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|. EL LABORATORIO EN LA ALMAZARA

I.1. Introduccion

La extraccion del aceite de oliva es un proceso industrial, en el que intervienen
los siguientes elementos:

— Materia prima: Aceituna de diversas caracteristicas.

- Subproductos: Orujo y Alpechin.

— Producto final: Aceite de oliva virgen de distintas calidades.

El Laboratorio en una Aimazara tiene la funcion de suministrar informacién sobre:

* La calidad potencial de la aceituna, y, como consecuencia su precio justo.

* El agotamiento de los subproductos, tan importante en el control del proceso
de elaboracién.

* La calidad del aceite obtenido en las distintas etapas de la campania.

I.2. Disefio del laboratorio

El Laboratorio en la Almazara debe estar situado cerca de la misma, pero lo sufi-
cientemente aislado, para que no le influyan olores, ni ruidos molestos.

El material empleado en la construccion debe ser de calidad. Las paredes, suelos
y mesas de trabajo deben ir revestidas de gres antiacido, de facil limpieza. (Foto 1).

Contara con buena ventilacion y luminosidad, instalacion eléctrica adecuada, con-

ducciones de agua fria y caliente, instalacion de gases, extractores de humos, fre-
gaderos, servicios, etc.
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| Ei LABORATORIO EN LA ALMAZARA

En la figura 1 se muestra un modelo de planta de laboratorio.
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Figura 1.- Recepcion y despacho. 2.- Sala de cata. 3.- Balanza. 4.- Sala de molienda. 5.- Sala de estufas.
6.- Sala de trabajo. 7.- Aimacen. 8.- Servicios. 9. Armario vestuario.
1.3. Determinaciones a realizar

Las determinaciones a realizar son:

Humedad
1. En aceituna

Contenido graso

Humedad
2. En orujos y alpechines
Grasa total

Acidez

Humedad e Impurezas

Calidad Indice de Perdéxidos

Extincién al ultravioleta Kz, Kaaz, Delta K.
Caracteres Organolépticos

3. En aceites
Acidos grasos

Esteroles

Eritrodiol + Uvaol

Pureza Alcoholes alifaticos y ceras
Triglicéridos

Acidos grasos saturados en B.
Contenido en Percloroetileno.
Estigmastadienos
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I.4. Instrumentacion y equipo.

Para las determinaciones resefiadas en el apartado anterior, el equipo instru-
mental necesario es el siguiente:

— Molino triturador de aceituna.

— Equipo extraccion de aceite.

— Balanzas de precision.

- Estufas de desecacion.

— Destilador de agua.

— Bateria de extractores tipo Soxhlet.
— Analizador rendimiento graso.

— Frigorifico para conservar muestras.
— Espectrofotémetro ultravioleta-visible (*).
- Cromatografo de gases (*).

- Sala de cata.

Se dispondra de todo o en parte y, segun la capacidad que se quiera dar al labo-
ratorio, el nimero de unidades vendra multiplicado por la cifra adecuada y necesaria.

Segun el nimero de analisis que se pretenda realizar, habrd que contar con el
correspondiente material fungible: capsulas, probetas, buretas, matraces, vasos de
precipitado, copas de cata, etc.

En cuanto a los reactivos, éstos seran de la calidad recomendada en la metodo-
logia a aplicar.
I.5. Buenas practicas de laboratorio.

Para que un Laboratorio de andlisis sea considerado como de calidad, ademas
de contar con instalaciones adecuadas, debe reunir los siguientes requisitos:

- Exactitud.

— Repetitibilidad.
- Rapidez.

- Bajo coste.

La exactitud es el grado de concordancia entre el resultado de una medida y el
verdadero valor de lo que se mide.

La repetitibilidad, es el grado de concordancia entre un resultado analitico
determinado y la media de un conjunto de ellos, obtenidos con el mismo proceso
analitico y de la misma muestra.

(*) Unicos instrumentos optativos en el caso de montar un Laboratorio elemental.
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La garantia de calidad de los trabajos que se realizan en un laboratorio, viene
dada por:

— La formacién del personal.

- Un buen sistema de calibrado y ajuste de instrumentos.

- Una metodologia adecuada.

— La buena preparacion y conservacion de reactivos y soluciones.
— La contrastacién de resultados.

Es una buena practica de laboratorio, celebrar seminarios o reuniones periddicas
de personas responsables, con el fin de poner al dia conocimientos y contrastar
resuitados.

I.6. Registro y manejo de muestras.

Por definicién, se denomina muestra a una cantidad determinada de un produc-
to, obtenido por mezcla y homogeneizacion de varias porciones, tomadas de una
partida, a la que representan.

Toda muestra que llega al laboratorio, se debe inscribir en un Libro de Registro,
haciendo constar:

- Numero de registro.

— Fecha de entrada.

- Tipo de muestra: aceituna, orujo, etc.
— Caracteristicas que presenta.

— Procedencia.

— Observaciones.

El nimero de registro, que servira para identificar la muestra durante todo el pro-
ceso analitico, se grabara de forma indeleble en el propio envase que contenga la
muestra.

Para evitar alteraciones en su contenido, las muestras se deben conservar, con
el envase bien cerrado, en lugar fresco y seco y a ser posible, en la oscuridad. En
el caso de que no se pueda realizar el andlisis en el transcurso de unas 48 horas,
es conveniente guardar la muestra en frigorifico, (a- 4°C).

Una vez que se haya tomado la cantidad necesaria para el ensayo, se conserva-
ra convenientemente el ejemplar de muestra hasta la comprobacién del resultado.
Pasado un tiempo prudencial, se eliminaran todas las muestras, con el fin de facili-
tar la admisién de otras nuevas.

| 14
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I.7. Normas de seguridad e higiene.

En el diseno, distribucion y funcionamiento de un laboratorio, hay ciertos aspec-
tos sobre seguridad e higiene que se deben tener en cuenta:

1

9.

. En todo laboratorio, por pequefio que sea, debe haber dos puertas de uso

habitual, a ser posible, situadas en sentido opuesto.

. Las conducciones de gas, electricidad, etc. deben estar protegidas conve-

nientemente, y se instalaran llaves generales para poder interrumpir el sumi-
nistro en un determinado momento.

. Los desagiies dispondran de sifon.

. La ventilacion general seré la suficiente para evitar acumulacién de vapores en

el trabajo normal.

. Es importante contar, cerca de las mesas de trabajo, con alguna pila de lavado.
. Se debe disponer de una ducha de disparo rapido en lugar bien accesible.

. En el almacén de reactivos y productos quimicos sélo se almacenaran las can-

tidades minimas imprescindibles.

. Se contara con suficiente nimero de extintores de incendios, situados en luga-

res estratégicos.

Habra un botiquin propio del laboratorio.

10. Los productos quimicos se deben ordenar en estanterias, por grupos, con

etiquetas bien visibles y evitando que incida sobre ellos la luz solar.

11. Al terminar la jornada de trabajo, el material de vidrio debe quedar limpio y

las mesas ordenadas.

12. El laboratorio elaborara sus propias normas de seguridad e higiene, se pondran

por escrito, y se designara a una persona responsable de que se cumplan.

1.8. Documentacion, archivo y biblioteca.

En todo laboratorio de anélisis hay que contar con la siguiente documentacién:

- Normas o métodos oficiales de andlisis.

— Inventario de material y reactivos.

- Manuales de manejo y calibrado de instrumentos.
- Procedimientos de trabajo empleados.
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— Libro de registro de entrada de muestras.

- Impresos adecuados para la realizacion de los andlisis.
- Boletines de resultados con copia a conservar.

- Archivo datos.

- Biblioteca

El producto final de un laboratorio son los boletines de analisis, con los resuita-
dos obtenidos.

Para asegurar la custodia de estos resultados y protegerlos de extravio, dete-
rioro, etc., se debe establecer un sistema de archivo, que sea:

— Permanente.

- Seguro.

— De c6modo acceso al responsable.
— Contrastable.

Actualmente, con la introduccion de la Informatica, los datos se suelen conser-
var en discos clasificados, ordenados y custodiados bajo llave.

El avance de la tecnologia hace que los conocimientos sobre andlisis quimicos
estén cambiando continuamente. Las personas responsables de los laboratorios
deben actualizar sus conocimientos, de acuerdo con las necesidades de trabajo. Por
tanto, contaran siempre con una pequena biblioteca, en la que ademds de textos basi-
cos de Quimica, Manuales de Instrumentacion y Andlisis y de Fondos Legislativos
sobre el tema, se cuente también con la suscripcion a varias revistas especializadas.

Foto 1. Vista de laboratorio.

| 16




il
ANALISIS DE ACEITUNA






Ii. ANALISIS DE ACEITUNA.
Il.1. La materia prima.
Il.1.1. Estructura anatémica e histolégica:
La aceituna es una drupa (fig. 2) y por tanto consta de:

* Epicarpio (piel).

* Mesocarpio, parte carnosa del fruto. EI conjunto Epicarpio y Mesocarpio, se
conoce como pulpa.

* Endocarpio (hueso), en cuyo interior se encuentra la semilla.

El peso de la aceituna varia entre 0,5 y 20 grs.; si bien, en variedades para la
obtencion de aceite, los valores normales pueden situarse entre 1,5y 5 gr. Del peso
del fruto, la pulpa representa un 70-90%, el hueso 9-27% y la semilla un 2-3%.

El peso del hueso depende, fundamentalmente, de la variedad. Asi en Picual es
de 0,5 a 0,7 gr., mientras en Arbequina es de 0,25 a 0,35 gr. También depende del
tamanio del fruto: en una misma variedad, los frutos de mayor poso, también suelen
tener el hueso algo mayor. Por esta razén, y como puede verse en el cuadro n.° 1,
los frutos de mayor peso tienen una relacién pulpa/hueso mas elevada.

Por otra parte, seguln se desprende del cuadro 2, més del 95% del aceite total
contenido en la aceituna se encuentra en la pulpa. Por tanto, frutos con una relacion
pulpa/hueso baja, deben tener también un contenido graso inferior al normal. Esta
es la razon de los bajos rendimientos en frutos mal desarrollados, de tamafio peque-
fio respecto a la media de la variedad.

El aceite est4 alojado en las células, fundamentalmente del mesocarpio, constitu
yendo gruesas gotas que desplazan el niicleo hacia un extremo. Es frecuente, la
coexistencia, en la misma célula, de gotas de diferente tamafio. Las capas celulares
mas externas son mas ricas en clorofila y mas pobres en aceite, al contrario que las
situadas en el centro del mesocarpio, con poca clorofila y gruesas gotas de aceite.
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Esta estructura, obliga a una cuidadosa molienda para romper todas las mem-
branas celulares que contienen las gotas de aceite.

Il.1.2. Componentes quimicos.

Los constituyentes mayoritarios de la aceituna madura son el agua y el aceite.
La cantidad de agua contenida en el fruto, se expresa como humedad (% de agua
referido al peso total del fruto). Puede oscilar entre limites muy amplios, en funcién
de la variedad, condiciones climaticas, etc. En la variedad Picual, la humedad del
fruto varia entre un 35% (por ej. aceituna del suelo) y un 55% (por ej. aceituna del
arbol de principio de campana).

La cantidad de aceite, se expresa como contenido graso total (% de grasa refe-
rido al peso total del fruto), variando también dentro de limites muy amplios, segun
la variedad, condiciones climaticas, etc. En Picual, los valores normales estan com-
prendidos entre el 20 y el 30%.

Entre estos dos constituyentes mayoritarios existe una relacién inversa, que es
importante conozca un analista de laboratorio, ya que puede ayudar a la interpretacién
de algunos resultados aparentemente anormales. Por ello, se recurre a la expresion
del contenido graso sobre materia seca, obtenido mediante la siguiente formula:

%G
%G/M.S. = — X 100
100 - % H

siendo:

% G/M.S. = Contenido graso sobre materia seca, expresado como porcentaje.
% G = Contenido graso (también llamado contenido graso en himedo).
% H = Humedad.

El contenido graso sobre materia seca, es un parametro mucho mas estable al
independizar el contenido graso de la humedad de la aceituna. En el ejemplo que se
recoge en el cuadro 3, puede verse como frutos con diferente cantidad de agua y
por consiguiente con diferente humedad, (si tienen la misma cantidad de aceite y de
materia seca), tendran diferente contenido graso en himedo pero el mismo sobre
materia seca.

En {a variedad Picual, si los frutos estan maduros y normalmente desarrollados,
el contenido graso sobre materia seca es del 43-46% En Hojiblanco, el valor es de
36 38%.

Otros compuestos importantes de la aceituna son:

| 20
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* Polisacéridos, en su mayor parte de sostén. Destacan celulosa, hemicelulosa,
lignina, pectina, etc.

* Azicares solubles. El mas importante es glucosa, seguido de fructosa y saca-
rasu.

* Otros compuestos menores como compuestos fendlicos, tocoferoles, alcoho-
les grasos superiores, esteroles, etc.

I1.1.3. Acumulacion del aceite en la aceituna, a lo largo del desarrollo y
maduracien del fruto.

El aceite, elaborado en la aceituna, se acumula en el fruto siguiendo, a lo largo
del tiempo, una curva sigmoidal, en la que pueden distinguirse tres fases:

1.°)} De biosintesis lenta, que puede situarse hasta el endurecimiento del hueso.
E! fruto se comporta esencialmente como un tejido fotosintético, que prac-
ticamente no acumula lipidos de reserva: aceite.

2.°) De biosintesis acelerada, especialmente de lipidos de reserva. Tiene una
duracion de 18-22 semanas en que aumenta rapidamente el contenido graso
de la aceituna. El periodo de maxima actividad, en cuanto a formacién de
aceite, puede situarse, en principio, cuando hay un viraje del color del fruto
de! verde intenso al verde- amarillento (segunda quincena de Septiembre).

3.°) Estacionaria, correspondiente a los frutos maduros, en que la cantidad total
de aceite por fruto no varia.

Paralelamente a esta acumulacion de aceite en el fruto, se producen otra serie
de cambios. La humedad de la aceituna disminuye progresivamente a lo largo de la
maduracion, acelerdndose este descenso a partir de diciembre; como consecuen-
cia del descenso de temperatura. El peso del fruto, que ha ido creciendo a lo largo
del proceso de maduracion, experimenta oscilaciones importantes en frutos madu-
ros, debidas a las variaciones de humedad. El contenido graso en himedo también
puede aumentar debido a la pérdida de humedad.

Es importante sefalar que el contenido graso expresado sobre materia seca no
varia cuando la aceituna ha alcanzado la madurez. Por ello, para determinar el
momento de inicio de la recoleccion, es necesario utilizar este parametro que es el
Gnico, estable en el tiempo, del contenido de aceite.

Simultaneamente a esta acumulacion de aceite en la aceituna, el color del fruto

varia pasando del verde intenso a coloraciones amarillentas y rojizas, e incluso, en
bastantes variedades, llega al negro que penetra con tonos violaceos en la pulpa.
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Las substancias responsables de la variacién del color son las antocianinas, cuyo
contenido en la aceituna crece a lo largo del proceso de desarrollo y maduracién,
alcanzando el maximo en una época bastante tardia (de 6 a 8 semanas después que
el fruto ha alcanzado el maximo de aceite).

El “color del fruto”, especialmente en las variedades que alcanzan intensas colo-
raciones oscuras, se ha utilizado como indicador de la madurez. En la Estacién de
Olivicultura y Elayotecnia de Jaén, se establecio un “Indice de Madurez”, en funcién
del color, cuya determinacion es como sigue:

Se toma una muestra de frutos de 1 kgr. aproximadamente, rodeando el arbol y
a la altura del operador. De esta muestra convenientemente homogeneizada, se
toman 100 frutos que se clasifican de acuerdo con las categorias indicadas en el
cuadro 4.

Siendo a, b, ¢, d, e, f, g, h, el nimero de frutos de cada categoria el indice de
Madurez sera:

a.0+b.1.+c.2.+d.3.+e.4+f.5+g.6+h.7
LM.=

100

De los estudios realizados, en variedades que desarrollan bien el color, se dedu-
ce que la cantidad total de aceite por fruto es maxima cuando el I.M. alcanza valo-
res proximos a 3,5, lo que coincide con la practica desaparicion de los frutos ver-
des (categorias 0 y 1), estando la mayor parte de los frutos en envero o negros.

PERICARPID

NESOCARPIO

ENDOCARPIO

Figura 2. Aceituna en drupa.

| 22




ANALISTA DE LABORATORIO DE ALMAZARA |

CUADRO N.° 1 ,
VARIACION DEL PESO DE HUESO, DE PULPA Y DE LA RELACION
PULPA/HUESO, EN FUNCION DEL PESO DEL FRUTO.
VARIEDAD PICUAL

Peso fruto (gr.) Peso hueso (gr.) Peso pulpa (gr.)  Relac. Pulpa/Hueso

418 0,68 3,50 5,08
2,35 0,51 1,84 3,60
CUADRO N.° 2
CANTIDAD Y PORCENTAJE DE ACEITE CONTENIDO EN EL FRUTO,
PULPA Y HUESO
Peso {gr.) Indice Aceite total (gr.) Indice

PICUAL
Fruto 3,05 100 74,60 100
Pulpa 2,44 80 71,68 96,08
Hueso 0,61 20 2,92 3,91
HOJIBLANCA
Fruto 3,15 100 48,79 100
Pulpa 2,67 84,75 47,55 97,45
Hueso 0,48 15,25 1,24 2,55

Fuente: Estacion Experimental "Venta” del Llano”.

