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REGLAMENTO (CEE! N® 2368/91 DE LA COMISION
de 11 de juhio de 1991

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

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado consniturive de Iz Cemunidad Fconémica
Europea,

Visto el Reglamento n® 136/66/CEE del Conseo, de 22 de

septiembre de 1966, por el que se establece kr organizacion

comun de mercados en ef sector de las matenas grasas {1},

cuva gltima modificacion ka constituye el Reglamento (CEE}
a® 3577490 (%, v, en parncular, su articulo 35 bis,

Considerando que en e Anexo del Reglamento
n® 136/66/CEE se establecen las denominaciones v defin-
ciones de los aceites de ofiva v de los aceites de oruio de oliva
comerciahizados dentro de cada Estado miembro, asi como
er los intercambios imtracomumianios ¥ COn  I2ICeros
paises;

Considerande que, para poder distinguir los diferentes upes
de aceite, procede definir las caracreristicas fisicoquimecas de
cada une de ellos, asi come las caracreristicas organolépicas
de los aceites virgenes, 2 fin de garantizar asi Ia purera v
catidad de estos productos, sin perjuicio de otras dsposicio-
nes existenies en fa mareria;

Considerande que conviene determinar de maners untfors
en roda la Comunidad la presencia de las caracrensnicas de
los diferentes ripos de acews; gue, para cilo, procede
establecer los mérodos comunrtanos de andhss quimico » de
valoracion organeoléptica; que conviene, sin embargo, per-
mitir gue durante un perfodo transiorio s anhcen otros
miembros, estableciendo 3l mismeo tempe que o wse de
presentarse resuftados divergentes prevalescan los obrensdes
a traves ded métode comung

Considerando que la definicidn de fas caracresistcas Bsive-
quirnicas de los aceites de ofiva v de sus merodes de analiss
comporta fa adapracién de s sotas Wmﬁﬁ gef
capitudo 13 de la nomenclatury combuna

Considerande que «f mévodo de valoracion de las carae-
mxe@m&%msww
creacitn de unos pammles de camtaderes sefecciomadios v

{7 DO n® 172 de 36 . 1966, p. JOI5/44.
() DO a® L 353 de 17 12, 1990 p. I3,

especialmente adiestrados; que conviene, por lo ranto, prever
el plazo necesario para instaurar una estructura de este tpog
que, dadas las dificultades a las que se enfrentacin determi-
nados Estados miembros para crear dichos paneles, procede
autorizar gue s¢ recurra a paneles existentes en otros Estados
miembros;

Considerando que, para garannzar el correcto funciona-
miento del sistema de las exacdones reguladoras aphicables a
l2 importacion de orujo de oliva, es conveniente prever un
métodeo tnice pars Ix determinacidn del contenido en aceire
de estos productos;

Considerando que, para no perjudicar el comercio, resulta
oportuno prever un periodo hmitado para Iz sahda al
mercado del aceite que hava sido envasado ames de la
entrada en vigor del presente Reglaments;

Coasiderando que procede derogar e Reglamento (CEE}
% 1038777 de la Comisidn {%}, cuva dluma modificacion la
consnuye e% Reglamenzo {CEEF n® 1838788 i+

Considerando que ¢} Comiteé de gestién de las marterias grasas
no ha emitido dictamen alguno en o plazo establecido por su

presdente,

HA ADOPTADO EL PRESENTE RECLAMENTO:

Artouio 1

*

3. S conssderarin actites de obva virgenes, 1 quoe s
refieren Iay letras 2l BE v < ded punto 1 del Anexo ded
Reglomento 2% 136768/ CEE | los sonres Cuvas caractonisti-
cas se austen 2 las indicadas, respectvamente, on jos
pomtes 1, 2 v 3 dd Anexo | del presente Reglamento.

*

I Scconsderara acete de oliva virgen lampante, 3 Gue se
refiere 1z Jetra &) ded punte | ded Anexo ded Reglamento

¥ 138 88/CEE, of soovtr cuvas carscierisnioas 5 ajusten a
fas wdwadas on of punto 4 3¢i Ancxo | del presente Regla-

3 Secomsederara sove de obrea refinado, 2 que se reherr
2t pumres 1 ded Assewo ded Reglamemre 0™ 136986/ CEE, of
WL LUERS IDTICTOTBHIRAS W pnRten 2 las swdwadas on of
i Asewo | ded presevre Reglamento

purte 5 el

¢ DO et LIS de 243 19T g 5
DO T S de T T IS p 1D
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4. Se conmsiderard aceite de oliva, a que se refiere el
punte 3 del Anexo del Reglamento n® 136/66/CEE, el
aceite cuyas Caracrerisficas se ajusten a las indicadas en &l
punto 6 del Anexo I del presente Reglamento.

5. Se considerard aceite de orujo de oliva crude,
a que se¢ refiere e punto4 del Anexo del Reglamenwo
n® 136/66/CEE, el aceite cuyas caracteristicas se ajusten a
las indicadas en el punto 7 del Anexo I del presente Regia-
mento.

6.  Se considerard aceite de orujo de oliva refinade,
a que sc refiere ef punto 5 del Anexo del Reglamento
8% 136/66/CEE, el aceite cuyas caracreristicas se ajusten a
las indicadas en ef punte § del Anexo I del presente Regla-
mento.

7. Se considerari aceite de orujo de oliva, a que se refiere
el punto 6 del Anexo del Reglamento n® 136/66/CEE, e}
aceite cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en el
punto 9 def Anexo | del presente Reglamenrto.

Articulo 2

1. Las caracteristicas de los aceites, prewistas en el

Anexo |, se determinarin empleando los métodos de andhisis

siguientes:

— para determinar los dcidos grasos libres, expresados en
porcentaje de icido oleico, el métode recogido en of
Anexo H,

— para determunar el indice de pez&néos, el mérodo
recogido en of Anexe Hi,

— para determinar los alcoboles alifiticos, el mérodo
recogido en ¢f Anexo IV,

— para determinar < contenido de esteroles, of métode
recogido en ¢l Anexo V,

— para determinar o eritrodiol + wvaol, el mésodo recogi-
do en el Anexo VI,

— para determinar los dcidos grasos saturades en Ia posi-
xo VI,

— para determinar of contenido de trilivoleina, o método
recogido en ¢l Anexo VI,
ex o Anexo IX,

— para determinar la composicién de sades grases, ¢
método recogido en los Anexos X «ds ¥ X «Ba,

— parz determinar fos solventes halogenados volisiles, o
métedo recogido en of Arexo X3,
los acentes de ofiva virgenes, of método reconxdo o of
apartado 2,

— para la prueba de la refinacién, o métode recogido en o
Anexo XHE

2., Ehms::s m@&mmmwm%wz

Wﬁmmﬁm@é&m&%&&&w
éﬂme cmrésmas eemd@m m & B
m&m&s&& dien =

El andlisis contradicrorio serd realizado por el panel de
catadores de conformidad con las disposiciones citadas
anteriormente.

Para la valoracion de las caracteristicas organolépricas con
ocasion de operaciones relacionadas con el régimen de
ntervencion, el panel de catadores procedera a aquella con
arreglo a las disposiciones del Anexo X1

Articulc 3

Hasta el 31 de ocrubre de 1992, Iz introduccion de los
mérodos de analisis previstos en el arriculo 2 no serd ébice
para gque los Estados miembros empleen otros mérodos
comprobados y cientificamente vilidos, siempre que con eflo
no se obstaculice la libre crculacién de los productos
reconocidos conformes a la normativa en aplicacién de los
métodos comunitarios. Los Estados miembros interesados
comunicaran 2 la Comisién dichos otros métodos antes de
utilizarios.

En caso de que alguno de estos otros métodos dé un resultado
diferente del alcanzado por el método comin, se considerara
vahdo el resultado obtenido en aplicacién del método
comun.

Articulo 4
t. A fin de apreciar las caracteristicas organolépticas, los
Estados miembros constituirin paneles de catadores selec-

cionados y entrenados de acuerdo con las normas previstas
en el mérode descrito en el Anexo XIH.

2. En caso de que un Estado miembro tenga dificultades
para consttuir un paned en su territonio podrd recurrir a un
panel que se halle estableado en otro Estade miembro.

Articsdo §

Las notas complementanas nimeros 2, 3 ¥ 4 del capitulo 15
de Ia nomenclarura combinada se sustituirin por las que
Bguran en o Anexo XIV def presente Reglamento.

Artienis &

1. El comemdo on acrite de orujo de accituna y demis
ressdues de Ia extracodn del acerte de oliva {cédigos NC
2306 S0 11 ¥ 2306 90 19} se determnara con arreglo al
meétado recogdo o o Anexo XV,

2 El conzeendo de scoite mencionado en of apartado 1 se

Serin apbeables las dusposiciones comumtarias sobre 1z
presences Je sestandcias exirafias distintas de las mencionadas

Articwico 8

1 (ada Ewado swembro comumweard a la Comisitn las

(=8
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2. Cada Estado miembro comunicara a la Comision, al
micio de cada semestre una recapitulacion de los datos
analiticos de las determinaciones efectuadas durante el
semestre precedente.

Estos resultados seran examinados por el Comite de gesuon
de las matertas grasas con arreglo al procedimiento previsto
en e arncule 39 del Reglamento n® 136/66/CEE.

Articulo 9

Queda derogado el Reglamento (CEE} n® 1038/ 77,

Artzeuio 10

»u-‘

El presente Reglamento entrara en vigor el tercer dia
sigutente al de su publicacion en el Diarro Oficial de las
Comunidades Europeas.

No obstante, ¢f meétodo que figura en el Anexo XI se
aplicara a parur del 1 de enero de 1992, excepto en lo que se
refiere 3 las operaciones relacienadas con lz intervencion.

El presente Reglamento no se aplicars a los aceites de ohiva v
de orujo de ohiva envasados antes de 1a fecha de entrada en
wvigor del presente Reglamento v comercalizados hasta el 31
de octubre de 1992,

E! presente Reglamento sera obligatorio en todos sus elementos v directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 11 de jubo de 1991,

Por la Comision
RAY MAC SHARRY
Miembro de Iz Conusion

Tachice
Paguna
Anexo b Caracrersocas de fos acetes de ebva .. 4
Anexs Deverminacién del grado de acider &
Anexo BV &&m&imﬁmmmmm&g&sm 10
columoa capdar v
Anexo V: ermimacion de ks Ww&ﬁ m&&s&smamagnmée
a vy capiiar : i3
Anexo VI Determisacion def erstrodiol ¥ uvaol 23
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Anexo YBE Derermunacicn el porcente de mdaciosa 29
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DETERMINACION DEL GRADO DE ACIDEZ

OBJETO

Determinar los aados libres en los acentes de chiva. Ei contenido en acidos grasos hibres se expresa
mediante la addez calculada segun ¢f metode convencional.

Princio:

Disolucion de la muestra en una mezcia de disolventes v valoracion de los atidos grasos hibres mediante
unaz solucion etanohca de hidroxido potasico.

Reacuivos

Todos los reactivos deben ser de cabidad anabtica reconoaida v ef agua unlizada debe ser agua desnilada
o de una pureza equivalente.

Mezcla de éter dietthico v etanol de 95 % 1V/V), en proporcion de volumen 1:1.

Nezz:  El eter denheo os muy inflamable v pucde formar peroxidos explosivos. Debe unfizarse romaado especales
precaucones.

Debe neutralizarse exactamente en ¢f momento de su unhzacon con la solucion de hidroxide potasico
{1.2.2} en presencia de .3 mi de la solucion de fenolftalena {1.2.3] por cada 100 m! de mezcla

Notz: S ne es possble unhzar erer dietihoo. puede sustituirse por ana mezdds de disolventes formada poer etandl ©
wodueno. S fuera pecesano, of ctamol podna sustmuirse. 3 se vez, por X-propanel.

Solucron etanolica valorada de hadroxido potasico, = 0.1 M o, en case necesano, = 05 M,
Noza 1.

Blebe conocerse, ¥ comprobarse mmediatamente antes de su uniwzacion, Ia concentracion exacta de Ia
solucion ezandlica de hidroxido potisico. Debe unhizarse una solucion que hava sido preparada por o
menos cnco dias antes y decantada en un frasco de vidno marron cerrado con tapon de goma. La
solucion debe ser incolora o de color amarillo paja.

Nozz: Se puede preparar una solucon mooiora ¥ estable de adroade potasico de la manera sggusente: Llevar 4
ebulhaws, v mantener ¢522 a refoje durante wna hora, 1 900 md de eranod con § g de hadroxado pocdsie ¥

&5 g de Je 25 Destdar wmediac . Dwsodver en of desndado Lo canndad regeenda de
hadroxsdi p y. Dlepar rep & wares s v Muﬁ?&}uﬁ%wam separandodo
del preopaado de cart pOTINKD.

Lx solpooe umben poede prepararse de i muvers spoenre wn dfeauar ka denlacon: adadir S ml de
buniate de domsec a 1 &!&’%&&'ﬁm}t dﬁ.}swum&&wm slgones das. Decantar of lnpado

b & v desoleer em 2t la o 1 meces; de ¥ sie potmwe. 2 soleoos ez Inga pars ser

Sobacon de 1 g/ § de tenolftaleira on eranod de $3-%6 %V Viosoluvion de 20 g/t de arul alcahino len
case de aceites de obva muy coloreados: on ctanad & $3-87%% 0V VL

Marermal habuual de aboratono. ¥ en parncular:

Bajanza anaboca

Buress de 10 md de capacadad, con gradesoss do 0% o

P E i

Preparacion de ks muesera pars b procha
is&mmwmmmm;m@ S & coesemadio glob
es wierior af 1%, s sbowrs b maesies o

Tomar b muewrs, sepir o grade de soder prevse, de woerdo oo o coadre upwwense

i e hamodad £ wspurer s
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~ s ) Pese de la muesta ! Precsion de 1z pesada de la muesira
Grado de aadez previsto £ .
en g ; en gl
< 1 20 Q.03
a4 ¢ .02
4ais 2.5 0.01
13275 0.5 0.001
> 73 a.1 0.0002

Pesar {a muestra en el martraz erlenmever (1.3.2)

Determumacion

Disolver iz muesza {1 4.2} en 50 a 130 mi de 1a mercla de éter dienlico v etanod (1.2.1), previamente
neutralizada.

Valorar, agitando, con la solucién de hidroxade potasicode 0,1 M {1.2.2}{véase nota 2} hasta el viraje
del indicader i{la coloracion resa de iz fenolftalewna debe permanecer 2l menos durante 10
segundos!.

Nozz I La soleaon cranolica valorada de hadroxado potasico (1.2.2; puede sushrerse por una solucon acuosa de
mdroxde potasico o sadio ssempre que of volumen de agua 3sadide no provoque una separacon de las
fases.

Nota 2 St bz cantidad necesana de ia sofuoon de udroxado potasico de 6.1 M supers bos 10 mi, debe utdzarse una
solucon de 6.5 ML

Notz 3 S la solecon se enrarb durange 13 valoracos, afiady unz canndad sufiaente de la mezda de disolvemtes
{1.2.1; parz gee ka soluada se adsre. i

E b de la acdez en e de scido ol

Lz acdez. expresada en porcenaje de aado alewo es igual a:

M 314 Vxex M
x X o m e
1 O3 P W x P

sendo:

V : volumen en mi de la solucon valorada de lndroxado potasico unihzada.

€ @ Concentracon exakiz. en moles por re, de la seluaon de hidroxido potaswco untizada.
M: peso melecalar def dude en que w expresa ¢ resuftado (aado olexo = 2821

P : peso en gramos de iz muestrs unilizada.

Se tomars como resuitado la media arwménca de dos derermnacvornes.
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ANEXC IH
DETERMINACION DEL INDICE DE PEROXIDOS

OBJETO

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

AMBITO DE APLICACION

La presente norma es aplicable a los aceizes ¥ grasas ammales y vegetales.

DEFINICION

El indice de peroxidos es la cantidad fexpresada en mihequivalentes de oxigeno activo por kg de grasa}
de perdxidos en Ia muesira que ocasionan la oxidacion del voduro potasice en las condiciones de
trabajo descrivas.

PRINCIPIO
hammﬁo&m,d&ﬂmm&d&mym,semmcoﬂsommdeyodumpo&sico.
El yode liberado se valora con solucion valorada de tosulfaro sodico.

APARATOS

Todo el material unlizado estari exento de sustancias reductoras u oxzdantes.

Navealia de vidrio de 3 mj
ﬁmcmaxﬁﬂyapmm,&ﬁﬁmi&mammm,mn

mg&nm&gmmmyméma,mu.&éﬁdﬁ&mi
Bureta de 25 o 50 mi, graduada en 8.1 mi.

REACTIVOS

Mp&zm.ma&mmm&mm&gswmmy
o,

memm‘m&awp« m‘emdemm&gmimmy
sece.

Sehucicn: acueosa sanzrady de yoduro potisico, recén preparada, exenta de vode v vodaros.

Seluadn wueose de sosnliare wdico 201 N o G402 N vadorads exatamente; fa valoracion w
efecruars immsediaramente anzes ded uso

Soiuaon de dlmaddn. om solucon acuosa de B gL recen preparads con almsdon solubée.

MUESTRA
bmrms!meéw&%%enem”g@ﬁ&m&wmm
Bl ensayo ve readivars com lae satersd difusa o voms Sur aradaoad. Fosar com provsecs de 0001 g oo ana

navecia db wdne 3.1 o, on s defecte. ew e asasear 033 sza cemrsdad de maestra ov foncwin det
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Indice de peroxidos que se supone Peso de iz muesirz problema
imeq de O, kg en gl
de 0312 de 30220
de 12220 de2 0212
de 20 2 30 de 12203
de 30 a 50 de 38203
de 50 a2 90 de 35203

Abrir un marraz (5.2} ¢ introducir b2 naveailia de vidnio que contenga la muestra problen o, Aradir
10 mi de cloroformo (6.1 Disolver rapidamente 1a muestra problema mediante agitacion. Ahadir
t5 ml de acdo acénco (6.2] v, 2 contmuacion, 1 mi de solucion de voduro porasico 16.3). Cerrar

ripedamente e} matraz, agitar durante 1 minuto ¥ mantenerdo en la oscunidad durante 3 minutes
eXactaImente, 2 una remperatura comprenchda entre 13 v 23 °C.

Anadir 75 ml aproximadamente de agua desaiada. Valorar {agiando 3l mismo nempo vigorosamente’
el yodo hiberado con la solucon de dosalfato sédico (6.4} solucion 0,002 N s se presuponen valores
mferiores 2 12 y solucion 8,01 N si se presuponen valores superiores a 12}, unhzando la solucion de
almudén (6.3} comeo mdicador.

Efectiear dos determinaciones por muestra.

Realizar simultineamente un ensave en blanco. St el resultado del ensavo en blance sobrepasa 0.05 ml
de Iz solucon de posulfato sodico 0,01 N (6.4}, sustinar los reacnives.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de perénados {1.P. }, expresado en mibequivalentes de oxageno acoivo por kg de grasa se calenla
mediante la fdrmula ssguenze:
_ VxNx1o00

P

P

swendo:

V: mi de sobucion valorada de tiosalfaro sodico (8.4} empleados en ¢l ensavo, convenientemente
corregxdos para tener en cuenta ef ensavo en blanco.

N: normalidad exacta de s solucion de vosulfare sodico (6.4 empleada.

p: peso, en gramos de la muestra problema.

Ei resubtado swera la medha aromenca de las dos derermumaciones efectuadas.
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ANEXO IV

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ALCOHOLES ALIFATICOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA

bt

[v¥}

38

9

LA 1500 N
3162
3193
34

43

DE GASES CON COLUMNA CAPILAR

OBIETO
El presente método describe un procedimiento para la dererminacion del contemido de alcoholes

alifiticos en las materias grasas. expresado como conremido de cada uno de los alcoholes alifancos
analizados v como contenido tozai.

PRINCIPIO

Saponthcacion de la materia grasa, a la que se habra afadido 1-ewcosanol como pawron interno, con una
sofucién etanohca de hidréxide potdsice; a continuacion, extracaon del insaponificable con érer

Separacién de la fraccion de alcoholes del insaponificable extraido mediante cromatografia e placa de
gel de silice bisica; los alcoholes recuperados del gel de silice se transforman en mimenlsililéteres v se
analizan mediante cromarografia de gases con columna capilar.

MATERIAL

Mairaz de 250 mi, proviste de refrigerante de reflujo con juntas esmenidadas.

Embudos de decantacion de 500 =i

Mutraces de 250 mi.

Equipo completo de cromarografia en capa fina, utilizando placas de vidno de 20 x 2 om.
Liampara ultravioleta de una loogiud de onda de 366 o 234 am.

Microjeringas de 100 gl v 300 pl.

Embudo alindeico fltrante con Blro porose G3 {porosidad 1540 pm?, de 2 om de diamero v 5 am de
akers, aproxweadamense, con un dispositive adecuado pare la Gleracion en vacio v una junt
esmerifada mache 1228,

Marraz comco para vacio de 30 mi, con junta esmeniada hembra 12421 acoplabie al embudo Altrante
£3.7%

Probeta de 10 mi de fondo comuco com tapon herméuco.

Equipe de cromatograbia de gases que pocda funcenar con columns capidar, provisto de un wscoaa de
dvision de flme formado por:

Horaeo para b columna, que pueda mantener 1a temperatura deseada con preasdn de & 1 °CL
Inyector con clemento vaponzador de vidno ratado con persidano.

Detector de waizacon de Hama v couvertdor-ampifcader.

Repserader-ntegrador que pueda fancosir con o convertidor-ampbficador 13,1831 con us pempo
de respuesta no supersor 3 | segundo ¥ con vedooxdsd de paped vanable.

Cobumna capdar de vidne o silice fndida. de 20 ¢ 3w de bongrud v de 0,33 2 0,32 mm de diamerro
wmtermo, recubuerta meniormente de bquado SE-32,. SE-34 o equevalente, con ua expesor untforme Gue
ascile emzre .30 v O 30 .

Aficrojerioga de 10 @ pore cromarografia de gases. con agun caduwrecda.

Hidréradie potisxe o sobscion maealics peoamadamente IN: dwoleer, enfruande al mrmo bempo,
130 g de hwromde potisice [ralioracxia meers S $5 % on 200 md de agua denlada v compietar
hasta e lere coe cnmmel. Commervar s solacde oo Sotelin de vadno oscuro been certadas

Ever etifice de clidad pars 2niftos
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4.4, Placas de vidrio recubiertas con gel de silice. sin indicador de fuorescencia, de 8,25 mm de espesor
t{dispontbles en el comercio va preparadas para =i uso}.

4.5, Hidréxido potisico en solucién etanolica 2N: disoiver 13 g de idroxade potasico en 20 m! de agua
destilada y completar hasia un hue con ewanol.

4.6, Benceno para cromatografia.

4.7, Acerona para cromategrafia.

4.8 Hex:no para cromatografia.
4.9 Eter etilico para cromatografia.
4.10. Cloroformo de calidad para andhsis,

4.1t Solucion patron para cromatografia en capa fina: mezcla de alcoboles de Cop 2 Cog. disolucional 5% en
deroforme.

4.12. Solucién de 2,7-diclorofluoresceina at ©.2% en etanol. Para hacerla ligeramente basica se afaden
ahzunas gotas de solucion alcobelica 2N de hidroxido potasico.

413 Puridina anhidra parz cromatografia.
4.14. Hexametildisilazano.
415, Trometiclorosilano.

4.16. Solucion problema de raneulsiliiéteres dr los alcoholes aliféncos de Cip 3 Ciy: preparar en ol momento
det uso 3 parur de mezcias de akcobeles puros.

4.17. I-cicosanol. disolucién al 8,1 % {m{v} en doroformo {patron mrerno).

4.18. Gas portador: hidrogeno o hebio de calidad para cromsarografia de gases.
4.19. Gases auxibares:
— aire de cabdad para comarografia de gases.

5. PROCEDIMIENTO

5.1 Preparacion ded imsaponificable.

511 Con I mkropermga de 300 i mrodoor en o marrsz de 230 ml un volumen Jde disolucion de
I-excosanol {5 puede urilizar iguabmente 1 eneicosancd? al 0,1 % en doecdormo (4,17} que contenga
mW&!WW&iﬁ%W&&W&M
alifancos en 1z alicuoca de i mnestra para fa determinacidn. Por emplo, para $ g de muestrs afachr
25¢ gl de la sobucion de §-acosancl 3101 %, ggm&m&&u,z 1 500 ul, @ setrata de acewe
de ormo de aliva.

