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TOMA y PREPARACIÓN DE MUESTRA ORDEN PRE/3844/2004 (anexo I)

TROZO LÁMINA TIRA

Tejido adiposo subcutáneo
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MÉTODOS DE ANÁLISIS ORDEN PRE/3844/2004 (anexo II)

Picado/trituración y homogeneización de tiras

Obtención de lípidos totales en microondas
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MÉTODOS DE ANÁLISIS

Preparación de los ésteres metílicos

GC-FID y          GC-C-IRMS
FAMES δδδδ13Coleico(‰)

Pesar ~ 0,1 g de grasa fundida
en un tubo de vidrio de 15 ml

Pesar grasa fundida en un tubo de 
plástico de 50 ml

HPLC-FLD  
γγγγ-Tocoferol 

Extracción

Adicionar 4 ml de hexano y 
disolver la grasa en vortex

Adicionar isopropanol y 
disolver la grasa en vortex

Simplified sample preparation and rapid detection by RP-
HPLC/FLD of tocopherols and tocotrienols in
margarines: Preliminary screening of plants fats -
potencial quality markers. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2015,
117, 1589-1597. Pawel Górnas and Aleksander Siger.

ORDEN PRE/3844/2004, de 18 de noviembre, por la que
se establecen los métodos oficiales de toma de muestras
en canales de cerdos ibéricos y el método de análisis para
la determinación de la composición de ácidos grasos de
los lípidos totales del tejido adiposo subcutáneo
de cerdos ibéricos
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MÉTODOS DE ANÁLISIS ORDEN PRE/3844/2004 (anexo II)

GC-FID y          GC-C-IRMS
FAMES δδδδ13Coleico(‰)

Adicionar 200 ul de KOH 2M 
agitar en vortex y 
dejar en reposo 30 min

Calentar el tubo

HPLC-FLD
γγγγ-Tocoferol 

Centrifugar 30 s a 2000 rpm 

Tomar 1 ml de la fase superior y 
llevar a un vial cromatográfico

Agitación orbital

Filtrar por 0,2 um a un 
vial cromatográfico
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TÉCNICAS INSTRUMENTALES

Perfil de ácidos grasos Relación isotópica 13C/12C Isómeros vitamina E
C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 (%) δδδδ13Coleico(‰) γγγγ-Tocoferol (mg/kg)

DETERMINACIÓN

GC-FID GC-C-IRMS HPLC-FLD



Columna: Omegawax
30 m x 032 mm, 0,25 um film

Gas portador: Helio 11 psi

Inyección:    0,2 ul, Split 50:1

Inyector:      260 ºC

Horno: 
Tª inicial    190 ºC, 2min
Rampa 5 ºC/min
Tª final 230 ºC, 3 min

Detector:     260 ºC
40 ml H2 / 400 ml Aire
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PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS. Método instrumental

12 de ácidos grasos
C12:0, C14:0, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C20:0, C20:1

GC-FID



TECNOLOGÍA E INNOVACIÓN PARA GARANTIZAR 
LA CALIDAD DE LOS PRODUCTOS 
DOP GUIJUELO

Evaluación de un sistema analítico para el control de calidad de las canales de cerdo Ibérico

RELACIÓN ISOTÓPICA. Método instrumental

GC-C-IRMS

Relación isotópica 13C/12C δδδδ13Coleico(‰) Índice isotópico = δδδδ13Coleico x (-10)
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TOCOFEROLES. Método instrumental

HPLC-FLD

Isómeros vitamina E: α α α α y γγγγ-Tocoferol (mg/kg)

Columna: C18
4.6 mm DI x 150 L mm, 5 um

Fase móvil: 1 ml
Agua/Metanol: 2/98%
Isocrática

Inyección: 25 ul

Horno: 40ºC

Detector:     Fluorescencia
Excitación 295 nm
Emisión     330 nm
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ISÓMEROS VITAMINA E
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PATRONES Y CALIBRACIÓN: αααα y γγγγ-tocoferol

PATRONES P-1 P-2 P-3 P-4 P-5

Volumen inj. ul 1 2 5 8 10

γγγγ-Tocoferol mg/l 0,010 0,10 0,20 0,30 0,50

αααα-Tocoferol mg/l 0,050 0,15 0,35 0,50 0,75

Alfa-tocoferol con pureza >99%               

Supelco 47783, 100 mg

Gamma-tocoferol con pureza >95%     

Supelco 47785, 25 mg.

Beta-tocoferol, con pureza >99%       

Supelco 46401-U, 50 mg/ml en hexano

UNE-EN 12822:2014

Productos alimenticios

Determinación de vitamina E mediante 

cromatografía líquida de alta resolución. Medición 

de los tocoferoles alfa-, beta-, gamma- y delta

4.10.5. Ensayos de concentración y pureza

Medición absorbancia por espectrofotometría UV

INTERVALO DE TRABAJO
αααα-tocoferol γγγγ-tocoferol
1-15 mg/kg 0.2-10 mg/kg
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MATERIALES DE REFERENCIA CERTIFICADOS

MATERIALES DE REFERENCIA INTERNOS

INFORMATIVO

GRASA DE CERDO IBÉRICO

MRT-1 α-tocoferol = 6,8 mg/kg γγγγ-tocoferol = 1,3 mg/kg

MRT-2 α-tocoferol = 7,4 mg/kg γγγγ-tocoferol = 2,3 mg/kg
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ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Exactitud

BCR-122    a-tocoferol = 241   mg/kg

MRT-1 g-tocoferol  =     1,3 mg/kg
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CONTROL INTERNO                            INTERLABORATORIOS

LVU (Laborvergleichsuntersuchungen)

Analytik von Speiseöl 2018 (aceite)

Los resultados de tocoferoles totales vienen en mg/100g de muestra y los

isómeros en porcentaje relativo de la suma de todos los isómeros.

Los isómeros beta y gamma no se pueden separar en fase reversa. La suma total

de ambos = 4.6%.

Parámetros
Resultado 
laboratorio

Valor 
asignado

Z-score
Exactitud 

(%)
COLUMNA FASE NORMAL Prevail Silica, 5 um, 250 x 4.6 mm de Alltech

Tocoferoles totales mg/100g 45.9 46.50 -0.1 1,3

α-tocoferol..........................% 96.6 96.6 0.0 0,0 

β-tocoferol..........................% 2.6 2.68 -0.3 3,0

γγγγ-tocoferol..........................% 0.84 0.96 -0.1 12,5

COLUMNA FASE REVERSA C18, 5 um, 150 x 4.6 mm de Agilent

Tocoferoles totales mg/100g 47.15 46.50 0,2 -1,4

α-tocoferol..........................% 95.4 96.6 0,3 1,2
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