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plantéatelo asi,

aprovecharlo o que pase de largo,

depende en parte de ti.

Dale el dia libre a la experiencia
para comenzar,
y recibelo como si fuera

fiesta de guardar.

No consientas que se esfume,
asdmate y consume
la vida a granel.
Hoy puede ser un gran dia,

duro con él.

Hoy puede ser un gran dia
donde todo esta por descubrir,
si lo empleas como el Gltimo

que te toca vivir.

Saca de paseo a tus instintos
y ventilalos al sol
y no dosifiques los placeres;

si puedes, derréchalos.

Si la rutina te aplasta,
dile que ya basta
de mediocridad.
Hoy puede ser un gran dia

date una oportunidad.

Hoy puede ser un gran dia
imposible de recuperar,
un ejemplar (nico,

no lo dejes escapar.

Que todo cuanto te rodea
lo han puesto para ti.
No lo mires desde la ventana

y siéntate al festin.

Pelea por lo que quieres
y no desesperes
si algo no anda bien.
Hoy puede ser un gran dia

y mafiana también.
Hoy puede ser un gran dia

duro, duro,

duro con él.

Joan Manuel Serrat
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RESUMEN






Resumen

APLICABILIDAD DEL PERFIL DE ESTEROLES PARA LA
CUANTIFICACION DE ACEITE DE OLIVA EN ALIMENTOS

En esta memoria se reunen los resultados obtenidos durante la realizacion de la
Tesis Doctoral “Aplicabilidad del Perfil de Esteroles para la Cuantificacion de Aceite
de Oliva en Alimentos”. Se ha dividido en tres bloques:

Introduccidén, que incluye informacion bibliografica sobre los compuestos
estudiados (fitoesteroles) y las diferentes técnicas separativas empleadas para su
andlisis (GC y HPLC con deteccion FID y UV-vis). Asi mismo se describe el estado
actual de los estudios quimiométricos realizados sobre la caracterizacion y
autentificacién de aceites vegetales.

El segundo bloque denominado Metodologia y Resultados, consta de los
siguientes capitulos:

Capitulo I. en este capitulo y tras una revision bibliogréafica, se recogen y resumen
diferentes técnicas quimiométricas, asi como, las distintas estrategias para
procesar los datos experimentales obtenidos, y los programas informéaticos mas
frecuentemente empleados.

Capitulo 1I- aqui se describen las disoluciones, reactivos e instrumentacion
utilizados a lo largo de todo el trabajo experimental desarrollado.

Capitulo 111 describe el desarrollo y validacion de un método de analisis para la
determinacion de los 4-desmetilesteroles que habitualmente aparecen en los
aceites vegetales basado en la separacion off-line de la fraccién esterdlica
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-UV) y determinacién de
sus trimetilisililéteres por cromatografia de gases (GC-FID).

Capitulo 1V: en este capitulo se estudian 24 muestras de aceites vegetales y se
realiza el analisis, mediante técnicas de reconocimiento de pautas, del perfil de
concentraciones de los analitos con objeto de ver, si dicho perfil permite distinguir
entre los diferentes tipos de aceites analizados.

Capitulo V: bajo un enfoque quimiométrico, se estudia la posibilidad de utilizar el
cromatograma de los 4-desmetilesteroles como huella dactilar cromatogréafica
(fingerprint), para determinar el contenido de aceite de oliva en una mezcla de
aceites. Partiendo de diferentes estrategias para el prepocesado de la sefal, y
utilizando 71 muestras de distintos tipos de aceites vegetales (oliva virgen extra,
orujo de oliva, girasol, girasol alto contenido en acido oleico, colza, canola, soja,
maiz, lino, cacahuete, uva, sésamo y semillas), se estudia el posible agrupamiento
natural y a partir de los resultados obtenidos, se propone un modelo PLS-DA para
la cuantificacién del porcentaje de aceite de oliva en una mezcla.
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Resumen

Capitulo VI en este ultimo capitulo se aborda la aplicacién de la huella digital de
los 4-desmetilesteroles para la cuantificacibn de aceite de oliva en productos
alimenticios elaborados a partir de mezclas binarias de aceites vegetales
(vinagretas). EI método quimiométrico seleccionado fue la calibracion
multivariante.

El tercer y Gltimo bloque recoge las Conclusiones a las que se ha llegado.
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CONTEXTUALIZACION

Esta Tesis Doctoral esta enmarcada dentro de la linea de investigacion “Técnicas
Quimiométricas y Cualimétricas en Analisis Quimico” perteneciente al Programa
Oficial de Posgrado en Quimica (P34.56.1).

Se ha llevado a cabo en el Departamento de Quimica Analitica, de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Granada dentro del grupo de investigacion Analisis
en Alimentacion y Medio Ambiente (AnAMA, FQM-232) y ha sido realizada, bajo la
direccion de los doctores Mercedes Sanchez Vifias, Domingo Gazquez Evangelista y
Maria Gracia Bagur Gonzalez.

Dentro de la linea de investigacion, el trabajo se ha centrado en el estudio
guimiomético de la aplicabilidad del perfil cromatografico de 4-desmetilesteroles
como herramienta para la cuantificacion de aceite de oliva en mezclas de aceites
vegetales y en productos alimenticios, y esta incluida dentro de las actividades y
tareas del proyecto QUOLEO, que ha sido financiado con los siguientes fondos
publicos:

» Cuantificacidon y control analitico de aceite de oliva en alimentos.
Proyecto de Investigacion de Excelencia, Consejeria de Innovacion,
Ciencia y Empresa, Junta de Andalucia (Ref.: PO7-FQM-02667).

» Cuantificacion de aceite de oliva en alimentos. Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacién Tecnoldgica
2004-2007, Ministerio de Educacion y Ciencia, Gobierno de Espafa
(MEC, Ref.: CTQ2006-15066-C02-02/BQU).

» Estudio de viabilidad de metodologias analiticas para la
cuantificacion de aceite de oliva en alimentos que contengan
materias grasas. Convenio especial de colaboracién, Consejeria de
Agricultura y Pesca (CAP), Junta de Andalucia. (Ref.: 9728-2007).
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IOBJETIVOS

La determinacién del contenido de fitoesteroles o esteroles en aceites de oliva y
vegetales es uno de los pardmetros analiticos que se utilizan para determinar su y
establecer la calidad de los mismos. Es una determinacién de rutina en laboratorios
acreditados para detectar posibles adulteraciones ya que el aceite de oliva
presenta efectos beneficiosos para la salud ademas de sus cualidades
organolépticas. El precio del aceite de oliva a fecha de hoy es superior al resto de
aceites que existen comercialmente, por este motivo en ocasiones se intenta
mezclar con otros tipos de aceites de inferior calidad y precio.

Sobre la base del problema analitico de control de la calidad alimentaria, el
principal objetivo del trabajo a realizar durante el periodo de elaboracion de esta
Tesis Doctoral, es estudiar la aplicabilidad del perfil de esteroles (compuestos
mayoritarios del insaponificable) en la cuantificacion del aceite de oliva presente en
alimentos.

Para ello, se pretende proponer una metodologia analiticas, genérica y facilmente
transferible, de uso rutinario en laboratorios de control de la calidad del aceite de
oliva. Las técnicas que se aplicaran en los estudios experimentales, seran
fundamentalmente la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién
ultravioleta-visible (Uv-Vis) y cromatografia de gases con detector de ionizacion de
llama (GC-FID).

Se estudiaran los perfiles de concentracién con objeto de verificar si con el uso de
herramientas quimiométricas adecuadas dicho perfil permite discriminar entre los
diferentes tipos de aceites vegetales.

Dada la naturaleza y complejidad de las muestras a analizar, uno de los objetivos
principales se puede particularizar considerando la posibilidad de desarrollar un
método que conlleve la disminucién del tiempo de analisis y el consumo de
reactivos.

Los diferentes objetivos planteados inicialmente para llevar a cabo esta Tesis
Doctoral, fueron los siguientes:

1. Trabajar bajo un sistema de gestién de la calidad de la investigacion con
objeto de asegurar tanto ésta, como la transferibilidad de las metodologias
analiticas desarrolladas.

2. Caracterizar la fraccion esterolica del aceite de oliva y resto de aceites
vegetales mediante la combinacién de técnicas cromatograficas.

Enl




IOBJETIVOS

3. Mejorar los métodos de aislamiento y depuracion de esteroles presentes en la
fraccion insaponificable en aceites y grasas.

4. Establecer el calculo de incertidumbre aplicable al método analitico propuesto
para la determinacion de compuestos minoritarios, esteroles, en aceites
vegetales.

5. Aplicar las huellas dactilares cromatograficas de fitoesteroles para identificar y
autentificar aceites vegetales con ayuda de herramientas quimiométricas de
reconocimiento de pautas no supervisadas y supervisadas.

6. Desarrollar un método de cuantificacion del porcentaje de aceite de oliva en
mezclas binarias con otros aceites vegetales (colza, canola, soja, maiz, girasol,
semillas, etc) mediante las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y cromatografia de gases (GC) acopladas de modo off-line.

7. Aplicar las nuevas metodologias analiticas desarrolladas al analisis de muestras
de aceites y alimentos, de diverso origen y procedencia, que contengan aceite
de oliva: Verificar la autenticidad de la proporcion de aceite de oliva declarada
en la etiqueta de diferentes alimentos: salsas tipo vinagretas y alifios.

8. Finalmente, una vez alcanzados los objetivos anteriores se procedera a la
elaboraciéon de un procedimiento normalizado de trabajo que recoja todas las
operaciones analiticas empleadas y sea de facil transferencia y aplicaciéon en
un laboratorio de analisis de rutina.
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Introduccion

Los esteroles vegetales, también denominados “fitoesteroles’, son esteroles
derivados de plantas con estructura y propiedades similares a las presentadas por
el colesterol en los vertebrados [1]. Este hecho se puede atribuir a que
quimicamente presentan pequefias diferencias estructurales con respecto a este
compuesto [2], pudiendo por ello ejercer un papel equivalente en la membrana de
las células de organismos superiores al actuar como: (i) componentes estructurales
de las membranas vegetales [3], (ii) intermediarios para la biosintesis de
productos vegetales tanto primarios como la celulosa, o secundarios como las
hormonas esteroideas, los alcaloides, etc.

Desde el punto de vista de la salud humana, estudios médicos han demostrado
que la ingesta diaria de fitosteroles dentro de la dieta normal puede reducir los
niveles de colesterol en sangre y suero. Adicionalmente, se ha sugerido que estos
compuestos pueden presentar propiedades antibacterianas, antifungicas,
antiulcerativas, antitumorales antinflamatorias y antioxidativas.

Practicamente se encuentran presentes en todos los alimentos vegetales,
aunque aquellos en los que se encuentran en mayor concentracion son los aceites,
especialmente los de maiz, girasol, soja y colza/canola (que contienen entre un 0.1
y un 0.8 %), siendo una excepcién el aceite de palma, que pierde la mayoria de
estos compuestos tras el proceso de refinado. También se encuentran en
legumbres (0,2%) y, en menor cantidad, en frutos secos, pan y vegetales, por lo
que se puede decir que, exceptuando los carbohidratos altamente refinados y los
productos animales, casi todos los otros alimentos contribuyen de manera
apreciable a la ingesta de esteroles vegetales.

En el caso de los aceites vegetales, el contenido de fitoesteroles depende de
factores como el tipo de cultivo, afo de la cosecha, grado de maduracion del fruto
o antigliedad de la semilla, tiempo de almacenamiento, métodos de extraccion y
refinado del aceite, entre otros, por lo que el andlisis cuantitativo de estos
compuestos, especialmente en el caso del aceite de oliva, presenta gran
importancia para establecer su origen, autenticidad y calidad del aceite.
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1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS.

Los fitoesteroles presentan alto punto de ebullicién, son incoloros, algo inertes,
solubles en disolventes organicos poco polares (cloroformo, etc.), menos solubles
en alcoholes de bajo peso molecular, y funden sin descomponerse, tanto en su
forma libre como esterificada.

Quimicamente, tal y como se muestra en la Figura 1., las moléculas de los
fitoesteroles derivan del ciclopentano[a]perhidrofenantreno en el que, el carbono
C-27 presenta una cadena lateral flexible. Estructuralmente, los cuatro anillos
A,B,C y D (numerados de acuerdo con las recomendaciones establecidas en 1989
por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) [4]) presentan una
configuracién trans que les otorga una geometria planar o en la que en el grupo
hidroxilo del carbono C-3 en la cadena lateral en C-27, y en los grupos metilo de
los carbonos C-18 y C-19, se favorece una disposicion angular sobre el plano que
también les otorga lo que se conoce como estereoquimica B. Ademas, debido a
que desde un punto de vista conformacional, el carbono C-20 presenta
preferentemente la conformacion R, los fitosteroles pueden originar superficies
planas a ambos lados de sus moléculas. Este Ultimo hecho es el que permite
biolégicamente las multiples interacciones hidrofdbicas que se producen entre el
nucleo rigido de estos compuestos y la matriz de la membrana celular.

Entre las caracteristicas de los fitoesteroles se pueden destacar las siguientes:
Ve . 5 .
a) La mayoria de ellos tienen un enlace A°, y uno o dos sustituyentes en el
carbono C-24 de la cadena lateral, los cuales se introducen mediante

reacciones de trans-metilacion.

b) También presentan un doble enlace trans- en la posicién A** de la cadena
lateral.

