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METODO DE ANALISIS

DETERMINACION DE LOSESTERENOS
EN LOSACEITESVEGETALESREFINADOS

1 OBJETO

Determinacidon de los esterenos (campestadienos y  estigmastadienos),  hidrocarburos
derivados de |os esteroles durante los tratamientos de refinado o de desesterolizacidn aplicados a
los aceites vegetaes.
2. AMBITO DE APLICACION

La presente norma puede utilizarse para detectar la presencia de acetes de semillas
desesterolizados en d acete de oliva refinado, en @ aceite de orujo de oliva refinado y en las

mezclas de estos aceites con € aceite de dliva virgen. Este método puede utilizarse también parala
dosificacion de los estigmastadienos en |os aceites con un contenido en estas sustancias superior a

4,0 mg/kg.
3. PRINCIPIO
Separacion de la fraccion de hidrocarburos esteroideos mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice impregnado de nitrato de platay andisis por cromatografia de gases
con columna capilar.
4, MATERIAL
41  Matraces de fondo redondo de 100 ml.
4.2  Matraces de fondo redondo de 500 ml.

4.3  Matraces Erlenmeyer de 25 ml.

4.4  Desecador que contengagel de silice activada.
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45  Evaporador rotatorio.

4.6  Columna de vidrio para cromatografia (de 1,5-2,0 cm de didmetro interno por 50 cm de
longitud), provista de una llave de Teflon. En la parte inferior se coloca un tapon de lana de
vidrio 0 una placa de vidrio sinterizado. Preparacion de la columna de gel de silice: se vierte €
hexano en la columna hasta una dtura de unos 5 cmy se rellena con una papillade gd de silice
impregnada de plata (5.5) en € hexano (20 g en 40 ml) con ayuda de porciones de hexano. Se
dga decantar y se completa la sedimentacion aplicando una ligera vibracion. Se aflade sulfato
sodico anhidro hasta una dturade 0,5 cm. Findmente se eluye € exceso de hexano.

4.7  Cromatografo de gases equipado con un detector de ionizacion de llama, un inyector de tipo
divisor (o "on-column” frio) y un horno programable con una precision de + 1°C.

4.8  Columnacapilar de silice fundido para cromatografia de gases (0,25 mm diametro interno por

25 m de longitud), recubierta interiormente con una fase de fenilmetilsilicona d 5% (pelicula de
0,25 nm de espesor).

Nota 1. Pueden utilizar se otras columnas de polaridad similar oinferior.
4.9  Regigrador-integrador que permitalaintegracion segin € modo vadle-vale.

4.10 Microjeringade 5-10 i para cromatografia de gases, con aguja cementada.

S. REACTIVOS

A menos que seindigue lo contrario, todos | os reactivos deben ser de calidad andlitica. El agua
utilizada deberia ser agua destilada 0 agua con una purezaa menos equivaente.

Para verificar la pureza de los reactivos, efectuar una prueba en blanco.

51  Hexano o mezcla de adcanos, intervalo del punto de ebullicién a 65-70°C, degtilado en una
columna de rectificacion.

5.2  Nitrato de plata.
5.3 Sulfato sdico anhidro.

54  Gd desilice 60 para cromatografia en columna, 70-230 mdlas, (Merck ref. 7734 o smilar),
caentada en € horno a 110°C durante dos horas 0 mas, después enfriar en e desecador (4.4).

55  Preparacion del gel de silice impregnado de plata para dos columnas.
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En un matraz de fondo redondo de 500 ml (4.2), pesar 30 g de gdl de silice activado (5.4). En
un matraz Erlenmeyer de 25 ml (4.3), disolver 3,0 g de nitrato de plata en 7 ml de agua
dedtilada; después, con ayuda de una pipeta, afladir gota a gota la solucion sobre € gel de
slice, agitando de vez en cuando. Cerrar d matraz y agitar vigorosamente durante 20
Segundos, colocar € matraz en € evaporador rotatorio y degjar que dé vuetas durante 30
minutos a la preson amodéica y a la temperatura ambiente. El g de silice se vudve
ligeramente gris y puede mantenerse en la oscuridad en € matraz cerrado.

Disolucion madre (200 ppm) de colesta-3,5-dieno (Sigma) en hexano (10 mg en 50 m).

Disolucién patrén de colesta-3,5-dieno en hexano con una concentracion de 20 ppm, obtenida
por dilucién deladisolucion 5.6.

Lasdisoluciones 5.6 y 5.7, si se conservan a una temperatura inferior a 4°C, no sufren deterioro alguno
durante un periodo de al menos 4 meses.

Disolucién de n-nonacosano en & hexano con una concentracion de unas 100 ppm
gproximadamente.

Gas portador para cromatografia: helio o hidrogeno, pureza 99,9990%.

Gases auxiliares para € detector de ionizacion de llama: hidrogeno (pureza 99,9990%
y are purificado).

