Grasas y Aceites
Vol. 48. Fasc. 4 (1997), 207-218

207

Determinacion de esteroles y dialcoholes triterpénicos en aceite de oliva mediante
separacion de la fraccion por cromatografia liquida de alta eficacia y analisis
por cromatografia de gases. Estandarizacion del método analitico

Por Arturo Cert (1), Wenceslao Moreda (1) y Josep Garcia-Moreno (2)

(1) Instituto de la Grasa (C.S.1.C.). Avda. Padre Garcia Tejero 4. Sevilla. E-41012. Espafa
(2) Agra, S.A., Avda. Pius XI, 24. Gandia (Valencia). E-46700. Espafia

RESUMEN

Determinacion de esteroles y dialcoholes triterpénicos
en aceite de oliva mediante separacion de la fraccion por
cromatografia liquida de alta eficacia y analisis por
cromatografia de gases. Estandarizacion del método
analitico.

Se presenta un método para la determinacién conjunta de
esteroles y dialcoholes triterpénicos (eritrodiol y uvaol) en aceites
de oliva que consta de las etapas siguientes: obtencion del
insaponificable, fraccionamiento mediante cromatografia liquida de
alta eficacia (CLAE) en régimen isocratico con detector de indice
de refraccién, preparacién de derivados sililados y analisis por
cromatografia de gases en columna capilar. Se comparan cuatro
procedimientos que utilizan el andlisis por cromatografia de gases
de las fracciones de esteroles y de esteroles + dialcoholes
obtenidas tanto por CLAE como por CCF. Se lleva a cabo un
andlisis colaborativo para la determinacion de esteroles
comparando los métodos CLAE-esteroles+dialcoholes y CCF-
esteroles (método oficial). Los resultados mostraron que por el
primer procedimiento la determinacion de A7-esteroles se realiza
con mayor repetibilidad y reproducibilidad, aunque los valores
resultantes son mas altos. No se encontraron diferencias en los
parametros de precisién ni en los valores de los restantes
esteroles. Las determinaciones de eritrodiol+uvaol por los métodos
CLAE-esteroles+dialcoholes y CCF-esteroles +dialcoholes
(método oficial) resultaron con similar precision.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de oliva — Esteroles — Eritrodiol —
Estudio colaborativo — Uvaol.

SUMMARY

Determination of sterols and triterpenic dialcohols in
olive oils using HPLC separation and GC analysis.
Standardization of the analytical method.

A method is developed for the analysis of sterols together with
triterpenic alcohols (erythrodiol and uvaol) in vegetable oils. The
method involves obtention of the unsaponifiable matter, isocratic
HPLC separation with refractive index detector, preparation of silyl-
derivatives, and analysis by capillary GC. Four procedures involving
GC analysis of sterol and sterol+dialcohol fractions obtained by
HPLC and CCF separations are compared. A collaborative trial
comparing HPLC-sterols+dialcohols and CCF-sterols (official)
methods is carried out. For A7-sterols, higher values and better
repeatability and reproducibility were observed in the first method,
but no differences for the remainder sterols were found. The
erythrodiol+uvaol determinations by HPLC-sterols+dialcohols and
CCF-sterols+dialcohols (official) methods resulted in similar
precision.
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1. INTRODUCCION

La composicién de la fraccion esterdlica del aceite
de oliva es un parametro de gran utilidad para detec-
tar adulteraciones por la presencia de otras grasas y
aceites. Asi, mediante la determinacién de colesterol,
brasicasterol, campesterol, estigmasterol, g-sitosterol
y A7-estigmastenol puede detectarse la adicién de las
grasas siguientes: una proporcién muy baja (aproxima-
damente el 1%) de grasa animal y de los aceites de car-
tamo, colza, germen de trigo, girasol, maiz y sésamo;
una cantidad algo mayor (2-3%) de los aceites de jojoba,
lino, soja y semilla de té; porcentajes mayores (5-9%) de
manteca de cacao y de aceites de algodén, cacahuete,
palma y pepita de uva; y alrededor del 20% de aceite de
avellana. Asimismo, la suma de los alcoholes triterpéni-
cos eritrodiol y uvaol es de utilidad para detectar la pre-
sencia de aceite de orujo. En consecuencia los regla-
mentos sobre el aceite de oliva de la Comunidad
Europea y del Consejo Oleicola Internacional, y el
Codex Alimentarius de la FAO/OMS establecen limites
para los porcentajes de estos compuestos.