Como también se puede apreciar en dicha figura, atendiendo a la presencia o
ausencia de los grupos metilos en la posicién del carbono C-4 perteneciente al
anillo A, los fitoesteroles se pueden dividir estructural y biosintéticamente en tres
clases:

i) 4-desmetilesteroles (sin grupo metilo).

ii) 4a-monometilesteroles (un grupo metilo).

iii) 4,4'-dimetilesteroles (dos grupos metilo). Dentro de éstos también se incluyen
los alcoholes triterpénicos.
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~, Alquilacion ( uno o dos C)
‘ S

/. 22 . ~ . o
S 23 /¢ ............... 4 2 | 2 2%

A5 -esteroles

A7 -esteroles

S

A>7 -esteroles

H 4

4,4'dimetil esteroles

Figura 1. Estructura quimica basica de los fitoesteroles

En el caso de los primeros (4-desmetilesteroles), y atendiendo a la posicién y
nimero de dobles enlaces en el anillo B, a su vez se clasifican en A°-esteroles,
[\’-esteroles y A*’-esteroles.

La Figura 2 muestra las formulas estructurales de los 4-desmetilesteroles y los
estanoles (productos correspondientes a la hidrogenacién del doble enlace del
carbono C5 de algunos fitoesteroles) estudiados a lo largo de esta memoria, los
cuales a su vez se corresponden con los mas cominmente presentes en el aceite
de oliva (una de las matrices estudiadas). La Tabla I [5] recoge los nombres
sistematicos y comunes de los 4-desmetilesteroles mas frecuentes en aceites
vegetales.

Eal




I Introduccion

Desmetilesteroles
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Figura 2. Estructuras de los 4-desmetilesteroles mas comunes presentes en el aceite de
oliva.
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Tabla I. Nombres sistematicos y comunes de los 4-desmetilesteroles

analizados en esta memoria.

Nombre sistematico
M’-colesten-3pB-ol

(24S)-24-metil- A>**-colestadien-3p-ol
24-metilen- A>?*-colesten-3pB-ol
(24R)-24-metil- A®>-colesten-3p-ol
(24R)-24-metil-colestan-3 A°-colesten-3p-ol
(24R)-24-metil- A*>**-colestadien-3B-ol
(24R)-24-metil- A’-colestan-3p-ol
(24R,S)-24-¢til- A>*-colestadien-3p-ol
(24S)-24-etil- A>*-colestadien-3p-ol
(24R)-24-etil- A>-colesten-3B-ol
(24R)-24-¢til- colestan-3p-ol
(242)-24-etilen-A*-colesten-3B-ol
(24R,S)-24-¢til- A>**-colestadien-3p-ol
(24R,S)-24-¢til- A’colesten-3p-ol
(24Z)-24-etilen- A°-colesten-3B-ol

Nombre comin
Colesterol
Brasicasterol
24-metilencolesterol
Campesterol
Campestanol
Estigmasterol
A\’-campesterol
A>*3-estigmastadienol
Clerosterol
B-sitosterol

Sitostanol (Estigmastanol)
M°-avenasterol
A>?**-estigmastadienol
N’ -estigmastenol

A’-avenasterol

La mayor parte de los 4-desmetilesteroles son sdlidos cristalinos incoloros, por
ejemplo, B-sitosterol, campesterol y estigmasterol tienen puntos de fusidon de 140,
157/158 y 170 °C, respectivamente [6], y son mas hidrofdbicos que el colesterol
(en general, cuanto mas grande es la cadena lateral, mas hidrofébico es el
compuesto), aunque los dobles enlaces de las cadenas laterales hacen que

aumente su caracter hidrofilico.

La Figura 3 muestra las formulas estructurales de los 4-monometilesteroles, los
4,4'-dimetilesteroles y los alcoholes triterpénicos que aparecen frecuentemente en

el aceite de oliva.
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4-Monometilesteroles

HO™
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Figura 3. Formula estructural de los 4-monometilesteroles, los 4,4'-dimetilesteroles y
los alcoholes triterpénicos mas habituales en el aceite de oliva.
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En cuanto a su reactividad, y como ya se ha indicado previamente, al
hidrogenarse forman los estanoles o fitoestanoles. Ademas, el grupo 3-hidroxilo de
los fitoesteroles libres puede ser esterificado por un acido graso [7] o un acido
fendlico para dar esteril-ésteres, o puede, a través de un enlace B en la posicién 1
de un hidrato de carbono, formar, bien esteril glicosidos o bien, glicosidos esteril
acilados. En estos ultimos, la posicion 6 de los hidratos de carbono se encuentra
esterificada con un acido graso de cadena larga [8]. En la Figura 4. se recogen las
estructuras correspondientes a los productos finales de las reacciones
anteriormente mencionadas para el B-sitosterol.

Con Acidos Grasos Con Acidos fenélicos

Esteres esterilicos

Sitosteril ferrulato

A \\
T A

Sitosteril oleato Lowe® \
p-Sitosterol ]
Glucosidos esterilicos Glucésidos esterilicos

acetilados

—

o=t
\
o
L= } CHy /»}(\ ]
v % 3 =
o | 0 97 %
OH \ / a2 R J

OH

Sitosteril B-D-glucésido ) 3
Sitosteril (6’-0-palmitil)- B-glucdsido

Figura 4. Ejemplos de las estructuras esterilicas conjugadas del p-sitosterol

Desde el punto de vista de las propiedades fisicas cabe indicar que, aunque los
esteroles libres y esteril ésteres son solubles en disolventes no polares como el
hexano, es necesario el uso de modificadores polares para solubilizar los glicosidos
esterilicos.
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En relacion con la estabilidad de los fitoesteroles, la reaccidon mas importante a la
que se ven sometidos estos compuestos es la oxidacion, en la que el producto final
se denomina genéricamente “oxifitoesterol”. Aunque se ha sugerido [9] que
algunos A’-esteroles siguen el mismo esquema de oxidacion que el colesterol, se
conoce poco acerca de los productos originados a partir de los fitoesteroles, los
cuales también se suelen citar de forma abreviada como POPs (productos de
oxidacion de fitoesteroles). Diversos estudios indican que algunos oxifitoesteroles
pueden ser carcindgenos, mutagenicos o producir efectos tdxicos en los cultivos
celulares [10].

En general, la formacidon de radicales en presencia de calor, luz, contaminantes
metalicos, oxigeno, especies reactivas de oxigeno y enzimas oxidativas, facilita la
oxidacién de los fitoesteroles a través de un ataque al doble enlace en la
estructura del anillo, dando lugar a una reaccién autocatalitica en cadena de
radicales libres que sigue la misma quimica que la oxidacion de otros lipidos
insaturados.

La Figura 5 recoge las estructuras basicas de los POPs , de los cuales, el principal
es el 7-hidroxiperoxido, que se forma después de la eliminacién de un atomo de
hidrogeno alilico en el dtomo de carbono C-7, posteriormente, el hidroperoxido
alilico sufre una epimerizacion de la que se derivan los productos de oxidacién mas
importantes como los 7B- y 7a-hidroxi, y los compuestos 7-ceto.

Otros productos de oxidacion importantes son los compuestos 5a-, 6a-epoxi,
5B-, 6B-epoxi y los 3B-, 5a-, 6B-trioles. Dependiendo de la geometria y de las
condiciones en las que se produce la oxidacion, el oxigeno también puede atacar a
los carbonos terciarios de la cadena lateral, originando pequenas cantidades de
compuestos 20 y 25-hidroxilicos.

Finalmente, la Tabla II recoge los nombres sistematico y comin de algunos de
los POPs [11].
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HO OH
7B-hidroxi
HO o
7-ceto
HO :
6a-hidroxi !

Figura 5. Estructuras basicas de los principales productos de oxidacion de los

fitoesteroles (POP ’s)

04 et

3B,5a,6pB-triol (dihidroxi)

HO

&)

58,6B-epoxi

25-hidroxi

Tabla II. Nomenclatura de algunos productos de oxidacion de fitoesteroles.

Nombre sistematico
(24S)-Etilcolest-5-en-3p, 7a-diol
(24R)-Metilcolest-5-en-33, 7a-diol
(24S)-Etilcolest-5,22-dien-33, 7a-diol
(24R)-Etilcolest-5-en-3, 7a-diol
(24S)-Metilcolest-5,22-dien-3[3,73-diol
(24R)-Metilcolest-5-en-3[3, 73-diol
(24R)-Etilcolest-5-en-33, 7B-diol

Nombre comin

7a-Hidroxibrasicasterol
7a-Hidroxicampesterol
7a-Hidroxiestigmasterol
7a-Hidroxisitosterol
7B-Hidroxibrasicasterol
7B-Hidroxicampesterol
7B-Hidroxisitosterol
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Tabla II (Cont.). Nomenclatura de algunos productos de oxidacion de fitoesteroles.

Nombre sistematico
(24R)-Metilcolestan-3(,6B-diol
(24S)-Metilcolest-22-en-3p3, 5a, 6B-triol
(24R)-Metilcolestan-38, 5a, 6B-triol
(24R)-Etilcolestan-3pB, 5a, 6B-triol

Nombre comiin

6B-Hidroxicampestanol

Brasicastentriol (Dihidroxibrasicasterol)
Campestanotriol (Dihidroxicampesterol)
Sitostantriol (Dihidroxisitosterol)

(24R)-Etilcolestan-3p,63-diol 6B-Hidroxisitostanol
(24S)-5p,6B-epoxi-24-metilcolest-22-en-3B-ol  5a,6B -Epoxibrasicasterol
(24R)-5a,6a-epoxi-24-metilcolestan-33-ol 5a,6a -Epoxicampesterol
(24R)-5B,6pB -epoxi-24-metilcolestan-33-ol 5B,6B-Epoxicampesterol
(24R)-58,6pB -epoxi-24-etilcolestan-33-ol 5B,6B-Epoxisitosterol
(24S)-Metilcolest-5,22-dien-33-ol-7-ona 7-Cetobrasicasterol
(24R)-Metilcolest-5-en-33-ol-7-ona 7-Cetocampesterol
(24S)-Etilcolest-5,22-dien-3B-o0l-7-ona 7-Cetoestigmasterol

2. BIOSINTESIS DE LOS FITOESTEROLES

De forma natural, los fitoesteroles se obtienen a través de la formacion de un
ciclo entre el (3S) 2,3-epoxido de escualeno [12,13] y el esqueleto tetraciclico del
ciclopentanoperhidrofenantreno, procediendo por tanto de la ruta biosintética de
los isoprenoides.

Tal y como se recoge de forma esquematizada en la Figura 6., el paso principal
en la sintesis de los sesquiterpenos y triterpenos (grupo al que pertenecen los
fitoesteroles) es la conversion del isopentil pirofosfato (IPP) en dimetilalquil
difosfato (DMAPP) como primera etapa de elongacion, a través de una prenil
transferasa -la farnesil-pirofosfato-sintasa (FPP-sintasa)- que convierte el
metabolito en farnesil pirofosfato (FPP). A nivel celular, la enzima encargada de
regular la direccion dentro de la ruta de los esteroles en el citoplasma, es la
escualeno sintetasa.

Cuando las plantas tienen aparato fotosintético, las etapas enzimaticas
convierten el éxido de escualeno en cicloartenol, mientras que en organismos no-
fotosintéticos, los hongos transforman el éxido de escualeno en lanosterol y
finalmente en ergosterol. Ambos, cicloartenol y lanosterol, se pueden convertir en
A°-24-alquilesteroles como productos finales.
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Figura 6. Esquema resumido de la biosintesis de los isoprenoides en plantas a partir
del isopentil pirofosfato (IPP).

En el caso de las plantas superiores, los principales productos finales de la
sintesis tienen un grupo 3p-hidroxilo libre, no obstante, también se pueden
encontrar fitoesteroles esterificados con acidos grasos de cadena larga o enlazados
a glicidos simples, generalmente a través de uniones B con el carbono situado en
la posicién 1 del monosacarido. Dependiendo de la naturaleza de estos ultimos se
pueden formar también acilesteril-glicdsidos por esterificacién en la posicion 6 de
la molécula de glucido (generalmente glucosa).

De forma generalizada, se puede decir que, la biosintesis de los fitoesteroles en
las plantas esta formada por una secuencia de mas de 30 reacciones catalizadas
por enzimas presentes en las membranas de las mismas, si bien ni todas las
etapas biosintéticas ni las reguladoras estan perfectamente descritas y estudiadas.
En el caso particular de la regulacién de la biosintesis de los fitoesteroles, la
mayoria de los estudios se han focalizado en el papel jugado por la 3-hidroximetil-
3-glutaril coenzima A reductasa (HMGR), en la ruta del pre-escualeno para
producir mevalonato (producto intermedio que conduce a la formacién de IPP).

Atendiendo a la cadena alimentaria, la principal ruta biosintética lleva a un perfil
de fitoesteroles constituido por una mezcla de estigmasterol, sitosterol y

campesterol.
| 25 |
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3. FUNCIONES BIOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

Debido a su caracter anfifilico, los fitoesteroles se encuentran a nivel celular
formando parte de las membranas, principalmente en el plasma de la membrana
celular, la membrana externa de la mitocondria y en el reticulo endoplasmatico. Su
funcidn principal es regular la fluidez de estas, jugando un papel importante en su
adaptacion en funcién de la temperatura.

En el caso de los fitoesteroles libres, el grupo hidroxilo libre es el responsable de
las interacciones especificas con fosfolipidos y proteinas en la membrana. En el
caso de los esteril glicdsidos y los esteril glicdsidos acetilados, la orientacion del
grupo carbohidrato hacia la regidn acuosa permite su presencia junto con los
esteroles libres en varias membranas.

Los fitoesteroles tipicos de las plantas (sitosterol, estigmasterol y campesterol),
acttian en la membrana para limitar el movimiento de las cadenas aciladas de los
acidos grasos y aunque como se ha dicho antes, todos los fitoesteroles son
capaces de regular la fluidez de la membrana, la eficiencia depende del tipo de
esteroles, de modo que B-sitosterol y campesterol son los mas eficientes,
comparandolos con el estigmasterol, debido a que éste tiene el doble enlace en el
atomo de carbono C-22 orientado en la posicion trans, reduciendo tal efecto.