Evaporar en corrrente de anrogene hawa seguedad ¥, 2 continmaciée, pesar coa precisics, en of susmo
meatrar, § g de muestra seca ¥ flrada

Asadir 30 mi de sobocion ctandiica de hadrodo potasco 2N, adapear of refriperante de refiuio ¥
calencar af bado Maria con Sgrra chaiicode, agrando energica ¢ munterrumpadamente hasta gue se
produzca b saposibicaccn (la solockin se voelve impada ). Calentar durasee 20 minutos mas ¥, a
comtinuacicn, skade S0 ml de agua desciasdas por b parte supenor del sefngerae; separar of
refrigerane ¥ exitiar o matrazr 2 30 °C aprocoadamere.

513 Transvasar cuantitasrvamente of contrmde ded marraz 2 wn embuado de separacion de 300 mi, mediane
varios lvados cop un roeal de 50 mi Je agua desalada. Agregar 30 mil apeowrmadamente de éser cridico,
agpitar soénpicamcnne Jarasts waos K segandos v devar reposar hasta a completa separacion de tas
Eases (nees 11
Separar fa fase acuosa mieror pasandols 3 on segeado embode de separacion. Efecruar otras dos
extracciones de ka fase acuoss por of sisme procedenestn, solrando cada ver de 66 2 70 mi de frer
enilico.

Notz £ Las powbles condisones poslt i chisarw stadeodo: pecpaian. cxoedades do aicobol sedics o meshon oo
uh pubverizadior.

514 Revenr hs fraccicaes endreas o an savsin cnbude Jie separascwn ¥ levarias con ages dexalaca 130 mi
cads vexi hastz Qor of apsa de avado perstage e maTa.

f(o
[
b
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Desalar el erer hasta que queden unos pocos mi: 3 connm
commene de mrrogeno. completande o secade en uma
aproxunadamente; dejar enfriar en un desecader 1 pesar

Separzcion de la Fracaon de alcoholes

Preparacion de las placas bamas: sumerger compleramente las placas con gel de sl 44 en ha
solucion etanohea .IN de hudrexado potaswo 4.5 durante 18 segundos; dejar secar las placas en
campara durante dos horas v, por vlome, manteserlss on ona estuia reguiads 2 100 °C durente una
hora.

placas somendas z este tratammento deberdn unbirirse oo an plaze de guince dias como maxamo .

Notz 2 Sise wnbizan placas basicas de g de sce para la separaces & L fracoen de shoobokes, va Do o secesare
watar of msapomficable con 2 De esee mado, todos los compuestos de marurafers aoda facsdos
grasos 3 otron: quedan recensdos o ki e de splcacen, s ix bamds Je ks eszeroles aparece perfecramente
dferencrads de le bundy de tos dusheles danous 3 terpeoxons.

Eﬁ&'&ﬁmmi&m&r@a&&uﬁe&s&%ﬁ&ﬁwﬁm@&é@@t aceeonae $35:3 (V/Vihasza
unz alrurs de 1 o aproxamadamente. Puede unazarse como alternauva una mezrchs de hexane ¥ érer
ettlics 65:33 (V. Cerrar la cubeta con su correspondiente tapa ¥ Se1ar sranscurny media hora come
m&,&&mwk&m%ée@g&éxmm&nmkamxa:nmm&hmm
esizxmsg&ie&W&@m@xﬁew&m&%m«éeegzmmaérm&&eﬁﬁaﬂ%st
redisce Cad on WEOO ¥ se obtizne was chaoon mas wadorme ¥ reguis de los componkntes.

Nowm b Pars que bs condoosss de cluces wan pe e

Preparas uns solucon de msaponficable (5,15 en dosoformo 2 3% sproxamadamente ¥, com ba
muacroenngs de 10O gl depositar 9.3 wf e dicha solu 20m e zoa placa cromatoprifica 15,2 1 2 unos
Zﬁm&m&ﬁm&xﬁe&,&m&w&x&&zm@smm&-iua&m&h%&s&
aphcaaon se deposian, en un extreme de fa placa, de 2 2 3 sl de 1z solucien de referenca de alcohobes
4.}’ para poder wenuficar ka bands de alcoholes alifancos una ver clecroado o desarrolio.

Introducr s placa en la cubers de Josarrollo, preparads comme se indica en ol parze 3.2.2. Debera
mantenerse una wmperatirs Je entre 13 v 28 I, Tapar mmcdiaramente 1x cubeta v dejar que s¢
prodincs b ducon hasts que o fremre ded disobuenze se uroe 2 { am sproxamadamente ded borde
supertor de L placa. Sacar b placs de la cobeta s exaporar of disodvente on una corriente de aire caliense

Pulvenzar ks placa Bigeva v umformemeste con b sobacon de 2.7 diciorofinorescoina. Al examenar by
mgammaﬁuw&nﬁa&mhm&%m&a&ss&xxmm&wnw@xxm
shcoboles alifitces v de I bumds e e wperwe correspomsbrente 3 ke akooholes

St g B L

Somr ¥ La precnpotn & comedenir weto con L dends & shook faterpenaces. L de aliobodes. shfarxon
W»m&wﬁwxm%«m&mﬁmmuxmm

ngmmeSQMW&sS@&ﬁrammémsm&aWém
obrendo. fnamente wurado. o of embude Seraner . 37 siade 10 ol de doroforme cadeente,
mezciar casdadosamente con ks espunsls metabior v Bl o vacs, revogpendo of Birrado on of matres
wome L34 weplade o enbude Sirgese.

Lavar of resadon e of embade e veves com foer codicn eenpirando cads ver vees 10wl recogaendo
cacke ver of fltrade on of masme satrar come mopkado o eosbaada, Esaporar of Bhrado hasea obiener
s volumende 3 2§l s b oleote readest b Scemnpvo de 19 21 18 goevsamente
pesadi, evaporsr hasta sequodad mediansr Cavsramaeneo warer on CorrRonsy Spera de sstrogeno.
recoger con algunus gotas Je acrtone, o aporar de serce basta segoedad, mrrodair o woa estals 3

Agregar o b gue contiene ks Eaoes de sooloins o seacte J6 e o B, o R
m&%“* Bexam 2 e« tummrrECioressiane S 21V O\ §<5':m§?‘3¥mi‘* IRy
por mligrane de dicheles svivmdo ods dsoeoin de Somednd noes

o ¥ EmMWvaw B R T T Ty TN S—
aene o he-emevilcliloomarndz -« 1% & swvenici : e ek = o x soduwws de
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Tapar of tubo. agtar cndadosamente sy mvernr hases
FEPOSIE Ut Cuarte de bora. come mmsmo, 1 4
minutes: 4 solucon bmpwda queds stz pars

Notzse Latormacen de sas hgers opalecznad o 20570 1 20 oCanoss
Socuiaoon blanca o la seenaor de una e Egszg:w

el reactve. B oste case debecs oy S A Qg S B

Operacones prefimenares: scoadconamento de i

Codocar la columna en o cromaregrate wrwendo uoe de los extremos de bz cofurmna 2l myvaaory of oo
at detecror.
Efecruer los controles g gzzxemles del 2quIpo pars T m‘sgzvﬁ:x de gases estamqundad de los anaumos &

gases, «fcacia del detecror, eficaca Jef wszems de fraccionarments ¥ Of estemma JR regsstro, eI .
52 fa columns se unliza por vez primera. &S cosvententr woediconarks previmente. Hlacer pasar un
ligere Buo de gas 2 maves de fa columna, eocender o squipe e cromuarografia de gases © maar un
calentamiento graduai basta alvanzar wns wmperscura af menos 28 °C sepersor 3 Ia empersturs &
eesbajo (aora 75 Manteser dicha wemperarars duranre 2 horas come mummes & cosmmuacion,  poner ¢
equipe: complete en condiciones. de huncionamente regulicron del Buio de gases ¥ de 1z refacion de
«split= igoicdn de la Bama, cawmmﬁw&m&z&g&mxu termperarura del
horno, im@@m@tvéziwectm e ;v regeserar o sefal con wna semubdndad 2 menos dos veoss
superor 3 Ls previsea para of anshisis. E} mazado de b Sines de base debe se bk, estar exento de prcos
e cusiquier tpe ¥ ne debe presentar derwa.
Una deriva mwmm@zeﬁx4s“mmma&mm4aemw Imem. <SIADCRS: BRQ
derea posstive mdiva que of &m&m&m o e i columm o msehoene.

Mo T ba a de acombic s diebers sy swempre, come mEEwe, J¢ 7 muemwr 3 Iz tomperaness

M prevsta pars B lse evacesans soheada
Elvvodn de bis condicones de rabae.
— mmperatura de b colormea: mecalments soterma &z'm 8 memees & 180 5 3 conmmmacon,

programar up wxremento de 5§ °C/ muinute basta dcarzar jos 288 *C; dovpats, manteaer Jurante
£ munwres a2 2680 3C.
— mmperarurs def myecton I%
— welodad hneat def gas porrador: Bedie 29 3 35 oo s, Budiednene 30 2 30 amis,
— refacion e «sphe- de 1030 3 PO,
— sensibifidad del msrumerce: de 4 3 16 veoes b3 emnuode nimem
— senubilidad de regsrer T2 IV ie .
- velocidut deb papel 30 2 38 o Bers,
Estas condiciones punder modificarse o2 fomcioe & I ceaomshexss de kn cofomns v S
cromartgrale. de mede que s sbumgen Comutogrurmas ga cumplen Sos St seGunER:
¢l sempe de somncon Sl aevhel T debe ser de 18 5 3 e,
— of pice del alcobel €y debe ser para of acewe de oiva, 30 & 20% & fondo & ocale. v paza o
?mmm@w&mmwamm sl e mesches problesa de TMSE &
&wi‘a@s%maﬁ;m&m& salae pars obteaer e mowees resaladon.
mmﬁtwwa&mww&wmm comadtracens

S35

e S gl B g . 4 SoMtmnaoie, ezt 8.8
m i w & trames 3 mn %, W & ol L osegondos, wevectar rapedames

m&mm;gsmmw&m*f}& Je Sow alhowdodes. peoseners.
Eix lioes de Base debe stscune o todi monsentes 3 S comdivwones cvgndas (5 4.5 20
B de s poss.

M&Mﬁw&& Ton diferences pros se utiioa lox nempos Je terenoon ¥ L comparacon (o
mesciis de TMSE do lon scoboles wmalivads o fas mismus condionses.

L figurs | omestes un o & it b Bacods doldice & o xeite de als vaprs
Deternunacion caanptanies,
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Calcular def modo siguwente 2 contemdo Jde tada une de os dicohals, expreudo co my 100 3 de

slepoai v =

sendo:

A, area del pco del slcobel x.

A: area del pico del l-ewosanol

o peso de Ly muestrz romado pars bs determmzacon. oo games.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se expresa & contemdo de cadia wne de los slooholks alfancos eo mg 100 g de mazena grasa v coemo
«alcoboles alifinces totaless, s swma (s » Cou + Cow + Coul

Determumion de ke velocsdad bmeat del gas

medic ¢f nempo gue tarda of gas oo recorrer s colzmna, desde o momerre de b2 wvecooe hasta que sparece o

pico (tAE

La velooudad Eneal en omr s viene dada per L/tM. sendo | s loegred de Iz colemna e= om v 1M o nempo,
t

9

T T WSO oo

¥
u

e
w ot
s

—
= Dicosanck J
= Toveoserot ¥ = Fagvacewael
= Texsosamal

e we ke
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DETERMINACION DE LA COMPOSICION L T CONTENIDO DE ESTEROLES MEDIANTE
i H >

P

[
[

B35 N

o

s
s
o
o
[ ]

3L

+1

\RO\lkTObRAFL\ DE GASES CON COLUMN.

OBIETO

i)
1.h

presente metodo describe un procedimients
MALETIAS grasas, expresado ;
rotal de esweroles.

ERGPIO

Saponsheacion de A TIETIA grasa. 3 La que se habea afadio gcoiestano comeo p
solucion eranolica de hudrdxido pomso; 2 contmuacdn. exracaon del msapemfic
erilico.

Separacion de 1 fracaon de esterales def maaponsficadle exr: < medaare cmms;wra o pizca de
gel de shoe basica; los sxzeroles mamw@s gel de sabor s munstormoan en umends

analzzan medne cromatogradiz de gases cenm colurmna Gpdar

MATERIAL

Matraz de 230 mi, prowisco de refngerante de refiure con wmsrs osmersadas,
Embudos de separacon de 30¢ mi

Marraces de 250 mi.

Eqwpe completo de cromarograliz o Capa Sea. uobsasde placas de sadre de 20 x Miom

Lammpara uitraviciens de wra loogend de onda de 386 o 234 nen
Microwringa de W el 5 308 50
Embude alindrice Bltranme con Bt poreso G 3 ‘porossiad 15-d2um el omdedumenroy Somde

sitars, aproimadaments. (op s depestne adecusdo para b REoaode om wxo
esmeriada mache 12/21

&i‘gsz‘, "z»mu} pars vacio de 30 mi con pones cwmerdhada Bossbea 12021 acoplable 3 embedo B
teante

Probera de 19 = de fondo conwo com tapen Bermence.
Equipo de cromaregrafia de gases que peeda Bancosar cos (ofumes capaler, provesto & e setoen Se
Jivision de fano formade por:

Horno para la colomoa. e pueds mustzner a wwmporsturs descsdy tve prrossos Se 2 UL

Inyector con slemento vaporsrador Je vl atado o peresme

Regrstrador-mtegrador gue pueds faaconar son o comsertdor-sopidfador |3 1¢ 3 e ws Dempo
de respuesta no supesior 3 | sogundo ¥ won wwioodad de puped veadie

Colusrma capilar de vudtvo o sice nndida de 19 3 30 n fooopead v & .25 20,30 oo de damerre
mterno, recuberts an ; e Bguede 3E-31 SE-FE o squesionte, (07 o p3pOson omiorme gue
oule smrre & t*"‘wz}ﬁ*m

Microwrings dr 10w sars comatenraia Je gases. on ase ondrecsds. .

REACTEINOS

Bases un Sere con stanel Comsersar b wlucite o booellas Je wadvio oscare beee corradas.
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Erer enbce de calidad para amalms,

Sulfaro sodwo anhidro de calbdad para znabss

Placas de vidne recabrerias con gei & aibce, w2 mdoacor de tuors
‘disponibies en el comerao va preparadas para of wse

2

Hidroude potasico, soluoon eranebca ¢.IN: Q"s@é‘cr 13 g de mdronado poTasto 28

desclada ¥ compietar basta un htre con cune

Benceno parz cromatografia.

Acetona para comatograbia  Vease 3220

Hexano para cromategrafia. - Véase 322
-

Erer enfico para cromategrafia. (Vease $.2.20

C

oforme de calidad para amabsis.

Solucide parrde pars oomtogralia em caga fna colesterol o Stosteroles, seluceom 2l 3%
cdereforme.

Sctucos de 2.7-dlorofiuorescensa & 8.2'% o canol Pare hacerls hgerweene basta s sdaden
algumas gotes de sefocon akebolca IN de droade petaice.

esterales puros o de mezcias de esteroies obtemdos de wemes que los coosensas

a~colestanol, disclacon af $.2% (o V! en doroforme [patren exerse’
Gas portador: hidrogeno o helio de calidad pars cromasogratia de gases
— Budeogeno de cabdad pars cromatogratia de gases.

FROCEDIMEENTO

€m§am&%mm@m¢&m¢g&“@&@wm&éﬁé&m&
w-codestanct al 9.2 % ex cloroforme 41T que contenga wna canndad de g-coletasol correspoadsonie
& 0% W@W&m&umﬁm&§:m:wz&m
Por siwmmpio, para § g de swsesies zhadie 300 g de I sobecdn de s-colostanel 3l D.2%. © s« raa &e
aceite de ofiva, v | 508 gl u se oags de acome de semaiias o de aorte de orwe e o,

Evaporar en corsivere de strogene hasta sequndad v, 2 COBSRoGn., PO <o precraie., on ¢ mRmo
mumrar, ¥ g de muesira woa v Bheade

Em ol case de aceres ¥ grasos mvemsades o vegrtales con w2l costerade & colnaerod pocde producese
fur pice cpre Gempe die retencion: s identice o def coleasssl. Ea vl cane of anales de e fracoon de

Wﬂ@&s&mmﬁu&&&%m*& W&WM&N&:&;
cajentar o bade Mara con hgers ebalinodn, apaiado cafrgiis ¢ marverrampndamente ks que @
prodiceca la saponifcscis (i sohscon s weebre epadal W@‘W*ﬁwmv 3
m%%&&mé@whmw&waﬁ

mﬁ%mmmﬁm&%ﬁ&wm Agrepar 80w aproamadamenns

di e stilicn. agitar endupcamenne durante weos 35 sepandos ¥ dupr reposar kasa b separacadn & las

Sepacar fs e sogoss miecior pasindcls + o wgende rdede de wpstaasn. Elecrour o dos

m&a&tmw&mm sedceands cads ver do 80 5 T sl de dter

evifico.

Note & Langesiliies ermbnenss godvin sfrmosew aindiesdts pegutis: aesdeies S sionlwok vrlaco o weedscs con
- 2 3
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Reumir las fraccones etereas en un musma embudo de SEPATIIOCE ¥ LrvaTiyd von [ i st
cada vez' hasza Jr el g de lavado DETSEOTY IEACTRO0 DUl

anhsdre 3 un magar Je .’Sif mi previamente p

cantsdades de erer eahco.

Desuilar of 2eer basta que queden snos pocos miy 4
cornenre de mifrogeno. complerande o secade en o
aprowmmadaments; dejar enfrar en un Jesevador v pesar.

Separacion de la fracoion de esteroles.

Preparacon de las piacas basias: swmerge completamente fas placas con g
sofucdn etanclica 82N de udroxado potaswe 4.5 durante 18 seymndos; &
campana durante dos horas ¥ por ultumo. mantenerias oo una osnta regulads 3 ia‘%? =C &*mzr una

Bora. Sacarkas de ky estuta v conservariss en un desecador de clorure de calcwe husa of momento del uso
ks m&hm&m&s{mamﬁmaw&wwgmme&ﬁm
TG,

Nota 20 Se we unbzan placas basecas de ged de sifice pars by wparsaee & & Tacows de ssteroles. va 20 s necesano
rravar ef wsapondhcable con 2k D este mode. todos. fos compuewes. de zaturafesa aoda laades
grasos ¥ otres. quedarn retemdos o b Boee de aplicacon, v b bamdis de fos ssazroles ap periec
diferencuads & L banda de s Sioboles difamcos v asrpemos.

Inrroduc o b cubeta de desacrolio de fas placas una mezcls de benceno-acerona $5:3 iv /v hasta wma
slvura de § om aprommadamente. Puede anlizace come alternanva oo merchs de hexano v erer eniico
33 0w v Cerrar s cubera com su cotrespondiems tapa v dewar ranscurne media hora como mimme,
de forma que se alcance o eqmilibne bgedo-aper. Ex las carss eenores de Iz cubeta pueden
colocarse nras de papel de flroque se sumermn on of duvente: de otz manera el sempo de desarreliose
reduce cas: un Qo ¥ @ obtwne i duGén mas sforme 3 regular de Jos componentes.

Nota 3 Fara que lis conduoses de sloong sean perfect

Preparar uma wolucwe de osapomficable (3.1.3) o chaclorme 3 3% aproemadamente v, con la
W@gj& R i, depositar 9.3 o de dicha sobucsds o ama placa cromatografnn 3.2 1 2 wemes
T o de wmo e Tos Bordies, Formando ana Boes bo muis Sra y unsforme posible. A ks alnura de La Bnea de
aplicacon w depouitan, en un oaremo de ba phica, de 2 2 3 gl de b solucsde de referenc de oxzeroies
VR para poder wieanficer & banda de esteroles ama ver slecruado of desarolio.

Eraduce I placa o Iy cubera de desarvolio. preparadhy commw se dics oo of pumte §.2.2. Debers
mantenerse una emperasurs ambence entre 13 5 20 *CL Tapar munedaramente fa cubeta v Separ que e
produscs b dhacion Basta que of freme def disulvente e sde 3 | om aperumadunense dod boede
sepener de ke placa. Sacar & phaca de b cubets v svaporas of Snolvente o una cornesse de sae cdwee
o deprde b placs Baps sos campans uwwos mesutos.

Pulverzar i placs bgers v enforses o L solwooe de 2.7 <duiorofivorrwnine. Al oxammoar a
;im.::.x?.;mWﬁwﬁtﬁam&%ﬁm@&mﬁéixmma&m&mma
manchae obteasde 3 parsr Je b soluoon de referernas: marcer con Lipw negroios bmesde i bandza bo

R&xammwmméw@msmm%mﬁmsm Isrraduos o marenad
mammse@xmfkmﬁw@émx&xwém*u
M£W> Hitraanr.

Laar of cesuduc on of onbuade tos vees con oter enficn onplcando cads vz ames 10 ad ), recogiends
caxda ver of Bltrado on o mesmo marrae cone woplads & onbode. |raporar o Sreado hawes obveser
an volimen de ¥ 3 5wl ranseasae b solacon rowdisal o rebe de toanve & 10 mi 119 perviameney
secoger con Jighnas getas & armens. cuiporar de merve Bavs sogeedad. srrodonsr o wna rstuds 1

El rewdue: gue qgueds oo o wbo & orave st enede por b Bacove 5 osteroies

w&MWaﬁm&m@ﬁsﬁmam%&mammwwm
: : ST T e %87 oy &L 3 raroe de 30 gl poe

WQMevM&m&wx o 30

Notx & mmmmw&w Rdres, nandces ¢ oErDs e S el awine,
dia « Y% & rwmesicdeeosdene. gae e dinee 2o of s velomes de
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Cromatografia de gases.

Operaaones preiimmares: acondsaosam:en

Colocar @ columna en ol cromatogr

v
ab detecror.

SR A0S SXTTTIOY O L3 CORLETING 4 IMVECTOr ¥

Efecrzar los controies generales . T romatograic g gases o
gases, ehcaca det desevroe, cfieamn del ustemma de divison de Buwe v do

Si la columna se unliza por ver prupera, s convemsente swondooniris prevs

. Hacer pasar un
gero thuo de gas 3 traves de fa columns, encender o equrpo de creenatograliz de gases ¢ mucar un
calentamiento gradual hasts sicanzar wna emperatura af menes 20 %0 supenor 2 L2 remperatura de
rrabae fnots 81 Mantener ducha tempersturs durante 2 horis Como munaTeo. 3 CORTARITN, poner o

equipe completo en condicones de funcionamients (rexulacon del B de goes v de la relacon de
horne deb detector v ded mvector, w1y repsirar b seBal coe gna semsibaiidad 2f menos dos veves
supenoe & L3 prevists para o anabses. Bl mrazado de la brea de base debe ser hreal, cxente de pwos de
cualquer 3po s ne debe proventar deorva,

rmente esTanORs; una

Una derrva recidines neganva mdica que bis copevones de fa columna oo son 100
deviva positiva indica Que of wondiconamiento de kr columana o msutowenie.