CUADRO N.° 3
EJEMPLO DE ESTABILIDAD DEL CONTENIDO GRASO SOBRE MATERIA SECA

Peso (gr.) %

Contenido graso  Contenido graso
Fruto Agua Materia Seca Aceite Humedad enhimedo  sobre materia seca

48 22 1,8 0,8 55 20,00 44,44
38 1.2 1,8 0,8 40 26,66 44,44
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CUADRO N.° 4
DETERMINACION DEL INDICE DE MADUREZ

El valor del indice de madurez es en realidad una medida del color del fruto, tanto
en la piel como en la pulpa.

Para ponderar dicho color se ha establecido la siguiente escala:

) VErde inteNSO0 .......covveeiieie e eee e
b) Verde amarillo..........c.oeeueereeeeeeeeeee e
¢) Envero con manchas rofizas .........cccecvevevereueereresovennnn,
d) Envero con color rojizo o violeta

claro en t0do el fruto ....:cc.oeeeeeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
e) Negro, sin color, bajo la epidermis............ccoovvvveveon,
f} Negro, con color, sin llegar hasta

fa mitad de 12 PUIPa c....eeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
g) Negro, con color, pasando de la

mitad, pero sin llegar al NUESO........ceveeevvvrrerreeeeierin
h) Negro, con color, en toda la pulpa...........eeveeveveeemorenn

~N o (8] W N+—O

a = % aceitunas de clase 0
b = % aceitunas de ciase |

¢ = % aceitunas de clase 2
d = % aceitunas de clase 3
e = % aceitunas de clase 4
f = % aceitunas de clase 5
g = % aceitunas de clase 6
h = % aceitunas de clase 7

a.0+b.1.+c.2.+d.3.+e.4+f.5+g.6+h.7
100

indice de Madurez = LM. =

I.2. Toma de muestras de aceituna.
La heterogeneidad de una partida de aceituna proviene de dos circunstancias:

a) La propia aceituna: Dentro de un mismo arbol, el contenido graso de la acei-
tuna varia segun la posicién que ocupa ésta en el olivo. Como puede verse en la figu-
ra 3, el rendimiento graso varia en 5 puntos segun que la aceituna provenga de la
copa o del interior.

Por otra parte, el tamafio de la aceituna también Influye en el rendimiento graso.
Las aceitunas de tamafio muy pequefio tienen un bajo contenido de aceite. En la
variedad Picual, y para tamafios inferiores a 2 gr. puede estimarse que el rendi-
miento graso aumenta en 0,5 puntos por cada 0,1 gr. que aumenta el peso.
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Aceite: 26,2%
100 frutos: 328,1 grs. |5

Aceite: 23,7%
100 frutos: 269,7 grs.

Aceite: 21,4%
100 frutos: 244,5 grs.

Figura 3. Variacion en aceite y peso de la aceituna.

Por el contrario, para tamanos superiores a 3 gr., el rendimiento graso descien-
de muy ligeramente al aumentar el peso.

Finalmente, hay diferencias de rendimiento graso entre distintos arboles de una
misma parcela homogénea y de una misma variedad, que en algunos controles han
mostrado un coeficiente de variabilidad del 7,49%.

b) Las impurezas que acompanfan a la aceituna: hojas, tierra, piedras, etc., han de
formar parte de la muestra que ha de ser representativa de todas estas circunstancias,
y llevar esta variabilidad en la misma proporcién que en la partida objeto de andlisis.

Para una almazara, especialmente si es cooperativa, los analisis se hacen funda
mentalmente para comparar la aceituna de las diferentes partidas. Por tanto, es
necesario que el criterio de toma de muestra sea uniforme. Para todos los socios,
las muestras se deben tomar de igual forma, con el mismo sistema y con el mismo
criterio.

La muestra debe tomarse del fruto que se va a pesar, y lo mas proximo posible

a este momento, para que las condiciones de humedad, etc., sean lo mas pareci-
das a lo que se pesa.
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El sistema, generalmente, mas empleado es el de molinete instalado sobre una
cinta transportadora. Es un buen sistema, aunque tiene el inconveniente de que las
impurezas suelen depositarse en el fondo de la cinta y las recoge en menor pro-
porcion las cazoletas del molinete, lo que puede inducir a una toma de muestras
defectuosa.

Por elio parece mas aconsejable un sistema similar al indicado en la figura 4, en
el que se obvia este inconveniente.

N2 4. Cinta transportadora.

El empleo de sondas o similares, es poco recomendable, dado que al introducir-
la en el monton, pueden romperse los frutos.

Una vez tomada la porcién, que debe ser de al menos 3 6 4 kg. se remueve bien,
y se toma la muestra definitiva para llevar al laboratorio, que debe ser de 1 kg. apro-
ximadamente e incluso de 1,5 kg. si se utiliza el analizador ABENCOR.

La muestra debe introducirse en un recipiente lo mas hermético e impermeable
posible, para evitar pérdidas de humedad. Bolsas de plastico, bien cerradas, pue-
den ser un material apropiado, siempre y cuando no transcurra un tiempo superior
a 48 horas, hasta que se realiza el analisis.
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11.3. Sistemas de Analisis de Aceituna

Enla actualidad existen diversos sistemas para la determinacién del contenido graso
de la aceituna. Los mas conocidos pueden clasificarse en tres grupos importantes:

1. Sistemas basados en métodos fisicos.
2. Métodos fundados en procedimientos quimicos.
3. Analizadores que se basan en métodos fisico-quimicos.

.3.1. Sistemas basados en métodos fisicos.

Son aquellos que realizan la extraccion de la grasa de la aceituna, empleando
procedimientos mecanicos. La extraccion no es total, quedando parte del aceite
retenido en los residuos sélidos y acuosos a que da lugar.

El méas conocido es el ABENCOR, que presenta una gran similitud con los llama-
dos sistemas continuos de extraccién industrial.

11.3.2. Métodos fundados en procedimientos quimicos.

Estan constituidos por todos aquellos métodos consistentes en la extraccién
total de la grasa en una muestra previamente molturada y deshidratada, mediante la
adicién de un disolvente organico. Entre ellos se encuentran:

* Método SOXHLET (recogida en la norma UNE 55030).

* Método FOSS-LET (basado en la medida de la densidad de una miscela aceite-

percloroetileno).
* Método AUTELEC (empleando Heptano como disolvente).

11.3.3. Analizadores que se basan en métodos fisico- quimicos.

Son instrumentos que miden el contenido graso total de la muestra, baséndose
en alguna propiedad fisico-quimica. No emplean disolventes, ni alteran la muestra.

El mas conocido es el que aplica la Resonancia Magnético Nuclear (R.M.N.) al
analisis de aceituna.

27 |




| ANALISIS DE ACEITUNA

Foto 2. Molino triturador de aceituna.

I1.4. Descripclon de los metodos.
il.4.1. Método ABENCOR
Fundamento:

Este método, puesto a punto por Levi de Ledn (1965), determina el rendimiento
industrial de la aceituna, mediante reproduccion, a escala de laboratorio, del proceso
industrial, y siguiendo las mismas fases: molienda, batido, centrifugacion y decantacion.

El equipo consta de tres elementos fundamentales y una serie de accesorios.
Los fundamentales son:

* Un molino de martillos, de acero inoxidable, dotado de cribas intercambiables,
para obtener distintos grados de molienda (Foto 2).

* Una termobatidora miiltiple, con capacidad para ocho muestras a la vez, con
termostato para regular la temperatura del bafio de agua (Foto 3).

* Una centrifuga de tipo cesta, en acero inoxidable, con un bol que gira a 3.500
r.p.m. (Foto 4).

* Probetas para decantacion de los liquidos y medida del aceite obtenido. (Foto 5).
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Foto 3. Termobatidora

Procedimiento:

— Se muele, aproximadamente, un kilogramo de aceituna. La masa se recoge en
una bandeja, y se homogeneiza convenientemente.

- Se pesan de 600-700 gramos de la pasta en el recipiente de la batidora y se
somete a batido en bafio de agua durante 20 minutos, regulando el termostato para
que la temperatura de la pasta no supere los 25°C.

— A continuacién se afiaden 300 ml. de agua hirviendo y se continta batiendo 10
minutos mas.
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Foto 4. Centrifuga

— Acabado el batido, se vierte la totalidad de la pasta en Ia centrifuga, accionan-

dola durante 1 minuto y recogiendo el mosto oleoso por la parte inferior en una pro-
beta graduada.

- El recipiente de la batidora se enjuaga con 100 ml. de agua hirviendo. Este
agua se vierte en la centrifuga, limpiando bien las paredes, se acciona un minuto
mas, recogiendo el liquido en la misma probeta anterior.

- Se deja reposar 10 minutos, y se lee en la probeta el aceite obtenido.

Calculos:

El Rendimiento Industrial, en %, se obtiene a partir de la siguiente formula:
ml. de aceite obtenido x 0,915

% Aceite en la muestra = x 100
gramos de pasta batida.
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Foto 5. Probeta con liquido

1.4.2. Método SOXHLET
Fundamento:

El fundamento de la extraccion con SOXHLET, consiste en que la masa de acei-
tuna desecada, ya sea por estufa o por mezcla con sulfato sédico anhidro, se pone
en contacto con un disolvente organico, en el que se produce la dilucion de la grasa;
éste liquido (miscela) es renovado varias veces por disolvente limpio hasta que en
éste no se aprecie grasa. Las miscelas, recogidas en un matraz tarado, son some-
tidas a calefaccion para eliminar el disolvente residual, quedando en el matraz el
aceite extraido a la masa de aceituna. La cantidad de éste nos permite conocer cual
es el contenido graso total, en % de la muestra de partida.
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El sistema de extraccion Soxhlet consta de tres elementos
de vidrio y un foco de calor.

Los elementos de vidrio son:

A) Un matraz de fondo plano, donde se ha de recoger la
grasa que se extrae de la muestra de aceituna que se va a
analizar. (Foto 6).

B) Un cuerpo central, o extractor, donde se introduce la
muestra desecada con su filtro, y

C) Un refrigerante de reflujo, (Foto 7), adaptado al anterior
por medio de un cierre esmerilado, y con la correspondien-
te entrada y salida de agua.

El cuerpo central B esta cerrado por su base, quedando con
ello, sin comunicacion directa con el matraz, aunque si tiene
comunicacion indirecta por medio de los tubitos a y b. Este
ultimo desempefia el papel de sifén. La parte inferior se
adapta al matraz por medio de cierre esmerilado, y la supe-
rior al refrigerante de reflujo.

El foco de calor puede ser: una placa de calefaccion, (Foto 8),
un bafio de arena, o simplemente un bafio maria {Foto 9) todos
con termostato regulable. Y capaz de producir la temperatura

Figura 5. Extrator necesaria, para la ebullicion y evaporacién del disolvente
Soxhlet. empleado-
Procedimiento:

— De la muestra de aceituna, molida y homogeneizada, se pesan en una capsula
o platillo previamente tarado, unos 3040 gramos, aproximadamente, y se introdu-
cen en estufa de secado por aire, manteniéndola a 105°C durante toda la noche,
para que la desecacion sea total.

- La capsula o platillo, con la muestra desecada, se vuelve a pesar, una vez fria,
para determinar el agua perdida, obteniendo de ésta diferencia de peso, el % de
humedad de la muestra.

- El producto desecado, se envuelve en un filtro plegado, numerado y pesado,
formando un cartucho (Foto 10), y se introduce en el cuerpo central B, cuidando que
el envoltorio quede mas bajo que el nivel superior del sifén b.

~ Una vez colocado el cartucho en el extractor, se acopla éste, por su parte infe-
rior. al matraz A, que se habré etiquetado y pesado previamente.
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Foto 6. Matraz. s T

— Por la parte superior del extractor, se va echando el disolvente a utilizar (hexa-
no, éter etilico o éter de petréleo), hasta que sifone por el tubito b; cuando haya ter-
minado de sifonar, se le aiade mas disolvente, con el fin de que al evaporarse no
quede el balén completamente seco.

— A la parte superior del extractor, se le acopla el refrigerante C. El conjunto se
sujeta al soporte del aparato, de tal manera, que el matraz A descanse sobre el foco
de calefaccion.

Si el foco de calor se trata de bano maria, se tendra cuidado de que el agua no
sobrepase las 3/4 partes del balén.

— A continuacion, se abre el paso de agua para la alimentacion de los refrige-
rantes, regulando el caudal, para que la refrigeracion sea adecuada; después se
enciende el foco de calor, con lo que se activa la evaporacion del disolvente, que
escapara por el tubo a hasta pasar al refrigerante de reflujo, de donde, al conden-
sarse, cae sobre la muestra, almacenandose en forma liquida, en el extractor, hasta
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que alcanza el nivel superior del sifén, cayendo al matraz y produciéndose asi un
arrastre del disolvente con la grasa extraida disuelta.

- El disolvente, una vez en el matraz, vuelve a volatilizarse y a condensarse, repi-
tiéndose las operaciones de sifonado y arrastre tantas veces como sea necesario,
hasta el agotamiento total de la muestra.

— El tiempo necesario para toda la operacion, es de unas dos horas con éter eti-
lico o éter de petrdleo, y unas 6 horas con hexano.

- Una vez hecha la extraccion, se apaga el foco de calor y esperamos que se
enfrie un poco, con el fin de poder sacar el cartucho, (que se hace con la ayuda de
unas pinzas) a continuacién se deja secar al aire, o en estufa a 50°C durante una
hora aproximadamente.

Foto 7. Refrigerante
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Foto 9. Extractor Soxhlet “banio maria”.

35 |




| ANALISIS DE ACEITUNA

- El matraz con el extractor y el refrigerante, se vuelve a poner en el foco de
calor, hasta que la totalidad del disolvente pase al extractor. Después se retira el

matraz con la grasa extraida, y se mantiene en estufa a 50°C, para eliminar el posi-
ble disolvente que pueda haber quedado.

— La eliminacién se comprueba por la ausencia de olor a disolvente en el matraz.
- El contenido graso se puede determinar de dos maneras:
a) Pesando el cartucho, una vez seco, con lo se halla la grasa perdida.

b) Pesando el matraz, una vez frio, con la grasa extraida.

Foto 10. Extractor Soxhlet
“Cartucho”.
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Calculo

a) Pesando el filtro:
P1-P2
% Aceite en himedo = ——— x 100
P
P1 = Peso del filtro + masa.
P2 = Peso del filtro + masa extractada.
P = Peso inicial de masa sin desecar.

b) Pesando el matraz:

P4 -P3
% Aceite en himedo=——— x 100
P

P3 = Peso del matraz.
P4 = Peso del matraz + grasa.
P = Peso inicial masa sin desecar.

o Omsm 8
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Foto 11. Reactor-Vibrador. =
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Il. 4.3. Método FOSSLET.
Fundamento.

Se realiza la extraccion de la grasa con el disolvente percloroetileno por medio
de un homogeneizador-vibrador. (Foto 11). La miscela formada es filtrada bajo pre-
sion en una camara cerrada y termostatizada, (Foto 12) en donde se realiza una
medida electrdnica de la densidad. Mediante lectura directa del digital o utilizando
unas tablas de conversion, se puede obtener el contenido graso total, en % de la
muestra.

Procedimiento.

— De la muestra de aceituna, previamente molida y homogeneizada, se pesan 22,5
grs. y se le anaden otros 22,5 grs. de sulfato sodico anhidro (para extraerle el agua).

Roactor 15320

" B FOTO 12.
~-.. " . | lInterior del Reactor
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Foto 13. Medidor de gravedad.

— Se le agrega 1 dosis de Percloroetileno (120 cc.) calibrados a temperatura
ambiente, y se llevan al reactor-vibrador durante 2 minutos. Después de la extrac-
cién, la mezcla se filtra, utilizando filtros redondos de papel especial Scheilecher n®
589/1 de7cm.de @

— El fittrado fluye al medidor de gravedad, (Foto 13) que da directamente el con-
tenido graso de la muestra en % de aceite en himedo.

— En el caso de que se quiera determinar la humedad, se posan 45 grs. y se
desecan en estufa a 105°C, durante la noche, volviendo a pesar antes de determi-
nar la grasa, con lo que se obtiene el % de humedad por diferencia de pesada. De
la materia seca, se pesan 22,5 grs. a la que se le anaden 5 grs. aproximadamente
de Sulfato Sddico Anhidro; el resto de las operaciones, como se ha descrito ante-
riormente.
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I.4.4. Método AUTELEC

Funcionamiento.

Se basa en determinar la riqueza grasa total sobre humedo en aceitunas, median-
te fa medida de la densidad de la miscela aceite-disolvente por pesada. El disolven-
te empleado es heptano.

El aparato se calibra previamente entre los porcentajes de riqueza grasa sobre
himedo que interesen.

Procedimiento.

Se trata de extraer la grasa de la muestra (masa de aceituna), y posteriormente
medir su riqueza por dicho método AUTELEC.

