
▼M6
— una variación (Delta K) del coeficiente de extinción alre-
dedor de 270 nm superior a 0,01 pero no a 0,16, es decir.:

Delta K = K
m
− 0,5 (K

m − 4
+ K

m + 4
)

K
m

= es el coeficiente de extinción a la
longitud de onda del vértico máximo
de la curva de absorción alrededor
de 270 nm,

K
m − 4

y K
m + 4

= son los coeficientes de extinción a las
longitudes de onda inferiores y supe-
riores en 4 nm a la de K

m
;

4) características organolépticas que revelen defectos perceptibles
con una intensidad superior al límite de aceptabilidad y con un
resultado de análisis sensorial inferior a 3,5 con arreglo a la
puntación contemplada en el Anexo XII del Reglamento
(CEE) no 3568/91.

II. Se considerará «otro aceite de oliva virgen», tal como figura en la
subpartida 1509 10 90, el aceite de oliva que presente las siguientes
características:

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

b) un índice de perióxido no superior a 20 meq de oxígeno activo/kg;

c) un contenido de ►M9 ceras ◄ no superior a ►M9 250 ◄ mg/
kg;

d) un contenido de solventes halogenados volátiles totales no superior
a 0,2 mg/kg y cada uno de ellos con un contenido no superior a 0,1
mg/kg;

e) un coeficiente de extinción K
270
no superior a 0,25 y, tras el paso

del aceite por alúmina activada no superior a 0,10;

f) una variación del coeficiente de extinción (Delta K) en la zona de
270 nm no superior a 0,01;

g) características organolépticas que revelen defectos perceptibles con
una intensidad inferior al límite de aceptabilidad, con un resultado
de análisis sensorial igual o superior a 3,5, con arreglo a lo dispu-
esto en el Anexo XII del Reglamento (CEE) no 2568/91;

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

i) un contenido de ácidos grasos saturados en la posición 2 de los
triglicéridos no superior a un 1,3 %;

j) la suma de isómeros transoleicos inferior a un 0,03 % y la suma de
isomeros translinoleicos + translinolénicos inferior a un 0,03 %.

C. Pertenecerá a la subpartida 1509 90 00 el aceite de oliva obtenido por
tratamiento de los aceites de las subpartidas 1509 10 10 y/o 1509 10 90,
incluso con adición de aceite de oliva virgen, que presente las caracterís-
ticas siguientes:

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

b) un contenido de ►M9 ceras ◄ no superior a 350 mg/kg;

c) un coeficiente de extinción K
270
no superior a 1,20;

d) una variación del coeficiente de extinción (∆ K) en la zona de 270 nm
no superior a 0,16;

e) un contenido de eritrodiol y uvaol no superior a un 4,5 %;

f) un contenido de ácidos grasos saturados en la posición 2 de los trigli-
céridos no superior a un 1,5 %;

g) la suma de los isómeros transoleicos inferior a un 0,20 % y la suma de
isómeros translinoleicos + translinolénicos inferior a un 0,30 %.

D. Se considerarán «aceites crudos» tal come figuran en la subpartida
1510 00 10 los aceites, principalmente los aceites de orujo de oliva, que
presentan las siguientes características:

a) una acidez, expresada en ácido oleico, igual o superior a 2 g/100 g;

b) un contenido de eritrodiol y uvaol superior a un 12 %;

c) un contenido de ácidos grasos saturados en la posición 2 de los trigli-
céridos no superior a un 1,8 %;

d) la suma de los isómeros transoleicos inferior a un 0,20 % y la suma de
los isómeros translinoleicos + translinolénicos inferior a un 0,10 %.
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E. Pertenecerán a la subpartida 1510 00 90 los aceites obtenidos por trata-
miento de los aceites de la subpartida 1510 00 10, incluso con adición
de aceite de oliva virgen, y los que no presenten las características de
los aceites contemplados en las notas complementarias 2 B, 2 C y 2 D.
Los aceites de la presente subpartida deben tener un contenido de ácidos
grasos saturados en la posición 2 de los triglicéridos no superior a un 2 %,
la suma de isómeros transoleicos inferior a un 0,40 % y la de los
isómeros translinoleicos + translinolénicos inferior a un 0,35 %.

3. Se excluirán de las subpartidas 1522 00 31y 1522 00 39:

a) los resíduos procedentes del tratamiento de grasas que contengan aceite
cuyo índice de yodo, determinado por el métodos que figura en el Anexo
XVI del Reglamento (CEE) no 2568/91 sea inferior a 70 o superior a 100.

b) los residuos procedentes del tratamiento de grasas que contengan aceite
cuyo índice de yodo esté comprendido entre 70 y 100, pero en los que
la superficie del pico correspondiente al tiempo de retención del beta-
sitosterol (1), determinada con arreglo a lo dispuesto en el Anexo V del
Reglamento (CEE) no 2568/91, presenta menos del 93 % de la superficie
total de los picos de los esteroles.