Nutiy & La temperaturi de wosboonamenee debers ser wempre. cos T U wdersor 3 by temvperatura

THRGTES PrOvSLE purd B Mase rStmcesurie whlicwds

Elecoon de las condioenes de mabamo

—~ temperamira de fa colemaa: 268 °C » 3 7°C,

— wmperaiura Jel evaporador:
—~ wemperarury def derevtae 9T

— senmbiiidad def mstrumento: de 4 3 16 veves I stemuacon minoma,
— semsbehdad de repstrer T2 ImV i

— wefocdnd def papel 30 4 58 o Bea,

— cantalad de setancs mvecnade 8.5 5 § gl de soloose de TMSE

Estas condwiones puedes modidiuane ¢p fuscde de bk carnooriaxas de b columes s JOo

cromatograle, de modo qur e cdTIBEaR TOMITORTEINE. i Cnplan ke GoROmtey eI

— o} sempwr dr rotenoon & Butostered dobe wer de 20+ § munutos,

~— ef pwo del campestrrol debe ver: para o aeve de ol iooatrmde medo ded 3% 13 = I ded
fondo: de owcala: pars of aomte de sonr Cooomsdo medio el 0% L S0 s 10% Ol fondo de
escada,

- Q&sz&xz@&xmmwmmmﬁmmeﬁxnﬁmmauwmgggmsma@w
e resueican completmentr, o8 dever . Gae of wase ded pwo Segr 2 b Sinea de Buse snnes de que e
e o o ugtente. No obwiawe. podes afronrse una rewoduodes socoenplens w o paoo 3 TRR

Conla mrorerags Je 10 al woenur ¥ sl de dexame, mperar 8.3 5 de soe v, s contmuaon oot S v

bad de la swhscon problema. sievar o enbolo de b amaRs Se mode ger L sgua quede vacis

Inmoduor b agum & oaves Jel wptem v dopees de 1o D sepandos, wmyecsar rapedamenre;

wranscurtsdos smes 5 segundos. oxwao b ans ketamenve.

Contpuar o spsro hasta la complina dooun de os THSE de ios rtrroles prosesies.

La loes de buse debe sustarse 2 ode momeres 3 s tondooees rogdas ($41 3

Pars la sdenaficacon de jos dfermates proos s aniicsn fos mempes do romncon ¢ 1 comparaos con

La ducon de los exteroies s theenss o o ardes speenne colesrrd, rrecrrrol. Jdomeniencoles-
wrol, campeserol. cangestanol. otigmasteral. 3T Sempeerrod, A-§ A3 esmprnastadeenol . Serosse-
vod, Buroserol, smostanol, MF-remasterel. A-F Jd-ewgmascadanol. A-T-estpmastenod, 8- T-sve
masterod
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Derermunacon cuanntatva.

Caleular s areas de los pwos del a<olestanol v de
en cuenta ios pxcos de aquellos componentes que o
a~coiestan~! debe considerarse come 1.

Caicular del mode siguiente of coetenide de cada une de los esteroies. expresado on mg ' 100 g de
MATera grasac

szender

A r area del pwo dei esterol x. en mubimetros cuadrades,

A, area def pico del a-codestanel,

m,: peso de a-colestanel afadido, en miligrames,

m: peso de la muestra tomado pars b determumandn, e gramos.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se registran of contemdo de cada uno de los esterodes en mg 108 g de marenia grasa v, como ~rstrrokes
rotaless, su surma.

E¥ porceneaze de cada uno de Jos esceroles sumples o5 1z razon enere f area ded paco correspondiente v la

seendor
A, © area del po de x,
£A ¢ samsa de las areas de wodos Jos proos.

APENDICE

Diesermpnacson de la velocdad seesd del gas

Inyectar en ol cromatografe, preparade para mabamr o condiones tormales, de 1 3 3 al de metane fo propanc iy
medir of nempo gue tarda o gas ea cecorrer la columna, desde of momento de s mye o6 hasta o momento o que
aparece el po iy

La veloadad ineal oo oy vne dacks por ©tML, wende L In foeporad de Is coburmns oo om v 1M 2l nempn,
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Caadro 1

Tiempos de resencon relanves de los esterodes

e

L VY

[ A

o

A S-colesten-3B-ol

Ja-<oiestan-38-of

{248} 24-meni-A 3, 22-colestadien-38-of
24-mevien-A 5 24-colestadien-38-0f
f24R - 24-mend-A Scofesten-3B-of

[24R - 24-meni-colestan- 3ol
[2451-24-eci-A 3, 22coleszadien-38-of
[Z4R - 24-ment-A T-cowsien-38-af

[24R 5h-24-erd-A S 2 3olestadien-3B-of
(2485 24-enb-A 3. 25-colestadion-38-of
(28R 28-end-A S-colesten- 380l
24-cnd-colestze-35-of

[2AZ - 24 enliden-& S<colesten-3f-of
[24R S3-24-end-A 5. 2% colestadien-3-ol
{24R 3}-24-eul-A 7. 24-colesten-3f-of
12471 24-enhiden-A T-3p-of

.82
163
108
a2
§.16
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Figaea |

Cromategrama de la fraccon de estereies de un acoste de obva brure
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Figara 2

Cromategrama de Lz fraccdn de eszrroles de we acerze do ofmg refimade
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ANEXO VY

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ERITRODIOL Y UVAOL

ENTRODUCCION

El enmrodrol, emtendido cormentemente como compmumre de los dwles enmrodiol v uvaod, & o
componente del msapomficable caracreristivs de algures npes de matenas grasas. Se concrnmraadn s
mucho mas clevada en los aceites de ofiva obtenidos medzante exvrracoon que on los obremdos mediante
presion o en ef aceite de pepica de uva v, por ko tante, su determunaadn puede servir para comprobar iz
oxisrencya de aceire de oliva obtemd. mediante axrraccion.

OBJETO
El peesente métode descnbe un procedimiento pars determamar of ervrochol en Ias marenias grasas.
PRINCTIO

La mazens grasa se saposshaa com uma » b etase e hudroodo potasice; 2 ContIRBAGHn X
extrae of insaponsficable con ¢rer etdico ¥ Lo punfica pasandole por wna columna de alumina

El fraccronammento del msapombicable se realiza mediante comatografia en capa Hina en placa de gel de

sibier ¥ se aishan ka banda de la Fracoion esterohca y ka ded ervrodiod
Los esteroles v of entrodiol recuperadios de fa piaca s wansforman oo rpesiubietores ¥ segusdamente
se smakea fa mezcla mediange cromarogratia de gases.

MATERIAL ¥ APARATOS

esterodes).

FROCEDIMIENTOD

Se reaiiza ral como s mdica 2w of sparsadc § 1.7 del sverodo ded Amevo Y
Cowr ana ancromnags de 0.} md deposcar 3.3 mid Je o soloowoe o5 soa placa cromusogrifcs a
sprosinadamence 1.5 o dei borde miernoe de ks placa, formando ses baeda jo mas fina v ansforme

ponble. Depontar ea un extremo de ki pfca, come refereacia., sipenos sucroberos de Las solociones de
coleserct ¥ evitrediol

Incroducir lo placs on e cabera de desaerolie. prrpacads como se indics o o apactads $.2.1. Ls
mmmperatues anbieate debe s de woos 20 *C. Taper smedatamesee ta cobess ¥ dear qoe w produsca
in cluciin: e que of frcsoe del disolvenor w sitie 2 1 on aprocmsadamcnte ded borde sapersor de la
phaca. Sacw Gt & la cibetn de desavolie v cvagorse d dowieesse m wea coevieree de aur

Paiverizar in placs amdoesseoscsne con b wlsode sicobeics de 2 . 7 dickeolloorescnina. Al
exasunar & placa 2 b e aliravioiens seodies: sdeasificarwe ias Sandas de ios estercies ¥ dof evirodsol
oedame compuracte con S relorencus, deloniar b dandas con wna pemes geramense por of
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Rascar con una espana meahca of goi de wiwe conrenido en las areas dehmradas. Reanir of marenial
obtemdo en un matraz comco de 20 mi; 1dadir 13 mi de cloroforme cabente, agrrar bien v Altraren o
embudo de filtro poroso vervendo e gel de sthice sobee o propio Riwe. Lavar tres veces con 10 m de
doroformo cahente cada vez, revegiende o Slrado on un marraz esferwoe de 190 mi Evapeorar hasta
obtener un voiumen de 4 2 ¥ mi, wansvasar 2l wwhoe de ceminfugado de fonde comco de 10 ml
previamente tarado, evaporar hasta sequedad mediante calentamuento suave en cornente de nirrogeno
¥ pesar.

P ion de los rimetilsikilé

Se reabiza al como st mdica en e apartade 5.3 del metodo def Anexa V.

Cromatografia de gases

Se realiza 1l como se india en of apartade 3.4 def metode amado. Las condicones operanvas de la
cromarografiz de gases deben cumplir los requusites necssanos pars anabizar Jos esterales v, ademas,
permsnr la separacdn de los TMSE def entrodiod v del uvaoh

Una ver myecrada la muestra, desar que se desarrolle ef proceso hasza que se produzea ka elucion de los
esteroles presentes, o entrodiol ¥ ¢l wvack: wennficar los paces Lo entradiod v el uvaol nenen nempos de
retencion relanves, respecto al §-sitoszerol. de alrededor de 1,45 v 135, respeczivamente ! v caloubar (ox
areas & 'a2 ousmoa forma que para los esteroles.

EXPRE<EYH DE L0 s ESULTADOS

.{: - :'&;
AL AL DA

s nrrahot, % x 100

L 2o del paco del erwrodiol.
A sres wet pico del uvaol, tn mubmetros cuadrades,

Los resuits che. expcrsarse von uma afra deoymal
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DETERMINACION DE LOS ACIDOS GRASOS SITUADOS EN LA POSICHON 2 DE LOS TRIGLICERIDOS
DE ACEITES Y GRASAS

L. OBETO

grasos Gae se encuentran estenficados e Ia poswcon 2 {opesicon mierna’ de los mghosndos.

[0

CAMPO DE APLICACION

L2 presentr norma s aphcable 2 los acestes ¥ grasas cuyo punto de fuson se 2rua por debaje de fos
43 °C, debsde 2 las caracreristivas sspeaales de ka acaoe de Ia Bpasa pamcreitca.

Noes aphcable sin reservas 2 los aceres ¥ grasas que contengas canndades enporiantes de acdos grasos
con 12 itomes de carbono o menos {acoites de coco v de pabmists mareras grasas batirscas), de acdos
grasos altamente msaturados {con mas de cuarro endaces dobies! gue tengan 70 Mtamos de carbono o
mas (acertes de pescado ¥ de manuferos marmes! o de dodos grasos que teagan grupos con funcones
axigenadas, adewnds def grupe acxdo.

3 PRENCIFIO

Neutralizacién de los acettes ¥ grasas s fuers necesano. Punficacde mediante tratamienro en colusmna
de clumuma. Hidrdlisis parcal de Jos oighcindos Bajo b acoide de Iz hpasa pancreancs duranse an
temmpe determinadeo. Separacicn de los moaogicéindes resulantes mediante cromatografia ee capa
fina y metanolisis de estos mopogicéndos. Anibhsts de los eseeres merBcos mediawe cromatografia
gas-liqgudo.

% EQUIPO

4.5 Maraz de fosdo redondo de 106 nd.

%2 Marra de fondo redendo de 25 o con boca esmerdads.

43 Refngeranre de atre do | m de longrad, adaprable af maerar 4.2

44 Mirra: evlenenever de 250 of

45 Vase de precpiesdos de 30 ml

4.5 Embudo de separacion de 3500 =),

47 Celumes pars comategraiia, de vdre, con damero sveror Je 13 = 5 loogwod de S0 mun,

48 Tube de cenrifuga de 19 od con upon de vidoo cuseniade.
49 Bureta de 3 md padeada e ¢ W

4.1 mmﬁ§ﬁmm&m%m

& 5% wemgs gue pocds depensar goas de 34 g

LN 2.4

413 Phacas de widne de 20 x 20 cp paea cromatograia o Gapa S

&5 Pulverizadon gars coomsavegraiin v cups B

*.36: Eweuls segubnda » 303 & 250

417 Tersuoutare megulable & as owperatst: cavpeesdids voere 35 ¢ 43 *C com procosin S0 08 T
13 Evaparadior rotataei-

1% Vibrador dicrwe, cme of g 5ol agers ayevosanense € wibo de coverdags.
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Pura &f comtrof de lz actvidad Spisxca:

2L
322
423,

424

pH-merro.
Bareta de 5 mi.

Croaomertro.

Para lz evemtual preparaciin de ks bipasa:

4725,

il
o

e
LA

W

38
58

§.1a
L R3
.12
313
5.14.

§.15.

316

5.7

Agitador de laboratorio, adecuade para dispersar v mezciar materiales heterogencos.

REACTIVOS

a-Hexano o, en su defecto, coer de pewrdlen ‘pumte de ebullioe 30-30 2T, de caisdad para
cromatogratia.

2-Propanoi, o ctanol, 3% ‘v v; de caludad pars amalius

2-Propanct, o ewnol, solacdn acgesa 171,

Eter dietiico, exento de peréxados.

m&&m&xmm&&m 5.3 érer derilico 15 4 v aado formico (S8 en las
[ 'i»&'b-’?{i“ -’{i,{}& fg% ¢ ’

Gel de sihice coe agiutnante, de calidad para comatografa on capa fina.
Lipasa pancredncs de cabdad adecuada fveanse las nocas 1 ¥ 20
Hidrado sodice en sobucde acaosa de 12071

Solacde scwosa de 220 g7t de dorro de calcie G

Sobwcion tampon: solucion scuasa de mis-hadrooment-aminomenane 1 M, ajestada 2 pH = 8 con

Selucion de %ﬁgi&&n@%@:ﬁ&«nﬁﬁﬁ% feiwlh

Solucide de 2/t de T 7 S oema en esancd 3l F3% {vivy akabmrar hgeramente
th&m&m%ﬂxg@:mﬁ

5.8
.13

&%

Sclscde acuos. Je 100 g1 de goms aribigs.

fectuars dircctumente & puribcaoos o columea de shismna como s dexcribe 8 o punto 6.2

5 L ackder die e uestes. descrnsieads coe aoregio af mévodo ded Anexo U, o supenioe al 3%, se
direruar: una seseealizacde dcaling o Srvsoacs de 3a wolvesse, como se dewcnbe on of puo 6.1, v a
Wem&m&m&mm:aémé*

Newcralizacin akcaling € § o de o e
nrroducir en o sbudic de wgaraosio: (4.4 spronmnadisoeme 10 g de aceve crado r adade 100 mi de
Berams (3. 1). 38 nd de Z-prayanet 131, sligaaus gosan S solacioe de lenolitaleins 5. 165 v of volumen
dir soluciin: die Bl sidice 1511 covsespomdionne » Ie acuder blve det scene s us 0,1% de
wesve. Agitar envirpcamence duranee 1 masane, ssbade 59 i de s desdada. agear de uevo v detar
reposar.

Una ver que 3¢ bavs prodiecdis l sepecacion. separsr L cagn mnderin Que coomene os abones. Separa .
aslinisee, tods s cupan nteravedas e, ssiterses zvolicbies . Laess i soducion de bexano de
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acerte neutrahizado con poraones sucesivas de 13-30 mi & s solucson de 2-propanal 1 5,30, hasta que
desaparezea of color rosa de la fenolftaleing.

Eaminar la mayor parte del hexano mediante destlacion en vacio en o evaporador rotatono 13,183
m&m&vmzw%mawm&&mmmma%.zcampiem

6.2 Purificacon con alimina.

?‘:tgasz:dsamspens&métEig&mmvm’i&miﬁx&m S ilyverrerlaenia
columsa cromatogrifica (4.7}, removiendo 3l musmeo mempe. &e&q&xaaﬁmxm&
Wywx@xﬁgﬂd&iwmwai’mwmmaéﬁzb&}rbm:t
Verter andadosamente en Iz columna § g de acene disucitos en 25 mi de hexano (3.1} recoger todo e
cluyente de la columna en un marra: de foade redondo (4.1 5

7. BPREPARACION DE LAS PLACAS CROMATOGRAFICAS

Limpear perfecramente Lus plac is de vidno (4,13 con etanol, éter de petrideo ¥ acetona para chiminar
cuabqaer rastro de matena grasa.

Introducir en un matraz erdeameyer (4.4) 30 g de peivo de sibor £5.9). Adadic 68 mi de agua destilada.
Ymtwmmim¥mm£MhW
semafiusda (4.12} y recubnir las placas hmpeas con una capa de 0,25 mm de espesor.

Secar as placas of aire durante 15 sunutes ¥ 3 contiauacion on fx esrefs (41632 103 & 2 *C durante |
bora. Antes def uso, enfriar las placs o un desccador 3 wemperatura ambiente. En ¢ comercio pucden

adquaniese placas preparadas.
8 PFROCEDIMIENTO

Fesar en o who de centrifuga (4.8} 0,1 g aproximadamente de 12 muestra peepar-da; s 1a moestra es
aceise liqaide, procoder conto se wadica 2 continuacion; s o una grasa solida, disolverla on 0.2 mi de
hexano (3.1}, aplicande, s o3 necrsano, un kgere calentamsiento.

Adader 20 myg de bpasa (5.10} ¥ 2 mi de solucdn tampén {5.15). Agtar bun, pero con andado, ¥
adiudic s contmuacn §,5 mi de ka soluc.do de colaro sodico £ 5. 141y 8,2 mi de fa solucion de doruro de
calcio (5.1 31 Cervas of mbo con d tpén cuneniado, agitar cuidadosamente {fevitando humedecer of
tapda) ¢ isroduce of wbe mmedatamerte o d termostato (4.17) 2 40 1 0.5°C ¥ agitar
manualmente derante | miouto exacto.

Sacar o tubo del wrmostate ¥ agitar enérpcamente con o vibrador cléctrico (4,19} durante 2 munutos
TRICTON..

Enfriar de inmediato o aguas correnie; adadic 1 mi de doade dorhidenco {5.12) v 1 mi de éter dictilico
£5.4). Tapar y mezciar enérpcamente con o wheador déctrico. Dejar en reposo y extraer 1a capa
orgisca con b permgas (4,19, was coneniugac w fuese necesanio.

Com ayuda de la microgeringa 1411 colocar o extrxcto 2 1,5 am aproxmadamente del borde infenior

de fa placa cromategrifica, depossandolo de mancra que forme una limez fina, umiforme ¥ Jo mis
estrecha posible. m&wmmm&m (4. 14 been saturada ¥ desarcollar con

ok solvente de desarrolio (3.7} 2 snos 20 °C basta | om sproumadamente ded borde superor de 1a
placa.

Secar e phaca al are 2 la wemperatura de b cubets ¥ puiverizaria con ka solucion de 2.7 -dicioro-
fuerescoina {3.170 idenaficar ia bands de Jos mosoghcindos (R, aproximadamente 0,035 con luz
witraviobeta (429

permranercan e ks Boea de base! + pasacia af marray de meniacdn 14,25 Tratar directamente §a siboe
secopda oo se adics o o Asexo X-8, de modo gue jos mosoghcinidos se transformen oo ésteres
metlicos, ¥, & costmaacin., oxammnar los Ssteres medante cromavografia en fase gascosa, como se
describe o o Asexo X-A

% EXPREMION DE LOS RESULTADOS

Caicalar la composixadn: de los acxdos grasos wrsados on la poscéa v expecsar o resultado con una
afta decmal (oot 31



Nota I:

Nots ¥

Nots &

Contra de la acovudad

= ol 23’*’3! 2 o mezaiador aiscueio wna me considusda Der

o de acene aretralnade (318

Preparar ana smulsion OlRos: wome 3
163 mi de solucdn de goma aedbga (5210 15 g de hacdo pxade v X

G2 axudnwt 3¢ codate sadwo

Ea an vaso de procpuades (43 meroduar
5.200 vy 20 mid de agua destiada.
Cotocar ef vaso ca un terasostazo 2 37 7C » 05 20 o 45 2 smrroduces s shocirodos del pH-metroi4.21
¥ an agtador esparal (4. 123 despads, 32adic pota 2 2002 con wma Pureta 4. 13 solucodn de hadrondo sodwco
{3.19} hasza obtener un pH de 8.5,

Mms&ma&m«g "sc'z;z: SemndeelpHiy tan
pronce Como aicance of vador de 8.3, s¢ pone o manchs 3 aaadwendo iz dv\xmwp de
hudrdxudo soxdco 1 3. 19 gota 2 gota, son La vehoudad aevesar pare mantener comstante o pH de 8.3, anotar
cada munoto o yolumen de soduorin dcabing consemsio.

ibu%mngam&w&inw&m‘a@sari&mamEoszwn;vss:m
ordenadas s madd de sofucon akcaling mecesdnos para maniener constante of pH. Debers obtenerse

uaa grafics hoeal
La suspensson de hipasa menasonads o5 vas suspematn on agus al 1§ 0 p p). Deberd cmpioarse en vada
ensaye una cantxdad suficente de ona saspensaon, Jde modo gue ta 3 o 3 munutos se consuma I mi de

soluckin alcalina apex = . Nogroal se necesatan de §oa 3 mg de polvel
L unadad hpaseca se define comre lacanndad de ennna que liberz 18 meq de aosdo por mumuto. La activadad
A dei polve stbizado, fnfa e soadades hpasscas por myg. se caicuds medante esa farmula:
Vox jir
A=

?

¥ o= volumen de solooon de hadraxdo sidxo (5,19 o & por » icalcuiade 3 parur de la
grabeal,

P = poso, en myg, de i muesiras problema de poive.
Preparacon de I hpasa

En ¢ comerac paeden enconzrarse bpasas de actondad Bpasica sanisiacrona. Tambaén es posbic prepararias
o fab wodely 2 ugusrnte: tomar § kg de pancreas fresce de cerdo, refngerado 3 © °C chmsnar fa
grasa séluda ¥ <f cepdo conentrve que ko rod ¥ wurar on un molmo de cuchadias hasta obtencr una pasta
fusda. Con an agador [ 423 aguiear la pasta ianto con 2.5 § de acerons anhadra, durante 4-6 horas y después
cemndugar. Efectuar tres exwacocaes mis del cen o 2 de aoxtocs anhxdra, dos
SAEFACCIones con una mezcia de acetona ¥ et etdwe 10 1IVOVE v dos extracoones con eter eribco, en este
oeden.
D&cﬂé@dﬁozirmé*mmi&&xxwxa&wmp&xc&;&,q&xde&dm&mmmun
reingerador.

Es aconseiable ox rodos los cases determsnar s compasaoon de fos aados grasos totales de la masma moestra,
¥a que L3 comparacdn con la de Jos acxdos snados o la posiooa 2 facilitard fa meerpretacson de las ofras
obtenidas. .

Por wratans de un wede hgusdo, b hadroliss e dlectua 3 3T 2C. No abstante, on o caso de {2 muestra
probies. 2 se ehevtuara 5 40 °C 4 Bn de que poedan sxaminarse las grasas con pentos de howon de hasta
43 *C.
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ANEXC VI

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE TRILINOLEINA

1. OBJETO

Determimacén de la composicion &%ast:géxﬁmaexmmtsmwgﬁaksrt;ﬁmdsm sy
samere equivalente de carbonos mediante cromatografia de hguados de alto readimuento.

La presente norma describe un método para efecruar 12 separacion v dererminacion de la composaon
&mmm&hmf@ahmmmmw\ grado de msaruracon en funcion de
s numers equivalente de carbonos ivéase la noa 10

te

CAMPO DE APLICACION
Lzmﬁms@u&am&xi@s:&ﬁs%wm%&h&mw
de cadena larga. Eﬁcm&s@emmﬁawmmgﬁm&mwhs
m&mwmmmMMmmwm‘mmxemmpﬁm
graso msaturado sez of dado olewo, como & o caso de los aceites de oliva.

3 PRINCIPIO
mm&mwm&m&mmmw&m&wmme
W&&ﬁm&mmmi&mmewm&&xmmgw
mas.

4. APARATOS
4.5, Cm:égs&&%%&&srcﬂ%mmﬁmm&émn&htw&m&&b
columna.

£ Sistema de invecoidn con un volumen de 10 gl
4.3 WMGM&.&mehmwmmm&wd
sdades de indice de refraccion.

4.4 €Mémw&mm&h@w?45m&@m&m‘rﬁi&a&
particuias de silice de § pm de duimetro con un 22-231% de carbono en forma de octadecilsilano
imota 2.

£5. Regeserador vio integrador,

£ REACTIVOS

Los reactivos deberan ser de calidad para anilfisis. Los disodventes de clucidn deberin desgasificarse v
mmmm%w&em:&smm

% Cloroformo.
$.2. Agerona.
33 Aceronstriio.

