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grado de probabilidad la presencia del CV. En caso de duda, deberd
verificarse la totalidad del espectro de masa.

1.5.3 Repetibilidad: La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones 1.4.4 paralelas, efectuadas de forma simultdnea o en
ripida sucesion sobre la misma muestra por el mismo analista v en las
mismas condiciones, no deberd superar los 0,003 miligramos de CV por
kilogramo de preducto alimentario.

1.6  Referencias.~Directiva de la Comisién de 29 de abril de 1981
(81/432/CEE). «Diario Oficial de las Comunidades Europeas» nimero
L 167/6, de 24 de junio de 1981.

CORDEN de 3! de enero de 1989 por la que se aprueban los
métodos oficiales de andlisis de aceites y grasas (dcido
ericica).

Por Ordenes de 31 de enero de 1977 («Boletin Oficial del Estadon de
los dias 17 a 27 de julio); 31 de julio de 1979 («Boletin Oficial del
Estadow de los dias 29 a 30 de agosto); 17 de septiembre de 1981
{«Boletin Oficial del Estado» de 14 de octubre); 1 de diciembre de 1981
{«Boletin Oficial del Estado» de 20 de enero de 1982), y 9 de octubre de
1985 («Boletin Oficial del Estado» de 15 de noviembre), se establecieron
diversos métodos oficiales de analisis de aceites y grasas.

La situacion motivada por nuestra entrada en la Comunidad
Econdmica Europea hace necesario armonizar nuestra legislacion con la
correspondiente comunitaria, especialmente con lo dispuesto en la
Directiva de la Comisién 80/8%1/CEE, de 25 de julio («Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» nimerc L 254, de 27 de septiembre),
relativa al método de andlisis comunitario para la determinacién del
contenido en dcido ericico en los aceites y grasas destinados como tales
a |a alimentacion humana, v en los productos alimenticios que conten-
gan aceiles o grasas afiadidos. Esta uniformidad de criterios bastaria por
si sola para conferir el cardcter de bdsica a [a presente norma.

Al mismo tiempo la presente Orden pretende dar cumplimiento a las
exigencias requeridas por el Tribunal Constitucional en el sentido de qué
normas y qué preceptos concretos de las mismas relinen aquellas
caracteristicas que las confieran el cardcter de normas bisicas,

En este sentido, «la determinacién, con caricter general, de los
requisitos sanitarios de las reglamentaciones técnico-sanitarias de los
alimentos, servicios o productos, directa o indirectamente relacionados
con el uso vy consumo humanos» corresponde a la Administracion del
Estado, en virtud de lo dispuesto en el articulo 40.2 de 1a Ley 14/1986,
de 235 de abril, General de Sanidad («Boletin Oficial del Estado» del 29).

Por su parte, el articulo 4.1.g) de la Ley 26/1984, de 19 de julio,
General para la Defensa de los Consumidores y Usuarios {«Boletin
Oficial del Estado» del 24), establece como parte integrante de aquellas
reglamentaciones técnico-sanitarias, entre otros extremos, «los métodos
oficiales de andlisis, toma de muestras, control de calidad e inspeccién»,
de los productos citados. Y el articulo 39.1 de la misma Ley establece,
entre otras cosas, que «corresponderd a la Administracién det Estado
claborar y aprobar ... las reglamentaciones técnico-sanitarias ..».

De estos preceptos, tomados conjuntamente, parece deducirse un
apoyo legal suficiente para que el Estado regule los métodos oficiales de
andlisis otorgindoles el cardcter de norma bdsica.

No obstante y, con independencia de los citados preceptos con'rango
de ley formal, el conjunto de la jurisprudencia sentada por ¢l propio
Tribunal Constitucional relativa, entre otros extremos, a los principios
de «unidad de mercadon, «a las condiciones bdsicas que garanticen la
igualdad de todos los espaiioles», y, en particular, en su «derecho a [a
salud», o a [a «libre circulacién de bienes en todo el territorio espafiol»,
se considera que constituye un apoyo legal adn mads firmme, si se piensa
que la sancidén de unos métodos unicos y uniformes, que sirvan de pauta
aplicable al andlisis de los productos alimenticios y a los indirectamente
relacionados con ellos por parte de todas las Administraciones Piiblicas,
en todo el territorio nacional v que, al mismo tiempo, permita
homologar los resultados obtenidos con el resto de los paises comunita-
rtos, debe reservarse al Estado como competencia exclusiva.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Economia y Hacienda,
de Industria y Energia, de Agricultura, Pesca vy Alimentacicn y de
Sanidad y Consumo, previo informe preceptivo de la Comisién Intermi-
nisterial para la Ordenacién Alimentaria y oidos los representantes de
los sectores afectados,

Este Ministerio de Relaciones con las Cortes y de la Secretaria del
Gobierno dispone:

Articulo 1.° Se aprueba el método oficial de andlisis de aceites v
grasas (icido emicico) que se cita en el anejo a la presente Orden.

Art. 2° Cuando no existan métodos oficiales para determinados
analisis y hasta tanto los mismos sean aprobados por el drgano
competente y previamente informados favorablemente por la Comisién
Interministerial para la Ordenacion Alimentaria, podrdn ser utilizados
los aprobados por los Organismos nacionales o internacionales de
reconocida solvencia,
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DISPOSICION ADICIONAL

Lo dispuesto en la presente Orden por la que se aprueban lo
métodos oficiales de andlisis de aceites y grasas (icido ericico), s
considera norma badsica en virtud de lo establecido en el articu
lo 149.1.1.* y 16 de la Constitucién Espafiola.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas cuantas disposiciones de igual o inferior rango s
opongan a lo establecido en la presente Orden.

Madrid, 31 de enero de 1989.
ZAPATERO GOMEZ

Excmos. Sres. Ministros de Economia y Hacienda, de Industria y
Ici:nergxa, de Agricultura, Pesca y Alimentacién y de Sanidd 3
OnSUMo. -

ANEJO

59. Acmpo ERUCICO

59.1 Principio.-Separacion de los ésteres metilicos de los dcidos
grasos por cromatografia en la capa fina con nitrato de plata 3
determinacion cuantitativa de los ésteres asi separados por cromatogra-
fia en fase gaseosa. .

Este método permite determinar el contenido en dcido enicico de:

a) Los aceites y grasas que contengan icido cetoleico (isomero cit
del acido docosenoico, que se encuentra en los aceites de pescado).
Los aceites y grasas hidrogenadas que contengan isémeros Cis }
trans del 4cido docosenoico.

59.2  Material y aparatos:

59.2.1 Balanza analitica con una precisién de 0,1 miligramos.
59.2.2 Equipo de cromatografia en capa fina que incluya:

59.2.2.1 Cubetas de desarrollo.

59.2.2.2 Placas de vidrio de 20 x 20 centimetros.

59.2.2.3 Aplicador para depositar las soluciones en forma de banda
estrecha o de finea sobre placas TLC.

59.2.3 Unidad de congelacién capaz de mantener la cubeta de
desarrollo y su contenido a una temperatura entre -20°C y =25 °C.

59.2.4 Lampara de rayos UV,

59.2.5 Columnas de vidrio de 200 milimetros de largo y 10
milimetros de didmetro interno, provistas de filtros de lana de vidrio o
vidrio calcinado, o bien pequefios embudos provistos de filtros de vidrio
calcinado. ‘

59.2.6 Aparato de cromatografia de gases acoplado a un integrador
electrénico, tal como se describe en el punto 2 del apartado A.