4. Los métodos que deberán aplicarse para determinar las características de los
productos antes mencionados son los contemplados en los Anexos del Regla-
mento (CEE) no 2568/91.
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ANEXO XV

1. CONTENIDO EN ACEITE DE LOS ORUJOS DE ACEITUNA

1.1. Material

— aparato de extracción apropiado tipo ►C1 soxhlet ◄, provisto de un
matraz de 200 a 250 ml,

— baño por calefacción eléctrica (baño de arena, baño de agua, etc.) o
placa calefactora,

— balanza analítica,

— estufa regulada a 80 ºC como máximo,

— estufa de calefacción eléctrica provista de un dispositivo de termorregu-
lación regulada a 103 ºC ± 2 ºC y que permita realizar una insuflación
de aire o una presión reducida,

— triturador mecánico fácil de limpiar y que permita el triturado del orujo
sin calentamiento y sin disminución sensible de su contenido en agua y
en aceite,

— cartucho de extracción y algodón hidrófilo o papel filtro, exentos de
productos extraíbles por el hexano,

— desecador,

— criba con agujeros de 1 mm de diámetro,

— piedra pómez en pequeños granos, previamente secada.

1.2. Reactivo

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

2. MODO DE OPERAR

2.1. Preparación de la muestra para ensayo

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

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

2.2. Toma de muestra

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

2.3. Preparación del cartucho de extracción

►C1 colocar la muestra en el cartucho y taparla con el tapón ◄ de
algodón hidrófilo. En caso de haber utilizado papel de filtro, envolver la
muestra molida en dicho papel.

2.4. Presecado

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

2.5. Preparación del matraz

Pesar con aproximación de 1 g el matraz que contenga 1 a 2 granos de
piedra pómez, previamente secado en la estufa a 103 ºC ± 2 ºC y después
enfriado durante al menos una hora en el desecador.

2.6. Primera extracción

Colocar en el aparato de extracción el cartucho (o el papel de filtro) que
contenga la muestra. Verter en el matraz la cantidad necesaria de hexano.
►C1 Adaptar ◄ el matraz al aparato de extracción y colocarlo todo sobre
la placa calefactora. Llevar la calefacción a tal estado que el caudal de
reflujo sea al menos de tres gotas por segundo (ebullición moderada, no
tumultuosa).
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Después de cuatro horas de extracción, dejar enfriar. Quitar el cartucho del
aparato de extracción y colocarlo en una corriente de aire para eliminar la
mayor parte del disolvente que lo impregna.

2.7. Segunda extracción

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

Empezar de nuevo la extracción durante dos horas más, utilizando el
mismo matraz conteniendo la primera extracción.

La solución obtenida en el matraz de extracción deberá ser límpida. Si no
fuere así, filtrarla sobre un papel de filtro lavando varias veces el primer
matraz y el papel de filtro con hexano. Recoger el filtrado y el disolvente
en un segundo matraz previamente secado y tarado aproximadamente a
1 mg.

2.8. Eliminación del disolvente y pesada del extracto

Eliminar en el equipo de extracción la mayor parte del disolvente. Eliminar
los últimos restos de éste calentando el matraz en la estufa a 103 ºC ± 2 ºC
durante 20 minutos. Facilitar dicha eliminación, ya sea insuflando aire de
vez en cuando o preferiblemente un gas inerte, o actuando bajo una presión
reducida.

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

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

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

Efectuar dos determinaciones.

3. EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS

3.1. Modo de cálculo y fórmula

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

S = m
1
×
100

m
0

donde: S es el porcentaje en peso del extracto del producto tal cual,

m
0
es el peso, en gramos, de la muestra,

m
1
es el peso, en gramos, del extracto seco.

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

Expresar el resultado con un solo decimal.

b) El extracto se relacionará con la materia seca utilizando la siguiente
fórmula:

S ×
100

100 − U
= % grasa sobre extracto seco

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

U es su contenido en agua y en materias volátiles.

3.2. Repetitividad

La diferencia entre los resultados de las dos determinaciones, efectuadas
simultáneamente o rápidamente la una a continuación de la otra mediante
el mismo análisis, no deberá ser superior a 0,2 g de extracto de hexano por
cada 100 g de muestra.
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En caso contrario, repetir sobre otras dos tomas de muestra. Si esta vez la
diferencia es de nuevo superior a 0,2 g tomar como resultado la media arit-
mética de las cuatro determinaciones efectuadas.
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ANEXO XVI

DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE YODO

1. OBJETO

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

2. DEFINICIÓN

A los fines de la presente norma internacional, se aplicará la definición
siguiente:

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

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

3. PRINCIPIO

Disolución de la muestra problema y adición de reactivo de Wijs. Una vez
transcurrido el tiempo que se especifica, adición de solución acuosa de
yoduro potásico y valoración del yodo liberado con solución de tiosulfato
sódico.

4. REACTIVOS

Todos los reactivos serán de calidad analítica reconocida.

4.1. Yoduro potásico, solución de 100 g/l, exento de yodatos o de yodo libre.

4.2. Engrudo de almidón.

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

4.3. Solución volumétrica patrón de tiosulfato sódico.

c (Na
2
S
2
O
3
. 5H

2
O) = 0,1 mol/l, valorada como máximo 7 días antes de su

uso.

4.4. Disolvente, preparado mezclando volúmenes iguales de ciclohexano y
ácido acético.

4.5. Reactivo de Wijs, que contenga monocloruro de yodo en ácido acético. Se
utilizará reactivo de Wijs comercializado.

Nota: El reactivo contiene 9 g de ICl
3
+ 9 g de I en ácido acético.

5. MATERIAL

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

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

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

6. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA ►C1 PROBLEMA ◄.

►C1 La muestra homogeneizada, se seca sobre sulfato sódico y se
filtra ◄.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. Tamaño de la muestra

El peso de la muestra varía en función del índice de yodo previsto, como se
indica en el cuadro 1.
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Cuadro 1

Índice de yodo previsto Peso de la muestra problema

menos de 5 3,00 g

5—20 1,00 g

21—50 0,40 g

51—100 0,20 g

101—150 0,13 g

151—200 0,10 g

Pesar la muestra problema con precisión de 0,1 mg en una
►C1 navecilla ◄ de vidrio 5.1.