Los fitoesteroles también juegan un papel importante en la diferenciacion y
proliferacién celular, siendo su acumulacion en semillas y aceites una reserva para
el crecimiento de nuevas células y brotes.

Dada su similitud con el colesterol, determinadas moléculas de fitoesteroles
pueden también participar en algunos acontecimientos de transduccion de sefiales
activando la Na*/K*-ATPasa.

Fisioldgicamente, hay evidencias de que los fitoesteroles pueden actuar
mostrando un efecto hipocolesterolémico importante reduciendo, tanto las
concentraciones de colesterol total como las de colesterol LDL y en menor medida,
mostrando una actividad anticancerigena frente a determinados tipos de células
tumorales.

a) Efecto hipocolesterolémico de los fitoesteroles

Generalmente, se acepta que los fitoesteroles disminuyen la concentracion de
colesterol circulante en el organismo, suprimiendo su absorcién intestinal, debido a
la alta afinidad de dichos compuestos por las micelas en comparacion con el
colesterol. Como resultado, se produce una menor absorcién de este Ultimo por
parte de las lipoproteinas sintetizadas en el epitelio del intestino (quilomicrones).
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El efecto reductor del contenido de colesterol en sangre debido a los
fitoesteroles, comenzd a describirse hace cincuenta y nueve afos por Pollack [14],
quien demostrd que la ingesta de grasas poliinsaturadas daba lugar a
hipocolesterolemia. Por esa razon, con objeto de controlar la colesterolemia desde
mediados de los afios noventa se comercializan en diferentes paises, alimentos
enriquecidos con fitoesteroles, tales como margarinas funcionales, yogures,
quesos, aperitivos, aderezos para las ensaladas, etc., [1]. Desde entonces, varios
estudios clinicos han demostrado que la presencia de los 4-desmetilesteroles o
estanoles en sangre, en cualquiera de sus dos formas, libre o esterificada, reduce
el contenido total de colesterol y los niveles de colesterol-LDL, sin embargo, el
nivel de proteccion que ejercen las lipoproteinas de alta densidad (colesterol-HDL),
no disminuye por el consumo de fitoesteroles en la dieta.

La accion reductora del contenido en colesterol es mas acusada con los 4-
desmetilesteroles y estanoles, y se ha demostrado que los 4,4’-dimetilesteroles
tienen poca o ninguna actividad en humanos. Los efectos especificos de los 4-
monometilesteroles y los glicdsidos de esteroles no son conocidos.

En un estudio con varios productos alimenticios enriquecidos, Katan vy
colaboradores [15] encontraron que con la dosis diaria Optima de fitoesteroles o
estanoles de 2g/dia, se reducia un 10% el nivel del LDL-Colesterol, mientras que
una dosis mas alta proporcionaba sélo un pequefio efecto benéfico adicional.

b) Actividad anticancerigena de los fitoesteroles

Hoy en dia, hay una clara evidencia de que los esteroles vegetales pueden ser
aplicados en forma de suplementos para combatir enfermedades mortales en las
que el sistema inmune necesita maduracion. Su importancia en la lucha contra el
cancer es aun limitada y necesita mas investigacion, aunque algunos datos “/n
vitro” e “in vivo" sugieren que pueden ser eficaces, no solo en la prevencién de la
enfermedad, sino también en su tratamiento [16].

Diversas evidencias epidemioldgicas y experimentales sugieren, que estos
compuestos podrian ofrecer proteccidn frente a los tipos mas comunes de cancer
que se dan en las sociedades occidentales, como los de colon, pulmén, estémago,
mama y prostata [17,18,19]. El efecto protector se basaria en una serie de
mecanismos que incluyen efectos sobre: (i) la estructura y funcion de la membrana
en las células tumorales y del huésped, (ii) las vias de transduccidon de senales que
regulan el crecimiento del tumor y su apoptosis,(iii) la funcidn inmunitaria del
huésped, v (iv) el metabolismo del colesterol.

Asi mismo, existen evidencias de que el consumo de fitoesteroles también puede
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aumentar la actividad de enzimas antioxidantes y con ello, reducir el estrés
oxidativo, relacionado con varias enfermedades, entre ellas el cancer [20].

Por otro lado, a partir de la década de los 50, se desarrollaron un gran ndmero
de estudios clinicos relacionados con la prevencidon y reduccion de colesterol en
plasma, tanto en animales como en humanos. Sin embargo, su interés disminuyd
posteriormente debido a que se descubrid, que era posible desarrollar
fitosterolemia como consecuencia de un aumento del contenido de fitoesteroles en
suero, especialmente el campesterol.

La fitosterolemia, también Illamada sitosterolemia, es una enfermedad
extremadamente rara del metabolismo de los lipidos, caracterizada por la
presencia de un contenido elevado de fitoesteroles y estanoles en el plasma y
tejidos, lo que conlleva al desarrollo de aterosclerosis y enfermedades coronarias a
temprana edad. Dicha presencia es exclusivamente de origen dietético, ya que el
hombre es incapaz de sintetizarlos. Los niveles plasmaticos de fitoesteroles en las
personas que padecen esta enfermedad estan entre un 7% y un 16% de la
concentracion total de esteroles en plasma [21].

Hay estudios [22,23], que sugieren que el consumo de sitostanol en pacientes
con sitosterolemia podria ser una forma efectiva de reducir sus niveles de
colesterol en suero y de fitoesteroles libres [24].

Finalmente, cabe indicar que un efecto no deseado de los fitoesteroles es su
interferencia en la absorcion de carotenoides y, por tanto, en la disminucién de los
niveles de los mismos en sangre. A su vez, no hay evidencias totalmente claras
sobre los efectos negativos de las POPs sobre la salud humana.

4. FUENTES DE ESTEROLES

Como se ha comentado al inicio del capitulo, en la Tabla III se puede observar
que aunque practicamente todos los alimentos vegetales representativos contienen
cantidades apreciables de fitoesteroles, la fuente principal la constituyen los
aceites, seguidos de los cereales y los frutos secos y derivados. Por el contrario, las
frutas y las hortalizas no son en general una buena fuente, y su contenido difiere
dependiendo de las variedades y también de las condiciones de cultivo.

En general, en la mayoria de los alimentos los fitoesteroles estan presentes en
forma esterificada, mayoritariamente con acidos grasos y como ésteres de ferulato
[25], a diferencia de los esteroles glicosilados que son un componente minoritario
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en los alimentos [26]. De hecho, los primeros constituyen cerca del 50% del total
de esteroles en algunos alimentos, como el aceite de maiz [27]; no obstante,
existen excepciones como las patatas en las que, el 82% de los fitoesteroles que
contienen, son esteroles glicosilados.

Tabla III. Contenido de esteroles vegetales en alimentos
representativos [28].

Esteroles vegetales
Alimento (mg/100 g
porcién comestible)

Aceite de maiz 952
Aceite de girasol 725
Aceite de semilla de soja 221
Aceite de oliva 176
Almendras 143
Alubias 76

Maiz 70
Trigo 69
Aceite de palma 49
Lechuga 38
Platano 16
Manzana 12
Tomate 7

4.1. Esteroles y aceites vegetales: El aceite de oliva.

El hecho de que en los aceites vegetales comestibles, los fitoesteroles se puedan
encontrar tanto en su forma libre como esterificada y en diferente proporcion,
provoca que los aceites puedan presentar efectos fisioldgicos diferentes [29]. La
Tabla IV recoge el contenido en 4-desmetilesteroles (libres y esterificados) de los
aceites comestibles mas utilizados[30, 31, 32]. A su vez, las Tablas V y VI [33]
recogen el contenido en 4--monometilesteroles, y 4,4'dimetilesteroles en
diferentes tipos de aceites.
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Tabla IV. Contenido de los 4-desmetilesteroles libres y esterificados (mg/100 g) en aceites vegetales.

Aceites

Maiz

Palma

Cacahusate

Cartamo
Canola
Nuez

Aguacate

Sésamo
tostado

(1) Libres
{2) Esterificados

L

=&

m mmMPmMP mMPe mMPe m

p- Sltosterol

172.2
292.1
690.0
280.8
ilel
28.7
26.1
3033
0.7
207
47.2
100.0
67.8
56.6
86.4
34.3
145.5
2359
76.5
4.8
1014
218.7
221.0
114.4

A~ Avenasterol

30.6

Campesterol

33.2
70.8
156.0
70.9
77.3
10.7
6.2
10.0-18.0
4.1
10.0
83
17.3
154
124
18.4
9.8
56.2
108.2
4.9
2.7
7.5
10.5
36.3
40.1

Estigmasterol Sitostanol  Braslcasterol Campestanol Colesterol

18.2 4.5 === 4.1 0.7
22.6 === === === ===
76.0 === trazas === ===
341 8.3 === 4.7 0.8
29.5 === === ===
6.5 <05 === 1.0
2.5 === === === ===
6.0-7.0 === trazas === ===
2.2 <05 === === 0.5
6.6 === === === ===
8.1 1.6 0.6 0.9 <05
16.1 === === === ===
3.9 0.9 0.6 <05 <05
42 === === === ===
124 6.9 === 1.7 ===
21 2.7 === 0.9 ===
7.6 2.3 28.2 3.7 1.0
8.8 3.9 22.7 2.3 0.9
25 1.8 === 0.7 ===
0.5 1.9 === === ===
26.9 11 === 1.1 ===
K] 0.9 === === ===

30
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Tabla V. Contenido de 4o-monometilesteroles (mg/100 g) en aceites vegetales.

Aceite Obtus.’’  Gram.>?  Cycloeu.®> Citrost.(
Oliva 1.1-7.9 0.5-2.0 2.2-22.3 3.5-31.6
Soja 1.5-5.3 2.1-15.8 0.6-6.6 4.1-35.0
Colza 1.2-15.7 0.4-5.7 0.1-5.9 trazas-4.3
Maiz 12.9-51.3 16.1-37.1 trazas-5.6 10.9-26.8
Palma 0.5-6.1 0.4-0.6 0.8-24.1 0.2-3.2
Grano de Palma 0.3-0.5 trazas 0.6-1.3 0.6-1.2
Cacahuete 0.3-4.2 0.3-5.6 trazas-0.9 0.4-3.2
Cartamo 2.1-4.0 2.1-4.3 0.3-1.4 0.9-2.4
(|
() Obtus.: Obtusifoliol Cycloeu.:Cicloeucalenol;
Gram.: Gramisterol Citrost.: Citrostadienol

Tabla VI. Contenido de 4-4"-dimetilesteroles (mg/kg) en aceites vegetales.

Total

Aceite 24-metilencicloartanol B-amirina c-amirina (incluidos los

desconocidos)
Oliva 64 5 === ===
Virgen
Soja 30-109 10-126 20-42 hasta 840
Colza hasta 200 hasta 11 hasta 25 hasta 540
Maiz 80-330 2-19 hasta 33 82-1150
Palma 7-109 trazas-2 2-3 9-320
Grano de 8-94 hasta20 hasta 209 8-720
Palma
Cacahuete 13-166 2-25 1-25 16-360
Cartamo 12-31 49-79 41-57 102-840
Algodon 15-158 hasta 34 hasta 37 15-480

Entre todos los aceites comestibles usados para la preparacion de alimentos hay
que destacar el aceite de oliva, ya que no solo contribuye aportando nutrientes, si
no que ademas presenta efectos beneficiosos para la salud humana.
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Entre sus cualidades cabe destacar que, ademas de ser considerado un tesoro
gastrondmico que conjuga como pocos el placer para el paladar con sus efectos
beneficiosos, es efectivo para reducir el nivel de colesterol en sangre y prevenir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares, tiene un efecto beneficioso sobre la
tension arterial, facilita la digestion, previene la formacion de coagulos y contiene
propiedades antioxidantes que retardan el envejecimiento de las células [34].
Produce un perfil lipidico favorable que conlleva a una disminucion del riesgo de
padecer arterioesclerosis. También protege del cancer de colon y mama y, como
contiene vitaminas A y E, ademas su consumo contribuye a mejorar el aspecto y
tersura [35].

Segun el Reglamento (EC) 1513/2001 que modifica el Reglamento n°
136/66/CEE y el Reglamento (CE) n® 1638/98, la maxima categoria de aceite de
oliva, es el aceite de oliva virgen extra que se obtiene del prensado de las
aceitunas sin otra manipulacién que la mecanica. Le siguen en la clasificacion, e/
aceite de oliva virgen, el aceite de oliva lampante, el aceite de oliva refinado y el
aceite de oliva. Este ultimo, el mas consumido, esta compuesto por una mezcla de
aceite de oliva refinado y virgen.

El aceite de oliva tiene la ventaja de que no sdlo se utiliza directamente sino que
se emplea para cocinar. Hay que tener en cuenta que los aceites, en general, se
modifican durante este proceso, y si la temperatura sube por encima del punto de
ebullicién, se pueden producir ciertos productos que son tdéxicos para nuestro
organismo. Sin embargo, al aceite de oliva no le ocurre esto debido a que tiene un
punto de ebullicion alto y es mas resistente por ejemplo, que los aceites de girasol
0 maiz, siendo este es uno de los motivos por el que se utiliza habitualmente en
los paises mediterraneos.

