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METODO DE ANALISIS

PRUEBA ESPECTROFOTOMETRICA EN EL ULTRAVIOLETA

INTRODUCCION

La prueba espectrofotométrica en € ultravioleta puede proporcionar indicaciones sobre la
cdidad de una materia grasa, su estado de conservacion y las modificaciones inducidas por los
procesos tecnol 6gi cos.

Las absorciones en las longitudes de onda indicadas en € méodo se deben a la presencia
de sstemas diénicosy triénicos conjugados. Los valores de estas absorciones se expresan en

extincion especifica B = (extincion de una solucion de la materia grasa d 1% en d disolvente
determinado, en un espesor de 1 cm) que se expresara convenciondmente como K, también
denominado coeficiente de extincion.

1. OBJETO

El método describe d procedimiento de gecucion de la prueba espectrofotométrica en €
ultravioleta de |as materias grasas.

2. PRINCIPIO

La maeria grasa e disudve en € disolvente requerido y se determina la extincion de la
solucidn a las longitudes de onda prescritas, respecto a disolvente puro. A partir de los vaores
epectrofotométricos se caculan las extinciones especificas.

3. MATERIAL Y APARATOS

3.1. Espectrofotémetro para medidas de extincion en € ultravioleta entre 220 y 360 nm,
con posibilidad de lectura para cada unidad nanométrica

3.2.  Cubetas de cuarzo, con tapadera, con paso Optico de 1 cm. Las cubetas, llenas de agua o
de otro disolvente adecuado, no deben presentar entre dlas diferencias superiores a 0,01
unidades de extincion.

3.3  Matraces aforados de 25 m.
3.4.  Columnade cromatografia, de 450 mm de longitud y 35 mm de didmetro, equipada con un

tubo de reflujo de un diametro gproximado de 10 mm.
4. REACTIVOS
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Isooctano (2,2,4-trimetilpentano) para espectrofotometriac debe tener, respectoal
agua destilada, una transmitancia dd 60% como minimo a220 nmy dd 95% como minimo
a 250 nm;

0

- ciclohexano de cdidad para espectrofotometria debe tener, respecto a agua destilada,
unatrangmitancia del 40% como minimo a 220 nmy de 95% como minimo a 250 nm; u

- otro disolvente adecuado, que permita obtener una disolucién completa de la materia grasa
(por eemplo, acohal etilico parad aceite dericino).

Alumina bésica para cromatografia en columna, preparada y controlada como se describe
end gpéndicel.

n-Hexano para cromatografia.

PROCEDIMIENTO

La muestra debe ser perfectamente homogénea y estar exenta de impurezas en suspension.
Los aceites liquidos a temperatura ambiente se filtran con papel de filtro a una temperatura
aproximada de 30°C, las grasas Sdlidas se homogeneizan y e filtran a una temperatura
superior en 10°C como méximo a su temperatura de fusion.

Se pesan con precision 0,25 g gproximadamente de la muestra preparada y se colocan en
un matraz aforado de 25 ml, se completa con d disolvente adecuado y se homogeneiza. La
solucion resultante debe estar perfectamente clara. S presenta opalescencia o turbidez, se
filtrar& rgpidamente con papel defiltro.

Se llena una cubeta con la solucién obtenida y se miden las extinciones, usando como
referencia € disolvente empleado, a las longitudes de onda comprendidas entre 232 y 276
nm. Los valores de extincion obtenidos deben estar comprendidos en € intervalo entre 0,1y
0,8; en caso contrario es necesario repetir la medida utilizando soluciones mas concentradas
0 més diluidas segin € caso.

Cuando se quiera determinar la extincion especifica después dd tratamiento con dlmina se
procedera del sguiente modo: en la columna para cromatografia se introducen 30 g de
alumina bésica en suspension en hexano; después de asentarse € absorbente se dimina €
exceso de hexano, hasta 1 cm aproximadamente sobre € nivel superior de laadmina

Se disuelven 10 g de materia grasa, homogeneizada y filtrada ta como se describe en €
punto 5.1, en 100 ml de hexano y e vierte esta solucion en la columna. Se recoge € liquido
eluido y se evaporatotamente e disolvente en vacio a unatemperaturainferior a 25°C.