59.3  Reactivos:

59.3.1 Agua destilada o desmineralizada de pureza equivalente.

59.13.2  Eter etilico recién destilado exento de perdxidos.

59.3.3 n-Hexano, reactivo para anilisis.

59.3.4 Gel de silice G para cromatografia en capa fina.

59.3.5 Gel de silice para cromatografia en columna.

59.3.6 Solucién de mitrato de plata de 200 g/1. Disolver 24 gramos
de nitrato de plata en agua y lfevar el volumen a 120 miiilitros con agua.

59.3.7 Solucién de erucato de metilo de 5 mg/ml. Disolver 50
miligramos de erucato de metilo de algunos mililitros de n-Hexano y
llevar el volumen a 10 mililitros con n-Hexano.

5938 Solucion pairdn interno de tetracosaonato de metilo de 0,25
miligramos/mililitros. Disclver 23 miligramos de tetracosaonato de
metilo en algunos mililitros de n-Hexano y Hevar a 100 mililitros con
n-Hexano. .

59.3.9 Liquido de desarrollo: Tolueno y n-Hexano 9:1 (v/v).

59.3.10 Solucién de 2,7-diclorofluoresceno de 0,5 g/litro. Disolver
calentando y agitando 30 miligramos de 2,7-diclorofluoresceno en 100
mililitros de una solucién metanol-agua 1:1 (v/v),

59.4 Procedimiento:

39.4.1 Preparacidn de la muestra. La muestra deberd ser homoge-
neizada antes del andlisis. La muestra asi preparada debera conservarse
siempre en un recipiente hermético.

59.4.2 Preparacion de los ésteres metilicos de los dcidos grasos.
Tomar una muestra de unos 400 miligramos de la grasa o aceite y
preparar una solucion que conienga entre 20 y 50 miligramos/mililitro
de ésteres metilicos en n-Hexano, siguiendo e! método expuesto en el
apartado B.
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59.4.3 Cromatografia en capa fina:

59.4.3.1 Preparacion de las placas: Colocar 60 gramos de gel de
w silice (59.3.4) en un matraz de fondo redondo de 50 mililitros de
7 capacidad. Anadir 120 mililitros de solucién de nitrato de plata (59.3.6)
¥ agitar durante un minuto para obtener una pasta homogénea. Extender
¢ésta de la manera habitual sobre las placas y ajustar el es; r de la capa
a 0,5 milimetros. Dicha cantidad de pasta serd suficiente para la
preparacién de cinco placas de 20 x 20 centimetros. Secar parcialmente
las placas al aire en la oscuridad durante treinta minutos y a continua-
: ¢ion secarlas completamente y activarlas en un hormo a 100 °C durante
dos horas treinta minutos.

Las placas deberan utilizarse en cuante sea posible tras la fase de
activacion, o bien guardarse cuidadosamente al.abrigo de la luz v
reactivindolas antes de volverlas a utilizar, Antes de hacer uso de ellas,
trazar surcos a través del subtrato a 10 milimetros de los lados y de Ia
parte superior de cada placa, a fin de disminuir los efectos marginales

. . durante el desarrollo (ver nota 2).

59.4.3.2 Aplicacién de los ésteres metilicos. Con ayuda del aplica-
dor (59.2.2.3) depositar 50 pl de la solucién de ésteres metilicos
preparada a partir de la muestra, sobre una fina linea de unos 50
milimetros de largo, a 40 milimetros como minimo de los lados y a 10
milimetros de la parte inferior de la placa. Aplicar de la misma manera
100 pl de una solucion que contenga voliimenes iguales de la solucién
de ésteres metilicos y de la solucién de erucato de metilo (59.3.7). Tras
1a aplicacion de los ésteres metilicos {ver nota 3}, colocar la placa en una
cubeta con éter dietilico hasta que suba ¢l frente de desarrollo a unos 5
milimetros por encima de la zona de aplicacion. Dicha operacion
concentraré los ésteres metilicos en una banda estrecha.

59.4.3.3 Desarrollo de las placas. Colocar la cubeta conteniendo el
liquido (59.3.9) en la unidad de congelacion (59.2.3) que se halla a
-25 °C aproximadamente (podré resultar itil proteger la cubeta de la luz
con algin tipo de revestimiento). Transcurridas dos horas, colocar la
placa en la cubeta con precaucién y dejar subir el disolvente hasta que
alcance una zona situada entre la mitad y los dos tercios de la altura de
la placa. Retirar ésta y evaporar lentamente el disolvente con ayuda de
una corriente de nitrdgeno. Volver a colocar la placa en la cubeta y dejar
que el disolvente alcance la parte superior de la placa. Retirar ésta v
secarla de nuevo con la commiente de nitrdgeno, revelandela a continua-
cién con la solucién de 2,7-diclorofluoresceina (59.3.10) v examinar a la
luz U.V. Se podra localizar la banda de erucato de metilo presente en
la muestra por referencia a [a banda mds intensa de la muestra a la cual
se ha anadido el erucato de metilo (ver figura).

59.4.3.4 Separacion de las fracciones de ésteres metilicos. Raspar
cuantitativamente la banda de erucato de metilo procedente de la
muestra ¥ pasarla a un recipiente de 59 mulilitros de capacidad {ver nota
7 y figura). Raspar cuantitativamente las bandas que se encuentran por
encima y la que se encuentra inmediatamente por debajo de la banda de
erucato de metilo ¥ que contienen las demas fracciones de ésteres
metilicos de dcidos grasos y pasarlas a otro recipiente de 50 mijlilitros.
En cada uno de los dos recipientes verter 1,0 mililitros de la solucidn
patron de tetracasaonato de metilo (59.3.8) v 10 mililitros de éter
dietilico {§9.3.2). Agitar y transferir separadamente el contenido de los
reciptentes a las correspondientes columnas o embudos (59.2.5), que
contendran aproximadamente 1 gramo de gel de silice (59.3.5). A
continuacién extraer 3 6 4 veces los ésteres con ayuda de 10 mililitros
de éter dietilico. Recoger el producto eluido o filtrado si es con embudo,
en pequeftos matraces. Tras haber evaporado una parte det disolvente
con corriente de nitrégeno, transferir los ésteres metilicos a matraces en
forma de corazon. Evaporar el resto de] disolvente con corriente de
nitrégeno, de manera que los ésteres metilicos se concentren en ¢l fondo.
Disolver los ésteres metilicos en 25 a 50 pl de n-Hexano (59.3.3).

59.4.4 Cromatografia gas-liquido:

59.4.4.1 Seguir la metddica descrita en el apartado I e inyectar de
1 a 2 pl de las soluciones de ésteres metilicos obtenidos a partir de: a)
La fraccién que contiene ¢l erucato de metilo, y b) las fracciones que
contienen el resto de los ésteres metilicos.

59. Las dreas de los picos suministrados al integrador elecirs-
nico son las siguientes:

a) A partir del cromatograma de la fraccién que contiene el erucato
de metilo:

i) Erucato de metilo (E).

2) Patrén interno (Ly).

