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RESUMEN/ABSTRACT

[ES] Los esteroles, compuestos derivados del escualeno mediante procesos
biosintéticos, estan presentes en todos los aceites vegetales. Forman parte de la
fraccion insaponificable y conforman la “huella dactilar” de los aceites ya que se
encuentran en concentraciones diferentes en cada uno de ellos. La Unidén Europea
establece la concentracion de esteroles como un parametro de autenticad en los
aceites vegetales, asi como las concentraciones de esteroles totales y de esterenos.
La cromatografia de gases con detector de ionizacién (GC-FID) de llama es el método
oficial para la analizar estos compuestos, permitiendo determinar la autenticidad de
un aceite determinado o detectar mezclas fraudulentas entre aceites de diferente
calidad y/o especie. El perfil de esteroles nos permite determinar el origen geogréfico
de diferentes muestras de aceite, como el aceite de oliva, y detectar si ha sido
adulterado. Marcadores como relacion entre esteroles libres y esterificados, la
concentracion de estigmastadienos, el [(-sitosterol, campesterol, estigmasterol y
brassicasterol, entre otros, son clave para detectar fraudes en aceites vegetales. Asi,
los esteroles son fundamentales para garantizar la autenticidad y calidad en los

aceites vegetales.

[EN] Sterols, compounds derived from squalene through biosynthetic processes, are
present in all vegetable oils. They are part of the unsaponifiable fraction and form the
“fingerprint” of oils, as they are found in different concentrations in each type. The
European Union establishes sterol concentration as a parameter of authenticity in
vegetable oils, along with total sterol and sterene concentrations. Gas chromatography
with flame ionization detection (GC-FID) is the official method for analyzing these
compounds, allowing the determination of an oil’'s authenticity or the detection of
fraudulent mixtures between oils of different quality and/or type. The sterol profile also
enables us to determine the geographic origin of various oil samples, such as olive oil,
and to detect any adulteration. Markers such as the ratio of free to esterified sterols,
the concentration of stigmastadienes, and levels of B-sitosterol, campesterol,
stigmasterol, and brassicasterol, among others, are essential for detecting fraud in
vegetable oils. Thus, sterols are fundamental in ensuring authenticity and quality in

vegetable oils.



1. INTRODUCCION

1.1. Autenticidad de los aceites vegetales
La autenticidad de los aceites vegetales es un aspecto critico en la industria
alimentaria, ya que la adulteracion de estos productos puede afectar su calidad, valor
nutricional y seguridad para el consumidor. La autenticidad se refiere a la conformidad
del producto con lo que se declara en su etiquetado, incluyendo su composicion y
origen (Aparicio y Aparicio-Ruiz, 2000).

Problema Subproblema Paradigma
Adulteracion Adicion de aceites economicos a Determinacion de mezclas entres
aceites de mayor valor diferentes aceites vegetales.

Adicién de aceites refinados a Deteccién de ROO y RPOO en AOV.
aceite de oliva virgen

Origen geografico Etiqueta inexacta Determinar origen geografico
Trazabilidad Caracterizacién/autentificacion PDO
Tipo Especies Caracterizacion de aceites
vegetales.
Variedad Caracterizacion de categorias

comerciales del aceite de oliva.

Tabla 1.1. Problemas comunes de autenticidad en aceites vegetales. Fuente: Aparicio y Harwood, 2013.

1.1.1. Problemas comunes de autenticidad y legislacién vigente
Los criterios para definir la autenticidad de un producto alimenticio varian segun el tipo
de producto. Sin embargo, se ha propuesto una definicion que indica que un producto
es auténtico si cumple con dos condiciones: primero, que su descripcion en la etiqueta
sea precisa y, segundo que cumpla con las leyes del pais donde se comercializa. Por
tanto, un alimento auténtico proviene de una fuente especifica, la cual debe estar
claramente definida, como una categoria comercial del aceite de oliva, por ejemplo.
Los principales problemas relacionados la autenticidad de los aceites vegetales se
presentan en la tabla 1.1. La practica mas comudn es la mezcla de aceites de alta
calidad y alto valor economico con aceites mas econémicos, como por ejemplo la
adulteracion de aceite de oliva virgen extra con aceite de orujo de oliva o con aceites

vegetales de diferente especie (girasol, soja, etc.). Otro problema frecuente es el



engafo sobre el origen geografico, falsificacion de la indicacion Geografica Protegida

(IGP) y la Denominacién de Origen Protegida (DOP) (Aparicio y Harwood, 2013).

En el contexto de la produccion y el comercio internacional de aceites vegetales
comestibles, existen tres organismos reguladores principales: la Unién Europea (UE),
la comisién del Codex Alimentarius y especificamente para el aceite de oliva y aceite
de orujo de oliva, el Consejo Oleicola Internacional (COI). La UE aplica regulaciones
propias que son de cumplimiento obligatorio Unicamente dentro de los paises
miembros. La Comision del Codex Alimentarius establece un marco normativo
internacional compartido por un gran niamero de paises, aunque el cumplimiento de
sus estandares es voluntario con una referencia global para garantizar la calidad y
seguridad alimentaria en el comercio internacional. ElI COI, por su parte, se dedica
exclusivamente a la regulacion del aceite de oliva y del aceite de orujo de oliva, es de
cumplimiento voluntario, aunque muchos de los métodos de analisis propuestos por
el COI han sido adoptados tanto por la Unién Europea como por el Codex Alimentarius

como métodos oficiales de analisis (Aparicio y Harwood, 2013).

Respecto a los aceites de oliva y de orujo de oliva, el Reglamento (UE) 2022/2104
establece las diferentes categorias comerciales y los requisitos de pureza y calidad
que deben cumplir todos los aceites de oliva en la Unién Europea. Establece el
contenido total de esteroles, el contenido de esteroles especificos y el contenido de
estigmastadienos (derivados de los esteroles) como parametros analiticos de pureza,
con el fin de evaluar la autenticidad de los aceites. Para que un aceite de oliva sea
genuino y apto para su comercializacion el contenido del (-sitosterol aparente (-
sitosterol + A%-avenasterol + A>23-estigmastadienol + sitostanol + clerosterol+ A>24-,
estigmastadineol) debe ser mayor o igual a 93.0% del total de esteroles. El contenido
de brassicasterol debe ser menor o igual al 0.2% del total de esteroles en el caso del
aceite de orujo de oliva y menor o igual al 0.1% para las demas categorias. El
campesterol debe ser menor o igual al 4.0% y el estigmasterol debe ser menor que el
campesterol. Para la determinacién de los esteroles totales y especificos establece
como meétodo oficial el COI/T.20/DOC N°26 y para la determinacion de
estigmastadienos el COI/T.20/Doc. N.° 11 ambos propuesto por el Consejo Oleicola
Internacional (COIl). Los limites impuestos por el Reglamento (UE) 2022/2104,
coinciden con los de la norma CXS 33-1981 del Codex Alimentarius. (Codex

Alimentarius, 1981; International Olive Council, 2020; International Olive Council,
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2017; Union Europea, 2022).

Respecto a los demés aceites vegetales comestibles, la UE no establece limites en la
composicién de esteroles, pero podemos adoptar los propuestos por el Codex
Alimentarius en la norma CXS 210-1999 para aceites vegetales especificos, en la cual
especifica la concentracion de esteroles caracteristica de cada aceite vegetal y
recomienda seguir el método propuesto en ISO 6799:1991 (Codex Alimentarius,
1999).

1.2.Esteroles en aceites vegetales
1.2.1. Definicién y estructura quimica de los esteroles

Los esteroles son una subclase de los esteroides, derivados del triterpeno escualeno
mediante procesos biosintéticos. Su estructura basica consta de un nucleo esteroide
(ciclopentanoperhidrofenantreno), compuesto por cuatro anillos fusionados,
denominados A, B, C, y D. Este nucleo se complementa con una cadena lateral
alquilica en el carbono 17 (ubicada en el anillo D) y un grupo hidroxilo (-OH) unido al
carbono 3 del anillo A, como se muestra en la figura 1.2 (Pérez-Castafio et al., 2013).

Dentro del nucleo esteroide, el anillo A es el Unico que contiene un grupo funcional
clave: el grupo hidroxilo en el carbono C-3, responsable de la interaccion de los
esteroles con las membranas celulares lo que contribuye a su naturaleza anfipatica.
Los anillos B y C son ciclohexanos fusionados, mientras que el anillo D es un
ciclopentano. La fusion rigida de estos anillos confiere una estructura tridimensional
plana y poco flexible. La cadena lateral alquilica en el carbono C-17 del anillo D es lo
que diferencia a los diversos esteroles. A diferencia del colesterol de origen animal,
los fitoesteroles contienen grupos metilo o etilo en el carbono C-24 de dicha cadena
(Aparicio y Aparicio-Ruiz, 2000; Pérez-Castario et al., 2013).
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Figura 1.1 Esquema de la estructura basica de los esteroles, carbonos numerados de acuerdo con la
nomenclatura IUPAC 1989. Adaptado de Pérez-Castafio et al., 2013.

4.4'dimetil esteroles

Dentro de los esteroles vegetales se incluyen dos tipos: los esteroles y los estanoles,
ambos comparten una estructura quimica similar, con la diferencia de que los
estanoles carecen del doble enlace entre los carbonos C-5 y C-6 del anillo B. En lugar
de esta instauracion, los estanoles estan completamente saturados en esta posicion,
lo que significa que los enlaces son todos simples. Los estanoles se encuentran en
una proporcién muy baja en los aceites vegetales por lo que el término “esteroles” se
utiliza cominmente para referirse tanto a esteroles y estanoles (Meco-Lépez et
al.,2016).