5.4 Fase ménl: acotosunile + m%mmrmﬂuﬁnmzoﬁmﬂbmxﬁnm&a;
comenzar con una mezclas 0505

535 Drolvente de solobilizacion: acerona o mezcha de acerona-doroformo 1-1.
5.6, Toghctridos de referencia: pueden utilzarse bien tnghcersdos comeraales fipalminna, moleina,

cxj,csmomst&ﬁ@hmmyﬁm&nm&mmammvm:edc
mmam&m&im&w&ﬂmmmx3y4y

M&MMwM£S§&mqumymam§mzmﬂj +
0,001 g de la muestra en un marar aforado de 10 ml v enrasar hasta 10 mi con e disolvente de
solubtlzackn (5.5
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PROCEDIMIENTO

inszalar ¢f sistema cromatografico. Bombear fase movil 15,4} 1 razoe de 1.3 mi mm pana purgar of
ssstema cosopleto. Esperar hasza Que se obtenga una bnea de base sstable. Invevrar 18 pl de la muestra
preparada como se mdica en o puno &

CALCULO Y EXPRESION DE 108 RESULTADOS

Unlicese of merodo de normalizacion inrerna, :Si&tzz,um&cst@xawm&usm&icspxm
de los drferentes trighcéridos es igual 2 100% . Calkular «f porventaze relanvo de cada mghcende
mediante esta formula:

arex ded paco
suma de Ias areas de los paios

% del mglcende = x 100

E} resuirado se expresa cos un decemal.

Mota I

El orden de chsadn puede dereray calculande of equievad de carbe Quz 3 menudo viene
&a&xg«ﬁm\ﬁ( NC - 2z, swnde NC of sumero de carbonos ¥ o of namers de enfaces dobles: e
pessbie caiculardo con una precuse mucho man dor e ¢ deracsdn of ongen del enlace doble. &
B, W™ Y @, son of ctmero de enfaces dobles ammbeibie o los dodos odexo, hnolexo v hackémcoe.
sespectivamense, of aumero squreal de cart puede calcalarse medtante b2 relacion egewste:

= NC - &m - oy - dom,

Las cochomnees do. & ¥ & pueden ckoularse medunee los englicendos de referencia.

Sn‘mm@ewemm&mm,hmw&&«mmma&
sigtuente:

NEC = NC - I8 a] - 2352 - i2.17ny]

Nota I Ewwsplos: Lxchrosorb ‘Merck: RP 18 Are 58313

Lichrosphere *Merck: 108 CH 1R Arr 32377 o snlares.

Not 3 Alguncs sghctndos de referencry tambwen permnten calkoslar Ia resoluoon respesto 3 1 triolesna

e = IROTR i

enhzando ¢ tempo de rerocon correpdo TRY = TR - TR disolvente.

Eemgﬁm&ﬁﬁga&mzaiim&m&ﬂmémmkxvm&
rerencion de todos jos trgdcindos de los aados grasos contenados en los tnghotrdos de referenca Ivease fa
fguara 2

New 4 LacBoaca de e cob debe p separar o nre of pico de 2 LLL imibinolema de los tnghetndos

cpn oo de setraoon prtime.
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Figura 1

Cromatogrom: de wms rruesirs Je scente de o

Monogiicéridos
y diglicéridos

(RN

Nota: P: iido palmitico; St acido esteirico: O: acido oleico; L: acdo hinoleico; La: icido linolénico
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Fgura 2

Represemiacion grafica del log alfz fremtz 3 [ mumsero de emicces Jobles:
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ANEXO IX

PRUEBA ESPECTROFOTOMETRICA EN EL ULTRAVIOLETA

INTRODUCCION

La prueba especrofetemétrica en ¢f ultraviodeta puede propercionar indicaciones sobre 1a calidad de
uR2 marerna grasz, su estado dv comservacon ¥ las medificacones mduadas por los procesos
tecnofogicos.

Las absoraenes en las loogitedes de onda mdwcadas en ¢l métode se deben a la presencia de uistemas
daemci?s ¥ ménicos conpudagos. Los valores de estas absorcones se expresan en exnincion especifica
Ewm®  (exoncon de una solucion de ks mazerta grasa al 1% en ¢l disolvente dererminado, en un

espesor de 1 am? que se expresard convencionalmente como K. ambien denommado coeficienre de
EXTEICION.

L OBJETO

El merodo describe ¢l procedimiento de epecucion de fa prueba espectrofotomeétrica en of altravioleta de

!’»l

PRINCIFIO

La marena grasa se disucive en o disolvente requendo ¥ se determuna ba exuncion de la solucion a las
W&&s&m&:m&s respecte al diselvente pure. A parnr de los valores especrofotomérricos

se calculan las extincones especificas.

3 MATERIAL Y APARATOS

31 Espectrofotometro para medidas de exnnaon on of ultravioleta entre 220 v 360 nm, con posibilidad de
lecrura para cada umdad nanomemaa.

32 Cuberas de cuarzo, con tapadera, con paso optico de 1 am. Las enberas, lenas de agua o de otro
disolvente adecuado, mo ucben presentar emtre oflas diferencias superiores 2 0,01 unidades de
exoncion.

3.3 Marraces aforados de 25 mi.

34 Columna de cromatografia, de 340 mm de longitud ¥ 35 mm de diamerro, con tube de reBujo de un

dGiametro aproxamado de 10 mm.

4. REACTIVOS

4.1 booctano (2.2 4-mimenlpentane; de calidad para especrrofotomerria: debe rener, respecto al agua
desnlada, ena ranumitanca del 60% como mirimo 2 220 nm v del 95 % como minime 2 250 nm;
o

— cxjobexano de cabidad para especrrofotometria: debe tener, respecto al agua destilada, una
ransmitancia dd #0% como minimo 3 220 nm v ded 95 % como minimo a 250 am; u

— otro disolvente adecuado, que permita obtencr una disolucién completa de la materia grasa {por
ejempio, alcobol edfico para o acewe de nainol.

4.2 Alamina bisica para cromatografia en columna, preparada v controladz como se describe en ef
apéndice L

4.3 o-Hexano para comatografia.

5. PROCEDIMIENTO
5.1 La muestra debe ser perfectamente b nogénea ¥ estar exenta de impurezas en suspension. Los aceites

Hepuidos 2 semperatura ambiente se filtran con papel de filtro a una temperatura aproximada de 30 °C,
Eas grasas solidas se bosogencizan ¥ se filtran 2 una remperatura superior en 1@ °C como méiximo a su
remperatura de Sesdn.
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Se pesan con preasron $.23 g aproxamadamente de la mmuestra preparada v se colocan en un martraz
aforado de 25 mi, se completa con o} disolvente adecuado v se homogeoera, L2 sofucion resuliante
debe estar perfectamente clara. St presenta opalescencie o turbader . se Riltrara rapidamente con papel de
Birro.

Se Hena una cuberz con la soluaon obremda v se muden las extnoones, usando comeo referenaia of
disolvente empleado, 2 las longmitudes de onda comprendidas entre 232 v 278 nm. Laos valores de
exmncion obtensdos deben estar comprendidos en of intervalo entre 8.1 v ©.8; en caso contrario e
necesano repetir i medida uniizando solaoones mas concentradas o mas Ghudas segus o caso.

Ceande se quiera desermnar la extincion espeafica Sesg;exs dei tratamsento con ainmun: se proceders
def uigueate modo: en la columna pars cromatografia se mrroducen 30 g de alumuna baskca en
suspens:on en bexano; despuds de asentarse ¢f absorbente e ghimms of exceso de hexano hasta l om
aproximadamenie sobee ¢l nivel superior e ba alaming.

Se disueiven 10 g de materia grasa, homogencrzada v filcrada 1l como se describe en el punto 5.1, en
100 mi de hexano ¥ se vierte esta sohion on iz colummna. Se recoge of hqudo dhwdo v se evapora
rotalmente ¢l disolvente en vacio 2 una temperatura inferror 3 28 °C.

Con la mazena grasa ast obtemda se procede mmedustamente tai como se indica en ¢f punto 5.2,

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se expresan las exnnciones especificas o coeficientes de extincidn a las diversas bongitudes de onda,
caleutadas come sigue:

K = =
ce
K, = exuncon ifica 3 la losgired de onda lambda,
E, = exuncién medida a b lengitad de onda lambda,
¢ = acion’ de Iz disolucion en g por 100 mi,

¢ = espesor de la cubeta en om.
Los resultades deben expresarse con dos Gfras deamales.

La prucba especirofotometrca del aceste de oliva segin of mérodo oficial de los Reglamentos de 12 CEE
requiere [z derermunacion de la exnnaion especifica. en solucion en soociane. a las longitudes de onda
de 232 v 279 nm., ¥ Ia determinacon de A E definsdo como:

hi

-

AK = K, -

donde K, 5 I2 exzinoon especifica a la loogitud de onda m. loagitud de onda de maxima absoraén
alrededor de 270 am.

APENDICE |

Preparacion de la alienina v control de su actividad

Preparacion de la aioming

En an recipsente que pueda cerrarse hermétcamente se echa fa alimina previamente desecada en horno
& 380400 >C durante tres horas. se afiade agua desnlada en una proporciém de 5 mi por 100 g de
abinina, se Cérra ripedamente of reapeenee, se agita repenidas veces ¥ se deja reposar durante 12 horas
como mEmo anses del aso.
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4. Se hace pasar a ruves de la columne wngs merdia formada por

it

apartado

— 93% de aceire de oliva vurgen. con exuncon ospecthica 1 2

TrTas Jevokianies

— 3% de acere de cacabuete matado con
exnnaon especthics 3 288 am mavet o

v k3

g $

i
S, despues del paso por L2 columna, ks mezcia prosencs uma exu

.11,z aluming o aceprable; ¢n otro case e debe wuwmentar o potvemiax de
APENDICE i
Ajuste ded espevtrofotomerre

El apararo debe revisarse perodicamente (por o menos Cada sers meses | 22010 o bo que s refiere i Ga
condermudad de fa loagiud de onda come s la exacud de fa resporsia.

El control de la respuesia de ks longwud de onda puede hacerse madisnrte una limpara d¢ vapor de
mercurie o mediante Blrros adecuados.

Para contrelar 13 celula fotoddectrca ¥ ¢ foromulnphacador se procede como ugue: se posan 8.2 g de
cromato potasice de calided pacs sspectroforotnetnia, se disuelven, on un matraz aforado de ! D00 mi,
en unu sobucion de edvoxude porasice 8,95 Ny se compless hasta o eorase. Die 12 solucion obrensda se
toman exacramente 23 mi, se transvasan 3 un mawaz aforado de 560 mi v se completa basta o enrase
con fa misma solucon de hidrexade potasico.

Se mude la exnnaion a I7F am de la solucion asi obtemda, snlzando s solucon de sdranado pogasico
como referenca. La exnncon medida en cubets de | om debers ser de 3.4 « 9.005.
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ANEXO X <A

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

OBIETO
Ei presente mérodo meernacons! preporcona onentzcones generales para dererminar, mediante

cromacografia de gases con columaa de relieno o capdar, i composadn cualtanva ¥ cusnniativa de
unz mercis de dsteres metlivos de sados grasos obtenidos con areglo H Anexo X B

El mérodo o =5 aplicable 2 los acdos grases polmenzados

REACTIVOS

Gas pertader
Gas merte | autrogeno, beho, argon, hadrogens, etc. b, perfectamente deecado v que contenga menos de
1 mg/ kg de oxigeno.

Nata b El hudrogene, que solie e cmples comogas p dor o2 Las colennas capiares., puede duphar ia velocdad

Hidrogeno (pureza > 99.9% ! exento de mmpureras orgimicas.

Awre g oxigeno, exento de impurezas organicas.

Fatréa de referencia

Una mezuis de esteres menbcos de aodos grases pures, o los esteres metilicos de una grasa de
composaon conacida v, preferentemente, srmilar 2 Ia de la materia grasa obieto de analisis.

APARATOS

{;ﬁm@cf@ﬁgmammmgmﬁmzwmwnmmmgnﬁa&gam,
utilizande columnas de refleno 7o capilares ¥ un detector de jonizacion de Hama. Podrd utthzarse
meﬁcﬁm&agmwammzkmmci;mmﬁ{}z-

Cromarigrafo de gases
El cromatégrafo de gases constara de los siguientes elementos:

Sistema de inveccion

Undzar un sistemna de inyecodn:

al concolumsas de reflene. con un espacio muetto o mas pequeiio posible 1en este caso, of sistema de
myeccon podri calentarse 2 ura remperatura que sea ertre 20 ¥ 50 *C superior a 1 de fa columna s
@

b mmmmmecm&m&ﬁym&xémﬁmx&xﬁa&wa
m&amm&m&mmmwiﬁg@mméﬁm&ﬁupoun
myecIor «on colang..

Nowz E}:W&xﬂmgmmm*ismd:ur&m.wénmmmmm«&m}a

ik

Horeo

Eimgm&&mhm&maiésﬁﬁfamm;m&&am;mum

asalacion mixdima de 1 “C, st seampies sna cobamss de relienc, ¥ de 0,1 *C, ¢ se emplca unz columna

capilar. Este dlomo requasito e sspecialownte mmportante s se unhza una colomnz de silice
fanchda.

Se recomicnda empiear e todos ios casos un sistema de calentsmuento programado, sobre todo en el

case de dcidos grasos con mesos de 16 sromeos de carbono.
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3.13 Columna de rellenc
3131, Cofumna de un material merer 3 lus sustancas que vavan z analizarse (25 demr, vndno o acero
woxidabie! v de las dimensiones sigsentes:
3; Lomgiud: de 1 a3 m. Con dcidos grasos de cadena larga (mas de Cogl o5 comvenenie uathzar una
columea refagvamente corta. Para of andlisis de sodes con 4 0 6 2romos de carbono se recomiends
ena columna de I m.
b} Diametro imterior: de 2 2 4 mum.
Nowz 3 Sabay componentes polinsarusados com mas Je tres enjaces doblrs, pueden descomg s £ uma ool
de acery inoxadable.
3.1.3.2.  Relleno, que incluya los siguienzes clementos:
a} Soporte: nerra de datomeas lavada con sade v silamzada, 4 otre soporte merte adecuado, con un
margen estrecho de tamafio de grano imargen de 23 pm, entre 123 v 200 pm; of tamado medio de
b} Fase estacronavia: Hquido polar de tipe polidster ipor qemp > pohsuconsto de diculenginod,
polisuccinato de butanedicl, pobadipate de eulenghicol, stc. |, cunosiliconas o cuakquer otro
Hquido que permita cfecruar s separacide cromateg: Ber exxgwda {véase ¢f punto 41 La fase
estaconalia deberd consutuir def 5 % (mim) al >0 % m: o) del relienc. Para algunas separacioves
podra wulizarse una fase Bja oo polar
3133 Acomdicosamienic de ha columna

W
e it
» e
.

3142

Jr43

3.1.5.

3.2

33

Estando la colomna desconectada ded detecros o posible, calestar of homo gradualmente hasta
E&S“€§§mmsum&&mmmm€m&g§mtfxm&&
20-60 mi/min durante 16 horas como minimo 3 ha temparatura crada v, a continvacon, 2 la
emperatura de 195 °C durante 2 horas mds.

Columna capilar

Ym&mm&m;%mmm?mammm‘mam

&a&ﬁiﬁ&@m@ﬂ@&zﬁ@mwﬁ&m%}y&ﬁa@;hmﬁarma

semeterd a un ratamiento adecuade {por emplo, preparacsén de lx superficie, inactivacion? antes de

me&mm@e&ip&ﬁmiﬁﬂ%@maﬁmm&mmw

Bgada.

Nota §:  Exsste cf riesgo de que los pofissionancs polares dificulten L identificacstn y separackn del acdo hinokénacs ¥
de fos scides Cos.

El espesor de la fase estars comprendido entre 9,1 ¥ 0.2 pm.

Montaje ¥ acondicionamiento de Iz colamna,

Observar las precauciones sormales de montaie de columnas capdares {es dear, mnstatacon de la

mm&mmgm&m@mgm;m&mam&a

cmﬁmy&énmim&@mmsé-mhm&wmﬂum

&mmwm‘ﬁjﬁéwﬁazmmmkﬁmmdeimgiméyﬁ,lmmdc

didmetro wstersor].

Am&m&m&mmﬁndm&zmé&majﬁCfm:m&h

iemperatura ambiente basta alcanzar una semperatura 10 °Cmfenor al limite de descomposicion de la

Mm.&méﬁaneemmmuerm§hanhzstz@xgw;;&ik:ﬂaimca&

base. Restablecer ka semperataza de 130 °C para wrabajar en condicvones isotérmicas.

Now & En of comercio panden obienerse wolasanas, adecsadas, previamense scondsonadas.

Detecror que puede calentarse 2 una emperatura superior a ja de la columna.

Jeringa
Tendrd una capeadad maama de 10 gl ¥ estard graduada en 0.1 ul

Remisuad

St se emplea ka curva ded regrszrador para calcular la composicios de b mercls analizada, se nevesita un
registrador dectrénico de alta preaisiin comparible con fos 2peratos utilizados. El regastrador deberi

2] tempo de repucsts mitrior 1 1.5 s ¥, preferiblemente, mferioc 3 is {d bempo de repucsta os o
tesypo que tards b plusa regstradors en pasar de 02 96 % desputs de ka imroducnon inseantinea
de wna wedal det 100%
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b} ancho del papel: 20 an como ménimo;

¢j veloqdad del papel: ajustabie a valores comprendides sntre 34 o/ v 1.3 on min.
La uthzacée de un miegrador decuomico permute sfectuar calculos ripades ¥ precsos. Debe

Wmmmﬁ&mmxmarﬁm&a&ﬁm&am
de base debe ser satisfactoria.

TROLEDIMIENTO

5 2e o o .tiones descritas en jos puntos 4.1 2 4.3 sl son vabdas s se empica un desecror de onizacan
do Hamz,

Come alternativa puede empltarse us crosmatograto de gases con catarémetre [cuyo funconamiento e
basa en o principio de los cambios de conducnradad sdrmic). Ea ese case, s condiaones de easaye
deberin modificarse como se indica en of puste 6.

Cobwena de relienc

3 loogitud ¥y didmewo de ia columng;

b} composikitn y cantdad de o fase estacionara;
¢} temperatura de la columna;

d} Buio del gas poctador;

¢} resolucion caguda;

£ nmaio de iz muestra problema, determinado de mods que o conjunto dei derector ¥ o
shecromenro dé coa respuesta hoeal;

gl dwracdn def andbcs
Como sormsa general, las Giras de Lus tablas § ¥ 2 permitirin obeener los resultadios deseadns, e devir,

&mzwmmmm&m&&mmémﬁm&Mﬁu
clucidn en 15 minustos aproxs :

Cuando ¢ aparate ko permita, i remperatuza def inyector deberi ser de 200 *C aprovmadamwente v la
def derecror deberd ser igmal o superior 2 ks de b columna.

Por lo general, ba razdn exere la vedooadad de Suio S hudrdgeno suminisorado al detector de sonizacion
de lama y fa ded gas portador oscila conre 1:2 ¥ 111, en funcdn del didmmetro de fa columna. £l Buso dd

Wa&Sz?ﬁmm&é&W

Tabda 1

2 5225

3 a0

% 2 60
Tade 2

Concentracwia de ks r Sa Tessperaters de ja colowmna

3 73

fa H

s 185
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Cotumna cuptlar

h.i:}”fﬁ!pith&ﬁﬁs& ficacia ¥ permeabaiidad de fas cofumaas swz.a:*:s*'s e L
consmruyentes v la duracion del znalisss depender considerablemente dei
comsmna. Por o wanto, para opummar las conficrones operatvas sera neves
paramerre (o, o que es mas senaile. fa peesion en cabera Je columnal segun s
separiones o cfecruar va analitus capude.

Determmacon del sumern de platos woecos seficao) v de ha rescluaen

[Vease fa Bguea ¥}

Efecruar of analisis a%: una mezcls de sstearats de mwnic ¥ de oleuto de menio ipor spmpio, gsweres
menificos de manzeca de cacao] en proporcones sprovimadamens sgunvalonzes.

oo def
.

ap_k

Ewoger Iz temperatura de fa col

wcsxmﬁ&&mde
eheve 3 tres cuartos apn. . .

* mediante [3 supawente lormuls

B
& 2

e }
L 4

&y

Cahonlar ¢ numern

dr, = &sﬁzﬁc*ma&m&s&&m&éﬁm@mﬁ&aé&méﬁg&%&%m&xﬁ@&
ko,

F ¥ A = .@s_’é@m e wom. de los puoos def estearate de menlo ¥ &l oleato de metilo, respoctiva-
mmmm&m&aﬁ&%m&h&wﬂ@&m&m&
g’;&(ﬁ%ﬁ‘h&&%»& hoea de base,

i

distuncos, on mm, enrre fon dos mavamos de los picos ded estearazo de metilo v ded adearo de
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Cromatograms: pare determunar 20

Disolvente
ﬁ
Olearo de medle
Estearato r
de i)
i
2
t
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g
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&Mmmma&m&mwmmm£m’&mmmmm
metro de lonprad de sodumng pors o estearann de mesio v uma rosoloadn de 1,23 como minimo.
&2 Mucstra problioesa
Tomar con laermga (3 27 de 0. @l 3 7 al de la sodpoon de esteres menhoos preparados con arvegho al
Asexwer X B ¢ nvecrasios 2o [a colomea
En ol case de-esteres 3o disweitos, m&z&amﬁm&ﬁﬁm ‘2nd apeoramadamente en beptano
de calidad para comatogafio ¢ mverzar Je 0.0 @l 2 1 gl de owa wdoaon.
Si: sier se deseun detectar Tos compusentes preseres £3 cantadadies Touy peguiias. S podra sumenzar o

Y

Come soems general, ks condcones 9 osive wor bs e w epeabam er d panto 4.1 011

Mo obstante. cuwande w demmunan 3odos con momes de 12 sroemes de carbono & poubic operar 3
meper mmperatury & Cobamag, mmenoras gue csaede s demrrensen dodes grasos coe mas de X0
zomos de carbone o posible operar 1 ena woperiters Twyoer. A veces se poede unhizar on ks dos
43808 anremores. on wseema de pevpramaces & wepoewera. Por cemple, © b muesrs contiene
exieres metlos de sodos graen con mosos Je 12 svrses decarbooo, invectay Ja muestra 2 100 e
2 57 - 60 T s Rov disde Sarwace » devar weedotwmenre L trespeirarers s razon de 4 -8 *Comun
Basta alcancar o mved devendin. Br alipemes camos o posliie comdenar umbes procedimemtes.
Trav ol calencansento programade, se coneiess b diicom 3 mwimperaturs coantame hasta que todos ks
Wa&mm % of merussence 2 poede thiciaer on CatresmwTre programadn, W
apwrs 3 dos wemperaturss Rias comperndiden weore 10« 39350

S en secrsary, e recumuendis g e e e assing con dos feues Ruas de Sferente polardad para
comperbar e ausencs de proos woulions por syempio o ae de preseaca seeoitancs de Cop v Coans
@ e ¢ Crnr Sompugadios.
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Preparacidn del cromatograma v las graficas de referencia

Anabzar la mezcla patron de referencia (2.3 aplicando ias mismas condiciones de ensavo que a la
muestra v medir los aempos o las distancias de retencion de los acidos grasos que la componen.
Representar graficamente en papel semiloganitmice, para cualquier grado de insaturacion, el logaritmo
del dempo o de la distanaa de retencion en funcion del numero de dtomos de carbono. En condiciones
tsotermicas. fas graficas de los ésteres de cadena hineal con el mismo grado de insaturacion deben fonnar
lineas recras. Dichas lineas rectas deben ser aproximadamente paralelas.

Deben evirarse las condiciones que propicien 1a existencia de «pices ocultos~. s decir, una resolucion
mnsuficiente para separar dos componentes.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Anabsis cualitative

Identificar los picos del estearato de metilo de ia muestra a partir de los graficos cirados en el punto 4.4,
Sk €s mecesario por interpolacica.

Anshes cuantitativo

Determinacion de Ia composicion

Saivo en casos excepcionales, utilizar ¢f método de normalizacion interna, es decir, partir del principio
de que todos los componentes de la muestra estdn representados en el cromatograma, de manera queel
rotal de las areas sitzadas debajo de cado pico representa el 100% de los consttuyentes {elucidon
toeall.

St ef equipo incluye un integrador, uulizar las cifras que éste proporcione. En caso contrario,
dererminar el area situada debajo de cada pico muldplicando 1a alrura del pico por e ancho a 1a mitad
de ia altura ¥, caande se2 mecesario, tomar en consideracion las atenuaciones utihizadas durante 2}
regISIro.