La determinacion de esteroles y eritrodiol+uvaol
actualmente se realiza mediante dos métodos similares
que constan de las siguientes etapas: a) obtencién y
purificacién del insaponificable; b) separacién de las
fracciones de esteroles y de alcoholes triterpénicos
mediante cromatografia en capa fina de silica gel (CCF);
¢) raspado de las bandas correspondientes y extraccion
de los compuestos adsorbidos sobre la silica gel: d) pre-
paracién de los derivados silanizados; y e) analisis por
cromatografia de gases en columna capilar sobre fase
de 5%-fenilmetilsilicona o similar. Para la determinacién
de esteroles se raspa Unicamente la banda que contie-
ne estos compuestos mientras que para la determina-
cién de eritrodiol+uvaol se raspan conjuntamente las
bandas de esteroles y dialcoholes triterpénicos; por
tanto hay que repetir la etapa de separaciéon en CCF y
siguientes, con el consiguiente costo de tiempo y dinero.
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Por otra parte, tal cantidad de operaciones da lugar a
que la determinacién de los esteroles que se encuentran
en baja proporcién (colesterol, brasicasterol y A7-estig-
mastenol) esté afectada de falta de repetibilidad y, sobre
todo, de reproducibilidad (Morchio et al., 1989; Moreda
et al., 1995). Especialmente delicado es el caso del A7-
estigmastenol que se encuentra en los aceites de oliva
en proporciones (0,2-0,4%) cercanas al limite maximo
permitido (0,5%) y cuya determinacién resulté con una
desviacion estandar relativa de la repetibilidad (RSD,)
entre 13 y 24% y una desviacién estéandar relativa de la
reproducibilidad (RSDg) entre 26 y 36%. Ledn y Cert
(1994) en un estudio sobre el método analitico encuen-
tran que la insuficiente separacion en CCF entre la
banda de esteroles y alcoholes triterpénicos, la delimita-
cion de la banda de esteroles en la CCF y las impurezas
cercanas a la banda de los dialcoholes triterpénicos son
las principales causas de esta falta de precision.

Recientemente, Biedermann et al. (1993) han pues-
to a punto un método para la determinacion de esteroles
en el que se transesterifica el aceite mediante metilato
sodico, la mezcla de reaccion se extrae con hexano y el
extracto se inyecta en un sistema de cromatografia liqui-
da de alta eficacia acoplado con un cromatégrafo de
gases (CLAE-CG). Este procedimiento junto con el ofi-
cial fue aplicado a 30 muestras (Lanuzza et al., 1995)
obteniéndose resultados similares, aunque no se realizé
estudio estadistico para analizar la significaciéon de las
diferencias. Este método tiene dos claras ventajas, la eli-
minacion de la etapa de saponificacién y una mejor
separacion de fracciones, pero hemos detectado los
inconvenientes siguientes: a) el andlisis por cromatogra-
fia de gases se efectua con los esteroles libres dando
lugar a una descomposicion parcial de los esteroles
durante la transferencia del cromatégrafo liquido al de
gases; b) a veces se observan importantes interferen-
cias positivas en el colesterol; y c) el método sélo es vali-
do para el analisis de esteroles puesto que la metilacién
no libera totalmente los dialcoholes triterpénicos.

Amelio et al. (1992) describen un método analitico
para el andlisis simultdneo de ambas familias de com-
puestos que consiste en el fraccionamiento del insapo-
nificable mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE) sobre columna de silica gel, utilizando gradiente
de disolventes y un detector de luz UV a longitud de
onda de 210 nm. Los esteroles y dialcoholes triterpéni-
COs se recogen en una sola fraccion que se evapora y el
residuo se silaniza para el posterior analisis por CG. Este
método presenta el inconveniente de utilizar la CLAE
con gradiente de disolventes y un detector UV, ambos
equipos no habituales en laboratorios dedicados al ana-
lisis de grasas.

En el presente trabajo se ensaya la separacion de
fracciones por CLAE en régimen isocratico, usando un
detector de indice de refraccién (IR), equipo instrumen-
tal que ya se utiliza para el andlisis de triglicéridos. Para
comparar los resultados con el método oficial y verificar
la precision del método, se han analizado varias mues-
tras por ambos métodos en un solo laboratorio y poste-
riormente se ha efectuado un andlisis colaborativo entre
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varios laboratorios. Los resultados se han estudiado
estadisticamente.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Reactivos

Eter dietilico, etanol, cloroformo, piridina, sulfato
sodico anhidro, trimetilclorosilano y hexametildisilaza-
no de pureza analitica. Hexano y éter dietilico de pure-
za HPLC se usaron para la separacion por CLAE.

La potasa alcohdlica para la saponificacion fue
preparada disolviendo 6,5 g de hidréxido potasico en
10 ml de agua destilada y diluyendo con etanol hasta
50 ml.

Se utilizd una solucién patrén de 2 mg/mL de
a-colestanol (5a-colestan-33-ol,~ 95% GC, Fluka) en
cloroformo.

La alimina desactivada se prepard calentando
6xido de aluminio neutro para cromatografia a 105°C
durante 3 horas y luego se dejo enfriar en un deseca-
dor. Una vez a temperatura ambiente se afiaden 6 mL
de agua por cada 100 g de alumina y se agita durante
una hora.

El reactivo de silanizacién fue piridina-hexametildi-
silazano-trimetilclorosilano 9:3:1.

2.2. Materiales y aparatos

Las experiencias de puesta a punto del método
analitico realizadas en el laboratorio de Agra, S.A. se
llevaron a cabo como se indica a continuacion:

La CCF se realiz6 sobre placas de vidrio recubier-
tas de silica gel 60, de 0,25 mm de espesor (Merck)
desarrollando dos veces con la mezcla hexano-éter
(70:3).

