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REAL DECRETO 2126/1V85, de 30 de octubre, por el
que se establecen créditos para la compra de cereales
de otorto-invierno por los ganaderas, complementando'

23449

lfo dispuesto en el Real Decreto 367/1985, de 6 de.

marzo, regulador de la campaia de comﬂ'c:ah 2acion
de cereales 1985/86. :

_El prolongado periode transcurrido sin precipitaciones atmosfe-
ricas ha onginado, entre otras cuestiones, un cambio de los planes
de los ganaderos respecto a las. fuentes de suministro de los
producios destinados al consumo en sus explotaciones, mcremcn-
tandose las necesidades de cereales.

En tal sentido, y teniendo en cuanta las repercusiones econ6m1-
cas <e la sequia en las explotaciones ganaderas, parece conveniente
posibilitar ¢l acceso de los_gapaderos en estos momentos a los
créditos previstos en la reguf:clon de la campafia cerealisia para
compra cereales de otoAo-invierne por ios ganaderos.

Para ello se abre un nuevo plazo de solicitud de créditos
adecuindose la fecha de su cancelacion, se suprimen determinados
condicionantes para la ‘oferta de los cereales y se explicitan los tipos
de interés para ganaderos individuales Kdagrupados :

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Economia y

-Hacienda v de A ultura, Pesca v Alimentacion y previo acuerdo

del Consejo de Ministros en su reunion del dia 30 de octubre
de 1985, -

DISPONGO:

Articulo 1.°  El sistema de concesion de crédilosa los ganade-
- ros contemplado en ¢l articulo 6.° del Real Decreto 36771985, de

6 de marzo, se complementa con lo dlspuesto en el presente Real
Decreto.

Art. 2° Desde la fecha de entrada en vigor del presente Real
Decreto y hasta el 15 de enero de 1986, los ganaderos y sus
agrupaciones podrin solicitar de las Insmumones financieras. con-
certadas con ¢t FORPPA un crédito de hasia el 70 por 100 de! valor
que, al precio de garantia, corresponda a los cereales de otofio-
invierno- que adquieran para consumo en sus explotaciones.

. Ari. 3.° Los limites maximo y minimo de Ios cercales ohicto
del crédito setdn los estableidos en el anticulo 6.°, apartados 1 v 2,
dei Real Decreto 36771985, de 6 de marzo.

No obstante, para los ganaderos que ya han concertado créditos,
el limile m4ximo se incrementara £ un 20 por 100.

- Ar. 4° Los crédilos devengaran un inierés del 12 por 100
‘para los ganaderos individuales y del 10 por 100 para las agrupacio-
nes de ganaderos.

El FORPPA subvencionara el diferencial de inlereses entre el
tipo pactado con las Instituciones financieras y los senalados en el
parrafo anterior,

Art. 5.° Estos créditos deberan cancelarse antes del 31 de
mayo de 1986.
Art. 6.° Se faculia al FORPPA para dictar las instrucciones en

desarrolio del presente Real Decreto, que entrara en vigor ¢l dia dc
su publicacion_en el «Boletin Oficial del Estado».

- Dado en Madrid a 30 de octubre de 1985,

. - JUAN CARLOS R.
El Minisiro de Ia Presidencia,
JAVIER MOSCOSO DEL PRADO Y MUNOZ

ORDEN de 9 de ociubre de 1985 por la gue se
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establecen los métodos oficiales de anafisis df’ aceiles

¥ grasas.
Ex_cc}cmls;mos sehores:

De conformidad con io establecido en las Ordenes de 31 de
enero de §577 {(«Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio), 31 de¢
julio de 1979 {«Boletin Oficia) del Estador de 20 v 30 de aposio),
k7 de sepliembre de 1981 {«Boletin Oficial del Estado» de 14 de
octubre) ¥ 1 de diciembre de 1981 («Boletin Oficial del Estadow de
20 de enero de 1982), por las que se declaraban como oficiales los
diversos métodos de analisis, se ha continuado ensayando y
poniendo a punto los nuevos métodos, no solo de las maierias
comprendidas en las citadas Ordenes, sino de otras neevas donde
existe necesidad urgente de disponer dc métodos de analisis para el
control de determinados parimetros analiticos. _

- En sy virtud , a propuesta de los Ministerios de Economia y
Hacienda, de industria y Energia, de-Agricultura, Pesca y Alimenia-
cion v de Sanidad y Consumo, previo informe preceptive de la
Comisidn Interministerial para la Ordenacion Alimientaria ¥ oidos
los representantes de las Organizaciones pmfcsmnales afectadas,
esta Presidencia del Gobierno dispone: .

. Primero.-Se aprueba como oficiales los memdos de anélms del
aceite ¥ grasas que s¢ citan en el anexo L

* Segunde.—Cuando no existan métodos oficiales para determina-
dos analisis. y hasta tanto los mismos no sean propuestos por el
drgano compelente v previamente informados por la Comision
Interministerial para la Ordenacton Alimenltaria, podran ser utiliza-
dos tos adoptados por los Organismos nacionales ¢ internacionales
de reconocida solvencia.

DISPOSICION DEROGATORIA .
A 1a entrada en vigor de la presente Orden queda derogado ¢l

" método 24a de la Orden de 31 de enero de 1977 («Boletin Oficial

de! Estadow de 15 de julio). y cuantas otras disposiciones de igoal
o inferior rango se opongan a lo establecido en la misma.

'msposmofiz FINAL

La presente disposicion entrara en \rlgor a los treinta dias de su
wbhcacmn en el «Boletin Oficial del Estadon.

Lo que'comunico a VV. EE, para su conocimiento v efer:tos
Madrid, 9 de-octubre de 1985

MOSCOSO DEL PRADO Y MUNOZ

Excmos. Sres. Ministros de Sanidad y Censume, de Economia v

Hacienda, de Industria ¥ Energia y de Agncu!tura Pesca ¥
Alimentacion.

. ANEXO I
~ 24(a). Esteroles. B
- 54, Actividad de adsorbenies para cromalografia en
colummna, .
- 55 Ceras en aceite de glrasol
» -~ 86. Tocoferoles.
~ 57.  Aceites semisecantes en acelles de oliva y orujo.

~ 58. Determinacion del eritrodiol.

24(a) ESTEROLES .~ -

Principio. .

24{a).1

1) Saponificacion de la prasa Y extraccion de la materia
insaponificable.

2)  Aislamienio de la fraccion de esteroles por vrometogralia
en capa fina.

3} Separacion de los componentes de la fraceién de estercles
por cromatografia gaseosa.

24(a).2 Muaerial y aparatos.

- 24(a).2.) Material descrito en la norma 2’{b] -msapomrca-

ble- métoda del éster etilico.

24(a).2.2 Eguipo de preparacion de las placas para cromato-
grafia en capa fina. .

24{a).2.3 Placas de vidrio de 20 x 20 x 0.4 em.

24{a).2.4 Cubeta de vidrio, con su tapa, para el desarrollo de
las placas.

24(a).2.5 Pulvenzacion para la aphcacuon -del l'CdClI\O dc
revelado a las placas.

24(2).2.6 Cromatdgrafo de gas. con un- sistema de deteccion
sensible, preferiblemente de ionizacion de llama de hidrégeno.
provisto de inyector de vidrio. )

24(a).2.7 Columna de vidrio de unc dos m de¢ longitud
(diametro exterior siete mm; diametro interior dos mmj}.. con
relleno al 3 por 100 de una metilsilicona o una metil-ferul-silicona
{SE-30, OV-17 son edecuadas), sobre Gas-Chrom ¢, Chromosrob
W-HP o Supelcoport, con una granulometria de 80-100 malias.

24{a).2.8 Matraces en forma dc corazén de 10 mm. provisios
de tapones esmerilados. _

24(a).2.9 Microjeringa de § ¢ 1044, graduada en 0,1 & 0.241.

24{2).2.1¢ Columna cromatogrifica destinada a la clucién de

‘las fracciones separadas por cromalograf'a en capa fina, tal como

se indica en la figura. - - )
24{a).3} Reactivos.

24(ar 3.1  Reactivos descrﬂos en  1a norma 22(h} -msaponli'ca—

-

ble~ método del éster etilico.

24(a).3.2  Gel de silice G. i

24{a).3.3 Rodamina 6G al 0.00! por 10() en etanol del 90 por
100. Se puede emplear cualquier otro colorante que no reaccione
con los esteroles, como por ejemplo diclorofluoresceina.

24(a).3.4 Cloroforme.

24(a).3.5 Colcslerol purisimo, dlsoluc:bn al ¢ por (00 en
cloroformo, _

24(a).3.6 Hexanol :

24(a).3.7 Liquido de desarrollo para, 1a cromotografia en capa
fina. Preparar una mezcla hexano-éter ell‘uco 60:40 (v/v). a la que
se agrega ) por 100 de dcido formico.
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i4a)d  Procedimiento.

24(a).4.1  Saponificacion de ia grasa y extraccion del insaponi-
ficable, )

Extraer el insaponificable de cinco g de muestra, scgan el
método 22(b) «método de éter etilicon siguiendo la marcha descrita
y ctiminar et disolvente volatil en evaporador rotatorio, cuidando
~ de no calenlar a emperatura superntor a 30°C
Disolver el insaponificable en dos ml de cloroformo.

24(a}.4.2 Aislamiento de fraccion de esteroles por cromatogea-
fia en capa fina. _

24(a)4.2.1 Preparacion de las cromatoplacas.-Antes de proce-
der a [a extension de 1a pasta de gel de silice, limpiar las placas con
hexano, etanol vy acetona sucesivamente.

En un frasco de unos 250 ml de capacidad con cierre hermético
y lapén de rosca, adadir gel de silice y aproximadamente el dobie
de su peso de agua. Ajustar el tapan y agitar enérgicamente durante
un minuto, 28 g del gel de silice son suficientes parz la preparacién
de cuatro piacas de 20 x 20 cm. Se pasa ]a masa al aplicador y se
extiende sobre las placas con un espesor desde ia mezcla de get con
agua hasta su extension que se etectuard de una forma continua
para lograr la mayor homogeneidad de la capa de silice.

Deejar secar las placas al aire unos treinta minutos ¢ introducir-
fas en estufa a 105°C durante una hora. Guardar en desecador,

24(a).4.2.2 Preparadion de la cubeta.=Intreducir en 1a cubeta
el liquido de desarrolio, mezcla hexano-éter 60-40 hasta una aliura
de un ¢m, tapar y dejar en reposo durante trés horas, anes de su

utilizacion, con el fin de lograr el equilibrio lquido-vapor en el

interior de la cubeta.

. 24a)4.2.3 Cromatografia en capa fina.— Depositar | m! del
msaponificable, en una banda. a distancia de 2 cm del borde
interior ¥ a 2.5 cm de los bordes laterales a la misma altura v a |
cig;]de ton bordes depositar 30 u 1de patrén de colesterol al | por
. Intreducir 1z placa en la cubeta, tapar y esperar hasta que el
desarrollo del frente liguide esté situacdto a una distancia apraxi-
mada de | ¢m del limite supertor de la placa.

