana del defecto percibido con mayor
intensidad. La mediana de los defectos y la mediana del atributo frutado se expresardn con una sola cifra decimal y el
valor del coeficiente de variacion sélido que los define deberd ser inferior o igual al 20 %.

La clasificacion del aceite se hace comparando el valor de la mediana de los defectos y de la mediana del atributo
frutado con los intervalos de referencia expuestos a continuacién. Los limites de estos intervalos han sido estable-
cidos teniendo en cuenta el error del método, por lo que son considerados como absolutos. Los programas
informdticos permiten una clasificacién visual en un cuadro de datos estadisticos o graficamente.

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

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

) Aceite de oliva lampante: la mediana de los defectos es superior a 3,5, o bien, la mediana de los defectos es inferior
o igual a 3,5 y la del atributo “frutado” es igual a 0.

Casos particulares

Cuando la mediana de los atributos positivos distintos de “frutado” sea superior a 5,0, el jefe de panel consignard tal
extremo en el certificado de andlisis del aceite.

(") El catador podra abstenerse de catar un aceite cuando aprecie por via olfativa directa algin atributo negativo sumamente intenso,

circunstancia excepcional que deberd indicar en la ficha de cata.
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Apéndice A

Ficha de cata del aceite de oliva virgen

INTENSIDAD DE PERCEPCION DE LOS DEFECTOS

Atrojado/borras |

Mohoso — hiimedo-tetroso |

Avinado — avinagrado
Acido — agrio

Metilico |

Rancio |

Otros (especifiquense) |

INTENSIDAD DE LAS PERCEPCIONES DE LOS ATRIBUTOS POSITIVOS

Frutado |

Verde []  Maduro []

Amargo |

Picante |

Nombre del catador:

Cédigo de la muestra:

Fecha:

Observaciones:
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Apéndice B

METODO DE CALCULO DE LA MEDIANA Y DE LOS INTERVALOS DE CONFIANZA
Mediana
Me = [P (X < Xm)<1/2 A P(X<Xm)21/2]

La mediana se define como el nimero real Xm, caracterizado por el hecho de que la probabilidad (P) de que los valores de
la distribucion (X) sean inferiores a este niimero (Xm) es inferior o igual a 0,5 y de que, simultdneamente, la probabilidad
(P) de que los valores de la distribuciéon (X) sean inferiores o iguales a Xm es superior o igual a 0,5. Otra definicién
considera la mediana como el 50° percentil de una distribucién de ntimeros ordenados de modo creciente. En términos
més simples, la mediana representa el valor central de una serie ordenada de nimeros impares o la media de los dos
valores centrales de una serie ordenada de ntimeros pares.

Desviacion tipica robusta

Para obtener una estimacion fiable de la variabilidad que se produce en torno a la mediana, hay que remitirse a la
estimacion de la desviacion tipica robusta de Stuart y Kendall. La férmula siguiente indica la desviacion tipica asintética, es
decir, la estimacion sélida de la variabilidad de los datos considerados, en la que N es el ndmero de observaciones e IQR
el intervalo intercuartil, el cual incluye exactamente el 50 % de los casos de una distribuciéon de probabilidad cualquiera.

_ 125IQR
T 135N

*

El célculo del intervalo intercuartil se efectda calculando la magnitud de la diferencia entre el 75° y el 25° percentil.
IQR = 75° percentil — 25° percentil

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

Percentil = [P (X < Xpc)< —— A P(X<Xpc)2 ——]
ercentil = PO)< 150 <Xpc)z 100
En la préctica, el percentil es el valor de distribucion que corresponde a un drea determinada, trazada a partir de la curva

de distribucién o de densidad. Por ejemplo, el 25° percentil representa el valor de distribucién correspondiente a un drea
igual a 0,25 o 25/100.

Coeficiente de variacién robusto (en %)

El CVr% representa un nimero puro, es decir sin dimensién, que indica el porcentaje de variabilidad de la serie de
nimeros analizada. Por esta razon este coeficiente resulta muy til para comprobar la fiabilidad de los miembros del
panel.

Sx
CVr % = —100
T Me

Intervalos de confianza al 95 % sobre la mediana

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

ICgp = Me + (c.5%)

ICinf = Me — (c.S%

Donde ¢, en el caso del intervalo de confianza al 0,95, es igual a 1,96.»
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