Para la CLAE se utilizé un cromatdgrafo de liquidos
formado por valvula de inyeccién (Rheodyne 7125)
con un volumen de inyeccién de 0,2 mL, bomba de
liquidos de alta presién (Merck L-600) y detector de
indice de refraccion (Merck RI-71), usando una colum-
na (25 cm x 4 mm de d.i.) rellena de silica gel 60 de
tamafo de particula 5um (Merck 50830) y como fase
mdovil la mezcla hexano-éter etilico 50:50 a un flujo de
1 mL/min.

La cromatografia de gases se llevé a cabo en un
cromatdégrafo equipado con un detector de ionizacion
de llama (Hewlett-Packard, HP-5890 Serie 1), utilizan-
do una columna de silice fundida (25 m x 0,25 mm de
d.i.) impregnada con 5%-fenilmetilsilicona (0,25 pm de
espesor) a una temperatura de 265°C, y como gas
portador helio con una presion en cabeza de 100 kPa.
Las temperaturas del inyector y detector fueron 300 y
310°C respectivamente. Se usé un inyector con divisor
de flujo con una relacién 1:50. Para la obtencién de los
cromatogramas y calculo de las areas se utilizé6 una
estacion de proceso de datos Hewlett-Packard.
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2.3. Métodos
2.3.1. Meétodos oficiales (separacion por CCF)

Para la determinacion de esteroles y de
eritrodiol+uvaol se siguieron los procedimientos
indicados en los Anexos V y VI del Reglamento
CEE/2568/91 de la Comision de las Comunidades
Europeas respectivamente. Etapas comunes para
ambos métodos fueron la obtencién del
insaponificable al éter etilico y su fraccionamiento por
CCF. A continuacién, en el primer caso se raspa
unicamente la banda de los esteroles, mientras que en
el segundo se raspan conjuntamente las bandas de
esteroles y dialcoholes triterpénicos. Ambas porciones
de silica gel raspada se extraen independientemente
con cloroformo y los residuos de la evaporizacion se
silanizan. Finalmente, los productos de reacciéon se
inyectan en el cromatégrafo de gases.

2.3.2. Método por CLAE

El aceite (5 g) se calienta a reflujo con potasa eta-
ndlica, se anhade agua, el insaponificable se extrae con
éter etilico y el extracto etéreo se lava tres veces con
agua para eliminar los jabones, todo ello realizado
segun se indica en el método oficial. La fase etérea se
filtra a través de un embudo que contiene papel de fil-
tro con 100 g de sulfato sédico anhidro y a continua-
cién se lava el sulfato con un poco de éter. La mitad de
la solucion etérea se agita durante 2 min con 1,25 g de
alimina desactivada, se filtra a través de papel y se
evapora a presion reducida hasta sequedad. El resi-
duo se disuelve en 1 mL de la mezcla hexano-éter die-
tilico 50:50 en el caso de aceites de olivay en 1,5 mL
en el caso de aceites de orujo. La solucion (0,2 mL) se
inyecta en el cromatdgrafo de liquidos. El eluido de la
columna desde que aparecen los A5-esteroles hasta
que terminan de salir los dialcoholes triterpénicos
(aproximadamente desde los 11 a los 24 min) se reco-
ge en un matraz en forma de corazén de 25 mL y se
evapora a presion reducida. El residuo se trata con 0,2
mL de reactivo silanizante y se deja estar durante 15
minutos. Una alicuota de la solucion (1-2uL) se inyec-
ta en el cromatdgrafo de gases. Los esteroles y dial-
coholes triterpénicos se cuantifican respecto al a-
colestanol utilizado como patrén interno, suponiendo
para todos los compuestos el mismo factor de res-
puesta.

2.4. Estudio de repetibilidad del método
por CLAE

Una muestra de aceite de oliva se analizé 5 veces
como se indica en el apartado 2.3.2 determinandose
conjuntamente los esteroles con los dialcoholes triter-
pénicos.
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2.5. Comparacion de los métodos oficial y por
CLAE, tanto en la determinacion de estero-
les como en la determinacion conjunta de
esteroles y dialcoholes triterpénicos

Se utilizaron las 4 muestras de aceite siguientes:
oliva, oliva con 1% de girasol, oliva con 2% de girasol
y orujo de oliva con 2% de girasol. Se obtuvieron las
disoluciones del insaponificable por ambos métodos
(ver 2.3.1y 2.3.2) y cada una de ellas se dividié en dos
partes iguales. Una alicuota se utiliz6 para obtener
una fracciéon que sélo contuviese esteroles y la otra
para obtener una fraccién que contuviese los esteroles
junto con los dialcoholes. Por tanto, se obtuvieron por
ambos métodos valores de esteroles analizados con y
sin la presencia de los dialcoholes.

2.6. Analisis colaborativo interlaboratorios

El estudio colaborativo se planteé siguiendo las
indicaciones dadas por W. Horwitz (1988). A cada
laboratorio participante se le enviaron 8 muestras
identificadas con claves que correspondian a duplica-
dos de 2 tipos de aceites de oliva y 2 tipos de aceite
de orujo de oliva (tabla I). A las muestras se les ana-
dieron distintos porcentajes de aceite de girasol (nor-
mal y variedad alto oleico) para obtener diversas con-
centraciones de A7-estigmastenol. La remisién de
duplicados con cddigo diferente tuvo por objeto eva-
luar la repetibilidad del método.