3) Areas totales de los picos de los ésteres metilicos, excepuando
el patron interno (EF).

b} A partir del cromatograma de la iraccién que contiene el resto
de los ésteres metilicos:

1} Areas totales de los picos, exceptuando el patrén interno (RF).
2} Patrén interno (Lp).

59.5 Expresion de resultados:
59.5.1 Formula y método de cilculo:

59.5.1.1 El contenido en 4cido enicico de la muestra, expresado en
porcentaje de éster metilico de los ésteres metilicos totales, viene dado -~
por la formula siguiente:

E

L ( EF RF )
1 +

L L
en donde E, EF, RF, L, vy L, son las dreas de los picos definidos en
{59.4.4,2), corregidas, si fuera necesario, por factores de calibracién, El
contenido de erucato de metilo obtenide mediante esta férmula es

equivalente al contenido de 4cido ericico expresado en porcentaje del
contenido total en dcidos grasos,

x 100

59.5.1.2 Si el drea de los picos estd expresada en tanto por ciento,
calcular como sigue los valores EF y RF:

EF = 100-L,.
RF = 100 ~ L,.

59.5.1.3 El modo de cdlculo (59.5.1.1) supone que el contenido de
dcido tetracosanoico de la muesira es despreciable; cuando esto no sea
asi, el valor del contenido del 4cido tetracosanoice (L,} obtenido del
cromatograma de las fracciones que contienen los otros ésteres metili-
cos, se puede reducir a:
T,P,;

L,-T,6T,= °

en donde:

T, Area del pico del éster metilico del 4cido tetracosanoico
proveniente de la muestra, que constituye una parte de la superficie del
pico atribuido al patrén intemo del cromatograma de la fraccidn
restante de ésteres metilicos. . .

P,: Area del pico del éster metilico de! acido palmitico obtenido del

. cromatograma de fa fraccién restante.

T.: Area del pico del éster metilico del dcido tetracosanoico obtenido
del cromatograma de los ésteres metilicos de los dcidos grasos totales,
determinados segn et métedo descrito en el apartado A. .

P.: Area del pico del éster metilico del dcido palmitico obtenido del
cromatograma de los ésteres metilicos de los dcidos grasos totales,
determinada segin el método descrito en el apartado A.

59.5.1.4 Origen de la formula: El contenido en édcido graso de la
fraccion que contenga el erucato de metilo, expresado en porcentaje del
contenido total de acidos grasos en la muestra, vendrd dada por:

EF
L, E
——x 100 o] x 100
EF RF L. {EE RF
+ 1 L + L2
L L '

El contenido en dcido enicico de la fraccion que contenga el erucato
de metilo vendrd dada por:

E

EF

De donde resulta que el contenido en dcido enicico de 1z muestra,
expresado en porcentaje del contenido total de acidos grasos, vendrd
dado por:

"EF E E
x x 100 &
L EF RF EF L EF RF
+
: L L,

"
L L,

59.5.1.5 Repetibilidad: La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones paralelas efectuadas simultineamente en las mismas
condiciones por e! mismo analista sobre la misma muestra no deberd
superar, en valor relativo, el 10 por 100 del resultado obtenido v, en
valor absoluto, 0,5 gramos por 100 gramos de muestra tomando ¢l valor
més elevado (ver notas 4, 5 y 6).

x E00

Notas:

1. El peso de la muesira presentada al laboratorio para su andlisis
deberd ser normalmente de 30 gramos, a menos que sea necesaria una
cantidad mayor. )

2. Laactivacion a 110°C durante una hora podré resultar satisfacto-
ria a condicién de que las placas no estén ennegrecidas.
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3. Sise deseara podrin aplicarse sobre la placa 50 ul de solucién de
erucato de metilo, a fin de ayudar a su identificacion tras ¢l desarrollo
(ver figura). ) ]

4. Resultados. El resultado, que se indicard en el informe del
analista, serd el valor medio obtenido, como minimo, a partir de dos
determinaciones cuya repetibilidad sea satisfactoria.

5. Cilculo del porcentaje. Salvo disposicién especial, los resultados

se expresardn en porcentaje (m/m) de los 4cidos grasos totales en la
muestra en ¢l estado en que ésta hubiese Hegado al laboratorio.
6. Nuamero de cifras significativas. El resultado no deberd incluir
mds cifras significativas de las que permita la precision del método.
fraccién indicada como erucato de metilo contendrd normal-
mente ésteres metilicos de otros 4cidos monoenoicos, pero deberd estar

exenta de cetoleato de metilo.

FiGura

Tipico ejempio de cromatograma sobre capa delgada que muestra la separacién de
los ésteres metilicos del dcido enicico, del 4cido cetoleico y de los isdmeros trans
del dcido docosenoico

Hll

Estercs metilicos de 4cidos grasos saturados.

Isémeros trans.

Erucato de metilo, d
Cetoleato de metilo. 5
Otros monoenos.

Dienos y poliencs.

-~

i

had ol

Apartado A

CROMATOGRAFIA EN FASE GASEOSA DE LOS ESTERES METILICOS
DE ACIDOS GRASOS *

1. Préambulo.-El presente apartado tiene por objeto dar las lineas
directrices bdsicas para la determinacidn por cromatografia en fase
gaseosa de la composicién cualitativa y cuantitativa de una mezcla de
ésteres metilicos de dcidos grasos obtenida segin ¢l apartado B. Los
acidos grasos polimerizados no son analizables por esie método.

Las indicaciones aportadas se refieren a los equipos normales de
cromatografia en fase gaseosa con columna de relleno y detector de
ioiizacién de lUama (nota 1).

2. Material:

2.1 Aparato de cromatografia en fase gascosa: Cualquier equipo
que pormita alcanzar el grado de eficacia y la resolucion tal como se
definen en el punto 4.2.1 es vilido.

2.1.1 Dispositivo de inyeccidn: El dispositive de inyeccion debera
tener ¢l volumen muerto mas pequeno posible. Salvo imposibilidad
materiz], se le llevard a una temperatura superior en 25 a2 50°C a la de-
1a columna.

2.1.2 Homo: El horno debera ser capaz de llevar las columnas a
una temperatura de al menos 220°C y de mantener la temperatura
[ ida con precisién de 1 °C. )

n caso de utilizacién de temperaturas programadas, se aconseja
escoger un aparato de doble columna.

2.1.3 Cclumna:

2.1.3.1 Tubo:

Tubo de material inerte respecto a las materias que deban analizarse:
Cristal o, en su defecto, acero inoxidable {nota 2).

Longitud: De 1 a 3 metros. Se utilizard una columna relativamente
corta en ios casos en que estén presentes los dcidos grasos de cadena
larga (> Cjp).

Muestra.
Erucato de metilo.
Muestra + erucato de metilo.

o [ ey ———— i
= <
- ———m— B R e -
1 2 3

En los casos de determinacion de los dcidos en C4 y Cs, se
recomienda utilizar una cclumna de 2 metros.
Didmetro interior: De 2 a 4 milimetros.

. 2.1.3.2 Relleno:

Soporte: Tierra de diatomeas lavada con dcido y silanizada, o
cualquier otro soporte inerte que sea conveniente, con un estrecho
intervalo de granulometria (25 um entre 125 y 200 pm), estando ligado
el valor medio al didmetro interior y a la longitud de la columna.