Pueden distinguirse 3 etapas:

a) Preparacion de la muestra:

- Se toman de 30-40 grs. de masa de aceituna y se depositan en el VASO (el
peso exacto lo establecera el aparato). A continuacion se aiaden 3 medidas de sul-
fato sédico anhidro, aproximadamente 20-30 gr. que es utilizado en dicha masa. Por
ultimo es afadido automaticamente el disolvente.

b) Homogeneizacion:

Puede dividirse a su vez en dos pasos:

1. Se introduce en el VASO DE MUESTRA, el martillo triturador, y se cubre con la
tapa. A continuacion se lleva al aparato homogeneizador, asegurandose que el VASO
estd bien sujeto. La homogeneizacion se realiza en 2 minutos.

2. En este segundo paso, el contenido del VASO se hace pasar por un recipiente-
filtro, donde es empujado mediante un émbolo, y de donde se recoge en un matraz
una parte liquida o miscela y otra parte sdlida que permanece retenida en el filtro.

c) Medida de la riqueza grasa:

— De la miscela recogida en el matraz se vierten aproximadamente 50-70 cc. en

el AUTELEC, que ofrecerd directamente el contenido graso de la muestra en la pan-
talla y de forma impresa.
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11.4.5. Analizador por R.M.N. (foto 14)
Fundamento:

La Resonancia Magnética Nuclear (R.M.N.) como técnica de medida fisica data

de 1946, y tiene su fundamento en la capacidad de algunos nicleos atémicos de

. comportarse como imanes elementales y, en consecuencia, de orientarse en pre-

sencia de un campo magnético externo. Esta orientacion puede invertirse si se

comunica al sistema cierta energia en forma de radio-frecuencias. Este cambio del
sentido de la orientacién es lo que se denomina resonancia magnética nuclear.

Uno de los nlcleos que puede resonar es el del Hidrégeno-1, no presentando
esta propiedad el Carbono-12, el Oxigeno-16 o el Nitrégeno-14. Por tanto, en los
materiales organicos normalmente sélo resonaran los nicleos del Hidrégeno-1 y del
Carbono 13.

El nimero de nicleos que cambian de orientacion es proporcional al nimero de
nlcleos de la misma especie presentes, y siempre que se cumpla una determinada
relacién de frecuencia a campo magnético.

Foto 14. Analizador de Rendimiento Graso.
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Foto 15.
Tubo con muestras.

Para determinar cuantitativamente el contenido graso en aceituna, hay que evitar
|la interferencia del agua. Esto puede conseguirse, eliminando el agua: por deseca-
cion por medios fisicos, por deshidratacion por via quimica, o por diferenciacion de
las senales del agua y el aceite, por saturacién de radio frecuencias.

Procedimiento:

De una masa de aceituna, previamente molida, se toma una muestra de unos 60
gr., que se deposita sobre un platillo de aluminio, cubierto con una lamina de plasti-
co resistente a altas temperaturas, exento de grasa y previamente tarado. Esta
muestra, se deseca en estufa a 105°C de temperatura hasta peso constante.

La muestra, una vez desecada y enfriada en desecador, se pesa para determi-

nar la humedad por diferencia. La masa desecada se introduce en un vaso de vidrio
de muestras de 150 cc. de capacidad (Foto 15), haciéndose 3 lecturas en el R.M.N.,
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a partir de las cuales se determina el contenido de aceite en dicha muestra, por
comparacién con las lecturas obtenidas con un patrén de aceite de peso conocido.
(Foto 16).

El patrdn se prepara igualmente en un vaso de muestras de 150 cc., pesandose
50 gr. de aceite de oliva, realizandose 3 lecturas de referencia a partir de las cua-
les se establece una relacion sefial/masa del patrdn, que corresponde a un conte-
nido de aceite 100 por 100.

Calculos.
El calculo de la riqueza grasa se realiza aplicando la formula siguiente:

Pi
% Aceite de la muestra = —— x 100
alL
siendo:

P = Peso de aceite del patron (gr.).

L = Lectura media del patron en R.M.N.

a = Peso fresco de la muestra de aceituna (gr.)

1 = Lectura media de la muestra desecada en R.M.N.

Foto 16. Patron de aceite de oliva.
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Il ANALISIS DE SUBPRODUCTOS.
lll.1. La materia prima.

Durante el proceso de extraccion del aceite de oliva, se obtienen dos subpro-
ductos: el orujo y el alpechin. El interés de su andlisis en la almazara es doble:

a) Permite conocer el nivel de agotamientos, y por tanto, establecer posibles
mecanismos de correccion. En consecuencia, los parametros a medir son la
humedad y el contenido graso.

b) Debe servir para valorar, a nivel comercial, el precio de los orujos.

El ORUJO, es el subproducto sdlido obtenido en la extraccion del aceite de oliva.
Desde el punto de vista de un analista de laboratorio, el orujo es una substancia de
composicion relativamente simple. Contiene la mayor parte de los sélidos que se
encuentran en la aceituna, ademas de una cierta cantidad de aceite y agua, cantidad
que depende, en primer lugar, del sistema de extraccion. En los sistemas de presion,
la humedad es del 24-28%, y el contenido graso del 5-9%. En los sistemas de extrac-
cién por centrifugacion o continuos en 3 fases, la humedad suele tener valores com-
prendidos entre el 40-55% y el contenido graso varia del 2 al 5%. Los orujos hime-
dos, obtenidos en el sistema de 2 fases, tienen una humedad superior al 60% y una
estructura que les lieva a expandirse. El contenido graso varia del 1-2%

Esta diferencia de humedad y contenido graso, entre los diferentes orujos, acon-
seja referir el contenido graso a seco, mediante la formula de transformacion:

% G
% G/MS = x 10.0
100-% H

siendo:

% G/MS = Contenido graso sobre materia seca (%)
% G = Contenido graso en himedo (%)
% H = Humedad (%)
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Este valor del contenido graso sobre materia seca, debe ser el que se utilice
para comparar sistemas, maquinas, etc.

El valor comercial de los orujos depende, principalmente, de estos dos parame-
tros: humedad y contenido graso en himedo. Logicamente, el contenido graso reva-
loriza los orujos mientras una alta humedad los deprecia ya que exige mayor gasto
de transporte y de secado.

Por cada 100 kgr. de aceituna, se obtienen aproximadamente 32-35 kg. de orujo
en los sistemas de prensas y 45-70 kgr. en los sistemas continuos. En el orujo, se
encuentran las siguientes partes referidas a materia seca:

Aceite: 5-11 %.
Pulpa, piel, almendra: 40-50 %.
Fragmentos de hueso: 50-60 %

Como el orujo contiene todavia una notable riqueza en aceite, es materia prima
de otra industria de extraccion que, mediante el tratamiento con disolventes orgéni-
cos (hexano principalmente) permite la recuperacion de una alta proporcién de esa
riqueza grasa. Concluidas las tres fases de secado, extraccion y destilacion de la
miscela grasa, queda como subproducto el “orujo extractado” u “oruijillo”. La casi
totalidad del orujo se somete a este proceso de recuperacion.

La aplicacién més habitual de! orujo extractado es para combustible ofreciendo
un poder colorifico del orden de 4.600 kcal./kg. referido a materia seca.

Cuando este orujo extractado se somete al deshuesado, se obtiene un producto
llamado “pulpa de aceituna” que puede utilizarse para alimentacion animal. El hueso
fragmentado obtenido en la separacion de esta pulpa, es un buen combustible con
un poder colorifico de 6.750 kcal./kg. (en seco).

El ALPECHIN o JAMILA, es el residuo liquido, no oleoso, que se separa, por
decantacion o centrifugacion, en el proceso de extraccién del aceite de oliva. Es un
liquido oscuro, que fermenta muy rapidamente, en cuyo caso adquiere un olor desa-
gradable.

Las caracteristicas y composicion quimica del alpechin son muy variables,
dependiendo de muchos factores: variedad de aceituna, época de recoleccion, tiem-
po de atrojado, y sobre todo, el proceso de extraccion utilizado (prensa o continuo);
segtn se refleja en el cuadro n 5.

De la observacion de este cuadro, cabe deducir algunas propiedades del alpe-
chin. Asi:

* Bajo pH, con dificultad de variarlo, debido a su poder tampén, consecuencia
de la alta cantidad de acidos organicos presentes.
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* Gran poder contaminante, debido a su alta demanda bioldgica de oxigeno
(DBO) una de las razones por lo que su vertido a los cauces publicos esta total-
mente prohibido.

* Cantidad elevada de substancias minerales y organicas, que tienen interés
nutricional para los vegetales, por lo que se puede emplear como fertilizantes.
Sin embargo debe usarse con precauciones por su gran riqueza en Potasio y
en Polifenoles que tienen poder herbicida.

Desde el punto de vista de un analista de laboratorio de almazara, interesan
alguos aspectos de una manera especial:

* Su densidad variable, es mayor que la del aceite, por lo que este tiende a
sobrenadar. Esto exige que la toma de muestras y la propia manipulacion de la
muestra se haga con toda clase de precauciones, sobre todo pensando en que
el contenido graso suele ser inferior al 1 %.

* Contener trozos de pulpa, rodeados de pelicula de grasas (“finos”) que forma
emulsion, dificultando la extraccion de aceite con los disolventes organicos.

* Elevado contenido en azucares, lo que lleva. consigo dificultades en el proce-
so de desecacién del mismo, presentandose problemas de “caramelizacion”
de la substancia seca.

, CUADRO N.° 5
CARACTERISTICAS Y COMPOSICION MEDIA DEL ALPECHIN

P e ————— 455
DBO e e re s e 30.000-100.000 ppm.
Humedad ......ccveeieeeeee e 87-96%
Substancia SECa ....ooceeveeii i 13-4%
* Substancia mineral .......ccccceviviiveeeieeceeeerererrenanens 0,41,5%
L U 100-500 ppm.
L TR 1.200-3.000 ppm.
L O TSRS 120-350 ppm.
O M e 50-200 ppm.
L - TR 50-150 ppm.
8 B i 15-50 ppm.
* Substancia OrganiCa .......ccccvveeriviiessrresssreesesreenns 2,5-10,5%
e Aziicares totales ....coceeveriiciii i, 1-2%
® Nitrdgeno organico ........ccccceeeeecveivevvenvennnen, 0,06-0,2%
® ACIdOS OrganiCos .......ccvvevveeeireiiccireeeeeceee e 0,30,7%
® PolialcOhOIES ... 1,1-1,8%
* Pectinas, Mucilagos, Taninos ........cccceeeueeeen. 0,5-1,37%
® POlfENOIES ..cceveeeeiriiscrreeee e e e e e 051%
L 1 - 1Y TR 0,1-1%
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. 2. Toma de Muestras.
I.2.1. Toma de muestra de orujo.
Se pueden presentar 2 casos:
a) Que el anélisis se haga para el control del funcionamiento de la Aimazara.
b) Seu:dz! analisis se haga para comprobar las caracteristicas del orujo que se

En el primer caso, se presentan también dos situaciones:

a. 1. Que el sistema de elaboracion sea continuo.
a. 2. Que el sistema de elaboracion sea clasico (prensas).

a.l. Sistema de elaboracion continuo
El orujo esté constituido por dos fracciones:

— El que sale directamente del decanter.
— El que se separa en los tamices vibratorios, mucho mas rico en grasa.

Las muestras deben tomarse una vez que estan mezcladas las dos fracciones,
por ejemplo en la cinta que lo lleva a la tolva.

La mecanica es tomar porciones de unos 200 gr., cada una, a intervalos de 10 minu-
tos, durante 1 hora. Una vez tomadas las porciones, se mezclan bien y se toma la mues-
tra de 1.000 gr. para enviar al laboratorio. Esta muestra se coloca en bolsa de plastico
bien cerrada, no debiendo transcurrir mas de 48 h. hasta que se efectue el analsts.

a.2. Sistema de elaboracion clésico (prensas)

La prensa no agota por igual toda la masa que contiene el cargo.

El méaximo agotamiento se obtiene en:

— Los capachos proximos a las puentes, superior e inferior.
- En las fracciones de masa exterior e interior (junto a la aguja) del capacho.

Estas dos circunstancias hay que tenerlas en cuenta, a la hora de tomar la muestra.
Para ello, se procede de la siguiente manera:

Se toma una porcién de orujo en tres capachos: uno de la parte superior del
cargo, otro de la mitad y el ultimo de la parte inferior del cargo.
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La porcidn, en cada caso, sera un sector circular del capacho, tal como se indi-
ca en la figura 6.

PORCION DE

Asi tomadas las tres porcio-
nes se trocean, se mezclan y se
toma la muestra definitiva para
enviar al laboratorio, tal y como
se ha senalado anteriormente.

N.°6. Porcion de muestra de orujo.

Tanto en el caso a. 1 como a.2, el andlisis debe ser diario como minimo, o adn
mas frecuente si se observa alguna anomalia, cambia el tipo de aceituna, se modi-
fica alguna regulacidn, etc.

Cuando la muestra de orujo se toma para comprobar las caracteristicas del orujo
que se vende, pueden tomarse pequefias porciones, segun se va cargando el
camion, de manera que se obtenga en total unos 5 kg. de orujo, tomado en 8 6 10
porciones. De este total, convenientemente troceado y mezclado se toma la mues-
tra definitiva.

También puede emplearse la sonda como se indica en el grafico n? 4, haciendo
un ndmero tal de extracciones que permita reunir los 5 kg., de donde se tomara la
muestra definitiva.

Existe una norma UNE para esta toma de muestras: la 55036.

ll.2.2. Toma de muestras de alpechin

El anélisis de alpechin se hace siempre como método de control del funciona-
miento de la almazara.

Como en el caso del orujo se pueden presentar dos situaciones:

a) Que la muestra se tome de la centrifuga vertical.
b) Que se tome en los jamileros o alpechineras.

a) Si la muestra se toma en la centrifuga vertical, la heterogeneidad del alpechin

viene determinada por el hecho que esta maquina proporciona los mejores agota-
mientos inmediatamente después de la descarga, y los peores inmediatamente antes.
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Por esta razén se tomaran al menos tres porciones:

La primera unos 5 minutos después de efectuar la descarga.

La segunda, en un momento a mitad de las dos descargas.

La tercera, unos cinco minutos antes de la descarga.

Las tres fracciones, de igual cuantfa, por ejemplo 250 cc., se deben guardar en
un frasco de boca ancha y de capacidad al menos un 25% superior al volumen total
de la muestra. Una vez cerrado, se envia a laboratorio.

b) Si la muestra se toma en alpechineras, la heterogeneidad es en profundidad,
ya que la fraccion mas rica en aceite queda en la parte superficial. Por ello las por-
ciones deben tomarse en la salida de alpechines, recogiendo completo todo el cau-
dal. Es importante recoger todo el caudal, pues si se toma la fraccién superior, ira
en la muestra una mayor riqueza grasa que la que realmente existe y si se recoge
la fraccion inferior ird en la muestra un alpechin, con menor riqueza grasa.

Tomadas al menos tres fracciones durante 1 hora, se procede de igual manera
que en el caso anterior.

El andlisis debe ser como minimo diario.

ll.3. Analisis de orujos.

I.3.1. Tipos de orujos.
En la actualidad existen tres tipos de orujos:
a) Los de prensas: orujos de clasicos.
b) Los de centrifugas y filtracién selectiva: orujos de continuo.
¢) Los orujos de dos fases, conocidos como “alpeorujos”
Se diferencian fundamentalmente en el contenido de agua.
De 100 kg. de aceituna se obtienen aproximadamente:
— Sistema Clasico 35 kg.
- Sistema Continuo 50 kg.
— Sistema de Dos Fases 70 Kg.

Ill.3.2. Determinaciones analiticas.

Las mas importantes son: la determinacion de la humedad y la del contenido
graso.
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A) DETERMINACION DE LA HUMEDAD (UNE 55031)

La humedad, contenida en el orujo de aceituna, se determina por desecacion de
la muestra, en estufa de circulacion forzada de aire y regulacion automatica.

Material necesario

— Platillos o capsulas.

- Estufa de desecacion por aire, capaz de alcanzar de 100-105°C, con regula-
cién automatica.

— Balanza de precision con sensibilidad de 0,001 gramos.

— Mortero de porcelana.

Procedimiento.

La muestra se debe desmenuzar previamente, triturandola en el mortero, si es
necesario.

En un platillo o capsula, previamente desecado y tarado, se pesa 30-40 gr. de
muestra. Se introduce en la estufa, regulada a 105°C y se mantiene en ella durante
6-8 horas. Al cabo de éste tiempo se saca de la estufa, se enfria y se pesa, repi-
tiendo esta operacion, hasta alcanzar, entre dos pesadas consecutivas, una varia-
cion inferior a 0,02 gramos.

Resultados.

La diferencia de peso, después de la desecacion (H:0 perdida), referida a %,
expresa la humedad de la muestra.

Dif. peso m. desecada x 100
% Humedad =

Peso de muestra.
Observaciones.
Como el orujo sufre alteraciones de tipo microbioldgico que determinan varia-
ciones en la humedad y en el contenido graso, su analisis no debe demorarse a par-
tir de su entrada en el laboratorio.

La humedad dificulta la extraccién, pero los orujos demasiados secos también
se extraen mal.

B) DETERMINACION DE LA MATERIA GRASA (UNE 55032)

La materia grasa total, contenida en el orujo de aceituna, se extrae por medio de
un disolvente organico: Hexano o Eter.

53 |




| ANALISIS DE_SUBPRODUCTOS

Material necesario.

- Placa de calefaccién o bano maria.