Secar la placa y dejarla secar a temperatura ambiente, Pulven-
zar las manchas patron con el liquido de revelado y lecalizar Ja
posicion de la banda de esteroles con lampara de UV a 366 nm,

Rascar la silice correspondiente a la banda de esteroles sobre
papel satinado e introducirie seguidamente en la columma de
elucion gue deberd ser preparada de la forma siguiente:

~ Introducir un tapon de aigodon de vidrio en 14 extremidad
del cuerpo intermedio de 1a columna, con un didmetro inlerno de
6 mm y ocupando ¢l rellenc una alwra de 30 mm. Verter sobre
esie tapon el polve obtenido por raspado de fa placa, complelando
con siicage! fresca hasta Henar toialmente ¢l tubo de § mm de
diametro.

Verter por la boca de la columna, v en fraccienes de | ml
fler etilico. esperando para efectuar cada adicién que fa fraccion
precedente hava penctrado en fa columna de silice. Efeciuar 6
adiciones, totalizende & ml. Recoger la solucidn e un matraz en
forma de pera de [0 ml v eliminar el diselvente en evaporador
rotatorio. El residuo solido se disuelve en 250 ¢ + de cloroformo.
Fsta solucin es 1a que se invectard en el cromotégrafo.

24(a).4.3 Cromatografia gaseosa de los esteroles,

24(a).4.3.1 Preparacidn de 1a columna.-La preparacidn de la
columna cromatografica y su acondicionamiento se efeciuard
signiendo las normas habituales en cromatografia gaseosa,
debiendo ajustarie a las caracteristicas que se indican en 24(a).2.7.

24{a14.3.2 Condiciones de trabajo.-No es posible indicar
unas condiciones estrictas de trabajo que dependeran. fundamen-
talmente, det comportamiento de la columna y, en menor grado, de
las caracterisiicas de! aparato.

A titulo de orientacion, se indican a continuacion las condicio-
nes de trabajo alrededor de las cuales se ehcuentran tos resultados
Oplimos en la mayoria de los equipos utitizados:

- Temperatura de columpa: 240-250¢° C.
=~ Temperatura del inyector 290-300° C.
- Temperatura del detector: - 270°C,

(St ésta es indepen‘!icnte): .
- Flujo dei gas portader (N3} 3040 ml/min.

t.a marcha de la operacidn v el camportamiento de la colum-
ni pueden considerarse satisfactorios si se registra para el S-sitos-
teral un pico siméerico, sin aparicién de «olasn y que la resolu-
cion del par campesterol-estigmasterol no sea inferior a 0.80.

Normalmente el maximo del pico del S-sitosterol se sueie
regastrar & los treinta minutos del disolvente, pero pueden produ-

citse wigunas rartaciones sin yue afecte a la eficacia de 1}
operacion. -

2421.4.3.3  Inveccidn de la muestra. —De I2 solucidn en clo-
roforme de los esteroles separados por cromatografia en capa
fina. se invecta de uno a dos i | aproximadamente, yue debceré
contener de 10 a 15 u g para el componente mayoritario, 0,15-0.20
u g para el componente minoritaria. < : :
 Si et registro obtenido fuera demasiado pobre v no se pudiese
aumentar ¢l tamafio de los picos, hasta una magnitud suficiente,
disminuyendo la atenuacion de 1a sefial del aparato, se aumeniard
¢l volurnen de solucién inveciada. Para fines cuantitativos el
registro si es para aceiles de semiflas se podra hacer con ka misma
atenuactén para 1odos los picos o introducir atenuacion 1/2 para
el pico del B-sitosterol. St el andlisis es para aceite de oliva, se
cfecluard con una atenuacion de 1/2 para el pico del S-sitosterol,
si es posible cuamificar el colesterol para un contenido minimo de
8.5 por 100. de no ser posible se atenvard en 1/4 el pico del
Besitasterol, .

24{a).4.3.4 Interpretacion de los registros.—Se atilizardn co-
mo criterio de identificacidn los tiempos de retencién relativos al
f-sitosterol, cuyos valores normales, en las condiciones de trabajo
dudas, son los siguientes:

- LColesterol 0.60. : .
e .- Rrasicosterol: 0.6R. . : N
-- Composterol: 0.80.

Estigmasterol: 0,87

B-sitosterol 1,00,

A 7-sigmasterol: 1.16.

" En el caso de que se quiera efectuar una comprobacién directa
de los tiempos de retencion, preparar una solucidn de esweroles
patrones en cloroformo al | por {00 respecto a cada una. -

Si no se dispone de patrones de calidad adecuada, se podrd
obicner para fines cualitaiivos una solucion pairdn, exirayendo los
esteroles de una mezcla en pesos iguales de aceite de colza ¥
manteca de cacao, operando como en ef procedimiento descrito. A
Ja solucién de esteroles recuperada en ia placa, adicionar | mg de
calesteral. o ~

24({a}).5. Célculo.

Para la cuantificacion de los registros con fines de caractenza-
cion de la muestra; s¢ empieard el método de normalizacion
interna, tomando en cuenta exclusivamente los cinco primeros
esteroles mencitonados en ¢f cuadro anterior, y que estuviesen
presentes en el problema . -

Ajustandose estrictamente a las condiciones operativas sepala-
‘das, ¢} facior de respuesta se considerard igual a la umidad para
1odos jos esteroles. .

En caso de que se disponga do imtegrador electronico. las
cuantificaciones se habréan muiuplicado los tiempos de retencién
corragidos por la aliura de cada pico, considerdndose oste producio
como un estimado del area. .

El comenido, por (00, de cada esterol cn la fracqadn vendra
dado por la expresion siguiente:

~

Ty ha
(tx ' hx)

La cuantificacién se efectuard solo para los cinco primeros
esteroles si los contiene (para aceites de oliva), y de todos los
esteroles para aceites de semillas, :

Porcentaje csierol A = x 160

24{a).6 Observaciones,

24(a).6.1 La resolucion se calcula por 1a férmula usual:
2 (dx-dy)
Rgw —
bz + b1
: Siendo:

d1 y d; = distancias. en el registro, det miximo de los picos al
frente de salida del disoivente.
by ¥ by = bases de los _picos. -

24{2).6.2 Fn el caso de analizar grasas de origen animal,
especialmente grasas de leche. muy riea en colesterol v zon el fin
de Wlentificar esteroles de origen vegetal, se recomienda invectar
una cantidad mayor de esleroles, sin sabrepasar la cifra de 20-30
ug de colesterol: pudiéndase efectuar, una vez registrado el pico
del colesterol, un aumento de sensibilidad, disminavendo la aten-
cion en fa relacion 4:4. : .

24(2).6.3 Para los analisis de aceite de oliva se utiiizard como
fase fija la SE-30 para el relleno de la columna. . i
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24(8).7 Referencias bibliograficas.

1. Instiuto Espaiiol de Normalizacion. UNE 55.019.
2. Determinacion del insaponificable UNE 55.004.
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Columna B¢ #lucliin

54, ACTIVIDAD DE ADSORBENTES PARA
-CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Principio.

54.¢

_Se fija la actividad del adsorbente gue, segin su comporta-
miento frente & seis colorantes orgdnicos. La actividad se expresa
en cinco grados, designados en orden creciente del I al V, En Jos
%mdgs intermedios se establecen para cada una de los subgrados:

Y < '

Este método es aplicable a los adsorbentes gel de silice y
alimina, en los diferentes 1ipos utilizados para cromatografia en
columna, pudiéndose aplicar & otros adsorbentes de caracteristicas
fisico-quimicas analogas. -

54,2 Material § aparatos.

Columnas de cromatografia, de 100 mm de longitud v |5 mm '

de didmetro interior, provistas de llave esmerilada. con orificio de
puso de .5 2 2 mm y placa filtrante de vidrio de porosidad

nimero 2. correspondiente a un tamafio medio de poro de 40 a 90
& m, :

543 Reactivos

5431 Arobenceno (a),

54.32 p-metoxiazobenceno (b). :

54.3.3  Armnarillo Sudan (Sudan 1) {Benceno-aro-B8-nafiol) {c).
54.34 Rojo Sudan (Sudap 1) {xileno-aro-nafiol) {d).

54.3.5 p-Aminocarobenceno {e). .

54.3.6 p-Oxiazobenceno (f}.

34.37 Benceno, exento de tiofeno.

5438 Hexano. ’ .

54.4 Procedimiento.

54.4.1 Preparacion de la columna.-El adsorbente que se ha de
ensayar, s¢ _introduce en la columna cromatografica, procurando
conseguir una distribuciéon homogénea, formande una capa de 50
mm de altura, colocando, previathenie, un disco de pape!l de filtro
en la parte inferior, ¥ una vez empaguciado el adsorbente, se coloca
encima otro disco de papel de hiro.

'54.4.2 . Preparacion de ias disoluciones de colorantes para fos
ensayos.—Se preparan soluciones parcadas de los colorantes indica-
dos en el apartado 50.3 pesando 2 mg de cada colorante gque se
disuelven en una mezcla de 2 mi de benceno y 8 ml de hexano,

Las disoluciones que constituirdn- una serie completa para
medir la gama de actividad de fa [ a la ¥V, seran las siguientes:

Solucién 1: 2 mpde 2y 2 mg de b . -
Solucion 2: 2 mgdedby2mgdec
Solucion 3: 2 mgde ¢y 2 mg de 4.
Solucion 4 2 mg de dy 2 mg de ¢
Solucion 5: 2mgdeey 2 mgdef

54.4.3 Determinacion.-Yerter sobre la columna preparada
como se indica en {34.4.1), 10 ml de la disolucidn adecuada para
la actividad que se prevé para el producto ensayado, abrir la Have,
dejando pasar la disolucidn hasta que el nivel liquido gueda
justamente a la altura del relieno de la columna. '

Verter el liquido de desarrollo constituido pot una mezcla de 4
mi de benceno ¥ 16 m! de hexano. La velocidad de salida se regula
con la Jlave, manteniendo un flujo de | ml/minuto, aproximada-
mente, equivalente a la caida de 1 gota cada 2 segundos. Recoger
e} liquido en un matraz conico de a cstrecha, :

54.4.4 Expresion -de los resultados.-Terminada la sahida del
liguido de desarrollo, se¢ observa 1a situacion de los colorantes. En
&l cuadre que se incluye a cotinuacidon se muesira un ¢squema de
las posiciones de los pares de colores con las distintas soluciones de
ensayo, en funcidn de la actividad del adsorbenie. Buscando la
posicion gue s& corresponda con la observada en ¢l ensayo, en la
columna correspondiente encontraremos ¢l gradoe de actividad del
adsorbente ensayado, o .

En el caso de que ¢} adsorbente se manifiesta con una actividad
superior o inferior a la prevista, se repetird e] ensayo utilizando la
solucion de colorantes que se considere adecuada.

Si al wilizar Ja solucion 1, los dos colorantes gquedasen
fuertemente retenidos en. la parie superior de fa columna, el
adso:l-beme ensayado s¢ comportard con una actividad mayor
gue L. .

Andlogamente, una elucién completa para los colorantes de la
solucién niamero 5, indicard yna actividad inferior a V.

1t S v
. 1 v

Crrado de actividad: Hy | g [ oy jav, jivy
Numero de.la solucion: [ 1 2|24V 3]3]4]s
Posicion en la columna:
Parte superior: a|blcic|{d|d]|]e}f
Pane inferior: . a b ¢ d

1
En ¢! filtrado: a b <

54.6 Referencias b:’bfiogrqﬁcqs.
1. Instituto Espafiol de Normalizacion. UNE 55.129.

55. CERAS EN ACEITES DE GIRASOL
. 55.1  Principio.

‘Precipitacién de los productos insolubles en acetona, ceras y
gran parte de fosfitidos. Eliminacion por lavados sucesivos de los
triglicéridos arrastrados y racién cuantitativa de las ceras por
cromatografia en columna de alamina.  °

El método es aplicable 8 aceites de girasol brutos y refinados.

