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Determinacion de algunos parametros de pureza en aceites de oliva.
Resultados de un estudio colaborativo
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RESUMEN

Determinacién de algunos parametros de pureza en aceites de
oliva. Resultados de un estudio colaborativo.

Se presentan los resultados de un estudio colaborativo realizado con
la participacion de laboratorios de la Administracién Publica y de industrias
del Sector Oleicola con el objeto de determinar la precisién de los métodos
analiticos que se utilizan para la cuantificacién de ciertos componentes de
los aceites de oliva. Esteroles totales, composicién esterdlica, isémeros trans
de 4cidos grasos, ceras y estigmastadienos han sido determinados en
muestras de aceites de oliva virgen, de oliva y de orujo de oliva, mediante
la aplicaciéon de los métodos analiticos indicados en el reglamento CEE
2568/91 de la Uni6n Europea y posteriores modificaciones, asi como en el
Documento TC20/11 del Consejo Oleicola Internacional (1993). Se ha
efectuado un andlisis estadistico de los resultados de acuerdo con la
norma ISO 5725-1986 (E).

PALABRAS-CLAVE: Aceite de oliva — Andlisis estadistico — Estudio
colaborativo — Pardmetro de pureza.

SUMMARY

Determination of some purity parameters in olive oils. Results
from a collaborative study.

The results of a collaborative study with the participation of
Governmental and Olive Oil Industry laboratories is presented. This study
was carried out to determine the precision of the analytical methods used for
quantifying certain components of olive oils. Samples of virgin olive oil,
olive oil and residue olive oil were analysed for total sterols, sterolic
composition, trans isomers from fatty acids, waxes and stigmastadienes,
using the analytical methods included in the Commission Regulation EEC
2568/91 of the European Union and modifications therein, and in Document
TC20/11 of the International Olive Qil Council (1993). The results have
been statistically procesed according to the standard ISO 5725-1986 (E).

KEY-WORDS: Collaborative study — Olive oil — Purity parameter —
Statistical analysis.

1. INTRODUCCION

La pureza de un aceite de oliva se evalua mediante la
determinacion en el mismo de un conjunto de componen-
tes quimicos que permiten establecer su genuinidad. Estos
componentes tienen dos origenes diferentes: aquellos que
estan presentes de forma natural y los que se forman por
transformacién de componentes naturales durante los pro-
cesos de obtencion o refinacion.

Entre los primeros se encuentran esteroles y ceras y,
entre los segundos, los isdémeros trans de los acidos grasos
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y los estigmastadienos. Los valores limites de estos para-
metros para que un aceite sea considerado de oliva estan
definidos en los reglamentos de la Unién Europea y de
otras organizaciones internacionales, tales como, el
Consejo Oleicola Internacional y la FAO/OMS.

La concentracion y composicion de esteroles permiten
determinar la presencia de aceites de semillas en aceites
de oliva, el contenido en ceras indica la presencia de acei-
tes de orujo de oliva, el porcentaje de isémeros trans de
acidos grasos pone de manifiesto la presencia de aceites
desesterolizados en los aceites de oliva y, por ultimo, el
contenido en estigmastadienos permite detectar la pre-
sencia de aceites vegetales refinados en aceites de oliva
virgen.

Los métodos analiticos para la determinacién de estos
componentes estan recogidos en Anexos al Reglamento
CEE 2568/91 de la Unién Europea, en modificaciones
posteriores y en el Documento T20/11 del COl. Sin embar-
go, estos reglamentos no especifican la precisién que
cabe esperar en su aplicacion. Debido a que hay estable-
cidos unos valores limites que no se pueden sobrepasar, el
conocimiento de la precisién de cada método es de gran
importancia en los casos en que la concentracién del com-
ponente esté cercana al valor limite. Por este motivo, den-
tro del convenio firmado en el afio 1994 entre el Ministerio
de Agricultura Pesca y Alimentacion y las asociaciones de
industrias exportadoras ASOLIVA y envasadoras ANIE-
RAC, se proyecto un estudio colaborativo que incluia tanto
a laboratorios publicos como a laboratorios de industrias
oleicolas para determinar con qué fiabilidad, tanto en tér-
minos de reproducibilidad como de repetibilidad, se lleva-
ban a cabo estas determinaciones analiticas.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Para el planteamiento del andlisis circular se siguieron
las indicaciones dadas por W. Horwitz (1988).