7.2. Determinación

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

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

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

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

Valorar con la disolucion de tiosulfato sódico (4.3) hasta que haya desapa-
recido casi totalmente el color amarillo producido por el yodo. Añadir unas
gotas de engrudo de almidón (4.2) y continuar la valoración hasta el
momento preciso en que desaparezca el color azul después de una agitación
muy intensa.

Nota: Se permite la determinación potenciométrica del punto final.

7.3. Número de determinaciones

Efectuar 2 determinaciones de la muestra problema.

8. EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS

El índice de yodo se expresa del siguiente modo:

12; 69 c V1 � V2ð Þ
p

siendo:

c: valor numérico de la concentración exacta, expresada en moles por
litro, de la solución volumétrica patrón de tiosulfato sódico (4.3)
utilizada;

V
1
: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solución
de tiosulfato sódico (4.3) utilizada para el ensayo en blanco;

V
2
: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solución
de tiosulfato sódico (4.3) utilizada para la determinación;

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

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

MÉTODO PARA LA DETERMINACIÓN DE ESTIGMASTADIENOS EN
LOS ACEITES VEGETALES

1. OBJETIVOS

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

2. APLICACIÓN

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

3. FUNDAMENTO

Aislamiento de la materia insaponificable. Separación de la fracción de
hidrocarburos esteroideos mediante cromatografia en columna de gel de
sílice y análisis mediante cromatografía de gases en columna capilar.

4. INSTRUMENTAL

4.1. Matraces de 250 ml aptos para colocarles un refrigerante de reflujo.

4.2. Embudos de decantación con capacidad para 500 ml.

4.3. Matraces de fondo redondo de 100 ml.

4.4. Rotavapor.

4.5. Columna de vidrio para cromatografía (1,5-2,0 cm de diámetro interno
por 50 cm de longitud) provista de una llave de teflón y con una torunda
de lana de vidrio o un disco de vidrio unterizado en el fondo. Para
preparar la columna de gel de sílice se vierte hexano en la columna de
cromatografía hasta que alcance una altura de aproximadamente 5 cm,
llenándose a continuación con una papilla de gel de sílice en hexano
(15 g en 40 ml) mediante la ayuda de varias porciones de hexano. Se
deja sedimentar la mezcla en reposo, completándose la sedimentación
aplicando una ligera vibración. Añadir sulfato sódico anhidro hasta una
altura de aproximadamente 0,5 cm y finalmente eluir el exceso de
hexano.

4.6. Cromatógrafo de gases equipado con detector de ionización de llama,
inyector con división de flujo u «cold on -column» y horno programable
con precisión de ± 1 ºC.

4.7. Columna capilar de sílice fundida (0,25 o 0,32 mm de diámetro
interno × 25 m de longitud), recubierta con una película de 0,25 µm de
espesor de la fase 5 %-fenilmetilsilicona.

Nota 1.

Pueden utilizarse otras columnas con polaridades similares o inferiores.

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

4.9. Microjeringa de 5-10 µl para cromatografía de gases con aguja fija.

4.10. Calentador de tipo manta o placa eléctrica.

5. REACTIVOS

Salvo indicación en sentido contrario, únicamente se utilizarán reactivos
de calidad para análisis. Debe emplearse agua destilada o de pureza al
menos equivalente.

5.1. Hexano o una mezcla de alcanos con un intervalo de ebullición de 65-
70 ºC, destilados en columna rectificadora.

Nota 2.

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

5.3. Sulfato sódico anhidro.

5.4. Solución alcohólica de hidróxido potásico al 10 %. Añadir 10 ml de agua
a 50 g de hidróxido potásico, agitar y diluir seguidamente la mezcla en
etanol hasta un volumen de 500 ml.

Nota 3.

La potasa alcohólica toma color marrón con el tiempo. Debe prepararse
diariamente y se almacenará en botellas de vidrio oscuro cerradas hermé-
ticamente.

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

Nota 4.

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

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

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

5.7. Solución patrón de colesta-3,5-dieno en hexano con una concentración de
20 ppm, que se obtiene diluyendo la solución anterior.

Nota 5.

Si se mantiene la temperatura por debajo de 4 ºC, las soluciones 5.6 y 5.7
permanecerán inalteradas durante un mínimo de 4 meses.

5.8. Solución de n-nonacosano en hexano con una concentración aproximada
de 100 ppm.

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

5.10. Gases auxiliares para el detector de ionización de llama: aire purificado e
hidrógeno de 99,9990 % de pureza.

6. METODOLOGÍA

6.1. Preparación de la materia insaponificable:

6.1.1. Pesar 20 ± 0,1 g de aceite en un matraz de 250 ml (4.1), añadir 1 ml de
solución patrón de colesta-3,5-dieno (20µg) y 75 ml de potasa alcohólica
al 10 %, colocar un refrigerante de reflujo y calentar a ebullición suave
durante 30 minutos. Retirar de la fuente de calor el matraz con la muestra
y dejar enfriar ligeramente la solución (el enfriamiento no debe ser total
para evitar la decantación de la muestra). Añadir 100 ml de agua y pasar
la solución a un embudo de decantación (4.2) con ayuda de 100 ml de
hexano. Agitar enérgicamente durante 30 segundos y dejar decantar.

Nota 6.