Desde el punto de vista de su composicion, sus componentes se pueden agrupar
en dos fracciones [36] una mayoritaria (98-99%), constituida por acidos grasos
mono Y poliinsaturados (MUFAs y PUFAs), mono, di- y triglicéridos (MAGs, DAGs y
TAGS), y otra minoritaria (2#2%) dentro de la cual se encuentran entre otros, los
fitoesteroles. La Tabla VII recoge el contenido de 4-desmetilesteroles y alcoholes
triterpénicos en diversos tipos de aceite de oliva [37].
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Tabla VII. Contenido de 4-desmetilesteroles y alcoholes triterpénicos en aceite de oliva
expresado como mg esterol/100 g de aceite

Aceite (1) 2 3 @ (5) Total”  (6)

Oliva >93 <4 <4 <01 <05 =100 <4.5
Oliva Virgen >93 <4 <4 <01 <05 =100 <4.5
Oliva Virgen Extra >93 <4 <4 <01 <01 =>100 <4.5
Oliva Lampante >93 <4 - <01 <01 >100 <45
Oliva Refinado >93 <4 <4 <01 <01 =100 <4.5
Orujo de Oliva Crudo >93 <4 - <02 <01 =250 > 4.5
Orujo de Oliva Refinado > 93 <4 <4 <02 <01 =>180 > 45
Orujo de Oliva >93 <4 <4 <02 <01 =160 > 4.5

(1) p-Sitosterol’ Expresado como (A** — estigmastadienol + Clerosterol + p-sitosterol
+ Sitostanol + A®— avenasterol + A>?*— estigmastadienol)

(2) Campesterol (3) Estigmasterol
(4) Brasicasterol (5) Colesterol
(6) Eritrodiol + Uvaol ®mg esterol/100 g aceite

4.2. Formas de administracion

Los fitoesteroles se consideraban inicialmente como agentes farmacoldgicos,
pero con el conocimiento de que constituian parte de la dieta surgio la idea de que
debian administrarse en forma de productos alimenticios convencionales. Al
principio se suministraban en forma de preparados pulverulentos y en cantidades
relativamente grandes para lograr un efecto significativo. Asi, los preparados de
soja inicialmente tuvieron un gran éxito, pero alrededor del afio 1960 su interés
empezd a ser menor, ya que eran dificiles de administrar debido a su naturaleza
insoluble y, en consecuencia, creaban incertidumbre acerca de la cantidad
ingerida. Peterson et al [38] recomendaron incorporar estos compuestos en la
mantequilla, con una ingesta diaria de 5.7 g de fitoesteroles.

Tradicionalmente, los alimentos ricos en grasas como las margarinas y los
aceites se han considerado los vehiculos ideales para el consumo de fitoesteroles,
debido a su naturaleza hidrofébica. Hay estudios que indican que los fitoesteroles
que se han ido incorporando a otro tipo de alimentos como mayonesa, aderezos
para ensaladas, leche y yogur disminuyen mas efectivamente los niveles de
colesterol LDL en comparacion con otros productos a los que también se les ha
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adicionado, como por ejemplo cruasanes, magdalenas, zumo de naranja, barritas
de cereales y chocolate [39].

Finalmente, los fitoesteroles también se han combinado con otros componentes
nutricionales beneficiosos, incluyendo el aceite de pescado, el aceite de oliva,
fibras y frutos secos, con objeto de aumentar su efecto contra los factores de
riesgo de las enfermedades cardiovasculares [40,41,42].

5. ANALISIS DE FITOESTEROLES

Dado el efecto beneficioso que presentan estos compuestos y considerando que
pueden estar presentes de forma natural o bien, ser adicionados a alimentos
funcionales, se han desarrollado muchos métodos analiticos para su determinacion
en una amplia gama de productos alimenticios.

La secuencia mas comunmente seguida para el anadlisis de fitoesteroles
individuales implica la separacion de la fraccion grasa de la matriz (extraccién de
los lipidos), su saponificacion, o hidrdlisis acida seguida de saponificacion para
liberar los fitoesteroles, extraccion de la fraccidén insaponificable, separacion o
purificacion parcial de los esteroles, la formacidon de derivados de los mismos y su
analisis mediante cromatografia [30, 43, 44, 45]. En la mayoria de los casos, la
determinacion de estos analitos se realiza como alcoholes (fitoesteroles libres) en
vez de ésteres esterilicos o estanilicos.

5.1. Aislamiento de fitosteroles para su posterior determinacion
cromatografica

...Los procedimientos analiticos mas utilizados para aislar los esteroles vegetales
del resto de componentes de la fraccidén insaponificable han sido la cromatografia
en capa fina (CCF), la extraccién en fase solida (SPE), la extraccion en fluidos
supercriticos (SFE), la cromatografia Flash y la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), en su modalidad preparativa.

La CCF [46] es la técnica cromatografica que se emplea en el método oficial
para la separacion de esteroles. La fase estacionaria es una capa fina de gel de
silice dispuesta normalmente sobre un soporte de vidrio o aluminio y el eluyente o
fase movil esta constituido por una mezcla de disolventes (n-hexano: éter
dietilico).
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En la Figura 13 se muestra el orden de elucion de los compuestos presentes en
la fraccion insaponificable. Se puede observar que los compuestos mas polares son
los mas fuertemente retenidos.

(1) Banda de aplicacion

(2) Eritrol + Uvadiol y esteroles
(3) H. alifaticos

(4) Triterpenos

(5) Desconocidos

Figura 13. Orden de elucion de los componentes del insaponificable de aceite
de oliva, utilizando una placa de gel de silice.

El principal inconveniente de este tipo de aislamiento es que resulta ser largo y
tedioso.

Como una de las alternativas a la separacidén en capa fina, la extraccion en fase
sélida (SFE) se ha utilizado ampliamente para la obtencion de distintas clases de
lipidos antes de su analisis mediante HPLC, GC y GC-MS.

La Tabla VIII recoge los diferentes adsorbentes que se comercializan como fases
estacionarias [47], de entre ellos, los que mas se emplean en el analisis de los
fitoesteroles son la gel de silice, la alimina y la C18.

Azadmard-Darmichi et al. [48,49] han propuesto un método rapido para la
separacion de las diferentes clases de fitoesteroles (4-desmetilesteroles,4-mono-
metilesteroles y 4,4-dimetilesteroles) en diferentes aceites vegetales, con la
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ventaja de que es mas sencillo, gasta menos disolventes que la CCF y consume
menos tiempo. Empleando gel de silice como adsorbente y una mezcla
hexano:éter-dietilico como eluyente, los 4,4-dimetilesteroles son los que se
retienen mas débilmente, seguidos de los 4-monometilesteroles, mientras que los
4-desmetilesteroles son los mas fuertemente retenidos.

Tabla VIII. Tipos de fases estacionarias utilizadas para la SPE.

Tipo de Fase Grupo Modo de
+Hpo detase —rupo separacion
Silica - Si-OH
Aminopropil (NH,) - Si-(CH3)3NH,
Cianopropil (CN) - Si-(CH3)(CH,)sCN - Fase normal
Diol(2,3-hidroxi - i
propoxipropil) Si (CH2)3OCH2CH(OH)CH20H ]
C18 (octadecil) - Si-C1gH37
C8 (octal) - Si-CgHy7

) ~ Fase inversa
C2 (etil) - Si-CyHs
Fenil - Si-Ph
Amina cuaternaria - Si'(CH2)3N+(CH3)3
Propilbenzenosulfonato = Si=(CH,)3CgH4-S03" [ Cambio idnico
Propilsulfonato - Si-(CH,)3S03" i

En general, la SPE se ha propuesto como técnica de extraccion de fitoesteroles,
(tanto en su forma libre como esterificada) [50,51], y se ha utilizado no solo para
la extraccidn y purificacion de los fitoesteroles totales de otros constituyentes del
insaponificable de aceites vegetales, sino también en la separacion de los
fitoesteroles libres de los triglicéridos [52].

Entre las aplicaciones de la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), técnica
adecuada para el aislamiento y la purificaciéon de compuestos de baja volatilidad,
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se encuentra la extraccion de los fitoesteroles y el fraccionamiento de aceites y
grasas mediante CO, supercritico[53, 54, 55, 56].

Lesellier [57] propone separar los diferentes compuestos del insaponificable,
entre ellos los esteroles, mediante cromatografia de fluidos super/subcriticos como
alternativa a la cromatografia de gases (GC) y a la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Cabe destacar la revisidn sobre las aplicaciones de la SFE, usando CO,, en la
extraccion de acidos grasos vy lipidos realizada por Sahena et al. [58].

La cromatografia Flash [59], es una modalidad cromatografica preparativa que
se diferencia de la cromatografia en columna clasica tanto, por el menor tamafio
de las particulas de fase estacionaria como por la presion a la que trabaja (media
presion). Aunque se conocen muchas aplicaciones desarrolladas para el
fraccionamiento de mezclas procedentes de sintesis organicas, en relacion con el
analisis de fitoesteroles solo cabe destacar la aplicacion desarrollada por Kalo et al.
[60] en la que se realiza el fraccionamiento secuencial de los esteres esterdlicos,
triacilgliceroles, esteroles libres, diacilgliceroles vy triglicéridos residuales en grasas
y aceites, combinando las siguientes fases moviles: diclorometano:hexano (22:78,
v/v), diclorometano:hexano (65:35, v/v) y acetona:diclorometano (6:94, v/v).

Hoy dia, la principal ventaja de esta técnica preparativa, radica en que las
separaciones se pueden monitorizar en linea con sistemas de deteccion tales
como, UV-visible, IR o ELSD.

Aungue la HPLC es una técnica fundamentalmente analitica, también se ha
empleado como técnica preparativa para el aislamiento de los fitoesteroles al
presentar diferentes ventajas como: (i) necesitar poca muestra (unos pocos
microlitros), (ii) requerir menor tiempo para obtener la fraccion de fitoesteroles, y
(i) poder llevar a cabo una deteccién continua de las fracciones eluidas. Con
respecto a esta Ultima, cabe indicar que entre los sistemas de detecciébn mas
utilizados destacan el de vultravioleta-visible (UV-Vis) [61] y el de indice de
refraccion (IR) [62, 63]

Desde un punto de vista metodoldgico se puede usar tanto en la modalidad off-
line, para recolectar la fraccion esterdlica con vistas a la posterior derivatizaciéon y
analisis por GC, como en la modalidad on-line, generalmente acoplada a un
cromatdgrafo de gases.
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Cuando se utiliza la HPLC en su modalidad “off line”, en la etapa de preparacion
de la muestra, la forma mas comln de trabajar implica, la recoleccién de la
fraccion de interés y posterior inyeccién en el cromatografo de gases, o la
concentracion y/o derivatizacién del eluido como paso previo a la GC.

Finalmente, cabe indicar que aunque todas las técnicas citadas anteriormente
se emplean como alternativas a la CCF para la separacion de los fitoesteroles del
insaponificable de los aceites vegetales, también se puede inyectar directamente la
muestra de aceite, diluida en el disolvente adecuado (generalmente organico), en
el cromatografo de liquidos y analizarla mediante un equipo LC-GC [64].

5.2. Determinacion cromatografica de fitoesteroles

Como se puede ver en la Tabla IX, en la que se resume la busqueda bibliografica
realizada para indicar el estado del arte de los procedimientos, técnicas y métodos
aplicados a la determinacion de fitoesteroles en muestras de aceite de oliva y otros
aceites vegetales, la técnica que mas se emplea para el analisis de los mismos es
la GC con columnas capilares. Con este tipo de columnas se consiguen tiempos de
analisis cortos, se presentan menos problemas de interferencias, se mejora la
resolucion cromatografica y, desde el punto de vista instrumental, presentan
mayor estabilidad térmica si se comparan con las columnas de relleno o
empaquetadas.

Por otro lado, cabe indicar que aunque es posible separar los fitoesteroles sin
derivatizar, es preferible transformarlos en trimetilsililderivados (TMS-esteroles)
debido a su alto peso molecular y su baja volatilidad,.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se puede emplear
directamente para el andlisis de los esteroles, en las modalidades de fase normal
(con fases estacionarias tipo silica, diol, amino, ciano), para separar los
fitoesteroles en clases, como en fase invertida (con fases estacionarias tipo ODS,
C8 o fenilo), para separar los compuestos individuales. Esta Ultima, es la modalidad
mas ampliamente utilizada [65].

Tanto si se emplea la GC como la HPLC, es muy frecuente realizar la deteccion y
cuantificacién mediante el acoplamiento a un espectrometro de masas. Aunque las
modalidades de ionizacién por impacto electronico (EI) y la fotoionizacion a presion
atmosférica (APPI) son alternativas eficaces para los compuestos lipofilicos, la
ionizacidon quimica a presion atmosférica (APCI) es la que mas se utiliza para este
tipo de analisis, ya que se puede acoplar facilmente al sistema HPLC [66,67,68].
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TABLA IX. Procedimientos, técnicas y métodos aplicados a la determinacion de
fitoesteroles en muestras de aceite de oliva y otros aceites vegetales.

Muestra FASE 1 FASE 2 FASE 3 [Ref.]
(Sep. de lipidos apolares) (Sep. de esteroles)  (Anal. Cromatografico) ’
TMS Derivados
Oliva e s - HPLC
(refinado y orujo crudo) Saponificacion/SPE - HRGC 5300-FID [69]
Oliva Saponificacion - TMS Derivados
(virgen, refinado y FI)Extraccién CCF - GC -FID [70]
oliva extraido) - GC-MS
Extraccion On-line
Oliva (metilato sodico en metanol - HPLC-HRGC [71]
diluido con MTBE)
Saponificacion — CCF TMS Derivados
Vegetales Extraccion - GC-(ET)MS
(canola, oliva, - GC-FID [72]
cartamo, colza y girasol) HPLC Preparativa - HPLC
Vegetales, Saponificacion CCF TMS Derivados
. , . - GC-FID [73]
Oliva y grasas (En frio y en caliente) SPE
- HPLC
Oliva y mezclas de aceite TMS Derivados
yde avellana i i - GCFID [74]
- HPLC-MS
Oliva
! Saponificacion- TMS Derivados
_ vegetales Extraccin cc - GC-FID [75]
(girasol, soja y colza)
. Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Extraccion - GC-FID [76]
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TABLA IX. (Cont.). Procedimientos, técnicas y métodos aplicados a la determinacion de
los fitoesteroles en muestras de aceite de oliva y otros aceites vegetales.