A cada laboratorio participante se le remitieron 6 mues-
tras identificadas con claves que correspondian a dupli-
cados de tres aceites que representaban los tres tipos de
aceite de oliva que se preparan para consumo: aceite de
oliva virgen (contaminado con refinado), aceite de orujo de
oliva (mezcla de aceite de oliva virgen y aceite refinado de
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orujo) y aceite de oliva (mezcla de aceites de oliva virgen y
refinado). Las muestras se prepararon de forma que las
concentraciones de los componentes a determinar alcan-
zasen los niveles que normalmente se encuentran en los
tres tipos de aceites. Ademas se envié una muestra de
aceite patron con la indicacién del valor de cada uno de los
parametros objeto del analisis circular, con el fin de que
cada participante pudiese evaluar su metodologia analitica,
corrigiendo aquellos errores sistematicos, principalmente
debidos a diferencias en la concentracién de las soluciones
patrén, y que dan lugar a valores anémalos que son recha-
zados en el estudio estadistico.

Junto con las muestras se remitié un escrito donde se
indicaban las determinaciones a realizar junto con los
métodos analiticos a emplear y una hoja de resultados. Los
métodos analiticos utilizados fueron los siguientes:

— Esteroles (CEE 2568/91 anexo V). Saponificacién del
aceite, fraccionamiento del insaponificable por CCF
de silica gel, formacién de derivados sililados y ana-
lisis por cromatografia de gases en columna capilar.

— Ceras (CEE 183/93). Fraccionamiento del aceite
en columna de silica gel y andlisis por cromatografia
de gases en columna capilar de pequefia longitud.

— Isémeros trans de acidos grasos (CEE 1429/92).
Formacién de los ésteres metilicos de los acidos gra-
sos por el procedimiento de metilaciéon en frio con
solucién 2N de potasa metandlica y analisis por
cromatografia de gases en columna capilar de alta
polaridad.

— Estigmastadienos en aceites virgenes (CE 656/95).
Saponificacion del aceite, fraccionamiento del insa-
ponificable en columna de silica gel y analisis por
cromatografia de gases en columna capilar.

— Estigmastadienos en aceites de oliva y de orujo de
oliva (COI T20/Doc 11, Rev 1, 1993). Fracciona-
miento del aceite en columna de silica gel y analisis
por cromatografia de gases en columna capilar.

En la experiencia participaron 26 laboratorios, pero no
todos ellos llevaron a cabo todas las determinaciones.
Para cada componente y tipo de aceite se recibieron los
resultados duplicados que se indican a continuacion: este-
roles y composicién esterdlica, 26; isdbmeros trans, 22;
ceras, 21 y estigmastadienos, 24. El analisis estadistico de
los resultados se llevd a cabo de acuerdo con la Norma
Internacional ISO 5725-1986(E) donde se indican los cri-
terios de rechazo de resultados y el procedimiento mate-
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matico a seguir. El tiempo para la realizacién de los anali-
sis fue de 30 dias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De cada aceite se enviaron dos muestras con distinto
cédigo por lo que para cada parametro analitico se obtu-
vieron dos resultados que permitieron efectuar un calculo
muy fiable de la repetibilidad.

Para la verificacién de la eventual presencia de valores
anomalos se utilizaron los métodos de Cochran y Dixon. El
método de Cochran determina la presencia de laboratorios
que dan resultados cuya diferencia entre duplicados es
excepcionalmente alta y el método de Dixon determina
valores de un laboratorio que son significativamente dife-
rentes con respecto a los resultados aportados por los
demas laboratorios. Para el estudio estadistico se elimi-
naron los valores rechazados por alguno de dichos méto-
dos. Para cada determinacioén el N° de laboratorios repre-
senta el numero de duplicados utilizados en el andlisis
estadistico.