Si se produce emulsión, que no desaparece rápidamente, añadir pequeñas
cantidades de etanol.

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

6.1.3. Pasar la solución de hexano a través de sulfato sódico anhidro (50 g),
lavar con 20 ml de hexano y evaporar a 30 ºC y presión reducida en un
rotavapor hasta sequedad.
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6.2. Separación de la fracción de hidrocarburos esteroideos:

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

Nota 7.

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

6.2.2. Evaporar la segunda fracción en rotavapor a 30 ºC y presión reducida
hasta sequedad. Disolver inmediatamente el residuo en 0,2 ml de hexano
y mantener la solución en el refrigerador hasta el momento de su análisis.

Nota 8.

Los residuos 6.1.3 y 6.2.2 no deben mantenerse en seco a temperatura
ambiente. Una vez obtenidos, es necesario añadirles disolvente y almace-
narlos en un refrigerador.

6.3. Cromatografía de gases

6.3.1. Condiciones de trabajo para inyección con división de flujo.

— temperatura del inyector: 300 ºC,

— temperatura del detector: 320 ºC.

— integrador-registrador: los parámetros de integración deben ser fijados
de tal forma que la evaluación de las áreas sea correcta. La modalidad
de integración valle-valle es la más recomendable,

— sensibilidad: aproximadamente 16 veces la atenuación mínima,

— cantidad de disolución inyectada: 1µl,

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

— inyección con una división de flujo de 1: 15,

— gas portador: helio o hidrógeno a 120 kPa de presión.

Dichas condiciones pueden modificarse en función de las características
del cromatógrafo y de la columna con objeto de obtener cromatogramas
que respondan a los siguientes requisitos: Pico del patrón interno situado
con una aproximación de 5 minutos en torno al tiempo citado en 6.3.2; el
pico del patrón interno alcanzará, como mínimo, un 80 % de la escala
total.

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

6.3.2. Identificación de picos

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

Nota 9.

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

6.3.3. Análisis cuantitativo

El contenido de los estigmastadienos se determina aplicando la fórmula

mg=kg de estigmastadienos ¼ As � Mc

Ac � Mo

en la cual: A
b

= área del pico de estigmastadienos (si el pico se
halla dividido en dos picos, súmese el área de los
dos picos.).

A
c

= área del pico del patrón interno (colestadieno).

M
c
= peso de patrón añadido, en microgramos.

M
o
= peso de aceite empleado, en gramos.

Límite de detección: aproximadamente 0,01 mg/kg.
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Figura 1

Cromatogramas procedentes del análisis de muestras de aceite de oliva en
columna capilar de sílice fundida (0,25 mm de diámetro interno × 25 m)
recubierta con una película de 0,25 µm de grosor de 5 %-fenilmetilsili-
cona.

a) Primera fracción (30 ml) de un aceite virgen marcado con el patrón.

b) Segunda fracción (40 ml) de un aceite de oliva que contiene 0,10 mg/
kg de estigmastadienos.
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c) Segunda fracción (40 ml) que incluye una pequeña proporción de la
primera.

Figura 2

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

DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE TRIGLICÉRIDOS CON
ECN42 (DIFERENCIA ENTRE EL CONTENIDO TEÓRICO Y LOS

DATOS OBTENIDOS POR HPLC)

1. Objeto

Determinación de la composición de triglicéridos (TG) de los aceites de
oliva, expresados en su número equivalente de carbonos (ECN) en
función de las diferencias existentes entre el contenido teórico, calcu-
lado a partir de la composición de ácidos grasos, y los resultados
analíticos obtenidos mediante cromatografía de líquidos de alta resolu-
ción (HPLC).

2. Campo de aplicación

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

3. Principio

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

4. Método

El método para calcular el contenido teórico de triglicéridos con
ECN42 y su diferencia respecto a los datos obtenidos mediante HPLC
consiste esencialmente en coordinar los datos analíticos obtenidos por
otros métodos. Pueden distinguirse tres fases: determinación de la
composición de ácidos grasos mediante cromatografía de gases en
columna capilar, cálculo de la composición teórica de triglicéridos con
ECN42, y determinación de los triglicéridos con ECN42 mediante
HPLC.

4.1. Aparatos

4.1.1. Matraces redondos de 250 y 500 ml.

4.1.2. Vasos de precipitados de 100 ml.

4.1.3. Columna de cromatografía de vidrio, de 21 mm de diámetro interior y
450 mm de longitud, con grifo y cono (hembra) normalizado en el
extremo superior.

4.1.4. Embudos de decantación de 250 ml, con cono (macho) normalizado en
el extremo inferior, para conexión con el extremo superior de la
columna.

4.1.5. Varilla de vidrio de 600 mm de longitud.

4.1.6. Embudo de vidrio de 80 mm de diámetro.

4.1.7. Matraces aforados de 50 ml.

4.1.8. Matraces aforados de 20 ml.

4.1.9. Evaporador de rotación.

4.1.10. Cromatografía de líquidos de alta resolución, con control termostático
de la temperatura de la columna.

4.1.11. Sistema de inyección de volúmenes de 10 µl.

4.1.12. Detector: refractómetro diferencial. La sensibilidad de toda la escala
deberá ser como mínimo de 10−4 unidades de índice de refracción.

4.1.13. Columna de acero inoxidable de 250 mm de longitud y 4,5 mm de
diámetro interior, rellena de partículas de sílice de 5 µm de diámetro
con un 22-23 % de carbono en forma de octadecilsilano (nota 2).