Muestra FASE 1 FASE 2 FASE 3 [Ref.]
(Sep. de lipidos apolares) (Sep. de esteroles)  (Anal. Cromatografico) ’
Oliva Virgen Extra, On-Line LC-GC (DualChrom) [77]
colza y algoddn
METODO 1 (Esteroles
esterificados)
. . LC + Saponificacion en TMS Derivados
Oliva Xi:gﬁ:ng"tra y caliente CCF - GC-FID [51]
METODO 2 - GC-MS
SPE+ Saponifiacion en
frio
o Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Virgen Extraccion CCF - GC-FID [78]
Monovarietal Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Virgen Extraccion CCF - GC-FID [79]
Acebuchina Saponificacion- TMS Derivados
y Oliva Virgen Extraccion Pre-HPLC 1050 GC-FID [63]
PDO™ Oliva Saponificacion- SPE CCF TMS Derivados [80]
- GC-FID
e, TMS Derivados
Oliva y avellana Sagzt"r:'ccgg':" (;ICDTE - GC-FID [49]
- GC-MS
. Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Extraccion CCF - GC-FID [81]
. . Saponificacion- - GC-FID
Variedades de oliva y Extraccion - ) [82]
colza . L
Centrifugacion

| () productos con denominacién de origen. |
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TABLA IX. (Cont.). Procedimientos, técnicas y métodos aplicados a la determinacion de
los fitoesteroles en muestras de aceites de oliva y otros aceites vegetales.

Muestra FASE 1 FASE 2 FASE 3 [Ref.]
(Sep. de lipidos apolares) (Sep. de esteroles)  (Anal. Cromatografico) ’
Oliva Saponificacion- CCF - LC-(APCI)MS [68]
Extraccion
Oliva S ificacio
(Virgen Extra, Virgen, antm Icacion F - LC-(APCI)MS [98]
Refinado, Orujo de Oliva xtraccion - LC-(ESI)MS
y crudo)
Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Virgen y Avellana Extraccién SPE - GC-FID [83]
- GC-MS
. . TMS Derivados
Oliva Virgen Extray o wicacion en Frio CCF - GC-FID [84]
cacahuete refinado
- GC-MS
Varledade§ Oliva Sapomﬁca.cllon— CCF TMS Derivados [85]
(Tunecino) Extraccion - GC-FID
Oliva Virgen Saponificacion- NP-LC - GC-FID [86]
Extraccion
. Saponificacion- TMS Derivados
Oliva Extraccion - GC-FID [87]
. Saponificacion- TMS Derivados
Aceitunas de mesa Extraccion CCF - GC-FID [88]
CCF TMS Derivados
Oliva Refinado Saponificacion (esteroles libres - GC-FID [89]
y esterificados) - GC-MS
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TABLA IX. (Cont.). Procedimientos, técnicas y métodos aplicados a la determinacion de
los fitoesteroles en muestras de aceite de oliva y otros aceites vegetales.

Muestra

Olivas de Tunez

(variedad Meski)

Vegetal
(girasol, maiz, soja,
nuez, etc.)

Oliva
(Hojiblanca y
Manzanilla)

Aceitunas de mesa

Oliva
(Arbequina y
Empeltre)

Oliva Virgen Extra

Oliva Virgen Extra

Serrana)

Oliva Virgen

Aceites vegetales

(Aberquina, Borriolenca,
Picual, Canetera, Farga y

FASE 1

(Sep. de lipidos apolares) (Sep. de esteroles)

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponificacion-
Extraccion

Saponification-
Extraction

Saponificacion-
Extraccion

FASE 2

CCF

CCF

CCF

CCF

SPE

CCF

CCF

CCF

FASE 3
(Anal. Cromatografico)

TMS Derivados
- GC-FID
- GC-MS

- LC-(APCI)ITMS

TMS Derivados
- GC-FID

TMS Derivados
- GC-FID
- GC-MS

TMS Derivados
- GC-FID

- Nano LC-(ESI)MS

- LC- (APPI)MS

- GC-FID

- UPLC-(APCI)MS

[Ref.]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[100]

En el caso especifico del andlisis de aceite de oliva, tanto Cafavate et al. [98]
como, Segura et al. [99], indican que cada pico de fitoesterol libre presenta las
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sefales correspondientes a la relacion masa/carga (m/z) de los iones [M + H]*, [M
- H,0]" y [M +H - H,0]".

Recientemente, también se estd empleando la ultra-cromatografia de liquidos
(APCI-UPLC) ya que permite el uso de columnas con un tamafio de particula de 1-
2 um [100].

En la Figura 14 se muestran las posibles fragmentaciones que sufriria el B-
sitosterol en un sistema HPLC-APCI-MS. Los iones que aparecen a m/z 273 y 178
se deben a la pérdida de la cadena lateral y a la ruptura de los dos anillos
adyacentes a la misma, respectivamente. De igual forma, las fragmentaciones que
corresponden a los iones m/z, 232 y 192, se atribuyen a la ruptura de los enlaces
entre C13-C17, C14-C15 y C12-C13 y C8-C14. El ion m/z 397 puede deberse a la
deshidratacion del grupo OH presente en la molécula de fitoesterol libre.

B-Sitosterol

HO! miz414

miz 397 miz 273 mfz 232

; T
: %
S

mfz 192 miz 178

Figura 15. Posibles fragmentaciones del B-sitosterol obtenidas
mediante HPLC-APCI-MS

En relacién con el acoplamiento HPLC-GC aplicado al estudio de fitoesteroles
en aceites vegetales, indicar que los primeros estudios que se conocen se iniciaron
a finales de los ochenta, principios de los noventa cuando Grob et al. [101)
determinaron fitoesteroles en aceite de oliva mediante el acoplamiento HPLC-GC
después de la derivatizacion previa de los esteroles libres con acido pivalico. Los
esteroles libres, los esterificados y los esteres de ceras, se separaban de la matriz
del aceite mediante la modalidad NP-HPLC y se transferian al CG “on line”. En un
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trabajo posterior [102], estos mismo autores sustituyeron la esterificacion por la
trimetilsililacion, lo que permitia la determinacién simultanea de escualeno,
tocoferoles y epoxiescualeno.

En 1993, Biedermann et al. [103], propusieron un método para sustituir la
etapa de saponificacion por una transesterificacion seguida del analisis “on line”
HPLC-GC de esteroles.

A finales de los noventa, tanto Seforans et al., como Villén et al. [104,105],
utilizaron un vaporizador de temperatura programada (PTV) como interface para la
transferencia entre el cromatdgrafo de liquidos y el de gases. La separacion en el
cromatografo de liquidos, para la determinacion de esteroles libres, se realizé en la
modalidad de fase invertida y aunque la propuesta era novedosa, por
inconvenientes técnicos el método desarrollado no se pudo automatizar.

Tras el desarrollo en 2001 del acoplamiento HPLC-GC con la interface TOTAD
(transferencia a través de un horno de adsorcién desorcion) [106], en 2006
Cortés et al. [107] resolvieron el inconveniente y pusieron a punto un método
automatizado RP-HPLC-GC “on line” a través de dicha interface. Dicho método,
implicaba la inyeccién directa de la muestra (aceite) disuelta en el disolvente
adecuado, y permitia dos alternativas: (i) la determinacion conjunta de cuatro
clases de lipidos (esteroles libres, tocoferoles, alcoholes triterpénicos y eritrol y
uvaol) y (ii) la determinacién conjunta de esteroles libres y tocoferoles.

Posteriormente, Toledano et al. [108] propusieron una modificacion de este
método en la que se puede llevar a cabo la determinacion, tanto de esteroles libres
como esterificados, en aceites. Asi, para la determinacién de esteroles libres, una
alicuota de la muestra de aceite, diluida en un disolvente organico, se inyecta
directamente en el HPLC ddnde los analitos son separados de los triglicéridos
(TAGSs), a continuacion y de forma automatizada la fraccion esterdlica se transfiere
al CG. Para determinar los esteroles totales se procede a la saponificacion del
aceite y a la extraccion del insaponificable con éter dietilico, analizando
posteriormente dicho extracto mediante RP-HPLC-GC.

En 2012, estos mismos autores [109] proponen un método para la
determinacion de los fitoesteroles presentes en aceite de oliva, mediante NP-HPLC-
GC. Lo mas novedoso de dicho trabajo radica en el hecho de que es la primera vez
que se propone la derivatizacion “on-line” de la fraccién esterdlica antes de entrar
en el cromatografo de gases.

Finalmente, cabe indicar que no existen métodos oficiales para el analisis de
esteroles en alimentos, a excepcion del recogido en el Reglamento (CEE) 2568/91
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de la Comision Europea, de 11 de Julio de 1991 [110] y propuesto por el Consejo
Oleicola Internacional (COI) [111,112,113], referido a la determinacion de la
composicion y contenido de esteroles en aceites vegetales mediante cromatografia
gaseosa con columna capilar, siendo este el que se suele utilizar normalmente en
laboratorios oficiales o de rutina.

El procedimiento, esquematizado en la Figura 16, se basa en la saponificacion de
la muestra de aceite vegetal con una disolucién etandlica de hidréxido potasico 2N,
extraccion de la fraccion insaponificable con éter dietilico y aislamiento de los
esteroles mediante cromatografia en capa fina (CCF) con gel de silice.
Posteriormente, los esteroles aislados se derivatizan, transformandolos en
trimetilsililéteres, y se analizan mediante cromatografia de gases con deteccién de
ionizacion de llama (GC-FID).

5 g muestra de aceite vegetal
_ + 500 pL o 1500 pL 1.S. (Colestanol)

o Saponificacion
o Extraccion liquido-liquido

— Residuo procedente extracto organico |

o Aislamiento de fitoesteroles mediante
cromatografia en capa fina (CCF)

— Fraccidn Estercles

o Eliminacién disolvente (105 °C)

_

< Derivatizacion a trimetil-silil-esteroles

Andlisls medlante cromatografia de gases usando como
sistema de deteccidn la ionizacién en llama (GC-FID)

Figura 16. Esquema simplificado del procedimiento para la determinacién de
fitoesteroles en aceites vegetales propuesto por el Consejo Oleicola Internacional.

La siguiente Tabla muestra las modificaciones que se le han ido introduciendo al
método analitico del COL.
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TABLA X. Modificaciones sucesivas aplicadas al Método Oficial para la determinacion de
fitoesteroles.

Métodos Modificaciones

N° 2568/91 - Determinacion de la composicion y del contenido de esteroles.
- Disolucién de colestanol en cloroformo
- Separacion de la fraccion de esteroles mediante CCF
- Condiciones cromatograficas recomendadas:
Ta columna: 260 °C
Ta Inyector: 280 °C
Ta Detector: 290 °C
- Contenido de esteroles expresado en mg/100 g de materia grasa y
% de cada uno de ellos.

COI 2001 - Determinacion de la composicion y del contenido de esteroles.
- Disolucion de colestanol en cloroformo
- Separacion de la fraccion de esteroles mediante CCF
- Condiciones cromatograficas recomendadas:
Ta columna: 260 £ 5 °C
Ta Inyector: 280 °C
Ta Detector: 290 °C
- Contenido de esteroles expresado en mg/kg de materia grasa y %
de cada uno de ellos.

COI 2009 - Determinacion de la composicion y del contenido de esteroles y
dialcoholes triterpénicos.
- Disolucion de colestanol en acetato de etilo
- Separacion de la fraccion de esteroles y dialcoholes triterpénicos
mediante CCF
- Condiciones cromatograficas recomendadas:
Ta columna: 260 + 5 °C
Ta Inyector: 280 — 300 °C
Ta Detector: 290 — 300 °C
- Contenido de esteroles expresado en mg/kg de materia grasa,
% de cada uno de ellos.
- Determinacion de ergosterol
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TABLA X.(Cont.) Modificaciones sucesivas aplicadas al Método Oficial para la
determinacion de fitoesteroles.

Métodos Modificaciones

COI 2011 - Determinacion de la composicion y del contenido de esteroles vy
dialcoholes triterpénicos.
- Disolucién de colestanol en acetato de etilo
- Separacion de la fraccion de esteroles y dialcoholes triterpénicos
mediante CCF
- Condiciones cromatograficas recomendadas:
Ta columna: 260 £ 5 °C
Ta Inyector: 280 — 300 °C
Ta Detector: 290 — 300 °C
- Contenido de esteroles expresado en mg/kg de materia grasa, %
de cada uno de ellos.
- Determinacion de ergosterol

A lo largo de sus modificaciones, y como se ha resaltado en la Tabla X, dicho
método propone tres formas de expresar el resultado final:

a) En mg de cada uno de los fitoesteroles /100 g de muestra [101], que viene
dado por la siguiente expresion:

fitoesterol, (mg/100 g de muestra) = Ax > ms x100 [Ec. 1]
Agxm
En la que:
- Ay es el area del pico del fitoesterol “i".
- As es el area del pico del 5a-colestan-3p-ol (1.S.).
- ms es la masa del patron interno (1.S.), en miligramos.
- m es la masa de la muestra de aceite en gramos.

- 100 es el factor utilizado para la transformacion a porcentaje.

b) En porcentaje con respecto a los fitoesteroles totales [101,102,103,104]. En
este caso, el porcentaje de cada uno de los fitoesteroles se calcula, de acuerdo con
la Ec. 2, dividiendo el area del pico correspondiente entre la suma de las areas de
todos los picos de los fitoesteroles excluyendo la del 1.S.:
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% fitoesterol = ZAI <100 [Ec. 2]

En la que:
- A es el area del pico del fitoesterol “i".
- XA es suma de las areas de todos los picos (excluyendo el 1.S.).