Los resultados analiticos de los laboratorios se eva-
luaron estadisticamente con objeto de determinar el grado
de precision del método en términos de repetibilidad y
reproducibilidad, determinandose parametros cuyos valo-
res dan una medida de los errores que pueden afectar a los
resultados de las determinaciones analiticas. Estos para-
metros estadisticos son los siguientes:

r. valor de repetibilidad ( 2.8\I—S—Er). Significa que los
valores obtenidos en dos determinaciones sucesivas
realizadas por el mismo operador en la misma mues-
tra no diferiran en mas de r.

S,:desviacion estandar de la repetibilidad.
RSD,: desviacién estandar relativa de la repetibilidad.

R: valor de reproducibilidad ( 2.8QS_ﬂ). Significa que
los valores obtenidos en dos laboratorios diferentes
sobre una misma muestra no diferiran en mas de R.

Sg: desviacion estandar de la reproducibilidad.

RSDg: desviacién estandar relativa de la reproducibi-
lidad.

Las Tablas | a XIl muestran los resultados del analisis
estadistico de los datos obtenidos en el estudio colabora-
tivo para los tres tipos de aceites.

Tabla |
Parametros estadisticos para el contenido en Esteroles Totales (mg/Kg)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Sy RSDg (%)
Aceite Oliva Virgen 26 1479.898 218.179 77.921 5.3 358.011 127.861 8.6
Aceite Orujo Oliva 23 2078.261 225.651 80.590 3.9 445.446 159.09 7.7
Aceite Oliva 23 1366.594 163.171 58.275 4.3 321.447 114.802 8.4
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Tabla Il
Parametros estadisticos para el contenido en Colesterol (%)

Muestra NeLabor  Media r S, RSD, (%) R Sz RSDg (%)

Aceite Oliva Virgen 21 0.205 0.163 0.058 28.4 0.258 0.092 44.9

Aceite Orujo Oliva 23 0.249 0.170 0.061 24.4 0.298 0.106 427

Aceite Oliva 23 0.202 0.126 0.045 22.3 0.307 0.110 54.3
Tabla lll

Parametros estadisticos para el contenido en Brasicasterol (%).

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Sp RSDg, (%)

Aceite Oliva Virgen 22 0 - - - - - -

Aceite Orujo Oliva 22 0.069 0.113 0.041 58.7 0.188 0.067 97.4

Aceite Oliva 25 0.020 0.079 0.028 141.5 0.127 0.046 2275
Tabla IV

Parametros estadisticos para el contenido en Campesterol (%)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD; (%) R Sq RSDg (%)

Aceite Oliva Virgen 24 3.168 0.237 0.085 2.7 0.386 0.138 4.4

Aceite Orujo Oliva 24 3.504 0.260 0.093 2.6 0.342 0.122 35

Aceite Oliva 24 3.153 0.265 0.095 3.0 0.423 0.151 4.8
Tabla V

Parametros estadisticos para el contenido en Estigmasterol (%).

Muestra N2 Labor Media r S, RSD;, (%) R Sq RSDg, (%)

Aceite Oliva Virgen 25 0.742 0.144 0.051 6.9 0.236 0.084 11.4

Aceite Orujo Oliva 25 1.569 0.206 0.074 4.7 0.282 0.101 6.4

Aceite Oliva 25 0.755 0.271 0.097 12.8 0.280 0.100 13.3
Tabla VI

Parametros estadisticos para el contenido en B-Sitosterol aparente (%).