58.2 Muerial y aparatos. :
55.2.1 Estufa de desecacion, con regulador de temperatura,

- pudiéndose calentar hasta 150°C.

5522 -FErlenmeyers de 250 fy 100 mi, con boca esmerilada.
55.2.3 Embudo de vidrio, forma alemana, de 6 cm @,
55.2.4 Pesafiltro de 3 em de didmetro v 7 cm de aliura.
'55.2.5 - Papel de filtro «Albet 240» o similar, en discos de 8 cm

de didmetro.

55.2.6 Cipsulas de vidrio, fondo plano, de 5-6 cm"de dia-

etro. : S
35.2.7 Columna cromatogrifica, con camisa de calefaccion y
dimensiones indicadas en la figura 1, y depésite de disobvente para
1a alimeniacién de la columna, representado en la figura 2.
55.2.8 - Termostato de corriente, para regufacién de tempera-
tura de dispositivos extenores, destinados a su wtitizacion con la
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columna cromatografica (55,2.7). Debera tener las especificaciones
minimas siguientes:
Temperatura maxima alcanzable: 60°C.
Precision en la regulacion de la temperatura: = 0,05
Potencia de calefaccion: 750 W. _ :
4 ?rgcisibn mixima de la bomba de: circulacion: 1,5 m columna
e agha.

 Dispositivo de regulacion adecuada a las especificaciones ante-
rigres. . . .

55.2.9 Aparato de destilacibn, totalmente de vidria, con
matraz fondo plano, de 500 mi, columna «Vigreuxs» de Y5 cm y
refrigerante «Liebige de 30 cm; ¢l destilado se recoge en un kitasato
de 500 mi. .

55.2.10 Blogue metalico de calefaccidn, capaz de alcanzar una
temperatusa de 100°C y con regulacion de temperatura con una
precision de + 1°C. : . .

,55.2.11 Maierial necesario parz ¢l ensayo de la alimina {segin
método oficial nomero 54). ' )

553  Reactivos. .

35.3.1 Acetona anhidra, calidad reactivo para analisis,
35.3.2 Benceno, calidad reactivo para anslisis, exento de
tiofeno. o .
. 35333 Alamina para cromatografia en columna, que debe
ajustarse a las especificaciones siguientes:

En suspensién acuosa al § por 100 ef pH sers de 7.0 + 0.5,

Actividad 1V segiin métode oficial ntimero 54, determinada v
ajustada segln se indica: :

El resultado del analisis granulomérrico del producto debe ser
tal que su contenide en particulas con un grosor igual o inferiora
6} u m no legue a 10 por HO0; ef dc particulas con un grosor
mavor de 250 4 m no Hegue a 0.1 por 100; v Ja media estadistica
dseslzr;\aﬁos para la totalidad de las particulasseade 130 um+ 5
{2362}

55.3.4 Reactivos pama lg determinacion de Iz actividad de la
alimina. Segin método oficial nimero 54,

55.4 Procedimiento:

-55.4.f Determinacién de fa actividad de la alumina.
método oficial namero 54,7

554.2 Preparacion de la columna cromatografica.

_ La cantidad necesaria de alumina que es de 16,5 g + 0,5 g se
introduce en la columna, pudiéndose utilizar cualquiera de los
procedimientos usuales, operandod ya sea en seco o en hiimedo y
siempre que 3¢ consiga una distribucion homogénea del relleno.

El procedimiento recomendado es el siguientd: La cantidad
pesada de alimina se introduce en una ampolla de extraccion de
125 ml agreganda 50 mi de benceno con el que se llena. también,
la ¢olumna hasta ocupar, aproximadamente, 2/3 de su capacidad.
Se coloca ia ampolla encima de la columna, introduciendo en ella
un tubo de salida. Se gbre 1a ltave de fa ampolla dejando salir la
papilla de alimina, que caerd en el interior de la columna con el
disolvente; al mismo tiempo, se abre la Have de la columna
regulanda la salida det benceno de forma que ef nivel del liquido
ent el interior de la columna se mant practicamenie constanie,
procurando, més bien, que el nivel suba ligeramenie en lugar de
disminuir. Cuando toda la papilla de alimina haya pasado a la
columna, se arrastran ias Gitimas porciones adheridas 2 las paredes,
enjuagando el recipiente con un poco de benceno.

Se mantiene abierta fa lave de la columna, dejando salir
lenamente el disolvente hasta que el nivel se haya situado 2 la
aiturz cel retleno de la columna. La columna queda asi lista para
st crnpleo. B ’ . :

. 3543 Preparacién de la muesira.-La muestra deberd estar
seca 3 perfectamente homogencizadz en ¢l momento de efectuar la
pesada. , :

En el caso de contener pequeftas cantidades de humedad, o no
estuviese transparente, s¢ calentard en estufa 2 unos 50°-33°C, para
asegurar la disolucion de las ceras que pudieran haber precipnado,
agitando para asegurar fa homogeneizacion y filtrando en el intenor
de la estufa. - .

fﬁ}:lms operaciones deberdn realizarse en ¢ tiempo mas breve
posible, -

En &l caso de gque el agus no quedara elifminada en esta
filtracion, se deberd desecar en estufa de vacio hasia constancia de
pesa en 13 cifra de tos miligramos. ’ .

55.4.4 Separacién de la maieria insoluble en aceiona.—En un
erlenmeyer de 230 mi, pesar, con exactitud del cemtigramo, fa
canndad necesaria de muestra que debe tener un contenido de ceras
de 8 mg a 15 mg. Nonmalmente, en los aceites brutos deberan
pesarse de (0 a 15 g de muestra; en aceites refinados e invernados
seria nccesario operar con unos 50 g : :

Segun

il

. de acetona anhidra, previamente e

Tapar el cr}enme("ger e introducirlo en un frigorifico a una
temperatura de (-5°C, mantemiéndolo alii de ireinta a cuarenta.
minutos. . _ .

Transcurrido este tiempo, s¢ saca ¢l erienmeyer, agregando 100
ml de acetona anhidra, enfriada previamente a una temperatura de
0°.5°C, para cantidades de muestra no superior a 15 g para
muestras comprendidas entre 16 g y 50 g, s¢ agregarin 150 mil de
acetona. Colocar el 1apén y agitar fuertemente hasta observar la -
formacion de grumos gue quedan en suspension. Dejar en reposa,
en frigorifico, a unos 5°C durante unos treinta minutos, debiéndose
depositar en ¢l fondo el precipitade de caricier algodonoso,
quedando la sclucidn acetbnica limpia y transparente; st se observa
la disolucién turbia o €] sedimento no tuviese el aspecto-algodo-

- noso anteriormente aludido, la operacién no estaria bien realizada,
debiendo repetirse nuevamente. . )

Filtrar la disolucion por papel de filtro, &reviamcnte desecado
en un pesafilito y en estufs a 185°C y eniriado en desecador y
pesado, cuidando de pasar todo el precl}ﬂtado al filtro; ayudandose

igda 3 una temperatura

inferior a 5°C como sc dijo anteriormente. Lavar ¢l filtro y su

contenido con la misma acetona fria hasts eliminacion total de la

grasa, cuidando de emplear en todas esias operaciones la menor

canti posibie de acetona, no debiendo scbrepasar el volumen
total utilizado de unos 100 mi. i -

El filtro con el precipitado, una vez lavado ¢ introducide en el
pasafiltro, se lleva a una estufa lada a 70°C, manteniéndolo dos
horas. Se deja enfriar en desaﬁgr ¥ 5¢ pesa

El peso obienido constituye el depominado insoluble total en

"acetona, constituido, fundamentaimente, por las ceras y los fosfasi-
-dos del aceite.

5545 Cromatografia -El filtro conservado en el pasafiitro y
conteniendo el precipitado se cologa en un embudo, que se-
introduce en 1a boca de un erlenmeyer de 100 mi disolviendo el
precipitade en benceno caliente, que se vierte en pequenias porcio-
nes en el embudo (55.6.3), ¥ lavando convenientemente ¢l Gltro
con bencenc catiente. .

La disolucién de benceno se pasa a una cdpsula de vidrio,
concentrandose en el bloque de calefaccion o al bano Maria,
operando en vitrina con un buen tiro hasta reducir ¢l volumen a
unos 10 ml (55.6.4), - :

La disolucion se vierte sobre [a columas de alimina, preparada
segiin 35.4.2 y caleniada a 40°C, lavando ia capsulita des veces con
2 mi de benceno cada vez, que s¢ vierten, también, cn la columna.

Una ver que la disofucidn de benceno ha penetrado en la
columna, afiadir 250 mi de benceno en e depdsito de alimentacion,
regubindose ! salida de la columna cromatogrifica con la llave
situada en [a parte inferior, a una velocidad aproximada de una
gota por segundo (unos 2 ml/min), reguléndose 1ambién la salida
del deposito del disolvente (figura 2), de manera que el nivel de
benceno s¢ mantenga por encima det pivel de la alumina,

- Se continia el desarrolle hasta que se consuma Ja toalidad del
bencend. i .

E! cluato recogido se destila hasta reducic su volumen a unos
20-25 ml, que se {rasvasah a una cipsula de vidrio (55.2.6), seca y
tarada previamente, lavado con dos o tres pequeiias porciones de
bencenc para hacer ¢l trasvase cuantitativo..

Se evapora ¢f tiquido de la eapsula hasta séquedad, calentando
para eflo. en blogue de calefaccion, regulado a 75%80°C y bajo
vitrina (55,6.31). sin que Hegue a hervir ¢l benceno.”

Se deja enfriar en desecador y se pesa (55.6.5).

55.5° Calculos.

Pi-Pp .
T K.
. M
P, = peso, en gramos, de la cipsuta con el residuo.

P = peso, en gramas, de la capsula vacia y seca. -
M = peso tomado de muestra, en gramos. :

% de cerzis -

556 Ohsernaciones.

535.6.1 La tapa debera ser de un material no atacable por la
acetona ni por el benceno. .

5562 s valores que se seitalan en el apartado 55.3.3, para
¢l grosor de las particuias de la alimina que se recomienda utibzar,
se comresponden con {as aberturas de matlias de los tamices gue s¢
indican a continuacion: ' ’

Luz gde malia

-~ Numerarion

mm
0,063 Tamiz 0,063 .
0,25 Tamiz 0,25 _
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© 556.3 Dado el caracier t6xico del bencenc, debe evitarse la — TR
piracidn de sus vapores, efectudindose 10das las operaciones en |
vitrina con un buen tiro, manteniendo Ia compuerta de cierre fo : : B/26
> ‘més baja posible.- _ =3
55.6.4 5ise dispone de evaporador rolatornio, & concentracion
de la disolucion puede hacerse con mas rapidez v comodidad en el
mismo erlenmeyer, sin lener que trasvasar a fa cdpsula. .
55.6.5 Las ceras, una vez desecadas, deben tener un color
blanco impio. Una coloracion generatmente amarillenta o amba-
rina indica haberse rcalizado una purificacion incompiela, fak
seando los resultados. - . -

' 75566 Es Ia maxima importancia la calidad de la scetona, — 1B
. Cuyc contenido de agua es critico para la marcha normai del
wproceso de insolubilizacidn. Por este motivo, es convenients 200

somieter la acetona anhidra comercial, calidad relativo analisis. a un ) .
proceso previo de deshidratacion, habiendo dado buen resultado el .
tratamiento con cloruro chlcico escoriforme, gue se deja én 270
contacto coit la acctona durante cuatre o cinco horas como .

