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RESUMEN

Determinacion de hierro en aceitunas negras mediante extraccion
con acido tricloroacético.

En el trabajo se estudia la extraccién del hierro con acido tricloroacético,
en sustitucién de la mineralizacién, en el transcurso del analisis de dicho
cation con o-fenantrolina en las aceitunas tipo negras. Los resultados obte-
nidos con la nueva metodologia indican la ausencia de errores sistematicos
y proporcionales, dando valores estadisticamente iguales y con la misma
precision que con la mineralizacién. Por tanto, se recomienda su uso para el
control de este metal en dicho producto, especiaimente en la industria por
su mayor rapidez y economia.

PALABRAS - CLAVE: Aceituna negra por oxidacion - Acido tricloroacé-
tico - Hierro (determinacién).

SUMMARY
Iron determination in ripe olives by trichloroacetic acid extraction.

The paper studies the use of the iron extraction instead of the minerali-
zation, for the iron analysis in ripe olives with o-phenantroline. Results did
not show systematic and proportional errors. They were statistically equal
and had the same precision. Consequently, the procedure is suitable for the
iron control in ripe olives, especially in the industry laboratories, as it is
quicker and cheaper than the mineralization.

KEY-WORDS: Iron (determination) - Ripe olive - Trichloroacetic acid.

1. INTRODUCCION

La oxidacién en medio alcalino de los compuestos fend-
licos presentes en la pulpa de los frutos origina el color
negro caracteristico de las denominadas aceitunas tipo
negras (Brenes et al, 1992). Asimismo, es una practica
habitual en la industria adicionar sales de hierro durante la
fase de aireacion y envasado de las mismas con objeto de
fijar dicho color negro (Fernandez et al, 1985). Para ello,
los Gnicos compuestos autorizados internacionalmente
hasta ahora son el lactato y el gluconato ferroso, siendo
este Ultimo el mas utilizado. Las Normas Internacionales
COI/CODEX permiten hasta 0,15 g de hierro total por Kg
de aceitunas, aunque en algunos paises la legislacién es
més estricta.

Ya que el gluconato ferroso suele ser la sal mas

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

empleada, se han desarrollado diversos métodos de deter-
minacién del anién para estimar la cantidad de aditivo
usado (Guzman et al, 1980; Hirokado et al, 1985). No obs-
tante, operando de esta forma se obvia el contenido natural
de hierro en la pulpa de los frutos que a veces puede ser
considerable. Por ello, el método de andlisis mas empleado
para cuantificar el contenido total de este metal en las acei-
tunas es el desarrollado por Albi y Garrido (1975), que con-
siste en la mineralizacién de la muestra, la solubilizacién
del catién con HCl y la valoracién del contenido del mismo
mediante la reaccién colorimétrica del ion ferroso con la o-
fenantrolina. Este procedimiento, no es facil de aplicar en la
industria debido, en gran medida, a la lentitud de la fase de
mineralizacién y la falta de equipos adecuados en los labo-
ratorios de dichas instalaciones. Por ello, diversos autores
han propuesto el empleo de agentes quelantes para la
separacién de los elementos minerales de los frutos, como
una alternativa a la mineralizacién. Entre estas sustancias
destaca el acido tricloroacético (TCA), el cual permite la
extraccién de gran parte de los cationes presentes en aqué-
llos (Leggett y Westerman, 1973) (Salazar y Young, 1984).

El objetivo del presente trabajo consiste en desarrollar
un método de andlisis del contenido en hierro en la pulpa
de aceitunas y en los liquidos de gobierno que evite la fase
de mineralizacion y que, por su simplicidad, pueda emple-
arse de forma rutinaria en la industria.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Aceitunas

En todas las experiencias se emplearon frutos de la
variedad Hojiblanca conservados durante un afio y oxi-
dados en medio alcalino segun el método habitual (Fer-
nandez et al, 1985).

2.2. Método de extraccion con TCA

MATERIALES Y REACTIVOS:

- Tubos de ensayos de 40 ml de capacidad con tapén.
- Embudos.
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- Papel de filtro: Albet n® 305 o equivalente.

- Acido tricloroacético: solucion al 4 % en agua desioni-
zada .

- Carbén activo: tipo GA (Industrias Kern, Barcelona).

MODO OPERATIVO:

Al igual que en la mineralizacién, previamente es nece-
saria la trituracion de la pulpa, afiadiendo para facilitarla la
misma cantidad de fruto que de agua desionizada. De esta
mezcla se toman 4,0 g, exactamente pesados, que se
colocan en un tubo de ensayo al que se anaden 30 ml de
la solucién de TCA y 0,3 g de carbén activo. Una vez
cerrado se agita enérgicamente de vez en cuando durante
media hora y se filtra a través de papel. Este filtrado consti-
tuye el extracto mineral para realizar la reaccién colorimé-
trica. Para los liquidos de gobierno del envasado se toman
directamente 5 ml de salmuera, se afaden 20 ml de la
solucion de TCA y 0,5 g de carbdn activo, operandose de
igual forma que para la pulpa.