Muestra NeLabor  Media r S, RSD, (%) R Sq  RSDg (%)

Aceite Oliva Virgen 22 94.571 0.723 0.258 0.3 1.589 0.567 0.6
Aceite Orujo Oliva 20 92.476 0.854 0.305 0.3 1.909 0.682 0.7
Aceite Oliva 24 94.724 0.883 0.315 0.3 1.430 0.511 0.5
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Tabla Vil
Parametros estadisticos para el contenido en A7-Estigmastenol (%)

Muestra Ne Labor Media r S, RSD; (%) R Sy RSDg (%)

Aceite Oliva Virgen 25 0.262 0.179 0.064 244 0.218 0.078 26.7

Aceite Orujo Oliva 25 0.615 0.275 0.098 15.9 0.611 0.218 35.4

Aceite Oliva 24 0.286 0.147 0.053 18.4 0.284 0.101 35.5
Tabla VI

Parametros estadisticos para el contenido en Isémeros trans C18:1 (%)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Sq RSDg, (%)

Aceite Oliva Virgen 20 0.018 0.015 0.006 30.1 0.028 0.010 54.6

Aceite Orujo Oliva 19 0.115 0.023 0.008 7.3 0.035 0.012 11.0

Aceite Oliva 21 0.043 0.023 0.008 19.5 0.043 0.015 36.0
Tabla IX

Parametros estadisticos para el contenido en Isémeros trans C18:2 (%)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Sq RSDg, (%)

Aceite Oliva Virgen 21 0.010 0.020 0.007 71.0 0.018 0.006 63.1

Aceite Orujo Oliva 20 0.081 0.018 0.006 7.8 0.023 0.008 10.3

Aceite Oliva 21 0.051 0.013 0.005 8.8 0.028 0.010 19.6
Tabla X

Parametros estadisticos para el contenido en Isémeros trans C18:3 (%)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Si RSDy (%)

Aceite Oliva Virgen 18 0.006 0.009 0.003 55.2 0.027 0.010 163.8

Aceite Orujo Oliva 21 0.056 0.023 0.008 14.9 0.041 0.015 25.8

Aceite Oliva 19 0 057 0.022 0.008 13.6 0.056 0.020 35.2
Tabla Xl

Parametros estadisticos para el contenido en Ceras (mg/Kg)

Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Sy RSDg, (%)
Aceite Oliva Virgen 20 115.175 34.101 12.179 10.5 42.917 15.328 13.3
Aceite Orujo Oliva 14 2251.929 259.123 92.544 41 454.431 162.297 7.2
Aceite Oliva 19 128.895 23.214 8.291 6.4 43.344 15.480 12.0
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Tabla Xil
Parametros estadisticos para el contenido en Estigmastadienos (mg/Kg)
Muestra N2 Labor Media r S, RSD, (%) R Si RSDg, (%)
Aceite Oliva Virgen 19 0.98 0.159 0.057 5.8 0.423 0.151 15.4
Aceite Orujo Oliva 20 21.36 2.201 0.786 3.7 6.642 2372 11.1
Aceite Oliva 2| 11.595 1.495 0.534 4.6 2.235 0.798 6.9

Del examen de los datos de las determinaciones de
colesterol y brasicasterol en los aceites de oliva virgen y de
orujo de oliva, se observa que hay un importante rechazo
de resultados (desde 3 hasta 5 sobre un total de 26) y una
deficiente precision (Tablas Il y 1ll). La precisién de ambas
determinaciones en el aceite de oliva (Tablas Il y Ill) tam-
bién es muy deficiente. Ello se atribuye a que se trata de
medidas de areas de picos cromatograficos muy pequefios
que pueden solaparse con otros picos debidos a impurezas
que aparecen a tiempos de retencién similares, si la sepa-
racién de los esteroles en la CCF no se ha llevado a cabo
correctamente. En las determinaciones de esteroles tota-
les en el aceite de oliva y en el de orujo de oliva, asi
como de B-sitosterol aparente en los tres aceites, se obser-
va un rechazo de muestras (de 2 a 6 sobre 26) que es muy
marcado en el caso del B-sitosterol en aceite de orujo de
oliva (6 sobre 26); sin embargo, la reproducibilidad es
buena en los esteroles totales (Tabla 1) y muy buena en el
B-sitosterol (Tabla VI). Estos hechos pueden ser debidos a
que los valores son el resultado de medidas de areas de
picos muy grandes respecto al resto de componentes y res-
pecto al estandar interno, lo que lleva consigo posibles erro-
res en la integracion. El campesterol (Tabla IV) y el estig-
masterol (Tabla V) se determinan con una precision
aceptable, acorde con el tamafio de los picos cromato-
gréficos a que dan lugar. Sin embargo, el A7-estigmastenol
(Tabla VII} muestra una mala repetibilidad y reproducibili-
dad que se atribuye a la variabilidad que introduce la
ambigua delimitacion de la banda de esteroles en la placa
de CCF de silica gel (Ledn y Cert, 1994), que conlleva una
imprecisa recuperacion de los A7-esteroles al efectuar el
raspado de dicha banda. Debido a que el limite maximo
admitido para la concentracion de este compuesto en los
aceites de oliva (0,5%) esta muy préximo a los valores nor-
males (0,3 - 0,4%), se pone de manifiesto la necesidad de
mejorar la reproducibilidad del método analitico, sustitu-
yendo la separacion por CCF sobre silica gel por otra téc-
nica de separacion. En términos generales, la precision
hallada en el analisis de los diferentes esteroles es similar
a la encontrada en un ensayo realizado por laboratorios ita-
lianos (Morchio et al., 1989).