4.1.14. Registrador o integrador.

1991R2568 — ES — 01.11.2001 — 018.001 — 103



▼M13
4.2. Reactivos

Los reactivos deberán ser de calidad para análisis. Los disolventes de
elución deberán desgasificarse y podrán reciclarse varias veces sin que
ello afecte a las separaciones.

4.2.1. Éter de petróleo, 40-60 ºC, grado cromatográfico.

4.2.2. Éter etílico, libre de peróxidos, recién destilado.

4.2.3. Disolvente de elución para la purificación del aceite por cromatográfica
en columna: mezcla de éter de petróleo/éter etílico 87/13 (v/v).

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

4.2.5. Lana de vidrio.

4.2.6. Acetona.

4.2.7. Acetonitrilo.

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

4.2.9. Disolvente de solubilización: acetona.

4.2.10. Triglicéridos de referencia: pueden utilizarse triglicéridos comerciales
(tripalmitina, trioleína, etc.), en cuyo caso se reflejarán en un gráfico
los tiempos de retención frente al número equivalente de carbonos, o
bien cromatogramas de referencia correspondientes a aceite de soja, a
una mezcla de aceite de soja y aceite de oliva 30:70 y a aceite puro
de oliva (véanse las notas 3 y 4 y las figuras 1, 2, 3 y 4).

4.3. Preparación de la muestra

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

4.3.1. Preparación de la columna cromatográf ica

Llenar la columna (4.1.3) con aproximadamente 30 ml de disolvente de
elución (4.2.3); introducir un poco de lana de vidrio (4.2.5), empuján-
dolo hasta el fondo de la columna con la varilla de vidrio (4.1.5).

Preparar en un vaso de precipitados de 100 ml una suspensión con 25 g
de gel de sílice (4.2.4) en 80 ml de la mezcla de elución (4.2.3) y trans-
ferirla a la columna con ayuda de un embudo de vidrio (4.1.6).

Para realizar la transferencia total del gel de sílice a la columna, lavar
el vaso de precipitados con la mezcla de elución y pasar también los
líquidos de lavado a la columna.

Abrir el grifo de la columna y dejar que salga el disolvente de ella
hasta que su nivel se sitúe aproximadamente 1 cm por encima del gel
de sílice.

4.3.2. Cromatograf ía en columna

Pesar, con la precisión de 0,001 g, 2,5 ± 0,1 g de aceite previamente
filtrado, homogeneizado y, en caso necesario, deshidratado, en un
matraz aforado de 50 ml (4.1.7). Disolver en 20 ml aproximadamente
de disolvente de elución (4.2.3). Si es necesario, calentar ligeramente
para facilitar la disolución. Enfriar a temperatura ambiente y enrasar
con el disolvente de elución.

Introducir con una pipeta aforada 20 ml de solución en la columna
preparada como se indica en 4.3.1, abrir el grifo y hacer eluir el disol-
vente hasta el nivel de la capa de gel de sílice.

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

Recoger el eluido en un matraz redondo de 250 ml (4.1.1) previamente
tarado y pesado exactamente. Eliminar el disolvente a presión reducida
(Rotavapor) y pesar el residuo que se utilizará en la preparación de la
solución para el análisis por HPLC y en la preparación de los ésteres
metílicos.
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Tras pasar por la columna, debe recuperarse como mínimo un 90 % de
la muestra en el caso de aceite de oliva de las categorías extravirgen,
virgen y refinado ordinario, mientras que en el de los aceites lampantes
y de orujo los porcentajes de recuperación no pueden ser inferiores al
80 %.

4.4. Análisis por HPLC

4.4.1. Preparación de las muestras para e l anál is i s cromatográf ico

Preparar del siguiente modo una solución al 5 % de la muestra que
vaya a analizarse: pesar 0,5 ± 0,001 g de la muestra en un matraz
aforado de 10 ml y enrasar con el disolvente de solubilización (4.2.9).

4.4.2. Procedimiento

Instalar el sistema cromatográfico. Bombear el disolvente de elución
(4.2.8) a un ritmo de 1,5 ml/mn para purgar todo el sistema. Esperar
hasta que se obtenga una línea de base estable. Inyectar 10 µl de la
muestra preparada como se indica en el punto 4.3.

4.4.3. Cálculo y expresión de los resul tados

Utilizar el método de normalización interna, es decir, considerar que la
suma de las superficies de los picos correspondientes a los distintos
triglicéridos de ECN entre 42 y 52 es igual al 100 %. Calcular el
porcentaje relativo de cada triglicérido mediante la fórmula siguiente:

% de triglicérido = superficie del pico × 100 / suma de la superficies de
los picos.

El resultado se expresa con, como mínimo, dos decimales.

Nota 1: El orden de elución puede determinarse mediante el cálculo del
número equivalente de carbonos, que con frecuencia viene dado por la
fórmula ECN = CN−2n, siendo CN el número de carbonos y n el
número de enlaces dobles; puede calcularse con mayor precisión
teniendo en cuenta el origen del enlace doble. Si n

o
, n

l
y n

ln
son los

números de enlaces dobles de los ácidos oleico, linoleico y linolénico,
respectivamente, el número equivalente de carbonos puede calcularse
mediante la fórmula siguiente:

ECN = CN − d
o
n
o
− d

l
n
l
− d

ln
n
ln
,

siendo d
o
, d

l
y d

ln
coeficientes que pueden calcularse mediante los trigli-

céridos de referencia. En las condiciones que se especifican en el
presente método la fórmula obtenida será similar a la siguiente:

ECN = CN − (2,60 n
o
) − (2,35 n

l
) − (2,17 n

ln
)

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

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

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

α = TR' / TR trioleína

utilizando el tiempo de retención reducido TR' = TR − TR disolvente.