— Extractor tipo Soxhlet, completo.

— Cartucho de extracion o papel de filtro.
- Disolvente: Hexano o Eter.

Procedimiento.

La muestra de orujo, desecada y pesada, se coloca en el cartucho de extraccion,
tapandolo con un poco de algodén hidrofilo. Si se utiliza papel de filtro, se envuelve
en él y se pesa.

Pesar un matraz de 250 ml., perfectamente limpio y seco.

Colocar en el aparato de extraccion el cartucho (o el envoltorio de papel de filtro
con la muestra).

Verter en el matraz la cantidad necesaria de disolvente (unos 150 ml.), adaptar-
lo al aparato de extraccion y colocarlo sobre la placa de calefaccion. Llevar la cale-
faccion a tal grado, que se produzca una ebullicién moderada.

Después de unas 34 horas, dejar enfriar. Retirar el cartucho y eliminar el disol
vente en estufa a 80°C. Enfriar y pesar, tanto el matraz como el filtro.

Resultados

La diferencia de peso que experimenta el matraz (grasa contenida) o el filtro
(grasa extraida), da la grasa total de la muestra, que se refiere al % por dos proce-
dimientos que deben coincidir con bastante aproximacion:

a) Pesando el matraz:
Peso de grasa en el matraz x 100
% Grasa total =

Peso de muestra

b) Pesando el filtro:
Peso perdido en el filtro x 100
% Grasa total =

Peso de muestra

Para obtener el % de grasa referida a un orujo con el 25% de humedad:
(100-25) x % Grasa total %
(100 - humedad)

Grasa ref. 25% hdad. =
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lil.4. Analisis de alpechines o jamilas.

Los alpechines o jamilas son las aguas residuales de las almazaras, constituidas
por el agua de vegetacion de la aceituna, que representa el 50% de las mismas, y
las aguas de lavado utilizadas en el proceso industrial de obtencién del aceite de
oliva.

Se considera materia grasa del alpechin al producto extraido por un disolvente
determinado.
Il.4.1. Determinacion de la grasa total

El contenido graso de los alpechines se puede determinar por varios proced:
mientos:

a) Extraccién en ampollas de separacién (Método oficial n? 42)
Es un método lento, que presenta muchas dificultades.
Material.

— Ampollas de separacion de 1,5 litros de capacidad.

— Matraces redondos, fondo plano, de 250 ml. de capacidad.

— Eter de petréleo 40-60°C.
— Sulfato sddico anhidro.

Procedimiento.

Agitar bien la muestra, para conseguir la homogeneizacion de la misma, y pesar
1 kg. en un vaso de precipitado.

Verter en la ampolla de decantacion, lavar el vaso con agua destilada arrastran-
do los restos de alpechin y afiadirla a la ampolia. Agregar unos 150 mi. de Eter de
petrdleo en frio. Agitar fuertemente y dejar decantar hasta la separacion en dos
capas del éter y del alpechin. Trasvasar el éter por la parte superior a una segunda
ampolla, realizando lavados con agua destilada y repetir hasta 3 veces las extrac-
ciones con Eter de petréleo. El itimo extracto se filtra, a través de Sulfato sddico,
sobre un matraz tarado.

Eliminar el éter por destilacion, enfriar y pesar la grasa contenida. Referirla a %.
b) Método rapido Soxhlet.

Para la extraccion de la grasa en los alpechines, siguiendo el método Soxhlet, es
necesario previamente eliminar el agua, hasta desecacion total de la muestra.
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Material.

- Estufa de desecacion por aire, capaz de alcanzar 110-120°C de temperatura,
con regulacién automatica.

— Capsulas de 100 m!. de capacidad. - Papel de estafio.

- Placa de calefaccion eléctrica o bafio maria.

- Equipo completo de extraccion Soxhlet.

— Cartuchos de extraccion o papel de filtro.

— Eter de petrdleo 40-60°C.

Procedimiento.

Pesar 100 gramos de la muestra en una capsula revestida de papel de estano y
tarada (Foto 17).

Foto 17. Cépsulas revestidas de papel de estafio.

Poner la estufa regulada a 110°C, durante 24 horas como minimo, hasta con-
seguir la desecacion total.

Pesar un matraz de 250 ml.

Realizar la extraccion de la grasa en Soxhlet, empleando Eter de petrdleo como
disolvente.

Finalizada la extraccion, enfriar, retirar el matraz, eliminar el Eter en evaporador
rotatorio, y posar el matraz con la grasa extraida.

Del peso obtenido, se calcula el % de grasa total contenida en la muestra.
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iil.5. Interpretacion de resultados.
El contenido maximo de grasa tolerable en alpechin es:

- En sistema continuo 0,2%
- En sistema clasico 0,4%

El procedimiento seguido para la determinacion analitica del aceite contenido en
el alpechin, tiene una gran importancia, ya que el alto contenido en aziicares y la pre-
sencia de pequenas particulas sélidas en suspension, dificultan la extraccion de la
grasa y conducen a resultados no reproducibles.

57 |







'
ANALISIS DE ACEITES (I)






IV. ANALISIS DE ACEITES (l).
IV.1. Composicion de los aceites de oliva.

Al igual que el resto de los aceites vegetales, los componentes de un aceite de
oliva se pueden dividir en dos grupos:

1. La fraccion saponificable, que representa la casi totalidad del peso del aceite.

2. La fraccion insaponificable, presente en una proporcién muy pequefia respec-
to a la anterior, pero que tiene gran importancia desde el punto de vista del
valor biologico del aceite y de la conservacion del mismo.

Iv.1.1. Composicion de la fraccion saponificable.

Los glicéridos constituyen la parte més importante de la fraccién saponificable,
estando constituido el resto por acidos grasos libres. Son los glicéridos los que
constituyen fundamentaimente el aceite y los que determinan sus principales carac-
teristicas fisicas.

Los glicéridos son ésteres de la glicerina y los acidos grasos, siendo su estruc-
tura la que se esquematiza a continuacion:

CH,0H R, - COOH CH, 00C - R

CHOH + | R,-COOH = (|)HOOC -R, + 3H,0
|CH;, OH R, - COOH (|)H? 00C - R,
Glicerina + Ac. Grasos = Triglicéridos.

Dependiendo del nimero de grupos alcohol de la glicerina que se unan con &ci-
dos grasos, se tendra un triglicérido (tres acidos grasos esterificandoala glicerina)
un diglicérido (dos acidos grasos) o un monoglicérido (un &cido graso).
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Los triglicéridos constituyen el grupo mayoritario en el aceite. Los mono y digli-
céridos, aunqgue se encuentran en forma natural en pequefia cantidad en el aceite,
pueden ser el resultado de la hidrdlisis (ruptura) de los triglicéridos debido a la alte-
racién del aceite.

Dentro de cada tipo de glicéridos, también se puede establecer otra clasificacion
en funcion del tipo de &cido graso y la posicién del mismo dentro de la molécula del
glicérido.

Asi por ejemplo, la trioleina es un triglicérido en el que las tres funciones alcohol
de la glicerina estén esterificadas por tres moléculas de acido oleico (este triglicéri-
do es el mayoritario en el caso del aceite de oliva, constituyendo alrededor del 40%
del total).

Para finalizar este apartado hay que hacer significar que la saponificacién (fabrica-
cion de jabones) consiste precisamente en la ruptura de los enlaces éster que dieron
lugar a la formacion del glicérido, lo que se realiza por tratamiento en caliente con sosa
0 potasa acuosa. De esta forma se liberan sus constituyentes, es decir, la glicerina por
un lado, y los 4cidos grasos en forma de sales sodicas o potasicas por otro.

B) Acidos grasos

Con este nombre se denomina a aquellas substancias constituidas por una larga
cadena hidrocarbonada (formada sélo por atomos de carbono e hidrégeno) que
posee en un extremo un grupo acido (-COOH).

Los acidos grasos pueden ser saturados {cuando no poseen dobles enlaces car-
bono- carbono) o insaturados (cuando poseen uno o varios dobles enlaces).

A la vista de lo anterior, los acidos grasos se diferencian por su nimero de 4to-
mos de carbono (que oscila entre 16 y 20 en el aceite de oliva, siendo mayoritaria-
mente un ndmero par) y por la cantidad de dobles enlaces que posea (que se
encuentra entre O y 3).

Como ejemplo, puede citarse el &cido oleico, que posee 18 atomos de carbono
(C18) y un doble enlace (C'), entre los atomos de carbono 9 y 10; se representa por
C'18.

CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH, = CH CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH, COOH = Acido Oléico

Los acidos grasos mas frecuentes en los aceites de oliva virgen son los que se
indican en el siguiente cuadro:
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ACIDO GRASO SIMBOLO CONTENIDO (%)
Oléico C'18 , 56,0- 83,0
Palmitico Cle 7,5-20,0
Linoléico C'18 3,5-20,0
Esteérico Cc18 05-35
Palmitoléico C'16 0,3-35
Linolénico c"18 0,0-1,
Miristico Cl4 0,0-0,05

De los datos de este cuadro se observa un predominio de los écidos oleico, pal-
mitico y linoléico, con un evidente predominio del primero.

El 4cido oleico es un &cido monoinsaturado, lo que tiene dos consecuencias
importantes:

- Desde el punto de vista nutricional, estd demostrado que el aceite de oliva, rico
en &cido oleico, presenta actividad en la prevencion de la arterioesclerosis.

— Desde el punto de vista de su estabilidad, los aceites con mayor contenido en
acido oléico son mas estables. Los acidos grasos poliinsaturados son facil-
mente oxidables, por lo que se pueden alterar con mayor rapidez.

IvV.1.2. Composicion de la fraccion insaponificable.

Se denomina insaponificable al conjunto de constituyentes de los aceites que no
reaccionan con la sosa o potasa para dar jabones, y que después de la saponifica-
cion continian siendo solubles en los disolventes clasicos de las grasas (hexano,
éter, etc).

Los principales grupos de substancias que componen la fraccién insaponihcable
son los siguientes:

— Hidrocarburos. El insaponificable de los aceites de oliva comprende una frac-
cion importante de hidrocarburos, que puede oscilar entre un 30 y un 50% del total.
El mas importante de ellos es el escualeno.

— Alcoholes triterpénicos. Estos se encuentran en mayor cantidad en las cuticu-
las de los vegetales, y por tanto, en los aceites de orujo. Su determinacién consti-
tuye una prueba para el reconocimiento de aceite de orujo en aceite de oliva, (deter-
minacion del Eritrodiol).
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- Esteroles. El aceite de oliva posee pequefias cantidades de diversos esteroles,
de entre ellos el mas abundante es el B-sitosterol, extendido en todos los aceites
vegetales. Por el contrario, de colesterol, sélo se encuentran trazas.

— Alcoholes alifaticos. Al igual que los alcoholes triterpénicos, son mas abundan-
tes en los aceites de orujo. Esterificados con los 4cidos grasos forman las ceras.

— Tocoferoles. Existen varios isomeros, de los que el mayoritario es el o tocofe-
rol. Su presencia es importante por dos razones: en primer lugar, presenta actividad
vitaminica (el o- tocoferol es la vitamina E); en segundo lugar, poseen caracter antio-
xidante, por lo que su presencia es deseable con vistas a proteger al aceite de la
oxidacion.

- Sustancias volatiles. Se encuentran sélo en el aceite de oliva virgen. Son com-
puestos volatiles de distinta naturaleza (hidrocarburos, alcoholes, fenoles, cetonas,
aldehidos,ésteres, terpenos, 4cidos cortos, etc.). Se les considera responsables del
aroma de los aceites.

IV.1.3. Polifenoles.

Hay otro tipo de componentes que no pertenecen a la fraccion insaponificable ni
a la saponificable; es trata de los polifenoles.

Estos compuestos se hayan presentes en la aceituna formando parte de molé-
culas complejas que por accion de ciertos enzimas pueden liberarlos. Son solubles
en agua, por lo que en el proceso de fabricacion pasan mayoritariamente a los alpe-
chines, aunque una parte queda retenida en el aceite. La importancia de los polife-
noles radica en que tienen actividad como antioxidantes, por lo que al igual que los
tocoferoles les preservan al aceite de la oxidacion.

IV.1.4. Trazas metalicas.

Se denominan “elementos-trazas” a aquellos componentes gue se encuentran en
cantidades tan pequeiias, que no es posible determinarlas por métodos clasicos de
andlisis. En el aceite de oliva podemos encontrar: Cu, Fe, Mn... Para su determina-
cion hay que recurrir a la Absorcion Atémica, utilizando la técnica de camara de gra-
fito. La Reglamentacion espaiiola de aceites vegetales comestibles permite un maxi-
mo de:

HIerro. e, 10 ppm
Cobre....covvveiveieeeeeeerenn, 0,4 ppm.
PlOMO o, 0,1 ppm.
Arsénico.......ccoeveveeereennnn, 0,1 ppm
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COMPONENTES DEL ACEITE DE OLIVA
— Glicéridos

1) Fraccién saponificable
- Acidos grasos libres

- Hidrocarburos
— Alcoholes triterpénicos
- Esteroles

2) Fraccion insaponificable | — Alcoholes alifaticos
- Tocoferoles
— Sustancias volatiles

3) Polifenoles

4) Trazas metalicas.

IV.2. Denominaciones oficiales de los aceites de oliva

I. La Comunidad Econdmica Europea estableci6 en el Reglamento del Consejo n®
136/66/C.E.E., de fecha 22 de septiembre de 1966, las denominaciones y defini-
ciones de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva, comercializados den-
tro de cada Estado miembro, asi como en los intercambios intracomunitarios y con
terceros paises.

Con fecha 5 de septiembre de 1991, el Diario Oficial de las Comunidades
Europeas, publica el Reglamento n? 2568/91/C.E.E., en el que se fijan las caracte-
risticas que definen cada tipo de aceite y establece los métodos comunitarios de
andlisis quimico y de valoracion organoléptica, que se deben aplicar de manera uni-
forme en toda la Comunidad.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los distintos tipos de aceites y las caracte-
risticas organolépticas de los aceites virgenes, se recogen en el Cuadro 6 (anexo |
al Reglamento 2568/91).

Las denominaciones y definiciones han sufrido algunas modificaciones, quedan-
do adoptadas en su Articulo 1 las siguientes:

1. Aceites de oliva virgenes: Se consideran aceites de oliva virgenes, aquellos

aceites cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en los puntos 1,2 y 3 del
ANEXO 1.
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2. Aceite de oliva virgen lampante: Se consideraré aceite de oliva virgen lam-
pante, el aceite cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 4 del
ANEXO |.

3. Aceite de oliva refinado: Se considerara aceite de oliva refinado, el aceite
cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 5 del ANEXO 1.

4. Aceite de oliva: Se considerara aceite de oliva, (denominado anteriormente
“aceite puro de oliva”), el aceite cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en
el punto 6 del ANEXO |.

5. Aceite de orujo de oliva crudo: Se considerara aceite de orujo de oliva
crudo, el aceite cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 7 del
ANEXO I.

6. Aceite de orujo refinado: Se considerara aceite de orujo de oliva refinado,
el aceite cuyas caracteristicas se ajusten a las indicadas en el punto 4 del ANEXO |.

7. Aceite de orujo de oliva: Se considerara aceite de orujo de oliva, (denomi-
nado anteriormente "aceite de orujo refinado de oliva", y constituido por la mezcla
de aceite de orujo de oliva refinado y aceite de oliva virgen), el aceite cuyas carac-
teristicas se ajusten a las indicadas en el punto 9 del ANEXO |.

Il. Por otra parte, el Reglamento 2568/9 I/C.E.E., recoge en el ANEXO XIV, unas
notas complementarias de la nomenclatura combinada, estableciendo que:

1. Solo se considerara “aceite de oliva”, el aceite que proceda exclusivamente
del tratamiento de aceitunas, con exclusion del aceite de oliva reesterificado y de
cualquier mezcla de aceites de oliva con aceites de otra naturaleza.

Comunes a todos los aceites de oliva son las caracteristicas fijadas en el ANEXO
|, respecto al contenido en 4cidos grasos y en esteroles.

2. Se consideraran “aceites de oliva virgenes”, a los obtenidos a partir del fruto
del olivo tinicamente por procedimientos mecanicos u otros procedimientos fisicos,
en condiciones, sobre todos térmicas, que no impliquen la alteracion del aceite, y
que no hayan sufrido tratamiento alguno distinto del lavado, la decantacion, el cen-
trifugado y el filtrado, con exclusion de los aceites obtenidos mediante disolventes.

3. Se consideraran “aceite de oliva virgen lampante”, cualquiera que sea su ack
dez, el aceite que presenta las siguientes caracteristicas:

a) un contenido en alcoholes alifaticos de 400 mg/kg. como maximo.

b) un contenido de eritrodiol y uvaol del 4,5% como méximo.

c) un contenido en 4cidos grasos saturados en la posicién 2 de los triglicéridos
del 1,3% como méaximo.
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d) o una de las caracteristicas siguientes:

1) un indice de perdxidos superior a 20 meq. 0,/kg.

2) un contenido total de disolventes halogenados volatiles superior a 0,2
mg./ kg. y/0 que alguno de ellos sea superior a 0, 1 mg./kg.