Con lamateria grasa asi obtenida se procede inmediatamente ta como se indica en € punto
5.2

EXPRESION DE LOSRESULTADOS




6.1.

donde:

Ke:

Ee:

C:

S.
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Se expresan las extinciones especificas (coeficientes de extincion) a las diversas longitudes
de onda, calculadas como sigue

extincion epecificaalalongitud de ondaz ;
extincion medida alalongitud de ondaz ;
concentracion de la disolucién en g por 100 mi;

espesor de la cubetaen cm.

L os resultados deben expresarse con dos decimales.

6.2.

La prueba espectrofotométrica del aceite de oliva segin € méodo oficid de los reglamentos
oficides de la Comunidad Europea requiere la determinacion de la extincion especifica, en
solucion en isooctano, a las longitudes de onda de 232 y 270 nm, y la determinacion de la
variacion de laextincion especifica (A K) definida como:

.. Km—4' 4+ Km+4
N G I —
2

donde K es la extincidn especifica a la longitud de onda m, longitud de onda de maxima
absorcion arededor de 270 nm.

APENDICE |

Preparacioén delaaluminay control de su actividad
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A.1.1. Preparacion delaaumina

En un recipiente que pueda cearrarse herméicamente se echa la almina previamente
desecada en horno a 380-400°C durante tres horas, se afiade agua destilada en una proporcion de
5 ml por 100 g de dumina, se cierra rpidamente € recipiente, se agita repetidas veces y se dga
reposar durante 12 horas como minimo antes del uso.

A.1.2. Control delaactividad deladidmina

Se prepara una columna para cromatografia con 30 g de dumina. Se opera tal como se
describe en € agpartado 5.4. Se hace pasar através de la columna una mezcla formada por:

- 95% de aceite de oliva virgen, con extincién especifica a 268 nm menor que 0,18,

- 5% de aceite de cacahuete tratado con tierras decolorantes en e proceso de refinado, con
una extincion especifica a 268 nm mayor o igud que 4.

Si, después del paso por la columna, la mezcla presenta una extincidn especifica a 268 nm

mayor que 0,11, la almina es aceptable; en otro caso se debe aumentar € porcentge de
hidratacion.

APENDICE I
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Ajuste del espectrofotémetro

A.2. El aparato debe revisarse periodicamente (por 1o menos cada seis meses) tanto en lo que se
refiere alaconformidad de lalongitud de onda como ala exactitud de larespuesta.

A.2.1. El control de la respuesta de la longitud de onda puede hacerse mediante una lampara de
vapor de mercurio o mediante filtros adecuados.

A.2.2. Para controlar lacdulafotoeéctricay € fotomultiplicador se procede como sigue: se pesan
0,2000 g de cromato potésico de calidad para espectrofotometria, se disuelven, en un
matraz aforado de 1000 ml, en una solucion de hidroxido potésico 0,05 N y se completa
hesta @ enrase. De la solucion obtenida se toman exactamente 25 ml, se transvasan a un
matraz aforado de 500 ml y se completa hasta € enrase con la misma solucion de hidroxido
potasi co.

Semide laextincién a275 nm de la solucién asi obtenida, utilizando la solucién de hidréxido

potasico como referencia. La extincion medida en cubeta de 1 cm debera ser de 0,200 +
0,005.

MARGENES DE PRECISION DEL METODO

1. Analisisdelosresultados del ensayo colaborativo

L os mérgenes de precison del método se presentan en € cuadro que figura a continuacion.



