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METODO DE ANALISIS

DETERMINACION DE LOSESTIGMASTADIENOSEN LOSACEITES
VEGETALES

1. OBJETO
Determinacion de los estigmastadienos en los aceites vegetales con bgjas concentraciones

de estos hidrocarburos, especidmente en los aceites de oliva virgenes y en € aceite de orujo de
oliva bruto.

2. CAMPO DE APLICACION

La norma es aplicable a todo tipo de aceites vegetdes, aunque las determinaciones solo
sean vdidas para contenidos de estos hidrocarburos comprendidos entre 0,01 y 4,0 mg/kg. Este
método es especia mente adecuado para detectar |a presencia de aceites vegeta es refinados (oliva,
orujo de oliva, girasol, soja, pama, etc.) en € aceite de oliva virgen, dado que los aceites refinados
contienen estigmastadienos y 10s virgenes no.

3. PRINCIPIO

Aidamiento de la materia insaponificable. Separacion de la fraccion de hidrocarburos
esteroideos mediante cromatografia en columna sobre silica gd y andisis por cromatografia de
gases en columna capilar.

4. MATERIAL

4.1. Matraces defondo plano de 250 ml con refrigerante de reflujo.
4.2.  Embudos de decantacion de 500 ml.

4.3. Matraces de fondo redondo de 100 ml.

4.4.  Evaporador rotatorio.

4.5. Columnadevidrio para cromatografia (1,5 cm de didmetro interno por 50 cm de longitud)
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provista de una llave de Teflon. En su parte inferior se coloca un tgpdn de lana de vidrio.
Preparacion de la columna sobre silica gdl: echar hexano en la columna para cromatografia
hasta una dtura gproximada de 5 cm, rellenar con papillade silicagd en € hexano (15gen
40 ml) con la ayuda de pequefias porciones de hexano. Dgar sedimentar y completar la
sedimentacion gplicando una ligera vibracion. Afiadir sulfeto sbdico anhidro hasta un dtura
de 0,5 cm; findmente, eluir & exceso de hexano.

46. Cromadgrafo de gases equipado con un detector de ionizacion de llama, un inyector de
tipo divisor 0 "on column™ y un horno programable, con precison + 1°C.

4.7.  Columnas capilares de silice fundida para cromatografia de gases (0,25 0 0,32 mm de
didmetro interno por 25 m de longitud) recubiertas interiormente de una fase de
metilsliconaa 5% (0,25 mm de espesor).

Nota 1: Pueden utilizarse otras columnas de polaridad smilar o inferior.

4.8. Integrador-registrador que permitalaintegracion segiin € modo vale-valle.

4.9. Microjeringade 5-10 n para cromatografia de gases con aguja cementada.

S. REACTIVOS

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos deben ser de calidad anditica. El
agua utilizada deberia ser agua destilada 0 agua con una pureza mas 0 menos equivaente.

5.1. Hexano o mezclade acanos, intervalo del punto de ebullicidn a 65-70°C, degtilado en una
columna de rectificacion.

Nota 2: Es necesario dedtilar € hexano paradiminar impurezas.
5.2.  Alcoha etilico 96 viv.
5.3.  Sulfato sbdico anhidro.

5.4. Solucién dcohdlica de hidroxido potésico d 10% plv. Afiedir 10 ml de agua a 50 g de
hidroxido potésico, agitar y después diluir hasta 500 ml con etanol.

Nota 3: La potasa acohdlica adquiere un tono marrén con € tiempo. Deberia prepararse cada dia
de nuevo y guardarse en botellas de vidrio oscuro bien cerradas.

55. Silicage 60 para cromatografia en columna, 70-230 mesh, (Merck, ref. 7734 o smilar).

Nota 4: Normamente, la silicage puede ser utilizada directamente a partir de su envase origind sin
gplicarle ninguin tratamiento. No obstante, algunos lotes de silice pueden presentar una
débil actividad que dé como resultado maas separaciones cromatograficas. En taes
circungtancias, la silica gel debe someterse d siguiente  tratamiento: desectivar la silica gd
caentandola durante cuatro horas como minimo a 550°C. A continuacion, introducir la
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silica gdl en un desecador y, una vez enfriado, transvasarlo a un matraz cerrado. Afadir
2% de aguay agitar para asegurar la completa eliminacion de los grumos'y la sdida norma
del polvo.