La cantidad de grupos metilo presentes en el cuarto carbono (dos, uno o0 ninguno) es
la caracteristica distintiva mas importante de los esteroles. En funcion de esta
caracteristica, los EV se pueden clasificar en tres categorias:

4-desmetilesteroles (sin grupo metilo): Este es el grupo mas abundante en los
aceites vegetales. Dentro de esta categoria, y en funcién a la posicion y nimero de
dobles enlaces en el anillo B, se subdividen en A4s5-esteroles, A7-esteroles y A457-

esteroles (Pérez-Castafio et al., 2012). Entre los mas destacados se encuentran:

* B-Sitosterol (Figura 1.2). Su férmula molecular es C29H500 Yy presenta una cadena
lateral de 8 atomos de carbono en el carbono 17 del nucleo esteroide. En esta cadena
lateral, se encuentra un grupo etilo (—CH2CH3) en la posicion C-24. Este es el EV mas

abundante en la mayoria de los aceites vegetales, especialmente en el aceite de oliva
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y el de girasol. Su estructura es muy similar a la del colesterol, pero la adiccion de un
grupo etilo en el carbono C-24 lo diferencia (Moreau et al., 2018; Pérez-Castafio et al.,
2013).

e Campesterol (Figura 1.2). Su férmula molecular es C28H180 y se caracteriza por
una cadena lateral mas corta que el B-Sitosterol, con solo un grupo metilo (—CHs) en
la posicion C-24. Cu concentracion varia segun el tipo de aceite vegetal, siendo mas
abundante en aceites como el de soja y el de colza. Es mas abundante en aceites

como el de soja y colza (Moreau et al., 2018; Pérez-Castario et al., 2013).

» Estigmasterol (Figura 1.2). Su férmula molecular es C29H480, presenta una cadena
lateral de 8 atomos de carbono, similar al B-Sitosterol, pero con un doble enlace
entre los carbonos C-22 y C-23. Este doble enlace le da una mayor reactividad y
propiedades ligeramente diferentes en cuanto a su funcién biologia y fisicoquimica. Es
un esterol predominante en el aceite de soja (Moreau et al., 2018; Pérez-Castafio et
al., 2012).

* Brassicasterol (Figura 1.2). Su férmula molecular es C28H460, presenta un

doble enlace entre los carbonos C-22 y C-23, similar al estigmasterol, pero tiene una
cadena lateral mas corta, con un grupo metilo en C-24 (Moreau et al., 2018; Pérez-
Castafio et al., 2012).

« A5-Avenasterol (Figura 1.2). Cuya formula molecular es C29H480, presenta una
estructura similar al estigmasterol, pero con un doble enlace adicional entre los
carbonos C-7 Y C-8. Es un esterol caracteristico del aceite de oliva virgen extra y tiene

propiedades antioxidantes (Moreau et al., 2018).

4-desmetilesteroles

HsC CHg

HO

Brassicasterol AS5-Avenasterol

Figura 1.1.2. Estructura de los 4-desmetilesteroles. Fuente: Sigma



4a-metilesteroles (un grupo metilo). Son menos abundantes en los aceites vegetales
gue los 4-desmetilesteroles (Moreau et al., 2018).

4,4’-dimetilesteroles (dos grupos metilo). Al igual que los 4-monometilesteroles se
encuentran en concentraciones muy bajas en los aceites vegetales. Aunque este
grupo es interesante, ya que, ademas de los esteroles incluye también a los alcoholes
triterpénicos, compuestos que tienen estructuras quimicas relacionadas (Moreau et
al., 2018). Entre ellos podemos destacar:

* Cicloartenol (Figura 1.3). Su formula molecular es C3oHs00, su estructura se
caracteriza por tener un grupo metilo en el carbono 4, que lo diferencia de los 4-
desmetilesteroles como el B-sitosterol. Ademas, tiene un anillo ciclopropano fusionado
entre los carbonos 9 y 10 (Moreau et al., 2018).

* Lupeol (Figura 1.3). Su formula molecular es C30Hs00. Es un triterpenoide que
también se incluye en el grupo de los alcoholes triterpénicos. Su estructura difiere
notablemente de los esteroles mencionados anteriormente debido a que tiene un
esqueleto de lupano, lo que implica una organizacién mas compleja de los anillos. En
el carbono 3, presenta un grupo hidroxilo (-OH), y no tiene una cadena lateral alifatica
larga como los esteroles anteriores, sino una estructura pentaciclica (Schalag et al.,

2024).

4.4’ -dimetilesteroles

Cicloartenol Lupeol

Figura 1.3. Estructura de los 4,4’-dimetilesteroles mas comunes. Fuente: SIGMA
A parte de los esteroles mencionados, los cuales son los principales presentes en los
aceites vegetales, podemos encontrar muchos mAs en concentraciones mas
pequenas. Recientemente se ha hecho un estudio mediante GC/MS en 24 aceites

vegetales con el objetivo de crear un base de datos (Schlag et al., 2024).
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1.2.1.1. Esteroles esterificados
Los EV pueden presentarse como esteroles libres, es decir, con el grupo OH libre, o

como conjugados, cuando el grupo OH estd unido covalentemente mediante un
enlace éster o un enlace glucosidico con glucosa (y ocasionalmente otros azucares).
Los cuatro tipos comunes de conjugados de esteroles son: ésteres de esterol (SE,
esterificados con acidos grasos), ésteres de acido hidroxicinamico (HSP,
principalmente esterificados con &cido ferulico o p-cumarico), glucésidos de esterol
(SG) y glucésidos de esterol acilado (ASG). Los mas comunes o estudiados son los
esteres de esteroles (de &cidos grasos) (Moreau et al., 2018).
1.2.2. Distribucién de esteroles en diferentes aceites vegetales

La distribucion de esteroles libres en aceites vegetales crudos es un factor clave para
su caracterizacion y autentificacion, ya que cada tipo de aceite presenta un perfil
especifico. El colesterol, aunque generalmente se encuentra en bajas concentraciones
en los aceites vegetales, destaca en el aceite de palma donde puede alcanzar el 6.7%
del total de esteroles. En aceites con bajo contenido de esteroles totales, como el de
oliva (1.000-2.000 mg/kg) y el de avellana (1.500-3000 mg/kg), es minimo o no
detectable. El brassicasterol es caracteristico de aceites de colza, especialmente en
variedades de bajo contenido de acido erucico, donde puede representar entre el 5%
y el 13% del total de esteroles, su presencia en otros aceites es limitada. El campesterol
esta presente en la mayoria de los aceites vegetales, siendo especialmente
abundante en los aceites de semillas, como el de colza y el de soja, donde puede
representar hasta el 30% del total de esteroles, mientras que en el aceite de oliva su
concentracion es menor, situandose por debajo del 5%. El estigmasterol, al igual que
el campesterol, se encuentra en la mayoria de los aceites vegetales, siendo
predominante en los aceites de maiz (10-15%) o soja (20%), mientras que en aceites
como el de oliva y el de palma aparece se encuentra en proporciones mas reducidas
(1-10%). El B-sitosterol es el esterol predominante en la mayoria de los aceites
vegetales, en aceites de oliva y de avellana alcanza concentraciones sobre el 90%,
siendo el esterol mas abundante, mientras que en otros aceites especificos se
encuentra en menor concentracion, como el aceite de colza y soja (55-60%) o maiz y
trigo (60-65%). Otros esteroles menores, como el AS-avenasterol y los A’-

estigmastenol, se encuentran en concentraciones especificas en los aceites de
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sésamo y cartamo. La suma de todos los esteroles libres se denomina esteroles
totales y se expresa como mg/kg de aceite, los esteroles totales también son un
parametro de pureza caracteristico de cada aceite (Normén et al., 2007; Nystrom et
al., 2012; Moreau et al., 2018; Plumb et al., 2011).
1.2.3. Efecto del reinado en la composicion de esteroles.

El refinado es un proceso destinado a mejorar la calidad de los aceites mediante la
eliminacion impurezas. El desodorizado es una etapa clave del refinado en la que se
aplica vapor a altas temperaturas (180-240°C) en vacio, esto provoca la eliminacién a
grandes rasgos de aldehidos y centonas, compuestos fendlicos y peroxidos,
causantes de olores a rancio, acidez y sabores amargos. Las altas temperaturas
también pueden eliminar/alterar compuestos beneficiosos como es el caso de los
esteroles. Estos procesos provocan la deshidratacion de los esteroles presentes en el
aceite, lo que da lugar a la formacion de hidrocarburos esteroidales, conocidos como
estigmastadienos. La deshidratacion del p-sitosterol (figura 1.4), el esterol
predominante en los aceites vegetales, general 24-etilcolesta-3,5-dieno (estigmasta-
3,5-dieno), y en menor cantidad, sus isémeros posicionales, como estigmasta-2,4-
dieno y estigmasta-2,5-dieno. Otros estigmastadienos como 24-metilcolesta-3,5-dieno
(campesta-3,5-dieno) y 24-etilcolesta-3,5,22-trieno  (estigmasta-3,5,22-trieno),
resultan de la deshidratacion del campesterol y el estigmasterol, respectivamente
(Aparicio y Harwood, 2013; Bai, Ma y Chen, 2020; Garcia, Martins y Cabrita, 2013).

HO

Figura 1.4. Deshidratacion del B-sitosterol para formar estigmata-3,5-dieno. Fuente: Elaboracion propia.

El Consejo Oleicola Internacional (COIl) propone el andlisis de estigmastadienos como
una técnica esencial para detectar la presencia de aceites refinados en mezclas con
aceite de oliva virgen. Para asegurar la autenticidad del producto, el COI ha

establecido limites especificos de concentracion de estigmastadienos para cada
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categoria comercial de aceite de oliva, los cuales se presentan en la figura 1.5. Se
dispone de dos métodos oficiales de analisis, detallados en los documentos
COI/T.20/Doc. n® 16 y COI/T.20/Doc. n° 11 (International Olive Council, 2017;
International Olive Council, 2021).

