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METODO DE ANALISIS

DETERMI NACIC’)N,DEL CONTENIDO EN CERASMEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASESCON COLUMNA CAPILAR

1. OBJETO

El presente método permite la determinacién del contenido en ceras de los aceites de
oliva. Las distintas ceras se separan en funcion del nimero de atomos de carbono. Este
método se aconsgja como un medio apto para diferenciar €l aceite de oliva de presién del
obtenido a partir del orujo de oliva (aceite de orujo).

2. PRINCIPIO

La grasa, a la que se habra afadido el oportuno patrén interno, se fracciona mediante
cromatografia con columna de gel de silice hidratado. La fraccion eluida en las
condiciones del ensayo (con menor polaridad que la de los triglicéridos) se recupera y
analiza directamente mediante cromatografia de gases con columna capilar.

3. APARATOS

3.1. Matrazde 25 ml.

3.2. Columnade cristal para cromatografia liquida (diametro interior de 15,0 mm y atura de
30-40 cm) con € grifo correspondiente.

3.3. Cromatografo de gases apto para funcionar con columna capilar, provisto de un sistema
de introduccion directa en la columna constituido por:
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3.3.1. Camaratermostatica para las columnas con programador de temperatura.

3.3.2. Inyector en frio paralaintroduccion directa en la columna.

3.3.3. Detector deionizacién de llamay conver sor-amplificador.

3.3.4. Registrador-integrador (Nota 1) apto para funcionar con e conversor-amplificador
(3.3.3.) con tiempo de respuesta no superior a 1 segundo y con velocidad del papel
variable.

3.3.5. Columna capilar de cristal o de silice fundido, de 8 a 12 m de largo, diametro interno
de 0,25 a 0,32 mm, recubierta por dentro con liquido de reparticion (Nota 2) de espesor
uniforme comprendido entre 0,10 y 0,30 pum.

3.4. Microjeringa para inyeccion directa en la columnade 10 um con aguja endurecida.

3.5. Agitador eéctrico.

3.6. Evaporador rotatorio.

3.7.  Horno de mufla.

3.8. Balanza analitica con una precision de medicion de + 0,1 mg.

3.9. Cristalerianorma de laboratorio

4. REACTIVOS

4.1. Ge desilice con granulometria comprendida entre 60 y 200 um. Meter €l gel de silice en
el horno de mufla a 500 °C durante al menos 4 horas. Una vez enfriado, afiadir € 2% de
agua referido a la cantidad de gel de silice empleada. Agitar bien para homogeneizar la
masa y mantener protegido de la luz durante un minimo de 12 horas antes de usarlo.

4.2. n-Hexano para cromatografia
ADVERTENCIA: Los vapores pueden incendiarse. Mantener alegjado de fuentes de calor, chispas
y llamas desnudas. Mantener en recipientes bien cerrados y utilizar con la ventilacién adecuada.
Evitar la acumulacion de vapores y eliminar cualquier posible causa de incendio, como
calentadores o aparatos eléctricos que no hayan sido fabricados con materia antiinflamable.
Nocivo s es inhalado ya que puede dafiar las células del sistema nervioso. Evitar respirar 1os
vapores, utilizando s fuera necesario un aparato respirador adecuado. Evitar € contacto con los
ojosy lapid.

Notal: También es posible utilizar sistemas informatizados con los que pueden obtenerse los datos

cromatogréficos a través del ordenador personal.

Nota 2: Los liquidos de reparticion adecuados a tal fin que pueden encontrarse en el mercado son el SE52 y €l

SE54.
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Nota 3:
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Eter etilico para cromatogr afia

ADVERTENCIA: Altamente inflamable. Moderadamente toxico. Irrita la piel. Nocivo s es
inhalado. Puede dafiar los ojos. Puede tener efectos retardados. Puede formar peréxidos
explosivos. Los vapores son inflamables. Mantener algjado de fuentes de calor, chispas o llamas
desnudas. Mantener en recipientes bien cerrados. Utilizar con la ventilacion adecuada. Evitar la
acumulacion de vapores y eliminar cualquier posible causa de incendio, como calentadores o
aparatos eléctricos que no estén fabricados con materia antiinflamable. No evaporar hasta
sequedad o cuasi-sequedad. La adicion de agua o de un agente reductor puede reducir la
formacién de peroxidos. No ingerir. Evitar respirar los vapores. Evitar € contacto prolongado o
repetido con la pidl.

n-Heptano para cromatografia

ADVERTENCIA: Es inflamable. Nocivo s es inhdado. Mantener algjado de fuentes de calor,
chispas o llamas desnudas. Mantener en recipientes bien cerrados. Utilizar con la ventilacion
adecuada. Evitar respirar prolongadamente los vapores. Evitar € contacto prolongado o repetido
con lapid.