La representación gráfica del log α frente a f (número de enlaces
dobles) permite determinar los valores de retención de todos los trigli-
céridos de los ácidos grasos contenidos en los triglicéridos de referencia
(véase la figura 2).

Nota 4: La resolución de la columna debe permitir separar claramente
el pico de la trilinoleína de los picos de los triglicéridos con un tiempo
de retención próximo. La elución se prosigue hasta el pico de ECN52.

Nota 5: Para obtener un cromatograma que permita la medición
correcta de las superficies de todos los picos de interés en la presente
determinación, es necesario que el segundo pico correspondiente a
ECN50 tenga una altura igual al 50 % de la escala completa del regis-
trador.
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4.5. Cálculo de la composición de triglicéridos (% moles) a partir de los

datos de GLC de ácidos grasos (% superficie)

4.5.1. Determinación de la composic ión de ácidos grasos

La composición de ácidos grasos se determina con arreglo al método de
cromatografía de gases de la CEE que figura en el Anexo X A del
Reglamento (CEE) no 2568/91, utilizando columna capilar. La prepara-
ción de los ésteres metílicos se realiza según el Anexo X B (solución
alcohólica de metilato sódico).

4.5.2. Ácidos grasos considerados para el cálculo

Los glicéridos se agrupan en función de su número equivalente de
carbonos (ECN), teniendo en cuenta las equivalencias que figuran a
continuación entre ECN y ácidos grasos. Sólo se han considerado los
ácidos grasos con 16 y 18 átomos de carbono, ya que son los únicos
importantes para el aceite de oliva.

Ácido graso (AG) Abreviatura
Peso mole-
cular (PM) ECN

Ácido palmítico P 256,4 16

Ácido palmitoleico Po 254,4 14

Ácido esteárico S 284,5 18

Ácido oleico O 282,5 16

Ácido linoleico L 280,4 14

Ácido linolénico Ln 278,4 12

4.5.3. Transformación del % superf ic ie en moles para todos los
ác idos grasos

moles P ¼ % sup: P
PM P

moles S ¼ % sup: S
PM S

moles Po ¼ % sup: Po
PM Po

���������������������������
(1)

moles O ¼ % sup: O
PM O

moles L ¼ % sup: L
PM L

moles Ln ¼ % sup: Ln
PM Ln

4.5.4. Normal ización al 100 % de los ác idos grasos

% moles P 1; 2; 3ð Þ ¼ moles P � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

�������������������������������������������������������������������������������������������

(2)

% moles S 1; 2; 3ð Þ ¼ moles S � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

% moles Po 1; 2; 3ð Þ ¼ moles Po � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

% moles O 1; 2; 3ð Þ ¼ moles O � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

% moles L 1; 2; 3ð Þ ¼ moles L � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

% moles Ln 1; 2; 3ð Þ ¼ moles Ln � 100
moles Pþ Sþ Poþ Oþ Lþ Lnð Þ

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

A continuación se calculan las sumas de los ácidos grasos saturados
(AGS) P y S y de los ácidos grasos insaturados (AGI) Po, O, L y Ln:

% moles AGS = % moles P + % moles S
������������� (3)

% moles AGI = 100 - % moles AGS.
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4.5.5. Cálculo de la composición de los ác idos grasos en las posi-

ciones 2 y 1-3 de los TG

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

4.5.5.1. Ácidos grasos saturados en la posición 2 [P(2) y S(2)]

% moles P(2) = % moles P (1,2,3) * 0,06
������������� (4)

% moles S(2) = % moles S (1,2,3) * 0,06

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

% moles Po 2ð Þ ¼ % moles Po 1; 2; 3ð Þ
% moles AGI

� 100 � % moles P 2ð Þ � % moles S 2ð Þ½ 

�������������������������������������������������������������������

(5)

% moles O 2ð Þ ¼ % moles O 1; 2; 3ð Þ
% moles AGI

� 100 � % moles P 2ð Þ � % moles S 2ð Þ½ 


% moles L 2ð Þ ¼ % moles L 1; 2; 3ð Þ
% moles AGI

� 100 � % moles P 2ð Þ � % moles S 2ð Þ½ 


% moles Ln 2ð Þ ¼ % moles Ln 1; 2; 3ð Þ
% moles AGI

� 100 � % moles P 2ð Þ � % moles S 2ð Þ½ 


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

% moles P 1; 3ð Þ ¼ % moles P 1; 2; 3ð Þ � % moles P 2ð Þ
2

þ% moles P 1; 2; 3ð Þ
�����������������������������������������������������������������������������������������������������

(6)

% moles S 1; 3ð Þ ¼ % moles S 1; 2; 3ð Þ � % moles S 2ð Þ
2

þ% moles S 1; 2; 3ð Þ

% moles Po 1; 3ð Þ ¼ % moles Po 1; 2; 3ð Þ � % moles Po 2ð Þ
2

þ% moles Po 1; 2; 3ð Þ

% moles O 1; 3ð Þ ¼ % moles O 1; 2; 3ð Þ � % moles O 2ð Þ
2

þ% moles O 1; 2; 3ð Þ

% moles L 1; 3ð Þ ¼ % moles L 1; 2; 3ð Þ � % moles L 2ð Þ
2

þ% moles L 1; 2; 3ð Þ

% moles Ln 1; 3ð Þ ¼ % moles Ln 1; 2; 3ð Þ � % moles Ln 2ð Þ
2

þ% moles Ln 1; 2; 3ð Þ

4.5.6. Cálculo de los t r igl icér idos

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

% moles AAA ¼ % moles A 1; 3ð Þ � % moles A 2ð Þ � % moles A 1; 3ð Þ
10 000

(7)