Estigmastadienos  R1
ppm

Aceites de oliva virgenes comestibles =0,15 - estigmasta _ 3,5 _ dieno
Aceite de oliva virgen lampante =0,50 - R1 = Campesta — 3’5 —dieno
Aceite de oliva refinado =50* =212

Aceite de oliva <50+ =12 *La relacién R1 se aplica a los aceites que

- - - contengan mas de 4 ppm de estigmastadienos.
Aceite de orujo de oliva crudo

=
Aceite de orujo de oliva refinado =120* =10
=

Aceite de orujo de oliva

Figura 1.5. Limites de concentracidn de estigmastadienos para las diferentes categorias comerciales
del aceite de oliva. Adaptado de International Olive Council, 2017.

Otra etapa que afecta a la composicidon de esteroles es el “blanqueo o decoloracién”.
Esta etapa consiste en la eliminacion de las sustancias responsables del color. El
aceite se trata con arcilla activada con acido sulfarico. El acido sulfarico actia como
catalizador en la esterificacion de Fisher, los grupos hidroxilos presentes en los
esteroles libres reaccionan con los grupos carboxilo presentes en los acidos grasos
para formar un enlace éster, dando lugar a los esteres de esteroles (figura 1.6). Este
proceso implica la reduccién de esteroles totales, recordemos que es la cuantificacion
total de esteroles libres, ya que parte de ellos han sido esterificados. En consecuencia,
cuando un aceite es refinado baja la proporcion de esteroles libres y aumenta la
proporcién de esteroles esterificados (Bai, Ma, y Chen, 2020).

B-sitosterol
estenficado

Acide olelca A-sitasterol

Figura 1.6. Esterificacion entre el B-sitosterol y el &cido oleico. Fuente: Elaboracién propia

1.3.Proceso analitico para la determinacion de esteroles en aceites

vegetales

1.3.1. Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID).
Método oficial. COI/T.20/DOC n°26.

El Reglamento de Ejecucién (UE) 2022/2104 establece como método oficial el
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COI/T.20/DOC N°26, desarrollado por el Consejo Oleicola Internacional (COI). El COI
propone este método para determinar el contenido y la composicién de esteroles en
aceites vegetales a través de cromatografia de gases con columna capilar y detector
de ionizacién de llama (GC-FID) (International Olive Council, 2020; Unién Europea,
2022). El procedimiento oficial consta de varias etapas:

Preparacion del insaponificable. El objetivo de este paso es que todos los esteroles
que se encuentre esterificados de forma natural en el aceite pasen a esteroles libres
para realizar la determinacion total. Si el objetivo es analizar los esteroles esterificados
este paso debe omitirse. Para llevar a cabo la saponificacion, se afiade a las muestras
una cantidad especifica de a-colestanol al como patrén interno. A continuacion, las
muestras se someten a una saponificacion alcalina con hidroxido de potasio (KOH),
lo que permite librera los esteroles de las fracciones de acidos grasos. Se calienta la
muestra con la disolucién alcalina a reflujo durante un tiempo determinado,
generalmente de 30 min a 1. Posteriormente, la muestra se trasvasa a un embudo de
decantacion y se separa la fase organica (que contiene los esteroles) de la fase
acuosa. Una vez terminado todo el proceso de decantacion, se seca con sulfato de
sodio anhidrido. La saponificacion de esteroles implica la hidrolisis de ésteres en
presencia de una base fuerte, lo que resulta en la liberacion de esteroles libres y la
formacion de sales de acido carboxilico, como se muestra en la figura 1.7.

(International Olive Council, 2020).

Figura 1.7. Mecanismo simplificado de la reaccidon de saponificacién de esteroles conjugados.
Fuente: Elaboracién propia.
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Separacion de la fraccion de esteroles. Los esteroles se extraen mediante
cromatografia en capa fina (CCF) o mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Lafigura 1.8.A. muestra una capa cromatografica correspondiente a un aceite
de orujo de oliva, en la que se observa la separacion de componentes. Para extraer
los esteroles, es necesario recuperar la zona 2, que contiene tanto los esteroles como
los alcoholes triterpénicos (eritrodiol+uvaol). En el caso de la HPLC, la figura 1.8.B.
presenta un cromatograma de un aceite de oliva en el cual la zona 2 corresponde con

la fraccion de esteroles y alcoholes triterpénicos (International Olive Council, 2020).

S | 1y drocarbons

2 a-Tocopherol

078 075

3 Prenols

2 g g %% i 2 L
1 “ 4 Triterpenic Alcohols
5 Aliphatic Alcohols
- 028 025

6 Mecthyl Sterols

8 Triterpenic Dialcohols o s ) s » P »

Figura 1.8. A) Placa cromatografica del aceite de orujo donde se observa el area que deberia rasparse.
B) Cromatograma HPLC de la fraccién insaponificable separada de un aceite de oliva, la zona 2
corresponde con los esteroles y los alcoholes triterpénicos. Adaptado de International Olive Council,
2020.

Derivatizacion. Los esteroles en su forma libre deben someterse a un proceso de
derivatizacion antes de ser analizados mediante GC, comunmente realizado a través
de silanizacion. Se utilizan reactivos como como TMS (trimetilsilil) o BSTFA (N,O-
Bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) para transformas los grupos hidroxilo (-OH) en
grupos trimetilsilil, aumentando si la volatilidad y estabilidad térmica de los esteroles,
lo que facilita su andlisis. La derivatizacion es crucial para obtener resultados mas
precisos y fiables (Garcia-Gonzalez et al., 2019; International Olive Council, 2020). La

reaccion se resume de la siguiente manera:
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ESterol-OH + (CHg)gsl_N[COCFg]S|(CH3)3 — ESterOI-OSi(CH3)3 + (CH3)3si-NHCOCH3

Cromatografia de gases. Para el andlisis por GC-FID, se introduce una pequefia
cantidad de la muestra derivatizada en el cromatografo de gases. La columna capilar
de fase no polar, como la de dimetilpolisiloxano, permite la separacién de los
diferentes esteroles en la muestra. Los esteroles se detectan y cuantifican mediante
un detector de ionizacion de llama (FID), que es especialmente sensible a compuestos
gue contienen carbono (International Olive Council, 2020).
Identificacidn de los picos. La identificacion de los esteroles se realiza comparando
los tiempos de retencion con los de estandares de esteroles conocidos, como
colesterol, estigmasterol, B-sitosterol y campesterol, entre otros. La figura 1.9 muestra
un cromatograma tipico de un aceite de oliva lampante (International Olive Council,
2020)
Determinacion cuantitativa. La cuantificacion se lleva a cabo utilizando un estandar
interno (a-colestanol) o una curva de calibraciobn generada con soluciones de
concentraciones conocidas de los esteroles de interés y se expresa como mg de
esterol por 100g de materia grasas (International Olive Council, 2020), de la siguiente
manera:
A, -mg-100
esterol X = ———
As-m
Siendo:
Ax : area del pico del esterol X
As : area del pico del a — colestanol
ms: peso de a — colestanol afiadido, en miligramos

m : peso de la muestra tomado para la determinacién, en gramos

Expresion de los resultados. Se registra el contenido de cada uno de los esteroles
en mg/100g de materia grasas, y como “esteroles totales”, su suma. El porcentaje de
cada uno de los esteroles simples es la razén entre el area del pico correspondiente

y la suma de las areas de los picos de los esteroles (International Olive Council, 2020).

% del esterol X = & x 100
0 ZA
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Siendo:
Ax : area del pico de X

YA : suma de las areas de todos los picos

30,

)’{

s

‘ 17

‘m 144516 P 18

T = T —
0o M0 00

Figura 1.9. Cromatografia de gases de la fraccion de esteroles y de dialcoholes triterpénicos de aceite
de oliva lampante (con ayuda de patrén interno). Adaptado de International Olive Council, 2020.

1.3.2. Alternativas al método oficial
1.3.2.1. Tratamiento de muestra

Como hemos visto en el método oficial, el paso de la extraccién liquido-liquido es
laborioso, consume grandes cantidades de disolvente, es propenso a la formacion de
emulsiones y requiere pasos de lavado. El paso de la TLC también es lento, tiene un
bajo rendimiento y una recuperacion baja. Por ello se han propuesto numerosas

alternativas que se describen a continuacion (Mathison y Holstege, 2013).

Mathison y Holstege desarrollaron una mejora al método oficial para la determinacion
de esteroles en el aceite de oliva, implementada en el Centro de Aceite de Oliva de
UC Dawvis. En lugar de la extraccion liquido-liquido (LLE), utilizaron la extraccion en
fase solida con soporte liquido (SLE) en un cartucho de tierra de diatomeas, y
reemplazaron la cromatografia en capa fina (TLC) por la extraccion en fase sélida
(SPE) en una columna de gel de silice. Este método mejorado elimina varios

inconvenientes y permite preparar multiples muestras en paralelo. Posteriormente
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este método ha sido validado por Phnomenex. Este método no tiene caracter oficial

(Chapa et al., s.f.; Mathison y Holstege, 2013).
1.3.2.2. Deteccion

Una alternativa al método clasico (GC-FID) es utilizar la cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS). El detector MS determina las
relaciones masa-carga de las moléculas al ionizarlas y fragmentarlas dentro del
espectrometro de masas. Cuando los iones llegan al detector se genera un espectro
de masas. El método GC-MS nos proporciona una informacion estructural detallada
de cada compuesto, mediante el uso de espectro de masas de referencia. Esto es util
para diferencia compuestos con tiempos de retencion similares evitando asi la posible
coelucion de esteroles por GC-FID (Srivastava et al., 2024). En la figura 1.10 se ilustra
un ejemplo de espectro de masas junto con su esquema de fragmentaciones para el
B-sitosterol (Saini et al., 2021).
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Figura 1.10. Espectro de masas y esquema de fragmentacion para el 3-sitosterol. Adaptado de Saini et
al., 2021, con permiso de la editorial Elsevier.
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2. OBJETIVOS

En esta memoria, se ha llevado a cabo una revision bibliografia de los métodos de
analisis del perfil de esteroles en aceites vegetales y su aplicacion a la autenticidad
de cada aceite determinado y a la determinacién de mezclas fraudulentas entre
aceites vegetales.