Fase estacionaria: Fase polar de tipo poliéster (por ejemplo polisucci-
nato de dietilenoglicol, polisuccinato de butanediol, poliadipato de
etilenoglicol, etc.) o cualquier otra fase que responda a las exigencias
citadas a continuacidn (por ejemplo, cianosiliconas, etc.). El coeficiente
de impregnacién estard comprendido entre el 5 y el 20 por 100, para
determinadas separaciones podrdn utilizarse fases apolares.

2.1.3.3 Acondicionamiento: Después de haber desconectado, si
fuera posible, la columna del detector, poner el horno del aparato a 10°C
por encima de la temperatura de trabzjo y mantener la columna que
acabe de ser preparadz bajo una corriente de gas inerte de 20 a 60 _
mililitros/minuto durante al menos dieciséis horas a dicha temperatura
y después durante dos horas a 195 °C.

2.1.4 Detector: El detector debers, preferentemente, ser adecuado
para llegar a una temperatura superior a la de la columna. -

Los detalles operatorios dados a continuacion se refieren al empleo
de un detector de ionizacién de llama (nota 1).

4 21.2 Jeringa: Jeringa de 10 pl como mdximo, dividida en décimas
e ul
2.3 Aparato registrador: Cuando se utilice la curva registrada para
calcular la composicién de la mezcla analizada, ¢l aparato registrador
deberd ser un aparato electronico de gran precisién compatible con el
equipo utilizado:

Velocidad de respuesta inferior a 1,5 segundos, preferentemente a !
segundo (la velocidad de respuesta es el tiempo necesario para que la
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» pluma del aparato registrador vaya del O al 90 por 100 al producirse la
introduccién momentidnea de una senal del 100 por 100,

Anchura del papel: 25 centimetros como minimo.

Velocidad del papel: 25 a 150 centimetros/hora.

2.4 Integrador o calculador (opcional): El empleo de un integrador
electrénico o de un calculador permite un caleulo rapido y preciso. Este
cdlculo deberd suministrar una respuesta lineal, tener una sensibilidad
suficiente y la correccidn de la desviacion de la linea de base deberd ser
satisfactona.

3. Reactivos:
‘ Gas portador: Gas inerte (nitrégeno, helio, argén, etc.) muy bien
desecado y conteniendo menos de 10 ppm de oxigeno.

: Gases auxiliares: Hidrégeno al 99,9 por 100 como minimo que no
contenga productos orgdnicos, aire y oxigeno que no contenga productos
organicos.

Productos patron: Mezcla de ésteres metilicos o ésteres metilicos de
un aceite de composicién conocida, a ser posible parecida a la de los
cuerpos grasos que deban analizarse.

4, Método operatorio:
4.1 Reglaje del aparato:

4.1.1 Determinacion de las condiciones éptimas de trabajo: Para
escoger las condiciones de trabajo, deberin tenerse en cuenta las
siguientes variables:

Longitud y didmetro de la columna.
Naturaleza y cantidad de la fase estacionaria.
Temperatura de la columna.

Caudal del gas portador.

Resolucion deseada.

Concentracién de la muestra.

Puracion del anilisis.

La importancia de la cantidad de muestra serd escogida de forma tal
que ¢l conjunto detector-electrémeltro suministre una respuesta lineal.

En general, los siguientes valores serdn los que den los resultados
deseados, a saber, numero de platos tedricos para el estearato de metilo
al menos igual a 2.000 y elucién de éste en aproximadamente quince
minutos:

Diametro interior de la columna Velocidad del gas poriador -

2 milimetros
3 milimetros
4 milimetros

15-25 mililitros/minuto
20-40 mililitros/minuto
40-60 mililitros/minuto

Concentracion de ia fase estacionariz Temperaturs
5 por 100 175°C
10 por 100 180°C
15 por 100 185°C
20 por 100 185°C

Cuando el aparato lo permita, estard el inyector a una temperatura
cercana a los 200 °C y el detector a una temperatura igual o superior a
la de la columna.

El caudal de hidrégeno del detector de ionizacién de llama es, en
general, de cerca de la mitad del gas portador v el de oxigeno es de 5 a
10 veces el del hidrégeno. ]

4.1.2 Determinacién de la eficacia y de la resolucion:

Efectuar el andlisis de una mezcla de estearato y de oleato de metilo
en proporciones sensiblemente equivalentes (por ejemnplo, ésteres metili-
¢os de manteca de cacac). La imporiancia de ia concentracion de
muestra, la temperatura de la columna y el caudal del gas portador se
escogeran de manera que el miaximo del pico de estearato de metilo se
registre alrededor de quince minutos después del pico del disclvente y
que dicho pico cotresponda aproximadamente a los tres cuartos de la
escala total.

Calcular ¢l mimero de platos tedricos n {eficaciz) mediante la

formula: 4R, \2
=16 ( ! )
wl

vy la resolucién R por la formula:

ZA
wl + w2

R«

donde:
dR, es la distancia de retencién en milimetros medida a partir de la
introduccion hasta ¢l maximo relativo del pico de estearato de metilo,

@] vy w2 son las anchuras en milimetros de los picos del estearato y
del oleato de metilo medidas entre los puntos de inflexién de la curva,

A es la distancia entre los mdximos relativos de los picos del
estearato vy del cleato de metilo.

Plem dal sierrezts

<z,

Las condiciones de operacion que se tomardn en consideracion serdn

las que den un numero de platos tedricos para el estearato de metilo al

menos igual a 2.000 v una resolucion de al menos 1,25. Deberdn,

ademds, ser tales que el dcido linolénico (Cz.5) sea separado de los
dcidos ardquico (Cypg) ¥ gacoleico (Cyg,)

4.2 Anilisis: El volumen de muestra serd de 0,1 a 2 pl de la
solucién heptanica de los ésteres metilicos obtenida en el apartado B.
En los casos de ésteres exentos de disolventes, hacer una solucién al 10
por 100 aproximadamente en heplano e inyectar de 0,1 a | gl de ésta.

Para la bisqueda de componentes presentes en trazas, esta toma de
muestras podrd aumentarse hasta 10 veces; en los casos habituales, las
condiciones de operacion serdn las determinadas en el punto 4.1.1. Sin
embargo, serd posible operar con una temperatura de columna mas baja
en el caso en que sea necesario dosificar dcidos grasos inferiores a C,,
0 mds elevada en ¢l caso en que fuera necesario dosificar dcidos grasos
superiores a Cyg.

En su caso, es posible operar a una temperatura programada en los
dos casos precedentes. Por ejemplo, si la muestra contuviera ésteres
metilicos de dcidos grasos de menos de 12 dtomos de carbono, inyectar
la muestra a 100 °C (o a 50-60 °C si el 4acido butirico estuviera presente)
y programar inmediatamente a 4-8 °C/minuto hasta la temperatura
dptima. .

En determinados casos, podrin combinarse los dos procedimientos:
Después del periodo de programacion de temperatura, continuar la
elucidn a temperatura conpstante hasta la elucién de todos los constitu-
yentes. Si el aparato no pudiera trabajar a temperatura programada,
operar a dos temperaturas fijadas entre $00 y 195 °C.

Si fuera necesario, se recomienda hacer un andlisis sobre dos fases
fijas de polaridades diferentes para comprobar la ausencia de picos
ocultos, por gjemplo para los acettes de pescade o en el caso de la
presencia simultdnea de C;; y Cyop v de Cjg4 ¥ de Cy;.5 conjugados.