3) un coeficientes de extincion Kz superior a 0,24, y después de tratar el
aceite con alimina activada, no superior a 0,11. En caso contrario, des-
pués de neutralizarlos y decolorarlos en el laboratorio, deberan presentar:
— un coeficiente de extincion K., inferior o igual a 1,20
— una variacion (A K) del coeficienteK,,, superior a 0,01 e inferior o igual

a0,16.

4) caracteristicas organolépticas con defectos, que den en la cata una pun-
tuacion inferior a 3,5.

4. Solo se consideraran “aceites de oliva virgenes” (anteriormente considerados
como aptos para el consumo), a los aceites de oliva que presentan las siguientes
caracteristicas:

a) una acidez maxima de 3,3%.

b) un indice de peréxidos de 20 meq. 02/kg. como maximo.

¢) un contenido de alcoholes alifaticos de 300 mg./kg. como maximo.

d) un contenido total de disolventes halogenados volatiles que no exceda de 0,2

mg./kg. y siempre que no exceda de 0,1 mg./kg. en cada uno de ellos.

e} un coeficiente de extincién Kzn de 0,25 como maximo y, después de tratar el

aceite con alimina activada, de 0,10 como méaximo.

f) una variacion del coeficiente de extincion (A K) en la zona del 270 de 0,010

€COmMo maximo.

g) caracteristicas organolépticas que den en la cata una puntuacion superior o

igual a 3,5.

h) un contenido en eritrodiol y uvaol del 4,5% como maximo.

i) un contenido de 4cidos grasos saturados en la posicion 2 de los triglicéridos

del 1,3% como méaximo.

5. Se considerara “aceite de oliva refinado” o “Aceite de oliva” simplemente el
aceite de oliva obtenido por tratamiento de los aceites lampantes o virgenes, inclu-
so con adicion de aceite de oliva virgen, que presente las siguientes caracteristicas:

a) una acidez maxima de 1,5%.

b) un contenido de alcoholes alifaticos de 350 mg./kg. como maximo.

¢} un Keno superior a 0,25 pero no a 1,20, y después del paso por alimina, supe-

rior a 0,10.

d) un A K en la zona del 270 superior a 0,01 pero no a 0,16.

e) un contenido en eritrodiol y uvaol de 4,5% como maximo.

f) un contenido en acidos grasos saturados en la posicién 2 de los triglicéridos

del 1,5% como méaximo.

6. Se consideraran “aceites crudos”, principalmente los aceites de orujo, que
presentan las siguientes caracteristicas:
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a) una acidez superior al 2%.

b) un contenido en eritrodiol y uvaol superior al 12%.

c) un contenido de acidos grasos saturados en la posicién 2 de los triglicéridos
de 1,8% como maximo.

7. Se consideraran “aceites de orujo de oliva refinados” o “aceites de orujo de
oliva”, simplemente, a los aceites obtenidos por tratamiento de los aceites crudos,
incluso con adicion de aceites de oliva virgenes, que no posean las caracteristicas
de los aceites virgenes, y siempre que presenten un contenido de acidos grasos
saturados en la posicion 2, del 2% como maximo.

IV.3. Parametros que definen la calidad del Aceite de Oliva.

La Reglamentacion actual, recoge en el ANEXO | del Reglamento 2568/91/
C.E.E., las categorias en que se dividen los aceites de oliva virgenes utilizables para
consumo directo, clasificandolos de acuerdo con su calidad en:

e Virgen “extra”.

* Virgen (simplemente).

e Virgen “corriente”.

Una vez que el aceite de oliva se ajuste a las caracteristicas generales para con-
siderarlo como “virgen”, su calidad viene definida por dos aspectos fundamentales:

a) La valoracion organoléptica, obtenido por medio de las pruebas de panel test.
b) Los indices fisicoquimicos de calidad, distinguiendo como especificos de la
misma, los siguientes:

® Acidez libre.
¢ |ndice de Perdxidos.
¢ Coeficiente de extincion al UV K.

Iv.3.1. Valoracionorganoléptica

Aplicando el método descrito en el Anexo Xll del Reglamento, se clasifica el acei-
te de oliva virgen en una escala numérica, del | al 9, relacionada con la percepcion
de los estimulos de su flavor, segtn el juicio de un grupo de catadores selecciona-
dos, debiendo alcanzar la siguiente puntuacion:

e Aceite de oliva virgen “extra”
* Aceite de oliva virgen (simplemente)
e Aceite de oliva virgen “corriente”

6,
5,
3

g1 O O

vV IV IV
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El analista, asistido de un grupo de expertos, llevara a cabo la valoracién de las
caracteristicas organolépticas del aceite. En el caso de que la puntuacion otorgada
determine caracteristicas organolépticas distintas de las correspondientes a la deno-
minacion del producto, el analista sometera la muestra al examen de un panel de
catadores.

IV.3.2. Indices fisicoquimicos

Los parametros especificos, denominados indices fisicoquimicos, que definen la
calidad del aceite de oliva virgen, se basan en diversos fendmenos indicadores de
la buena conservacion o de la alteracion del aceite. Estos parametros son:

* Acidez: Determina el contenido en &cidos grasos libres, presentes en un acei-
te, expresado en % de &cido oleico. La grasa biologicamente sintetizada es neutra,
por lo que la presencia de acidos grasos libres es una anomalia, resultante del mal
estado de los frutos, de un proceso incorrecto de elaboracién o de una mala con-
servacion. Los acidos grasos se liberan por ruptura de las moléculas de los trigli-
céridos a través de sus enlaces éster.

En funcién de su acidez, el aceite de oliva se clasificaen:

* Virgen “extra”: Maximo 1,0%.
e Virgen (simplemente): Maximo 2,0%.
e Virgen “corriente”: Maximo 3,3%.

* Indice de Peroxidos: Es la cantidad (expresada en miliequivalentes de oxigeno
activo por kgr. de grasa) de perdxidos presentes en una muestra, que ocasionan la
oxidacion del yoduro potasico en unas condiciones determinadas.

El indice de perdxidos permite estimar el grado de oxidacién y, por tanto, la alte-
racién de un aceite.

En las primeras etapas de la oxidacion de los acidos grasos se producen hidro-
peréxidos y el indice de perdxidos crece.

En etapas posteriores, los compuestos peroxidicos evolucionan hacia otro tipo
de sustancias mas oxidadas, responsables del mal olor y sabor de los aceites, aun-
que el indice de perdxidos sea asertor.

Para todos los aceites de oliva virgenes, utilizables en consumo directo, el valor

maximo del indice de perdxidos es de 20 :meq. 0,/kg. Por tanto, la clasificacion del
aceite de oliva virgen, en funcién del indice de peréxido:es:
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e Virgen “extra”: Max. 20.
e Virgen (simplemente): Max. 20.
e Virgen “corriente”: Max. 20.

e Coeficiente de extincion al ultravioleta: K.: Es la medida de la absorbencia de
una muestra de aceite en la longitud de onda de 270 nm, que pertenece al rango
de la radiacion ultravioleta, y que se expresa convencionalmente como K.

Las maximas absorciones de 270 nm se deben a la presencia de dienios y trie-
nios conjugados; por tanto, la prueba es pectrofotométrica en el ultravioleta, nos
indica la calidad de un aceite, su estado de conservacion y las modificaciones que
puede haber sufrido por los procesos tecnoldgicos..

En relacion con éste coeficiente K.y, los aceites de oliva virgenes se clasifican en:
* Virgen “extra”: Max. 0,20.
e Virgen (simplemente): Max. 0,25.
e Virgen “corriente”: Max. 0,25.

Para la determinacion de la pureza, en caso de que el Ken sobrepase el limite
establecido para la categoria correspondiente, debera efectuarse una nueva deter-
minacion del K., después de tratar el aceite con alimina activada. En este caso, el
nuevo coeficiente K., debera ser como maximo 0,10 para todas las categorias.
IV.4. Toma de muestras de aceites.

Se pueden presentar dos situaciones:

a) Que el andlisis se haga como control del proceso de fabricacion.

b) Que el andlisis se haga para conocer las caracteristicas del producto que se

va a vender.

a) Si la toma de muestras es para el control del proceso de fabricacion, se pre-
senta igual que en el caso de alpechines dos situaciones:

a. 1. Toma de muestras de la centrifuga vertical.
a. 2. Toma de muestras de los pozuelos de decantacion.

Los criterios de toma de muestras son en todo analogos a los descritos en los
alpechines.

Solo indicar que la toma de muestras en este caso, es necesaria hacerla cuan-
do se vaya a echar aceite a un nuevo deposito, cambie el tipo de aceituna, etc.

b) Si el andlisis, se hace para conocer las caracteristicas del aceite que se va a
vender, existe una Norma UNE para la toma de muestras: 55010.
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Aparatos de toma de muestras:

* Sonda de Cédmara: La sonda de camara es un aparato construido en acero inoxi-
dable. Se compone de una media cafia provista de unas guias en los extremos superio-
res por los cuales se desliza, en toda la longitud de la sonda, una lamina de cierre. En su
interior, la cémara se divide en compartimentos de medidas crecientes a partir del extre-
mo inferior. La longitud total es variable, dependiente de la profundidad del depdsito en
Que se vayan a utilizar, aunque generalmente basta con una longitud de 1,10 m.

Par su utilizacion se introduce la sonda con la camara cerrada, hasta tocar el
fondo del depésito. Colocada en posicién vertical se sube poco a poco la lamina de
cierre hasta alcanzar la superficie del liquido.Inmediatamente se baja y se extrae la
sonda. Colocada ésta en posicion horizontal se abre la camara, pudiéndose obser-
var comodamente el aspecto que ofrece el liquido a distintas profundidades.

Inclinando poco a poco la sonda abierta sobre el recipiente portaporciones se
vacia la camara.

Esta sonda permite recoger muestras de hasta 5 mm. del fondo del deposito (Fig 7).
* Sonda o extractor parcial: Este aparato constara de un compartimento bien
cerrado y construido de modo que pueda tomarse una porcion de una seccién deter-

minada del tanque o depdsito de que se trate, permitiendo el acceso a un cm. o menos
del fondo. La valvula debe poder abrirse faciimente a mano, manipulandose por medio

b

\,_Lamina de cierre

.§ 1 E 120 = 140
'; 140 |
135
I 130 X
40| *
I IE j 55
[ s L 3
80 3
O30 L 75
Figura 7. Sonda de Cémara Figura 8. Sonda o extractor parcial.
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de una cuerda. Todo el aparato ira construido en acero inoxidable o aleacion dura de
aluminio, aunque es preferible el primero cuando sea necesario dar peso al aparato.
E! dispositivo permite una limpieza facil. Ira suspendido de un cable que llevara mar-
cado la profundidad a que se encuentra la boca inferior de la sonda (Fig. 8).

* Sonda abierta: Este apartado consta de una media cafia metélica, construida
en acero inoxidable o aleacion dura de aluminio, provista de un mango para facilitar
el movimiento de rotacién que habra que darle al introducirlo en el producto. El dia-
metro sera de 35 mm. aproximadamente. Los bordes estaréan afilados. La longitud
sera variable, aunque lo usual es de unos 60 cm. (Fig. 9).

e
35
e

—{sop—

}_ — Variable
Tr0— o

Figura 9. Sonda abierta.

IV.5. Determinaciones analiticas.
IV.5.1. Acidez libre (o grado de acidez)
Tiene por objeto la determinacion de los acidos grasos libres en el aceite de oliva.

El método consiste en la disolucién de la muestra en una mezcla de disolventes
y la valoracién de los acidos grasos libres mediante una solucién etandlica de hidr¢-
xido potésico, utilizando fenolftaleina como indicador.

El resultado se expresa en % de acido oleico.
Procedimiento.

De la muestra, previamente filtrada, se pesan, en un matraz erlenmeyer de 250
ml. de capacidad, unos 5-10 gramos de aceite (segln el grado de acidez previsto),
con precision de 0,01 gr. Se afiaden 50 ml. de solucion alcohol-éter etilico, previa-
mente neutralizada. Se agita, hasta conseguir la disolucion de la grasa, se le ana-
den unas gotas de fenolftaleina al 1% y se valora con hidréxido potasico 0,1 N. hasta
que una sola gota produzca un viraje débil del indicador (la coloracién rosa debe per-
manecer unos segundos).
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Foto 18. Bureta.

Calculos

Expresion de la acidez en porcentaje de acido oleico:

VxNx282 v =Volumen de KOH gastado (ml.)
Grado de acidez (% acido oleico) — N = Normalidad del KOH

10xp P = peso del aceite (gramos).

Preparacion de reactivos

* Solucién de KOH 0,1 N. 7 grs. de KOH (P.A.) se disuelven en 200 ml. de agua
destilada. Se enrasa, con la misma agua hasta 1 litro.

Se contrasta con &cido oxalico, 0,1 N. usando fenolftaleina como indicador.

* Solucién alcohol etilico-éter etilico (1:1). Se prepara mezclando partes
iguales de alcohol y éter. Antes de su uso se neutraliza con KOH 0,1 N usando como
indicador fenolftaleina.
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« Solucion indicadora de fenolftaleina alcohélica al 1%. 1 gr. de fenolfta-
leina se disuelve hasta 100 ml. de alcohol etilico.

IV.5.2. Indice de peréxidos.

Los perdxidos son producto de oxidacién existentes en una muestra, en un
momento determinado. El indice de per6xidos mide el grado de oxidacién primaria
de un aceite, e indica el estado de conservacion del mismo. Se expresa en milie-
quivalentes de Oxigeno activo por kg. de grasa.

Su determinacion se realiza por lodometria. La muestra, disuelta en Acido acéti-
co y Cloroformo, se trata con solucién de Yoduro potasico. El Yodo liberado se valo-
ra con solucion de Tiosulfato sédico de normalidad conocida.

Los perdxidos se consideran como los primeros productos de la oxidacion de las
grasas y su formacion sigue, al menos durante las primeras etapas, una marcha
paralela a la cantidad de Oxigeno absorbido.

Existen una serie de factores que Influyen sobre la velocidad de la oxidacion de
las grasas. Unos retardandola, como son ciertas sustancias denominadas
“Antioxidantes”, y otras acelerandola. Dentro de estos Ultimos, los principales son:

- Luz.

— Calor.

- Trazas metalicas.

— Catalizadores organicos, etc.

El fundamento de la determinacion volumétrica es la capacidad de los peroxidos
para liberar Yodo del IK segn la siguiente reaccion:

R, - CHOH - CHOH -R + 1,
R-CH-CH-R+2H—"
| \RI-CQ-?H-R+H20+|E

0-0

El Yodo liberado se valor6 con Tiosulfato sodico segin la reaccion:
2NaS,0,+1, ———» Na, 5,0, + 2Nal

Es decir, se ve que un mol de Oxigeno peroxidico deja en libertad un mol de
Yodo, sea cualquiera el mecanismo de reaccion.
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El Indice de Perdxidos (I.P.) se deberia definir como el Oxigeno peroxidico capaz
de reaccionar con el IK en las condiciones de la prueba, ya que la reaccion tiene
algunos puntos oscuros, tales como:

a) Oxidacion de los reactivos por el Oxigeno del aire acelerada por la luz.
b) Reactividad variable de los Perdxidos presentes.
c) Reabsorcion por la grasa de Yodo liberado o liberacién incompleta del mismo.

Procedimiento

Pesar un matraz de 250 ml. de cierre esmerilado, con su tapon, previamente lim-
pio y seco. Anadirde 1,2 a 2 gramos de aceite lo mas rapidamente posible. Agregar
25 ml. de mezcla de Cloroformo-Acido acético en la proporcién de 10 partes de
Cloroformo y 15 de Acido acético. Agregar 1 ml. de solucion sobresaturada de
Yoduro potasico.

— Cerrar el matraz.

— Agitar durante un minuto, suavemente

- Mantener durante 5 minutos en la oscuridad.

— Agregar 75 ml. de agua destilada y agitar vigorosamente.

Valorar el Yodo liberado con Tiosulfato sédico (0,01 N). Agitando en presencia de
almidon. El viraje se reconoce cuando cambie el color de violeta al blanco sucio.
Después de cada adicion de Tiosulfato, hay que agitar con fuerza.

Igual, pero sin aceite, realizar una prueba en blanco.

Caiculos

(V-Vo) x N x 1.000

LP. = (miliequivalentes de Oxigeno activo por kg. de aceite)

P

1 Milimol/kg = 2 Miliequivalentes/kg = 16 microgramos/gt.
V = ml. de Tiosulfato gastados en el ensayo.

Vo = mil. de Tiosulfato gastados en el ensayo en blanco.

N = Normalidad del Tiosulfato sédico.

P = Peso en gramos de aceite.

Preparacion de reactivos
* Tiosulfato sodico 0,01 N. Pesar 2,48 gr. de Tiosulfato sédico (S,0.Na, x 5

H,0) y disolverlos en H,0 desionizada, completando hasta | litro. Afadir 10 mgr/l. de
I,Hg como conservador.
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e Solucion saturada de IK. A 20°C, 144 gr. se disuelven en 100 cc. de H,0
bidestilada. Se mantiene en frasco de topacio bien tapado. (1)

¢ Solucion indicadora de almidén. Mezclar 5 gr. de almidén soluble con 0,01
gr. de I,Hg (como estabilizante) y disolver en 30 cc. de H,0 destilada. Esta solucion se
agrega a 1.000 cc. de H,0 destilada hirviente, manteniendo la ebullicién durante 3
minutos. La solucion asi preparada puede conservarse largo tiempo sin que se altere.

e Contraste del S,0~, con Cr,0~,. Tomar en un matraz pequefio 1 cc. de diso-
lucion de Dicromato potasico O,1 N.