Con las muestras se incluia una circular donde se
indicaba el procedimiento a seguir, una descripcion
detallada del procedimiento por CLAE y una hoja de
resultados solicitando informacion del material y de los
métodos utilizados en la realizacion de los analisis.
Partiendo de 5 g de muestra se prepard la solucion eté-
rea de insaponificable que se dividié en dos partes: una
para realizar el andlisis por los métodos oficiales (ver
2.3.1) y otra para aplicar el método de separacion por
CLAE (ver 2.3.2). En el primer caso, se prepararon y
desarrollaron dos placas de CCF; en la primera se
raspo Unicamente la banda de esteroles y en la segun-
da la banda de esteroles junto con la de dialcoholes tri-
terpénicos. En el andlisis por CLAE se recogi6 una sola
fraccion conteniendo ambas familias de compuestos.

Tabla |
Descripcion de las muestras

Cddigo Aceite Acidez (%)
1y4  Orujo de oliva crudo + 5% oliva refinado 10.8
+ 3% girasol AO
2y8 Oliva refinado + 1% girasol AO 0.41
3y7 Oliva lampante + 1% girasol AO 38
5y6 Orujo de oliva refinado + 1,5% girasol 0.20
refinado
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El andlisis estadistico de repetibilidad de los
resultados se realiz6 de acuerdo con la Norma
Internacional ISO 5275/1986 (E) donde se indican
los criterios usados tanto para el rechazo de resulta-
dos como los procedimientos matematicos seguidos.
Como criterio de verificacion de resultados anémalos
se usaron los métodos de Cochran y Dixon, determi-
nando respectivamente laboratorios que dan resulta-
dos cuya diferencia entre valores es excepcional-
mente alta y laboratorios que dan valores que son
significativamente diferentes a los aportados por los
demas:

Los parametros estadisticos utilizados fueron los
siguientes:

S, Desviacion estandar de la repetibilidad

r: Repetibilidad (2.8 /5.

RSD,: Desviacién estandar de la repetibilidad.

S, Desviacion estandar de la reproducibilidad.

R: Reproducibilidad (2.8 \/S—le).

RSDR: Desviacion estandar relativa de la reprodu-
cibilidad.

RSDR exp
Hog: Indice Horrat =[
RSDFI teor

donde RSDg e = 2(1-0510g C)
siendo C la concentraciéon del analito expresada en
potencias de 10.

De entre estos parametros es importante destacar
el significado de la repetibilidad que indica que los
valores obtenidos en dos determinaciones sucesivas
realizadas sobre la misma muestra, utilizando el
mismo método analitico, no diferiran en mas del valor
de r. De la misma manera, la reproducibilidad expresa
que los valores obtenidos por dos laboratorios diferen-
tes sobre una misma muestra, utilizando el mismo
método analitico, no diferiran en mas del valor de R.
También cabe destacar el significado del indice Horrat
(Horowitz ratio) que tiene en cuenta el orden de mag-
nitud de la concentraciéon del analito. Se calcula
mediante el cociente entre la RSDR experimental y la
tedrica, de tal manera que valores iguales o menores
que 1 indican que el método analitico tiene una buena
reproducibilidad (Pocklington, 1991).

2.7. Método estadistico para la comparacion de
resultados

Para la comparacion de los resultados de las deter-
minaciones realizadas por diversos métodos analiticos
se realizé un analisis estadistico de varianza median-
te el programa informatico Statistica (StatSoft Inc), uti-
lizando el test ANOVA de dos direcciones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacién por CLAE

En el cromatograma obtenido por CLAE con detec-
tor de indice de refraccion del insaponificable de un
aceite de girasol (figura 1) se observa que la fraccion
esterdlica se desdobla en tres picos correspondientes
a los Ab5-esteroles, a-colestanol y A7-esteroles, quedan-
do perfectamente separada de la fraccion de alcoholes
triterpénicos. En el cromatograma de un aceite de oliva
(figura 2) el pico correspondiente a los A7-esteroles es
muy pequefio y aparece el correspondiente a los dialco-
holes triterpénicos, sin que entre ambos se observe la
presencia de otro tipo de compuestos. Por tanto la frac-
cién que eluye desde un poco antes de los esteroles
hasta un poco después de los dialcoholes contiene casi
exclusivamente estos compuestos. El analisis por CG de
los derivados sililados origina un cromatograma practi-
camente libre de interferencias (figura 3).

AT-esteroles

&-coléstanol

LWL

Figura 1
Cromatograma de CLAE con detector de indice de refraccién
del insaponificable de un aceite de girasol refinado.

Alcoholes
— AS-esteroles

a-colestanol

—_
-—
Eritrodiol + Uvaol

AT-esteroles

T
25 min

@
-
°
-
*w
»
©

Figura 2
Cromatograma de CLAE con detector del indice de refraccion
del insaponificable de un aceite de oliva refinado.
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Figura 3
Cromatograma de gases de la fraccion esteroles + dialcoholes
obtenida por fraccionamiento por CLAE de un insaponificable
de aceite de orujo de oliva refinado. 1. colesterol; 2. a-colestanol;
3. campesterol; 4. campestanol; 5. estigmasterol; 6. A7-
campesterol; 7.A5,23-estigmastadienol; 8. clerosterol; 9. -
sitosterol; 10. sitostanol; 11. A5-avenasterol; 12. A5, 24-
estigmastadienol; 13. A7-estigmastenol; 14. A7-avenasterol; 15.