- minimo, destilando la cantidad necesaria inmediatamente antes de .
su utilizacién. empleando una columna «Vigreuxn de 30 cm. ) PLACA FILTRANTE

55.7 Referencias bibliogrdficas. POROBIDAD. - 2

{. Instituto Espafol de' Normalizacion. UNE 355.115. - ' :
2. Instituto Espadiol de Normalizacion. UNE 55.129. ]

56., TOCOFEROLES ' . oM .'|/

56.1 Principio. ' . . ) D l B CE
; . i:ju;acc_ion dedelahnﬁ:ceria insaponiipcabie de la grasa, N LLAVE CON MACHO
. slamiento cidn de tocoferoles por cromatografia ' .. .
en capa fina. , o8t . : \ TEFLOMN, DE 2 sm. DE
3. Separacibn y cuantificacion de los componentes de la - PAsc .
fraccion de tocoferoles por colorimetria o cromatografia- gaseosa.

56.2 Material y apararo.s.' ‘ _ . e kb ‘L :
36.2.1 Matraces de fondo redondo de 50 ml y 106 mi. -
56.2.2 Matraces en formea dec cormzon de 15 mi. ' FI1G. |~ COLUMNA

56.2.3 Tubos de reflujo de § mi para adapiar 2 los mairaces
(56.2.1) o refrigerante de reflujo,

56.2.4 Ampollas de decantacidn de 125 mi.

56.2.5 Microjeringuitlas de 100 4 |

56.2.6 Placas de vidrio rnra cromatografia en capa fina de 20
cm x 20 cm, con capa de gel de silice de 0,25 mm de espesor.
36.2.7 Contrapiacas de 20 cm x 16 cm. -
56.2.8 Cubeta de deserrollo en vidrio para cromatografia cn )
capa fina, con tapa de vidric. . .
56.2.9 Pulverizador pars liquidos de revelado. :
56.2.10 Columna de eluccién, de vidrio, diametro interior
6 mm, con un tubo superier de 16 mm de diametro y 95 mm de
lonﬁmd, con un tubo capilar inferior de 40 mm de longitud (figu-
ra ). : : '
' 56.2.11 Evaporador rotatoric o bafio de agua hirviendo. — — 40_
56.2.12 Estufa regulada a 110° + 2°C. . :
56.2.13 Pinzas para fijar las contra placas. - _
56.2.14 Espectrofotdmetro’ para lectura en ¢l espectro visible, .
56.2.15 Cubetas de 1.00 e + 0,01 cm de espesor. 260
56.2.16 Matraces de fondo redondo de 10 ml con tapén
+ esmerilado. ’ : -
: 56217 Microjeringuiltas de | 4 1. '
. 36218 Apanado de cromatografia gascosa con deiector de o . 3- Som DE PASO
ionizacidn de Hlama y registrador. : '
. 36.2.19 Columna de vidric de unos 2 m de longitud, didmetro
interno 2,2-2,5 mm, con releno de 3 al 5 por 100 de metilsiticona | -
4{SE-30}, o fenilmetilsilicona{OV-17), sobre tierra de diatomas, con
granulometriz de 80-100 mallas. B[B

~ 56.2.20 Columna capilar de vidrio, longitud 20 m, diametro
E?)I%rr;c_; 04 mm de metilsilicona (SE-30). o feniimetilsilicona
-t A

36.3 Reactivos.

56.3.1 N-Hexano para cromalografia.
-+ 36.3.2 N-Heptano para cromatografia,
56.3.3 Benceno anhidro (contenido en agua maximo 0,0¢ por N —— —

LLAVE CON MACHO
DE TEFLON.

. O 19/26 -Cﬂtcl an M:limetros

36.3.4 Etanol absoluto exento de aldehidos, de calidad anali-

tica, . | -
56.3.5 Eter etilico, exento de perdxidos y de residuo. | F16. 2~ DEPOSITO
56.3.6 Liquido de desarroflo: Hexano-eter 7.3 (V/V), . . : :
36.1.7 Liguido de eluccion: Heptano-etansl 2:1 (V/V). . La solucién se debe preparar inmediatamente antes del empleo.
36.3.8. Pirogalol (1, 2, 3, Bencenotriol), solucién etandtica de 56.3.11 Solucién de referencia de rocoferoles: Disolver 200
5 g/100 ml, preparada inmediatamente antes del empleo. mg dc una mezcly en partes iguales de Jos tres tocoleroles o, B v

36.3.9 Hidr6xido de potasio, solucion acuosa de 1.000 g/1. . | 5 en 10 mi de hepiano. Puede sustituirse esta solucién por otra
56.3.10 Solucién de cloruro de hierro (II1): Disolver 260 g de | obtenida 8 partir de mercla de aceite de soja v girasol, sipuiendo
{FeCl. 6H,0), de calidad analiuc_a e 100 m! de etanol absoluto. | el procedimiento (56.4.1) y (56.4.2).

v
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56.3.12 Solucion de fenolftaleina en etanol absoluto; 10 g/,
36.3.13 Nitrdgeno conteniendo menos de 5 mg de oxigend

por kg.
56.3.14 Disolucion etilica de 2.2'-dipiridito. Disotver 200 m:
de 2.2' dipiridilo en 00 ml de etancl absoluto. :
56.3.15 Pirdina anhidra, de calidad analitica, recientemente
destilada sobre hidrdxido de sodio w oxido de bano,
$6.3.16 Hexametildisilazano puro.
56.1.17 Dimetilclorosilano puro.
§6.3.18 Escualano puro.
56.3.19 Solutidn de escualdno en n-heptano. 100 mg / 00 mb
56,120 d-la tocoferol, pureza minima 99 por (00,

§6.4 Procedimiento.

36.4.1° Extraccion del insaponificable total.-Pesar, con presion
de 0,005 g, 1 g de muestra en un matraz de 50 ml. Adadir 4 m] de
ta selucion etandlica de pirogalol. Adaptar el refrigerante de reflujo
y llevar a ebullicién. Al empezar la ebullicién apadir 1 mi de la
solucitn de hidréxido de potasio. Dejar en ebullicion durante tres
minutos. Retirar el matraz y refrigerarlo bajo una corriente de agua,
afadir 25 ml de agua destilada; :

Trasvasar cuamtitativamente a una ampolla de decantacion.
Enjuagar el matraz con 40 mi de éter etilico. anadirio a la ampolla
y efectuar una primera decantacion. Efectuar otras dos extracciones
de la fase acuosa utilizando cada vez 25 ml de éter etilico. A cada
exiraccion agitar suavemente iz ampotla de. decantacion, girando
sabre si misma, para evitar la formacidn de emulsiones, dejar
reposar para separar la fase acuosa. o . ]

Reunir los tres extractos en la ampolla de decantacién v lavar
con porciones de 20 fl de agua, agitando enérgicamente hasta que
] liquido de lavado no vire a rosa por adicion de una gota de la
solucion de fenolfetalina. Trasvasar la fase etérea a un matraz de
100 mi y evaporar el éter etilico por destilacidén en un evaporador
rotatorio o calentando sobre un bafio de agua hirviendo. Para secar
el residuo, adadir 1 ml de etanal ¥y 4 mi dge benceno y evaporar cn
corriente de nitrégeno por destiacién en un evaporador rotatorio
o calentandc sobre bafio de agua hirviendo. Repetir ia adicion de
ctano] y benceno ¥ evaporar estos disolventes.

Disolver el residuo en | mi de hexane v transferir 2 un matraz
ent forma de corazén, utilizando la menos cantidad posible de
hexano para los lavados. Evaporar totalmente e] hexena al vacio o
con commente de nitrogeno. Eliminar el aire del matraz con ayuda
de una corriente de nitrbgeno y anadie cxactamente | ml de

heptano, Efectuar inmediatamente la cromatografia en capa fina de
1z solucidén obtenida. .

1
56.4.2 Cromatografia en una capa fina.—Todo ¢l procedi-

mieniodescrito a continuacién deberd efectuarse en ausencia de -

luz natural, en una habitacién alumbrada por una limpara eléc-
trica recubterta con papel rojo claro. Saturar la cubeta cromato-
grafica con el liquido de desarrollo (56.3.6) y cubrir las caras
mternas de la cubeta con papel de fitro. Sobre una placa de
cromatografia en capa previamente activada, calentando treima
minutos en una estufa a 110°C v con.la ayuda de una microjeringa
graduada, depositar | u | de 1a solucién de 1ocoferoles de referen-
cia (56.3.11), a 2 cm de cada borde lateral ¥ a | cm del borde
inferior. A partir de 6§ cm del borde derecho y sobre una banda de.
2 cm de longitud, depositar con microjeringa en finas gotas lo mas
ggiformcmeme posible la solucion dee insaponificable obtenida en
4.1, i i

La cantidad de insaponificable depositada estard comprendida
entre 25 ¥ 72 | segiin la riquera del aceite en tocoferoles;
normalmente la cantidad depositada es de 50 u 1. Esta cantidad
deberd ser medida exactamente en el caso de una determinacién
cuantitativa, Si se pone varias muesiras para analizar en.ia misma
placa, deberan depositarse las bandas con un espacio de separacién
de 2 cm entre cada muestra. MY

Introducir inmediatamente la placa en la cubeta en ausencia de
luz, hasta que el frente del liquido de desarrollo diste 1 cm del
borde superior de 1a placa. Sacar a placa y cubrirla inmediatamente -
con la comrapiaca sujetdndola con ayuda de dos pinzas. dejando
sin cubrir dos bandas a la derecha y a la izquierda de la placa sin
cubrir. Pulverizar inmediatamente las dos bandas laterales descu-
biertas, poniendo en ¢ pulverizador una mezcla en volimenes
iguales de las soluciones de clorure de hiervo (111} y de 2.2° dipirilo
(56.3.14). Conservar la placa en la oscuridad durante cinco o diez
minutos. La aparicion de manchas de color rosa oscuro indica la
posicidon de los tocoferotes de la solucién de referencia. _

Quitar la contraptaca y setialar los rectangutos de las bandas de
2 cm de los tocoferoles, a las alturas indicadas, por las manchas
reveladas de tos tocoferoles de referencia. Rascar la silice contenida
en cada rectingulo marcado, siguienda las precsciones habituales
para gue las repercysiones sean cuantitativas. )

Con la ayuda de un embudo peguefio introducir la silice de cada
rectangulo en su columna (56.2,10). Adadir pequefias porciones v

el a-tocoferol seran los sigulentes; ~

¢ facilitar el empéquetamiemo con ligeros 'goipes‘ sobre las paredes He

la columna. . .
Lievar la columna sobre un mairaz en forma de corazon. Pasar
3-6 ml del disolvente de elucidn (56,1.7). Evaporar los disolventes’

- al vacio y proceder inmediatamente a la evacuacion de los

tocoferoles en el residuo, por uno de los métodos de cuantificacion.

56.4.3 Colorimetria.-Todas las operaciones siguientes debe-
rén efeciuarse en cdmara y con luz roja. -

En cada matraz conteniendo 1a fraccion tocoferdlica obtenida en
56.4.2, anadir exactamenis 3,6 ml de etanol, 0.2 ml de ta solucion
de cloruro de hiervo [I1.{56.3.10). Me2¢lar por ligéra retacion del
matraz y dejar repasar durante diez minutos.