Debido a la extension del tema a tratar y a la gran cantidad de métodos aplicados a
este propdosito, la memoria se centra en la aplicacion de la cromatografia de gases ya

que es la técnica mas ampliamente utilizada.

El objetivo principal es revisar la bibliografia cientifica que ha aplicado la cromatografia
de gases en el estudio de la fraccion de esteroles del aceite de oliva y otros aceites

vegetales.
Como objetivos especificos se plantean:

+ Examinar la utilidad y la bibliografia existente sobre el analisis de la fraccidén de
esteroles para la identificacion de la autenticidad de un aceite determinado.
« Examinar la utilidad y la bibliografia existente sobre el analisis de la fraccion de

esteroles para la determinacion de una mezcla fraudulenta de aceites vegetales.

3. METODOLOGIA

La memoria consiste en una revision bibliografica de la literatura acerca de la
autentificacion de los aceites vegetales a través del analisis de la fraccion de esteroles
mediante técnicas cromatograficas. La busqueda se efectud en las bases de datos de
ScienceDirect, Scopus y Google Académico.

Realizo una busqueda general con la sintaxis: (“vegetable oil” OR “edible oil” AND
“sterols”) con el objetivo de obtener informacion general sobre el tema.

Una vez vista la magnitud de articulos y técnicas empleada se decide acotar el tema

a la técnica de cromatografia de gases.
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Para una busqueda mas especifica se emplea la sintaxis ("vegetable oil" OR "edible
oil") AND ("authentication® OR "adulteration”) AND "sterols" AND " gas
chromatography”. No se realizaron restricciones de idiomas y se incluyeron todos los
articulos publicados entre 2005-2025. La ultima busqueda se realiz6 el 15 de
septiembre de 2024. A través de otras fuentes (TFG, Tesis, conferencias etc.) he

obtenido 26 articulos.

En la primera busqueda se identificaron 277 (ScienceDirect), 11 (Scopus) y 1640
(Google Académico) resultados. A través de otras fuentes (TFG, Tesis, conferencias
etc.) he obtenido 26 resultados, siendo un total de 1952 resultados. En funcion del
titulo y autor se eliminar los articulos duplicados, y obtenemos 1722 resultados. A
continuacion, en funcién del titulo y resumen se seleccionan aquellos que emplean
andlisis GC-FID de esteroles en aceites vegetales y obtenemos 288 resultados. En la

figura 3.1 se representa un diagrama de flujo de la busqueda bibliografica.

Articulos identificados a través de la busqueda Articulos adicionales identificados a través de otras

— en base de datos (n=1952) fuentes n=26
Identificacion ScienceDirect:277
Scopus:11
GoogleAcademic:1640

— Articulos después de eliminar duplicados
Articulos seleccionados _| Articulos excluidos
n=288 | n=1434

. - ] | Articulos evaluados en profundidad
Seleccion Articulos evaluados en p_rofundldad seleccionados , | excluidos
n=38 | _
n=250
. Estudios incluidos en la
Inclusién L
memoaoria n=25

Figura 3.1. Diagrama de flujo de la bausqueda bibliogréafica. Fuente: Elaboracion propia

Una vez seleccionados los 288 resultados se emplean criterios de exclusioén, los

cuales son:

» Descartamos aquellos cuya finalidad es la validacion del método empleado, ya que
no es el objetivo de esta memoria, la cual esta enfocada en los resultados

proporcionados por un método ya validado.
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* Descartamos aquellos que tienen un enfoque mas general sobre todos los
componentes del aceite, como es el caso de los acidos grasos y un analisis superficial

sobre los componentes menores del aceite, como es el caso de los esteroles.

» Descartamos aquellos cuyo enfoque esta dirigido al campo de salud, como es el

caso de tratar enfermedades o sus beneficios nutricionales.

» Descartamos aquellos que realizan un analisis de esteroles en matrices diferentes

al acete vegetal, como es el caso de grasas animales y diferentes alimentos.

En una etapa de seleccion final seleccionamos aquellos que emplean la cromatografia
de gases como un método robusto para la determinacidn de esteroles en matrices de
aceites vegetales con un enfoque critico y son capaz de discriminar diferentes tipos
de aceites.

Una vez aplicados los criterios mencionados he seleccionado 25 articulos para incluir

en la presente memoria, los cuales se muestra en la tabla 3.1.

Paradigma Matriz Ref. Aplicado a:
Bibliografica
Autenticidad Aceite Baccouri et al., Aceite de Oliva Virgen
de 2018
Oliva
Gagour et al., Aceite de Oliva Virgen
2024
Gharby et al., Aceite de Oliva Virgen
2012
Giacalone et al., Aceite de Oliva Virgen
2015
Skiada et al., Aceite de Oliva Virgen
2023
Otros Da Silva et al., Aceite de coco y aceite de
aceites 2020 linaza
Almeidaetal., Aceite de soja y aceite de colza
2020
Dulf et al., 2010 Aceite de maiz, aceite de
semilla de uva y aceite de
almendras
Green y Wang., Aceite de aguacate
2023
Adulteracion/Fraude Aceite Mathison y Aceite de oliva virgen
de Holstege, 2013 adulterado con aceite de
Oliva ) )
Virgen orujo de oliva

Garcia, Martins y
Cabrita, 2013

Aceite de oliva virgen
adulterado con aceites
refinados
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Otros
aceites

Azadmard-
Darmichi y Dutta,
2006

Aceite de oliva virgen
adulterado con aceite de
avellana

Schalag et al.,
2024

Aceite de oliva virgen
adulterado con aceite de
avellana

Al-Ismail et al.,

Aceite de oliva virgen

2010 adulterado con aceite de soja,
aceite de maiz, aceite de colza
y aceite de girasol

Jabeur et al., Aceite de oliva virgen

2014 adulterado con aceite de sojay
aceite de maiz

Kesen, 2019 Aceite de oliva virgen
adulterado con aceite de soja

Youseff etal., Aceite de oliva virgen

2014 adulterado con aceite de soja,
aceite de maiz, aceite de colza
y aceite de algodon

Srigley et al., Aceite de oliva virgen

2016 adulterado con aceite de colza

Dulf et al., 2022

Aceite de oliva virgen
adulterado con aceite de colza

Valli et al., 2021

Aceite de oliva virgen
adulterado con aceite de
girasol

Gbémez-Coca et

Aceite de oliva virgen

al., 2020 adulterado con aceite de soja,
aceite de girasol y aceite de
colza.

Mariani et al., Aceite de oliva virgen/refinado

2006 adulterado con aceite de

avellana

Deme et al., 2021

Aceite de semilla de nigery
aceite de semilla de sésamo
adulterado con aceite de
palma

Chen et al., 2023

Aceite de sésamo adulterado
con aceite de colza

Yang et al., 2024

Aceite de linaza adulterado con
acete de colza, aceite de mani,
aceite de girasol y aceite de
sésamo.

Tabla 3.1. Resultados seleccionados para incluir en la memoria. Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyen que el aceite de oliva virgen
es el aceite mas estudiado en cuanto a autenticidad y deteccion de fraudes. Por ello,
la discusion de la bibliografia se ha dividido en dos enfoques principales, por un lado,
el andlisis de estudios centrados en el aceite de oliva virgen, y, por otro lado, aceites
de semillas especificos como el de girasol, soja, avellana, cacahuete, sésamo, linaza,
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coco, niger, colza, maiz y palma. Esta estructura proporciona una vision clara y

organizada de la revision bibliografica.

4. ANALISIS Y DISCUSION DE LA BIBILIOGRAFIA

A continuacion, se realiza una discusién de los resultados de la busqueda bibliografia.

4.1.Estudios de autenticidad de aceites de oliva virgen por su origen
geografico y/o botanico empleando esteroles.

El analisis del perfil de esteroles en aceites de olivos silvestres de distintas regiones
de Marruecos, realizado segun el método oficial ISO 12228-2:2014, ha revelado
variaciones significativas que permiten diferenciar estos aceites segun su origen
geografico. Las regiones estudiadas incluyen Essaouira, Agadir, Beni Mellal,
Marrakech, Meknes, Taliouin, Taroudant y Tiout. Los estudios indican que, aunque el
B-sitosterol es el esterol predominante en todos los aceites, la concentracion y
proporcion de otros desmetilesteroles menores varian en funcion de la region de
cultivo (figura 4.1.A). Estas diferencias generan un perfil distintivo para cada area,
permitiendo identificar el origen especifico de los aceites analizados (Baccouri et al.,
2018; Gagour et al.,2024; Gharby et al., 2011).

En la regién de Marrakech, los aceites presentan niveles ligeramente mas bajos de -
sitosterol en comparaciéon con otras zonas, aunque sigue siendo el esterol mas
abundante. Ademas, tiene una mayor concentracion de campesterol y estigmasterol,
lo que los distingue de los aceites de otras regiones marroquies. Por otro lado, los
aceites de la regidon de Meknes se caracterizan por altos niveles de [B-sitosterol y
diferencias en los niveles de A%-avenasterol y AS-estigmastenol, que podrian estar
relacionas con las condiciones ambientales de Meknes. En cuanto a la region de
Taroudant, sus aceites destacan por tener una alta proporcion de B-sitosterol y niveles
moderados de campesterol y estigmasterol, ofreciendo un perfil equilibrado que se
asemeja a los estandares tipicos del aceite de oliva virgen o virgen extra. Los aceites
de la region de Agadir muestran una composicion de esteroles similar a la de otras
regiones, pero con una mayor variabilidad en la concentracién de algunos compuestos
menores, lo que podria deberse a la diversidad de microclimas de la zona. Por otro
lado, la region de Beni Mellal, se distingue por tener niveles significativamente altos

de B-sitosterol, junto con una proporcién considerable de A%-avenasterol. La regién de

23



Essaouria presenta una tendencia hacia niveles mas bajos de esteroles menores
como el campesterol y estigmasterol, aunque el 3-sitosterol se mantiene en niveles
comparables a los de otras regiones. Ademas de los aceites de olivos silvestres, se
haincluido la variedad Picholine marroqui en el andlisis. Esta variedad es ampliamente
conociday cultivada en Marruecos y su inclusion permite establecer una referencia que
facilita la comparacion con los aceites silvestres (Baccouri et al., 2018; Gagour et
al.,2024; Gharby et al., 2012).