En caso de que se obtengan cromatogramas con picos de interferencia, la silica ge
utilizada deberia someterse d tratamiento arriba indicado. Como dternativa, se puede
utilizer silicagel extrapura60 (Merck, ref. 7754).

5.6. Disolucién concentrada (200 ppm) de colesta-3,5-dieno (Sigma, 99% de pureza) en
hexano (10 mg en 50 ml).

5.7. Disolucién patron de colesta-35-dieno en hexano con una concentracion de 20 ppm,
obtenida por dilucion de ladisolucion 5.6.

Nota5:S se conservan a una temperatura inferior a 4°C, las soluciones 5.6 y 5.7 permanecen
indteradas durante un periodo de 4 meses como minimo.

5.8. Gasportador paracromatografia: helio o hidrégeno de calidad N-50.

5.9. Gasesauxiliares parad detector de ionizacion de llama: hidrégeno de cdidad N-50 y aire
purificado.

5.10. Solucién n-nonacosano en hexano con una concentracion de aproximadamente 100 ppm.

6. PROCEDIMIENTO

6.1. Preparacion del insgponificable:

6.1.1. Pesar exactamente 20 + 0,1 g de aceite en un matraz de 250 ml, afiadir 1 ml de la
disolucion patrén de colesta-3,5-dieno (20 ng) y 75 ml de potasa acohdlica a 10%,
colocar d refrigerante de reflujo y cdentar hagta ligera ebullicion durante 30 minutos.
Retirar d matraz que contiene la muestra y dgar enfriar ligeramente (S se dga enfriar
completamente, lamuestra se solidifica). Afiadir 100 ml de aguay trandferir lasolucion aun
embudo de decantacion con la ayuda de 100 ml de hexano. Agitar vigorosamente la
mezcla durante 30 segundos 'y dejar decantar.

Nota 6: S hay formacion de emulsiones, esperar un indtante, ya que édtas
desaparecen rgpidamente. En caso de persstencia, afiadir pequefias cantidades de etanal.

6.1.2. Trandferir lafase acuosainferior a un segundo embudo de decantacion y extraer de nuevo
con ayuda de 100 ml de hexano. Transferir de nuevo la fase acuosa inferior y lavar los
extractos de hexano (reunidos en otro embudo de decantacidn) tres veces cada vez con
una mezclade 100 ml de etanol-agua (1:1) hasta neutrdidad del pH.

6.1.3. Pasar la solucion de hexano a través de sulfato sodico anhidro (50 g), lavar con 20 ml de
hexano y evaporar en un rotavapor a 30°C a presién reducida hasta sequedad.
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6.2.

6.2.1.

Separacion de la fraccion de hidrocarburos esteroideos:

Transferir d resduo ala columna de fraccionamiento con ayuda de dos porciones de 1 ml
de hexano, introducir la muestra en la columna teniendo cuidado de que d nive de la
solucion cubra € sulfato sadico. Iniciar la ducion cromatogréfica con hexano a un flujo de
1 mil/min. gproximadamente. Eliminar la primera eucion de 25-30 ml y entonces recoger la
fraccion sguiente de 40 ml.

Nota 7:La primera fraccion contiene hidrocarburos saturados ( Figura 1a) y la segundaincluye los

6.2.2.

hidrocarburos esteroideos. Una elucion ulterior proporciona los picos del escudeno y de
los condtituyentes. Una buena separacion entre los hidrocarburos saturados y los
hidrocarburos esteroideos exige la optimizacion de los volimenes de las fracciones. Para
lograrlo, d volumen de la primera fraccion deberia ser gustado de forma que se garantice
gue los picos que representan a los hidrocarburos saturados ( Figura 1¢) sean bgjos en
momento del andisis de la segunda fraccidn; S estos picos no gparecen pero laintensidad
del pico del patrén interno es bga, € volumen deberia reducirse. No obstante, no es
necesaria una separacion completa entre los componentes de la primera y de la segunda
fraccion, ya que no existe solapamiento de picos durante € andiss mediante CPG. Por lo
generd, la optimizacion de volumen de la segunda fraccidn no es necesaria, ya que existe
una buena separacion entre los hidrocarburos esteroideos y los componentes duidos
ulteriormente. No obstante, la presencia de un pico importante en un tiempo de retencion
inferior en 1,5 minutos aproximadamente d dd patron interno se debe d escudeno eindica
gue la separacién no se ha efectuado correctamente.