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

% moles AAB ¼ % moles A 1; 3ð Þ � % moles A 2ð Þ � % moles B 1; 3ð Þ � 2
10 000

�����������������������������
(8)

% moles ABA ¼ % moles A 1; 3ð Þ � % moles B 2ð Þ � % moles A 1; 3ð Þ
10 000
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4.5.6.3. TG con tres ácidos grasos diferentes (ABC; en este caso, OLLn, PLLn,

PoOLn, PPoLn)

% moles ABC ¼ % moles A 1; 3ð Þ � % moles B 2ð Þ � % moles C 1; 3ð Þ � 2
10 000

�������������������������������������������������

(9)% moles BCA ¼ % moles B 1; 3ð Þ � % moles C 2ð Þ � % moles A 1; 3ð Þ � 2
10 000

% moles CAB ¼ % moles C 1; 3ð Þ � % moles A 2ð Þ � % moles B 1; 3ð Þ � 2
10 000

4.5.6.4. Triglicéridos con ECN42

Los triglicéridos siguientes con ECN42 se calculan según las ecua-
ciones 7, 8 y 9, por orden previsto de elución en HPLC (normalmente
sólo tres picos).

LLL

PoLL e isómero de posición LPoL

OLLn e isómeros de posición OLnL y LnOL

PoPoL e isómero de posición PoLPo

PoOLn e isómeros de posición OPoLn y OLnPo

PLLn e isómeros de posición LLnP y LnPL

PoPoPo

SLnLn e isómero de posición LnSLn

PPoLn e isómeros de posición PLnPo y PoPLn

Los triglicéridos con ECN42 se obtienen mediante la suma de los nueve
triglicéridos, incluidos sus isómeros de posición. El resultado se expresa
con, como mínimo, dos decimales.

5. Evaluación de los resultados

Se comparan el contenido teórico calculado y el determinado por
HPLC. Si la diferencia entre los datos de HPLC y los datos teóricos
es superior al valor establecido para la categoría correspondiente de
aceite en el Reglamento, la muestra contiene aceite de semillas.

Nota: Los resultados se expresan con una cifra decimal.

6. Ejemplo (los números hacen referencia a las secciones del texto del
método)

4.5.1. Cálculo del porcenta je de moles de los ácidos grasos a
par t i r de los datos obtenidos mediante GLC (% superf ic ie)

Los datos siguientes de la composición de ácidos grasos se obtienen
mediante GLC:

AG
PM

P
256,4

S
284,5

Po
254,4

O
282,5

L
280,4

Ln
278,4

% sup. 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0

4.5.3. Transformación del % superf ic ie en moles para todos los
ác idos grasos

moles P ¼ 10

256; 4
¼ 0; 03900 moles P Véase fórmula (1)

moles S ¼ 3

284; 5
¼ 0; 01054 moles S Véase fórmula (1)

moles Po ¼ 1
254; 4

¼ 0; 00393 moles Po Véase fórmula (1)
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moles O ¼ 75
282; 5

¼ 0; 26549 moles O Véase fórmula (1)

moles L ¼ 10

280; 4
¼ 0; 03566 moles L Véase fórmula (1)

moles Ln ¼ 1
278; 4

¼ 0; 003594 moles Ln Véase fórmula (1)

Total = 0,35822 moles TG

4.5.4. Normal ización al 100 % de los ác idos grasos

% moles P 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 03900 moles P � 100
0; 35822 moles

¼ 10; 888 % Véase fórmula (2)

% moles S 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 01054 moles S � 100
0; 35822 moles

¼ 2; 944 % Véase fórmula (2)

% moles Po 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 00393 moles Po � 100
0; 35822 moles

¼ 1; 097 % Véase fórmula (2)

% moles O 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 26549 moles O � 100
0; 35822 moles

¼ 74; 113 % Véase fórmula (2)

% moles L 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 03566 moles L � 100
0; 35822 moles

¼ 9; 956 % Véase fórmula (2)

% moles Ln 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 00359 moles Ln � 100
0; 35822 moles

¼ 1; 003 % Véase fórmula (2)

Total % moles = 100,0 %

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

% moles AGS = 10,888 % + 2,944 % = 13,831 % Véase fórmula (3)

% moles AGI = 100,000 % − 13,831 % = 86,169 % Véase fórmula (3)

4.5.5. Cálculo de la composición de ácidos grasos en las posi-
ciones 2 y 1-3 de los TG

4.5.5.1. Ácidos grasos saturados en la posición 2 [P(2) y S(2)]
% moles P(2) = 10,888 % * 0,06 = 0,653 % moles Véase fórmula (4)

% moles S(2) = 2,944 % * 0,06 = 0,177 % moles Véase fórmula (4)

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

% moles Po 2ð Þ ¼ 1; 097 %

86; 169 %
� 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 1; 263 % moles Véase

fórmula (5)

% moles O 2ð Þ ¼ 74; 113 %
86; 169 %

� 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 85; 295 % moles Véase
fórmula (5)

% moles L 2ð Þ ¼ 9; 956 %
86; 169 %

� 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 11; 458 % moles Véase
fórmula (5)