5. Expresicn de los resultados:

5.1 Analisis cualitativo: En condiciones de operacion idénticas a las
del ensayo. analizar la mezcla testigo, de composicién conocida, v
determinar las distancias de retencién (o los tiempos de retencidn) para
los dcidos grasos constitutivos. Trazar las curvas que den el logaritmo
de la distancia de retencién (o del tiempo de retencién) en funcion del
numero de dtomos de carbono; en condiciones isotermas v para los
ésteres de cadena recta y un indice de insaturacion fijado, dichas curvas
trazadas sobre papel semilogaritmico deberdn ser rectas notablemente
paralelas.

Para la prueba, identificar los picos remitiéndose a dichas rectas, si
fuera necesario interpolando.

Deberan evitarse las condiciones operativas en las que existan «picos
ocultos», o sea, que dos constituyentes no puedan distinguirse como
consecuencia de una resolucién insuficiente.

5.2 Analisis cuantitativo:

5.2.1 Determinacion de la composicidn:

Utilizar el método de normalizacion interna (salvo excepciones), o
sea, admitir que la totalidad de los constituyentes presentes en la
muestra estd representada sobre el cromatograma, y por tanto que la
suma de las dreas de los picos representa un 100 por 100 de los
constituyentes (elucion total).

Si el equipo incluye un integrador, utilizar las cifras suministradas
por él. En caso contrario, determinar el drea de cada pico por
triangulacion multiplicando la altura de éste por su anchura a media
altura, considerando, si fuera necesario, las diversas atenuaciones
utilizadas en el curso del registro.

5.2.1.1 Caso general: A falta de constituyentes importanies inferio-
res a Gy, calcular el contenido en constituvente, expresado en porcentaje
en ésieres metilicos, determinando el porcentaje representado por el 4rea
del pico correspondiente con respecto a la suma de la totalidad de los
picos: .
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Porcentaje {m/m) del compuesto i expresado en ésteres metilicos =
A
ZA;

A, = drea del pico correspondiente del compuesto i;
LA; = suma de las dreas de la totalidad de los picos.

x 100

5.2,1.2 Empleo de factores de correccion: .

En algunos casos, en especial en presencia de dcidos inferiores a C
o de 4cidos de funciones secundarias y cuando se utilicen detectores de
conductibilidad térmica, procedera utilizar factores de correccion para
convertir los porcentajes de las dreas de los picos en porcentajes en masa
de los constituyentes. :

Determinar los factores de correccién con la ayuda de un cromato-
grama obtenido a partir de una mezcla testigo de ésteres metilicos de
commposicidn ¢xactamente conocida en condiciones operativas idénticas
a las de la prueba.

Para dicha mezcla testigo:
B

IB;

1

Porcentaje (m/m) del compuesto i = x 100

B. = masa del compuesto i en la mezcla testigo,
LB, = suma de las masas de los distintos constituyentes de la mezcia
1estigo.

El cromatograma obtenido a partir de la mezcla testigo permite
calcuiar:

C

i

Porcentaje (area/area) del compuesto i = x 100

p2 o

C = area del pico correspondiente al compuesto i,
Eti = suma de las dreas de la totalidad de los picos.

de donde:
B; x ZC;
Factor de correccion K = =——u——
C; x IB;

Habitualmente, los factores de correccion se refierenal K\ = 1y se
obticnen los factores relativos:

I{i

K= ——
Kis

Para la muestra, el contenido en cada constituyente estd dado por
porcentaje (m/m) del compuesto i expresado en ésteres metilicos
Ky x A

-— % 100
IK' = A

5.2.1.3 Empleo de un patrén interno: En determinados casos (en
especial cuantificacién de los deidos C4 ¥ Cg ¥ cuantificacién de los
dcidos en caso de que todos los dcidos grasos no estén eluidos) procederd
utilizar un patrén interno (respectivamente Cs y C\5 6 Cj) v, 2
continuactdn, determinar el factor de correccidon del mismo.

Porcentaje (m/m) del compuesto i expresado en ésteres metilicos =

m, x K’. x A.
--_....s..._l_A’._x 100
m x K’ x A,

m, = peso del patrén interno en mg,

m = peso de la muestra en mg,

K, = factor de correccién del patrén interno, ,
A, = drea de] pico correspondiente al patrén interno,
A, = drea del pico correspondiente al compuesto i,

5.2.2 Expresion de los resultados: Dar ei resultado con:

Tres cifras significativas por encima del 10 por 100.
Dos cifras significativas en el [ v el 10 por 100.

Una cifra signficativa por debajo del | por 100,

O sea, en cada caso, con una cifra después de la coma.

5.2.3 Repetibilidad: La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones efectuadas el mismo dia, con el mismo aparato, por la
misma persona y sobre los mismos ésteres y para los constituyentes

presentes en mas del 5 por 100, no deberd exceder en valor relativo di
3 por 100 del valor determinado, con un méximo absoluto del 1 por 10{
Para los constituyentes presentes en menos del 5 por 100G, la repetibil
dad se hace ripidamente menos buena, en valor relativo, a medida qu
el contenide disminuye. .

5.2.4 Reproductibilidad: La diferencia entre los resultados obten:
dos en dos laboratorios diferentes para los constituyentes presentes €
mds del 5 por 100 no deberd exceder en valor relativo del 10 por 10
del valor determinado, con unt méximo absoluto del 3 por 100. Para lo
constituyentes presentes en menos del 5 por 100, la reproductibilidad s
hace rdpidamente menos buena, en valor relativo, a medida qu
disminuye el contenido.

6. Notas:

. Podrd emplearse un aparato de cromatografia en fase gaseos
con un detector de conductividad térmica (catarometro), Las condicie
nes descritas se modificardn entonces de la siguiente rmanera:

Tubo: Longitud, 2 a 4 metros; didmetro interior: 4 milimetros.

Soporte: Granulometria entre 160 y 200 pm.

Indice de impregnacién: Del 15 al 20 por 100,

Gas portador: Helio o, en su defecto, hidrégeno, con un contenidt
en oxigeno tan débil como sea posible.

Ningun gas auxiliar.

Temperatura del inyector: 40 a 60 °C superior a la de la columna.

Temperatura de la columna: De 180 a 200 °C.

Caudal del gas portador: Generalmente comprendido entre 6(
y 80 ml/min.

Cantidades inyectadas: Generalmente entre 0,5 y 2 pl.

Para el analisis cuantitativo, tomar en consideracidn los factores de
correccion definidos en el punto 5.2.1.2.
Si estuvicran presentes constituyentes poliinsaturados de ma:
de 3 dobles enlaces, un tubo de acero inoxidable podria provocar su
descomposicién.

Apartade B

METODO DE PREPARACION DE LOS ESTERES METILICOS DE ACIDO:
GRASOS QUE TENGAN SEIS ATOMOS DE CARBONO Y MAS

En el punto i se da un método general de preparacion de los ésteres
metilicos utilizando el trifluoruro de boro que deberd adoptarse con
cardcter preferente. Por si no fuere posible utilizar dicho método, se
describen métodos alternativos en el punto 2.