Ademas, el analisis de componentes principales (PCA) ha sido clave para visualizar
como las muestras de aceite de distintas regiones se agrupan en funcion de su perfil
de esteroles (figura 4.1.B). Los resultados muestran que el primer componente
principal (PC1) explica el 50.34% de la varianza total, con correlacion positivas para
el campesterol (+0.40) y estigmasterol (+0.21), y una correlacion negativa para el -
sitosterol (-0.48). esto sugiere que los aceites con altos niveles de campesterol y
estigmasterol se ubicaran en el lado positivo de PC1, mientras que aquellos con mayor
contenido de B-sitosterol se agrupan en el lado negativo. ElI segundo componente
principal (PC2) explica el 26.15% de la varianza total, lo que sumado a PC1 cubre un
74.49% de la variabilidad total en los datos. PC2 muestra correlaciones positivas con
AdS-avenasterol (+0.58) y A®-estigmastenol (-0.34). Se observa que los aceites de
Marrakech, Beni Mellal, Taroudant y Taliouin se agrupan en el lado positivo de PC1,
con niveles mas altos de A’-avenasterol y A’-estigmasterol, confirmando patrones
distintivos en estos aceites. Las regiones de Essaouira y Meknes presentan los niveles
mas altos de estigmasterol y campesterol, ubicandose en el lado positivo de PC1. Por
otro lado, los aceites de Marrakech y la variedad cultivada Picholine marroqui se
agrupan hacia el lado negativo de PC1, asociados a niveles elevados de [(-sitosterol,
un indicador tipico de aceites de alta calidad (Baccouri et al., 2018; Gagour et al.,2024;
Gharby et al., 2012).
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Figura 4.1. A) Concentracion de esteroles (%) de aceites de oliva procedentes de diferentes regiones
de Marruecos: Essaouira, Agadir, Beni Mellal, Marrakech, Meknes, Taliounin, Toroudant, Tiout. B)

Andlisis PCA. Adaptado de Gagour et al., 2024 con permiso de la editorial Elsevier.

En un caso de Italia y Grecia, se analizaron 385 muestras de aceites de oliva
monovarietales recolectadas en dos temporadas consecutivas (2019-2020 y 2020-
2021) de cinco variedades: dos griegas (Koroneiki y Lianolia Kerkyras) y tres italianas
(Coratina, Peranzana y Favoloza). La identificacion de esteroles mediante el método
COI/T.20/Doc.26 permitio clasificar todas las muestras como "Aceite de Oliva Virgen
Extra”. El uso del analisis de componentes principales (PCA) reveld que las variedades
griegas se diferenciaban claramente entre siy de las italianas (figura 4.2). Por ejemplo,
el B-sitosterol fue un marcador clave para la variedad griega Lianolia Kerkyras,
mientras que el 24-metilen-colesterol, campestanol, AS-avenasterol y A>2*-
estigmastadienol se asociaron predominantemente con las variedades italianas.
Ademas, el PCA mostré una superposicidon entre las tres variedades italianas, lo que
sugiere similitudes en sus perfiles de esteroles. Estos resultados indican que, al igual
gue en los aceites de Marruecos, las concentraciones de esteroles como el B-sitosterol,
A5-avenasterol y campestanol desempefian un papel importante en la diferenciacion

de las variedades de Italia y Grecia (Skiada et al., 2023).
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Figura 4.2. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de dos variedades botanicas griegas
(Koroneiki y Lianolia Kerkyras) y tres italianas (Coratina, Peranzana y Favoloza). Adaptado de Skiada

et al., 2023, con permiso de la editorial Elsevier.

Los aceites de oliva italianos también pueden diferenciarse de otros aceites de oliva
de origen geografico en funcién de la concentracién de esteroles esterificados. Al
aplicar el andlisis de componentes principales (PCA) a un conjunto de 107 muestras
de aceite provenientes de diversas regiones geograficas (Italia, Espafa, Tunez y
mezclas de aceites de la UE), se obtuvieron los blipots mostrados en la figura 4.3. Las
muestras fueron evaluadas considerando nueve variables: esteroles esterificados
totales, sitosteril-C16, campesteril-C18, cicloartenil-C18, 24-metilencicloartenil-C18,
campesterol, B-sitosterol aparente, 3-sitosterol y esteroles totales. Los primeros tres
componentes principales explican el 91% de la varianza total, permitiendo una
clasificacion eficaz de las muestras. Entre ellos, el PC1 (60.3% de la varianza) y el
PC3 (11.4%) resultaron ser los mas significativos. EI PC1 permite distinguir las
muestras italianas de las no italianas. Las muestras italianas tienen a agruparse en
valores positivos de PC1 y, por tanto, se asocian con un mayor contenido de
cicloartenil-C18 y sitosteril-C16, variables que presentar cargas positivas en PC1. Las

muestras no italianas (Espafia, Tunez, Mezcla UE) se agrupan principalmente en
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valores negativos de PC1, lo que se relaciona con un contenido superior de 24-
metilencicloartenil-C18 y campesteril-C18, ambos con cargas negativas en PC1. El
blipot PC1-PC3 también ha diferenciado entre los aceites de Espafia, Tunez y mezclas
de UE. Las mezclas de UE se parecen mucho a los aceites espafioles, mientras que
las muestras tunecinas tienden a agruparse en valores positivos de PC3 y valores
negativos de PC1. Debido a su baja carga en PC1, el campesterol, el p-sitosterol
aparente, el B-sitosterol y los esteroles totales son menos significativos que los
esteroles esterificados en la diferenciacion de las muestras segun su origen geografico
(Giacalone et al., 2015).
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Figura 4.3. Biplot PC1-PC3 de aceites de oliva procedentes de ltalia, Espafa, Tunez y mezcla de UE.
Adaptado de Giacalone et al., 2015, con permiso de la editorial Elsevier.

4.2.Estudios de autenticidad de otros aceites vegetales empleando la

composicion de esteroles.
Los aceites vegetales especificos han de cumplir los requisitos de calidad y pureza
impuestos en la norma CXS 210-1999. A continuacion, se expone una revision para
algunos de los aceites vegetales mas comunes (Codex Alimentarius, 1999).

4.2.1. Aceite de maiz.
Los estudios realizados en aceites de maiz procedentes de Rumania destacan una
concentracion total de 745,21 mg/100g de esteroles, de los cuales el 60.7% se
encuentran en forma esterificada (tabla 4.1). Esto indica un proceso minimo de
refinado, manteniendo sus caracteristicas naturales. Los esteroles predominantes,
como el B-sitosterol, campesterol, estigmasterol y A%-avenasterol, cumplen con los
limites establecidos en la normativa, lo que respalda la autenticidad del aceite como
producto natural y no adulterado (Dulf et al., 2010).
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4.2.2. Aceite de almendra
El aceite de almendras procedente de Rumania presenta un perfil de esteroles (%)
coherente con la normativa, con la excepcion de la concentracion (%) de esteroles
totales, la cual esta por encima del limite permitido (tabla 4.1). Esto podria deberse a
la influencia climatica (Dulf et al., 2010).

4.2.3. Aceite de semilla de uva
En contraste con el aceite de maiz, el aceite de semilla de uva procedente de Rumania
analizado en el mismo estudio muestra niveles de colesterol, A>-avenasterol y “otros
esteroles” se aproximan al limite minimo (tabla 4.1). Estas diferencias sugieren la
influencia de factores geograficos en la composicidén de esteroles, asi como posibles
adulteraciones si se observan aumentos significativos en estos compuestos (Dulf et
al., 2010).

4.2.4. Aceite de coco
Por otro lado, en aceites de coco de Brasil, se detectan niveles de campesterol,
estigmasterol y B-sitosterol que exceden los limites impuestos, lo que apunta a una
baja calidad del producto (tabla 4.2). Las diferencias en la composicion pueden
deberse a practicas de refinado inadecuado o a variaciones en el origen geogréfico

que afectan a la concentracion de esteroles (Da Silva et al., 2020).

4.2.5. Aceite de girasol

En el caso del aceite de girasol, los analisis revelan concentraciones elevadas de
campesterol y B-sitosterol por encima de los valores establecidos, junto con un
contenido total de esteroles significativamente bajo (tabla 4.2). Esto sugiere procesos
intensivos de refinado o posibles adulteraciones (Da Silva et al., 2020).
4.2.6. Aceite de linaza

El aceite de linaza presenta una concentracion de esteroles ligeramente inferior al
minimo requerido (2273.4 mg/kg), y niveles elevados de B-sitosterol, lo que indica un
refinado agresivo o condiciones especificas del area de cultivo que influyen en su
composicion (tabla 4.2) (Da Silva et al., 2020).