En ambos casos, para la reaccién colorimétrica se uti-
lizan 5 ml del extracto. De esta forma, la cantidad de hierro
en el volumen final queda comprendida dentro de los
valores de la recta patrén (Albi y Garrido, 1975). Para los
célculos se considera que los 4 g de mezcla ocupan un
volumen de 3 ml.

Como en la mineralizacion, es necesario realizar un
ensayo en blanco, tomando las mismas cantidades de
reactivos y, en vez de la muestra, agua desionizada.

2.3. Diseno de las experiencias

En primer lugar se realiza el estudio espectrofotomé-
trico de la posible interferencia del color de la solucién de
extracciéon con TCA en la absorbancia a 508 nm y la forma
de eliminarlo.

La comparacién del método de extraccion con TCA y el
de mineralizacion, se efectla, tanto para la pulpa como
para los liquidos de gobierno, analizando por ambos proce-
dimientos triplicados de diferentes muestras.

El estudio de la regresidn correspondiente permite
conocer si los valores de la pendiente y la ordenada en el
origen incluyen respectivamente el 1 y 0, lo que indicara
que las dos extracciones dan lugar a los mismos resul-
tados. Por otra parte, la relacién de las varianzas, servira
mediante la prueba de F, para establecer si los dos proce-
dimientos son igualmente precisos (Massart, 1978).

3. RESULTADOS

En la Figura 1 se recoge el espectro de absorcion del
complejo Fet+-o-fenantrolina del extracto mineral de pulpa
de aceituna obtenido con TCA. Como puede observarse, el
maximo esperado a 508 nm no esta definido, debido a la
absorcién de la solucién del extracto mineral (con la misma
dilucién) en esta zona del espectro (curva inferior), ya que
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ademas de los cationes, se disuelven también en la solu-
cién de extraccion otras sustancias orgénicas responsables
de la coloracién de las aceitunas.
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Figura 1
Espectros de absorcion del complejo colorimétrico Fe*+-o-fenantrolina
obtenido a partir de la solucién de extraccién con TCA de pulpa de
aceitunas (—) y el correspondiente a la solucién de extraccion con igual
dilucién (5/25) que en la reaccion colorimétrica (——-).

Por tanto, la absorbancia medida a 508 nm no corres-
ponde Unicamente a la propia de la reaccién colorimétrica
(la relacionada con la concentracion del complejo Fet™ -o-
fenantrolina), sino a la suma de ésta y la debida a la solu-
cién de extraccion. En consecuencia, el procedimiento
introduce, si no se corrige, un error sistematico.

Exactamente lo mismo ocurre cuando se trabaja con los
liquidos de gobierno.

Es, pues, absolutamente necesario en ambos casos eli-
minar la coloracion de la solucién de extraccion antes de
efectuar la reaccion colorimétrica. Con este objetivo se han
ensayado diferentes compuestos. El uso de polivinil-pirroli-
dona no produjo una buena decoloracién incluso utilizando
concentraciones de hasta 2 g/2 g de pulpa. Sin embargo, el
carbdn activo, tipo GA (Industrias Kern, Barcelona), del que
se habia demostrado que retenia los fenoles polimerizados
responsables del color en las salmueras de conservacion
de aceitunas verdes estilo sevillano (Brenes et al, 1988), si
da buenos resultados.

La cantidad de carbon activo necesario para evitar la
interferencia se determin6 analizando en los extractos de
muestras de pulpa y liquido de gobierno, diluidos 5/25, la
absorbancia residual a 508 nm, en funcién de los gramos
de carbén anadido (Figura 2).

De acuerdo con los resultados, la cantidad necesaria
para eliminar la interferencia debe ser de 0,3 g por cada 2
g de pulpay 0,5 g por cada 5 ml de liquido de gobierno.

En la Figura 3 se presentan los espectros de absorcion
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Figura 2
Absorbancia a 508 nm de la solucién diluida (5/25) del extracto de TCA de
la pulpa (.) y de los liquidos de gobierno (x) de envasados de aceitunas tipo
negras en funcién de la cantidad de carbdn activo usado
para la decoloracion.

del complejo colorimétrico obtenido a partir de extractos de
pulpa y liquido de gobierno tratados con las cantidades
antes indicadas de carbén activo. En dichas graficas esta
definido el maximo caracteristico de absorbancia a 508 nm
del complejo Fet*-o-fenantrolina, en contraste con lo que
ocurria cuando la reaccién se efectuaba sin decoloraciéon
previa del extracto mineral (Figura 1), que no quedaba niti-
damente definido.