Anadirle 0,05 gr. de IK.

Se le afiade 0,5- 1 cc. de SO,H, o CIH concentrado y unas gotas de almidén, con
lo que aparece un color azul intenso debido al |, liberado.

Se le va echando gota a gota con bureta, el Dicromato, hasta que vire del azul
al verde, con la adicion de una sola gota.

Reacciones.
Cr,0, +1 Cr,+1,
Este I, es el que se valora con el S,0°, :

1,+S,0 - Si0e +l
V = Volumen del Dicromato.
VXN =V XN N=Normalidad def Dicromato.
V' = Volumen del Tiosulfato.
N' = Normalidad del Tiosulfuto.

IV.5.3. Coeficiente de Extincion al ultravioleta: K,,,

Se utiliza, en especial para detectar la presencia de compuestos oxidados anorma-
les, que alteran la calidad del aceite. Su medida se emplea como criterio de calidad.

El aceite de oliva virgen, de buena calidad y almacenado convenientemente, con-
tiene muy pocos productos de oxidacion y presenta una extincién especifica en el
entorno al 270 nm. Los aceites refinados tiene valores mayores de extincién a 270.

La espectrofotometria ultravioleta es, por tanto, uno de los medios més seguros
para conocer el estado de oxidacion y conservacion de un aceite de oliva, y permi-
te sospechar una eventual adulteracion con aceite refinado o aceite de orujo.

(1) Preparar la cantidad para cada dia (unos c.c. de mas), para evitar usar en dias suce-
sivos, la solucién atrasada.
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Para la medida, hay que contar con un Espectrofotémetro ultravioleta de longi-
tud de onda entre 200 y 300 nm, con posibilidad de lectura para cada unidad nano-
métrica, equipado con cubetas de cuarzo de 1 cm. de espesor.

Procedimiento

Se pesan 0,1 gramos de aceite filtrado en un matraz de 10 ml. Se agrega ciclo-
hexano hasta el enrase, se tapa y se agita. Empleando ciclohexano como referen-
cia, se llenan las cubetas, una con el disolvente sélo y otra con la solucién de la
muestra y se mide la extincién a 270 nm. La lectura debe estar comprendida entre
0,1y 0,8. Es conveniente hacer dos lecturas y hallar la media.

Calculos
L L = Lecturas a 270 nm
* El coeficiente K,,, =———— C = Concentracién de la muestra
Cxe (gramos/100 cc.).

e = Espesor de la cubeta en cm.
Comprobacion del Espectrofotometro

- Disolver 0,200 gramos de Cromato potasico en 1.000 ml. de Hidréxido pota-
sico 0,05 N.

- Tomar 25 ml. de ésta disolucién y pasarlos a un matraz aforado de 500 mi.
completando hasta el enrase con el Hidroxido potasico 0,05 N.

- Leer a 275 nm frente a la solucion de Hidroxido potésico 0,05 N.

- La lectura debera ser 0,200 + 0,005.

IV.5.3.1. Determinacién del K,,, después del paso por altimina.

Para determinar la extincién especifica después del tratamiento con altimina, hay
que proceder del siguiente modo:

- En una columna para cromatografia, de 54 cm. de longitud total, con tubo
superior de 3,5 cm. de didmetro y tubo inferior de un diametro aproximado de 1
cm., se introducen 30 gramos de alimina basica activada, en suspension en hexa-
no; después de asentarse el absorbente se elimina el exceso de hexano, hasta 1
cm. aproximadamente sobre el nivel de la alimina.

— Se pesan 10 gramos de la muestra de aceite, homogeneizada y filtrada, se
disuelven en 100 ml. de hexano y se vierte ésta solucion en la columna. El liquido
eluido se recoge a la salida de la columna en un matraz pequefio, y se evapora total-
mente el disolvente, en vacio a temperatura inferior a 25°C.
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— Con el aceite, asi tratado, se procede a determinar el coeficiente de extincion
especifica en el ultravioleta.

IvV.5.3.2. Determinacién del incremento de K.

La presencia de trienios conjugados en un aceite se pone en evidencia con la deter-
minacion del incremento de K. En los aceites de oliva virgenes, este valor no debe ser
superior a 0,01, mientras que en el aceite de oliva refinado puede llegar a 0,16.

La determinacién del A K viene definida por la siguiente férmula:

Km-4 + Km+4
AK=Km-

2

donde Km es la extincion especifica a la longitud de onda m, que es la de maxi-
ma absorcion alrededor de 270 nm.

IV.5.4. Humedad y Materias Volatiles.

Aunque en el Anexo | del Reglamento 2568/91/C.E.E. no figuran como caracte-
risticas de los aceites de oliva, la ausencia de humedad e impurezas, el Codigo
Alimentario Espafol, en su edicidn de junio de 1991, establece una tolerancia en los
aceites comestible de:

¢ Humedad y materiales volatiles: Méx.: 0,1%.

El agua, aunque es inmiscible con el aceite, puede existir en forma de emulsion
estabilizada por ciertos componentes. La humedad favorece la hidrélisis, sobre todo
en aquellos aceites cuya acidez inicial es elevada.

Una decantacién y filtracién adecuada permite obtener aceites que no sobrepa-
sen estos limites.

La determinacién se realiza mediante la norma UNE 55-020-73, en la cual la
muestra de aceite es sometida a calefaccion, en estufa, a 105° C hasta que la dife-
rencia entre dos pesadas consecutivas no exceda del 0,05%. En estas condiciones,
no sélo se determina el agua, sino también todas aquellas materias que son volat
les a la temperatura que se opera.

Procedimiento

En una céapsula, previamente desecada en estufa a 105°C y enfriada en deseca-
dor, se pesa unos 10 grs. de muestra perfectamente homogeneizada. Se coloca en
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estufa a 105°C y se mantiene durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se deja
enfriar en desecador y se pesa. Se vuelve a colocar en estufa y se repite la opera-
cion de pesada hasta que ésta sea constante. De la diferencia de peso se obtiene
el % de humedad y materias volatiles.

IV.5.5. Impurezas solubles en éter de petroleo.

Permite la dosificacion de un conjunto de sustancias, consideradas también
como contaminantes por la misma norma anterior, que son insolubles en un disok
vente organico volatil y que no hayan sido ya determinadas como humedad y mate-
ria volatil.

El disolvente mas utilizado es el éter de petrdleo, aunque también puede emple-
arse el eter etilico. El empleo de uno u otro dependera del tipo de sustancias que se
deseen insolubilizar: las impurezas mecanicas (tierra, arena, etc.); parte de acidos
oxidados libres y sus productos de polimerizacién, lactonas, jabones de cal, hidra-
tos de carbono, materias nitrogenadas, determinadas resinas, etc.

La determinacidn se realiza mediante la Norma UNE 55002, y se establecen los
valores méaximos de impurezas, para el aceite virgen comestible en el 0,1 %.

Procedimiento

En una capsula, previamente desecada, se pesan 10 gramos de aceite y se
coloca en estufa a 105°C hasta eliminacién total del agua.

Una vez que la muestra esta desecada, se va agregando a la capsula pequefias
cantidades de Eter de petréleo para que disuelvan la grasa, ayudandose de una vari-
lla. La cantidad necesaria de disolvente es de unos 200 ml. A continuacién se va fi-
trando a través de un filtro, previamente desecado y tarado, lavando el filtro con
pequeas porciones de disolvente y recogiendo el filtrado en un matraz. Una vez que
el fittro esté limpio de grasa se coloca en estufa a 60°C donde se seca. El incre-
mento de peso del filtro dara las impurezas, que referiran a % en la muestra.

Calculos:
Pi - Pf

% Impurezas = ———— x 100
P

Pf = Peso en g. del filtro seco.
Pi = Peso en g. del filtro seco mas impurezas.
P = Peso en g. de la muestra.
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Foto 19. Copas de cata.

IV. 6. Analisis sensorial.

Las propiedades organolépticas de una sustancia son aquellos caracteres, per-
cibidos por los drganos de los sentidos, correspondientes a los diversos estimulos
sensoriales que posee dicha sustancia.

Se trata ante todo, de propiedades fisicas o quimicas, relativas a su composi-
cién; sin embargo, los avances de la fisica y quimica no son suficientes para susti-
tuir a nuestros sentidos. En el aceite de oliva los compuestos que se controlan estan
indirectamente relacionados con el flavor y sélo cuando superen valores extremos
pueden considerarse decisivos.

El andlisis sensorial, se puede definir como una disciplina cientifica usada para
medir, analizar e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los alimen-
tos que son percibidas por los sentidos; “catar”, es probar con atencién un produc-
to cuya calidad queremos apreciar, es someterlo a nuestros sentidos, en particular
al del gusto y al del offato, es tratar de conocerlo.

Para llegar a ser un buen catador es indispensable una nitida percepcion de gus-

tos y olores, después de haber adquirido unas nociones basicas y con la ayuda de
una técnica de trabajo adecuada.
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Tradicionalmente, los productos alimenticios sometidos a “analisis sensorial”, han
estado bajo el control de un solo experto, el catador tradicional, pero actualmente se
tiende a sustituir el juicio individual por el criterio de un grupo de catadores que rea-
lizan los ensayos organolépticos bajo condiciones controladas y de acuerdo con téc-
nicas sensoriales preestablecidas, en lo que se denominan “pruebas de panel”. De
esta forma se pretende objetivizar los resultados del andlisis sensorial para que éstos
puedan ser técnicamente aceptados. Estadisticamente,el valor medio obtenido sera
el mas probable y, puesto que las respuestas se distribuiran a la izquierda y derecha
del valor de la media, éste estara compensado, permitiendo calcular su error o sus
limites de confianza para una probabilidad estadistica determinada.

IV.6.1. Normalizacion de las condiciones de ensayo.

En el andlisis sensorial la respuesta del sujeto frente al estimulo viene afectada
por varios valores (R=f (E, F, Ps), donde E es el estimulo; F, las condiciones fisicas
y ambientales, y Ps, las condiciones psicofisioldgicas).

Es interesante que la respuesta del catador sea exclusivamente funcion del esti-
mulo; ésto se consigue con un correcto control y normalizacion de las condiciones
del ensayo y dotando el panel de un nimero adecuado de jueces (para que se com-
pense las variables psicofisiologicas).

Con este objeto, existen una serie de normas que han de tenerse en cuenta cuan-
do se vaya a proceder al andlisis sensorial de cualquier muestra:

La Sala de Cata

Debe tener paredes de un tono claro liso; de iluminacién uniforme, regulable y
difusa; insonorizada, y con una ventilacién eficaz, que proporcione un aire libre de
olores extrafios y a ser posible con un 60-70% de humedad relativa (fg. 10).

Los Catadores
Deben seguir las siguientes normas de actuacion:

— Se abstendran de fumar al menos 30 minutos antes de la hora fijada para la cata.

—No utilizaran ningin perfume, cosmético o jabdon cuyo olor persista en el
momento del ensayo.

— No debera haber tomado alimento al menos una hora antes de realizar la cata.

- Si se encontrase en condiciones de inferioridad fisiolégica, particularmente si
tiene afectado el sentido del olfato o del gusto, o bajo algln efecto psicolégico
que le impida concentrarse en su trabajo, debera comunicarlo al jefe de panel.




ANALISTA DE LABORATORIO DE ALMAZARA |

U Figura 10. Cabina de Cata

La temperatura de la muestra.
Se recomienda que sea de 20-22°C.
El tamanio de la muestra

Debe ser homogéneo, cada candidato debe recibir 15 ml., que le seran servidos
en copas marcadas en clave, y a una temperatura aproximada de 26 a 30° (Foto 19).

La hora de realizar la cata

Es de 10 a 12 de la mafana, que es un periodo de dptima percepcion para el
gusto y el olfato.

El nimero de juicios por sesién de cata

Debe ser tal que no produzca fatiga sensorial (disminucién de la sensibilidad);
dependera de la mayor o menor similitud entre las muestras, pero en general, sera
de 3a6.

El tiempo para emitir un juicio

Puede variar, siendo aproximadamente de 30 sg., dejando transcurrir un minimo
de 30 sg. entre 2 catas.
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IV.6.2. Caracteristicas del Aceite de Oliva

El Aceite de Oliva Virgen es el “liquido oleoso extraido del fruto del olivo {Olea
europea) por procedimientos exclusivamente mecanicos, y en condiciones térmicas
que no produzcan alteraciones quimicas detestables aceite, no debiendo ser some-
tido posteriormente a otras manipulaciones que no sean sedimentacion, decanta-
cion, centrifugacion o filtracién. Su flavor es caracteristico, y recuerda al fruto moli-
do del que procede”.

Puede clasificarse en varias categorias:

— Aceite de oliva virgen “extra”. De olor intensamente frutado, gusto suave, extrema-
damente agradable y carente del mas leve defecto. El grado de acidez méximo es de 1°.

- Aceite de oliva virgen “fino”. Similar al “extra”, pero su flavor es menos inten
so. El grado de acidez méximo es de 2°.

— Aceite de oliva “para encabezar”. De caracteristicas organolépticas excesiva-
mente intensas para su consumo directo. Normalmente se adiciona a aceites de
caracteristicas aromaticas tenues o a aceites refinados.

— Aceite de oliva virgen corriente. Aceite de oliva en que se aprecian defectos
que pueden llegar a hacerlo poco agradable, aunque aceptable. El grado de acidez
puede alcanzar 3,3°.

— Aceite de oliva virgen lampante. Aceites que no cumplen las especificaciones
minimas de calidad que se establecen para aceites comestibles. Sus caracteres
organolépticos suelen ser desagradables y sélo pueden ser destinados a alimenta-
cion, previa rectificacion por procedimientos autorizados.

IV.6.3. Atributos y defectos.

Los atributos mas caracteristicos que se suelen detectar en los aceites de oliva
virgenes son:

* Frutado. Flavor que recuerda el olor y gusto del fruto sano y fresco, recogido en el
punto éptimo de maduracién. Se acompafia de “maduro” cuando el aceite es de sabor
“dulce” y olor “apagado”. El “apagado” no se considera atributo, pero tampoco defecto.

* Almendrado. Flavor que recuerda a las almendras (frescas o secas).

* Amargo. Sabor caracteristico del aceite obtenido de las aceitunas verdes o en
envero. Se manifiesta mas o menos agradable segun su intensidad.

* Dulce. Sabor agradable, sin ser precisamente azucarado, que casi excluye
otros atributos como el amargor, la astringencia y el picante.
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* Hierba. Flavor que recuerda a la hierba cortada.

* Hojas verdes. Flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas muy ver-
des o que han sido molidas con hojas y tallos.

* Manzana. Flavor que recuerda a dicho fruto.

Entre los defectos se encuentran:

* Alpechin. Flavor producido por una mala decantacién del aceite.
* Aspero. Sensacion buco-tactil de astringencia.

* Atrojado. Flavor caracteristico de aceites obtenidos de aceituna en un avanza-
do grado de fermentacion.

* Avinado-avinagrado. Flavor que recuerda al vino o al vinagre.
* Basto. Sensacién buco-tactil densa y pastosa.

* Borras. Flavor caracteristico del aceite recuperado en los lodos decantados en
los depositos y trujales.

* Rancio. Flavor caracteristico comun a todos los aceites y grasas que han sufri-
do un proceso autooxidativo. Este flavor es muy desagradable e irreversible.

IV.6.4. Forma y degustacion de las muestras.

Si no existen instrucciones en contra y la presentacion de las muestras se hace
en linea, el catador procedera a tomar la primera copa de su izquierda, mantenién-
dola cubierta con su vidrio de reloj y se inclinara ligeramente a fin de mojar lo mas
posible la superficie interior de la copa, y procedera a oler la muestra, hasta for-
marse un criterio sobre el aceite a juzgar.

Una vez tomada la correspondiente decision se procedera a anotar en la hoja de
puntuacion la clave de la copa y el juicio emitido.

Tras el ensayo olfativo de todas las copas se procedera a enjuiciar el flavor
comenzando por la copa de la izquierda. Se toma un pequefo sorbo de aceite y se
distribuye por toda la cavidad bucal, desde la parte anterior de la boca y la lengua,
por los laterales y la parte posterior hasta los pilares del paladar, haciendo inspira-
ciones cortas y sucesivas, introduciendo aire por la boca.

Después de cada cata, se eliminaran de la boca los restos de aceite de ésta con

un pequefio trozo de manzana, se procede a enjuagarse con un poco de agua, y se
dejan transcurrir al menos 30 sg. antes de empezar una nueva cata.
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IV.6.5. Seleccion de candidatos.

A) Determinacion del “umbral medio” del grupo para “atributos caracteristicos”
(Rancio, Avinado, Atrojado y Amargo)

Se preparan una serie de muestras de distintas concentraciones de cada uno de
los atributos.

A cada candidato se le presentan dos copas, una que sélo contenga “soporte” y
la otra con una concentracion determinada.

El catador, después de realizar el ensayo, debera indicar si son iguales o distintas.

El umbral de deteccion sera aquella concentracion para la cual el 75% de los can-
didatos han apreciado diferencias con la copa soporte.

B) Seleccion de catadores por el método de “clasificacién de intensidad”.