4.2.7. Aceite de aguacate
El aceite de aguacate, incorporado a la normativa CXS 210-1999 en 2021 debido a su

creciente popularidad se caracteriza por variaciones en la concentracion de

campesterol (4.85%-9.75%), que en algunos casos superan el limite maximo
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establecido. Esta variabilidad podria reflejar diferencias en el origen botanico del
aguacate y subraya la importancia de ajustar los estandares para una evaluacion mas
precisa. El B-sitosterol, predominante en todas las muestras (81.71%-85.87%),
confirma la pureza del aceite, mientras que los bajos niveles de A’-avenasterol y A’-
estigmastenol (<0.27%) se pueden utilizar como marcadores fiables para detectar
adulteraciones, ya que los aceites vegetales usados para mezclar suelen tener

concentraciones mas altas de estos compuestos (Green y Wang, 2023).
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Desmetilesteroles

Aceite de maiz procedente de

Andlisis aceite de almendra

Andlisis aceite de semillade uva

(mg/kg)

Rumania procedente de Rumania procedente de Rumania
Mg/100g % CODEX Ma/kg % CODEX Ma/kg % CODEX
STAN 210- STAN 210- STAN 210-
1999 (%) 1999 (%) 1999 (%)
B-Sitosterol 478.5 4.3 54.8-66.6 152.70 76.39 73.0-86.0 158.30 52.56 64.0-70.0
Colesterol 131.9 - - ND-0.1 2.83
Campesterol 129.40 17.4 16.0-24.1 6.27 3.14 2.0-5.0 25.77 8.56 7.5-14.0
Estigmasterol 56.51 7.6 4.3-8.0 5.95 2.98 0.4-4.0 23.53 7.81 7.5-12.0
A>-avenasterol 35.76 4.8 15-8.2 20.05 10.03 5.0-14.0 18.62
Campestanol 10.48 - - 3.81 1.90 - 3.24 1.08 -
Sitostanol 15.43 - - 4.85 243 - 6.84 2.27 -
Otros esteroles 536 : : 627 [NSENNNNNCOSEN 157  [WEZOSSHN NS
Esteroles totales 745.21 - - 199.9 - - 301.10 - -
(mg/100g)
Esteroles totales 7452.1 - 7000-22100 1999.0 - 1590-4590 3011.0 - 2000-7000

Tabla 4.1. Concentracién de esteroles en muestras de aceite de maiz, aceite de semilla de uva y aceite de almendra procedentes de Rumania.

Comparacioén con la norma CODEX STAN 210-1999. El color rojo representa que la concentracion esta fuera del rango. Fuente: Dulf et al., 2010.

Desmetilesteroles

Aceite de coco procedente de Brasil

Aceite de girasol procedente de Brasil

Mg/kg

Campesterol 48.3
Estigmasterol 109.3
B-Sitosterol 267.8
Esteroles totales 425.4

CODEX
STAN 210-
1999 (%)

400-1200

Mg/kg

244.3

158.1 11.11 45-13.0

1020.8

CODEX

STAN 210-

1999 (%)

Aceite de linaza procedente de Brasil
Mg/kg % CODEX
STAN 210-
1999 (%)
624.1 27.45 25.0-31.0
176.6 7.77 7.0-9.0

Tabla 4.2. Concentracion de esteroles en muestras de aceite de coco, aceite de girasol y aceite de linaza procedentes de Brasil. Comparacion con la
norma CODEX-STAN 210-1999. Fuente: Da Silva et al., 2022.
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4.3.Estudios de deteccion de fraude y adulteraciones

4.3.1. Adulteracion de AOV con otros aceites de oliva de inferior calidad
(refinado/deodorizado y de orujo).

El aceite de oliva refinado y el aceite de orujo de oliva comparten el hecho de haber
sido sometidos al proceso de refinado. En la tabla 4.3. se representa la composicion
de estigmasta-3,5-dieno para aceite de oliva virgen extra puro, aceite de oliva refinado,
aceite de orujo de oliva y sus respectivas mezclas con diferentes porcentajes. Se
observa que la presencia de estigmasta-3,5-dieno en el AOVE es practicamente nula,
pero aumenta significativamente cuando se mezcla con aceite de oliva refinado (ROO)
0 con aceite de orujo de oliva (RPOO). Segun el reglamento, el limite maximo
permitido de estigmastadienos en aceites de oliva virgenes es de 0,15 mg/kg, lo que
permite detectar la adulteracion de AOVE con aceite refinado a partir del 0.4% y con
aceite de orujo a partir del 1% (figura 4.3) (Garcia, Martins y Cabrita, 2013; Jabeur,
Zribi y Bouaziz, 2015).

AOVE ROO AOVE+0%  AOVE+0.2% AOVE+0.3% AOVE+0.4% AOVE+0.5% AOVE+1% AOVE+2% AOVE+3% AOVE+4% AOVE+5%  AOVE+10%

Estigmasta-
3,5-dieno 0.007 425 0.009 0.012 0.015 0.022 0.029 0.039 0.081 0.113 0.155 0.200 0.414
(mgikg)

AOVE RPOO AOVE+0.1% AOVE+0.2% AOVE+0.3% AOVE+0.4% AOVE+0.5% AOVE+1% AOVE+2% AOVE+3% AOVE+4% AOVE+5%  AOVE+10%

Esstigmast
a35dieno  0.007 1254 0.017 0.029 0.041 0.062 0.077 0117 0.218 0.324 0422 0533 1472
(mgikg)

Tabla 4.3. Contenido de estigmasta-3,5-dieno del AOVE, ROO Y RPOO y de mezclas de AOVE con
ROO Y RPOO con diferentes porcentajes de cada aceite refinado. Fuene: Jabeur, Zribiy Bouaziz, 2015.

AQVERPOO AOVE + ROO
04
14 04
12 503
25 g
S
‘é, g 03
< 2
2 0,2
g. 08 5
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02 G 005
0 0 =
0 0,100 0,200 0300 0,400 0,500 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 10,000 0 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 10,000
%RPOO % ROO

Figura 4.3. Representacion gréfica de la tabla 4.3. Fuente: Elaboracion propia.
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4.4. Adulteracién de AOVE con aceites de semillay otros aceites vegetales.

4.4.1. Aceite de maiz, aceite de girasol, aceite de soja, aceite de semilla de
uva, aceite de semilla de algoddn.

Los aceites extraidos a partir de semillas presentan una composicion similar (semilla
de algodon, aceite de girasol, aceite de soja, maiz) y con frecuencia son adulterantes
del aceite de oliva virgen. A partir de los cromatogramas obtenidos a partir del analisis
de una muestra de aceite de oliva virgen y de aceite de oliva virgen adulterado al 10%
con aceite de maiz, aceite de girasol y aceite de soja podemos observar una clara
diferencia en el perfil de esteroles de cada muestra (Figura 4.3, izquierda). La adicion
de aceites de soja, girasol y maiz al aceite de oliva virgen incrementa los porcentajes
de campesterol y estigmasterol, superando los limites permitidos para un aceite de
oliva virgen, y a su vez, disminuye el contenido de B-sitosterol por debajo del minimo
legal establecido (93%). Asi, las concentraciones de campesterol, estigmasterol y 3-
sitosterol pueden utilizarse como indicadores confiables para detectar la adulteracion
del aceite de oliva con aceites de semillas (Al-lsmail et al., 2010; Jabeur et al., 2014;
GOmez-Coca et al., 2020; Kesen, 2019; Srigley et al., 2015; Youseff et al., 2014).

El andlisis de la fraccion de esteroles, junto con su composicion en triglicéridos y los
factores ECN46 Y (ECN44+ECN46), se han convertido en un conjunto de parametros
clave para identificar adulteraciones en el aceite de oliva virgen. Estos datos pueden
someterse a Analisis Discriminante Lineal (ADL) con el objetivo de crear un modelo
predictivo de clasificacion para detectar adulteraciones. Un ejemplo de este enfoque
es el grafico de funciones discriminantes que se muestra en la figura 4.3 (derecha),
obtenido mediante ADL, que evidencia una discriminacion clara entre el aceite de oliva
virgen extra y sus respectivas mezclas con aceite de soja, maiz y girasol en distintos
porcentajes (1, 2, 3, 4, 5y 10%) (Jabeur et al., 2014).
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Figura 4.4. 1zquierda. Cromatograma de gases obtenido del analisis de (a) Aceite de oliva virgen; (b)
Aceite de Oliva Virgen adulterado al 10% con aceite de soja; (c) Aceite de oliva virgen adulterado al
10% con aceite de girasol; (c) Aceite de Oliva Virgen. Derecha. Grafico obtenido por ADL para aceites
de oliva virgen extra puro y aceite de oliva virgen extra adulterado con cuatro determinaciones: 1)
AOVE; 2) AOVE + 1-10% aceite de soja; 3) AOVE + 1-10% aceite de maiz; 4) AOVE + 1-10% aceite
de girasol. Adaptado de Jabeur et al., 2014, con permiso de la editorial ACS.

Para cuantificar el nivel de adulteracion se ha desarrollado una ecuacion matematica,
denominada “factor de autenticidad” (Af), que se calcula a partir de los porcentajes de
campesterol y estigmasterol en la muestra de la siguiente manera (Al-lsmail et al.,

2010):

[100 — (Campesterol% + estigmsaterol%)]

Af =

(campesterol% + estigmasterol%)
Este factor tiene un valor promedio de 21.99 para aceites de oliva virgenes auténticos.
Sin embargo, en aceites vegetales como el de maiz, girasol, soja y semillas de
algododn, el valor de Af es significativamente menor, con valores promedio de 2.42,

2.9, 2.04y 2.15, respectivamente (tabla 4.5) (Al-lsmail et al., 2010).

Muestra Maiz Girasol Soja Semilla
de
algoddn

Campesterol 20.53 12.26 18.16 20.14

Estigmasterol 8.74 8.90 14.74 11.62

Af 242 29 2.04 2.15

Tabla 4.5. Factores de autentificacion (Af) para los aceites de maiz, girasol, sojay semilla de algodon.
Fuente: Al-Ismail et al., 2010.
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Cuando el aceite de oliva virgen se mezcla con aceites vegetales, el Af disminuye
drasticamente (figura 4.5) (tabla 4.6), lo que permite detectar adulteraciones desde el
5%. Por ejemplo, una mezcla con un 5% de aceite de maiz reduce el Af del aceite de
oliva de 24.45 a 9.9., representando una reduccion del 40.5%. Estos cambios en el Af
facilitan la identificacion de adulteraciones mediante un método cuantitativo que

complementa otros andlisis del perfil de esteroles (Al-lsmalil et al., 2010).