Los isdbmeros trans de acidos grasos (Tablas VIl a X)
presentan para las determinaciones de trans 18:1 y trans
18:2 en el aceite de orujo de oliva (aceites con alto conte-
nido en estos compuestos) una precisién aceptable mien-
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tras que para las determinaciones en los restantes tipos de
aceites los valores de la repetibilidad y reproducibilidad son
muy elevados. En efecto, los aceites de oliva virgen y de
oliva dan lugar a picos muy pequefios (menores que el
0,05%) cuya integracion se ve afectada por el error de la
diferente atribucién de linea base. La determinacion de
trans 18:1 esta también afectada por la variabilidad debida
a las condiciones de inyeccién del cromatégrafo de gases
(Ledn y Cert, 1994). En el caso de los trans 18:3 los erro-
res se pueden atribuir a la incorrecta identificacién de los
picos por diferencias en los tiempos de retencion a causa
de distinta polaridad de las columnas utilizadas para la cro-
matografia de gases (Ledn y Cert, 1994). Como conse-
cuencia de los resultados obtenidos en el caso de la deter-
minacién de los isémeros trans 18:1, 18:2 y 18:3 en el
aceite de oliva virgen, seria recomendable ampliar el limi-
te actualmente vigente para este tipo de aceite de 0,03%
hasta 0,05%, ya que la reproducibilidad (valores de R
0,028, 0,018 y 0,027 para 18:1, 18:2 y 18:3 respectiva-
mente) es de la misma magnitud que el limite. Estos resul-
tados no son comparables con los aportados por Amelio ef
al. (1993), ya que estos autores examinan aceites con
unos niveles de acidos trans muy superiores a los que
normalmente exhiben los aceites de oliva.

En las determinaciones de ceras en los aceites de
orujo (Tabla XI), se eliminan los resultados de 7 laboratorios
de un total de 21 por falta de repetibilidad. Este hecho
puede atribuirse al desigual fraccionamiento del patrén
interno y las ceras que a veces ocurre en la columna de sili-
ca gel (Ledn y Cert, 1994) y que es més acusado cuando la
concentracion de ceras es grande. Para evitarlo se reco-
mienda el uso de un indicador coloreado que permite apre-
ciar la posicion de las ceras en la columna de fracciona-
miento y asi recoger la fraccién entera (Ledn y Cert, 1994).
También se observa escasa repetibilidad en el caso de los
aceites virgenes (Tabla XI) debido a que el parametro es el
resultado de sumar las areas de cuatro pequefios picos cro-
matograficos, cada uno de ellos debido a varios com-
puestos. Por tanto, debe evitarse el desdoblamiento de
los picos utilizando para la cromatografia de gases unas
condiciones que proporcionen escasa resolucion, tales
como, columna corta, diametro grande y fase con poca
polaridad. Finalmente la determinacion de estigmastadienos
resulta con una precisién aceptable (Tabla XIl) indicando
que el método no presenta problemas de aplicacion.
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