3.2. Repetibilidad del método CLAE-esteroles-
dialcoholes

Los resultados de las 5 determinaciones realizadas
en un solo laboratorio sobre una muestra de aceite de
oliva, mediante el procedimiento que utiliza separacién
de fracciones por CLAE, se indican en la Tabla II. Puede
observarse que la repetibilidad es buena en todos los
casos excepto en el colesterol. Esta falta de precisién en
la medida del colesterol esta de acuerdo con la existen-
cia de impurezas en la banda de dialcoholes que en la
cromatografia de gases aparecen en la zona del coles-
terol (Ledn y Cert, 1994).

211

3.3. Comparacién de métodos

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos en
el analisis de cuatro muestras en un solo laboratorio no
mostré diferencias significativas entre los valores de
colesterol, brasicasterol, 24-metilencolesterol, campes-
terol, campestanol, estigmasterol y esteroles totales
obtenidos por los cuatro métodos objeto de la compara-
cién: CCF-esteroles, CCF-esteroles + dialcoholes,
CLAE-esteroles y CLAE-esteroles + dialcoholes.
Tampoco se encontraron diferencias entre los valores de
eritrodiol + uvaol obtenidos por CCF-esteroles + dialco-
holes y CLAE-esteroles + dialcoholes.

Los valores de B-sitosterol aparente, A7-estigmaste-
nol y A7-avenasterol tampoco mostraron diferencias en
las determinaciones por CLAE-esteroles y CLAE-estero-
les + dialcoholes, lo cual hace posible las determinacio-
nes de esteroles y dialcoholes en un solo andlisis cro-
matografico. Sin embargo el método CLAE-esteroles +
dialcoholes en comparacién con el CCF-esteroles + dial-
coholes da lugar a una disminucién de los valores de A7-
estigmastenol (valor medio del 0,18%) con un nivel de
significacion del 96%. Este hecho sugiere que la CLAE
elimina la interferencia positiva que a veces tiene lugar
cuando se efectua la separacién por CCF, probablemen-
te debida al cicloartenol, compuesto que en CCF no se
separa perfectamente de los esteroles, o debida a com-
puestos minoritarios que en CCF eluyen con el eritrodiol.

La comparacion del método CCF-esteroles (método
oficial) con los otros tres muestra unas diferencias entre
los valores de estos esteroles con altos niveles de signi-
ficacion (Tabla Ill). Se observa que los tres métodos dan
lugar a valores de los A7-esteroles mayores que el méto-

Repetibilidad de la determinacién de esteroles y dialcoholes triterpénicos por el método

Tabla Il

de separacion por CLAE

B-sitosterol

Esteroles

Colesterol Campesterol Estigmasterol aparente AT7-estigmastenol A7-avenasterol totales Eritrodiol +
0,
(%) (%) (%) ) (%) (%) myKg) uvaol (%)
Ensayo 1 0,15 3,26 0,85 94,5 0,49 0,32 1292 3,27
Ensayo 2 0,14 3,28 0,84 94,4 0,47 0,33 1232 3,37
Ensayo 3 0,13 3,59 0,83 94,3 0,46 0,27 1290 3,00
Ensayo 4 0,20 3,32 0,89 94,7 0,46 0,31 1272 3,20
Ensayo 5 0,26 3,39 0,85 94,7 0,47 0,29 1221 3,10
Media 0,16 3,37 0,85 94,5 0,47 0,30 1261 3,19
SD, 0,034 0,134 0,023 0,181 0,012 0,024 33,03 0,144
RSD, (%) 20,7 3,97 2,68 0,19 2,60 7,89 2,62 4,52
195%)2 0,094 0,372 0,063 0,503 0,034 0,067 91,8 0,400

(3) {95%) = repetibilidad al 95% de confianza (fy5, y-4 X SD).
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Tabla Ili
Diferencias medias y niveles de significacion estadistica de los resultados de la determinacion
por el método CCF-esteroles respecto a las medidas obtenidas por otros métodos
Método analitico
CCF CLAE CLAE
Esteroles esteroles + dialcoholes esteroles esteroles + dialcoholes
d2 (%) ncp d (%) n.c. d (%) n.c.
B-sitosterol -1,01 97,1 -0,32 86,1 -0,43 96,7
A7-estigmastenol +0,34 96,6 +0,16 94,5 +0,13 94,5
A7-avenasterol +0,27 99,4 + 0,32 99,5 +0,29 99,8

(3) Diferencia entre las medias de los valores obtenidos para las cuatro muestras mediante el método analitico indicado y el método CCF-esteroles.

(b) Nivel de confianza estadistica expresado en %.

do oficial (CCF-esteroles) como consecuencia de la pér-
dida que se produce en este ultimo al raspar Unicamen-
te la banda de esteroles en la CCF (Ledn y Cert, 1994).
Esta pérdida también justifica una parte de la disminu-

cién que se observa en el -sitosterol aparente.