Efectuar un ensayo en blanco en las mismas condiciones.

Trasvasar las sotuciones a las cubetas (56.2.15) ¥ medir 1as
absorbancias a 520 nm de las muestras v def ensayo en blanco, con
-relacidn al etanol. El ensayo en blanco debe tener una absorbancia
inferior a 0,05, - - ’ _

Esie método es aplicable a todos los aceites, incluidos los de
oliva virgen ¥ no se permite la separacién del v v g tocoferol. ni
de los tocotrienios correspondientes. '

'56.44 Cromatografia gaseosa, .
56.4.4.1 Preparacion de los sililéteres,

En un-matraz {56.2.16) ahadir 0,5 ml de piridina (56.3.15), 0,45

mi de hexamerildisiiazano {56.5.16) v 9,3 ml de dimetilclorosilano.

- Tapar y dejar reposar quince manutos. hasia . la compleia
decantacién del precipitado blanco... .. .

Del liquido superior claro, tomar. 100 x | con microjeringa e
intraducirlo en un matraz quc contiene la fraccion de tocofersles
en 56.4.2. La mescla de la solucidn se facitita inclinando ¢ matraz
¥ haciendo girar sobre si mismo. Esperar cinco minutas antes de
proceder a la cromatografia gaseosa. o

$6.4.4.2 Condiciones de trabajo.
Para las columnas dadas en 56.2.19 serin:

Temperatura de fa columna: 240°C. | S
JTemperatura del inyecton 250 °C. . '
Temperatura del detector: 230 °C. -

Fiujo del gas portader: 0,8 atmdsferas, - .

Inyectar 0.5-1 x 1 de la solucién silanizada que, segin iz
respuesta cromatogréfica puede ser concentrada por evaporacion
er corriente’ de nilrdgens. S . _

. En estas condiciones v utilizando la columna (SE 30). los
tiempos de retencidn relativos al e-tucaferol son: '
a-tacoferol 1.00 )
¥ + B tocoferol 0,71
8-tocoferol 6,55 ’ :
-36.4.4.3 Para columnas capilares (56:2.20) las condiciones
cromatograficas seran; o :

Temperatura de la columna: 240 °C.

Temperatura del inyector: 250 °C,

Temperatura del detector; 25¢ °C- T .

Gas portador caudal de entrada: 2 ml/min; ¢audal de colymna:
60 ml/min. S o ' :

Evaporar los relativos en corfiente de nitrégeno de los sitiléte-
res opbtenidos segin 56.4.F. Disolver ¢l residuo en | ml de éter .
etilico e invectar en el cromatégrafer § u litro, L

En estas condiciones. los tiempos de retencidn reducidos para

b ov-17 SE-30
a-tocofered ... L L0 PR OO 1.00
Btocoferol ...l P 0.64 0.68 -
y-tocoferel ........ e aeaan . 0.66 0.70
dtocoferal ..., L, 0.50 0.54
a-tueolrienol ..., e 1.71 1.3
B-tocotriene) ...l e can 1.09 0.89
y-logetsienol L. e ERRTERUPPRRSLIN B & 0.92
S-tocotrienal ..., .. PR i eaeeee o086

0.70

56.4.44 Determinacién cuantitativa. - Determinacién de la
curva patrén. En Cuatro matraces (56.2.16), pesar cxactzmente
a-tocoferol ¥ escualano eh las proporeiones: escualano/ a-tecofe-
rol. 371, 2/7, 1/ 0.5, R . S

Preparar los sililéteres como se indica en 56.4.4:1 v proceder al
andlisis eromatogrifica. Trazar la curve poniends en abcisas la
refacién: pesos de esculeno/ pesos de a-tocoferol ¥ ¢n ordenadas
la relacidn. drea del pico de escualano/drea del pico de a-tocofe-
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rol. Esta curva debe ser una recta que pasc por ¢l ongcn A partir
de csta cufva. caleular 4 relacidn:

- ’ Peso de) escualano/ peso de a-tocoferol
R= :

Area det pico de escualano/area del pico de a-tocoferol

56.4.4.5 Introduccion del patron interno.-En e! matraz cone-
niendo fa fraccidn de tocoferoles obtenida en 56.4.2, afiadir | ml,
exactamente medido, de la solucidén de escualano. Evaporar, el

- disolvente al vacio y proceder mmedlalamente a la stlanizacidon
segldn 56.4.4.41.

Operar exaclamente como en 56.4.4.2.
En estas condiciones y wtilizando l2 columna SE-30, Tos Hempos
-de tetenc:én relatwos al cscualane son los s:guaemes

.. . nr-mcefemi: 3.36 :
v *+ a-tocoferol: 2.40
" Stocoferol. | .85 :
Escuatano: |00

56.4.4.6 En el caso de efectuar la cromatografia con columna
capiar. introducir el patn6y interno como en 56.4.4.5. ¥ efectuar la
cromatografia como se md:ca en 56.443.

56.5 Operaciones.

56.5.1 Calorimetria.~En & oonumdo en tocoferol expresado
en ms/lOO g viene dado por la siguiente formula

A - A)xeVxlOﬂO '
vxm

Siendo

A-absorbmcudehduducmndemucsm

. Ao-nhsmadplmyoenblmco

V = volumen, en mi,
" insaponi

sobre ix placa,
‘o= masa e gramos de fa muestra.
F = factor expectrofotométrico dnfcmnc para cada tocoferol.

F atocoferol: o8 _
F ¥ + 8 10coferol: 90
-F & tocolerol: 75

36.5.2. Cmmatognﬁa gascosa.

56.5.2.1 .Lhilizando ¢l método de.normalizacién intermna los
pmwnmesd:cadatocoﬁemivmdadosporlafémula '
L % 100
- Poscentaje de locoferol -
A

Sicndo.

= drea de! pico correspondiente & cada tocofero).
K— suma de areas de todos los picos de tocoferoles.

.. 56522 Utilizando patrdn interno, e contenido en cada
: tocoferol expresado en mg/100 g vendri dado por la formula:

. R x Af % 16°
. o As X m x v
Slendtr . e
¢ = Volumenenpu dela wluc!dn dc nmpomﬁcabic depos;!ada
- -sobre 1a placs. - -

: m’-mmcngdehmmm :
"Al-ﬁmdciospwosdc!ostocofcrolcs.

-As = &res del pico correspondiente al escualano,
_ R relaaéncalcuhdaen56444 .

56 6 Mnadonex

;" 366.1 En casode necesitar rar etanol absoluto exenio de
aldehidos, proceder como se indica. Todas Jas operaciones deben
efectuarse con material de vidrio. Aﬁad:r 2 g de hidroxido de
potasio y'1 g de permanganato de io 8 1 { de etanol absoluio

.comercial Igo cn aldehidos (99, 3 por 100 minimo de alcohot de

" melaza). Hervir a’ reflujo duranié treinta minuios después de
destilar, Deshidralar sobre-sulfato de calcio anhadro. Destilar de

_muevo y proteger de 1a humedad.

T8, ~En -case de necesitar preparar 4ter etilico | exemo de
pcrémdos ¥ de ﬂ:-mduos, pmeeder como 8¢ md:ca

" Eb un frasco d¢ vidrio gscuro agregar 130 g de. l,amsz molecular
a 4 A en parlas, de¢ 2 mm de didmetro por cada litro de éter gtilico

hepuno wiitizado p\m dtsolver et’

v = Volumenenp idela solumén de msapomﬁcable depositada

de calidad analitica. Agitar vigorosamente vy dejar reposar durante
doce horas en el mismo matraz cerrado. Conservar ¢l éter etilico en
estas condiciones. )

Para eliminar los peroxidos, destacar el &er etilico, deshidra-
1ado, y pasario sobre una columna de alimina basica, de 22 mm
de diametro vy 60 mm de longitud, actividad |, granulometria
0,063-0,200 mom. con {00 g de alimina y un flujo de éter etilico
girededor de 2-3 mi/min. Recoger e! elusto en un frasco de vidno
osCuro. :

:—-“'t__‘

1 . . v

30 |
+
' Cetes on  milimptros
!.
v._l_ _ o _
I e v .J;__rl —— |
FIGURA 1 | ,
.
'y ’ . | Tecoterat
: . _ - i dimercs
- 24 . . L, e S . n .
. e e e e b .} Referencia
CFIGURA 2
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56.6.3 La solucion etandlica de pirogalol puede ser sustituida
por una solucion ctanblica de é&cido ascOrbico, obtenida por
disotucion de 0.3 g de icido ascorbico en 4 mi de etanol preparada
mmediaiamcntc anies de utilizarse,

56.6.4 Durante los lavados con agua dest]ad:, pnnc:pa!mr.nle
e pnmero, no se debe agitar enérgicamente para cvitar la forma-
cion de emulsiones. En caso de formacion de éstas, anadir algunos
milititros de una solucion acuosa saturada de clorure de sodio para
romper la emulsion. La separacién de las dos capas debe tener lugar
mmediatamente.

56.7 . Referencias bibliograficas.

1. [nternacional ©Vnion of Pure and applied Chemistry
S!andard «Methods for the Analysis of Oils, Fats and Derivali-
nesw. 6% edician, primer suple.memo

57, ACEITE SEMISECANTE EN ACEITES DE OLIVA Y
: . ORWIO - .

57.1  Principio. . '

Cristalizacién fraccionada a baja temperatura de la mucstra
aceite neutro en mezcla metanol-acetona, Separacion de los triglice-
ridos mas insaturados por filtracidn y posterior purificacidn por
cromatografia en capa fina. Relacion dek contenido de acido
linoleico en esta fraccion y en el aceite original.

Ei limite de detcccion se puede considerar entre el | al 5 por
100, dependiendo de la naturaleza de los dgeites,

Este método es aplicable a aceitek de ofiva virgenes, refinados

v 2 sus mezclas, asi comao a (os aceites de orujo brutos y'ref'nados‘
572 )

572 2 .l Arcon de congelacion, con unas d:mensmnes interiores
aproxlmadas de 90x50 cm de base v 75 cm de profundidad,
provisto de sistema de regulacion de temperatura, que permifa
mantener c¢n el interior, 2 una altura media del fondo, una
temperatura de -22° € = 1° dm‘ahte un periodo rmmmo de

Material v apararos.

- . guinge horas.

A unas 30 cm, aproximadamenté, d@l extrtmo superior. licvara
‘una plaiaforma con ias dimensiones suficientes para la colocacion
de los recipientes de cristalizacibn y el ‘malerial necesario para
efectuar las operaciones de filtracion, tal como se detalla en 57.4.2.

La, .1apa superior dels arcon, cmdcxdmndc con uno de¢ los
extréemos de 1a plataforma, llevara un 9nﬁc10 para la imeoduccion
de un termémetro, graduado en décimas. de caracterisicas adecua-

-das para verificar la temperatura dc espécio cn ct que se van g
realizar las operaciones de cristalizacidn y ﬁltramon (57.6.5). '

57.2.2 Equipo de cromatografia de capa fina,

57.2.3  Placas de vidrio de 20 x 28 ¢m. '

'57.2.4 Equipo de cromatografia gaseosa prefenbteﬁtenle pro-

\.:slo de :me rador electrénico,

ubos de ensayo con tapon esmeritado, de 2 cm de
d}?;nelr{) interior y 15 ¢cm de altura (Capaﬂdad aprox:mada 30
m

57.2.6 Vasos dc precipitado, forma aita, para su utilizacion
como soporte de los tubos de ensayo o dispositivos similares.