¢) En mg de fitoesterol; por kilogramo de muestra de aceite (partes por milléon de
cada esterol) [102,103,104].

fitoesterol, (mg/kg de muestra) = Ax < M x 1000 [Ec. 3]
AS XM

En la que:

- Ay es el area del pico del fitoesterol
- As es el area del pico del 5a-colestan-3p-ol (I.S.).

- ms es la masa del patron interno (1.S.), en miligramos.

- m es la masa de la muestra de aceite en gramos.

- 1000 es el factor utilizado para la transformacién a partes por millon.

\: /7
.

6. CUANTIFICACION DE FITOESTEROLES

Reordenando la ecuaciones 1 y 3 del apartado anterior (ecuaciones 4 y 5) se
puede observar que desde un punto de vista metroldgico, la cuantificacion
empleada en el método oficial se corresponde, de acuerdo con Cuadros et al.
[114], con la aplicacidon de la calibracidn interna (participacion de la muestra) en
un solo punto o lo que es lo mismo, a un solo nivel, en la que se utiliza el 5a-
colestan-3p-ol (conocido como dihidrocolesterol o colestanol) como patron interno
(I.S.) o subrogado.

A

m .
Cesterol(i) _ 100 x subrogado (I.S.) X sterol(i) [EC. 4]
Mnuestra Asubrogado (1.S.)
m A :
Cester()l(i) 1000 X Subrogado (IS) X Ster0|(|) [EC, 5]
Mnuyestra Asubrogado (I.S))

En las determinaciones mediante técnicas cromatograficas, y tal como indican
estos autores, este tipo de calibracién-cuantificaciéon presenta las siguientes
ventajas:

i




I Introduccion

(i) Permite realizar la cuantificacion simultanea de varios analitos (generalmente de
la misma familia) utilizando una Unica alicuota de muestra y uno o varios patrones
internos o subrogados que representan a todos los analitos. La Unica condicion que
debe cumplir el patron-es interno-s, es la de que el equipo de medida y ensayo (en
este caso el cromatografo) sea capaz de distinguir entre las sefiales atribuidas al
patron-es interno-s (generalmente subrogados) y las atribuidas a cada uno de los
analitos.

(i) Produce una reduccién -en muchos casos considerable- del tiempo de andlisis,
ya que solo se necesita de una preparacion analitica para la calibraciéon y la
cuantificacién, puesto que en la misma porcidén de ensayo, se obtienen la sefal(es)
analiticas, tanto del patron(es) interno(s) como las de cada analito. Para el caso
mas simple, en el que solo se utilice un I.S., se obtiene un factor de calibracion
que se utiliza para cuantificar a los analitos a partir de sus sefiales individuales.

(iii) Minimiza la pérdida de analitos durante la preparacion de la muestra y en
menor medida la existencia de un efecto matriz.

Por estas razones, se considera que la calibracién interna es la mejor opcion para
la cuantificacion si, en el método analitico aplicado, concurren al menos una de las
siguientes circunstancias:

(a) El proceso de preparacion de la muestra es largo y complicado;
(b) se requiere bastante tiempo para la medida (cromatogramas
largos), y

(c) no existen, o es practicamente imposible disponer
comercialmente de los patrones de todos los analitos que van a ser
determinados.

Evidentemente, la limitacion principal de esta metodologia radica en la
disponibilidad de un subrogado adecuado. En este sentido, tal y como se recoge
en la Tabla XI, hay autores que proponen el uso de otras sustancias como
subrogado alternativas al colestanol (5a-colestan-33-ol).

Costin et al. proponen otra forma de cuantificacion de estos compuestos, basada
en la utilizacién de los llamados factores de correccién tedricos (TCFs) [115].

De acuerdo con estos autores, dichos factores son bastante faciles de determinar
suponiendo que se conozca la estructura de los compuestos, pudiéndose usar para
obtener un dato analitico fiable y exacto, asi como para simplificar la preparacion y
el tratamiento de los datos experimentales.
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Tabla XI. Diferentes subrogados utilizados para la determinacion de fitoesteroles

Nombre y estructura del subrogado [Ref.]
OH [60, 80, 116, 117,118, 119,120, 121]
i
H
Betulina

N
[43, 51, 69, 74, 76, 78, 85, 86, 88, 90,
92, 122, 123,123]
HO

5-a-Colestan-33-ol/ Dihidrocolesterol

N
dgé\l\( [31, 43, 124, 125]
HO™™

5-p-Colestan-3a-ol/ Epicoprostanol

N
[89, 124, 125, 126, 127, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 133, 134,

135]

5a-Colestanol

i,
466:?( [ 60, 75, 81, 118, 123]
HO

Colesterol

Para el célculo de los TCFs, hay que determinar en primer lugar, el nimero de
carbonos activos del compuesto, es decir, todos los atomos de carbono excepto los
de los carbonilos, ya que estos no dan sefial en el FID. Los grupos trimetilsilil
contienen 3
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atomos de C y, como contribuyen también a la respuesta del detector, se incluyen
en el cdlculo de los carbonos activos.

El TCF se define como el cociente obtenido al dividir la suma de los pesos
moleculares de todos los carbonos activos, entre el peso molecular de la molécula
de fitoesterol.

El TCF relativo del estandar interno (I.S.) respecto al fitoesterol “X” (TCFsx ) se
calcula de la siguiente manera:

PIVICARBONOS ACTIVOS(I.S/
TCFI.S/ — TCFI.S. — PlVlI.S. [EC. 6]
X

TCFy PMcargonos — acTivos(x)
PMy

siendo, PM el Peso molecular del patrén interno y del esterol X.

Una vez que se ha calculado el TCF;s,x para cada fitoesterol, la cantidad del
mismo se puede determinar a partir de los datos cromatograficos, haciendo uso de
la ecuacion:

_ Ay xTCRg x Qs
A; s x TCFy

Ax

LS.

Qx

= TChs, ® Qis. @ [Ec. 7]

siendo:
- Qx: Cantidad de fitoesterol x
- TCFs/x: Factor de correccion tedrico del 1.S. con respecto al fitoesterol X.
- Qus.: Cantidad de patrén interno
- A¢: Area del pico del esterol X
- Ars.: Area del pico del patrén interno

Con arreglo a los criterios anteriores, la Tabla XII recoge los TCF relativos de
varios trimetilsililderivados de los 4-desmetilesteroles que se van a estudiar en esta
Memoria.

En el Capitulo III se han cuantificado los fitoesteroles mediante el
procedimiento empleado en el método oficial y haciendo uso de los TCFs. No se
han empleado los Factores de Correccidn Experimentales (ECFs) debido a que
para su determinacidon se requiere mucho tiempo y, principalmente, porque se
necesitan estandares de elevada pureza, dificiles y, en algunos casos, imposibles
de obtener.
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Tabla XII. Factores de correccion tedricos calculados para los
TMS-derivados de los 4-desmetilesteroles estudiados.

TMS-derivado de: TCF 1s/x
- Colestanol (1.S.) 1.0000
- Colesterol 0.9956
- Brasicasterol 0.9887
- 24-Metilencolesterol 0.9887
- Campesterol 0.9930
- Campestanol 0.9972
- Estigmasterol 0.9864
- A’-Campesterol 0.9930
- A>B-Estigmastadienol 0.9864
- Clerosterol 0.9864
- B-Sitosterol 0.9905
- Estigmastanol 0.9925
- A>-Avenasterol 0.9864
- A>?**-Estigmastadienol 0.9864
- A’-Estigmastenol 0.9822
- A’-Avenasterol 0.9864

7. CARACTERIZACION Y AUTENTIFICACION DE ACEITES
VEGETALES Y MUESTRAS RELACIONADAS MEDIANTE EL TANDEM
CROMATOGRAFIA-QUIMIOMETRIA

Existen una serie de problemas en la ciencia de la separacion que requieren del
uso de la quimiometria, tales como la evaluacion de la calidad de la separacion
cromatografica [16,17] o la optimizacion del sistema cromatografico mediante un
disefio experimental [18,19]. Ademas, el uso de los métodos multivariantes de
reconocimiento de pautas combinados con la cromatografia, es importante para la
monitorizacion del control de calidad, la calibracién y la discriminaciéon de datos
analiticos [135, 136].
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De una forma muy simple, las matrices de datos analiticos usadas en
quimiometria, pueden venir de dos Fuentes: (i) sefales que provienen
directamente del cromatdgrafo (huella cromatografica o fingerprint); o (ii) datos
obtenidos a partir de informacidn tratada como, sefales de intensidad medidas o
resultados de composicion/concentracion (perfiles). La Figura muestra
graficamente los casos descritos.

En el primer caso (a), la matriz de datos la constituye el cromatograma complete
manejado como una sefal continua. Sin embargo, en la mayor parte de las
ocasiones (b) lo que se utiliza es una serie de datos individuales previamente
seleccionados por el analista. Habitualmente, esta serie de datos es un perfil
analitico de una familia de compuestos con propiedades similares, por ejemplo, el
perfil de compuestos volatiles de un alimento. El perfil anteriormente mencionado
podria corresponder con las areas o alturas de pico (perfil cromatografico). Lo que
se utiliza mas frecuentemente es el caso (c) en el cual, la matriz esta formada por
los contenidos (concentraciones o porcentajes) de cada uno de los componentes
de interés (perfil composicional), obtenidos después de un proceso previo de
identificacion, calibracion y cuantificacion de los analitos. Como complemento, los
datos de la matriz se podrian aumentar afiadiendo datos experimentales obtenidos
a partir de medidas independientes [137].

Ambas técnicas se podrian aplicar de forma sinérgica. En el primer caso, la
quimiometria podria mejorar los resultados de los cromatogramas ya que se
podrian corregir componentes externos de la sefial, como el ruido o la linea base
[138]. Ademas, teniendo en cuenta que la cromatografia realiza la separacion del
analito en condiciones de cuasi-equilibrio, el entorno quimico afecta las
caracteristicas de cada pico, es decir, diferentes analitos podrian variar con
respecto a otros. El papel de la quimiometria podria ser crucial en la reduccion de
de este tipo de efectos indeseables. Es importante tener en cuenta que, incluso si
solo se aplican las herramientas de preprocesado, los resultados seran mucho mas
fiables.

Sin embargo, la aplicacion de las herramientas quimiométricas sobre los datos
cromatograficos sin tratar, es decir, sobre la huella cromatografica, no esta libre de
problemas, como se puede ver en dos tutoriales recientemente publicados [139].
Ademas, casi siempre se requieren los datos especificos de las técnicas de
preprocesado. [136]. De hecho, la superacidon de problemas relacionados con el
alineamiento de los picos [136, 139, 140] o la seleccién de variables [136,141]
es particularmente critica cuando la huella cromatografica se usa como serie de
datos. En especial, se ha demostrado recientemente que para resolver problemas
de alineamiento de todos los cromatogramas en una serie de datos, el algoritmo
icoshift, es una herramienta poderosa [141]. Estos problemas (linea base y
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desalineacién) podrian ser la razén por la que en la literatura hay mas estudios que
usan el area/altura de los picos (perfil de picos) o datos de concentracién (perfiles
de concentracién o composicionales) que los que usan datos sin tratar (estrategia
(c)en Fig 17.[142] [143] [144].

DETECTOR CROMATOGRAFICO

Oblencidn de b2 Sefial Analitice I

F X

CROMATOGRAMA BIEN _CUALQUIER CROMATOGRAMA
RESUELTO SENAL NO NECESARIAMENTE ESPECIFICA
SERNAL ALTAMENTE ESPECIFICA
a
l&ll‘.ﬂdﬁn Analiics Unhariznte ®) (@)
OETERHIACION oF nuELLA DACTILAR
INDIVIDUALES CONJUNTO DATOS CONTINUOS
l (cromatograma completo)
PERFIL composicionaL | (€
(contentido de cada componente) J I
[ INFORMACION ANALITICA ]...,_____ QUIMICA ANALITICA
., BASADA EN EL USO DE
I b QUIMIOMETRIA
[ INFORMACION REQUERIDA == NS

(reconocimiento multivariante de pautas)

Figura 17. Diferentes estrategias para obtener la matriz multivariante de
datos para aplicarle quimiometria en cromatografia.