COI/T20/Doc. n° 19/Rev 1

pagina 6

El ensayo colaborativo propuesto por la Secretaria Ejecutiva en 1999 alos laboratorios
reconocidos por € Consgo Oleicola Internaciona fue realizado por 19 laboratorios de 8 paises.

El ensayo se hizo con cinco muesiras:

moow>»

acdte de olivavirgen extra

acdte de olivavirgen + acdte de girasol refinado

acdte de olivavirgen + aceite de orujo de olivarefinado

aceite de oliva virgen + aceite de sojarefinado + aceite de girasol refinado

acdte de dlivarefinado + aceite de orujo de olivarefinado + aceite de soja refinado
+ acdte de oliva virgen lampante.

El andisis estadigtico de |os resultados del ensayo colaborativo realizado por la Secretaria
Ejecutivadel Consgo Oleicola Internaciond se efectud segun los requisitos establecidos en las
normas SO 5725 Exactitude (justesse et fidélité) desrésultats et méthodes de
mesur e. Los vaores andmalos se determinaron gplicando € test de Cochran'y € test de Grubbs a
los resultados de los laboratorios para cada determinacion (replicados ay b) y cada muestra.

n
outliers
mean

r

S
RSD: (%)

R

Sk

El cuadro contiene los Sguientes dementos:

NUmero de laboratorios que participaron en los ensayos

NUmero de laboratorios con resultados aberrantes

Media de |os resultados aceptados

Vaor por debgo del cud se sittia, con una probabilidad del 95%, € vaor absoluto
de la diferencia entre los resultados de dos ensayos individua es independientes,
obtenidos con & mismo método, utilizando una muestraidéntica, en € mismo
[aboratorio, por € mismo operador, con |os miSmes gparatos y en un corto intervalo
de tiempo

Desviacion estdndar de repetibilidad

Coeficiente de variacion de repetibilidad (S x 100 / mean)

Vaor por debgo dd cua se stla, con una probabilidad del 95 %, € vaor absoluto de
la diferencia entre dos resultados de ensayo individuaes obtenidos con é mismo
método, utilizando una muestraidéntica, en laboratorios diferentes, por operadores
digtintosy con digtintos gparatos

Desviacién estandar de reproducibilidad

RSDr (%) Coseficiente de variacion de reproducibilidad (S: x 100 / mean)



Absorbancia en el ultravioleta

-a270nm
A

n 17
outliers 3

mean 0.110
r 0.006
S 0.002
RSD: (%) 1.961
R 0.016
SR 0.006

RSDr(%) 5.052

-Delta K

A

n 17
outliers 1

mean 0.000
r‘ -
S, -
RSD: (%) -
R -
SR -
RSDr(%) -
2. Bibliografia

SO 5725-1:1994

SO 5725-2: 1994

18

0.253
0.009
0.004
1.431
0.026
0.009
3.770

18

0.020
0.000
0.001
7.720
0.004
0.002
8.271

18

0.202
0.012
0.004
2.283
0.021
0.008
3.872

18

0.010
0.003
0.001
17.920
0.006
0.002
37.021

18

0.212
0.015
0.006
2.691
0.031
0.011
5.470

18

0.003
0.002
0.001
25.660
0.004
0.002
50.201
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18

0.561
0.018
0.007
1.191
0.020
0.007
1.302

18

0.040
0.007
0.003
6.421
0.017
0.006
14.210

Exactitude (justesse et fiddité) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 1: Principes générauix et définitions

Exactitude (justesse et fiddlité) des résultats et méthodes

de mesure — Partie 2: Méthode de base pour la détermination de la répétabilité
et de lareproductibilité d une méthode de mesure normaisée

SO 5725-5: 1998

Exactitude (justesse et fiddlité) des résultats et méthodes

de mesure — Partie 5: Méthodes dternatives pour la détermination de la fiddité
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d’ une méthode de mesure normaisée

ISO 5725-6:1994  Exactitude (justesse et fiddlité) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 6: Utilisation dans la pratique des vaeurs d exactitude