Evaporar la segunda fraccion en € rotavapor a 30°C y a presion reducida hasta sequedad.
Disolver inmediatamente € resduo en 0,2 ml de hexano. Guardar la solucion en
refrigerador hastae momento del andiss.

Nota 8:Losresduosde 6.1.3. y 6.2.2. no deben permanecer ni secos ni a temperatura ambiente.

6.3.

6.3.1.

Tan pronto como se hayan obtenido, debe afiadirse @ disolvente y guardar las soluciones
en € refrigerador.

Cromatografia de gases

Condiciones de trabgjo:
- Temperatura ddl inyector: 300°C.
- Temperatura de la columna: 320°C.
- Regigtrador integrador: los pardametros de integracion de los picos se
fijaran de manera que se obtenga una evaluacion correcta de las aress. Es

recomendable € modo de integracion vale-vdle.

- Senghilidad instrumentd: aproximadamente 16 veces la atenuacidn minima.
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- Cantidad de disolucién inyectada: 1 .

- Programacion de la temperatura del horno: temperatura inicid de 235°C
durante 6 minutos y luego aumentar a razon de 2°C/min. hasta 285°C.

- Reacion de divison: 1:15 con inyector del tipo divisor.

- Gas portador: helio o hidrogeno a una preson de 120 kPa
gproximadamente.

L as condiciones de trabgjo pueden modificarse en funcion de las caracteristicas ddl
cromatografo y de la columna, de forma que se obtengan cromatogrameas que cumplan los
sguientes requisitos. pico de patrdn interno + 5 minutos con relacion a los tiempos de
retencién indicados en € agpartado 6.3.2.;  pico del patron interno deberia dcanzar d
menos & 80% de la escdade registrador.

El funcionamiento dd sstema de cromatografia de gases deberia verificarse
inyectando una mezcla de la solucién concentrada de colestadieno (5.6) y de n-
nonacosano (5.10). El pico del colesta-3,5-dieno debera aparecer delante dd de n-
nonacosano (Figura 1¢); 9 no sucede asi, se puede bien reducir la temperatura inicia del
horno, bien sudtituir la columna de CPG por una columna de polaridad inferior.

6.3.2. ldentificacion delos picos

El pico dd patron interno aparece en d tiempo de retencion de 19 minutos
gproximadamente y € dd estigmasta-3,5-dieno en d tiempo de retencién relativo de 1,29 (
Figura 1b).

El edtigmasta-3,5-dieno no aparece con pequefias cantidades de un isdmero vy,
normamente, los dos dan lugar a un solo pico cromatografico. No obstante, s la columna
es demasiado polar 0 muestra un poder de resolucion elevado, € isdmero puede
presentarse cOmo un pequerio pico y gparecer delante y proximo a pico del estigmasta-
3,5-dieno. En ese caso, las dos &reas deben ser sumadas (Figura 2).

Es conveniente diminar d esigmastadieno fraccionado y sudtituir la columna por una
columna de polaridad inferior 0 con un didmetro interno mayor.

Nota9:Los esigmastadienos de referencia pueden obtenerse aplicando d méodo para la
determinacion de los hidrocarburos esteroideos a un aceite vegeta refinado. Los
estigmastadienos presentan en efecto un pico importante y de fécil locdizacion en €
cromatograma.

Nota 10:Hay que tratar de evitar € solgpamiento dd patrén interno y de los estigmastadienos con
los picos que gparecen durante la elucion de la primera fraccion mediante cromatografia en
columna sobre silicagd.

6.3.3. Determinacion cuantitativa
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El contenido en estigmastadienos se determina seguin lasguiente formula:

As X M¢
mg/kg de etigmedtadienos = ---------
Ac X Mo
sendo: As = &ea dd pico de los esigmadtadienos (S €@ pico es

fraccionado, sumar las éreas de |os dos isdmeros).
Ac = &eadd patron interno (colestadieno).
Mc = peso, en microgramos, del patron interno afiadido.

Mo = peso, en gramos, del aceite tomado.
Limite de deteccidn: arededor de 0,01 mg/kg.