% moles Ln 2ð Þ ¼ 1; 003 %
86; 169 %

� 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 1; 154 % moles Véase
fórmula (5)

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

% moles P 1; 3ð Þ ¼ 10; 888� 0; 659
2

10; 888 ¼ 16; 005 % moles Véase fórmula (6)
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% moles S 1; 3ð Þ ¼ 2; 944� 0; 177
2

2; 944 ¼ 4; 327 % moles Véase fórmula (6)

% moles Po 1; 3ð Þ ¼ 1; 097� 1; 263
2

1; 097 ¼ 1; 015 % moles Véase fórmula (6)

% moles O 1; 3ð Þ ¼ 74; 113� 85; 295
2

74; 113 ¼ 68; 522 % moles Véase fórmula (6)

% moles L 1; 3ð Þ ¼ 9; 956� 11; 458
2

9; 956 ¼ 9; 205 % moles Véase fórmula (6)

% moles Ln 1; 3ð Þ ¼ 1; 003� 1; 154
2

1; 003 ¼ 0; 927 % moles Véase fórmula (6)

4.5.6. Cálculo de tr igl icér idos

A partir de la composición calculada de los ácidos grasos en las posi-
ciones sn-2 y sn-1,3 (véase el siguiente cuadro):

AG en Posición 1 y 3 Posición 2

P 16,005 % 0,653 %

S 4,327 % 0,177 %

Po 1,015 % 1,263 %

O 68,522 % 85,295 %

L 9,205 % 11,458 %

Ln 0,927 % 1,154 %

Suma 100,0 % 100,0 %

Se calculan los triglicéridos siguientes:

LLL

PoPoPo

PoLL con un isómero de posición

SLnLn con un isómero de posición

PoPoL con un isómero de posición

PPoLn con dos isómeros de posición

OLLn con dos isómeros de posición

PLLn con dos isómeros de posición

PoOLn con dos isómeros de posición

4.5.6.1. TG con un ácido graso (LLL, PoPoPo) Véase fórmula (7)

% moles LLL ¼ 9; 205 % � 11; 458 % � 9; 205 %
10 000

= 0,09708 mol LLL

% moles PoPoPo ¼ 1; 015 % � 1; 263 % � 1; 015 %
10 000

= 0,00013 mol PoPoPo

4.5.6.2. TG con dos ácidos grasos (PoLL, SLnLn, PoPoL) Véase fórmula (8)

% moles PoLLþ LLPo ¼ 1; 015 % � 11; 458 % � 9; 205 % � 2
10 000

= 0,02141

% moles LPoL ¼ 9; 205 % � 1; 263 % � 9; 205 %
10 000

= 0,01070

0,03211 mol PoLL

% moles SLnLnþ LnLnS ¼ 4; 327 % � 1; 154 % � 0; 927 % � 2
10 000

= 0,00093

1991R2568 — ES — 01.11.2001 — 018.001 — 110



▼M13

% moles LnSLn ¼ 0; 927 % � 0; 177 % � 0; 927 %
10 000 = 0,00002

0,00095 mol SLnLn

% moles PoPoLþ LPoPo ¼ 1; 015 % � 1; 263 % � 9; 205 % � 2
10 000

= 0,00236

% moles PoLPo ¼ 1; 015 % � 11; 458 % � 1; 015 %
10 000

= 0,00118

0,00354 mol PoPoL

4.5.6.3. TG con tres ácidos grasos diferentes (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)
Véase fórmula (9)

% moles PPoLn ¼ 16; 005 % � 1; 263 % � 0; 927 % � 2
10 000

= 0,00375

% moles LnPPo ¼ 0; 927 % � 0; 653 % � 1; 015 % � 2
10 000

= 0,00012

% moles PoLnP ¼ 1; 015 % � 1; 154 % � 16; 005 % � 2
10 000

= 0,00375

0,00762 mol PPoLn

% moles OLLn ¼ 68; 522 % � 11; 458 % � 0; 927 % � 2
10 000

= 0,14577

% moles LnOL ¼ 0; 927 % � 85; 295 % � 9; 205 % � 2
10 000

= 0,14577

% moles LLnO ¼ 9; 205 % � 1; 154 % � 68; 522 % � 2
10 000

= 0,14577

0,43671 mol OLLn

% moles PLLn ¼ 16; 005 % � 11; 458 % � 0; 927 % � 2
10 000

= 0,03400

% moles LnPL ¼ 0; 927 % � 0; 653 % � 9; 205 % � 2
10 000

= 0,00111

% moles LLnP ¼ 9; 205 % � 1; 154 % � 16; 005 % � 2
10 000

= 0,03400

0,06911 mol PLLn

% moles PoOLn ¼ 1; 015 % � 85; 295 % � 0; 927 % � 2
10 000

= 0,01605

% moles LnPoO ¼ 0; 927 % � 1; 263 % � 68; 522 % � 2
10 000

= 0,01605

% moles OLnPo ¼ 68; 522 % � 1; 154 % � 1; 015 % � 2
10 000

= 0,01605

0,04815 mol PoOLn
ECN42 = 0,69540 mol TG
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Figura 1: Representación gráfica del log alfa frente a f (número de enlaces
dobles)

Nota: La: ácido laúrico; My: ácido mirístico; P: ácido palmítico; St:
ácido esterárico; O: ácido oleico; L: ácido linoleico; Ln: ácido
linolénico.
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Figura 2: aceite de soja

Figura 3: aceite de soja/aceite de oliva 30/70
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Figura 4: aceite de oliva
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