Solucién de araquidato de laurilo (Nota 3), a 0,1% (m/V) en hexano (patron interno).

Sudan | (1-fenilazo-2-naftol)

Gas portador: hidrogeno o helio puro para cromatografia de gases

ADVERTENCIA:

Hidrogeno. Altamente inflamable, bajo presion. Mantener algado de fuentes de calor, chispas,
[lamas desnudas 0 aparatos e éctricos que no hayan sido fabricados con material antiinflamable.
Asegurarse de que la vdvula de la bombona esté cerrada cuando no esté en uso. Utilizar sempre
con un reductor de presién. Destensar € muelle del reductor antes de abrir la vdvula de la
bombona. No colocarse delante del orificio de salida de la bombona a abrir la vavula. Utilizar
con laventilacion adecuada. No transferir € hidrégeno de una bombona a otra. No mezclar gases
en labombona. Asegurarse de que las bombonas no puedan caerse. Mantenerlas algjadas del sol y
de fuentes de calor. No almacenar en un ambiente corrosivo. No utilizar bombonas dafiadas o sin
etiquetar.

Helio. Gas comprimido a ata preson. Reduce € oxigeno disponible para la respiracion.

Mantener cerrado € contenedor. Usar con la ventilacion adecuada. No entrar en los locales de
conservacion s no estan adecuadamente ventilados. Utilizar siempre un reductor de presion.

Destensar d muelle del reductor antes de abrir la valvula de la bombona. No transferir € gas de
una bombona a otra. Asegurarse de gque las bombonas no puedan caerse. No colocarse delante del
orificio de salida de la bombona a abrir la vavula. Mantener las bombonas algjadas del sol y de
fuentes de calor. No almacenar en un ambiente corrosivo. No utilizar bombonas dafiadas o sin
etiquetar. No utilizar para ser inhalado y emplearlo solo para usos técnicos.

También es posible utilizar palmitil palmitato o miristil estearato
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4.7.

5.1.

Nota 4.
Nota 5:

Gases auxiliares:

hidrégeno puro para cromatografia;
- aire puro para cromatografia.

ADVERTENCIA:

Aire. Gas comprimido a alta presion. Utilizar con precaucion en presencia de sustancias
combustibles ya que la temperatura de auto-ignicion de la mayoria de los compuestos organicos
en d aire se reduce considerablemente a ata presion. Tener siempre bien cerradalavavulade la
bombona cuando esté fuera de uso. Utilizar sempre un reductor de presion. Destensar € muelle
del reductor antes de abrir la vavula de la bombona. No colocarse delante del orificio de salida de
labombona al abrir lavélvula. No transferir € gas de una bombona a otra. No mezclar gases en
la bombona. Asegurarse de que las bombonas no puedan caerse. Mantenerlas aejadas del sol y de
fuentes de calor. No almacenar en un ambiente corrosivo. No utilizar bombonas dafiadas o sin
etiquetar. El aire destinado a usos técnicos no debe utilizarse para ser inhaado o en aparatos
respiradores.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la columna cromatogr afica

Poner en suspension 15 g de gel de silice (4.1.) en rnhexano (4.2.) e introducirlo en la
columna (3.2.). Una vez que se ha producido la sedimentacion, completarla con ayuda de
un agitador eléctrico (3.5.) para que € lecho cromatografico se vuelva més homogéneo.
Hacer pasar 30 ml de nhexano para eliminar las posibles impurezas. Pesar con exactitud
en e matraz de 25 ml (3.1.) 500 mg de la muestra con la balanza de precision (3.8.),
anadir la adecuada cantidad de patron interno (4.5.) en funcion del supuesto contenido en
ceras. Por ggemplo, afiadir 0,1 mg de araquidato de laurilo en el caso del aceite de oliva, y
de 0,25 a 0,50 mg s setrata de aceite de orujo de oliva.

Trarsferir la muestra preparada como antecede en la columna cromatogréfica con ayuda
de dos porciones de 2 ml cada una de n-hexano) (4.2.).

Degar fluir e solvente hasta que se sitlle a 1 mm por encima del nivel superior del
absorbente. A continuacion, hacer pasar otros 70 ml de nhexano para eliminar los i
alcanos presentes de forma natural e iniciar la elucion cromatografica recogiendo 180 ml
de la mezcla (Nota 4 y Nota 5) n-hexano/éter etilico en una proporcion de 99:1, con un
fluyjo de unas 15 gotas cada 10 segundos. La temperatura ambiente a la que debe
efectuarse la elucion de la muestra serd de 22°C+4.