57.27 Matraces de forma de corazdn, con boca esmen!ad-s ¥
50 mi de capacidad.

57.2.8 Socportes para los mdtraces~de forma de corazdn. _

57.2.9 Embudo de vidrio, forma alemana. de. aproximada-
mente, 55 mm de didametro extertorys vistagd corto, con 4 mm,
aproxamadamente de didmetro interior.

57.2.10  Vidrio de reio; de 58 mm de didmetro, aprox:mada—-
menle, -

57.3.11 Cubéta de vidrio con tapa esmerilada, para revelndc
de placas

57.2142 Papel de filiro Albel nomero 242, u otro eqmvalemm
de 90 mm de diametro.

57.2.13 Malraz de metilacién redondo, fondo plano de unoq
50 ml de capacidad con boca esmernilada,

57.2.44 Varifta de reflujo adaptable al matraz anterior, para su,
utlizacién como refrigerante. - .

372295 Ampolla de extraccidn dc unos $00 mi de! capacidad.

57.2.16 Probeta graduada, con japon esmerilado de 25 mil.

$7.217 Mairaz redomio fando plano, de unos 250" m| de
capacidad.

57.3  Reactives. '.

57.3.f Metanol R A, con un contenido maximo db agua de
OOSSTpgrziOO

r\cemna R ‘\ con un comcmdo maxlmc de agua de
{}O" por m . e am - - i
57.3.3 Hexano. J
57.3.4  Silice gel Merck tips 60 o “gimitar para C. C. F-
N 5;!35 Disolucidon de meuia.to dc sodm 0,2N, en metanol
abschiuto ’

57 3.6, Disolucion de CIH gaseoso Seco ai 4 por 100, en
metanol absoluto.

571.3.7 Disolucion acuosa saturzda de cloruro de sodio. _

57.3.8 Tierra Tonsil AC o similar.

57.3.9 Disolucion de fenolfialeing en metanol al | por 100,

57,310 Iodo resubtimado.

57.3.1F Disolucion acuosa de hidroxido de sodlcj "N

57.3.12 Sulfsto de sodio anhidro.

57.4 Procedimiento.

$7.4.1 Preparacidon de la mucsn‘a )

En el caso de tratarse de aceties de oliva. v:rgencs de cahdad_
comestible, aceites de oliva refinados o aceites de orujo refinados,
f' sus_mezclas, no serd necesaria ninguna preparacion previa.
imitandose a efeciuar una filtracion por papel de fliro en ef caso
de que ja muesira estuviese turbia o comtuviera humedad. La
muestra para ¢l ensayo debe estar limpia y transparente, :

$i s rata de aceites de oliva virgenes no comestibles o aceites
de oruio brutos deberdn someterse las muestras a un proceso previo
de purificaciéon, consistente ¢n una neusralizacion y una decolora-
cign.

Neutrafizacion.-En unz ampolla de extracclon de S00 mi
introducit unos 30 g de muestra, 100 m} de hexano, 50 ml de
etanol, unas gotas dc disolucion alcohdlica de fenolftaleina al | por
100, v el volumen calenlade de disclucidén de hidréxida de sodio
2N equivalente a la acidez libre de la mucstra, medide con una
bureta graduada en décimas de mi. ;-

St la fencifialeina no acusase reaccidm aicalina, debcrﬁ adicio-
narse mas disaluciér de hidroxido de sodio, gota a gota, agitando
después de cada ad:cmn hasta conseguir el viraje del indicador.

Agitar la mezcla enérgicamente, agregar 50 mi de agua destilada,
agitar nuevamente y dejar en reposo hasta que fa mexcla se separe
en dos capas bien definidas vy extraer por ia llave de capa
hidroalmhahca ronteniendo. los jabones, D

La disolucidn de hexano contenienda la grasa’ neutra s lava con
porciones sucesivas dg 25 ml de una mezcla de etanol de 36° v agua
destilada 1:1 {v/v), hasta que e} hqmdo de lavado no se coloree en
rosa con la fenoiftaleina. .

La disolucion de hexano, libre de {abones se deseca agregando
-3 g-4 g de sulfato de sodio anhidro; filtrar sobre un matraz de 250
ml, redondo, de fondo plano, ¥ evaporar el disolvenie en un
evaporador rotatorio al vacio.

Decoloracidon.=Tomar 10 ml de acene rieutral:'iado‘ que se
introduce en una probeta de.25 -mi- con tapén esmerilado.
Seguidamente agregar 1 g de tierra decolorante y agitar fuertemente
durante unos rainta scgundos, ﬁhréndose a mmmuac:én por un
filtro de pliegues.

57.4.2 Separacion de los trigli cendos mas insaturados;”

Los ensayos se deben hacer por duplicadoy. simulaneéndolos
con un aceite 1esligo cuyos resubtados nos sean prevlamemc
conocidos {537.6.2).

De la muestra preparada, como'se indica en el 57.4.1, en sendos
tubos de ensayo {57.2.5), pesar 0,5 g + 0,01 g, adadir 20 mi de la
mezcla melanol-acetona 7/3 {v/v), recién preparada, taponar y
agitar fuertemente. Seguidamente, introducirlos en el arcon de
congetacidn, colocindolos en un vaso u oire dispositivo qgue pueda
servir de soporte, situdndolos en Ia plataforma citada en 52.2.2; la
!cmpera&ura del arcon habrd sido previamente regulade a =30
C = 1° C, Cerrar la 1apa del arcon, debiendo permanecer asi
quince horas.

Aproximadamente una hora amcs de que transcurra cf periodp -
indicade de quince horas, colocar. en la plataforma.de) arcon, al
lado de los recipientes de cristalizacion, dos matraces de 50 ml, de
forma de corazon, y dos embudos de vidrio con sus papeies de
fiitro, protegidos ambos por un vidrio de reloy.

Pasadas las quince horas, levaniar a tapa del‘greén, procedién-
dase a separar por filtracion los triglicénidos ¢nstalizados de la
solucion conteniendo los triglicérides maés. insaturados, realizan-
dose esta operacion en la misma plal,aforma dbnde se encuentran
los recipientes.

Colocar e] embudo con ﬁltm en la boca del ma\raz ¥ sin agnar
el recipiente conteniendo el problema decantar ¢l liguido sobre el
filtro, evitande, en lo posible, ¢l arrastre del solido cristalizade, y
“procurande una filtracion rapida, no siendo necesario agotar el
‘contenido del tuba de ensayo. En esta. operacion los tubos de
ensayo se deben coger por el cueflo ésmcniado,‘ culdéndoﬁc no

‘sacartos del récinto def arcbn, =

Una vez se da por terminada la ﬁitracwn ée retiran fos entbudos
de 168 matraces antés de sacarfos del arcén, se recogen los matraces
‘¥ se evapord el disofvente en cvaporadnr roiatorio al vacio.

o+ 57.43 Purificacion del extracta.—D:solver el residuo en 0,25
“tnl de hexano y depositario en forma de banda.en una placa de CCF
con gel de silice, de 20 x 20 em y un espesor de capa de 0,25 mm
previamente activada por ca!enlam;em en estulh 1057 C durante
unos quince minutos.’
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E) desarrollo s realiza en cubeta cromatogrifica, -con una
mezcla hexano-€ler eiilico 8:2 (v/v), recientemenie preparada,
hasta que el frente det disolvente quede 8 unos 4 cm del extremo
superior de la placa.

. Concluido el desarrollo, 1omar una placa cromatografica hmpla
sin recubrimiento de silice, y se la coloca encima de la placa
desarrollada, dejando al descubierto una banda lateral de unos 3
¢t de ancho, fijando el conjunte con una pinza.

Se introduce ¢l conjunio de las dos placas en una cubeta
saturada de vapores de ipdo, debiendo aparecer una bhanda ancha
correspondientc a los tnghcendos, claramente separada de otros

- componentes minorilarios que pueden interferir,

57.4.4 Metilaciéon de Jos dcidos grasos.-Raspar la banda de los
tniglicéridos recogiéndose &l raspado en un papel satinado, pasando
¢| polvo al matraz de metilacion (57.2.13).

Agregar al mawaz 10 ml de disolucién de metilato de sodio ¥y
hervir en bafio Maria a reflujo, durante cinco mioutos.

Retirar el matraz del bano, ung gota de solucion de
fenolfateina v a continuacién disolucton metandlica de clorbidrico.

hasta reaccion acida y un. volumen igual al consumido para-

ncutralizar, como exceso, hirviendo de nuevo diez minutos,

Enfriar 1a disolucién con los ésteres metilicos, agregados segui-
damente 2] matraz 0,25 mi de hexano'y 15 ml de solucion acuosy
saturada de cloruro de sodio. Agiar fuertemente, adicionando a
.continuacidn, la cantidad necesaria de la misma solucion salina,
para que ia capa de hexano se sjte em ¢! cueltd del matraz.

Dejar re T UNOS Minutos para que la capa de hexano se
separe limpia en ¢l cuelio del matraz, paséndose scguidamente a
efectuar el andlisis de los &cidos grasos por cromatografia gaseosa.

Se realiza también 1a menlacién de ia muestra de aceites
originales utilizado para ¢l fracccionamiento, siguiendo e] méodo
oficial nimero 41.

5745 Acidos gasos por cromatografia  gaseoss.-Segin
método oficial nimero 41,

§7.5. Emeswn de los resultados.

Sea x e conlenido en Acido linoleico de la muestra original
encontrado por andlisis gas-cromatografico; e y ef contenido en
&ctde linoteico de la fraccibn mds insaturada,

En ia tabla I se entiende para cada valor de x el valor prcws:bic
para y, enel supuesto de que se trate de un aceite genuino. teniendo
en cuenta la dispersion real de resultados, calcutado con un nivel
de probabilidad de 0,95

Para valores de x imtermedios, no incluidos en la 1abla, se
calculard ef valor previsible de ¥y por interpolacion entre los dos
+valores mas proximos, -

8 el valor encontrado para e icido linoleigp en 1a fraccién mas
insaturada €s superior a ia cifra deducida de )a tabla se puede
considerar a la muestra adulterada; para valores inferiores o iguales
hay que considerarla como genuina (537.6.3 y 57.6.4).

TABLA 1
Valores maximos previsibles en aceites de oliva genuinos para

¢l comenido de Acido tinoleico de i fraccidn mds saturada, en

funci6a dz] contenido en cido lnoleice del aceite original.*

L% Y
2.600 32,633
40008 35,589
: 6,000 38,589
> 8,000 41,640
19,080 44,747
12,000 47 907
14,000 55,120
16,000 54380 -
18.000 57.68 . .
20,000 61,029

57.& Observaciones. -

57.6.1 Es esencial, a una aplicacion correcta dei procedi-
mientd, la realizacién de las operaciones de cristalizacidn y de
separacién de is parte cristalizada a una determinada temperatura
y en condiciones sean reproductibles entre Jaboratorios.

§7.6.2 La atilizacién de ia muestra testigo, de respuesta
previamente conocida, ¢n el ensayo no s indispensable, teniendn
solamente por oﬂem ¢l garantizar no haberse producido ningin
fallo en e} curso de la cristalizacion por causas gue podrian pasar
desapercibidas al dor, faiseando los resultados.