Nota 11:S & cromatograma hace gparecer un contenido en estigmastadienos superior a 4 mg/kg,
U cuantificacion, S es necesaria, debe efectuarse gplicando @ méodo para la
determinacion de |os hidrocarburos esteroideos.

Figura 1.Cromatogramas obtenidos a partir de muestras de aceite de oliva andizadas en columna
capilar sobre silice fundido (0,25 mm de diametro interno y 25 m de longitud) recubierta
interiormente de fenilmetilsilicona en un 5% (0,25 nm de espesor).

a) Primera fraccion (30 ml) perteneciente a un aceite virgen,
a que se le haafiadido colestadieno.

b) Segunda fraccion (40 ml) perteneciente a un aceite de
oliva que contenga 0,10 mg/K g de estigmastadiencs.
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C) Segunda fraccion (40 ml) que contenga una pequefia
porcion de la primerafraccion.
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Figura 1
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Figura 2.Cromatograma obtenido a partir de una muestra de aceite de oliva refinado andizado en
columna DB-5, que muestra € isomero del estigmasta-3,5-dieno.
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Figura 2
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MARGENESDE PRECISION DEL METODO

1. Andlisisdelosresultados del ensayo colabor ativo

Los margenes de precision del método se presentan en  cuadro que figura a continuacion.

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

El ensayo se hizo con cinco muestras.

moow>»

acete de olivavirgen extra

aceite de dliva virgen + aceite de girasol refinado

aceite de alivavirgen + aceite de orujo de olivarefinado

aceite de olivavirgen + aceite de sojarefinado + aceite de girasol refinado

aceite de oliva refinado + aceite de orujo de oliva refinado + aceite de soja
refinado + aceite de oliva virgen lampante.

El andisis estadigtico de los resultados del ensayo colaborativo redizado por la Secretaria
Ejecutiva dd Consgo Oleicola Internaciond se efectud seguin los requisitos establecidos en las
normas | SO 5725 Exactitude (justesse et fidélité) desrésultats et méthodes de mesure. Los
vaores andmalos se determinaron aplicando € test de Cochran y € test de Grubbs alos resultados
de los |aboratorios para cada determinacion (replicados ay b) y cada muestra.

n
outliers
mean

r

S
RSD: (%)

R

El cuadro contiene los siguientes eementos.

NuUmero de laboratorios que participaron en los ensayos
NuUmero de |aboratorios con resultados aberrantes
Media de |os resultados aceptados

Vaor por debgo del cud se Stla con una probabilidad de 95%, d vdor
absoluto de la diferencia entre los resultados de dos ensayos individudes
independientes, obtenidos con € mismo méodo, utilizando una muestraidéntica, en
el mismo laboratorio, por @ mismo operador, con 10s mismos aparatos y en un
corto intervalo de tiempo

Desviacion estandar de repetibilidad

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

Vdor por debgjo del cud se Stla, con una probabilidad del 95 %, & vaor
absoluto de la diferencia entre dos resultados de ensayo individuaes obtenidos con

el mismo méodo, utilizando una muestra idéntica, en laboratorios diferentes, por
operadores distintos y con distintos aparatos
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Sk Desviacion estandar de reproducibilidad

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

Contenido en estigmastadienos (ppm)

A B C D E
n 19 19 19 19 19
outliers 3 5 7 2 5
mean 0.01 0.80 9.49 0.22 7.55
r 0.01 0.08 0.39 0.05 0.48
S 0.004 0.03 0.14 0.01 0.17
RSD: (%)  32.43(natsg) 3.70 1.5 8.41 2.29
R 0.033 0.15 1.66 0.06 1.59
Sk 0.012 0.05 0.59 0.025 0.57
RSDr(%) 98.59notsigy  6.73 6.26 11.45 7.55
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SO 5725-1:1994 Exactitude (justesse et fiddlit€) des résultats et méthodes
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et de la reproductibilité d’ une méthode de mesure normaisée

SO 5725-5: 1998 Exactitude (justesse et fiddlit€) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 5: Méthodes dternatives pour la détermination de la fiddité
d’ une méthode de mesure normdisée

SO 5725-6:1994 Exactitude (justesse et fiddlit€) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 6: Utilisation dans |a pratique des vaeurs d’ exactitude