En la revision bibliografica sobre la aplicacion de las técnicas quimiométricas al
analisis de fitoesteroles que aparece recogida en la Tabla XXXX se puede observar
que la herramienta que mas se ha utilizado hasta ahora es el Analisis de
Componentes Principales (ACP), como método de exploracion de datos
multivariantes o de reconocimiento de pautas, si bien en algunos casos y de forma
errénea, también se ha empleado como método de clasificacién. También se han
utilizado el andlisis de clusters o conglomerados (CA o HCA) y diversos estudios
asociados a la varianza (ANOVA, MANOVA). En relacidon a las herramientas
quimiométricas para la clasificacion, de entre las técnicas supervisadas de
reconocimiento de pautas hay que destacar el Andlisis Discriminante (AD o ADL).
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Tabla XIII. Caracterizacion y autentificacion de aceites vegetales mediante el tandem
CROMATOGRAFIA-QUIMIOMETRIA

. Tipo Herramienta
Matriz de datos P e Muestra [Ref.]
Cromatografia quimiometrica
Perfil en concentracién de -PCA (Rot. Varimax), Aceite de oliva
L L - GC-FID .
acidos grasos, triglicéridos HPLC-RI -LDA virgen extra de [145]
y esteroles } g -ANN origen italiano
Aceite de oliva
Perfil en concentracién de virgen (7 tipos o
esteroles y eritrodiol + - GC-FID -DA variedades de [146]
uvaol aceituna) de
origen espafiol
Perfil en concentracion de Aceite de oliva
acidos grasos, triglicéridos, - GC-FID -PCA, 1 ,
) T origen portugués [147]
fitoesteroles y vitamina E - HPLC -DA .
. (3 variedades)
(tocoferoles y tocotrienoles)
-LDA Aceite de oliva
Perfil en sefial de alcoholes, -PLS-I,D A virgen de
esteroles, hidrocarburos y - RMN SIMCA ! Espafia, Italia, [148]
tocoferoles ’ Grecia, Turquia,
-CART Tlnez y Siria
Datos discretos de Aceite de oliva
i -UPLC-(APCI)MS  -LDA virgen extra de [149]
fitoesteroles - ~
origen espanol
Perfil en concentracion de Aceite de oliva
Aci - GC-FID i i
aadc{;s. grasos, alcoholes ANN V|rge£1 dg or!gen [150]
terpénicos, esteroles e - HPLC espaiiol, italiano
hidrocarburos y portugués
Aceite de
Perfil en concentracion de avellana (China,
Aci -ANOVA i -
aados grasos, tgcgferples y GC-FID , Fr?naa, Hun [151]
tocotrienoles, trigliceridos y -PCA gria, India, Ita-
fitoesteroles lia, Espafia y
EEUU).
Perfil en concentracién de -ANOVA, Aceite de semilla
L o - GC-FID )
acidos grasos, triglicéridos, HPLC-UV -PCA, de albaricoque [152]
tocoferoles y fitoesteroles ) g -HCA de Turquia
Aceitunas de
Perfil en concentracién de -MANOVA mesa de las
fitoesteroles, alcoholes tri- - GC-FID - PCA, variedades [153]
terpénicos entre otros -DA hojiblanca y
manzanilla
Perfil en concentraciéon de -MANOVA
fitoesteroles, alcoholes ! Aceitunas de
- GC-FID -PCA, [154]
grasos y alcoholes mesa
triterpénicos -DA
Aceite de oliva
Perfil fial -PCA, )
blicéridon, prstomero % _HPLC-APCI-MS o virgen extra de [155]
9 ! ! Italia y Grecia
Perfil en concentracion de -MANOVA
acidos grasos, triglicéridos, - GC-FID -PCA ! Aceitunas de [156]
fitoesteroles y alcoholes - HPLC-UV ! mesa
triterpénicos -LDA
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Tabla XIII. Caracterizacion y autentificacion de aceites vegetales mediante el tandem
CROMATOGRAFIA-QUIMIOMETRIA

Matriz de Tipo Herramienta
, T Muestras [Ref.]
datos Cromatografia quimiométrica

Perfil en -PCA,

concentracion de -LDA, Aceite de oliva

. - GC-FID .

acidos grasos, -QDA, virgen extra de [157]
tocoferoles y - HPLC-DAD -UNEQ, origen italiano

fitoesteroles -SIMCA

Perfil en . .

concentracion de - GC-FID -LDA, A,CG"te de oliva

acidos grasos y - HPLC _ANN virgen extra de [158]
. origen italiano

fitoesteroles

Perfil en

concentracion de =~ 1 -MANOVA, Aceite de oliva de 3
tocoferoles, -PCA, variedades [159]
fitoesteroles y - HPLC-DAD -CA portuguesas

acidos grasos

Perfil en Aceite de oliva

concentracion de -PCA virgen lampante de

fitoesteroles - GC-FID ! Espafia, Gre-cia, [160]
libres y -LDA Italia, Ma-rruecos,

esterificados Turquia y Tunez

Perfil en Aceite de semillas de
concentracion de - GC-FID -PCA, pis-tacho de Italia, [161]
acidos grasos y - GC-MS -LDA Grecia, Irany

fitoesteroles Turquia

Perfil en Aceite de oliva

concentracion de - GC-FID -PCA, virgen extra de [162]
triglicéridos y - HPLC-RI -SIMCA Espafia (Extre-

fitoesteroles madura)

Datos discretos

de aldehidos, -ANOVA,
ter-penos, 1 Aceite de oliva

escualeno, - "HRMN -LDA, virgen extra de Italia [163]
cicloartenol y B- -CA

sitosterol

Perfil en

concentracion de - HPLC-RI _QQEVA' Aceite de oliva de [164]
triglicéridos y - GC-FID ! Tunez

fitoesteroles -HCA

Perfil en

concentracion de _ pp| _(APCT)-MS -ANOVA, Aceite de oliva y
triglicéridos, - GC-FID DA avellana [165]
tocoferoles y

fitoesteroles

Perfil en ‘ANOVA,

concentracion de - _ e-_pppy -PCA, Aceite de oliva de
triglicéridos, - HPLC.RI -HCA Italia [166]
acidos grasos y ’

fitoesteroles -DA
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De igual modo, el tipo de matriz de datos que mas se ha tratado, es el que
utiliza el perfil de concentracion de los fitoesteroles combinado con datos de
triglicéridos, acidos grasos, tocoferoles y tocotrienoles, y aunque se han
encontrado un par de casos en el que se emplean perfiles de datos discretos
obtenidos a partir de la intensidad de iones fragmentados en los espectrometros
de masas acoplados a HPLC o GC, sorprendentemente, hasta el momento no se ha
utilizado una matriz de datos continuos, construida a partir del cromatograma
entero.
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Bases quimiométricas para el estudio
del perfil de esteroles en aceites

La Quimiometria fue definida por The Chemometrics Society en 1975 como “la
disciplina quimica que utiliza métodos matematicos y estadisticos para disefiar o
seleccionar procedimientos de medida y experimentos Optimos, y para
proporcionar la maxima informacién quimica mediante el analisis de datos
quimicos”.

Otra definicion fue dada por el profesor Massart, D.L. [1] en 1997 que la define
como “la disciplina quimica que utiliza la Matematica, la Estadistica y la logica
formal para disefiar o seleccionar procedimientos experimentales dptimos,
proporcionar la maxima informacion quimica relevante a partir del andlisis de
sefiales analiticas y, finalmente, adquirir conocimiento de los sistemas quimicos”.
Esta definicion es la mas global.

Siebert [2] ha proporcionado recientemente una definicion sugerente: "La
quimiometria es la aplicacion de métodos matematicos y estadisticos asi como de
los principios de la buena ciencia de la medida para extraer de forma eficiente
informacion util de datos quimicos”.

En definitiva la Quimiometria se sitla en un campo interdisciplinar y su éxito
depende de los problemas quimicos que sea capaz de resolver. Se puede

e




I Bases quimiométricas para ...

considerar como una rama aplicada y especializada de ambas, la Quimica Analitica
y la Estadistica aplicada, con la funcién analoga a la que desempenan disciplinas
como la Biometria, Sociometria, Econometria o Psicometria en relacion a la
Biologia, Sociologia, Economia o Psicologia, entre otras. Ademas, contribuye, a
hacer realidad diversas tendencias de la quimica analitica actual: rapidez,
abaratamiento de costes, miniaturizacion o transportabilidad de instrumentos.

En la Figura 1.1 se muestra un esquema de todas las etapas del uso de la
Quimiometria para asegurar la calidad de los resultados.

PROBLEMA Teoria de muestreo
NO Disefio experimental

e

TOMA DE

DECISIONES

( ) Optimizacion

TRATAMIENTO DE

CONOCIMIENTO LA MUESTRAY
MEDIDAS
Analisis exploratorio \ / Filtrado de sefiales
Analisis discriminante Preprocesado

Regresion y prediccién

Figura 1.1. La Quimiometria como herramienta en todas las etapas de un analisis
modificado de [3].

Se pueden encontrar métodos que ayuden a los quimicos analiticos para hacer

frente a todas las etapas de los procedimientos analiticos, a partir del disefio de un
experimento para la extraccion de la informacion y la toma de decision final.
Se aplica a cualquier tipo de experimento analitico y a cualquier tipo de sefial
instrumental pero, existen problemas asociados con los tipos especificos de sefiales
instrumentales o con las técnicas analiticas que necesitan de un tratamiento
especial y se deben de elegir bien los métodos a emplear.

El uso indebido y el abuso de la quimiometria aparecen cuando no se utiliza
adecuadamente. Esto ocurre en muchos campos tales como, alimentacion,
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empresas farmacéuticas, etc. Se debe a que aplican de forma inadecuada los
métodos, el modelo de validacion es incorrecto, hay problemas con Ia
representacion de los datos, no hay buena comparaciéon con diferentes métodos,
etc. Ya que quieren “utilizar” la quimiometria sin tener una buena formacion
matematica o computacional, sin tener conocimiento previo del tema y querer
recoger toda la informacién en poco tiempo.

1.1. RECONOCIMIENTO DE PAUTAS

Los objetivos principales para aplicar métodos multivariantes en quimica analitica
se dirigen al agrupamiento y clasificacion de objetos (muestras, compuestos o
materiales), asi como en el modelado de las relaciones entre diferentes datos
analiticos [4].

Se pueden dividir en:
A. Agrupamiento o clustering.
B. Clasificacion.
C. Calibracion.
D. Redes neuronales.
E. Multi-vias.

Uno de los principales objetivos del uso de métodos multivariante consiste en
permitir visualizar los datos con mas de 3 variables medidas. La base matematica
sera la representacion y manipulacion de los datos por vectores y matrices. Se
definiran las distancias y similaridades/similitudes en el espacio multidimensional y
seran necesarios los métodos de proyeccién de datos multivariante de 2 o 3
dimensiones en el espacio.

En general, los datos analiticos se pueden organizar como una matriz X de N
objetos (filas) y K caracteristicas (columnas). Los objetos son las muestras. Las
caracteristicas o variables de esos objetos son las pautas elementales, espectros,

cromatogramas, sefal, caracteristicas o rasgos estructurales o propiedades fisicas.
La matriz de datos X sera del orden NV x K.
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Se define clase como coleccidon de objetos que tienen caracteristicas similares.
Un patrén o pauta de un objeto es la coleccion de rasgos caracteristicos.

1.2. METODOS NO SUPERVISADOS

El agrupamiento de los datos analiticos es posible ya sea por medio de métodos
de agrupamiento o por proyeccion de los datos de alta dimensionalidad a un
espacio de menor dimensionalidad.

Los métodos de proyeccidn estan dirigidos a la proyeccion de los datos originales
a partir de un espacio dimensional en una linea, un plano, o un sistema de
coordenadas 3D.

En la actualidad, la proyeccion de datos se realiza principalmente por métodos
como: Analisis de componentes principales (ACP), Andlisis Factorial (AF),
descomposicion de valor singular (SVD), proyeccion de vector propio, (erradicacion
de rango).

A). Analisis de Componentes Principales (ACP)

La idea clave es la aproximacién de la matriz original X por un producto de dos
matrices pequefas (matrices de scores y loadings) de acuerdo a:

X = TP
K A K K
WX =T AP+, E

Donde X es la matriz de datos original formada por N filas (objetos) y K
columnas (variables); T es la matriz de los scores con N filas y A columnas
(nimero de componentes principales); P es la matriz de /oading con K columnas y
A filas; E es el error de la matriz que es N x K; y t es la transpuesta de la matriz.

El método mas simple para el ACP es el algoritmo NIPALS (para diagonalizar la
matriz), aunque existen otros como el algoritmo descomposicién en valores
singulares (SVD), que es una especie de analisis de vectores propios. La
formulacion del SVD es:

X = UWV"!
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CAPITULO 1

...DAénde U contiene los mismos vectores columna como T en la de arriba descrita
pero normalizado a una longitud; W es la matriz diagonal que contiene la raiz

cuadrada de los autovalores o valores simplesy V* es igual que P*.

Esta ecuacidn indica como se ha descompuesto X en las matrices normalizadas
de los scoresy de loading, U y V, y en el conjunto de autovalores recogidos es W,
tal y como se esquematiza en la Figura I.2.

v
MatrizA < K de
Iuaulng
X
MatrizN = K de
las variables
U W
MatrizN x A de X MatrizA = K de
los scores los autovalores
Figura 1.2. Descomposicion de la matriz X en la matriz de loading y en el producto
de la matriz de los scores normalizados por la matriz diagonal de los autovalores.

Existen otros algoritmos clasicos [5] que se emplean para hacer un ACP tales
como el método de poder (POWER) y la descomposicion del autovalor (EVD).
Ademas de estos algoritmos clasicos también se pueden usar los algoritmos Kernel

[6].

El algoritmo SVD es el que se emplea por defecto en el software PLS_Toolbox.
Ademas es mas eficiente que el NIPALS, el mas rapido, sencillo y facil de
programar y es un método no secuencial.

En resumen, el ACP trata de definir, a partir de un conjunto de variables
(observables), otro conjunto de variables (no observables), obtenido por
combinacién lineal de las variables originales, pero que no aparecen
correlacionadas entre si, siendo posible extraer de ellas una informacion
discriminada de algunas caracteristicas del sistema en estudio. Se obtienen tantas
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nuevas variables como variables originales existen, aunque posteriormente el
nimero se pueda reducir, es decir, se utiliza el ACP como una forma de reduccién
de variables reduciendo el conjunto de datos grande original a uno mas pequefio
siendo mas manejable para que pueda ser interpretado mas facilmente (Figura
[.3). La finalidad del ACP es determinar la matriz de los pesos o coeficientes y los
autovalores (varianzas de las nuevas variables).

Variables Scores
[

v

Samples
Samples

\ O o

PCA

Figura 1.3. El ACP como una reduccion de variables.

Eleccion Numero de componentes principales

La eleccién del nimero de componentes principales es la primera etapa del ACP
para llevarlo a cabo siendo la mas importante y la mas crucial. Es una decision que
dependera de cuanta informacion se esté dispuesta a sacrificar, es una cuestion de
criterio personal. Si el nimero de variables no es muy elevado, pueden intentarse
varios tanteos incrementando el numero de componentes extraidos hasta
establecer el modelo mas adecuado. Ademas es posible establecer algunos
criterios para su eleccion:

- Porcentaje de varianza explicada.