I. Método general utilizando del triffuoruro de boro:

l.1. Principio: Saponificacién de los glicéridos y liberacion y
esterificacion de los &cidos grasos en presencia de trifluorure de boro.
1.2 Material:

Matraces de 50 a 100 mililitros de cuello esmerilado.

Refrigerante recto, de 20 a 30 centimetros de longitud itil, con
esmerilado adaptable al matraz.

Regulador de ebullicidn, exento de grasa.

Tubo para burbujeo de nitrégeno.

Pipeta graduada de una capacidad al menos igual a 10 mililitros, y
perilla para pipeta o pipeta automdtica.

Tubos de ensayo de tapdn esmerilado.

Ampollas de decantacion de 250 mililitros.

1.3 Reactivos:

Solucién metandlica de hidréxido de sodio de alrededor de 0,5 N:
Disolver 2 gramos de hidroxido de sodio en 100 mililitres de metanol
que no contenga mas del 0,3 por 100 (m/m) de agua. Cuando se deba
utilizar la solucién durante un periodo de tiempo considerablemente
largo se formard un poco de carbonato de sodio (precipitade blance);
éste no tendra ninguna influencia sobre la preparacién de los ésteres
metilicos.

.. Solucién metandlica de trifluoruro de boro de contenido compren-
dido entre el 12 y 15 por 100 {(m/m). (Existen soluciones al 14 y 50 por
100 en el comercio) (nota 2).

Advertencia: El triflucruro de boro es un compuesto téxico. Por ello
no se recomienda preparar ung mismo la solucién a partir de trifluoruro
de boro y de metanol (nota 3);

Heptano, para cromatografia (nota 2, nota 4).

Eter de petréleo bidestilado (Eb 40-60 "C), indice de bromo inferior
a 1 exento de residuo o hexano (nota 2).

Sulfato de sodio anhidro.

Solucién saturada de cloruro de scdio.

Rojo de mettlo, en sclucién al 0,1 por 100 {m/m) en etanol al
60 por 100 (v/v).

Nitrégeno que contenga menos de 5 miligramos de oxigeno por
kilogramo. ,
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1.4 Método operatorio: Las operaciones siguientes se efectuarin
preferentemente bajo una campana de gases a causa de las propiedades
téxicas del trifluoruro de boro. Todo el material de vidrio se lavard con
agua inmediatamente después de su empleo.

En presencia de aceites o de dcidos 0s que contengan dcidos de
mas de dos dobles enlaces se recomienda eliminar el aire contenido en
el metanol y en el matraz por burbujeo de nitrégeno durante algunos
minutos.

No es necesaria una pesada exacta. El tamafo de la toma de muestra
sGlo ha de conocerse para escoger el tamafio del matraz y [as cantidades
de reactivos segin el siguiente cnadro:

Muestra Matraz NaDH 0,5 N Solucion metandlica
(mg) {ml} (mt) BF; ml)
100- 250 50 4 5
250- 500 « 50 6 7
500- 730 100 3 9
750 - 1.000 100 10 12

En caso de que los ésteres metilicos estén destinados al andlisis por
cromatografia en fase gaseosa, la muestra sera preferentemente de
alrededor de 350 miligramos. Si fuere mds pequeiia, convendrd tomar
precauciones para que la muestra tomada sea representativa (nota 5).

1.4.1

Introducir la muestra preparada en el matraz. Afadir la cantidad
indicada de la solucién metanélica de hidroxido de sodio y un regulador
de ebullicién. Adaptar el refrigerante sobre ¢l matraz. Llevar a ebullicidn
con reflujo hasta que desaparezcan las gotitas de materia grasa {esta
operacion puede durar de cinco a diez minutos, pero, en algunos casos
excepcionales, puede sobrepasar los diez minutos). .

Atfiadir a la mezcla en ebullicién por la parte superior del refrigerante
y utilizando la pipeta graduada con la pera para pipeta o la pipeta
automdtica la cantidad indicada de la solucién metandlica de trifluoruro
de boro. Continuar la ebullicién durante dos minutos.

Afiadir a la mezcla hirviendo de 2 a § mililitros de heptano (nota 4)
por l1a parte superior del refriperante (la cantidad de heptano no tene
imporiancia en la reaccién) y continuar la ebullicién durante un minuto.

Quitar la fuente de calor del matraz y después el refrigerante. Adadir
algunos mililitros de la solucion saturada de cloruro de sodio y agitar
suavemente el matraz varias veces por rotacién. .

Continuar afiadiendo solucidn saturada de cloruro de sodio para
llevar el nivel del liquide al cuello del matraz. Trasladar alrededor de 1
mililitro de la capa superior (solucién heptdnica) a un tubo de ensayo
esmerilado y afadir la cantidad de suilfato de sodio anhidro necesana
para eliminar los restos de agua. En el caso de una muestra de 350
miligramos, la solucién obtenida contendra atrededor del 5 al 10 por 100
de ésteres metilicos y podrd inyectarse directamente en la columna de
cromatografia en fase gaseosa. En los otros casos diluir la solucion
heptanica para obtener una concentracion del 5 al 10 por 100 en ésteres
metilicos (nota 6).

Para obtener la totalidad de los ésteres secos, trasladar la solucién y
la fase heptdnica a una ampolla de decantacién de 250 mililitros.
Decantar. Extraer la solucién salina con 50 mililitros de éter de petréleo
(Eb 40-50 °C) o de hexano. .

Repetir una segunda vez esta extraccién. Reunir la fase heptinica y
los dos extractos y lavarlos con porciones de 20 mililitros de agua hasta
la desaparicion de la acidez (indicador: Rojo de metilo). Secar con
sulfato de sodio anhidro y evaporar el disolvente al bafio maria bajo
corriente de nitrégeno (nota § y nota 7). Para muestras inferiores a 500
miligrameos, es preferible reducir proporcionalmente los volimenes de
disolvente y de agua.

Para los aceites y grasas:

1.4.2 Para dcidos grasos:

Si la muestra estd constituida inicamente por dcidos grasos no se
efectda la saponificacidn.

Introducir la cantidad deseada de dcidos grasos preparados en el
matraz. Afadir la cantidad indicada de la solucion metandlica de
trifluoruro de boro. LLevar a ebullicidn durante dos minutos. Proceder
a continuacion como se indica en el punto 1.4.4 a partir de: «Afadir a
la mezcla hirviendo...».

2. Métodos alternativos no utilizando el trifluorure de boro:
2.1 Para los cuerpos grasos neutros (IA < 2%

2.1.1  Principio: Metandlisis de los glicéridos en medio aicalino.
212 Matenal:

Agitador que permita una agitacidn rapida y dispositivo de calenta-
miento apropiadc (por ejemplo, agitador magnético-calentador).

Erlenmeyer o matraz de 100 mililitros de cuelio esmeritado.

Tubo para burbujeo de nitrégeno.

Refrigerante que se¢ adapte al matraz o al erlenmeyer.
Regulador de ebullicién, exento de grasa,

Ampollas de decantacién de 125 muililitros.
Erlenmeyer, de boca estrecha, de 50 mililitros.

2.1.3 Reactivos:

Metanol que no contenga mds de 0,5 por 100 (m/m) de agua.

Solucion metandlica de hidroxido de potasio de alrededor de 1 N:
Disolver 5,6 gramos de hidroxido de potasic en 100 mililitros de
metanol que no contenga mas del 0,5 por 100 {m/m) de agua.