Mérodo de ciicule

Caso general
Calcular of contenido de un -omponente dado {1} {expresado como porcentaje en masa de ésteres
metilicos), mediante la determinacion del porcentaje que representa el drea de su pico en relacién con la
suma de las dreas de todos Jos picos, aplicando la formaula siguiente:

A

A

x 100

stendo:

A:  drea del pico correspondiente al componente 1.
LA suraa de las areas de todos fos picos.

Expresar of resulado com una cfra deamal.

Nozz 7> En esee case general se conudera goe of reseitado ded caloulo basado en las dreas relativas representa o
T Yy

poreentae e peso. Para los cases oo que ne o vabes etz conideracon, véase of punto 52,22,

Unhracwdn de factores de correcaon

En algunos casas, por ciemplo en presenaa de aaidos grasos con menos de 8 atomes de carhoao o de
dcidos con grupos secundarios, st se unihzan detectores de conductividad wérmica o si es necesario
alcanzar mavor aivel de exacomud, deben aphicarse facrores de correccién para converur los porcentaes
Drerzrmminar los factores de correcaon coo un cromatograma obrenido ded anilisis e una mezcla de
referencia de ésteres merilicos de compossoon conoada en condiciones de ensavo idénticas a las
La formula que se aplicara a la muestra de referenaa para obtener &f porcentaje en peso del componente

= .
‘E-:‘:l 100

end
m = peso del comrenene : de Ir moestra de referenca,
suma de fos peses de los Eversos componesees de b morsira de referenaa.

¥
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A pardr del cromatograma de la muestra de referencia (4.4} calcular e porcenzaje {irea’adrea) del
componente 1 del siguiente modo:

A
L x 100
TA

siendo:

A area dei pico correspondiente al componente 1,

TA: suma de las 4reas de todos los picos.

E} factor de correccidn se calcula del siguiente modo:

m, x XA

K, =
A X Em

Por le general, los factores de correccion se expresan con relacion a K¢ 5. de modo que los factores
relativos se convierten en lo siguiente:
K,

Ky =
Kcis

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

K’y x A,

—— x 100
K x A

Expresar los resultados con una cfra deamal.
Unlizacién de paudn interno

En algunos anilisis {por ejemplo, cuando no se cuantifican todos los acidos grasos por estar presentes
simultaneamente scidos de 4 y 6 dtomos de carbono v 4cidos de 16 v 18 atomos de carbono, o cuando es
necesario determinar la cantidad absoluta de un 4cido graso en la muestra) es preciso utilizar un parén
nterno. Se emplean con frecuenda dcides grasos de 3, 15 0 17 dtomos de carbono. Debe determinarse,
st es mecesario, el factor de correccdn del patrén interno.

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

mpy x K'; x A
— e % 100
m x K'p x Ap

stendo:

Az drea del pioo correspondiente al componente i.

Ag. area del pico correspondiente al patron interno.

K’;: factor de correccion del componente t {con relacién a Kcigl
K" factor de correccion del parrén interno {con relacion a Keisl.
m: peso, en mg, de la muestra.

m,. peso, en mg. del pawrdn interno.

Expresar los resultades con una afra decomal.

CASO ESPECIAL DE UTHIZACION DE UN CATAROMETRO{ FUNCIONAMIENTO BASADO
EN EL PRINCIPIO DE LOS CAMBIOS DE CONDUCTIVIDAD TERMICA)

Para Ia derermmacion de la composaon cnabtativa v cuantitativa de una mezcia de ésteres metilicos de
dcidos grasos también podri unlizarse un cromatografo de gases provisto de un detector cuyo
funcionansento se base en of principio de los cambios de conductividad rérmica {catarometro). En ese
caso, las condicones establecidas en los puntos 3 ¥ 4 deberin modificarse como se indica en la
rabla 3.

Para of andlisis coantitative. unlizar jos factores de correcaién definidos en ol punto 5.2.2.2.
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Tabia 3

Variable Valor’ condicién

Columna © Longitud: 2a4m
. Diamerro interior: 4 mm
Soporte Tamano de grano entre 160 v 200 um
Concentracidn de la fase estacionaria P Del15% a25% (m/m
Gas portador Helio o, en su defecto, hidrégenc, con el menor
contenido de oxigeno posible

Gases auxiliares Ninguno
Temperatura del inyector De 40 a 60 °C mas que la de la columna
Temperatura de la columna © De 180 a 200 °C
Flujo del gas portador Normalmente entre 60 v 80 ml/min
Tamario de la muestra problema invectada i Normalmente entre 0,5 v 2 ul

-

INFORME DEL ANALISIS

En el informe del analisis se expondran los mérodos utilizados para la preparacién de los ésteres
netilicos y para la realizacién del analisis mediante cromarografia de gases, asi como los resultados
obtenidos. Se mencionaran, asimisme, cualesquiera procedimientos de trabajo que no se especifiquen
en la presente norma internacional o que se consideren facultativos, asi como toda circunstancia que
pueda haber mfluido en los resultados.

El informe del andlisis incluira todos los datos necesarios para la complera identificacion de la
muesra.
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ANEXO X «B»

PREPARACION DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS DE CONFORMIDAD CON
LOS PUNTOS 1 Y I DEL ANEXO VI DEL REGLAMENTO (CEE} N° 72777 O SEGUN EL METODO

I~

Led

3.1.

QUE SE DESCRIBE A CONTINUACION

INTRODUCCION

La elecaién del procedimiento a utilizar debera hacerse en funcion de ia composicion de los acidos v de
la acidez de la materia grasa que haya que examinar y del analisis mediante cromarografia de gases que
deba efectuarse.

En particular:

— cuando se trate de materias grasas que contengan acidos grasos inferior a C,,, s6lo podran utilizarse
los procedimientos en tubo cerrado o con dimerilico,

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

— en la determinacion mediante cromatografia de gases de los isémeros trans, solo podran utilizarse
los procedimientos con metilato sodico o con sulfato dimetilico,

— ¢l procedimiento con mezcla de metanol, hexano v 2ado sulfurico debers utilizarse en la
preparacion de los ésteres metilicos de pequenas cantidades de materias grasas por separacion
mediante cromatografia en capa fina.

No se tendra en cuenta el insaponificable cuando no supere el 3%; en caso contrario, los ésteres
metilicos deberdn prepararse a partir de los icidos grasos.

OBJETO

A contnuacion se describen cinco procedimientos para la preparacion de los ésteres metilicos de las
matenas grasas: :

a} con metilato sédico;

3

b} con merilato sédico en rubo cerrado;
¢} con mezcla de metanol y 2cido dorhidrico en tubo cerrado;
d} con sulfato dimetilico;

e} con mezcla de metanol, hexano v aado sulfirico.

Procedimiento A

PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de anilisis se calienta a reflujo con alcohol metilico y metnlato sodico. Los
ésteres metilicos que se obtengan se extraen con érer etilico.

MATERIAL Y APARATOS

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

Probetas de 50 ml.

Pipeta de 5 mi graduada en divisiones de 0.1 mi.
Embudos de separacion de 250 mi.

Matraz redondo de 200 ml.

REACTIVOS
Metanol anhidro.
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Solucién de metilato sédico en metanol al 1% aproximadamente. Se prepara disolviendo 0,34 g de
sodio metal en 100 m! de metanol anhidro.

Eter erilico.
Selucion de cloruro sédico al 10%.

Erer de petrdleo 40 ©—60 °C.

PROCEDIMIENTO

Introducir en el matraz de 100 ml 2 g de grasa previamente deshidrarada en sulfaro sodico y filtrada.
Anadir 35 ml de metanol, acoplar €] refrigerante y llevar a ebullicion manrteniéndola a reflujo durante
algunos minutos.

Interrumpir el calentamiento, separar el refrigerante vy afiadir rapidamente 3,5 m! de la solucion de
meunlato sodico; acoplar nuevamente e} refrigerante y hervir a reflujo durante 3 horas como minimo. La
metilacion se habra complerado cuando roda ia materia grasa se haya disuelto v la mezcla de reaccién
este perfectamente transparente a temperatura ambiente.

Erfriar y verter la mezcla de reaccién en una ampolla de separacién de 250 ml, afiadir 35 0 40 ml de éter
etiitco, 100 ml de agua v 5 0 6 mi de la solucién de doruro sodico al 10% . Agitar y esperar a que se
produzca la separacién de las capas; transferir la fase acuosa a una segunda ampolla de separacién y
extraeria de nuevo con 235 ml de éter edlico.

Afadir a los extractos etéreos reunidos 50 ml de érer de petroleo 40 °—60 °C, lo que provocari la
separacion del agua que debe eliminarse.

Lavar la fase etérea tres veces con 10 o 15 ml de agua cada vez, desecar sobre sulfato sodico y pasar
filirando 2 wavés de papel a un matraz redondo de 200 mi.

Concentrar la solucén al baiio Maria hasta unos 20 ml mienwas se hace pasar una corriente de
nIrégeno puro.

Procedimiento B

PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de andlisis es trarada con metilaro sodico en sohucion metandlica, en recipiente
cerrado, a 85 °—9¢ °C.

MATERIAL Y APARATOS

Tubo de vidrio de paredes gruesas, de unos 5 mi {altura: 40—45 mm, diametro: 14—156 mm).

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

REACTiVOS

Solucion de metilato sédico en metanol al 1,5 % aproximadamente. Se prepara disoiviendo 0,50 g de
sodio metal en 100 ml de metanol anhidro.

PROCEDIMIENTO

Introducir en el tubo de vidrio 2 g de materia grasa previamente deshidratada en sulfaro sédico y
filerada. Afadir 0.3 g {unos 0,4 mi} de 1a solucién de metlato sodico y cerrar el tubo a la lama.

Mantener el tubo durante dos horas al bafic Maria a una temperatura entre 85 °y 90 °C agirandolo de
vez en cuando. La estenficacion se habra conseguido cuando se vuelva transparente el contenido del
frasco tras la sedimentacién de la glicerina v de los residuos de los reactivos.

Enfriar 2 temperarura ambiente. Abrir el rubo cuando se vayan a unlizar los ésteres metilicos. E stos ro
necesitan de ninguna otra manipulacién antes de ser analizados.

Procedimiento C

PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de anilisis es ratada con una mezcia de metanol y aado clorhidrico, en tubo
cerrado, a 100 °C.
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MATERIAL Y APARATOS
Tubo de vidrio de paredes gruesas, de unos 3 ml {altura: 40—45 mm, diametro: 14—16 mm..

Pipetas aforadas de 1 v 2 ml.

REACTIVOS

Solucion de acido clorhidrico en metanol al 2% Se prepara con acido clorhidrico aS€0S0 v metanoi
E A
anhidro {nota 15

Hexano de calidad adecuada para cromarografia.

PROCEDIMIENTO

Introducir en el tubo de vidrio 0,2 g de matenia grasa, previamente deshidratada en sulfato sédico v
filerada, y 2 ml de la solucion de acido clorhidrico en meranol. Cerrar ¢} tubo 2 la Hama.

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

Enfriar ei ubo en agua corriente, abrirlo, afiadir 2 mide agua destilada v 1 mli de hexano. Centrifugar v
extraer la fase del hexano que estara lista para ser unlizada.

Procedimiento D

PRINCIPIO DEL METODO
La materia grasa objeto de andlists se saponifica con una solucion en alcohol metilico de hidréxido
potasico, y después se trata con sulfato dimedlico. Tras afadir acido clorhidrico, los ésteres metilicos

formados s¢ separan espontaneamente. Mediante el tratamiento posterior con alumina, se obtienen
ésteres metilicos de elevada pureza.

MATERIAL Y APARATOS

Tubo de ensayo de vidrio de paredes gruesas, de 20 ml aproximadamente de capacidad, con tapén
esmerilado 10/19 y enganches de segunidad.

Refrigerante de reflujo de anco ampollas con junta esmerilada 10/19.
Filtros de vidrio de fondo poroseo, de graduacién G 2 y diametro de 20 mm.
Tubos de ensavo de vidrio de fondo cénico, de unos 10 ml de capacidad.

Jeringas de 1 y 5 ml.

REACTIVOS

Solucién al 10% de hidroxido potasico en alcohol metilico de caiidad adecuada para cromato-
grafia.

Solucién al 0,05 % del indicador verde de bromocresol en alcohol metilico.
Sulfato dimetilico {d = 1,335 a 15 °C).

Acido dorhidrico concentrado{d = 1,19} diluido 1:1 con alcohol metilico de calidad cromatogra-
nica.

Oxido de aluminio normalizado segun el método Brockmann para cromatografia de adsorcién.

PROCEDIMIENTO

Fmerodudir en el wbo de ensayo de 20 mi unos 2,2 ml de mareria grasa previamente deshidratada en
sulfato sédico y filirada; afiadir 5 mi de la solucién de hidréxide porisico y algunos granos de piedra
pémez para regular la ebullicién. Acoplar el refrigerante de reflujo v calentar agitando sobre llama
pequena durante 5 minutos. Para que la saponificacion sea complera, 1a solucon debera volverse
transparente. Por dltumo, enfriar en 2gua corriente v separar el refrigerante.
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Anadir dos gotas del indicador v, lentamente, con la ayuda de una jeringa. 1 ml de sulfato dimexilico.
Cerrar herméucamente el tubo de ensavo v agitar durante dos o tres minutos, introduciendo con
frecuendia el fondo del tubo en agua hirviendo: ia reaccion sera completa cuando el indicador pase del
azui al amarillo. Al final, enfriar ¢l rubo en agua corriente, abrirlo v adadir 5 m! de la solucién
metanolica de dcido clorhidrico.

Tras agitar durante unos segundos, indlinar ef tubo y darle ligeras sacudidas que faciliten la aparicion de

los esteres metilicos en forma de masa oleosa {nota A}.

Retirar los ésteres metilicos con una jeringa, introducirlos en un tubo de foado conico, anadir un
volumen de ahimina equivalente a un cuarro del volumen de los ésteres merilicos, agitar v filtrar con

papei de filtro.

Noza A: Encaso de que no se produzca espontaneamente la separacion de los esteres metilicos, anadir at rubo 5 mi de
agua v aguar.

Procedimiento E

PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa objeto de analisis se calienta a reflujo con meranol, hexano y acido sulfirico. Los
esteres metilicos que se obtengan se extraerdn con éter de petroleo.

MATERIAL Y APARATOS

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

Pipeta aforada § ml.
Ampolla de separacién de 50 ml.
Probetas de 10 v 25 ml.

Tubo de fondo cénico de 135 ml.

REACTIVOS

Reactivo de metilacion: metanol anhidro, hexano y adido sulfirico concentrado (d = 1,84)en la
seguiente proporcion: 75:25:1 (V/V/V), *

Eter de perrdleo 40—60 °C.

Sulfaro sédico anhidro.

PROCEDIMIENTO

Introduar en el tubo de 20 ml el material recuperado de la placa v anadir S ml de reactivo de
metilacion.

Acoplar ¢l refrigerante de reflujo v calentar al bafio Maria en ebullicion durante 30 minutos
{nota 2}.

Transferir cuantitativamente ia mezcla a una ampolia de separacion de 50 mi con la ayuda de 10 ml de
agua desnilada y 10 mi de érer de petrdico. Agitar enérgicamente v esperar a que se produzca la
separacion de las fases, extraer la capa acuosa y lavar la capa etérea dos veces con 20 mi de agua
destilada. Afiadir a la ampolla de separacién una pequefia cantidad de sulfato sédico anhidro, agitar,
dejar reposar unos minutos v pasar fltrando a un twbo de fondo cénico de 15 ml.

Evaporar el disolvente al bafioc Maria haciendo pasar una corriente de nitrogeno.

Nota 1: Enellaboratorio pueden prepararse ficilmente pequeias cantidades de acido dorhidrico gaseoso por simple
desplazamiento de la solucion comercial (p = 1,18), anadiendo algunas gotas de aado sulfurico
concentrado {p = 1,841 El gas liberado se deseca ficilmente por borboteo a través de iado sulfirico
concentrado. Dado que ef 2ade dorhidrico es absorbido por el metanol con mucha rapidez, se aconseja que
se adopeen las precauciones necesarias al disolverio {es decir, introducir el gas a través de un embudo
pequeno inverndo cuyo borde roce la superfiae del liquido;. Pueden prepararse con antelacion cantidades
grandes de solucion metandlica de acido dorhidrico, ya que se conserva en perfectas condiciones en la
oscuridad dentro de botcllas con tapones de vidrio.

Nota 2: Para comrolar la ebullicion, introducir ura varita de vidrio en el twbo y limtar la remperatura del baso
Maria 2 90 °C.



N° L 248/48

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

5.9.91

!\-J

2.1.

2.2.

4.1,

4.2,

4.3.

4.4,

ANEXO X1

DETERMINACICN DEL CONTENIDO EN SOLVENTES HALOGENADOS VOLATILES EN EL

ACEITE DE OLIVA

PRINCIPIO DEL METODO

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

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

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

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

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

Frascos de cristal de 10 2 15 ml provistos de septum de teflén y con una cdpsula de aluminio con un
orificio para toma de muestras con jeringa. :

Pinzas capsuladora para cerrar hermétcamente.

Jeringa para gases de 0,5 y 2 ml.

REACTIVOS

Solventes halogenados con una pureza apropiada para su uso en cromatografia en la fase gaseosa.

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

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

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

Podran utihizarse otras temperaturas siempre que los resultados sean equivalentes.

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

Soluciones de referencia. Preparar solucGones patrén utilizando aceite de oliva refinado sin trazas de
solventes con concentraciones en hidrocarburos halogenados de 0,05 a 1 ppm (mg/lg} segin el
contenido supuesto de la muestra. Para preparar la solucién de referencia, si es ne- esario diluir
previamente el hidrocarburo halogenado patrén, puede utilizarse pentanc.

Cuantificacién. Se efectiia por calculo mediante la relacion de dreas o alturas del pico de la muestra y de
la solucién patrén cuya concentracion sea la mas proxima a la de la muestra. Si la desviacion es superior
al 10%, sera necesario volver 2 hacer el analisis, compariandole con una nueva solucién patron de
concentracion tal que se ajuste a la desviacién relativa antes mencionada. El contenido se establecera
efectnando la media de varias inyecciones.

Expresién de los resultados. Los resultades se expresarin en ppm {mg/kg). El limite de deteccién del
método es de 0,01 mg/kg.
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ANEXO XH
VALORACION ORGANOLEPTICA DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

B OBJETO

El presente método tiene por finatidad establecer los criterios necesarios para valorar las caracteristicas
del flavor del aceite de cliva virgen v desarrollar ia sistematica necesaria.

2 CAMPO DE APLICACION

El mérodo que se describe solo es aplicatle a la valoracion y clasificacion organoieptica del aceite de
oliva virgen utilizable para consumeo directo. Se limita a clasificar el aceite virgen en una escala numé-
rica, refacionada con la percepcion de los estimulos de su flavor, segin el juicio de un grapo de cata-
dores seleccionados constiruidos en panel.

3. ANALISIS SENSORIAL: VOCABULARIO GENERAL BASICO

Véase el capitulo «Andlisis sensorial: vocabulario general basicos.

4. VOCABULARIO ESPECIFICO PARA EL ACEITE DE OLIVA

Abmendrado: este flavor puede darse en dos aspectos, el tipico de la almendra fresca o el propio de la
almendra seca y sana que puede confundirse con un rancio incipiente. Se aprecia como un regusto
cuando e} aceite permanece en contacto con la lengua y el paladar, se asocia a los aceites dulces y de olor
apagado.

Alpeckin: flavor caracteristico adquirido por el aceite a causa de una mala decantacién y prolongado
contacto con las aguas de vegetacion.

Amargo: sabor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas verdes o en envero. Puede ser mas o
menos agradable segin su intensidad.

Apagado o plano: flavor del aceite de oliva cuyas caracteristicas organolépticas son muy tenues, debido
a la pérdida de sus componentes aromaticos.

Aspero: sensacién caracteristica de algunos aceites que al ser degustados producen una reaccidn
buco-tacal de astringencia.

Atrojado: flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas amontonadas que han sufrido un
avanzado grado de fermentacion.

Avtnado-avinagrado: flavor caracteristico de algunos aceites que recuerdan al vino o vinagre. Es
debido fundamentalmente a la formacién de acido acético. acerato de etiolo vy etanol, en canridades
superiores a lo normal en el aroma del aceite de oliva. -

Baste: percepadn caracteristica de algunos aceites que, al ser degustados, producen una sensacion
buco-tactl densa y pastosa.

Borras: flavor caracteristico del aceite recuperade de los lados decantados en depésitos y trujales.

Capacho: flaver caracteristico del aceite obtenido de aceitunas prensadas en capachos sucios con
residuos fermentados.

Coc'do 0 quemado: flavor caracteristico del aceite onginado por un excesivo y/o prolongado
calentamiento durante su obtencién muy particularmente durante el termo-barido de la pasta, si éste se

realiza en condiciones inadecuadas.
Dulce: sabor agradable del aceite que. sin ser precisamente azucarado, no predominan en él los
atributos amargo, astringente v picante.

Esparto: flavor caracreristico del aceite obtenido de aceitunas prensadas en capachos nuevos de
esparto. El flavor puede ser diferente si el capacho est4 fabricado con esparto verde o si lo estd con

esparto seco.

Frutado: Bavor que recuerda el olor v gusto del fruto sano, fresco y recogido en el punto éptimo de su
maduracén.

Frutado madsero: flavor del aceite de oliva obtenido de frutos maduros generalmente de olor apagado y
sabor dulce.
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Grasa de maquina: olor del aceite de aliva obtenido en una almazara de cuva maquinaria no han sido

adecuadamente eliminados residuos de petréleo, de grasa o aceize muneral.

Gusano: Havor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas fuertemente aracadas por larvas de mosca
del olivo ‘Dacus oleae.

Hero: flavor caracteristico de algunos aceites que recuerda a la hierba mas o menos desecada.
Hierba: flavor caracteristico de algunos aceites que recuerda a ia hierba recien cortada.

Hopas verdes [amargo.: flavor del aceite obrenido de aceirunas excesivamente verdes o que se han
mohido mezcladas con hojas v tallos.

fabonoso: flavor con una sensacion olfato-gustativa que recuerda a la del jabon verde.
Marzana: flavor del aceite de oliva que recuerda a dicho fruto.

Metdlico: flavor que recuerda a los metales. Es caracreristico del aceite que ha permanecido en
contacto, durante tiempo prolongado. con alimentos o superficies metalicas en condiciones indebidas,
durante los procesos de molienda, bartido, prensado o almaceaamiento.

Moko-bumedad: flavor caracteristico del aceite obrenido de fruros en los gue se han desarrollado
abundantes hongos v levaduras a causa de haber permanecido amontonados v con humedad varios
dias.

Oruzo: flavor caracteristico que recuerda al del orujo de aceituna.

Pepmno: flavor que se produce en e aceite someudo z un envasado hermético ¥ excesivamente
prolongado particularmente en hojalata, que es atribuido a la formacion de 2-6 nonadienal.

Rarcio: flavor caracteristico ¥ coman 2 todos los aceites v grasas que han sufrido un proceso
autoxidativo, a causa de su prolongado contacto con al aire. Este flavor es desagradable e
irreversible.

Saimuera: Havor del aceite extraido de aceitunas conservadas en soluciones salinas.

Tierra: flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas recogidas con tierra, embarradas v no
lavadas. Este flavor puede ir unido al de moho-humedad en algunas ocasiones.

Vigio: flavor caracreristico del aceite cuando permanece demasiado tiempo en recipientes de
almacenamiento. También puede darse en aceites envasados durante un periodo prolongado.

COPA PARA DEGUSTACION DE ACEITES

Vease el capitule «Copa para la degustacion de aceites».

SALA DE CATA

Véase el capitulo «Guia para la instalacion de una sala de cara-.

UTENSILIOS

En cada cabina v a disposicion del catador deben estar los urensilios necesarios para que este pueda
ejercer adecuadamente su comendo. Estos son:

— copas {normalizadas), conteniendo las muestras marcadas en clave con un par de numeros digitos
tomados al azar. o con un par de nameros v letras. Las marcas se deben hacer con un lapiz indeleble
¢ inodoro,

— widrios de reloj con idénticas marcas, para cubrir las copas,

— hoja de puntaacion, vease figura 2. conteniendo las instrucciones para su uulizacion,

— Lapiz o boligrafo.