3.4. Analisis colaborativo interlaboratorios
de la determinacidn de esteroles

A la vista de la similitud de resultados entre los méto-
dos CLAE-esteroles y CLAE-esteroles + dialcoholes, se
decidié organizar un estudio colaborativo de determina-

Tabla IV
Parametros estadisticos de la determinacion de colesterol

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAE® CCFa CLAE® CCFa CLAED CCFa CLAEY
Numero
participantes 17 11 17 11 17 11 17 11
Laboratorios
rechazados 3 1 2 2 1 0 0 1
Valor medio (%) 0,19 0,17 0,21 0,15 0,18 0,18 0,23 0,20
Repetibilidad
S, 0,04 0,03 0,07 0,02 0,05 0,06 0,07 0,02
r 0,11 0,08 0,19 0,15 0,13 0,16 0,20 0,62
RDS, (%) 19,8 17,0 33,3 13,3 25,4 31,4 29,9 10,9
Reproducibilidad
Sq 0,06 0,07 0,11 0,07 0,12 0,08 0,13 0,09
R 0,16 0,19 0,29 0,20 0,33 0,23 0,37 0,26
RSDg (%) 30,1 41,6 50,5 48,1 66,0 44,9 57,2 46,0
Hog 1,5 2,0 2,5 2,3 3,2 2,2 2,9 2,3

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles

b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes
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Tabla V

Parametros estadisticos de la determinacién de campesterol
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Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAE® CCFa CLAE® CCFa CLAE® CCFa CLAE®
Ndmero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 1 2 0 2 0 2 2 1
Valor medio (%) 3,29 3,29 2,94 2,91 3,00 2,94 3,38 3,32
Repetibilidad
S, 0,08 0,09 0,10 0,05 0,10 0,04 0,08 0,11
r 0,22 0,26 0,29 0,14 0,30 0,12 0,23 0,30
RDS, (%) 2,3 2,9 3,5 1,7 3,5 1,4 24 3,2
Reproducibilidad
Sp 0,16 0,21 0,15 0,15 0,19 0,10 0,13 0,18
R 0,46 0,60 0,42 0,42 0,54 0,29 0,36 0,51
RSDg (%) 50 6,5 5,1 5,2 6,4 3,5 3,8 5,4
Hop 0,4 0,5 0,4 0,4 0,5 0,3 0,3 04

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes

Tabla VI

Parametros estadisticos de la determinacion de estigmasterol

Muestras Orujo Crudo Oliva Refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAEb CCFa CLAE®» CCFa CLAE» CCFa CLAE»
Numero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 2 3 2 1 3 1 2 2
Valor medio (%) 1,59 1,56 1,20 1,14 1,31 1,24 1,46 1,40
Repetibilidad
S, 0,04 0,05 0,04 0,07 0,05 0,06 0,05 0,02
r 0,10 0,14 0,11 0,19 0,13 0,18 0,14 0,06
RDS, (%) 2,2 3,3 3,2 59 3,4 52 34 1,6
Reproducibilidad
Sq 0,08 0,08 0,10 0,10 0,10 0,14 0,07 0,07
R 0,22 0,23 0,27 0,28 0,27 0,39 0,20 0,21
RSDg (%) 5,0 5,4 8,1 8,9 7,5 11,2 5,0 5,4
Hog 0,3 04 0,5 0,6 0,5 0,7 0,3 0,4

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes
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Tabla VII
Parametros estadisticos de la determinacion de pB-Sitosterol aparente

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAE® CCFa CLAE® CCFa CLAE® CCFa CLAE®b
Numero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 2 1 3 2 1 2 1 3
Valor medio (%) 93,44 93,07 94,29 94,22 94,10 94,00 93,05 92,61
Repetibilidad
S, 0,28 0,38 0,15 0,15 0,23 0,19 0,30 0,16
r 0,79 1,07 0,43 0,42 0,66 0,54 0,85 0,45
RDS,; (%) 0,30 0,41 0,16 0,16 0,25 0,21 0,33 0,17
Reproducibilidad
Sq 0,52 0,60 0,38 0,28 0,49 0,37 0,62 0,42
R 1,46 1,69 1,06 0,79 1,38 1,03 1,73 1,18
RSDg (%) 0,56 0,65 0,40 0,30 0,52 0,39 0,66 0,46
Hog 0,07 0,08 0,05 0,04 0,06 0,05 0,08 0,06

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes

Tabla VI
Parametros estadisticos de la determinacion de A7-Estigmastenol

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAE® CCFa CLAE®b CCFa CLAE® CCFa CLAEb
Numero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 1 1 2 0 1 2 0 1
Valor medio (%) 0,55 0,69 0,42 0,49 0,38 0,44 0,66 0,82
Repetibilidad
S, 0,06 0,08 0,07 0,06 0,06 0,04 0,08 0,08
r 0,16 0,22 0,19 0,18 0,16 0,12 0,23 0,22
RDS, (%) 10,2 11,4 16,0 12,8 15,2 10,1 12,2 9,6
Reproducibilidad
Sq 0,18 0,12 0,09 0,09 0,09 0,06 0,16 0,15
R 0,50 0,33 0,25 0,26 0,26 0,16 0,45 0,42
RSDg (%) 32,9 17,4 21,0 19,2 25,0 12,9 244 18,3
Hog 1,9 1,0 1,2 1,1 1,3 0,7 1,4 1,1