Tomando como referencia la “concentracion umbral”, se prepara una serie de 12
copas de distinta concentracion y se ordenan en orden creciente de concentracion.
El candidato, después de familiarizarse con los olores de las copas que forman la
serie, debe ser capaz de restituir a su lugar una copa que ha sido previamente entre-
sacada en su ausencia.

El jefe de panel procede frente a los resultados de la prueba a asignar a cada
catador una puntuacion que permifca seleccionar o no al candidato, en funcién de sus
respuestas frente a los cuatro atributos.

C) Entrenamiento

Una vez seleccionados los catadores de panel, se procedera a un entrenamien-
to de éstos con el objeto de:

— Familiarizar al catador con las numerosas variantes olfato-gustativas que ofre-
cen los aceites de oliva virgenes.

- Familiarizar a los catadores con la metodologia sensorial especifica.

- Incrementar la habilidad individual que reconacen, identifican y cflantifican los
atributos sensoriales.

— Mejorar la sensibilidad y la memoria frente a los distintos atributos para con-
seguir juicios consistentes.
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IV.6.6. Evaluacion organoléptica de Aceites de Oliva Virgenes.

Reunidas las condiciones y medios necesarios indicados en las normas anterio-
res citadas y seleccionado el grupo de catadores, cada uno de ellos olerd y degus-
taré la copa que contiene la muestra de aceite sometida a examen analizando en ella
las percepciones olfativas y gustativas, con ayuda de la hoja de perfil y la tabla de
puntuacion.

Los estimulos perceptibles deberan ser valorados de 0 a 5, segin a su intensi-
dad, con una sefial en el casillero correspondiente a las Notas olfato-gustativas-tac-
tiles, de acuerdo con el criterio siguiente:

0. Ausencia total.

1. Casi imperceptible.

2. Ligera.

3. Media.

4, Grande.

5. Extrema.

En la parte derecha de esta hoja, se establece una escala de 9 puntos (9 calidad
excepcional, 1 pésima), que sera utilizada por el catador para dar una puntuacién
Unica,conjunta, de las caracteristicas del aceite. Esta puntuacion debe ser conse-
cuente con las virtudes, defectos encontrados en el aceite, anotados ya en la parte
de la izquierda.

La primera columna (defectos) de la tabla de puntuacién comprende cinco apar-
tados, de esta forma la clasificacion de los aceites se basara fundamentalmente en
la ausencia total o en la presencia de flavores defectuosos asi como en la mayor o
menor gravedad o intensidad de éstos; sin embargo, como la escala de valoracién
es de 9 puntos, deberan considerarse algunos matices 0 aspectos que contribuyen
de forma definitiva a decidir la puntuacion total de calidad, que se describen en la
segunda columna “caracteristicas”.

IV.6.7. Puntuacion final.

El jefe de panel recogera las puntuaciones dadas por cada uno de los catadores,
comprobara que los atributos y las intensidades con que los ha percibido y marca-
do en la tabla de perfil se corresponden aceptablemente con la valoracién asignada
al aceite en la “tabla de puntuacion”. En caso de notable diferencia requerira al cata-
dor para que revise la hoja de puntuacion. Si fuese necesario repetiré el ensayo.

A continuacion, el jefe de panel tabulara todas las puntuaciones del grupo y cal-
culara su media aritmética. En un periodo no superior a una semana y con interva-
los minimos de un dia, volvera a repetir los ensayos, hasta obtener una evaluacion
por triplicado de la muestra. La puntuacién “final” de la muestra sera media de las
tres puntuaciones dadas con una cifra decimal.
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V. ANALISIS DE ACEITES (ll)
V.1. Criterios de pureza. Introduccion.

— Las grasas son, junto con las proteinas y los hidratos de carbono, los princi-
pales componentes de los alimentos.

— Aunque su papel principal en el organismo es el de servir como fuente energé-
tica (1 gramo de grasa proporciona 9 calorias), desempefian también otras fun-
ciones, como por ejemplo:

a) Son fuentes de acidos grasos esenciales.
b) Transportan las vitaminas liposolubles.
c) Confieren a los alimentos fritos la textura que los hace mas apetecibles.

Foto 20. Cromatografo acidos grasos “Picual”.
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-

- Las grasas que se utilizan en la alimentacion son de origen animal o vegetal. A
éstas ultimas se les llama comuinmente “Aceites vegetales comestibles”.

— Entre éstos aceites hay dos grupos:

1.9) Aceite de Oliva.
2.9) Aceite de Semillas.

- Al primero le deberia corresponder solamente el nombre de “Aceite”, puesto
que se obtiene de la aceituna.

— Al resto de los aceites vegetales, hay que afiadir siempre el nombre de la semi-
lla o fruto de donde procede.

V.2. Composicion de los aceites.

— Debido a la perfeccion alcanzada por los métodos analiticos en los dltimos afios,
hoy se conoce casi completamente la composicion de los aceites en general, y no
solo en lo que se refiere a los glicéridos y acidos grasos, sino también a los com-
puestos no glicéridos pertenecientes a distintas especies quimicas, que se incluyen
bajo la denominacién de “componentes menores”, por su pequefia proporcion.

— Esto no quiere significar que, desde el punto de vista bioldgico o de caracteri-
zacion de una sustancia grasa, tengan menos importancia que los anteriores, ya
que, de hecho, muchas veces tienen una significacién decisiva.

— Aunque la mayoria de estos compuestos se encuentran en la fraccion insaponifi-
cable, hay otro tipo de sustancias que no aparecen en ella, ni tampoco en la saponifi-
cable, y que por diversas causas (volatilidad, solubilidad, o minima cantidad) han de
ser aisladas con el empleo de técnicas especiales, como ocurre con los compuestos
fendlicos y las sustancias voltiles responsables del aroma del aceite de oliva.

V.3. Caracterizacion de un aceite.
— La caracterizacion de un aceite se puede hacer por dos caminos:
1.9) Mediante la identificacion de un componente especifico de dicho aceite.
2.9) Por el contenido de alguno o algunos de sus componentes, comunes a otras
grasas, pero distribuidos en forma diferente: valores de composicién.
- El primero de los caminos es mas sencillo: se trata de buscar un método ana-

litico en el que, por medio de una reaccion coloreada o por el aislamiento del com-
ponente especifico de que se trate, se llegue a la caracterizacion del aceite.
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- El segundo, es mas complicado; ya que se necesita disponer de la suficiente
informacion analitica, que permita establecer los limites entre los que fluctuan deter-
minados componentes para cada aceite. El conocimiento de valores de composicion
de un amplio nimero de componentes, puede servir como criterio de caracteriza-
cion de aceites. Sin embargo, se pueden encontrar muestras, en las que se hayan
efectuado mezclas en la proporcion necesaria, para no alterar significativamente los
valores de composicion, y que por tanto resulte muy dificil dictaminar sobre la pure-
za del aceite de procedencia.

V.4. Determinaciones analiticas.

- Las principales pruebas analiticas seguidas como criterio de pureza son:

V.4.1. Composicion en acidos grasos.

- La composicion en acidos grasos del aceite de oliva es bastante simple: seis
acidos son los mayoritarios: (palmitico, palmitoléico, estearico, oleico, linoléico y
linolénico) y otros estan presentes en menor cantidad, a veces tan pequefia, que
incluso no llegan a detectarse (miristico, margarico, margaroléico, araquico, behé-
nico y lignocérico) (Cuadro 7).

, ~ CUADRO 7
COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE OLIVA
MUESTRAS DEL FICHERO OLEICOLA NACIONAL
DATOS DE 10 CAMPANAS

Acido Graso Intervalos de variacion al 95% % Muestras en que se detectd
PALMITICO 7,66 - 13,12 100
PALMITOLEICO 0,30 - 1,21 100
MARGARICO 0,00 - 0,29 46
MARGAROLEICO 0,00 - 0,41 67
ESTEARICO 1,77 - 4,22 100
OLEICO 68,32 - 82,60 100
LINOLEICO 3,06 - 14,50 100
LINOLENICO 0,64 - 1,30 100
ARAQUICO 0,22 - 0,62 90,5

Fuente: Estacion de Olivicultura. Jaén
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- Los principales factores que
Influyen en ésta composicién son: la
variedad, el clima, el grado de madu-
rez del fruto, etc.

— Estudios llevados a cabo en la
Estacion de Olivicultura (1975-80),
llevaron a diferenciar perfectamente
las variedades de mas cultivo en
Espana: Picual, Hojiblanco, Picudo y
Lechin, atendiendo precisamente a su
composicién en acidos grasos.
(Fotos 20, 21, 22 y 23).

- En el Cuadro 8 se reflejan los resul-
tados de cuatro campanas, con los
intervalos de confianza al 80 y 90%
para cada una de las variedades estu-
diadas.

— Sin Ylegar a un estudio tan exhausti-

Foto 21. Cromatogramas 4cidos grasos “Picual”. vo, pero gracias al jardin de varieda-

des que poseia la Estacion de
Olivicultura en los terrenos de la Granja
Agricola en Jaén, se ha podido cono-
cer también la composicidn en acidos
grasos de un buen nimero de varieda-
des, de las que se cultivan en distintas
zonas espafiolas (Cuadro 9).

- En el cuadro 10 se presenta la
composicién de los aceites vegetales
comestibles mas utilizados en la ali-
mentaciéon humana, incluyendo el
aceite de oliva. Los aceites de semi-
llas son refinados, tal y como se pre-
sentan al consumidar. En cuanto al
aceite de colza, las variedades que se
cultivan actualmente, estan casi exen-
tas de acido edrico.

Foto 22. Cromatogramas acidos grasos “Hijiblanco”.
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- La determinacién de los acidos gra-
so0s se hace por cromatografia gaseosa
(Método Oficial n® 41). Hay que contar
con aparato apropiado. Actualmente se
tiende a utiizar columnas capilares.
{Foto 24).

Procedimiento.

— Para determinar la composicion de
acidos grasos en un aceite es nece-
serio metilarlos para conseguir libe-
rarlos de su enlace gliceridico y mejo-
rar las condiciones cromatogréficas.

— La preparacion de los esteres meti-
licos de los acidos grasos se realiza
pesando 0,3 gramos de aceite en un
matraz de 50 ml., afadiendo 5 ml. de
Metilato sédico y colocandolo sobre
una placa con un refrigerante, hirvien-

Foto 23. Cromatogramas écidos grasos “Picudo”, 90 durante 5 minutos. A continuacion

se anaden 5 ml. de Metanol sulfurico
al 4% dejandolo hervir otros 5 minu-
tos. Hecho esto, se retira el matraz y
se deja enfriar tapado. Con un embu-
do se pasa la solucion a un matraz de
cuello estrecho y se afiaden 3 ml. de
hexano enjuagando el matraz de 50
ml. Se calienta suavemente durante 1
minuto y se afade salmuera para ayu-
dar a sobrenadar los ésteres.

Los métodos de analisis comunita-
rios describen cinco procedimientos
para la preparacion de los ésteres
metilicos. La eleccion del procedi-
miento debera hacerse en funcién de
la composicion prevista y de la acidez
de la muestra.

Foto 24. Cromatogramas &cidos grasos “Lechin”.
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Preparacion de los reactivos.

— Metilato sddico. En 1.000 ml. de metanol se dejan disolver 5 gramos de sodio
metalico.

— Metanol sulfarico al 4%. Poner 1.000 ml. de metanol en un vaso, sobre el agi-
tador. Dejar caer con bureta gota a gota 17 ml. de acido sulfurico sobre el metanol
en agitacion, cuidando que no se eleve la temperatura por encima de 40°C.

— Una vez obtenidos los esteres metilicos de los acidos grasos, para separarlos y
obtener su porcentaje se inyecta en el cromatdgrafo de gases con una microjeringa
(aproximadamente 0,8 ml.). La columna utilizada para ello puede ser de relleno (DEGS
al 15%) y 1/8 de pulgada, o capilar y las condiciones de trabajo son: isoterma a 180°C
durante 25 minutos y Nitrégeno o Helio como gas portador con un flujo de 40 1/h.

V.4.2. Contenido en esteroles.

— Los esteroles son alcoholes naturales, que constituyen la mayor fraccién del insa-
ponificable. El componente mayoritario es el B sitosterol, que se encuentra en todos
los aceites vegetales. En los aceites de oliva y de orujo de aceituna el contenido en
sitosterol debe ser superior al 93% y el de campesterol inferior al 4%. Si se encuentra
colesterol, su contenido no debe sobrepasar el 0,5% de la fraccién de esteroles.

- Enlos aceites vegetales, la identificacion y dosificacion de los esteroles, se uti-
liza para el reconocimiento de los mismos, asi como para detectar la adulteracion
con grasas animales. En el Cuadro 11 se presenta la composicion en esteroles de
los principales aceites vegetales.

— Para hacer un andlisis de esteroles se requiere:

1) Saponificar, la muestra y extraer el insaponificable.

2) Aislar los esteroles por cromatografia en capa fina.

3) Analizar la fraccion esterdlica aislada por cromatografia en fase gaseosa a ele-
vada temperatura.

CUADRO 11
FRACCION ESTEROLICA

OLIVA COLZA SOJA GIRASOL

Colesterol - - - -
Brasicasterol - 11 - -
Campesterol 2 29 23 11
Estigmasterol 1 - 19 10
Beta sitosterol 97 60 56 62
A 7 Estigmasterol - - 2 17
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- Ei cromatdgrafo de gases debe contar con detector de ionizacion de llama y
columna de vidrio, puesto que los esteroles, se pueden descomponer a elevada tem-
peratura en contacto con los metales.

- EI Método Oficial es el n® 24 (a) y (b). El relleno puede ser SE-30 o QV-17.
Procedimiento. (Método Oficial n® 24 (a))

— Se pesan 5 gramos de muestra, y se extrae el insaponificable empleando Eter
etilico. Se elimina el disolvente en un evaporador rotatorio, cuidando no pasar la tem-
peratura de 50°C. El insaponificable se disuelve en 2 mi. de Cloroformo.

— Los esteroles se aislan por cromatografia en capa fina, depositando 1 ml. del
insaponificable en una banda de 2 cm. del borde inferior y empleando colesterol
como patron de referencia. El liquido de desarrollo es una mezcla hexano-éter etilico
60:40, a la que se agrega 1 % de Acido férmico.

— Se rasca la silice correspondiente a la banda de esteroles, pasandola a una
columnita de elucién, adicionando Eter isopropilico o Cloroformo varias veces.

— La solucién se recoge en un matraz en forma de pera de 10 mi. y se elimina
el disolvente en evaporador rotatorio. El residuo sélido se disuelve en 250 pl. de
cloroformo y se inyecta en el cromatdgrafo.

- Las condiciones de trabajo, para conseguir resultados 6ptimos, suelen ser:

* Temperatura de 1a columna .......cccoeveeveveveenenennnn, 240-250°C
* Temperatura del inyector ........cveeceeeeeeeeeeeeerrsnnnnn, 290-300°C
* Temperatura del detector .........ccoeveeveecveeeeseennnn, 270°C
* Flujo del gas portador ..........ccoeeeeveveeeereeeeannn. 30-40 mi/min.

* Detector de ionizacién de llama
* Inyector de vidrio.
* Columna de vidrio, relleno al 3%: (SE-30) o (OV-17)
- El pico del B-sitosterol suele aparecer a los 30 minutos del disolvente.
Calculos
— El contenido en % de cada esterol, viene dado por la expresion:
t.. h,
% esterol A = ———— x 100
(t .h)

t = tiempo de retencién.
h = altura del pico.
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V.4.3. Contenido en acidos grasos en posicion B de los triglicéridos.
(Método Oficial n® 34)

- Es una determinacion en aceites y grasas de la composicion de la fraccion de
acidos grasos que han sido esterificados en la posicion 2 (o posicion B del glicerol).
Se aplica para verificar si el tratamiento industrial ha originado algin deterioro en la
estructura inicial de los aceites.

— Hay que hacer una neutralizacion del aceite, purificarlo por alimina, hidrolizar
la fraccion de triglicéridos por a lipasa pancreatica, separar los monoglicéridos por
cromatografia en capa fina, transformar los acidos grasos en ésteres metilicos y
analizar éstos por cromatografia en fase gaseosa.

- Si la suma de los contenidos en acido palmitico + acido esteérico es superior
al 1,5% para los aceites de oliva o al 2% para los aceites de orujo, se puede consi-
derar la presencia de esterificados.

Procedimiento.

- Cinco gramos de aceite filtrado son disueltos con 50 ml. de Eter de petréleo,
fa disolucion se hace pasar por una columna de vidrio, rellena con 15 gr. de alumi-
na, recogiendo la grasa purificada y decolorada en un matraz apropiado para el rota-
vapor, en donde se eliminara todo el disolvente. Una cantidad de ésta grasa, exen-
ta de Eter de petrdleo, se deposita en un tubo con tapon y se le afiade 10 mg. de
Lipasas Pancreatica por cada 100 mg. de grasa. A continuacion se afiaden los reac-
tivos siguientes en el orden indicado:

* 2 ml. de trishidroximetilamonio
* 0,2 mi. de Ci, Ca.

* 0,5 mi. de Colato sédico.

* Agitacion suave.

* 1 ml. de CIH; N.

*1ml de Eter petréleo.