— bandejitas contemendo redaias de manzanas,

— vaso de agua 2 la emperatura ambiente.
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8. METODOLOGIA

En este apartado se establecen los conocimientos previos necesarios para la realizacion del anahsis
sensoral de los aceites de oliva virgenes v trata de normalizar el comporramiento v la acruacion de los
catadores que han de intervenir en las pruebas, los cuales han de tomar conciencia rante de las
recomendaciones de tipo general como de las especificas para la cata de los aceites de ohiva.

8.1, Actaacion del organizador o jefe del panel {o grupo de catadores?

El organizador del panel debera ser una persona suficientemente formada. conocedora v experta en los
ripos de aceites que encontrard en su trabajo. Es la figura clave del panel v el responsable de la
organizacién y del funcionamiento del mismo. Convocara con tempo suficiente a los catadores v les
aclarara cualquier duda en cuanto a la realizacion de los ensavos. aunque se abstendra de sugerirles
ningun tipo de opinidn sobre la muestra.

Sera respomsable del inveniario de los utensilios, de su adecuada himpieza, de la preparacién y
codificacion de las muestras, asi como de su presentacion a dos catadores segun el disefio experimental
adecuado; de la recopilacién de los datos v de su tratamiento estadistico, a fin de obrener los mejores
resultados con el menor esfuerzo.

El trabajo del jefe del panel requiere habilidad sensorial, mericulosidad en la preparacion de ios
ensayos, riguroso orden para su ejecucion, asi como habilidad v paciencia para planificar y ejecutar las
pruebas. Es mision del jefe de panel estimular la moral de los componentes del grupo, fomentando entre
ellos el interés, curiosidad y espiritu compeutivo. Debe evitar que su opinidn sea conocida e impedir que
los criterios de postbies lideres se impongan sobre los restantes catadores. También es de su
competencia el entrenamiento, seleccidn y control sobre los mismos, a fin de conocer si se mantienen
con el adecuado nivel de aprirud.

8.2, Coundiciones del ensavo

8.2.1. Tamaitio de la muestra

La cantdad de aceite contentdo en cada copa debe ser de 15 mi.
8§22 Temperatura de la prueba

Las muestras de acette 2 catar se mantendran dentro de las copas a 28 °C # 2 °C. Esta temperatura se
ha elegido por ser en la que se observan con mayor faalidad diferencias organolépticas, dentro de la
temperatura normal, cuando los aceites se usan come condimento. Otro aspecto que inclina a tomar
este valor es que temperaturas mas bajas 0 mas altas producen una escasa volatilizacion de los
compuestos aromancos o por el contrario volidles ya propios de aceires calentados.

823, Horarto del ersavo

Para la cata de aceites, las horas de trabajo éptimas son las de la manana. Esta demostrado que durante
ei dia existen periodos de optuima percepcién para el gusto v el olfato.

L as comidas son precedidas de un periodo de incremento de la sensibilidad olfato-gustativa, seguidas de
un decrecimiento de la misma.

Sin embargo, este criterio no debe ser evado al extremo, hasta el punto de que ¢l hambre pueda distraer
a los catadores, haciendo descender en ellos su capacdad de discriminacion v, parucularmente, sus
criterios de preferencia ¥ aceptacion.

9. CATADORES

Las personas que intervengan como catadores en los ensayos organolépticos de aceites de oliva
comestbles deberin ser entrenados v seleccionados de zcverdo con su habilidad para distunguir entre
muestras similares, debiéndose tener en cuenta que la precision se mejorara con el entrenamiento { véase

apartado correspondiente}.

Para la prueba se exige un ntmero de 8§ a 12 caradores siendo conveniente disponer de algunos mas en
reserva, para cubyir peosibles ausencas.

9.1 Normas gencrales de comportamiento para candidatos v catadores
Las presentes recomendaciones se reficren al comportamiento de los candidatos v catadores durante su

Al recibir la comunicacidn del jefe del panel para intervenir en un ensavo organoléptico, ¢l catador
deberi estar en condiciones de realizario a Ia hora previamente sefialada. ateniéndose a las siguientes
Bofmas:
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El catader, yna vez cumplidas las normas precedentes. procedera s ocupar su fuga
corresponda, con ef mavor orden v silenco posibles.

) ferr v o3 ¢f correcio,
-~ Ey <y by u 3o b - - - o 4, - ¥ - >3 - . H
comprobando s a clave de la copa se corresponde con | drio ¢ : iz cubre.

Leera detemndamente las imnstrucciones contemadas en Ly hosa de puntpacon, no comenzando el examen
de la muestra hasta estar totalmente compenetrado con of rabaso que debe reahizar. En caso de duda,
debe consultar privadamente las dificulrades encontradas con of ofe del panel.

El catador procedera a2 tomar la copa. mantemendola cubserta con st vidnio de relog, Iz mcdinara
hgeramente, ¥ en esta posicon fe dara un giro total a fin de mogr lo mas postbie {2 superfice intenior,
Hecha esta operacion, separars ef vidnio de reloi ¥ procedera a oler ks muesra. haciendo mspiraciones
saavys, lemtas ¢ mtemsas, hasta formarse un crimeno sobre el sceite que debe puzgar. El peniodo de
oifacaion no debe soprepasar 30 segundos. Si en este periodo no se ha iegado 2 minguna conclusion,
debe tomarse un pequedio descanso. antes de un nueve mtenzo. Una ver reatizado of ensavo offauvo, se
procedera a enpnciar ef flaver (semsacion comiunta olfato-gustonva-tacnil. Para ello se tomara un
pequesio sorbo de acenre, de unos 3 mi aproxmadamente. Es mn mmportante distribuir ef aceste por
roda la cavidad bucal, desde fa parte anserior de laboca v a lengua, por los Laterales v fa parte postenor,
hasta los pilares def paladar: va que, como se sabe. a percepaion de fos custro sabores fundamentales,
dulce, salado, aade v amargo, se hace con distng: intensidad segun ixs zonas de 2 lengua v o

paladar.

Diebe msistirse en Lt necesidad de que el avente se exnenda en canndad suficiente v muy kentamentepor by
parte posterior de la lengua hucia los prares def paladar v la garganta, concentrando la atencion oo of
orden de apancion de los estimulos amargo v picante;  no se procede asi. en algunos aceites ambaos
estimalos pueden pasar inadvertidos © ef amargo quedar oculto por o picante.

Asprraciones corias ¥ sucesivas, mtroduciende aire por 1z boca. permiten, ademas de exzender Iz
muestra ampiamente por la cavidad bucal, percihir por wmia rerronasal los componentes volandes
FTOIMANCoS.

La semsacitn tacul debe romarse, tambien. en conuderacion: aw. la fudes, pastossdad ¢ pxor o
escozor deben ser anotados cuando se detecten v, w La prucha ast fe exige. coanmficar su

mtenswdad.

La valoraron organeleptica de un aceste virgen debe hacerse evaluando unz sola muesirs por seson,
parz evitar ¢f efecto de contraste que podria producr Ia degustacion mmmediara de otras.

Puesto que las catas sucesivas son afectadas por [ fanga, o perdida de senubididad, cansadas por las
precedentes, se impone utilizar un producre capar Je chminar de fa bocs los restos de aceirs de bx cara

Se recommenda ¢f uso de un peguedo roze de manzans, de gamos 13 or. of cuad, despuey de masiado,
puede ser verudo il escupador. provedendo segusdamente 3 eMEAgATSe Con an podp de agua a
temperature ambente. Epere Iz cato fmalwads v Iz ugwense deben manmscurmr 3l menos
I3 munutos.

Preselecaitn de candidaros

Esrz etapa debers realizarts of organizador & pare’ medhante cntreviseas personaies v tene por obieto
conocer ha personabdad del candadazo v las curacrersoas gue k rodean. Las exigenaas provias
respecto 2 Lis condicumes E0loERas ¥ pscoligRas to son MUY NEErosas. vi QUE, N PrancEmG,
cusiqueer persona sormal poede desarroliar o smmvdad. La mportanaas de 1z adad, sexo.
determimados hibrros {fumar! ere | s conuderan woundares fronte & otres aspeatos., tales come: {s
salud, ef meeres persomal v disponer de nempo para este wbus,

Duranee i entrevista. of ergamurador del emsane dede eephoar 3 candudazo las caracrensocas de iz
ﬁmwr&&m&zx:m&é&mm&m@x B va a2 oxupar. A contirascon ha de
recabar datos que le permmtan swborar o grade de mreres 5 mooraaon da candsdaro. am come Jde su
dispominhdad real de mrmpo. La encuests epesenie debers servirle coemo roferencia.
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Conteste zhora, por faver, 2 las iguentes preguntas:
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1y ;le gustaria colaborar en los wabajes de este rema? L .

5 ® wvox o ox % 2 oo

2} Comsidera que & rrabajo peede ser importante pare merorar la cabidad de fos . —

aﬁmmseﬁmgas‘e{cmemw‘ . L
B oPorgu@ (M2 .

4} No olvide que en este trabajo tendra que probar acerres cusade ses requendo — —
para efle. ;Le desagrada hacedio? e -

. . . N 3% e

$: e gustaria comparar s habibdad olfaro-gustanva con a de sus compate- — —
. . . . . . . b s
6! :Tne nempo disponibde? ;Ticne independencia seficiente pars organizar su — —

7t Sidepende de su wefe, jcree que s, resteradumente, en dlas sucesivos Ie apartasen - so

en este ssumtod i 3

£

BT 2C0mo? L e e

Con esta informacion of organuader realizars fa preselectida, rechazando 3 Jos sandhidates con poco
meerés por esie tpe de wabaje, poco nempe disponible, o mcapaces pars concretar sus kicas,

Dererminacién del <ombeal avedio- del grope pars -atribazos caracreristicos-

Se ehgen caidadosamente Cuatre XKowws. & el forms our aada umo wa consderado come
tepresentante upco de fos arbures: avronde, wvaado, ranco ¥ amarge, on Lo mayor v mas dars
) o e

razée 1, por mcesivas diucones <on of seports apropadn hasta gue oo las dos o s Adodiones wlnmas
mmmmwsmgkwgam%éw Usa citesa pareis fa
formaran dos copas de soporte.

La serie se compietars con copas de concentracuees superwers, havs wn tworal & £

WW&M&W&&M&M&MMM&WMW
de cada aributo 3 cade upe de los caodidaros.

comeniende 13 of de ano coalquaers de b coactmeratomes preparadas, IR0 0B OGER COPa GOE
contengs who 13 nf def «soportes. Bl camdidacs, depess & realizar of omsavo, debe andicar @ wn
yosales o Esontas.

El msmo ensavo se repise pars las restanees copcemiracionss dof arrdners saradiads,

Se anota of suswero de contestaGones correcas oberendas purs cads coscrseraceen & congunte e

Sed scrwe Je s
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Se representa oo orden recienrs. en absasas las concentracones ensavadas v en ordenadas of %o de
dentficactones correctas hechas parz cada concenrracion.

La figurz | representa un ejempio pracoce de lo 2xpuesze anteniormente. B} umbral de dereccion se
define sobre sbscisas extrapelande de Iz curva +f punto de Ia ordenada que corresponde a un T3 % de
acertos.

512 concentranéa «umbrals, que puede ser distnta para cada sceite de parnda, dependiendo de Iz
mtensidad del atnburo en dicho acenste, debe ser sumilar para los disnaros grupos de candigaros de
disnnzos paneles; 2o st unida = mioguna costumbre, Babito o preferenca rendenciosa. consiguten-
temente 25 un punto de referenca comun 2 cualguer grepo Qarzz.ire normal v puede servir para
homogeneizar los distintes paneles solo por s sensibibidad olfaro-gustanva,

A parnr de la concentracion umbeal del grupe obtensda se procederz como sigues

Preparese una sene de concentraciones crecentes ¥ decreciemtes de forma gue esta «concentracion
.zmivtﬁe correspondz al lugar 10 de esra escalz. L%&m&t fas concentraciones 11 v 12 serun mas
udas v consiguentemente muy dificiles de detectar en elfas la presenca ded acetre con e armbuto

A parur de la copcentracdn Cup. Ias reszantes muesiras pueden prepararse mediante la formula:

Cio x a°, doude «3- ¢ una consmante correspondiente al factor de dilucron igual 2 1,5 v «nv of
exponente que vanard desde 92 - 2.

Por erempio: Wﬁ:ﬁmﬁgém?@m&aﬂ&r&,ﬂa = #.32;sera Cip = 832  aparurdeclla
coma a = LF Iz sene de mueseras tendria las uguwienzes concentraciones.

e
(2%
24

4425 & T 8 % w1 1
on 1230 820 547 365 243 14l 108 071 048 032 021 014
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caleniades rambuin come antes se indico, se obeendran asi escalas que pars todos los laboratorios
sendran meensidades aromancas smidares pars cada cstimado, aungue s¢ hava partio > Je acenes de
ofrez cuvos defectos son perceptbies con duting mtensidad.
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Procedimiento operatorio

Una vez preparadas las concentraciones se empezari la seleccion partiendo de 25 candidatos, de
acuerdo con la merodologia que se explicard a continuacion para cada estimulo:

1} Sepreparan series de 12 copas, marcadas en clave {una serie por candidato}. En cada copa se vierten
15 ml de cada una de las distintas concentraciones, preparadas de acuerdo con la formula

o

Cioxa.

2} Una vez llenas las copas conviene que permanezcan en la sala de cata, a 20—22 °C, cubiertas con
un vidnio de reloj al menos una hora antes de comenzar los ensayos, 3 fin de homogeneizar su
temperatura con la ambiente.

Las 12 copas de una serie se colocan por el organizador del ensavo, de mavor a menor
concenrracqion, en una fila.

[V

A conunuacion se procede a invitar a cada candidato para que realice ¢l ensavo por separado, déndole
las siguientes instrucciones:

Instrucciones para el candidaro

Las 12 copas alineadas frente al candidato contienen diluciones de cada uno de los estimulos atrojado,
avinado, rancio y amargo segun sea el caso. Las copas se diferencian unas de otras en la intensidad del
olor, 1a de olor mas intenso se encuentra en el extremo izquierdo., la intensidad de olor de las restantes
va disminuyendo gradualmente haaa la derecha. La ultima copa de la derecha puede tener tan poco
olor que podria no ser detectable.

Procédase como sigue: familiaricese con los olores de las copas que forman la serie. Para ello comience a
oler por la de la derecha {n® 12} ¢ intente recordar la intensidad de los olores. Procure no
fanigarse.

Cuando considere que se ha habituado a la escala de concentraciones de olor presentada, salga de la
habitadén.

El organizador del ensayo procedera, mientras tanto, a entresacar una copa de la serie que emparejara
con la dluma de la derecha procediendo a rapar el hueco aproximando entre si las restantes. Vuelva
entonces de nuevo a la habitacion para continuar el ensavo.

La prueba consiste en lo siguiente:

La copa separada debe ser restituida al lugar que le corresponde en Ia serie. Para ello puede olerla y
compararla con las restantes tantas veces como se quiera, temiendo en cuenta que si la restituye
correctamente al lugar que le corresponde, debe oler mas fuerte que su inmediata de la derecha y mias
débil que Ia de la inzquierda. Esta prueba se repetira con otras tres copas.

Para faciitar el rabajo v Iz recogida de la respuesta emitida, a cada candidato se le entregars junto con
las iostrucciones anteriormente descritas el siguiente estadillo.

SELECCION DE CANDIDATOS

Obtencion de los resultados

Fara faclitar [a ordenacion de datos de cada uno de los candidatos. el organizador del panel los anotara
de la forma siguiente:

Nombre def candidaze *\mgmsdax&&a;dm )

Procedimiento esradistico de pantuacion

En el caso concreto de iz selecoutn efecnzada, las copas a reintegrar en su lugar serdn las mismas para
codos ¥ cada ano de jos camdidatos ¥ de acuerdo com los calculos estadisticos realizados para este caso
serin aquellas caye orden de serie se mdica 2 contmuaaén para cada amibuto.
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Arrojado (At : Avinado [Av? Ranco [Ra: : Amargo (Am:
Copa n° Copa n® Copa n® Copa n®
{10, 5.7. 23 (11,3, 8, 6} : (7,4.10, 2; ‘ 6.3.11,9)

El ndmero ocupado por 1as copas en la serie no puede ser variado, puesto que ios cilculos estadisticos
para este ensayo se han realizado de acuerdo con la probabilidad de que las copas indicadas sean
restituidas a su lugar por azar.

Ahora bien, con objeto de dificultar, cualquier paso de informacion de un candidaro a otro el
organizador de! panel tendra presente los siguientes puntos:

1) Los candidatos no pueden comunicarse entre si. Las claves seran diferentes para cada
candidato.

2} Los candidatos no pueden enterarse qué posicion ocupan las copas que se le han retirado.

31 Aunque todos los candidatos deben recibir las copas resefiadas anteriormente, el organizador debe
variar el orden en que las entrega a cada candidaro.

A cada candidato se ¢ asigna una puntuacién en funcién de sus resuttados obtenidos; procediendo tal y
como se pasa a describir a continuacion:

Sean €', €, . . . e, las 12 copas con las doce concentraciones correspondientes de un atributo i
{1 = cualquiera de los cuarro atributos atrojado. avinado, rancio v amargo) ordenadas de mayor a
menor.

Sea €', una de las copas seleccionadas y sea K* la posicién que asigna el candidato a dicha copa en la
serie. Los valores de Ky K' son, por consiguzente, niimeros enteros comprendidos entre el 1 y el 12
ambos inclusive que corresponden 2 las posiciones real y asignada por el candidato, respectivamente,
de la copa seleccionada.

Sea T {maxima desviacion admiuda} un valor, fijade de antemano, en nuestro caso igual a 3 de tal
forma que si (K" ~K} > T el candidato es rechazado automaticamente ().

St por el contrario (K’ - K) =< T, el candidato, en principio, no es rechazado y puede continuar la
prueba, puesto que es capaz de situar el estimulo probiema en el Iugar que le corresponde o cuando
menos en los lugares proximos inmediatos.

En este caso, la puntuacién asignada a un candidato cuando valora un estimulo {concentracion) de un
determinado atributo, por ejemplo, de la serie atrojado (At)}, sera igual al cuadrado de la diferencia
entre ¢l mimero de orden que corresponde a la posicién correcta que ocuparia en la serie la copa
portadera del estimulo y la posicién a que el candidaro la ha reintegrado, es decir:

PAY = (K -K2

Puesto que esta operacion sera realizada por un mismo cadidato sobre cuatro estimulos {concentra-
ciones} de cada arriburo, la puntacién parcal para dicho arributo {por ejemplo At) seria:

ZA: - PA!E; - PAr;PP-lzs " P:K[m
Para faaiidad de comprension se exponen los siguientes ejemplos:
Ejempilo 1:

Supongamos que las respuestas del candidato A para los cuatro estimulos que se han retirado de la serie
del awrtbuto {1} son las siguientes:

Posicyon correcta de la : Posiadn en que ‘ Separacaion de a
copa en la sene : fuc:scoiccadzq}(" pOosIiCiOn cotrecta
iK: : : K" ~-K}
7 7 7-7= 0
3 . 5 ; 4-5= -1
10 ,, 6 10-6 = 41
2 ’ 4 H 2"42 "2.
{*¥ Este candidaro es rechazado, va qoc ha obtemido en of ensevo un valor de T > 3.
(% Esmpdmmmdw@afm&q&dmgmuZnmzonzbiememesmqucsc
duzcz wna pérduda de ibidadad por ¢ e offarive.

¥
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Ejemplo 2:
Supongamos que un candidato reordena las copas de un arributo como sigue:

Posicion correcta de la Posicion en que Separacion de la
copa en la serie fue colocada | posicion correcta
x K" K -K}
7 7 7-7 =
4 4 -4 =
10 : 7 10-7 = 3
2 3 2-3= -1

Este candidate no s rechazado y la puntuacién que obtiene para este atributo es:
Z2=00+00+ 3+ (12 =10

La puntuacion final del candidato que nos permirirs seleccionarlo o no como catador en funcién de sus
respuestas frente a los cuatro atributos que hemos tomado para la seleccién seria:

pi +P,~‘“ + P + Pt = zn

P 4 PY 4 PY 4 A oz

pRa +PiR‘ + PRa 4 pRa - ZRa

P;f‘mﬁ-P;"“ +P?‘"‘+Pém = ZA»

Z final = ZA 4 . 4 ZAm

siendo: At:  atrojado.
Av: avinado.
Ra: randio.
Am: amargo.

El problema es ahora determinar hasta qué valor de Z es posible considerar que el candidato posee
buenos niveles de percepcion, memoria olfativa y organizacion mental para dar la adecuada respuesta
para los cuatro esdmulos considerados. Naturalmente Z es siempre un valor no negativo, vy Z = 0
significa que el candidato ha reconocido y cuantificado correctamente todas las 16 intensidades
presentadas {cuatro de cada atributo). Valores de Z distintos de cero indican que e} candidato ha
reconocido las zonas de las escalas donde se sinian las intensidades seleccionadas, pero dentro de ellas
no ha podido realizar una correcta situacién a su posiadn debido a que no posee una buena capacidad
discrirminatoria asociadz a la escala de intensidad que se le ha presentado para uno o varios de los
estimulos.

Asi pues, habra que determinar un valor critico Z, ral que en ¢l supuesto de que el candidato realice
todas sus asignaciones de posicién en la escala al azar dentro de las zonas que previamente ha
reconocido, la probabilidad de una puntacién definiriva Z, inferior a2 Z_, sea una cantdad
suficientemente pequefia a que previamente se puede fijar. En otras palabras, que la probabilidad de
que con este procedimiento se seleccione un carador para el panel que no posea suficiente capacidad
discriminatoria para las intensidades de estos estimulos que se han ualizado para la seleccion, sea

inferior a a.

Fijado a, en nuestro casc igual 0,05, la obtencién de Z  depende de la distribucién de probabilidad de la
variable Z, que a su vez depende de las distribuciones de probabilidad de las variables p (K’).

Realizados los cilculos estadisticos correspondientes, el valor obtenido para Z_es igual a 34.

Una vez obtenida la puntuacion Z de todos los candidatos, serdn rechazados aquellos cuya puntuacién
sea superior 2 34.

Por ejemplo, los candidatos A y B obtienen las siguientes puntuaciones:

Amribute Candidaro A Candidato B

Arrojado A = 10 A =12
Avinade ZA = 10 Y =11
Randio ZR* = 10 ZR = g5
Armargo AN ZAm - ¢
I =34 ¥ =38

Les valores de Z para zmbos candidaros son para el A = 34 y parael B = 38, luego sera elegido el
m&dxa&yu&am&d&ﬁiﬁa&nandobsmndidamscmpmmadénmpcﬂma%losrestamesse
mmmm&z,wmmhmmplmdnﬁmode12quedeseamos
resEmr.
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3.5. Entrenamiento

El entrenamiento tiene como objetivos principales:

a) familiarizar al catador con las numerosas variantes olfato-gustarivo-tactiles que ofrecen los aceites
de oliva virgenes;

b} familiarizar a los catadores con la metodoiogia sensorial especifica;

¢} incrementar la habilidad individual para reconocer, identificar y cuantificar los atributos
sensoriales;

d) mejorar la sensibilidad y la memoria frente a los distintos atributos para conseguir juicios
consistentes.

El periodo de entrenamiento suele consistir en una serie de sesiones segun las posibilidades del grupo y
del estudio, en las que después de analizar individualmente los aceites, los catadores discuten
conjuntamente con el director las dificultades encontradas y comentan las calificaciones para aunar
criterios y unificar opiniones.

El grado de entrenamiento conseguido después de un determinado ndmero de sesiones se evalia
observando el incremento en el porcentaje de juicios correctos si se utilizan pruebas discriminatorias o
analizando las variaciones de las calificaciones individuales medias del grupo, cuando se trata de
pruebas escalares.

La unlidad prictica de este periodo de entrenamiento ha sido ampliamente discutida, pero hoy se
considera muy eficaz e incluso imprescindible cuando se necesita disponer de datos sensoriales exactos
Y precisos.