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes
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Tabla 1X
Parametros estadisticos de la determinacion de A7-Avenasterol

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAEY CCFa CLAE® CCFa CLAEb CCF CLAED
Numero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 0 2 1 1 0 4 1 1
Valor medio (mg/Kg) 0,41 0,48 0,50 0,59 0,47 0,57 0,41 0,49
Repetibilidad
S, 0,10 0,04 0,05 0,03 0,11 0,02 0,08 0,04
r 0,28 0,11 0,15 0,08 0,32 0,06 0,22 0,12
RDS, (%) 25,0 8,4 10,4 47 242 3,6 18,9 8,8
Reproducibilidad
Sp 0,20 0,13 0,18 0,12 0,13 0,03 0,16 0,12
R 0,55 0,36 0,52 0,33 0,38 0,08 0,45 0,32
RSDg (%) 48,5 26,5 36,8 20,1 28,7 5,0 39,1 23,4
Hog 2,6 1,5 2,1 1,2 1,6 0,3 2,1 1,3

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes

Tabla X
Parametros estadisticos de la determinacion de esteroles totales

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo Refinado
Método CCFa CLAEb CCFa CLAE®b CCFa CLAE®b CCFa CLAEP
Ndmero
participantes 15 10 15 10 16 10 15 10
Laboratorios
rechazados 3 1 3 o 0 0 0 1
Valor medio (mg/Kg) 3668 3547 1845 1813 1844 1737 2576 2409
Repetibilidad
S, 208 177 49 27 158 102 93 38
r 582 495 138 77 442 286 260 106
RDS, (%) 5,70 5,0 2,7 1,5 8,6 5,9 3,6 1,6
Reproducibilidad
Sp 290 226 154 164 215 158 297 135
R 813 633 431 459 601 442 831 379
RSDg (%) 79 6,4 8,3 9,0 11,6 9,1 11,5 5,6
Hog 1,7 1,4 1,6 1,7 2,3 1,7 23 1,1

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes
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cion de esteroles comparando Unicamente los métodos
oficial (CCF-esteroles) y por CLAE-esteroles + dialcoho-
les. En el andlisis circular participaron 18 laboratorios de
la industria y centros oficiales, de los cuales sélo 12
aportaron resultados del método por CLAE. Entre estos
ultimos, un laboratorio llevé a cabo la purificacién del
insaponificable mediante lavados alternativos con solu-
cién acuosa de hidroxido potasico 0,5N y agua en vez de
agitar con alumina, y dos laboratorios utilizaron detector
UV a 210 nm en vez del detector IR, para visualizar la
separacion por CLAE. La purificacién del insaponificable
mediante lavados con potasa es un procedimiento tam-
bién utilizado para eliminar los acidos grasos. La utiliza-
cién de un detector UV no afecta a la separacion de la
fraccién esterdlica y se ha utilizado en un método similar
(Amelio et al., 1995). Por otra parte, los resultados de los
tres laboratorios fueron similares a los del resto de parti-
cipantes. En consecuencia se decidi6 incluir todos los
datos recibidos en el estudio estadistico, cuyos resulta-
dos se exponen en las Tablas IV-X.

Los resultados rechazados por la falta de repetibili-
dad o reproducibilidad al no cumplir los test correspon-
dientes fueron similares en ambos métodos.
Comparando la repetibilidad y reproducibilidad medias
del método oficial (CCF-esteroles) obtenidas en este
estudio, del mismo método en un colaborativo anterior
(Moreda et al., 1995) y del método CLAE-esteroles +
dialcoholes, no se observan diferencias importantes en
la precision de las determinaciones de colesterol, cam-
pesterol, B-sitosterol aparente y esteroles totales. En
cuanto a los restantes esteroles (Tabla XI) se observa lo
siguiente: el estigmasterol se determina con mejor preci-

Tabla XI

Comparacion de los parametros de precision
de dos métodos analiticos para la determinacion
de esteroles

Método analitico

CCF- CCF- CLAE
esteroles  esteroles  esteroles

Esteroles Precision (Moreda  (estudio '
etal) actual) dialcoholes
Estigmasterol RSD, (%) 8,1 3,1 4,0
RSDg (%) 10,4 6,4 77

A7-estigmastenol  RSD, (%) 19,6 13,4 11,6
RSDg (%) 32,5 25,8 17,0
RSD, (%) - 19,6 6,4
RSDg (%) - 38,3 18,8

A7-avenasterol

(@) Valor medio de la repetibilidad de las determinaciones
realizadas en cada estudio colaborativo.

() Valor medio de la reproducibilidad de las determinaciones
realizadas en cada estudio colaborativo.
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sién en los dos métodos ensayados en este estudio con
respecto al anterior andlisis circular; el A7-estigmastenol
se determina con una mejora de la precision en el actual
analisis circular por CCF-esteroles respecto al anterior
estudio, mejora que es mas acusada en cuanto a repro-
ducibilidad en el método por CLAE; finaimente, el A7-
avenasterol muestra una mejora de ambos parametros
de precisién en la determinacién por el método CLAE.
La comparacion de las medias de los valores medios
obtenidos por cada método (Tabla Xll) muestra que hay
un incremento del A7-estigmastenol y A7-avenasterol
con alto nivel de significacién y que en relacién al valor
absoluto de la medida tiene considerable importancia.
Este resultado concuerda con lo observado en el expe-
rimento de comparacion llevado a cabo en el laboratorio
(ver Tabla Ill). También se observa una disminucién de
los esteroles totales que puede atribuirse a pérdida del
patrén a-colestanol en la separacién por CCF. Las res-
tantes variables muestran diferencias de escasa entidad.