PROCEDIMIENTO
Separacion de la fraccidn de hidrocarburos esteroideos.

Pesar 1 + 0,01 g de aceite en un vaso de precipitados de 10 ml, afladir 1 ml de disolucion
patron de colesta-3,5-dieno (20 ng) y trandferir la mezcda a la columna de fraccionamiento
con ayuda de dos porciones de 1 ml de hexano. Introducir la muedra en la columna
procurando que € nivel de ladisolucion cubrad sulfato sadico.

Iniciar laelucion cromatografica con hexano a un flujo de 1 mi/min gproximadamente. Desechar
laprimera eucion de 40 ml, después recoger la fraccion siguiente de 60 ml y, por separado, la
siguiente fraccion de 20 mil.

L a optimizacion de los volimenes dela primeray de la segunda fraccién puede gar antizar se examinando
los cromatogramas obtenidos de cada fraccion. La primera fraccion debe contener los hidrocarburos
saturadosy no contiene colestadieno; la segunda fraccién debe mostrar los hidrocar burosester oideos que
no son saturadosy latercerafraccion no deberia contener esterenos (Figura 1).

Al final del proceso cromatografico, la columna deberia ser extraiday € gel de siliceimpregnado de plata
deshidratado deberia pasar sea un recipientey conservar se con objeto dereciclar la plata.

Trandferir la segunda fraccion a un matraz de fondo redondo de 100 ml (4.1) y evaporar en un
evaporador rotativo a 30°C a presion reducida hasta sequedad. Disolver € residuo en 0,2 mi
de hexano y guardar la solucion en € refrigerador hasta e momento de su andisis.
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Nota 5: El residuo (6.1.3) no debe conservar se a temper atura ambiente, sino que recién obtenido debe afadirse €
disolventey guardar despuésla solucién en € frigorifico.

6.2. Cromatografia de gases.

6.2.1 Condiciones detrabgo parae inyector tipo divisor.
- Temperatura del inyector: 300°C.
- Temperatura del detector: 320°C.
- Programacién de la temperatura dd horno: temperatura inicid de 235°C durante 6 minutos,
aumentando después arazon de 2°C/min hasta 285°C.
- Relacién de divison ddl inyector tipo divisor: 1:15.
- Cantidad de disolucién inyectada: 2 1 |.
- Sengbilidad: d menos 16 veces la atenuacion minima,
- Gas portador: hdlio o0 hidrégeno a una presion aproximada de 120 y 80 kPa respectivamente.
- Integrador-registrador. Los parametros de integracion deben fijarse de forma que se
garantice una valoracion correcta de las aress.

Egtas condiciones deben modificarse en funcion de las caracterigticas del cromatografo y de la
columna, de modo que se obtengan cromatogramas que cumplan los sguientes requisitos. € pico del
patron interno debe aparecer a cabo de + 3 minutos con relacion alos tiempos de retencion indicados
en d gpartado 6.2.2; € pico de patrén interno debe acanzar d menos € 80% de la escda de
registrador.

El funcionamiento del Sstema de cromatografia de gases debe verificarse inyectando una mezcla de la
disolucion madre de colesta-3,5-dieno (5.6) y de ladisolucion de n-nonacosano (5.8). El pico resueto
ddl colesta-3,5-dieno debe aparecer antes que € del n-nonacosano (Figura 2); S no ocurriese asi, se
puede actuar de dos maneras. modificar la temperatura del horno y/o utilizar una columna de polaridad
inferior. En estas condiciones, no hay interferencia entre los picos de |os hidrocarburos saturados y 10s
picos de los esterenos (Figura 2).

6.2.2 ldentificacion de los picos

S e utilizaba helio como gas portador, € pico dd patrdn interno gparecia a un tiempo de retencion
goroximado de 19 minutos y € edigmasta-3,5-dieno a tiempo de retencion relativo de 1,28
aproximadamente (Figura 1b). El pico de campesta-3,5-dieno aparecia a tiempo de retencion de
1,15 gproximadamente con relacion d patron interno y de 0,90 con relacion d estigmasta-3,5-dieno.

S e utiliza hidrdgeno como gas portador, € pico de patron interno aparece a un tiempo de retencion
de 15 minutos aproximadamente y € del estigmasta-3,5-dieno d tiempo de retencion relativo de 1,33
gproximadamente. El pico de campesta-3,5-dieno aparece a tiempo de retencién de 1,18
goroximadamente con relacion a patrén interno y de 0,88 aproximadamente con relacion d
estigmasta-3,5-dieno.

El campesta-3,5-dieno y € estigmasta-3,5-dieno pueden aparecer con peguefias cantidades de los
isbmeros 2,4 respectivos. Normalmente, estos dos grupos de compuestos se duyen juntos y dan lugar
a dos picos cromatograficos. No obstante, s la columna es demasiado polar 0 demuestra tener un
poder de resolucion elevado, los isbmeros 2,4 pueden presentarse como un pequefio pico y aparecer
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antesy a lado del pico de losisdmeros 3,5 respectivos (Figura 3). Con € fin de asegurar la eucion en
un solo pico de los estigmastadienos, se recomienda sudtituir la columna por una columna de polaridad
inferior o que tenga un diametro interior mayor.