Heptano para cromatografia (nota 2 y nota 4).

Sulfato de sodio anhidro.

Nitrégeno gque contenga menos de 5 miligramos de oxigeno por
kilogramo.

2.1.4 Método operatorio:

En presencia de aceites que contengan dcidos de maés de 2 dobles
enlaces es recomendable eliminar el aire contenido en el metanol v el
matraz mediante burbujeo de nitrégenc durante algunos minutos.

En un erlenmeyer o un matraz de 100 mililitros, introducir alrededor
de d os (nota 5} de cuerpo graso preparado, Anadir alrededor de 40
mililitros de metanol, (1,5 mililitres de la solucion de hidrdxido de
potasio y un regulador de ebullicién. Poner bajo refrigerante a reflujo,
agitar y llevar a ebullicién, La solucion debe hacerse limpida. La
reaccién estard pricticamente terminada al cabo de cinco a diez
minutos. En caso de aceites del tipo «aceite de ricinow, 1a limpidez no
seri el criterio de reaccidn (nota ).

Refrigerar bajo corriente de agua ¥ trasvasar a una ampolla de
decantacion de 125 mililitros. Enjuagar ¢! erlenmeyer o el mairaz con 20
mililitros de heptano (nota 4) y verterlos en la ampolla.

Anadir alrededor de 40 mililitros de agua, agitar y dejar decantar. Los
ésteres se¢ reuniran en la fase heptanica superior. Extraer la fase acuosa
una segunda vez con 20 mililitros de heptano. Reunir los dos extractos
y lavarlos dos veces con 20 mililitros de agua. Después de la decanta-
¢ion, secar sobre sulfato de sodio anhidro la solucién de ésteres, filtrar
sobre algod6n y evaporar el disolvente, si fuera necesario, hasta 20
mililitros en bafio de agua hirviendo burbufeando nitrégeno en un
erlenmeyer de 50 mililitros (nota 6, nota 7).

2.2 Para los cuerpos grasos dcidos (IA > 2) y 4cidos grasos:
2.2.1 Principio.

Para los cuerpos grasos dcidos, neutralizacién de los dcidos grasos
libres, metandlisis alcalina de los glicéridos y esterificacion posterior de
los dcidos grasos en medio dcido. -

Para los acidos grasos, esterificacion en medio dcido.

22,2 Material:

_ Agitador que permita una agitacién rdpida y dispositivo de calenta-

miento apropiado (por ejemplo, agitador magnético-calentador).

Erlenmeyer o matraz de 250 mililitros de cuello esmerilado.

Tubo para burbujeo de nitrogenc.

Refriferante que se adapte al erlenmeyer o al matraz.

Regularizador de ebullicion, exento de grasa.

Ampollas de decantacion de 250 mililitros.

Erlenmeyer de boca estrecha, de 100 mililitros,

2.2.3 Reactivos:

Solucion de metilato de sodio obtenida disolviendo 1 gramo de sodio

ﬁn 100 mikilitros de metanol que no contenga mads del 0,5 por 100 (m/m)
e agua.

Solucidn metandlica de acido clorhidrico de alrededor de 1 N (ver
observaciones 2.2.6, a) v b). '

Heptano para cromatografia {nota 2, nota 4),

Sulfato de sedio anhidro.

Nitrato que contenga menos de 5 miligramos de oxigeno por
kilograma.

2.2.4 Método operatorio para los cuerpos grasos dcidos (TIA > 2):

En presencia de aceites que contengan dcidos de mds de 2 dobles
enlaces es recomendable eliminar el aire contenido en el metanol y en
el matraz mediante burbujeo de nitrégeno durante algunos minutos.

En un erlenmeyer 0 un matraz de 250 mililitros introducir alrededor
de 4 gramos (nota 5) de cuerpo graso preparado.

Afiadir 40 mililitros de la solucién de metilato de sodio (ver
observacion 2.2.6, c). Poner bajo refrigerante a reflujo, agitar y llevar a
ebullicion. La solucién debe hacerse limpida, lo que se produce
generalmente al cabo de una decena de minutos. La reaccion estara
practicamente finalizada después de quince minutos.

Introducir a continuacidn en el erlenmeyer ¢ en el matraz al menos
50 mililitros de la solucién. clorhidrica, luego llevarla de nuevo a
ebullicién durante diez minutos {ver observacién 2.2.6, d).

Refrigerar bajo corriente de agua, afadir a continmacién en el
erlenmeyer o en el matraz 100 mililitros de agua, verter luego la mezcla
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en una ampolla de decantacion de 250 mililitros v afiadir 30 mililitros
de heptano (ver nota 4). Agitarla vigorosamente y dejarla decantar hasta
una separacién completa de las dos fases. Recoger la fase hepténica,
Extraer la fase acucsa una segunda vez mediante 30 mililitros de
heptano. Reunir los dos extractos heptdnicos y lavarlos varias veces con
agua hasta la neutralidad. Después de la decantacion, secar sobre sulfato
de sodio. Filtrar sobre algodén y evaporar el disolvente, si fuera
necesario, hasta 20 mililitros én bafio de agua hirviendo burbujeando
nitrégeno en un erlenmever de 100 mililitros (nota 6, nota 7).

2.2.5 Método operatorio para los dcidos grasos:

Para los dcidos grasos serd conveniente utilizar ¢l método operatorio
simplificado siguiente:

En presencia de adcidos grasos que contengan acidos de mds de 2
dobles enlaces es recomendable eliminar el aire contenido en el metanol
v en el matraz burbujeandoe nitrdgeno durante algunos minutos. En un
erlenmeyer ¢ un matraz de 250 mililitros, introducir alrededor de 4
gramos (nota 5) de cuerpo graso preparado.

Introducir 50 mililitros de la solucién clorhidrica y un regulador de
ebullicién, adaptar el refrigerante, después llevar a ebullicion durante
diez minutos.

Refrigerar bajo corriente de agua, afiadir a continuacion en el
erlenmeyer o en el matraz 100 mililitros de agua, luego verter la mezcla
en una ampolla de decantacién de 250 mililitros vy afadir 30 mililitros
de heptano {nota 4)}. Agitar vigorosamente y dejarla decantar hasta una
separacién completa de las dos fases. Decantar [a fase acuosa y extraerla
una segunda vez mediante 30 mililitros de heptano. Reunir los dos
extractos heptinicos y lavarlos varias veces con agua hasta la neutrali-
dad. Después de la decantacién, secar sobre sulfate de sodio. Filtrar
sobre algoddn y evaporar hasta 20 mililitros el disolvente en baio de
agua hirviendo burbujeando nitrégeno en un erlenmeyer de 100 milili-
tros (nota 6, nota 7).