Tabla Xl

Comparacion de los valores medios de esteroles
obtenidos por el método CLAE-esteroles + dialco-
holes y CCF-esteroles en el andlisis colaborativo

Método

CLAE ! ) nivel de
Esres O s e

media? media?
Colesterol (%) 0,18 0,20 0,02 88,6
Campesterol (%) 3,12 3,15 0,03 92,0
Estigmasterol (%) 1,34 1,39 -0,05 99,2
B-sitosterol aparente (%) 93,47 93,72 0,25 92,0
A7-estigmastenol (%) 0,61 0,50 +0,11 97,7
A7-avenasterol (%) 0,53 0,45 +0,08 99,9
Esteroles totales (mg/Kg) 2376 2483 -107 96,8

() Media de los valores obtenidos para las cuatro muestras.
() Diferencia entre las medias CLAE-esteroles + dialcoholes y
CCF-esteroles.

3.5. Estudio colaborativo interlaboratorios de
la determinacion de eritrodiol + uvaol

Para la determinacion de eritrodiol + uvaol se utiliza-
ron los métodos oficial (CCF-esteroles + dialcoholes) y
por CLAE-esteroles + dialcoholes, siguiendo el mismo
protocolo que el empleado para los esteroles. Los resul-
tados expuestos en la Tabla XIll indican una precision
similar para ambos métodos. No se encontraron diferen-
cias significativas entre los valores medios obtenidos por
cada método.
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Tabla Xl
Parametros estadisticos de la determinacion de Eritrodiol + Uvaol

Muestras Orujo crudo Oliva refinado Oliva lampante Orujo refinado
Método CCFa CLAEY CCFa CLAEb CCFa CLAE® CCFa CLAE®
Numero
participantes 17 12 17 12 17 12 17 12
Laboratorios
rechazados 0 1 3 0 4 3 1 0
Valor medio (%) 15,70 16,48 2,31 2,35 2,90 2,96 25,10 25,26
Repetibilidad
S, 0,73 0,79 0,29 0,24 0,31 0,16 1,33 0,90
r 2,03 2,20 0,82 0,67 0,86 0,44 3,72 2,5
RDS, (%) 4,6 4,8 12,6 10,2 10,5 5,3 53 3,6
Reproducibilidad
Sp 1,88 1,54 0,44 0,33 0,42 0,49 1,99 1,90
R 5,27 4,32 1,22 0,91 1,18 1,36 5,58 5,33
RSDg (%) 12,0 9,4 18,8 13,8 14,6 16,4 7.9 75
Hog 1,1 0,9 1,3 1,0 1,1 1,2 0,8 0,8

a Cromatografia de Capa Fina de Esteroles
b Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Esteroles y Dialcoholes

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la determinacién por el
método CCF-esteroles (oficial) muestran una mejora de
precision con respecto a ensayos colaborativos anterio-
res, como consecuencia de la experiencia adquirida por
los laboratorios en la aplicacion del método. La reprodu-
cibilidad es aceptable en las muestras de aceite de oliva
pero es baja en las de aceite de orujo.

El método de analisis CLAE-esteroles + dialcoholes
muestra una precision aceptable en la determinacién del
A7-estigmastenol, tanto en los aceites de oliva como de
orujo. Esto se atribuye a que se elimina la posibilidad de
interferencia positiva, probablemente debida al cicloarte-
nol o a compuestos que en CCF eluyen con el eritrodiol,
y a que no tiene lugar la ambigliedad del raspado la
banda de esteroles que es consustancial con el método
CCF-esteroles. Por otra parte se observa un aumento de
los valores de los A7-esteroles, con respecto al método
oficial.

La adopcién del método CLAE-esteroles + dialcoho-
les por los laboratorios de las industrias oleicolas repor-
taria un ahorro econémico y de tiempo al permitir el ana-
lisis de esteroles y eritrodiol + uvaol en una sola deter-
minacién. Ademas la mayor precision del método daria
mayor confianza en el resultado obtenido. Finalmente, el
incremento del valor del A7-estigmastenol obtenido por
este método reduciria la probabilidad de que el andlisis
por el método oficial diese valores mas altos, suceso
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posible dada la reproducibilidad que muestra el método
oficial.

La adopcion de este método en los reglamentos que
regulan el comercio del aceite de oliva, disminuiria los
casos de discrepancia de resultados entre laboratorios,
dada su mayor precision. Sin embargo habria que efec-
tuar una revision del limite maximo permitido para el A7-
estigmastenol, ya que el actual esta establecido con los
datos obtenidos mediante determinaciones con el méto-
do CCF-esteroles, que para los A7-esteroles origina
valores significativamente inferiores. Ello implicaria la
obtencién de un banco de datos por aplicacion del nuevo
método a aceites de oliva y de orujo genuinos con alto
contenido en A7-esteroles.
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