% de aceite vegetal en aceite de oliva

Maiz Girasol Soja Semilla de
algodén
5 10 20 5 10 20 5 10 20 5 10 20

Campesterol 64 96 128 44 5.5 6.8 4.9 6.2 86 45 53 81
Estigmasterol 28 39 54 25 3.5 54 25 43 59 23 35 44
Af 99 64 45 135 101 72 125 85 59 137 104 70

Tabla 4.6. Valores de estigmasterol, campesterol y Af al aumentar el porcentaje de aceite adulterante
en la mezcla. Fuente: Al-Ismail et al., 2010.
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Figura 4.5. Representaciones graficas sobre la relacion entre el porcentaje de campesterol y
estigmasterol y el factor de autenticidad (Af) al aumentar el porcentaje de aceite adulterante en la
mezcla. Adaptado de Al-Ismail et al., 2010, con permiso de la editorial Elsevier.

4.4.2. Aceite de colza

El aceite de colza ha sido utilizado como adulterante del aceite de oliva en Espafia,
especialmente en la década de 1980, cuando se mezclaba un aceite de colza
desnaturalizado con anilina al 2% (destinado para uso industrial) con otros aceites,
gue luego se vendian como aceite de oliva a un precio reducido. Esta practica
fraudulenta provoco graves intoxicaciones alimentarias, originando la crisis conocida
como el Sindrome del Aceite Toxico en 1981. Desde entonces, el uso de aceite de
colza como adulterante ha sido objeto de numerosos estudios para evitar futuras

adulteraciones (Carnero et al., 2011).
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i N.® Pico Esterol (RT) mg/100g de
aceite
N 1.S. 5a-colestano-3B-ol 13.751
| ( \ 1 Colesterol 13.680 2.512
|Aceite de colza |
L '\ / 8 Campesterol 17.061 211.213
i 4 Campestanol 17.217 <0.5
5 Estigmasterol 18.526 1.102
] B-sitosterol 20.272 389.634
7 sitostanol 20.601 1.831
8 AS-avenasterol 20771 18.01
Esterolestotales 714.5
B
& *
N.° Pico Esterol Tiemposde mg/100g de
retencion aceite
1.8. Sa-colestano-3f-ol 13.751
- 1 Colesterol 13.680 <0.5
f \
| nﬁ';i:zg‘;a : 3 Campesteral 17.061 48
g \ /: 4 Campestanol 17.217 <0.5
7 — 5 Estigmasterol 18526 4321
6 B-sitosterol 20.272 13212
7 sitostanol 20.601 1.935
8 AS-avenasterol 20771 20.856
Esterolestotales 165.032

Figura 4.7. Cromatogramas obtenidos por GC-FID para un aceite de colza y un aceite de oliva virgen
extra. Adaptado de Dulf et al., 2007, con permiso de la Universidad de Ciencias Agrarias y Medicina

Veterinaria de Cluj-Napoca.

El aceite de colza presenta un perfil de esteroles muy diferente al del aceite de oliva.
Los andlisis por GC-FID muestran que el aceite de colza se puede identificar
claramente por la presencia de brassicasterol (ver pico numero 2 en los
cromatogramas de la figura 4.7), un esterol caracteristico de este aceite que esta

ausente en el aceite de oliva (Dulf et al., 2007).

El perfil total de esteroles del aceite de oliva adulterado con aceite de colza es
totalmente diferente al perfil de esteroles del aceite de oliva puro, principalmente por
la presencia del pico 2 (brassicasterol) el cual deberia de estar ausente (figura 4.8).
Ademas de esto, se observa un contenido total de esteroles mayor en el aceite de
colza (714.5 mg/100g aceite) que el aceite de oliva (165.032 mg/100g aceite), y un
contenido mayor de campesterol (pico 3) y B-sitosterol (pico 6). Al afiadir aceite de
colza al AOVE se observa que el contenido total de esteroles aumenta
considerablemente (370.344 mg/100 g aceite de oliva adulterado), al igual que

aumenta la cantidad de campesterol y 3-sitosterol (Dulf et al., 2007).
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Figura 4.8. Cromatograma obtenido por GC-FID para una mezcla de aceite de oliva virgen y aceite de
colza (% sin especificar). Adaptado de Dulf et al., 2007 con permiso de la Universidad de Ciencias

Agrarias y Medicina Veterinaria de Cluj-Napoca.
4.4.3. Aceite de avellana

La adulteracion del aceite de oliva con aceite de avellana es una de las mas dificiles
de detectar debido que tienen una composicion en esteroles muy parecida. Hasta el
momento hay dos métodos los cuales nos permiten detectar aceite de avellana en
aceite de oliva. Uno de ellos consiste en el andlisis por GC-FID de las fracciones de
4-desmetilesteroles, 4-monometilesteroles y 4,4 -dimetilesteroles para el aceite de
avellana y para el aceite de oliva y hacer una comparacion, con el objetivo de
encontrar algun esterol significativo para cada tipo de aceite. Los resultados no
muestran diferencias significativas en la fraccibn de 4- desmetilesteroles y 4-
monometilesteroles, sin embargo, en la fraccion de 4,4 -dimetilesteroles encontramos
un compuesto X desconocido y lupeol Unicamente presentes en el aceite de avellana
(tabla 4.7), lo cual puede indicar la presencia de aceite de avellana en aceite de oliva
(Azadmard-Darmichi y Dutta, 2006).
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Aceite de avellana Aceite de oliva virgen

ug/g aceite (%) ug/g aceite (%)
Compuesto RT Nueva Nueva Ir&n Italia Turquia ltalia Nueva Sspafia
Zelanda Zelanda Zelanda
4,4’ -Dimetilesteroles
&-Amirina 143 4.6 7.0 25 15 25 10.5 20.1 12.3
Taraxerol 145 ND ND ND ND ND 6.7 239 7.0
B-Amirina 147 16 2.0 11 1.2 14 25.7 58.3 30.7
Cicloartenol 154 5.8 4.6 2.3 2.0 3.6 151.9 182.1 75.0
[Lupeol LSS ST RS 80 e ee NDUNDTT WO
 A7Esterol 158 13 18 11 13 13 25 24 23
24-metileno- 164 117 18.1 10.8 6.2 10.1 1785  302.8 1734
cicloartanol
Desconocido 17.2 19.0 16.5 13.4 17.7 36.8 105.2 28.5
Total 52.3 66.5 44.0 30.9 46.6 402.6  694.7 392.2

4,4-Dimetilesteroles

Tabla 4.7. Porcentaje de esteroles en diferentes muestras de aceite de avellana y aceite de oliva
virgen. Fuente: Azadmard-Darmichi y Dutta, 2006.

Una de las caracteristicas distintivas del lupeol es su patron de fragmentacion en
GC/MS. El Lupeol muestra un pico caracteristico en m/z 189, que se utiliza como ion
fragmentado diagndstico para identificarlo y diferenciarlo de otros compuestos
triterpénicos y esteroles, el lupeol ademas de ser caracteristico del aceite de avellana,
también lo es del aceite del espino cerval de mar y de la manteca de karité (Darmichi
et al., 2005; Schalag et al., 2023).
4.4.4. Aceites de vegetales refinados

Como hemos visto en el apartado 1, cuando un aceite es sometido a refinacién aumenta
la concentracion de esteroles esterificados y baja la de esteroles libres, lo cual es
utilizado como indicador de la presencia de aceite refinado, como el aceite de girasol
refinado en el aceite de oliva virgen. Estudios muestran que incluso una adicion del
2% de aceite de girasol refinado (RSO) provoca un aumento significativo en los
compuestos esterificados, de 360 mg/kg en el aceite de oliva virgen puro a 410 mg/kg
en la mezcla adulterada (figura 4.9). Este cambio también disminuye la relacion entre
esteroles libres y esterificados, pasando de 4.7 a 4.1. A medida que aumenta el
porcentaje de aceite de girasol, se observan incrementos lineales en los compuestos
esterificados, alcanzando 850 mg/kg en mezclas con un 20% de aceite de girasol, lo

gue permite detectar la adulteracion (Valli et al., 2021).
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refinado. Adaptado de Valli et al., 2021, con permiso de la editorial Elsevier.

También existe la situacion de que el aceite de oliva adulterado haya sido refinado, por
lo que presenta una concentracion de esteroles esterificados mas elevada y es mas
dificil de detectar. Un estudio ha evaluado la capacidad de determinar una mezcla de
aceite de oliva (refinado) adulterado con aceite de avellana refinado. Como se muestra
en la tabla 4.8, al aumentar el porcentaje de aceite de avellana en una mezcla con
aceite de oliva refinado, se observa un incremento lineal en los niveles de campesterol
y A’- estigmasterol, tanto en formas libres como esterificadas, a excepciéon del A’-
avenasterol esterificado. El aceite de avellana al tener mas concentracion de
campesterol y A’-estigmasterol libre, en consecuencia, tendrd mayor concentracion

de estos en forma esterificada que el aceite de oliva (Mariani et al., 2006).

% de aceite de avellana en Aceite Esteroles esterificados (%) Esteroles libres (%)
de Oliva _
Campesterol i\ A- Campesterol A- A-
estigmasterol avenasterol estigmasterol avenasterol
0% 3.30 0.42 1.00 313 0.10 0.24
>0% y <8% 3.48 0.48 0.86 3.20 0.18 0.21
>8% y £20% 353 0.59 0.92 3.37 0.25 0.24
100% 5.32 171 115 5.09 131 0.56

Tabla 4.8. Concentracion (%) de Campesterol, A’-estigmasterol, A’-avenasterol (libres vy
esterificados) en diferentes mezclas de Aceite de Oliva con aceite de avellana (0-20%). Fuente:
Mariani et al., 2006.