- Se agita vigorosamente durante 2 minutos y se deja reposar hasta que se pro-
duzca una clara separacion de fases.

- De la fase etérea (superior) se toman las porciones que se han de depositar en
la placa de Gel de Silice, la cual se desarrolla en un liquido compuesto (por cada 100
ml.} de:

* 65,5 ml. de Eter de petréleo.

* 32,8 ml. de Eter etilico.
*1, 6 mi. de Acido fornico.
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— Una vez que el frente del disolvente ha alcanzado, la altura adecuada, se saca
la plaza de la cubeta y se deja secar, sefialando, posteriormente, la posicién de los
B monoglicéridos que se observan al trasiuz como una banda ancha inmediatamen-
te por encima de la posicion original de aplicacion. Se raspa la zona deseada y se
pasa a un matraz para metilacion, a continuacion los mismos pasos que en la deter-
minacion de los 4cidos grasos por cromatografia gaseosa (método oficial n® 41).

V.4.4. Presencia de aceite de orujo.
- Entre los componentes de los aceites vegetales, se encuentran los alcoholes
grasos superiores. Estos alcoholes, que forman parte de las cuticulas de los vege-

tales, son insolubles, estables y de alto punto de fusién.

- La presencia de estos alcoholes, especialmente del Eritrodiol, nos puede ser-
vir para el reconocimiento del aceite de orujo.

— Varias son las determinaciones analiticas con esta finalidad:
A) Contenido en Eritrodiol (Método Oficial n® 58)

- Entre los alcoholes terpénicos que se encuentran en mayor proporcion en el
insaponificable del aceite de orujo, esta el Eritrodiol.

— Su determinacion consta de la extraccion del insaponificable, el fracciona-
miento por cromatografia en capa fina, la recuperacion de la fraccion de esteroles
y dialcoholes terpénicos y la cuantificacion por cromatografia de gases. El conteni-
do en Etitrodiol del aceite de oliva no debe ser superior al 4,5%.

B) Alcoholes aliféticos.

- El contenido total en alcoholes (del C,,al C,,) en un aceite virgen de oliva, de
las calidades extra y corriente, no debe ser superior a 300 mg./kg.

— Ei método consta de tres fases:
a) Saponificacién del aceite con adicion de eicosanol como patrén interno.

b) Fraccionamiento del insaponificable por cromatografia en capa fina y aisla-
miento de los alcoholes alifaticos.

¢) Recuperacion del gel de silice y fraccionamiento de los alcoholes por croma-
tografia gaseosa en columna capilar.

C) Contenido en ceras.
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V.4.5. Contenido en percloroetileno.

— Para que un aceite sea aceptable para el consumo, su contenido en disolven-
tes halégenados (percloroetileno), no puede exceder el limite de 0,200 mg/kg. En
caso contrario, se le considera lampante.

- EI método analitico para la determinacion del percloroetileno, consiste en una
cromatografia gaseosa con detector de captura de electrones. La inyeccion se
puede hacer por dos procedimientos:

a) Inyectando en el cromatografo un volumen de gas, procedente del espacio de
cabeza de la muestra, en determinadas condiciones.

b) Instalando una pro-columna, donde se inyecta el aceite directamente.

En los dos casos se necesitan patrones de referencia.

V.5. Métodos Cromatograficos en el Analisis de Aceites.

La palabra CROMATOGRAFIA, de las palabras griegas khromatos (color) y grap-
hos (escrito), fue usada por primera vez en 1906 por Miguel Tswett, botanico ruso,
para describir la separacion de pigmentos vegetales en distintas zonas coloreadas.
Tswett utilizé una columna de vidrio rellena de Carbonato céicico absorbente, a tra-
vés de la cual pasaba un extracto de la planta disuelto en Eter de petréleo; asi obtu-
vo bandas verdes y amarillas de pigmentos.

La definicion que se ha adoptado como mas general exclusiva y definidora de las
caracteristicas de la técnica cromatografica es:

CROMATOGRAFIA: es un método fisico de separacion en el que los compo-
nentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de ellas es un lecho estacio-
nario de gran area superficial y la otra es un fluido que se Infiltra a través del lecho
estacionario.

El lecho estacionario, fase estacionaria, puede ser un sélido o un liquido impreg-
nado en un soporte inerte, y el fluido o fase mavil, un liquido o un gas.

Todos los métodos cromatograficos van dirigidos fundamentalmente a la sepa-
racion de dos o mas sustancias. Las separaciones cromatogréficas se consiguen
mediante la distribucion de los componentes de una mezcla entre una fase fija y otra
que se desplaza, llamadas, respectivamente, fase estacionaria y fase movil. La sepa-
racion entre dos sustancias empieza cuando una es retenida méas fuertemente por
la fase estacionaria que la otra, que tiende a desplazarse més réapidamente en la
fase movil.
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V.5.1. Terminologia y definiciones.

La terminologia y las definiciones enumeradas a continuacion estan basadas en
las recomendaciones internacionales de nomenclatura y presentacion de datos.

— Cromatograma: es la representacion grafica de la respuesta del detector en
funcion del tiempo. Cromatograma tipico es el que se muestra en la figura 11.

- Linea de base: es la porcion de cromatograma registrada cuando por la colum-
na solamente sale gas portador.

- Pico. es la porcién del cromatograma que registra el detector cuando por la
columna fluye un componente. Si la separacién de los componentes de una mezcla
es incompleta, dos o0 mas componentes pueden aparecer como un solo pico o como
picos solapados.

Inyeccién

Componente
no retenido

Figura 11. Cromatograma tipico.

— Base del pico: Es el segmento CD.

— Anchura del pico: es el segmento FG.

— Area del pico: es la superficie comprendida entre el pico y su base.

- Altura del pico: es el segmento BE.
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Hay distintos tipos de cromatografia

—En columna:  C. de gases

C. liquida de alta eficacia
— En papel
- En capa fina

La columna forma un sistema cerrado, en contraste con los sistemas abiertos
de pape! y capa fina.

V.5.2. Cromatografia en papel.

Si se coloca una pequefia cantidad de una mezcla de sustancias, en forma de
mancha, sobre un papel de filtro y sobre este discurre un disolvente, dichas sustan-
cias se desplazan a distancias distintas en el transcurso del tiempo.

La ventaja de la cromatografia sobre papel es la pequefia cantidad de muestra
necesaria, la gran capacidad de resolucion, la facilidad de deteccion y la simplicidad
del utillaje. Sigue siendo la técnica mas efectiva para compuestos polares.

V.5.3. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme,
de un absorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisi-
tos esenciales son, pues, un absorbente, placas de vidrio, un dispositivo que man-
tenga las placas durante la extension, otra para aplicar la capa de absorbente y una
camara en la que se desarrollan las placas cubiertas. Es preciso también poder
guardar con facilidad las placas preparadas y una estufa para activarlas.

Sobre esta capa de absorbente se aplican los productos a examinar disueltos,
cflan,do sea posible, en un disolvente organico que tenga un punto de ebullicion lo
suficientemente bajo para que se evapore después de la aplicacion. el desarrolio de
los cromatogramas en capa fina se hacen normalmente por el método ascendente,
esto es, que el eluyente ascienda por la placa casi en posicion vertical, y la atmos-
fera ha de estar saturada de dicho eluyente que se introduce en la cdmara de desa-
rrollo una hora antes; pasado este tiempo se meten las placas y se tapa.

Una vez acabado el desarrollo se aplican uniformemente los reactivos reveladores
y se localizan los compuestos, si es necesario utilizamos una ldmpara ultravioleta.

La C.C.F. ha demostrado ser de excepcional valia para determinadas clases de
sustancias, talos alcaloides, aminoacidos, lipidos, péptidos, y esteroides. Existen
también muchas aplicaciones del método para antibiéticos, hidratos de carbono,
colorantes, insecticidas y vitaminas.
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V.5.4. Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases incluye todos los métodos cromatograficos en los
que la fase mévil es un gas.

Los nombre mas empleados para denominar la técnica son: cromatografia de
gases y cromatografia en fase vapor. Presenta muchas ventajas: se detectan faci-
mente los componentes a la salida de fas columnas con equipos relativamente sen-
cillos y en la corriente del gas portador es posible determinar cuantitativamente
pequefias cantidades de sustancias eluidas, ya que la fase mévil es inerte.

Las muestras manipuladas son del orden del miligramo y en algunos casos del
microgramo. Una gran ventaja de la técnica es su relativa sencillez operativa. E equi-
po de cromatografia de gases, comparativamente con otros analiticos, es de los
mas econémicos que existen. El defecto principal de la Cromatografia de Gases es
que su campo de aplicacion se limita a compuestos volatiles; existe la tendencia a
ampliarlo a compuestos menos volatiles, aumentando su presién de vapor por tra-
tamiento térmico o quimico.

En los laboratorios quimicos su aplicacién principal es el anlisis quimico para
separacion e identificacion cualitativa de los componentes de mezclas complejas y
célculo de su composicion cuantitativa.

- Equipo para la Cromatografia de Gases.

Las partes principales del equipo son: Figura 12 y Foto 20.

Registro

Regulador de caudal '}

\ © ~~ ==

|
5& I Termostatos r-+-1
Monorreductor - f —d \~! '
N r-+-9 | i
Manémetro L : i
: i Detector

- i

s

1

1

1

]

Columna H

: Caudalimetro

I

[}

I

-

Gas portador

Figura 12. Esquema de un cromatografo de gases.
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a) Fuente de gas portador.

b) Sistema de regulacion de caudal formado por manorreductor, medidor de pre-
sion de entrada en columna, y regulador de caudal.

¢) Camara termostatada de inyeccién de muestras.

d) Columna termostatada, rellena de fase estacionaria.

e) Detector termostatado, con amplificador de sefial y registro gréfico.

f) Caudalimetro de precision.

El gas portador (fase mévil) es un gas inerte, generalmente Helio, Nitrdgeno o
Argén, de elevado grado de pureza y que esta contenido en botellas de presion ordi-
narias provistas de manorreductores de doble estadio con indicador de presion.
Para disminuir las variaciones de flujo se coloca un regulador de caudal antes de la
entrada de gas en la columna. El flujo de gas portador es la fuerza impelente en
Cromatografia de Gases.

La camara de inyeccion por la que se introducen los solutos en la corriente de
gas portador, tiene la mision de vaporizar las muestras cuando no son gaseosas;
por lo tanto, su temperatura ha de ser superior a fa del punto de ebullicion del com-
ponente menos volatil de las mezclas.

Las columnas cromatograficas pueden ser de diferentes tipos: las columnas tra-
dicionales, de vidrio o metalicas, denominadas, “columnas empacadas”, que suelen
tener entre 1-6 metros de longitud y un didmetro interno de 4-6 mm., y las columnas
actuales de vidrio, de tipo capilar, con longitudes que pueden ir desde los 15-20
metros a los 105 metros y didmetros internos entre los 0,530 mm. (widebore) y
0,250 mm. (narrow-bore). Estan rellenas con una fase estacionaria: en cromatografia
gas-solido, un solido absorbente, y en cromatografia gas-iquido, un soporte sélido
recubierto por un liquido estacionario. La temperatura de la columna se mantiene
constante con una precision de por lo menos = 1°C, o se eleva progresivamente
durante la separacion segin un programa determinado. La temperatura de la colum-
na ha de fijarse de forma que se puedan conseguir las separaciones en tiempo razo-
nable, generalmente de diez minutos a una hora.

El detector tiene por objeto medir las variaciones de concentracion por la elucion
de cada compuesto y emitir una sefial al registrador que las recoge en forma de un
cromatograma en un registro gréfico de carta. La temperatura del detector ha de
ser mayor o igual que la de la columna; en caso contrario, algunos compuestos elvi-
dos se condensan en el mismo.

El caudal de gas portador se mide a la salida de la columna y a temperatura ordi-
naria mediante un caudalimetro de precision.

La separacion de los componentes de las mezclas se realiza de la manera siguien-
te: primeramente se ajustan las temperaturas apropiadas de la camara de inyeccion,
termostato y detector, y el caudal del gas portador. Cuando la sefial del detector es
constante y no se produce ruido ni deriva se pueden introducir las muestras.
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La muestra, en cantidades de alrededor de 1 wl para liquidos, 1 mi para gases,
se inyecta en la cdmara de inyeccion en donde se vaporiza si no esta en estado
gaseoso. La vaporizacion se ha de realizar de la manera mas rapida posible. Los
componentes, en estado gaseoso, pasan a través de la columna, en donde se absor-
ben en una pequefia zona, por equilibrios sucesivos entre fase movil y estacionaria,
cada compuesto se desplaza, a lo largo de la columna, a velocidades diferentes.

Los componentes que salen de la columna se miden con el detector adecuado.
La curva obtenida es el cromatograma que presenta una serie de picos.

Se dice que se ha conseguido una buena separacion, separacion eficaz, cuando
los picos de dos compuestos se presentan bien resueltos en los cromatogramas.
Esta separacion o resolucion se produce mejor en las columnas capilares debido al
mayor numero de platos tedricos que son capaces de presentar, aumentando el
nimero de equilibrios de reparto de los compuetos entre la fase estacionaria yla
fase movil.

Los componentes individuales de una muestra se identifican por su tiempo de
retencion, que normalmente se mide a lo largo del papel del cromatograma, pero la
reproducibilidad de esos tiempos de retencion se ve muy afectada por las altera-
ciones en el flujo del gas y en la temperatura de la columna. No es prudente confiar
en los valores de los tiempos de retencién archivados, sino que es preferible deter-
minarios a intervalos frecuentes.

Algunas de las aplicaciones de la cromatografia gaseosa en andlisis de aceites es la
determinacion de 4cidos grasos y sus porcentajes, y de esteroles (Fotos 21,22, 23y
24)

V.5.5. Cromatografia liquida de alta eficacia.

El desarrolio de la Cromatografia de gases en la década de los 50 redujo el inte-
rés de la Cromatografia liquidodiquido hasta la aparicion de la Cromatografia liquida
de alta eficacia o HPLC (high peformance liquid chromatography), que puede com-
petir con la cromatografia de gases en muchas aplicaciones analiticas.

Para una separacion eficaz es necesario contar con soportes muy regulares y fina-
mente divididos, con un suministro de fase mévil a la presién necesaria para mante-
ner un fiujo constante y adecuado a través de la columna y con un sistema de detec-
cion eficaz. Los aparatos utilizados constan de 5 componentes basicos: figura 13.

La utilizacion de rellenos en las columnas con tamaiios de particulas muy fino y
la necesidad de flujos elevados para efectuar los anlisis con rapidez, hace necesa-
rio el empleo de presiones relativamente altas. Ademas, para evitar fluctuaciones en
la linea base del detector es necesario que no se produzcan fluctuaciones impor-
tantes en la presion, que aparecen siempre que se utilizan bombas de un sélo efec-
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to. Para conseguir un bombeo libre de pulsaciones es necesario incluir un sistema
eliminado de pulsaciones, que normalmente es poco eficaz, o emplear una bomba
mas sofisticada con dos pistones.

El sistema de suministro de solvente incluye una bomba que proporciona el sol
vente adecuado, desde un reservorio, a una velocidad preseleccionada. Un sistema
como éste con un sélo solvente, se denomina isocratico y cuando es necesario alte-
rar la composicion del eluyente durante la cromatografia el sistema es conocido
como elucion en gradiente.

En el sistema de inyeccion de muestra pueden utilizarse jeringas para alta pre-
sion aunque es preferible el empleo de valvulas de muestra por su mayor precision.

Entre los sistemas de deteccion continua en HPLC, el mas comin es el que se
basa en la absorcion en el ultravioleta. También pueden utilizarse detectores de fluo-
rescencia pero su campo de aplicacion es reducido, dado el pequefio nimero de
compuestos fluorescentes. Los refractometros diferenciales que detectan cambios
en el indice de refraccion del solvente debido a la presencia de solutos son capaces
de detectar cualquier tipo de sustancia, aunque son menos sensibles que los otros
detectores y no pueden usarse con eluciones en gradiente.

Las células de flujo se construyen con un material que transmite la radiacion; es
importante que el volumen de la célula sea pequefio para obtener una buena reso-
lucion, entre dos componentes de la muestra que se eluyen préximos el uno al otro.

Las columnas se fabrican habituaimente con tubo de acero inoxidable pulido inte-
riormente, de un didmetro interno de aproximadamente 4 mm. y una longitud de 25
cm. aunque pueden ser mayores o incluso mas pequefos.

Valvula de inyeccion
de la muestra

—

Bomba Deposito de
disolvente

Registro
& Detector

Columna

Figura 13. Esquema de un cromatdgrafo de liquidos.
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Las dimensiones del material de relleno son importantes para obtener la maxima
eficacia en la separacion y puede variar de 2 pm a 40 pm.

La versatilidad de la HPLC se basa sobre todo en el gran nimero de disolventes
y mezclas de disolventes que pueden emplearse con fases estacionarias unidas qui-
micamente. Es posible seleccionar una mezcla de solventes que tenga una polaridad
particular y pueda ser utilizado con un amplio rango de fases estacionarias.

En el caso de que no se pueda encontrar una mezcla de solventes con |a polari-
dad adecuada puede utilizarse la elucion en gradiente.

Algunas de las aplicaciones de la HPLC en el andlisis de aceites son: determina-
cion de écidos grasos, triglicéridos y tocoferoles, etc.
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