Evaporar la fraccion resultante mediante evaporador rotatorio (3.6.) hasta la practica
eliminacion del solvente, eliminar los Ultimos 2 ml mediante una corriente débil de
nitrogeno y afiadir 2-4 ml de n-heptano.

La mezcla n-hexano/éter etilico (99:1) debe prepararse adiario.

Para controlar visualmente la correcta elucion de las ceras, puede afadirse a la mezcla de elucién 100
Wl de Sudan | al 1%. El colorante tiene una retencién intermedia entre las cerasy lostriglicéridos; por lo
tanto, cuando la coloraciéon alcanza el fondo de la columna cromatografica hay que suspender la
elucion, al haberse eluido todas |as ceras.
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Analisis por cromatogr afia de gases
Operaciones preliminares

Instalar la columna en el cromatégrafo de gases (3.3.), conectando € terminal de entrada
al sistema en columnay el terminal de salida a detector. Comprobar el funcionamiento
generd del cromatdgrafo de gases (funcionamiento de los circuitos de los gases, eficacia
del detector y del registrador, etc.).

Si es la primera vez que se utiliza la columna, es conveniente acondicionarla. Pasar una
corriente ligera de gas a través de la columna; a continuacion, encender el cromatografo
de gases y caentar gradualmente hasta alcanzar, pasadas unas 4 horas, una temperatura
de 350°C.

Mantener dicha temperatura durante al menos 2 horas. A continuacion, gjustar € aparato
alas condiciones de ensayo (regulacion del flujo de gas, encendido de lallama, conexién
con €l registrador electronico (3.3.4.), regulacion de la temperatura de la camara para la
columna, regulacién del detector, etc.) y registrar la sefial con una sensibilidad al menos
dos veces syperior a la exigida para la gjecucion del andlisis. El trazado de la linea de
base debera ser lineal, sin picos de ninguna clase, y no debera presentar deriva

Una deriva rectilinea negativa indica que las conexiones de la columna no son correctas,
una deriva positiva indica que la columna no ha sido acondicionada adecuadamente.

Eleccidn de las condiciones oper ativas (nota 6)
L as condiciones operativas son, en términos generales, |as siguientes:
- Temperatura de la columna:

20 °C/min 5°C/min 20 °C/min
Inicio80°C (') ————® 240°C——® 325°C (6') —-——® 340°C(10")

- Temperatura del detector: 350°C.

- Cantidad de sustancia inyectada: 1 pl de la solucién (2-4 ml) de n-heptano.

- Gas portador: helio e hidrogeno a la velocidad lineal Optima para € gas elegido
(Ver Apéndice A).

- Sensibilidad instrumental: apta para satisfacer las mencionadas condiciones.

Dichas condiciones pueden modificarse en funcion de las caracteristicas de la columnay
del cromatografo de gases a fin de obtener lo siguiente: separacion de todas las ceras y
satisfactoria resolucion de los picos (ver Figura 1), retencion del patron interno de 18 + 3
minutos y pico mas representativo de las ceras con una atura superior al 60% desde el
fondo de laescala.

Los parametros de integracion de los picos deben determinarse de forma que se obtenga
una correcta evaluacion de las éreas de | os picos considerados.

Dada la elevada temperatura inicial se admite una deriva positiva no superior al 10% desde el fondo de
la escala.
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5.3.

5.4.

5.5.

Ejecucion del andlisis

Tomar 1 um de solucién con la microjeringa de 10 pl. Sacar el émbolo de la microjeringa
hasta que la aguja esté vacia. Introducir la aguja en e dispositivo de inyeccion e inyectar
rapidamente después de 1-2 segundos. A los 5 segundos aproximadamente extraer
lentamente la aguja. Efectuar los registros hasta la total elucion de las ceras. La linea de
base debe cumplir en todo momento |os requisitos exigidos.

I dentificacién de los picos

La identificacion de cada uno de los picos ha de efectuarse en funcion de los tiempos de
retencién y por comparacion con mezclas de ceras analizadas en las mismas condiciones,
de las que se conoce sus tiempos de retencion.

En laFigura 1l se presenta un cromatograma de las ceras de un aceite de oliva virgen.
Andlisis cuantitativo

Determinar con ayuda del integrador las areas de los picos del patrén interno y de los
ésteres alifaticos de C40 a C46.