57.6.3 Para valores interraedios de x Do incluidos en la 1abla

~ la funcién p pnede considerarse lineal deniro de cada intervalo,
efectudndose ¢l caleulo pos, imterpolacidn. :

No obstante. el anahsla que desee opérar con mayor segundad
puede calcular la ecuacion de la linea de regresion. a partir de datos
experimentales propios, obtenidos con muesiras patrones de garan-

{ tia: como, asxm;smo, fos limiles de eonﬁsnza asignables g estos

parimetros.

57.6.4 Ea la evaluacion de resultados hay que 1=ner en cuenta
que la sensibilidad del procedimicnto. en orden al limite de
deteccion de aceite semi-secante en_goeiie de oliva, depende.
fundamentatmente, del contenido de ambos aceiles en acidos
polisaturados. En los analisis colaborativos realizados con mezclas,
en distintas proporciones, de un aceite de girasol y un aceite de
oliva de caractéristicas normales se puse de manifiesto un limitc de
identificacion situado entre el 2.3 por 100 de girasol. Pero en
circunstancias més favorables el limite de deteccidn puede descen-
deg por bajo del 1 por 100, pudiéndose tratar de una contamina-
CIon.

57.6.5 'S€ puede utilizar un sistema de congelacion distinto al
dsscmo siempre que asegure las mismas condiciones de !raba jo.

577 Referencias bibliogrdficas.
- Instituto Espatiol de Normalizacion. UNE 55-132-83

* 58 DETERMINACION DEL ERTTRODIOL

58.1 Pnnc:pm

Determinados sceites vegel.ales, como ¢ aceite de oliva, orujo
de aceituna, pepita de uva, etc, contiesn en su insaponificable
dmlcé);molies lcrpémcoa El componente: mayomano de ésws es ¢l
ertrodi

Su determinacion consta de la extraciom del msapomﬁcabie y su
posterior fraccionamiento ¢o cromatogmiia en capa fina, recupe-
randose juntamente las fracciones de esteroles y diakcoholes terpé-
nicos, gue se sitanizan, analizandose segudamenie por cromatogra-
fia en ?ue gascosa. o .

$8.2 Material y aparalos .

58.2.1 F! material descrito en la norma UNE 55.004 para ia
separacion del insaponificable por €l método det éter etilico.
58.2.2 Columna cromatogrifica de unos 30 cm de longitud ¥

. 15 mm de didmetro, ptefenblcmcme oon plar:a filtrante de vidrio,

porosidad ndmero 2. .
58.2.3 Equipo para la preparacién de placas
58.2.4 Placas de vidria de 20 por 20 em.
58.2.5 Cubeta de vidrio con su tapa para el desarrollo de
placas 20 por 20 cm.
58.2.6 Soporte memhco para la conservacmn ¥ transpore de
lacas. <
827 Camara para ia CONSErvacion de las placas. .
$8.2.8 Estufa para 1a desecacién de las.placas.
58.2.9 Evaporador rowatorio con vacio y bafio de agua regula-

las

ble a 35°C,

58.2.10 Micropipeta o mu:ro;ermga capaz de hbcramén goti-
tas de 0.3-0.4 1 1{58.5.2).
58 2.11 Pulvenizador para la aplicacion del reacuvo de reve-

58 312 Tubo cromamgrﬁfmo representade en la figura, desn—
aado a la elucion de las fracciones scparu:las en la cromatografia en
capa finz.

582.13 Lampesa uitravioleta pam el examen de las placas.

58.2.14 Eguipo de cromatégrafo gaseosa, constituido funda-
mentatmente por ef cromatdgrafo y el r:ﬁ;strador provista o no de
integrador, con todos los elementos sux su mangjo, talcs
como mbos de gases a presion, medidor de flujo, etc.

fo ird equipado con ua sistema de deteccidn de
1omza.c:6n dc ma, provisio de inyector y columna de vidrio.

58.2.15 Columna de vidric de unos 2 m delongitud, con
didmetro exterior de 7,5 mm y didmetro interior de 2,5 mm, con
relleno de una fenil-meti silicona al 50 pot 100 (OV-I?). ‘al 3 por |
100 sobre Su ug:dconpon 80/100 mallas o Chromosorb W—HP de 1z
misma gran

58.2.16 MIC!'Ojennga de 5-10 g L con grdduacmn en@.diptd

;82 17 Matracitos en formn decorazon de 5y 1S de capaci-
dad y 1apbn esmerilado. .

58.3 Reactivos

58.3.1 Los reactivos mencionados en fa norma UNE §5.004,
necesarios para Ia separacion del insaponificable por ¢l métado del
éter etilico.

$8.3.2 Resina intercambiadora de iones grado analitico.
Ambertite MB-3 u otra de caracseristicas similares (58.5.5).

58.3.3 Geldesilice G Merck u otre producto de caracteristicas
similares.

58.3.4 Solucién de 2’ -7’ diciorufluoresceina al 0.t por 100 en
ctanol del 90 por 100. Se puede emplear cualgquier otro colorante
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que no tenga reaccidn con los esteroles, por eiemplo la Roda-

ming 6G. . - R S
58.3.5 Eter etilico de caiidad «reactivo analisise.
58.3.6 Hexano de calidad «para cromatografias.
58.3.7  Solvente de desarrollo hexano-éter etilico 2:1 {58.5.6).
58.3.8 Eter isopropilico, calidad ereactivo anéalisis». B}
58.3.9 Colestercl purisimo 21 1 por 100 en éter Hopropilico.
58.3.19 Algodén de vidrio calidad cromatogrifica,

-58.3.11
B-sitosterol, patrén cromatogréfico, con una pureza minima del
48 por 100. : Y o

58.3.12 Reactivo de- silanizacién, En un wbo de ensayo
Sovirel, con tapdn de rosca, previamente desecado, se introducen
9 mi de piridina recientemente destilada sobre hidroxido sodico v
desecada con criba molecular de 4 A Se adicionan 3 ml de
hexametildisilazano ¥y I ml de trimeti] clorosilano, ambos de
calidad puristmos.

58.1.13 Solucidén dé éter isopropilico de betulina, condna
riqueza minima del 99 por 100, conteniendo 50 mg/100 ml

58.4 Procedimiento

5841 Aislamiento de los esteroles y los dialcohoies-térpé-
picos,

Aislamiento del insapanificable.~Extraer el insaponificable de 3
g de muestra, siguiendo el método descrito en UNE 55.004 (método
del dado dietilico), hasta la adicidn de acetona, eliminacidn del
disolvente voldtil en bado de agua caliente (58.5.7 y 58.5.8)

En el caso de que se quiera efectuar la cuantificacion empleando
fa bewslina como patrdén intermo, una vez pesada la rmuestra de
grasa, con una precisién del centigramo, se adiciona al matraz 5 ml
exactamenie medidos de la solucion patrén de betulina (58.3.13)
- conteniende 0,5 mg/mi, procediendo, a continuacién, de la forma.

indicada en el parmafo anterior. .

Purificacidn det insaponificable.—Una vez eliminado el disol-
vente y los dltimos restos de aguas por arrastre con acetona, se
disuelve Ia materia insaponificable en el mismo matraz en 20 mi
de 4xido dietilico. Se agregan 6§ g de resina intercambiadora de
iones previamente desecada e impregnada de éxido ditilico como
se indica en el punto anterior, y se mantiene en agitacidn en un

itador magnético durante 20-30 minutos. La solucién atérea se

fHiltra por papei, recogiende i filtrado en un matracito de 25 mien

- dos porciones, eliminande cada vez el disolvente en ¢vaporador
retatorio. Una vez filirada toda la disotucién, se tavan el matraz y
el filtro con tres porciones de 3-4 ml cada una del mismo
disolvente, eliminando todo por evaporacion y dejando el insapo-
nificable seco.

58.4.2 Fraccionamiento del -insaponiﬁcable.

Preparacién de las cromatoplacas.-Colocar las placas en el
extendedor ocupando toda la longitud disponible, empleandase
gencralmente 4 placas de 20 x 20 cm ¥ 2 placas de 20 x 5 cm.

Limpiar cuidadosamente la superficie de las placas con hexano,
etattol acetona, con ¢l fin de asegurar la eliminacidn completa de
todo residuo de grasa. : ,

__En un matraz Erienmeyer de 250 mi se introduce 30 g de gel de
sitice con aglutinante y 60 ml de agua destilada. Se tapa el matraz
‘ se agita fuertemenie durasnte un minuto, con el fin de asegurar ia

omogeneidad més perfecta posible de la pasta. Inmediatamente,
se pasa la pasta al aplicador y se extiende sobre las placas, con un
espesor de 0,25 mm. El tiempa empleade en la preparacion de la
pasta ¥ su extendido sobre las placas no deberd exceder de 4
minutos. _ - :

Se dejan las placas en reposo ¢n ¢l extendedor pama su secado
al aire, hasta observar la superficie seca. A continuacioén, se retiran
del extendedor y se colocan en &l cortaplacas. introduciéndolo en
una estufa de desccacion regulada a 105°C-110°C, donde se
mantiene una hora.

Terminada ia activacidn, s¢ introducen las placas en la cimana
(58.2.7), para su comservacidn,’ . -

Preparacion de la cubeta de desarrolioIntroducir en ia cubeta
de desarrolio el volumen necesario del-liquido de desarrolio {58.3.7
y 58.5.6), para alcanzar una altura de unos 10 mm. Se tapa la
cubela y se espera ¢l tiempo necesario para conseguir el equilibrio
entre las dos fases liquido/vapor, siendo sufictente, por o general,
una hora, :

Cromatografia del insaponificable.~E] insaponificable purifi-
cado y seco, contenido en ¢l matraz de 25 mi, se disuelve en 5 mi
de éter isopropilico. Be 2 a 2,5 mi de esta disolucién se introducen
en un mairacito de 5 mi (58.2.17), eliminando el disolvente con
una corriente de nitrdgeno. Disolver €l residuo en 200 a 500 ul de
éter 1sopropilico. :
~ En una placa cromatografica,. preparada y activa como se ha
indicado en el apartado de preparacion de las cromatopiacas, se
deposita en gotitas finas, valiéndose de una micropipeta o microje-
ninga, la totalidad de la disolucion anterior del insaponificable,
cubriendo una linea situada a 2 cm det borde inferior de la placa

Solucién at 1 por 100 {m/v), en édter isopropilico de.j -

~s¢ prepara de

_raa 2.5 cm de los extremos gerecho e izauierdo. La distribucidn de

disolucion deberdl hacerse de la manera mis uniformie posidle,
afectuando las pasadas que sean necesanas para depositar la
1otalidad, pero esperando & cada nueva aplicacion gue haya
vaporizado et disolvente. : L. L

A 1 cm del extremo derecho de la linea de aplicacion del
problema v a | cm del extremo-izquierdo, se depositan 1526 u |
de la solucidn de colesterol {58.3.9? T

Introducir inmediatamente ia placa en la cubeta de desarrolio,
preparada como se indica anteriormente. Tapar la cubeta y dejar
gue efeetie el desarrotio hasta gue ¢l frente del disolvente se sitie
a unos 2 cm det borde superior de la placa. Sacar la placa de la
cubeta y dejarla secar al aire, para lo que-son suficientes unos 2 &
3 minutos. Se pulveriza la placa con el reactivo de revelado (58.3.4)
¥ se_examina a la luz ultravicleta (356 nm). )

Tomando como referencia las dos manchas de colesterol, se fija
la posicion de ia banda de los esteroles y la de los dialcoholes
triterpénicos que se sitian por debajo de los esteroles, en una
posicidn perfectamente diferenciada (58.5.10). :

La banda horizomal de silice de la placa delimitada por las dos .
marcas comprendiendo los esteroles y tos dialcoholes triterpénicos,
se rasca con una espitula recogiendo el polvo en un papel satinado
y paséndolo seﬁlidam:nle a la columnita de eluccidn (58.2.12), que

forma siguiente: .. -

Se coloca un tapdn de algoddn de vidrio en el extremo del
cuerpo intermedio de la columna, con un didmetro interno de
& mm, ocupando una altura de 30 mm. Verter encima de este
tapén la silice raspada de la placa, y completar con gel de silice sin
utifizar hasta Henar completamente el tubo de 6 mm de didmetro.