9.6. Comprobacién

Los grupos de catadores muy entrenados suelen realizar catas peribdicas y continuadas con pruebas
sersoriales que requieren un gran esfuerzo. Sobre su opinion se basan, en muchas ocasiones, decisiones
de gran impertancia tecnologica y comerdal, y por ello, después de seleccionados y entrenados, deben
estar sometidos a comprobaciones que garanticen la fiabilidad de los resultados.

Es evidente que seria necesario, una vez los paneles constituidos y someridos a ensayos de rutna,
proceder periédicamente a comprobar su «performance» a intervalos adecuados.

10. PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION ORGANOLEPTICA DE ACEITES DE OLIVA
VIRGENES

Reunidas las condiciones y medios necesarios indicados en las normas anteriormente citadas y
seleccionado el grupo de catadores, cada uno de ellos olera y degustard (') la copa que contiene la
muestra de aceite sometida a examen analizando en ella las percepciones olfativas, gustativas, tactiles y
quinestéticas con ayuda de la hoja de la figura 2 donde anotar4 su presencia y el valor de su intensidad.
A continuacion pasard a puntuar la calidad del aceite.

10.1. Utilizacién de la hoja de la figura 2 (descripcién del flavor y puntuacion de calidad)

En la parte izquierda de esta hoja se incluyen algunas de las percepciones sensoriales mas caracteristicas
que suelen encontrarse con mayor frecuencia en los aceites de oliva ¥ que describen su flavor. Enel caso
de que se perciban otros estimulos que no se correspondan con los calificativos enumerados debera
anotarlos como «otros» empleando ¢l calificativo o calificativos que lo describa o describan con mayor
propiedad.

Los estimulos perceptibles deberan ser valorados proporcionalmente a su intensidad indicando ésta con
un signo { +) en ¢l casillero correspondiente, de acuerdo con el criterio siguiente:

1: casi impercepuble.

2: ligera.

3: media.

4: grande.

5: extrema.

En la parte derecha de esta hoja, se establece una escala de 9 puntos (9 calidad excepcional, 1 pésima)
que seré utilizada por el catador para dar una puntuacién Gnica, conjunta, de las caracreristicas del
aczite. Esta puntuacién debe ser consecuente con las virtudes, defectos encontrados en el aceite,
anotados ya en la parte de la izquicrda.

) Mmmadﬂma@MMemW&ymmammm
exarpaonal en a hofa de puntaacién.
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10.2.

La primera columna {defectos) de la tabla de puntuacién comprende cinco apartados, de esta forma la
clasificacién de los aceites se basara fundamentalmente en la ausencia total o en la presencia de flavores
defectuosos asi como en la mayor o menor gravedad o intensidad de éstos; sin embargo, como la escala
de valoracién es de 9 puntos, deberan considerarse algunos matices o aspectos que contribuyen de
forma definitiva a decidir la puntuacién total de calidad, que se describen en la segunda columna
{caracteristicas).

Puntuacién final

El jefe del panel recogeri las puntuaciones dadas por cada uno de los catadores, comprobara que los
atributos y las intensidades con que los ha percibido y marcado en la tabla de perfil se corresponden
aceptablemente con la valoracién asignada al aceite en la «<hoja de puntuacién». En case de existir una
diferencia apreciable, solicitar4 al carador que revise su hoja de puntuacion.

Si fuese necesario, el catador repetiri el ensayo.

Por tiltmo, el jefe del panel tabulari las puntuaciones de todo el grupoy calcularé la media aritmérica y
el error tpico (de la media).

Si el error tpico es superior al error de método, hari repetir el ensayo a todo el grupo.

El grupo repetira los ensayos hasta obtener una evaluacién por wiplicado de la muestra, dnicamente en
el caso de anilisis de revision. La puntuacion final de la muestra sera la media de las tres puntuaciones
dadas, con una cifra decimal.

Si el valor de intensidad media de amargo y/ o picante es superior a 2,5, al aceite se le dar la calificacion
correspondiente y se hara constar que es especialmente amargo y/o picante.

Expresién de los resultados: el jefe del panel determinar4, a partir de la puntuacién media, la categoria
a la que corresponde la muestra, segtin los valores establecidos en el Anexo 1. En el informe se indicara
unicamente esta categoria.

Nota: Las muestras deberan conscrvarse cerradas y en frigorifico hasta su analisis, devolviéndolas a éste hasta
completar el triplicado.
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Hoja de perfil

Notas olfato-gustativas-tactiles

Figura 2

Aceite de oliva virgen

Tabla de puntuacién

Intensidad de
Atributos percepadn )
112131415
Frutado de aceituna (madura [o] verde) (*)
Manzana ...... ... ... ... ...
Orrals) frutals) madurals) . ...._.... .. a
Verde (hoja, hietba) .. ... ........ .. —-
Amargo ........................
Picante .. ... ... . ... ... .. ...
Dulee ... ... ... . ... . ... ..
Onrrols) atributols) tolerable(s) ........
Cudlfesy? . . ... ... ... .. ...

¥

Agrio/ Avinado/ Avinagrade/ Acido (1)

'} Tachese lo que no proceda
{2} Intensidad de la percepcién
g = Assenca toxal {3}

1 = Casit
2 = Ligera
3 = Medna
4 = Grande
5 = Extrema

Evaluacién
Defectos Caracteristicas global:
puntos
Frutado de aceitunas 9
Ninguno Frutado de aceitunas y
otros frutos frescos 7
Leves y casi impercepti- | Frurado apagado de 6
bles cualquier tipo
Frutado algo defectuo-
%eroeptibies so, olores y sabores 5
andémalos
Notables, en el limite de Claramente defectuoso,
aceptacin olores y sabores des- 4
P’ agradables
Olores y sabores to-
Grandes y/o graves cla- talmente inadmisibles
ramente perceptibles
para el consumo 1
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ANALISIS SENSORIAL: VOCABULARIO GENERAL BASICO

1. OBJETO

La presente norma tiene por objeto agrupar los términos generales utilizados para el arlisis sensorial y
proporcionar su definicién.

2. VOCABULARIO

2.1, Terminologia general

Analisis sensorial (sustantivo):

examen de los caracteres organolépticos de un producto mediante los sentidons.

Percepcibn (sustantivo):

toma de condencia sensorial de objetos o acontecimientos exteriores.

Organoléptico (adjetivo) (caracter o propiedad):

califica toda propiedad de un producto susceptible de ser percibida por los organos de los
sentidos.

Experto (sustantivo):

{en lo que concierne al examen de los caracteres organolépricos)

catador especializado en el andlisis sensorial de un determinado producto y que posee conocimientos
basicos sobre la elaboracién del mismo y las preferencias del mercado.

Catador (sustantivo):

persona perspicaz, sensible, seleccionada y entrenada, que estima con los 6rganos de sus sentidos los
caracteres organolépticos de un alimento. .

Grupo de catadores:

conjunto de sujetos o jueces los cuales han sido especialmente seleccionados y entrenados y Que se
retinen para efectuar bajo condiciones controladas el analisis sensorial del producto.

Sensacién (sustantivo):

fenémeno subjetivo resultante del estimulo de un sistema sensorial. Este fenémeno es subjetivamente
discriminable y objetivamente definible a través del 6rgano sensorial interesado, segtin la naturaleza o
Ia cualidad del estimulo, asi como por su intensidad.

Senstbilidad {sustantivo):

capacidad de los 6rganos sensoriales que les permite percibir cualitativa y cuantitativamente un
estimulo de poca intensidad o diferencias pequefias entre estimulos.

Cata (sustantivoj:

operacion que consiste en percibir, analizar y juzgar los caracteres organolépticos, y mis particular-
mente los olfaro-gustativos, tictles y quinesténicos de un producto alimenticio.

Aceptacibn {sustantivo):

acto que consiste en admitir como favorable un producte por parte de un individuo o una
poblacién.

Armonia {sustantivo}:

cualidad de un producto que origina una sensacién de conjunto agradable. Dicha sensacién es debida a
la percepcidén de sus componentes, aportades como estmulos olfativos, gustativos, ticules y
quinestéticos porque se encuentran en relaciones de concentracién adecuadas.

Aceptabifidad {sustantivo):

estado de un producto recibido favorablemente por un individuo o poblacién en funcién de sus
propiedades organolépticas.

Discriminacion (sustantivo):

diferenciacién cualitativa y/o0 cuantitativa entre dos o varios estimulos.

Compensacién {sustantivo]:
m&hmwamm&m&m&ommdamxmbcmu
menor inteasidad que si actuara solo.
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Aspecto {sustantavo}:

conjunto de caracteres organolépticos percibidos por el 6rgano de la vista: :amario, forma, color,
conformacién, turbidez, limpieza, fluidez, espuma y efervescencia.

Este término es preferible al de aparienda.

Atributo {sustantivo):

propiedad car. -{stica perceptible.

2.2 Terminologia .:fativa a la fisiologia

Estimulo {sustantivo):

agente fisico o quimico que produce especificamente la respuesta de los receptores sensoriales externos
o internos.

Gusto:

{Sentido del gusto)

uno de los sentidos cuyos receptores estan localizados en la boca, particularmente sobre la lengua y que
son activados por diferentes compuestos en solucidn.

Gustativo {adjetivo):

califica la propiedad de un producto capaz de estumular el aparato gustativo despertando las
sensaciones correspondientes a uno a varios de los cuatros sabores elementales: dulce, salado, dcido y

amargo.
Receptor {sustantivo):

estructura especializada de un érgano sensorial excitable, capaz de recibir un estimulo y convertirlo en
influio nervioso.

Nota: Los receptores se clasifican segin el tipo de energia asociada al estimulo (luz, calor, sonido, etcétera).
Offaccién {sustannvo):

funcién del aparato olfative con vistas a la percepcién y discriminacion de Ias moléculas que acceden a
€l, en fase gaseosa desde un medio externo, por via nasal directa o indirecta.

bitensidad {sustantivo):

grado de energia de una cualidad medible segiin una escala cuantitativa de valores superiores al
umbral.

Adaptacion (sustantivo):

modificacién temporal de la sensibilidad para percibir estimulos sensoriales como resultado de una
continua y repetida exposicién a ese o similar estimulo.

Inhibicién (sustantivo}:

falta de respuesta por parte de un érgano sensorial o de una parte del mismo, a pesar de estar sometido 2
la accién de un estimulo adecuado de intensidad superior ai umbral.

Respuesta {sustantivo}:

acci6n con que las células sensoriales corresponden a la de uno o varios estimulos relativos a una
Cuerpo {sustantivo}:

sensacién ricnl percibida en la boca y que otorga un grado de densidad, viscosidad, consistencia o
compacidad 2 un producio.

Fragancia (sastantivo}:

olor fresco, suave y delicioso.

Oler {verbo}):

{sentido activo aplicado al olfato)

Objetivo (adjetivo):

a} mﬁﬁazmn&oqmwmdammwtwﬁnr&lywmpmbabkddobi«o,ndudmdod
minimo los facrorss humanos {por ejemplo: preferencia, costumbre, afectividad);

b} califica 2 aquella téenica que, bien urlizando mérodos sensoriales o métodos instrumentales,
permite redudir al minimo los errores propios.

Nota: Se desaconseia emplear como sindnimo of érmino de instrumental.

Subjetivo (adjetivo):

mﬁﬁa:a@xﬂo@emmwmwmm&o&mwommy

no sélo por o estimulo.
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Quinestesia:
conjunto de sensaciones resultante de una presién aplicable a la muestra por un movimiento {por
ejemplo, presion de los dedos en el caso de un queso).

Umbral {sustantivo):

Umbral absoluto:
cantidad minima de un estimulo sensorial, que da lugar:
— a la aparicién de una sensacién {umbral de aparicién o de deteccion).

— o al reconocimiento de dicha sensacion {umbral de identificacién ).

Umbral diferencial:

cantidad minima de estimulo sensorial que da lugar a una diferencia perceptible en la intensidad de 1a
sensacion.

Umbral final:

cantidad maxima de un estimulo a parrir de la cual un aumento de inrensidad no se percibe.

Umbral preferencial:

valor cuantitative minimo de un estimulo o valor critico supraliminar de este estimulo al que
corresponde la aparicién de una respuesta de atraccion o repulsa en relacién con un estimulo neutro,
por ejemplo, en la eleccion entre una solucién azucarada y el agua.

Nota: se debe distinguir entre umbral absoluto de preferencia y umbral diferencial de preferencia.

Subliminar {adjetivo):

por debajo del umbral absoluto.

Supraliminar {adjenivo):

por encima del umbral absoluto.

Fatiga sensorial:

caso parucular de adaptacién sensorial en el que se produce una disminucion de la sensibilidad.

Compensacién {sustantivo):

resultado de la interaccién debida a un conjunto de estimulos de modo que cada uno se percibe con
menor intensidad que s1 actuara solo.

Sinérgico (adjetivo):

efecto o accién concertada de determinadas sustancias, de modo que la intensidad de los caracteres
organolépuicos resultantes de la mezcla son superiores a la suma de las intensidades que cada uno de
ellos mostraba por separado.

Efecto de contraste:

aumento de la respuesta a las diferencias entre los estimulos simultdneos o consecutivos.

Contrario del efecto de convergendia.

Efecto de convergencia:

disminucién de la respuesta a las diferencias entre los estimulos simultineos o consecutivos.
Contrario del efecto de coniraste.

Terminologia relativa a las propicdades organolépticas

Acdo {adjetivo}:

a} califica o sabor elemental produddo por soluciones acuosas diluidas de la mayoria de los icidos
{por ejemplo, dades cirico, lactico ¥ tartarico);

b} califica la propiedad de los cusrpos puros o mezclas que al ser degustados producen este
sabor

El sustantivo correspondiente ¢s acidez.
aﬁﬁahmzdénoﬂzm—gummmumdominiodcédéosgmﬂﬂmm&dcoﬁgm fermentativo, y

2 los alimentos que producen esta sensacion. Algunos factores que contribuyen a dicha sensacion estin
relacionades cou of proceso de fermentacion, por eiemplo acética, de un producto alimenticio.
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Amargo (adjetivo:

aj califica el sabor elemental producido por soluciones acuosas diluidas de diversas sustandas rales
como quinina, cafeina v determinados hererosidos;

b; califica la propiedad de aquelios cuerpes puros o sus mezelas que al ser degustados producen este
sabor.

El sustantivo correspondiente es amargor.

Salado {adijetivol:

a} semsacion caracteristica que se percibe a través def sennido del gusto. cuyo ejemplo mas tipico es el
producido por una soluaén de clorure sodico;

b} califica la propiedad de ias sustancias o mezclas que producen este sabor durante la degusta-
cion.

El sustantivo correspondiente es salinidad.

Dudce {adjenvo):

a} califica el sabor elemental producdo por las soluciones acuosas de diversas sustancas, por
ejemplo, la sacarosa;

b} califica la propiedad de las sustancias puras o mezdclas, que al ser degustadas producen este
sabor.

El sustantivo correspondiente es dulzor.

Astringente:

a} califica la sensacién compleja producida en la boca por una solucién acuosa diluida de productos
como algunos taninos {por ejemplo, los raninos del caqui y de endrina);

b} califica la propiedad de los cuerpos puros o mezclas que producen esta sensacion.

El sustantivo correspondiente es astringenda.

Flavor {sustantivo):

se entiende por flavor el conjunto de percepciones de estimulos olfatogustativos, tictiles ¥ quinestéticos
que permite a2 un sujeto identificar un alimento y establecer un criterio, a distintos niveles, de agrado o
desagrado.

Sabor {sustantivo):

a} semsaciones percibidas como consecuencia del estimulo de las papilas gustativas por algunas
sustancias solubles, =

b} cuahdad de la sensacién particular producida por tales sustandas.

Sabor elemental {sustantivo):
Cada uno de ios cuatro sabores reconocidos: dulce, salado, addo, amargo.

Olor {sastantivo}:

a} caniuntodescnsmxspemibidaspordérgxmoifadvomandostinspimn determinadas
sustancias volatles;

b} cualidad de la sensacién particular producida por cada una de las sustancias anteriores.

Aroma {sustantivo):

a} sensaciones agradables percibidas por ¢l drgano olfativo por via indirecta cuando se realiza la
degnstacion de un alimentc;

b} mp&fnmﬁymkagxakmmﬁzﬁcgapimmmbiénaIasmismassmsadomsaprcdadas
por via nasal directa.

Regsesto {sustantivo):

Co@m&mwdﬁdam&h&r@m&dcﬁmub&hm,Mmala

WM‘ # Ft'm -

Aromdtico {adptvol:

a} %hm&kmmom@x,ﬁwmﬁm,mln
sensacyanes calificadas como aroma;

b} a&awm@.mm&mm,mm&
fragancia ¥ frescoc.
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Texturz {sustannvo):

caracrerisncas del estado sélido o reoldgico de un producto, cuyo comunto es capar de estmular los
receprores mecinicos. durante la degustacion. partcularmente de los situados en la region bucal.

Noza: Este wermino se refiere Gmcamente 3 las propredades obsenvas v 20 2 Ias sensasones produadas v que se
designan por términos generales, tales come consisienca, fbrosdad, unrvondad, .

Palzdear:

accion de conseguir que un alimento situado en la boca entre en contacto con todas las zonas sensibles
de la misma, con objeto de percibir las sensaciones bucales que produce.

Nota: Este vocabulario puede ampliarse coasultando las Normas ISO 543271, U, HL, IV, V v otras exastentes, tales

como of elaborade por J.L. Magnen «Les cahiers rechrmiques du Centre nanonal de coordmanon des erudes et
recherches sur la nutnition er Palimentanon- ., etc.

COPA PARA LA DEGUSTACION DE ACEITES

OBJETO

La presente norma tiene por objeto describir las caracteristicas de la copa destinads ai analisis
organoléptico de los aceites comesubles {olor, sabor, Baverl.

Describe, ademas, el dispositive de calentamiento adaptado, necesario para la obrencion y e
mantenimiento de la temperatura adecuada para este analisis.

DESCRIPCION

El esquema diseiado de la figura 1 pretende optimizar las caracreristicas deseables en un utensilio de
esta naturaleza, y que pucden concretarse en los puntos siguientes:

a} maama estabalidad, dificultando su inclinacién ¥ derramamiento del aceite contenido;

b} fondo ficilmente adaptable 2 los huecos del blogue de calefaccion que permite ¢ calentamiento
homogéneo de fa base de la copa;

estrechamiento de la boca que favorece la concentracion de olores ¥ facilita sa identificacion;

d] de vidrio oscuro que no permita al carador percibir of color del aceite, mmpidiéndole cualquier
prepncio ¥ la posible creacion de sesgos o tendencias que puedan afectar a la objetividad de 1a
: nacion.

(%]
St

D .
El esquema de [2 copa va representado en 1a figura 1, 1eniendo las dimensiones siguientes:

—apacdad otal ... 130 m! 3+ 10ml,
—abmmravotal L L 0 mm + 1 mm,
— ddmerrodelaboca ... L 0mm ¢+ 1 mm,
— ddmerodelaparremasancha ... L. TO0mm ¢ 1 mm,
— diamemodelabase ... 3 mm + | mm,
— espesor de vidnioen las paredes azerales ... ... Y3mm + 02 mm,
— epesordevidnoensifondo ... ... ... ... .. Smm ¢ | mm.

Cada copa ird scnmpadada de un vadno de relog covo diimevo seri de unos 10 mm superior al de su
boca. Este vidrio servird de tape para eviar la pérdida de aroma v la entrada de poive.

Cas isticas de Eabricacd

La copa deberi estar fabrrcada cou widie resistonie; de color oscoro que impida apreciar iz coloracdon
de su contenido, cxemo de rayas o bazbujas.

El borde deberd ser regular, liso ¥ rebocdeado.

E£a pre=a debers estar recoada., permitindole resstir las vanacones de temperatura que ba de safrir en
los eusayos.
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Normas para la unitzacioa

La impieza de las copas deberz realizarse unlizando jabdn o detergente no perfumados. enivagindose 3
contimuacon repetidas veces hasta eliminar totaimente of agente de mpieza. Se e :z2ga Soalmente con
agua destilada, se deja escurrir ¥ se seca en una esmufa de desecsaon.

No deten utilizarse acidos concentrados mr mercla cromecs.

Las copas deben mantenerse en la estufa hasts su unheacidn, o comservirse em un armano
prozegiéndolas de toda contaminacion de olores exmragos.

Antes de cada unilizacion, deberd olerse cads copa, con < fn de comprobar Iz ausenaa de cualquwer
aiorema&o.Aégrq}afzreimsay@?m%mméﬁe&méaézwér&éamyém&
que le corresponde. Esta cocrzspondencia clave aceire solo sera conoods por ¢ orgamzador dei

ensayo.

DISPOSITIVO DE CALENTAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Eimmm&%mmm&mamzmm&tmw,p@n
los aceites comesuibles, debe ser de 28 » 2 °C. Pars consegusr esto, debera instalarse en o interior de
wm,&mwm‘mwm&c&x%mﬂmmiaﬁgﬁmi
CM&M&W&&WW@@M&&WWM,%&
objeto de obtencr una temperatura uniforme. Este bloque Hieva una serie de oquedadies 2 las que se
Wmm@mmmm&mmmemm&mm
&W&&amm@smiﬁm&hmmm&mwa =
zeC.

Fgara 1 — Copa de degustacsén
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GUIA PARA LA INSTALACION DE UNA SALA DE CATA

INTRODUCCION

b2 sala de cata niene por obiete proporcionar al grupo de caradores que intervienen en los ensavos
sensoriales un ambiente adecuado, comodo v normalizado que facilite ¢l rabajo v nenda a mejorar la
repeduvidad v reproducibilidad de los resultados.

OBJETO

L 3 presente norma tiene por objeto precisar ias condiciones basicas a que debe atenerse la instalacion de
una sala de cata.

ESPECIFICACIONES GENERALES DE LA INSTALACION
Un local, cualquiera que sea su superficie, debera responder a las especificaciones siguientes:

El locai debera ser agradable v estar convenientemente uminade, pero conservando un caracer
neutro. Con este fin, se recomienda un color relajante, liso ¥ claro en las paredes para que se cree una
atmesfera de distension (3}

El local sera de faal hmpteza v estara aislado de cualquier fuente de ruido; por ranto, preferentemente
insonorizado. Estard igualmente aislado de olores extraios por lo que, a ser posible, estara provisto de
un dispositivo eficaz de ventilacion. Si las oscilaciones de la temperarura ambiental lo aconsejan, la sala
de cata debera dotarse de aire acondicionado que mantenga el ambiente proximo a 20-22 °C.

Da .
Las dimensiones del local dependen frecuentemente de las disponibilidades de los laboratorios o de las

empresas. En general, debera ser lo suficentemente espacioso para permiuir la instalacion de unas diez
cabinas ¥ tambien de una zona para la preparacion de las muestras.

Sin embarge, es evidente gue cuanto maver sea of espacio dedicado a las instalaciones, mejor sera. va
que as: se podran prever dependencias anexas para, por eiemplo. limpieza del marerial, colocacion de
Bominaci

£ dummacion general. ya provenga de ia huz solar o de lamparas (por cjemplo, lamparas de rubo tipo
«luz de dia») serd uniforme. regulable ¥ con juz difusa.

Temperatara v estado higrométrco
E} local se mantendra continuamente ¢n condicones termicas ¢ higrometricas agradables. Salvo

Crrcunstancias especiaies, se reconuenda una temperatura de 20-22 *C v unestado higromémico de 60 a
T8% de humedad refadva.

DESCRIPCION DE LAS CABINAS

Caracteristcas generales

L as cabmas se situaran en ¢ local una al lado de otra, seran idennicas entre s ¥ estaran separadas unas de
Rras por MmEmpaFas lo sufientemente witas ¥ anchas pars stz a los cazadores entre si, una vez
sentados. Se pusden construsr de cualquier matenal aproprado ¥ de faail hmpieza v conservaaon (por
eemplo: madera. cowra-chapade wunficado. paneles lamunados. etcetera’. St se utilizan pinturas,

estas deberan, despucs de secas, ser toxalmente modorss.

Los asmenros previstos ev cada abuna sevam commodes v de altura regulable.