El contenido de cada uno de los ésteres, expresado en mg/kg de neteria grasa, se calcula

Ccomo sigue:
Ay . ms. 1000

éster, mg/kg = Y030 ¥aYaYaYa
As. m

siendo:

Ay = aeade pico de cada uno de los ésteres, en milimetros cuadrados;
As = é&reade pico del patron interno, en milimetros cuadrados;
ms = peso del patrén interno afadido, en miligramos;

m = peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

EXPRESION DE LOSRESULTADOS

Expresar la suma de los contenidos de las distintas ceras de C40 a C46 (nota 7) en
miligramos por kilogramo de materia grasa (ppm).

L os resultados se expresan con un decimal.

Nota7: Los componentes a cuantificar son los correspondientes a los picos con nimero de carbono par

comprendidos entre los ésteres C40 y C46, como se muestra en el cromatograma de las ceras del aceite
de oliva presentado en la Figura 1. Cuando €l éster C46 esté desdoblado se aconseja, para poder

identificarlo, analizar la fraccion de ceras de un aceite de orujo de oliva, en la que el pico C46 resulte
identificable al ser claramente mayoritario.
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FIGURA: Ejemplo de cromatograma de la fraccion de ceras de un aceite de oliva (*)
P.. = Aragquidato de laurilo
1 = Edteresditerpénicos
2+2' = EsteresC40
3+3 =  EsteresC42
4+4 = EsteresC44
5 = EsteresC46
6 = Eseresesterdlicosy acoholes triterpénicos

(*) Traslaelucion de los ésteres de los esteroles, €l trazado cromatografico no debe presentar picos significativos
(triglicéridos).
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APENDICE

Determinacion de la velocidad lineal del gas

Inyectar 1:3 ul de metano (o propano) en e cromatégrafo de gases gjustado a las
condiciones operativas normales y cronometrar el tiempo que tarda el gas en recorrer la columna,

desde el momento de la inyeccion hasta que sale € pico (tM).

Le velocidad lineal en cm/s viene dada por L/tM, siendo L la longitud de la columna en
centimetrosy tM e tiempo cronometrado en segundos.
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MARGENES DE PRECISION DEL METODO

1. Analisisdelosresultados del ensayo colabor ativo

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

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

El ensayo se hizo con cinco muestras y sus replicados (ay b):

aceite de olivavirgen extra

aceite de oliva virgen + lampante

aceite de olivarefinado

aceite de oliva refinado + aceite reesterificado (90 : 10)
aceite de olivarefinado + aceite reesterificado (80 : 20)

moow>»

El andlisis estadistico de los resultados del ensayo colaborativo se efectud segin los
requisitos establecidos en las normas 1SO 5725 Exactitude (justesse et fidélit€) desrésultats et
méthodes de mesure. Los valores andmalos se determinaron aplicando el test de Cochran y el
test de Grubbs a los resultados de los laboratorios para cada determinacion (replicados ay b) y
cada muestra.

El cuadro contiene los siguientes elementos:

n NuUmero de laboratorios que participaron en |os ensayos

outliers NUmero de laboratorios con resultados aberrantes

mean Media de los resultados aceptados

r Valor por debajo del cual se sitda, con una probabilidad del 95%, el valor absoluto

de la diferencia entre los resultados de dos ensayos individuales independientes,
obtenidos con € mismo método, utilizando una muestra idéntica, en € mismo
laboratorio, por € mismo operador, con los mismos aparatos y en un corto
intervalo de tiempo

S Desviacion estandar de repetibilidad

RSD; (%)  Coeficiente de variacion de repetibilidad (S x 100 / mean)
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R Vaor por debajo del cua se sitla, con una probabilidad del 95 %, e valor
absoluto de la diferencia entre dos resultados de ensayo individuales obtenidos
con e mismo método, utilizando una muestra idéntica, en laboratorios diferentes,
por operadores distintos y con distintos aparatos

K Desviacion estandar de reproducibilidad

RSDr (%)  Coeficiente de variacion de reproducibilidad (Sg x 100 / mean)

Contenido en ceras (ma/kq)

iError! Marcador no definido. A B C

D E
n 19 19 19 19 19
outliers 5 5 4 3 5
mean 120.32 123.14 222.41 174.1 345.93
r 9.51 12.56 10.51 12.22 14.91
S 3.39 4.48 3.75 472 5.32
RSD; (%) 2.82 3.64 1.69 2.71 1.54
R 38.83 48.89 58.93 25.65 44.39
Sk 13.86 17.46 21.04 9.16 15.85
RSDgr(%) 11.53 14.18 9.46 5.26 4,58
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