Nota 6: Las referencias cromatogréficas de estos hidrocarburos esteroideos pueden obtenerse analizando
muestras de aceite de palma o de girasol refinado o de aceite de girasol calentado con 10% v/p de acido
sulfdrico: agua (1:1) a 150°C durante 5 minutos.

6.2.3 Andids cuantitativo.

El contenido en estigmastadienos se determina seguin laformula

mukg de estigmastadienos = -------------

sendo:

Ae = &eadd pico de los estigmastadienos.

Ac = &eadd patron interno.

M. = masa, en microgramos, del patrén interno afiadido.

Mo = masa, en gramas, del aceite tomado.

Las relaciones entre | os hidrocarburos se ca culan como sigue:

area dd pico de los estigmestadienos

areadd pico de los campestadienos

Normamente, cada par de isdmeros proporciona un solo pico cromatografico; no obstante, s 1os dos
isdbmeros dan origen a dos picos diferentes, las dos areas deben sumarse.

Para que estas relaciones sean vdidas, la dtura dd pico de los estigmastadienos debe acanzar a
menos & 50% de la escaladd registrador.

Nota7. S la cantidad de estigmastadienos es superior a 50 ppm, € analisis debe repetirse en una muestra de
aceite mas pequefia con d fin de obtener una cuantificacion mas exacta.
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Figural Cromatogramas de las fracciones primera y segunda obtenidos a partir de muesiras
andizadas en columna capilar (0,25 mm de didmetro interno por 25 m de longitud) recubierta
interiormente con una fase de fenilmetilslicona d 5% (peicula de 0,25 nm de espesor), utilizando
helio como gas portador.

(@ Primerafraccion de una muestra de aceite de oliva.

(b) Segunda fraccién de una muestra de aceite de cacahuete.
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Figura2. Cromatograma (12 + 22 fraccion) obtenido a partir de
una mezcla de aceite de olivarefinado y de aceite de girasol desesterolizado, andizado en
columna capilar (de 0,25 mm de didmetro interno por 25 m de longitud) recubierta
interiormente con una fase de fenilmetilsilicona d 5% (pelicula de 0,25 nm de espesor),
utilizando helio como gas portador.
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Figura3. Cromatograma de la segunda fraccion de la muestra de aceite de pama, andizado en
columna polar (fase de fenilmetilsliconad 65%) que muestralos isomeros de los esterenos.

MARGENES DE PRECISION DEL METODO

1. Analisisdelosresultados del ensayo colabor ativo
L os mérgenes de precision del método se presentan en € cuadro que figura a continuacion.

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

El ensayo se hizo con cinco muestras:

acate de olivavirgen extra
aceite de olivavirgen + aceite de girasol refinado
aceite de dlivavirgen + aceite de orujo de olivarefinado
aceite de olivavirgen + aceite de sojarefinado + aceite de girasol refinado
X aceite de dlivarefinado + aceite de orujo de olivarefinado + aceite de sojarefinado +
acdte de oliva virgen lampante.

moow»
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El andisis estadigtico de |os resultados del ensayo colaborativo redizado por la Secretaria
Ejecutivadel Consgo Oleicola Internaciond se efectud segn |os requisitos establecidos en las normas
SO 5725 Exactitude (justesse et fiddlit€) desrésultats et méthodes de mesure. Losvaores
andmal os se determinaron gplicando € test de Cochran'y € test de Grubbs alos resultados de los
laboratorios para cada determinacion (replicados ay b) y cada muestra.

n
outliers
mean

r

S

RSD: (%)

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 dd cual se sitla, con una probabilidad del 95%, € vaor asoluto de
la diferencia entre los resultados de dos ensayos individua es independientes, obtenidos
con & mismo método, utilizando una muestraidéntica, en € mismo laboratorio, por €
mismo operador, con |os mismos aparatos 'y en un corto intervao de tiempo
Desviacion esténdar de repetibilidad

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

Valor por debgjo del cud se sitlia, con una probabilidad del 95 %, € vaor absoluto de
ladiferencia entre dos resultados de ensayo individua es obtenidos con € mismo
método, utilizando una muestraidéntica, en |aboratorios diferentes, por operadores
digtintos y con distintos agparatos

Desviacion estandar de reproducibilidad

RSDr (%) Cosficiente de variacion de reproducibilidad (Ss x 100 / meen)

Relaciéon R1 de esterenos

n
outliers
mean

;

S

RSD: (%)
R

Sk

A B C D E
18 19
5 7
19.96 15.86
1.67 1.25
0.59 0.45
3.00 2.84
4.38 3.04
1.56 1.08
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RSDr(%) 7.85 6.86
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