ABSORBANCIA

LONGITUD DE ONDA (NM)

Figura 3

Espectros de absorcién del complejo colorimétrico Fe*+-o-fenantrolina obte-
nidos a partir de extractos de TCA de pulpa (—) y de liquidos de gobierno
(——-) de aceitunas tipo negras previamente decoloradas
con carbén activo (0,3 g/2 g pulpa y 0,5 g/5 ml salmuera,
respectivamente).
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Por otra parte, en la Tabla | se recogen los resultados
medios del contenido en hierro de pulpas y liquidos de
gobierno en una serie de muestras, determinadas por el
método de la o-fenantrolina, tanto por el procedimiento de
mineralizacién por via seca como por el de extraccion con
TCA y adicién de carbén activo.

Tabla |
< Resultados de las determinaciones del contenido
en hierro (ppm) en pulpa y liquido de gobierno de
envasados de aceitunas tipo negras. Comparacion de
los dos métodos de preparacion de la muestra
ensayados: mineralizacion y extraccién con TCA

PULPA
MINERALIZACION EXTRACCION CON TCA
X (1) S(2) X S
51,7 0,50 48,9 0,97
70,2 3,80 69,8 2,39
63,1 0,28 63,7 0,32
54,3 2,12 56,3 2,30
14,2 2,26 15,0 1,11
27,0 1,88 27,4 3,50
23,8 3,60 23,1 1,15
50,9 3,56 51,8 3,28
36,5 1,37 38,5 1,35
Desviacién
standard §4=2,48 S5 =2,09
ponderada
Comparacién de s?
las varianzas F*=——=1,40
2
S,

F(18, 18, 0.05) = 2,22

LIQUIDO DE GOBIERNO

MINERALIZACION EXTRACCION CON TCA
X i S X S
20,1 0,51 20,0 1,20
13,8 0,30 14,5 1,20
18,1 0,92 19,0 0,52
20,0 1,50 19,9 0,42
14,7 1,75 14,7 0,26
10,6 0,61 10,2 0,68
19,4 0,46 19,0 1,34
Desviacién
standard S3=1,00 S4=1,19
ponderada
Comparacién de s’
las varianzas F*=—"=—=1,39
s,

F(14, 14, 0.05) = 2,51

NOTAS: (1 ) Media de tres determinaciones; (2) Desviacion standard.
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Los parametros de la regresion obtenida al comparar
los resultados de los dos métodos: mineralizacién (x) y
extraccion con TCA (y), se recogen en la Tabla Il. Como
puede observarse las rectas, tanto para la pulpa como para
los liquidos, tienen pendientes y ordenadas en el origen
cuyos limites de confianza incluyen la unidad y cero, res-
pectivamente. Ello significa que los valores obtenidos a
partir de los dos sistemas de extraccion son estadistica-
mente iguales y sin que aparezcan errores sistematicos ni
proporcionales.

En la Tabla | se recoge asimismo el error standard de
las medias de los replicados y el combinado de cada
método. La aplicacién de la prueba de F pone de mani-
fiesto que, tanto para la pulpa como para los liquidos, las
varianzas obtenidas cuando se determina el contenido en
hierro mediante la mineralizacién o la extracciéon con TCA,
son estadisticamente iguales. Por tanto, los dos métodos
tienen la misma precision.

Tabla Il
Estimacion de los parametros de la recta de regresion
(y = a + bx), obtenida al comparar los resultados
de la determinacion de hierro por los métodos de
mineralizacion (x) y extraccion con TCA (y) de pulpa
y liquido de gobierno de envasados de aceitunas

tipo negras
LIQUIDO DE
PULPA GOBIERNO
COEFICIENTE DE
CORRELACION (r): 0,997 0,990
ORDENADA EN EL ORIGEN (a)
Valor: 0,669 0,090

Limites de confianza:
PENDIENTE (b)
Valor: 0,992 0,999
Limites de confianza: 1,06 >b>0,92 1,09>b>0,91

3,80>a>-2,50 2,70>a >-2,50

4. CONCLUSION

Segun todo lo expuesto anteriormente, la extraccion
con TCA puede sustituir ventajosamente por su mayor faci-
lidad y rapidez a la mineralizacién en la preparacion de las
muestras para la determinacién del contenido en hierro en
la pulpa y liquidos de gobierno de las aceitunas tipo
negras.
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La determinacién mediante la reaccién colorimétrica
con la o-fenantrolina se debe llevar a cabo con la solucién
del extracto mineral decolorado para evitar interferencias.
Ello, se consigue mediante la adicién de carbén activo tipo
GA (Industrias Kern, Barcelona) a razén de 0,3 g por cada
2 g de pulpa y de 0,5 g por cada 5 ml de liquido de
gobierno que se tomen de muestra.

Los resultados obtenidos con ambos procedimientos de
preparacion de la muestra son estadisticamente iguales,
asi como sus precisiones, no apreciandose errores siste-
maticos ni proporcionales.
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