2,2.6 Observaciones:

a) En el laboratorio es ficil preparar pequedias cantidades de 4cido
clorhidrico gaseoso anhidro por simple desplazamiento de su solucién
comercial (d = [,18), afiadiéndole poce a poco acido sulfiirico concen-
trado (d = 1,84), El gas que se desprenda serd simplemente secado
mediante burbujeo en el acido sulfiirico. -

Al ser el metanol muy dvido de gas clorhidrico, serd recomendable
tomar todas las precauciones de utilizacion para la disolucién, por
ejemplo: Efectuar la intreduccién del gas con la ayeda de un pequefio
embudo invertido que Hegue hasta 12 superficie del nivel del metanol.
Es posible, ademds preparar de antemano cantidades importantes de
soluciones metandlicas clorhidricas que se conservan perfectamente en
frascos esmerilados mantenidos en la oscuridad.

b) Es posible utilizar dcido sulfiirico metandlico de alrededor
de 1 N en lugar de dcido clorhidrico metandlico, pero la duracidn de la
esterificacidén deberd ser de veinte minutos, como minimo, y los
precipitados de sulfato de sodio entorpecen la ebullicion e imponen la
filtracion o el empleo de un agitador magnético.

c} Antes de la introduccion de 1a muestra, también es posible ver-
ter 40 mililitros de metanol y afadir 0,4 gramos de sodio, lo que supone
una solucién de metilato de sodic preparada y administrada al
momento,

d) En caso de materias grasas muy &cidas, se produce, habida
cuenta de [a cantidad relativamente importante de metilato de sodio,
una precipitacion de clorure de sodio que puede provocar algunos
sobresaltos en el curso de la ebullicidén que sigue, Es posible filtrar dicho
precitado, pero ello no es necesario generalmente debido a la breve
duracién del calentamiento preconizado.

Notas:

1. Sientorpeciera el insaponificable, se diluird con agua la solucién
obtenida después de la saponificacion y se eliminard el insaponificable
mediante extraccion por éxido dietilico, hexano o éier de petroleo en las
‘condiciones acostumbradas.

Acidificar la solucién jabonosa acuosa, y separar los dcidos grasos.
Preparar sus ésteres metilicos segtin los procedimientos 1.4.2 6 2.3.5.

2. Durante la cromato en fase paseosa de los ésteres metilicos,
aigunos reactivos y en especial las soluciones metanélicas de trifluoruro de
baro pueden- llevar a la aparicidn de picos pardsitos (en la region Cyy Cyy
para las soluciones metanélicas de trifluoruro bd¥o). Como consecuen-
cia, cada nuevo lote de reactivo deberd someterse a prueba preparando
ésteres metilicos del dcido oleico puro y después cromatrografiandoles.
Si apareciera un pico pardsito deberd eliminarse el reactivo utilizado.

Los distintos reactivos no deben dar el pico que interfiera con los de
los ésteres metilicos de dcidos grasos en el curso de la cromatografia en
fase gaseosa.

Si fuera absoluiamente indispensable preparar una solucion
metandlica de trifluoruro de boro, a partir de trifluoruro de boro
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-de dcidos grasos de 2

Tarar un matraz de dos litros que contenga un litro de metanol
Enfriar en un bafio de agua helada. Estando todavia ¢l matraz en el
bafio, burbujear con BF, procedente de una botella de gas per medio de
un tubo de vidrio en & metanol hasta la absorcidn de 125 gramos,
operande bajo una campana de gases. Hacer pasar la corriente de BF,
al tubo de vidrio antes de sumergirlo én ¢l metanol y hasta que sea
retirado para evitar cualquier vuelta de liquido al sistema descompresor
de gas. El gas, al escaparse demasiado rdpidamente, no deberia dar como
resultado pequefias nubes de humo blanco. El reactivo permanece
estable durante dos afios.

4. El heptano (mezcla de isémeros C; puros sometida a prucba por
cromatografia en fase gaseosa) puede sustituirse por hexano en ausencia
dtomos de carbono y mas.

5. Si no se dispusiera del peso de muestra prevista, ésta podra ser
reducida hasta 10 miligramos e incluso hasta menos, siempre que
disminuyan proporcionalmente los volimenes de reactivos y la capaci-
dad del equipo.

6. Los ésteres metilicos deberdn ser analizados preferentemente lo
mas ripidamente posible. Si fuera necesario, la solucién heptdnica que
contenga los ¢steres metilicos podrd conservarse bajo gas inerte y en ¢l
refrigerador. Para un almanecamiento de 1 duracién serd deseable
proteger los ésteres metilicos contra la autooxidacién por adicidn a la
solucién de un antioxidante en una concentracién que no interfiera en
los analisis ulteriores, por ejemplo, un 0,005 por 100 (m/v) DE BHT
(dietibutil-2-6-metil4 fenol). §i fuera necesario, los ésteres metilicos
secos y sin disolvente podrin, en su caso, conservarse veinticuatro horas
bajo gas inerte en el refrigerador, 0 m4s tiempo, en tubo sellado en vacio
en el congelador. .

7. Existe un riesgo de perder una parte de los ésteres metilicos mas
volitiles si la eliminacién del disolvente se prolonga o si la corriente de

.nitrégeno fuera demasiado vigorosa.

Para la espectrofotomnetria infrarroja dicha eliminacién del disol-
vente deberd ser lo mds compieta posible. Para la cromatografia en fase
gaseosa es deseable no expulsar el disolvente.

COMUNIDAD AUTONOMA
DE GALICIA

3420 LEY 12/1988, de 27 de diciembre. de asignacicn de
recursos para la cooperacion local.

Determinada la liquidacién definitiva de la participacion que en los
ingreses liquidos del Estado, correspondientes al ejercicio econdmico del
afio 1987, corresponden a la Comunidad Auténoma de Galicia, se ha
producida un exceso sobre la financiacion prevista en los Presupuestos
Generales aprobados por el Parlamento de Galicia v publicados como
Ley 2/1588, de 5 de marzo. Tal exceso es de 3.262.090.000 pesetas.

Por otra parte, tras un examen de los estados de recaudacién, los
distintos conceptos de ingresos parecen ajustarse a las previsiones
presupuestarias. inchusive con una tendencia a 1a alta, v ello permite que
con la financiacién propia y la prevista de participacion en los ingresos
del Estado la Comunidad Auténoma esté en condiciones de atender las
previsiones de gastos contenidas en los Presupuestos. -

No obstante, el exceso ya mencionado en la participacion en lfos
ingresos del Estado puede permitir que, de manera inmediata, se cubran
en este ejercicio economico necesidades perentorias de nuestra Comuni-
dad. especialmente mediante aquellas actuaciones que pueden contri-
buir mas directamente a corregir los desequilibrios territoriales mas
patentes.

Desde las perspectivas sefialadas, 10s motivos que impulsan al
Gobierno Gallego a presentar ¢n ¢l Parlamento de Galicia el presente -
provecto de Ley son los siguientes:

a} La necesidad de respetar el espiritu y la letra de las normas que
rigen las gestiones gcondmica y.financiera. .
b} Porque es preciso someterse al control parfamentario cuando se
produce en los ingresos un incremento que en su dia, por la falia de
datos fiables sobre su cuantia, no han sido contemplados exactamente

“en las previsiones presupuestarias, que, por otra parte, han de ser

prudentes en ¢l cdlculo inicial, sobre todc cuando se trata de medir
ingreses de otras Administraciones,

Pero también estima el Gobierno Gallego, ademds de las anteriores
consideraciones formales, que los nuevos recursos con los gue ahora se
puede coniar deben ser destinados a aquellos objetivos que mas
claramente definen el caracter de los Presupuestos vigentes, tal como lo
afirma la exposicion de motivoes de ta Ley 2/1988, de 5 de marzo, al
proclamar que «en su aspecto financiero, el Presupuesto se ha elaborado