Tambien hay que prever que oo cada una de effas of alumbrado sea individual, repulabie en direcaon ¢

Es muy recomendable que las czbenas esten proviszas de un pulsador comecrade 1 un disposiuve
lurmnose exerior Que permta of cxador comunicar 3 la persona gue ko anende desde ef extenor, sin
diserzer 2 fos demas. que b rerwunado o ensave. deses suevas muestras, carece de algan srensilio, ha
observado alguns wroamlarsdad, o desea dguna oformacen, oo

Bitaczon ¥ w i ron puedes oifne or o tesaloedes S e semsonad
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Las cabwmas serdn suficentemente amplias v confortables.
En general, se mantendran las siguientes dimensiones:
— ancho:
0.75 m {sin pila en la mesa},
.85 m {con pila en la mesa};
— fondo:
0,50 m {la mesa},
6,20 m exceso de la mampara;
— altura de las mamparas:
0,60 m minimo a partir de la mesa;
— alwra de la mesa:
$¢,75 metros.

Disposicié
ta superficie de la mesa ser de fici! limpieza.

Una parte de esta superficie debe reservarse para una pila dotada de agua corriente potable. Sin
embargo, si esto no es factible, se reservara este espacio para la colocacién de una cubeta, escupidera o
sumilar.

Cuando se deban mantener las muestras, mientras se realizala prueba a remperatura constante superior
o inferior al ambiente, conviene disponer de un equipo adecuado para tal fin {bafio Maria, placa
calefacrora, etc.).

También se puede instalar una repisa, 2 una altura aproximada del suelo de 1,10 metros, para colocar
en ella diferentes accesorios {vasos, material menudo, etc.}.

5t Ia disposicion de las cabinas en la sala lo permite, es conveniente instalar un dispositive para facilitar
la presentacion de las muestras. Este puede ser en forma de corredera {figura 1}, de torno vertical {figura
2} indicado para vasos o copas (recipientes altos), o de torno horizontal czando los recipientes en que se
sirven las muestras tienen poca altura { figura 3). Sencillamente, que posea hueco suficiente para el paso
de las bandejas ¥ copas que contengan las muestras a examinar.

LEOCALES COMPLEMENTARIOS

Si se dispone de espacio suficiente, conviene contar con locales separados para preparacion de muestras
{cocina experimental si se prevén ensayos culinarios u otros), estanterias para la colocacién de vasos o
utensilios y salas de reunién para las discusiones previas o posteriores a los ensavos. En estos casos
dichosiocaiasemamméra’nﬁm;xiosymningﬁncasopodra’nmoiesmreitmbaiodelosium,m Ia

sala de cata, con sus olores, ruidos, o con la conversacién de los remnidos.
Véase en la figura 4 un ejemplo de sala de cata e instalaciones complementanias.

Netz: Las condiciones descritas soa las idezles; pero si no fuese posible disponer de una instalacion semejante
mwmmdm&sm,}mmyospodﬁmﬁm&munlod que retna las
condiciones minireas descritas (hiz, remperatura, ruido, olores}, instalando cabinas méviles a partir de
clementos plegables de tal forma que permitan. como minimo aislar entre si a los caradores.
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DISPOSICION DE LA CABINA

Figora 1
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TORNO DE PRESENTACION DE LAS MUESTRAS

Figura 2
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TRAMPILLA DE PRESENTACION DE LAS MUESTRAS

Figura 3
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LABORATORIO DE ANALISIS SENSORIAL

Figura 4 — Ejemplo de sala de cata
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1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.2,

1.2.1.

ANEXO X

PRUEBA DE REFINACION

NEUTRALIZACION Y DECOLORACION DEL ACEITE DE OLIVA EN LABORATORIO

Neutralizacién del aceite

Eguipo

vaso de 300 mi de forma aira,
centrifuga con tubos de 160 ml,
vaso de 250 ml,

matraces de 100 ml,

ampolla de decantacion de 1 litro.

Reactivos

solucion acuosa de hidroxido de sodio al 12%,
solucién etandlica al 1 % de fenolftaleina,
hexano para analisis,

alcohol isepropilico puro para analisis.

Modo de operar

a}

b}

Aceites de acidez expresada en acido oleico inferior al 30%

Inroducir en un vaso de 300 mi de forma alta, 50 g de aceite bruto ¥ calentar a 65 °C al baiio
Maria. Agitar lentamente, y afiadir una cantdad de solucién de hidréxido de sodio al 12% que
corresponda a la acidez libre del aceite con un exceso del 5 %. Conanuar agitando durante cinco
minutos, manteniendo la temperatura a 65 °C.

Trasladar el total a2 unos tubos de centifuga de 100 ml, separar la masa jabonosa por
centrifugacion. Verter el aceite decantado en un vaso de 250 mi y lavar con 50-60 ml de agua
destilada hirviendo eliminando durante este proceso la capa acuosa con la ayuda de un sifén.
Repetir los lavados hasta eliminar completamente los restos de jabon residual {(desaparicién de la
coloracién rosa ¢n la fenoiftalena).

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

Aceites de acidez expresada en acido oleico superior al 30%

Introducir en una ampolia de decantacién de un litro, 50 g de aceite bruto, 200 ml de hexano,
100 mi de alcohol isopropilico y una cantdad de soludén de hidréxido de sodio al 12% que
corresponda a la aadez Libre del aceite, con un exceso del 0,3 % . Agitar enérgicamente durante un
minuto. Afiadir 100 ml de agua destilada, agitar de nuevo y dejar reposar.

Después de la separacién de las capas, dejar salir la capa inferior que contiene los jabones. Entre
ambas capas {aceitosa por enama y acuosa por debajo) se forma frecuentemente una capa
intermedia constitutda por mucilagos v sustancas insolubles que debera eliminarse igualmente
Proceder a continuacién al lavado de la solucién bexanica de aceite neutro conr porciones de
50-60 ml de una sohucién de alcohol isopropilico/ agua desulada 171 {v/v} hasta la desaparicion de
la coleraci6n rosa en fa fenolftaleina. Proceder a continuacion a la eliminacién completa del hexano
por destlacion en vado {por cjemplo, en el rotavapor}.

Decoloracién del aceite neutro

Equipo

matrar de 250 m! con 3 bocas que permitan la insercién de:

a} on termdmetro graduado en grados que permira hacer lecturas hasta 90 °C,

b) un agitador mecinico que gire a 250-300 vaeitas por minuto equipado para el funcionamiento
eu vado,

¢} wuwr ricor hada la bomba de vadio,

bomba de vacio, provista de un mandmetro, capaz de lograr presiones residuales de 15-30
milibares.
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ANEXO XIv

NOTAS COMPLEMENTARIAS 2, 3 Y 4 DEL CAPITULO 15 DE 1A NOMENCLATURA COMBINADA

1. «Nota ZA: Sélo se considerara “aceite de oliva”, para la aplicacion de los codigos NC 1509 y 1510, el aceite
que proceda exclusivamente del tratamiento de aceitunas, con exdlusion del acette de oliva
reesterificado y de cualquier mezcla de aceite de oliva con aceites de otra naturaleza.

La presencia de aceite de oliva reesterificado o de aceites de otra naturaleza se comprobara con los
métodos recogidos en los Anexos V, VI, IX, X y XIL. En el cuadro siguiente figuran las
caracrerisnicas analiticas del contenido de esteroles y acidos grasos comiun a todos los aceites de
oliva pertenecientes a los codigos NC 1509 y 1510.

Cuadro I: contenido de icidos en % Cuadro II: Contenido de esteroles en %
Acido miristico MO, Colesterol MO0,5
Addo linolénico M 0,9 Brasicasterol MO0.2
Acido araquidico M 0,7 Campesterol M40
Addo eicosinico M0,5 Estigmastero} < Campesterol
Acido behénico M0,3 B-sitosterol (1) m 93,0
Adde lignocérice MO5 A-7-estigmasterol M0,5

m = minimo.

M = maximo.

1) A-53.23-Estngmasterol + Colesterol + B-sitosterol + Sitostanol + A-5-Avenasterol + A-5-24-Estigmas-
tadienol.

Nota 2B: Se consideraran “aceites de oliva virgenes” los obtenidos a partr del fruto del olivo unicamente
por procedimientos mecinicos u owos procedimientos fisicos, en condiciones, sobre todo
térmicas, que no impliquen la alteracion del aceire, ¥ que no hayan sufrido tratamiento alguno
distinto del lavado, la decantacién, el centrifugado y el filtrado, con exclusion de los aceites
obtenidos mediante disolventes {codigo NC 1510) que se definen a continuacién en fos
puntos I v Ii.

I. Se considerara “aceite de oliva virgen lampante®, para la aplicacion del codigo NC
1509 10 10, cualquiera que sea su acidez, el aceire que presente las siguientes caracteristi-
cas:

a; un contenido de alcoholes alifiticos de 400 mg/kg como miximo;
b} un contenido de eritrodiol v uvaol del 4,5% como maximo;

¢} un contenmido de dcidos grasos saturados en la posicion 2 de los triglicéridos del 1,3%
COmo maxumo;

d} o una de las caracreristicas sigusentes:
— d1} un indice de perdxidos supcrior a 20 meq 027kg;

— d2} un contenido total de solventes halogenados volatiles superior 20,2 mg/kgv/eo
que alguro de ellos sea saperior 2 0.1 mg/kg;

— d3} un coeficiente de extincién K- superior 20,25 y, después de tratar ¢l aceite con
ahimina activada, no superior a 0,11. Algunos aceires con un contenido de
ﬁ&smﬁk&Mmh&od&m,wwﬂmaSﬂgp«mﬁ 100,
paeden tener, después de pasar sobre 12 ahimina activada, de acuerdo con el
método recogido en el Anexo XV, un coeficiente de extincion K270 superior a
0,11, Ea wad caso, despudés de neutralizarios y decolorarios en ¢l laboratorio,
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Notz 2C:

Neota 2D:

No&z ZE:

— un coeficiente de extinaidn Kss, inferior o wgual a 1,20,

— una varnaadn {AK! del coeficiente de extincién en un entorno de 270
nanometros supenio: a 0,01 e inferior o igual a 0.16;

siendo:

AK = K-0,5 (K,-; + K+

K, = coeficiente de extincién con la longitud de onda del vértice maximo
de la curva de absorcion en un entorno de 270 nm.

K-+ ¥ K, + 4 = coeficientes de extincion con longitudes de onda inferiores
y superiores en 4 nm a {a de K.

— d4} caracreristicas organolépricas con defectos que puedan percibirse con una
intensidad superior a la aceptable medida con una puntuacién inferior a 3,5 en
la caza.

L. Se considerara «aceite de oliva virgen», para la aplicacion del cédigo NC 1509 10 99, el
aceite de oliva que presente las siguientes caracteristicas:
2} una acider maxima, expresada en acido oleico, de 3.3 g por cada 100;
b} un indice de peroxidos de 20 meq 02/kg como maximo;
¢} un contenido de alcoholes alifaticos de 300 mg/ kg como maximo;

d} un contenido total de solventes halogenados volatiles que no exceda de 0.2 mg/kg, ¥
siempre que no exceda de 0.1 mg/kg en cada uno de ellos;

e} un coeficiente de exancion K,». de 0,250 como maximo v, después de tratar el aceite con
alumina activada, de 0,10 como maximo {1};

f} una variacion del coeficiente de extineion {AK) en la zona de 270 nandémetros de 0,010
€OMO MAaximo;

g} caracteristicas organolépticas con defectos que puedan percibirse con una intensidad
inferior a Ia aceptable medida con una puntuacién superior a 3.5 en la cata;

h} un contenido de entrodiol v uvaol del 4,5 % como maximo;

1} un contenido de acidos grasos sarurados en la posicion 2 de los tiglicéridos del 1,3 %
COmMo maximo.

Se incluird en el cédigo NC 1509 10 90 €] aceite de oliva obtenido por rratamiento de los aceites
de los codigos NC 1509 10 10 0 1509 10 99, incluso con adicién de aceite de oliva virgen, que
presente las siguientes caracteristicas:

a! una aadez maxima, expresada en aado oleico, de 3,3 g por cada 100;
b! un contenido de alcoholes alifaticos de 350 mg/kg como maximo;

¢} uncoeficiente de extincién Kz, superior 20,25 pero no a 1,20 y, después de pasar la muestra
de aceite sobre la alumina activada, superior 2 0,10

d} una vaniacion del coeficiente de extincon {AK ) en la zona de 270 nanémetros superiora 0,01
pero no a 0,16;

e} un comenido de eritrodiol v uvaol del 4,5 % como méximo;

»

un contemdo de dcidos grasos saturados en la posicon 2 de los miglicéridos del 1.5 % como

Se consideraran “aceires crudos” del codigo NC 1510 00 10 los aceites, principalmente los
aceites de onyo. que presenten las siguientes caracteristicas:

a} una acdez, expresada en acido olewco, superior 2 2 gr por cada 100;
b} un contemido de enitrodiol ¥ uvaol superior al 12%;

c} immm&m&mmutmaéQsazEWMZd&mghcmdodﬁ 1.8% como
ﬂm‘ m‘ -

Se considerarin aceites del codigo NC 1519 00 90 Jos aceites obtenidos por tratamiento de los
m&icé@}%ﬂIilﬁmlﬁ,mma&m&m&oﬁnww,q&m
pm%sméﬁnmmqmmmimmws!yﬁysﬁcmpnqucpmtmun
contenido de acdos grasos saturades en la posicion 2 de los migliceridos del 2% como
mdxieme. »

*} Coando of Kz sea superior 2 825 zmszmm&mmmwﬁrmmamﬂm:&ﬁ;‘m

deber: sobrepasar @ 1.
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2. «Notz 3: Se excluiran de los codigos NC 1522 00 31 y 1322 00 39:

a} los restduos procedentes del tratamiento de grasas que contengan acette cuvo indice de yvedo,
determinado por el método que fhgura en el Anexo XVI, sea inferior a2 70 o superior 2

100,

b} los residuos procedentes del tratamiento de grasas que contengan aceite cuvo mdice de vodo
este comprendido entre 70 v 100, pero en los que la superficie del pico correspondiente al
volumen de retencion de beta-sitosterol, determinada de acuerde con las disposiciones del
Anexo V del Reglamento mencionado en la nota complementaria 4 siguiente, represente menos
del $3 % de ia superficie total de los picos de los esteroles. .

3. «Nota 4: Los metodos de analisis para determinar las caractensncas de los productos contemplados
anteriormente son los previstos en ios Anexos del Reglamento {CEE: n® 2568/91.~.
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ANEXO XV

CONTENIDO EN ACEITE DE LOS ORUJOS DE ACEITUNA

Matenal

— aparato de extraccion apropiado tpo suxhiet, provisto de un matrar de 200 2 250 mi,

— bafio por calefaccion eléctrica (bafio de arena, bafio de agua, ewc.’ o placa calefacrora,

— balanzz analinca,

— estufa regulada 2 80 °C como miximo,

— estufa de calefaccion elécrrica provista de un dispesitivo de termorregulacion regulada 2 103 °C +
2 =C y que permita realizar una insufiacién de aire o una presion reducda,

— mmrador mecanico facl de limpiar v que permuta el tmturado del orujo sin calentamiento v sin
disminucion sensible de su contenido en agua v en acsits,

~ cartucho de extraccidén v algodon hidrofilo o papel filmo, exentos de productos extratbles por ef
hexano,

— desecador,

— criba con agujeros de ! mm de didmetro,

— piedra pémez en pequeos granos, previamente secada.
Reacove

s-hexane técnico cuve residuo em evaporacién completa debers ser inferior a 0,002 g para
100 mi.

MODO DE OPERAR

Preparacién de la muestra para ensayo

Triturar la mueszra para laboraronio, si fuera necesarie, en of tmiturador mecsnice, previamente bien
hEmpeo, para reduciria 2 particulas que puedan atravesar completamente la criba.

Unhzar apreamadamente una vigésima parte de la muoestra para completar la hmpicza del miturador,
tirar dicha mezcla, miturer el resto, recogerlo, mezclardo con cuidado v analizarlo sin demora.

Toma de muestra

Pesar inmediatamente despues del ormurade, alrededor de 10 g de la muestra para ensave con una
aprommacon de 8,01 g.

kodocar la toma de muestra en & cartacho ¥ tapario con ef tampon de algodén hidréflo. En caso de

Presecade

Cuande «f oruio esee muy himedo {contemdo ¢n agua v on matenas volinles supenor al 18% 1, efectuar
un presevado colecando durante un Dempe convemente of cartucho Heno (o of papel e hiroien s
estufa calentada a 8 “C come maxmo, para Bevar of comterado o8 agua v on matenas volatiles poe

debajo del 10%.
Prepacacidn det matraz

Pesar con aprommaciende | g of matraz gue cootenga | 3 2 granos de pwedra pomez, previamente
secade en I estmufa a 103 9C 2 230 v despeds mminado durante al menos una bora en o
desecwdor.

Colocar oo o sparate de exwraccion of carnache (o of paped Je filtro ) que comrenga la maestra. Verter en
of matraz ks cantidad secesanis de bevaso. Adogtar of mamrar o sparato de extracoon v colocario todo
sobre la placa calefacsors. Lievas b callefaciain 3 tad extado que o caodal de refluio sea 3 menos de tres

Despaés de caacro hotas de exoractade, desie sofraer . Qustar of carmacho def aparsto de extraccon v
colocade en uns cormenee de wrr pars drsnar B mavor parse del disolvente goe lo unpregna.
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¥aqar el carrucho en of microtnmrador v miturar n w“ como sz posible. Colocar dem
cuantitativamente 'z mezcla en ef carmcho v esta en of apararo de exzracoen.

Empezar de nueve la extracaion durante dos horas mas, unbrando of mesmo marrar conteniendo b

primera extracsion.
£a solucion obeenidz en & ma:raz.ﬁee‘(' acon debera ser lumprda. St so fuere as, Rlmraria sobre un
papef de filiro lavande varias veces ¢ primer matrar v of papel de fltro con hexano. Recoger el Glrrado v
el disolvente en un segundo mawraz previamente secade v tarado aproximadamente alm

Elminar en ef equipe de extracaon la mavor parte del dsolvenre. Eliminar los slimos restos de éste
calentando el matraz en la estufa 2 103 °C + 2 °C dursnre 20 mmuros. Facilizar dichs efiminacion, ¥a
sea msuflando aire de vez ¢a cuando o preferiblemente un gas inerte. o actuando bae una presson
reduada.

Dejar enfriar of matraz en un desecador durante af menos uns hora, ¥ pesaziv con una preassande | mg
aproximadamente.

La diferencia entre los resultados de estas dos pesadas debera ser infenor o igual a 10 mg, 5 no, calentar

de nuevo durante periodes de diez mmutos seguidos de enframento v pesada. hasza que Ia diferencia de
pese sea, a lo sume, de 10 mg. Selevcionar ke uitima pesada del marrae.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

a: El extracte expresado en peso ded prodiucto alb cual serd mual &
. HLY
S =m0 x
329

domde: §  es ¢f porcentaje en peso del exzracto def producte il caal,
m, s ¢f peso, en gramos, de fa muestra,
m, es el peso, on grames, def extracto sexo.
Tomar como resultado la media snutménca de las dos determinaciones, © las condicsoes de
repetinvidad se cumplen.
Expresar of resultado con un wio decamal,

%

By El exwracto s refaconara con b marersa secs snfizando b sigmense formuda-
196
§ % = <
x P e ZFASH SOBLE TETICTO SoCH

donde: S es of procentae of pese de oxoracye ded produsro 1ad cnad ver a0,
U es s comemdo o2 g2 » o materas volanles.

R sividad
La diferenaa entre los resaltados de s des detrrmwracwnes, siecrsada umelissesrone o

agm&msmm&hwsmSMummw&mimwsaig
de extracte de Bowune por cada 100 ¢ de maesra.

ER Ca56 CONanio, tepemi sobaw otras 9o Tormas O meestti. W osts ver 1y dierenca o% 3¢ nwew
das.
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ANEXO XY

DETERMINACION DEL INDICE DE YODO

OBIETO

{ 2 presenre sorma imternaconal espeafic merode pars iz dereremnacos del ;ndice de vodo de
gra.as ¥ scemes anumales ¥ wegetales, em

HESING TXROMITIATOS. grasas.

BEFINIKCFIN

A fos Bnes de 1z presemie norma wrermoonal, se aphicars lx defimton ugumente:

Indice de yodo: o peso de vodo sbsorbudo por o muestrz en I condoenes de mabao que s
especifican en la presenic norma mernacional.

El indice de vode s& expresa en gramos de vade por 198 gr de muestra.

PRENCIPWO

Dsolucion de ls muestra problema v adicon de reactive de Wis. Una vez ranscurndo of nempo gue se
sspectiica., adicde de solucon acuoss de vodure potasice v valoracon del vode hiberado con wolucon
de nosaifare sodco.

REACTIVOS

Todos los reacnvos sevan de cahdad analinca reconecda.

Yodure potasie, + lucén de 100 gL, exemre de vodmos o de vode hibre,

Mezular ¥ g de amdon soluble con 30 sl e agua. afadir esta mezcia 2 1 008 mi de agua en chullicion,
mervir durante 3 minutos v detar enfraar.

Sefucion volumemca patron de nosaifate sodio.
Erselvente, preparade merchnde volimenes wuales de aclobexane v soido actuco.

&%&&3’#@ ‘32‘ & o ST QK B O EOTURY & “E&%} o0 zﬁ&i’? L. M 3&3»“ TXALZ TTACTIVD éﬂt W."*-S
SOImETLGiE ﬁ@i-

Nota: B meacnive compene Fg de KT, + F 3 de §ew dodo sottxs

MATERIAL

Matersd ordinanie de biborstore v, o8 portwuler, b Shente

Navewilas de videw, apropudas pars 2 arorwra probiesss v que puedian oroducirse on bs magaces
RN

Magraces srienmeyer die 308 mi de capeadad s bovs cumeniada, provetos de sus correspondientes
siposes de widoo ¥ perfrctarmenss seces.

PREPARACION DE LA MUESTRA QUE DEBERA ANMLIZARSE.

£f pese e ia muestrs sara o Raen del mmdive de rode preesze, corpo s wabics oo o cuadre 1.
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Cugdro 1

Indice de vodo previsto ‘ Peso de iz muestra problema
menos de § 300g
5— 20 1.00g
21— 30 Gag
51—100 020¢g
101—150 Di3g
151—200 0.10¢

Pesar Iz muestra problema con preasion de 0.1 mg en una navealls capsula de pesadas de vidrio

5.1

Imtroduar Iz muestra problema en un marraz de 500 mi £5.2). Anadir 20 mi del disolvente {4.4) para
disolver la grasa. Agregar exactamente 25 m! del reactivo de Wiis (4.5}, tapar el matraz, agitar ef
contenmido y colocar el matraz al abrigo de Ia luz. No debers utilizarse la boca para pipetear el reactivo
de Wis.

Preparar del mismo modo un ensavo en blanco con ef disolvente v e reactivo, pero sin la muestra

problema.

Para las meestras con un indice de yodo inferior 2 150, mantener los matraces en 1a 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 transcarrido el nempo correspondiente, agregar a cada uno de los marraces 20 mi de solucion
de voduro potasico (4.1} y 150 mi de agua.

Valorar con Ia disolucion de nosalfato sédico (4.3} hasta que haya desaparecido casi rotalmente el
color amarillo producide por el vodo. Adadir unas gotas de engrudo de almidon (4.2} v continuar la
valoracén hasta ¢l momento preciso en que desaparezez el color azul después de una agitacion muy

Notz: Se permute la determinacién potenciometrica del punto final.

Némero de determmaciones

Efecruar 2 determinaciones de fa muestra problema.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El indice de yode se expresa del siguiente modo:

1289 iV, -V,
P

€ valor numérico de ks concentracion exacta. expresada en moles por litro, de Ia solucion volumétrica
parrén de vosulfare sodice (4.3 unlizada;

V.:valor numérico ded volumen, expresado en mililieros, de la solucidn de dosulfato sadico 4.3
utiizada para of ensayo en blanca;

Vrvalor muménce del volomen, expresado en milifitros. de Iz solucidn de Biosulfara sadico (4.3
unfizada pars ks determinacida: ;

g valor aumeérico def peso, expresado on gramos., de Ia muestra problema (T35

&mﬁmmﬁmﬁahm&m&%d&mmmwgmmp&d