Basandose en estos cambios, se han desarrollado las ecuaciones matematicas R1y
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R2 (tabla 4.9) capaces de identificar mezclas de aceite de aceite de avellana y aceite
de oliva cuando el porcentaje de adulteracion es superior al 8%. Estas ecuaciones han
demostrado ser efectivas tanto en aceites de oliva virgenes como refinados, y se
pueden extrapolar a otros aceites de semillas como adulterantes (Cercaci et al., 2003;
Mariani et al., 2006).

Concentracion (A7 — estigmasterol)?
esteroles R1 = campesterol

esterificados

A7 — avenasterol

<200 mg/kg Ri1<1.6 Aceite de oliva genuino
R1=1.6 Aceite de oliva no genuino
200-600mg/kg Ri<1.0 Aceite de oliva genuino
R:21.0 Aceite de oliva no genuino
>600 mg/kg Ri1<1.0 Aceite de oliva genuino
R:1>1.0 Calcular R2

A7 — estigmasterol libre (%)

Rz = A7 — estigmasterol libre (mg - kg—1) X
A7 — estigmasterol esterificado (%)

R2<0.5 Aceite de oliva genuino
0.6< R2<0.5 No es posible determinar
R220.5 Aceite de oliva no genuino

Tabla 4.9. Ecuaciones R1y Rz. Fuente: Mariani et al., 2006.
4.5.Otras adulteraciones de aceites vegetales.

A continuacién, se muestran unos ejemplos practicos encontrados en la bibliografia
que aplican la cromatografia de gases al estudio de mezclas entre aceites vegetales

distintos al aceite de oliva.

4.5.1. Aceite de maiz adulterado con aceite de colza.
El aceite de colza como hemos visto anteriormente presenta una concentracion
elevada de brassicasterol. En un estudio en el que adulteran aceite de maiz con aceite
de colza al 5%, 10% y 20% se observa que al aumentar el contenido de aceite de
colza en la mezcla se produce un aumento lineal de la concentracion de brassicasterol
mientras que los demas esteroles no presentan evidencias distintivas (Youseff et al.,
2014).
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4.5.2. Aceite de semilla de Niger y aceite de sésamo adulterados con aceite
de palma
El andlisis por GC-MS de la fraccion insaponificable de los aceites de semilla de niger,
sésamo y palma reveld que el B-sitosterol es el principal esterol en los tres aceites,
con concentraciones de 2778,96 mg/kg, 927,42 mg/kg y 467,2 mg/kg,
respectivamente. En el aceite de niger, los siguientes esteroles mas abundantes son
el campesterol (869,85 mg/kg) y el estigmasterol (920,46 mg/kg), mientras que en el
aceite de sésamo el campesterol (351,23 mg/kg) vy el _estigmasterol (125,73 mg/kg)
representan mas del 85 % del contenido total de esteroles. En el aceite de palma,
ademas del B-sitosterol y el campesterol (295,9 mg/kg), se detectd exclusivamente el
24-Nor-22,23-methylenecholest-5-en-3p3-ol TMS éter (139,14 mg/kg) y colesterol, lo
que sugiere que estos compuestos pueden usarse como marcadores para detectar

adulteraciones con aceite de palma (Deme et al., 2021).

4.5.3. Aceite de linaza adulterado con aceite de colza, aceite de mani, aceite
de girasol y aceite de sésamo.

Para evaluar la adulteracion del aceite de linaza con otros aceites vegetales, se
analizé la concentracion de los cuatro esteroles principales identificados en los aceites
de linaza, colza, soja, cacahuete y sésamo, cuyos resultados se presentan en la tabla
4.10. El andlisis mostro que las variaciones en el perfil de esteroles permiten distinguir
estos aceites entre si, destacando el cicloartenol como un marcador especifico que se
encuentra exclusivamente en el aceite de linaza y permite detectar posibles

adulteraciones (Yang et al., 2024).

Muestra Esteroles (mg/100g)

Campesterol Estigmasterol B-sitosterol Cicloartenol Esteroles totales
Aceite de 64.96+6.70 18.47+2.61 126.58+13.44 106.43+£15.05 316.44+3.20
linaza
Aceite de 170.33+0.53 10.88+0.51 289.34+2.15 0.00 470.55+0.65
colza
Aceite de 32.20+1.39 13.29+0.06 112.46+0.94 0.00 157.95+1.32
cacahuete
Aceite de 25.45+0.63 17.27+1.46 174.79+2.33 0.00 217.51+6.52
girasol
Aceite de 220.81+4.70 25.55+0.16 267.99+3.46 0.00 516.35+10.61

sésamo

Tabla 4.10. Contenido de esteroles (mg/kg) en el aceite de linaza, aceite de colza, aceite de cacahuete,
aceite de girasol y aceite de sésamo. Fuente: Yang et al., 2024.
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Se aplicaron técnicas de analisis de conglomerados (CA) y andlisis discriminante (DA)
para procesar los datos obtenidos. ElI CA clasifico 60 muestras (incluyendo puras y
adulteradas) en cinco grupos, logrando una precision del 100% en la agrupacion de
las muestras puras segun su contenido de cicloartenol. Las muestras adulteradas se
distribuyen en diferentes grupos, facilitando su diferenciacion respectos a las puras.

El andlisis discriminante (DA) se utilizo para identificar el tipo de aceite que actia como

adulterante. Esta técnica permitié detectar mezclas de aceite de linaza con aceite de
colza, cacahuete y girasol cuando estaban presentes en concentraciones superiores
al 20% y con aceite de sésamo a partir del 30%. La combinacién de ambas técnicas
quimiométricas no solo identifica la presencia de adulteraciones, sino que también
ofrece informacion precisa sobre la naturaleza de los aceites adulterantes (Yang et al.,
2024).

5. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revision bibliografica sobre el
andlisis de esteroles como marcadores de autenticidad en aceites vegetales. La
bdsqueda ha sido acotada a estudios que empleen el método oficial de analisis,
cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID), o cromatografia

de gases con detector de espectrometria de masas (GC-MS).

Se ha evaluado la capacidad de esteroles para evaluar la autenticidad de Aceite de
Oliva Virgen y de otros aceites vegetales, y se obtienen los siguientes marcadores
especificos:

o El perfil de esteroles nos permite diferenciar entre muestras de la misma especie,
pero con diferente origen geografico. Los esteroles especificos B- sitosterol,
campesterol, estigmasterol, A%>-avenasterol, AS-estigmastenol y colesterol, junto con
la concentracion de esteroles totales (mg/kg) nos permiten diferenciar muestras de
aceite de oliva salvaje de varias regiones de Marruecos. Al aplicar el analisis de
componentes principales a la concentracion nos permite crear un modelo predictivo

gue asigna patrones a cada tipo de aceite.
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e El analisis de compontes principales para muestras de aceite de oliva de
variedades griegas e italianas revela que el B-sitosterol es un marcador clave de la
variedad griega Lianolia Kerkyras, mientras que el 24-metilen-colesterol,
campestanol,  AS-avenasterol y  AS?%%-estigmastadienol se  asociaron

predominantemente con las variedades italianas (Coratina, Peranzana y Favoloza).

e El andlisis de componentes principales también nos permite diferenciar entre
aceites de oliva italianos y no italianos (Espafia, Tunez, Mezcla UE) en funcion de
nueve variables: esteroles esterificados totales, sitosteril-C16, campesteril-C18,
cicloartenil-C18, 24-metilencicloartenil-C18, campesterol, B-sitosterol aparente, [3-

sitosterol y esteroles totales.

e Para aceites vegetales especificos, la autenticidad se evalla haciendo una
comparacion directa de la concentracion de desmetilesteroles (%) con la norma
CODEX STAN 210-1999 (%) las diferencias encontradas pueden deberse a
adulteraciones, factores climéaticos o un refinado agresivo. Para hacer una

determinacion exacta debemos ampliar al analisis.

Respecto a la capacidad de los esteroles para discriminar mezclas de aceites

obtenemos los siguientes marcadores especificos:

e La presencia de estigmastadienos en el aceite de oliva virgen por encima de 0.15
mg/kg es indica la presencia de aceite refinado. Si el estigmastadienos predominante
es el estigmasta-3,5-dieno, el aceite adulterante es un aceite de orujo o aceite de oliva

refinado.

* Un valor méas bajo de esteroles totales (mg/kg) en aceite de oliva virgen se relaciona
con la presencia de aceites de semilla o de aceites desodorizados.

e Un aumento en la concentracion de campesterol (%) y estigmasterol (%) y la
disminucién en la concentracién de B-sitosterol (%) se relaciona con la presencia de
aceite de semillas.

e Un aumento en la concentracion de brassicasterol (%) en aceite de oliva virgen o
en aceite de maiz, se relaciona con la presencia de aceite de colza. Se puede

extrapolar a todos los aceites con una concentracion inicial baja de brassicasterol (%).
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e Un aumento en la concentracion de colesterol (%) y la presencia de 24-Nor- 22,23-
methilenecolest-5-en-3B3-o0l TMS éter en el aceite de semilla de niger y de sésamo se

relaciona con la presencia de aceite de palma.

e El clicoartenol solo es detectable en el aceite de linaza por lo que puede utilizarse

como marcador.

Con esto concluimos que el analisis de esteroles mediante cromatografia de gases es
una herramienta ampliamente utilizada para evaluar la autenticidad de los aceites
vegetales, especialmente el Aceite de Oliva Virgen, y nos proporciona una serie de
pardmetros que pueden ser aplicados en un laboratorio de rutina. Actualmente se
estdn empleando nuevas técnicas para el andlisis de estroles en aceites vegetales,
como la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), que no requiere
derivatizacién de los esteroles o las técnicas espectroscopias, las cuales son no
destructivas para la muestra, con el objetivo de disminuir los tiempos del andlisis y la

cantidad de disolventes empleados.
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