Sujetar el tubo en posicidn vertical en un soporte, poniendo™
debajo como colector un matracito de t5 ml de capacidad (58.2.17}.
Se vierte por la boca de la columna éter isopropilico, en porciones
de t ml, esperando para efectuar cada adicion gue baya penetrado
en la columna de silice la porcién anterior. Se efectuardn 6 -
adiciones con un total de 6 ml. Terminada esta operacion, se
evapora €l disolvente en cvaporador rotatorio hasta sequedad.

58.4.3 Cromatografia gaseosa, -

_ Silanizacién del problema.—Al matracito conteniendo 1a frac-
cién de esteroles v los dialcoholes triterpénicas, se adicionan 200
u 1 del reactivo de silanizacion (58.3.12), cuidando que la jeringa
¥ todos los recipicntes utilizados estén perfectamente secos. Para
conseguir esto, resulta convenicnte. inmediatamente antes del uso,
enjugarios con acectona anhidra. que se escurre, evaporando ef
Testy con una corriente de aire seco. '

Se tapa el matracito, agitAndose suavemente mediante un
movimiento de rotacién.durante 1 6 2 minutes. Se deja en reposo
unos 20 minutos®quedando la solucién lista para su inyeccion en
el cromatdgrafo. : -

Condiciones de trabajo.—No¢ s¢ puede indicar condiciones
estrictas de trabajo, dependiende fundamentalmente det compor-

tamiento de la columna, caracteristicas del apartado, eteétera;

Puede consideratse que la operacidn marcha satisfactoriamente si
s€ regisira para S-sitosterol un pico simétrico, sin la aparicién de
«colase v la resolucién del para-campesteroi-estigmasierol es, co-
mo minimo, de (.8 (58.5.1] v 58.5.12). Si estas condiciones mini-
mas no se¢ cumpliesen incluso modificando las condiciones de
trabajo dentro de limites aceptables, seria necesario rechazar fa
columna sustituyéndo por otra.

A titulo de orientacién, se indican a continuacion las condicio-
nes de trabajo alrededor de las cuales se suelen encontrar los
valores optimos, debiendo ser modificados, en cada caso, hasta
encontirar una respuesta satisfactoria.

— Temperatura de la columna: 240"(‘-25{}"(3.
- Temperatura del inglector. 290°C. .
- Fiujo del gas portador (N;) 30-50 ml/minuto.

Se inyecta, aproximadamente, 0.5-0.6 u I de la solucién silani-

"»ada, utilizando la sensibilidad necesaria para que el pico del

f-sitosterol Hegue casi al extremo det pape! registrador, efectudn-
dose preferiblemente la totalidad del registro del cromatogrima a
la misma sensibilidad. En 1odo caso, no deberé existir mas de una
atenudcién eme los registros del S-sitosterol y et del eritrodiol,

identificacién de Jos picos.—E| pico correspondiente al S-sitos-
terol se identifica muy facilmente por un operador con experien-
cia, por ser-el componente mayoritario de la fraccién. En caso de
duda, podria efectuarse la identificacién invectando 0,5-0.6 p I de
la solucidn patrén de f-sitosterol (58.3.11). previamente silaniza-
do como.se indica en (58.4.3), E) eritrodiof se registea después del
B-sitosterol, con un tiempo de retencion en refacidn a éste de 1.3
a 1.5 operando en las condiciones descritas. )
. Se registran, también, otres dialccholes triterpénicos, pero en
umna cuantia muy inferior a la def eritrodiol. - o
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‘La betulina se registra en refacidn al B-sitosterol con un tiem-
po de retencidén aproximadamente de 1,6, :
Determinacionef cuantitativas.—(58.5.2). )
Cuantificacién relativa al g-sitosterol.—Se.calcula la respuesta
del detector en los picos del 8-sitasterol y del eritrodiol, multipli-
. cando en cada uno de ellos su altura por el ancho a la mitad de la
altura, v en el caso de haberse efectuado los registros a sensibili-

.dsasdgsgdifcmmes. s¢ referirdn ambos 2 una misma sensibilidad
(58.5.9).

Poreentaje de eritrodiol referido al S-sitosterol

Ar
— X |
s 00

Ag = 4rea correspondiente al eritrodiol.
Ag = drea correspondiente al B-sitosterol.

Cuantificacién con patrén interno.-Se calculan Ias respuestas
del detector para los picos del erttrodiol y de la betulina, siguiendo
el mismo crierio gue se indica anteriprmenie.

Porcentaje de eritrodiol en el aceite =

- Ag x mp »
Ap X my
Ag = Arca comespondiente al eritrodiol.
A, = Area correspondiente a la betulina,
m, = Peso 4el patrbn interno utilizado, expresadn en mg.
= Peso tomado de la muestra de aceite, en g :
K¢, = Factor de respuesta del eritrodiol frente al patron utilizado.
. Utilizandose la betulina como patrén interno, y a las concentra-
ciones que se indican en la metddica, el factor de respuesia es,
pricticamente, igual a la unidad. ' .
58.5 Observaciones. : '

58.5.1 La purificaciéon del insaponificable mediante “trata-
Miigi{l ¢ON resina no es indispensable para la aplicacion de la
metddica, temiendo Gnicamente por finalidad 1 eliminacién de tos
ultimos restos de jabones y/o acidos grasos que pudieran imerferir
en el fraccionamiento por capa fina. Por 1anto, este tratamiento
puede suprimirse sin grave inconveniente y siempre que no surjan
dificultades en el fraccionamiento del insaponificable derivados de
la presencia de los productos gue la resina debe eliminar.

58.5.2 En los casos de aceites’de oliva y de orujo de aceituna,
en los que el contenido de eritrodiol en relacion al B-sitosterol
vava a utilizarse como criterio de diferenciacion, debe tomarse el
denominador g-sitosterol waparentes, dado por la suma del B-si-
tosteral v As-avenasterol. Para este fin, es recomendable la wtili-
racidn como fase estacionaria del SE-30, va que, con esta lase,

_estos dos esteroles se registran en un solo pico.

58.5.3 Lla utilizacion de este tubo no es imprescindible,
pudiendo ser sustituido_por una varilla hueca de 7-8 mm de
diimeiro interior, ¥ una longitud aproximada de 250 mm, cen una
estrangulacion en el extremo para un tapén de lana de vidrio de
20-30 mm.

" 5854 Tanio la fase fija como los soportes que se sefalan, se
hace sblo a titwlo orientativo, por habersc expennmentado con
resultados satisfactorios. Sin embmargo, pueden ser sustituidos por
otros rellenos gue podradn dar resuhiados andlogos, o incluso,
mejores, siempre gue 18 columna satisfaga los criterios de eficacia
que sc dan en el apartado (38.5.3). .

Con columnas de OV-17 o SE-30 puede producirse el solapa-
miento del eritrodiol con el As-avenasterol que,'en delerminados
casos. puede esiar presente en cantidades significarivas. Estos
esteroles pueden separarse perfectamente con columna capilar de
OV-17 (58.5.2).

58.5.5 Antes de su utilizacidén para la purificacion del insapo-
nificable, la resina déberd ser sometida al tratamiénto siguiente:

6-7 g de resina se introduce ¢n una columna cromatogrifica
{58.2.1), agrepindose 100 ml de metanol anhidro que se hacen
pasar a una velocidad aproximada de ung gota por segundo. Una
vez pasada la totalidad del metano, se hace pasar por la columna
una corriente de aire con el fin de ehiminar los restos de metanol.
La resina asi desecada puede conservarse en un frasco hermética-
mente cerrado. .

La resina se hidrata con mucha facitidad, reteniendo grandes
cantidades de agua. Por lo tanto, en algunos casos, la cantidad
indicada de metanol puede ser insuficiente para lograr la deshidra-
tac16n total de la resina, siendo necesario un lavado mas prolon-
gado, utitizando mayor dhntidad de metandgl. :
~ Inmediatamente antes de su utilizacion, la cantidad necesaria
de resina (6 g), se pone en suspension en 10-15 ml de oxido
dietilico, manteniéndola asi unos quince minutos, agitando suave-
mente de vez en cuando. -

58.5.6 En lugar do la mezcla bexano-Sxide dietilico para el
desarollo de ia placa, pueden utilizarse otros disclventes com
resuliados anilogos, y siempre qoc sc consiga urd separacion clara

10-3 x Kg, x 100

de los esteroles y los dialcoholes writarpénicos que permita su
tocalizacién en la placa, para su raspado ¥ recuperacion cuantita-
fiva. Se han recomendado por algunos experimentadores el cloro-
formo; bencenc-acelona (95:5); heptano normal-acetona (85:15);
etcétera. .

58.5.7 En el caso de que la solucién etérea del insaponificable
contuviese mucha agua, io cual es lo mas frecuente, es convenienie
proceder a una desecacién con sulfato sédico, Para ello, se adigiona
a la solucion contenida en la ampolla de extraccién 8-10 g de
sulfato sédico anhidro, agitindose y dejando en reposo durante
treinta-cuarenta y cinco minutos. Scguidamente. se filira la solu-
cign, que se recoge en ¢l matraz en el gue s vaya a efeciuar la
destilacion. La ampolla v el filro se lavan con tres porciones de
Oxido dietitico de 3 ml cada una. '

58.5.8 Todas estas operaciones de evaporaciéon se pueden
realizar con mayor rapidez y comodidad utilizando un evaporador
rotatorio de vacio. En cualquier caso, la disolucién del insaponifi-
cable no deberd ser calentada por encima de los 40° C. )

58.5.9 En las operaciones de cuantificacién de los picos, puede
emplearse un integrador electronico, sustituyendo en este caso los
vajores de fireas por el nimero de «cuentase dado por ¢l inegrador.

58.5.10 En el caso de que se disponga de eritrodiol de la
pureza suficiente para su utilizacién como patrén cualitativo, s¢
-adicionard a la solucion testipo de colesterol el 1 por 100 de
eritrodiol, sirviendo de oriemtacién la mancha obtenidd en el
cromatograms para fijar la posicidn del eritrodiol en el problema,
Sin embargo, esto no es indispensable, pues la posicion del
eritrodiol es Ficil de fijar a partir de ta de fos esteroles, :

58.5.11 La resolucién viene dada por la formula:

2(d; - dy)
: b; +b

dy y d, = distancias en el registro del maxime de los picos al frente
de salida del disolvente.
bz y by = bases de los picos.

. ) .

58.5.12 Para verificar la condicién impuesta relativa a la
resolucién del campesterol v estigmasterol, no es necesaria dispo-
ner de patrones de estos productos, siendo muy facil su identifica-
cién en el cromatograma obtenido con la fraccién de esteroles. En

| las condiciones operativas indicadas, ¢l campesterol tiene un tiem-

pe de retencidn, referide al f-sitosterol de 0,80 aproximadamente
v ¢l estipmasterol de 0.82. :
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