- Criterio de autovalor 1.

- Test de sedimentacion.

- Validacion cruzada (cross-validation).

1. Porcentaje de varianza explicada:

El porcentaje mas adecuado varia ampliamente dependiendo del problema, pero
este procedimiento puede ser Util cuando se realizan estudios sobre problemas de
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un mismo tipo, para los cuales se ha establecido previamente un porcentaje
adecuado de varianza explicada acumulada, tal como, por ejemplo un 90%.

En la Tabla I.1 se muestra un ejemplo de como se seleccionaria el valor 6ptimo
de nimero de componentes principales en funcion de este criterio.

Tabla 1.1. Autovalores y varianza explicada para los 5 primeros componentes de un

ejemplo en el que se hace el ACP a partir de las huellas dactilares de fitoesteroles de
diferentes muestras de aceites vegetales.

Componente Autovalor Varianza explicada, Varianza
Principal % acumulada, %
1 1.03 x 10° 79.98 79.98
2 1.27 x 10° 9.89 89.87
3 5.33 x 10* 4.15 94.03
4 3.26 x 10* 2.54 96.57
5 1.55 x 10* 1.21 97.78

Segun los datos que se muestran en la Tabla 1.1, con 4 componentes principales
seria suficiente explicar el ACP.

Esta decisién ademas se apoya visualizando el grafico (Figura 1.4) que aparece a
continuacion.

100

95

90+

851

Cumulative Variance Captured (%)

80+ b

75 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Principal Component Number

Figura 1.4. Gréfica de sedimentacion PC vs % varianza acumulada.
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2. Criterio de autovalor 1

Este criterio se basa en el hecho de que el promedio del autovalor de los datos
autoescalados sea justo uno. Los autovalores mayores que 1 son los que se
consideran importantes.

3. Test de sedimentacion

¢Como se puede aplicar este criterio? Mediante el grafico de sedimentacion de
los autovalores. Este muestra una zona inicial de caida brusca, seguida de otra
donde la caida es gradual. Se toma como valor 6ptimo de niUmero de componentes
principales el orden del autovalor o del componente donde se produce el cambio
de caida brusca a gradual. En la Figura 1.5 se representa este grafico de
sedimentacion y como se puede observar, la zona de caida brusca de la varianza
explicada finaliza en 3 como nimero de componentes principales, ya que las caidas
posteriores son mas suaves.

x 10° Eigenvalues for Alignedrawdata
12— \ \ \ \

Eigenvalues

e
8 10 12 14 16 18 20
Principal Component Number

Figura 1.5. Grafico de sedimentacion

4. Validacion cruzada
Es una herramienta util en quimiometria con 2 funciones:

- Permite una evolucion de la complejidad del modelo (por ejemplo, el nimero
de componentes principales (CP) en un ACP o modelo de regresion por

IER




CAPITULO 1

componentes principales, RCP, o el nUmero de variables latentes, VL, en un
modelo de regresion por minimos cuadrados parciales, PLS).

- Permite establecer una estimacion del alcance de un modelo cuando se aplica a
datos desconocidos.

Como hay varios métodos de modelado en quimiometria, también hay varios
métodos de validacidn cruzada, y estos varian en funcién de cdmo un subconjunto
de diferentes muestras se seleccionan para estos experimentos de sub-validacion.

El caso mas simple es que de todos los objetos de la matriz X, se retira un
conjunto de datos y se hace un modelo con los datos restantes. Los datos que se
eliminan se predicen por medio del ACP y la suma de la raiz cuadrada de los
residuales se calcula. Este es el método Leave-one-out.

En la Tabla 1.2 se muestra un resumen de los 5 diferentes métodos de validacion
cruzada.

Interpretacion grafica de los componentes principales

La interpretacion de los resultados de un ACP se lleva a cabo mediante
visualizacién de los scores/puntuaciones y loading/carga. Para ello hay software
que dan la opcion de obtener graficas de 2 o 3 dimensiones.

En la grafica de los scores, se representa la proyeccion lineal de los objetos, que
representa la parte principal de la variacion total de los datos. En la Figura I.6. se
muestra un ejemplo de una grafica de scores de los aceites vegetales.

En la grafica de los /oadings se representa los scores de cada una de las

componentes principales versus muestras. Con esta grafica se ve qué componente
influye mas, es decir, tiene mas peso sobre las muestras.
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Tabla 1. 2. Diferentes métodos de validacion cruzada.

Métodos

Leave one out

Venetian Blinds

Contiguous Block

Random subsets

Custom

Caracteristicas

Facil. Recomendado usar
para n*< 20. No se
recomienda para el disefio
de experimentos

Facil y relativamente
rapido. Buena eleccion
cuando se tiene objetos

distribuidos al azar.

Facil y relativamente
rapido. Buena eleccién
cuando se tiene objetos
distribuidos al azar. Util

para la previsibilidad entre
lotes.

Facil. Puede ser lento si el
numero de iteraciones es
grande. Selecciona
subconjuntos desconocidos

Flexible. Requiere tiempo.

Los subset / subconjuntos
son definidos por el usuario.
Se puede forzar objetos
especificos en cada conjunto

excluirlos del procedimiento.

Esquema seleccion
muestra

R i

de datos (test set) o

* n es el numero de objetos
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B). Analisis Factorial (AF)

El analisis factorial [7] es un método descriptivo multivariante que pretende
explicar, segun un modelo lineal, la configuracion de correlaciones de un conjunto
de variables experimentales (observables) mediante un numero reducido de
variables hipotéticas denominadas factores.

La finalidad del analisis factorial es delimitar y obtener el menor nimero de
factores capaces de explicar la maxima correlaciéon entre las variables. El modelo
se simplifica estandarizando las variables experimentales, transformando Ila
distribucion original X de cada variable en la normal reducida X*; asi los factores
comunes también seran variables reducidas. Esta técnica surge ante la necesidad
de explicar en determinados sectores algunas variables conceptuales no
observables directamente.

C). Relaciéon entre ACP y AF

Tanto el analisis factorial como el ACP se usan como reductores de la
dimensionalidad del espacio, identificando un pequeno nimero de factores capaces
de explicar la maxima correlacion posible entre las variables experimentales. Los
factores capaces de explicar las correlaciones yacen latentes y no son directamente
observables, las situaciones que pretende resolver el analisis factorial son mas
ocultas que las que se presentan en el ACP donde sélo se pretende obtener un
nuevo conjunto de variables no correlacionadas para excluir el problema de la
colinealidad en un andlisis de regresidn por ejemplo. Estas técnicas estan
relacionadas pero son conceptualmente distintas. El analisis factorial engloba de
forma genérica todas aquellas técnicas de reduccion de dimensionalidad del
espacio, para describir el sistema de forma mas parsimoniosa a partir de un
nimero menor de variables.

D). Analisis de Conglomerados (cluster)

Es una técnica descriptiva multivariable que pretende agrupar un conjunto de
muestras por afinidades definidas en funcion de las variables estudiadas,
examinando las relaciones o similitudes entre ellas, de forma que los elementos de
una misma agrupacién se asemejen entre si y discrepen de los restantes. Se utiliza
como método exploratorio para agrupar las variables en subgrupos, catalogados
en funcion de su similitud, cuando no se tiene ninguna idea preconcebida sobre la
semejanza de las variables.

Los métodos de analisis de conglomerados se dividen en: métodos jerarquicos

Ex
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(acumulativos y disgregativos) y métodos no jerarquicos.

En los métodos jerarquicos no se especifica el niUmero de conglomerados que se
van a formar, y se verifican fusiones sucesivas (acumulativos) o divisiones
(disgregativos) para definirlos, presentando los resultados en forma de diagrama
de arbol (dendograma). El nimero de conglomerados que se eligen se define a
posteriori en funcion del resultado obtenido a lo largo de todo el desarrollo. La
entrada y salida de un elemento son irreversibles.

En los métodos no jerdrquicos o de particion se debe definir a priori el nimero K
de conglomerados en que se quiere subdividir el conjunto de objetos, sin que se
establezca estructura jerarquica alguna. Con estos métodos se pretende clasificar
un conjunto inicial de casos en K subgrupos que mantengan una homogeneidad de
acuerdo con las variables de partida, de forma que los elementos dentro de cada
subgrupo se parezcan entre si en base a las caracteristicas del conjunto de
variables observadas y, en base a esas mismas caracteristicas, los K subgrupos
estén alejados.

Se tienen que establecer criterios de asociacion (Tabla I1.3) de los elementos con
medidas de distancia y medidas de comparacion.

A continuacién se explica brevemente en qué consiste cada una de las distintas
medidas de asociacidn.

La distancia euclidea es la suma de los cuadrados de las diferencias entre los
valores de los elementos (o su raiz cuadrada).

La distancia Mahalanobis por un lado es invariante ante los cambios de escala y
no depende, por tanto de las unidades de medida. Esta es la diferencia con
respecto a la distancia euclidea.

La distancia Blogue o Manhattan es la suma de las diferencias absolutas entre
valores de los elementos.

La distancia Minkowski es la raiz n-ésima de la suma de las potencias n-ésimas
de las diferencias absolutas entre los valores de los elementos.

La distancia Chebychev es la mayor de las diferencias absolutas entre las
coordenadas de los elementos.

Correlacion de Pearson es el coeficiente de correlacion lineal entre dos variables.
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El Coseno es el coseno del angulo entre dos vectores de valores.

En nuestro caso se ha estudiado tanto la distancia euclidea como la distancia

Mahalanobis, obteniendo mejores resultados con ésta ultima.

Tabla 1.3. Diferentes medidas de asociacion

Disimilaridades
Distancia j >
euclidea al Z (xii - xki)
=1
cuadrado
j
2
Distancia Z (xij - xki)
euclidea =1
Distancia P
Mahalanobis \/(x- - xj) c (x, - x;)
Distancia
Blogue o X, ij‘
Manhattan =)
j
(xij — Xy )n
. . =1

Distancia .
Minkowski de F)rden ne |gua! ala

euclidea si n=2. Si n=1

igual a la distancia

Manhattam
Distancia maxlx. — x ‘
Chebychev i ki
Distancia
Canberra

Similaridades

)

Xk
Ly =1
Correlacion ,- ,-
— \2 - 2
de Pearson (Xij _ Xi) (ij _ Xk)
=1 =1
Variade +1a-1
j
PR
=1
Coseno

Variade +1a-1
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Una vez que se ha seleccionado la medida de proximidad, el siguiente paso es
elegir el algoritmo adecuado para la formacion de los conglomerados (Tabla 1.4)

Tabla 1.4: Criterios de enlace

Criterios de enlace

Enlace simple (Vecino mas proximo)
Enlace completo (Vecino mas lejano)
Promedio (vinculacién inter o intra-grupos)
Agrupacion de centroides

Agrupacion de medianas

Método de Ward

A continuacidn se explica brevemente en qué consiste cada criterio:

Distancia minima: Los grupos se unen considerando la menor de las distancias
existentes entre los miembros mas cercanos de distintos grupos.

Distancia maxima: Los grupos se unen considerando la menor de las distancias
existentes entre los miembros mas lejanos de distintos grupos.

Promedio: Mide las distancia entre dos conglomerados por la media aritmética
de todas las posibles distancias entre los pares de individuos, de forma que cada
componente del par pertenezca a un conglomerado distinto. Conduce a soluciones
intermedias entre las de los enlaces simple y completo.

Agrupacion de centroides: Es una variante del enlace promedio, en el que se
mide la distancia entre los centroides de los conglomerados. Se reemplaza cada
agrupacion por su centroide y se forman aquellos grupos que tengan la menor
distancia posible entre los centroides.

Agrupacion de medianas: Se considera como nuevo centro de un conglomerado
la media entre el centro anterior y el nuevo elemento o0 nuevo centro incorporado
Funciona de forma similar a la de los centroides.
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Método de Ward: Se trata de ir agrupando de forma jerarquica elementos de
modo que se minimice una determinada funcién objetivo. Este método no calcula
distancias entre conglomerados sino que intenta minimizar la varianza dentro de
ellos. Con este fin se computa como medida de disimilaridad la suma total de
cuadrados de las distancias (SCpentro) dentro de los conglomerados desde cada
objeto hasta su centroide, y en cada etapa se forma aquel conglomerado que
tenga la menor (SCpentro)-

El método de Ward es el método seleccionado para llevar a cabo nuestros
analisis quimiométricos aplicados al estudio de la huella dactilar de los
trimetilsililderivados de los esteroles mediante off-line HPLC-GC-FID.

Finalmente, tras elegir la distancia adecuada y el criterio de enlace se obtiene
un dendograma (Figuras 1.7 y 1.8) que es la representacion grafica o diagrama de
los datos en forma de arbol que organiza los datos en subcategorias que se van
dividiendo en otros hasta llegar al nivel de detalle deseado (asemejandose a las
ramas de un arbol que se van dividiendo en otras sucesivamente). Este tipo de
representacion permite apreciar claramente las relaciones de agrupacion entre los
datos e incluso entre grupos de ellos aunque no las relaciones de similaridad o
cercania entre categorias.

Elemento 1

Elemento 2

Elemento3

Elemento 4

Elemento 5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Distanciade agrupacion

Figura 7. Ejemplo de un dendograma.
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Figura 1.8. Dendograma procedente de la huella dactilar de diferentes aceites vegetales
utilizando la distancia euclidea.

E). Andlisis de Coordenadas Principales (PCO)

El PCO [8,9] se considera una version generalizada de ACP. Es una técnica
poderosa que permite una gama mas amplia de enfoques para la visualizacién de
datos de la matriz de disimilitud, y puede ser empleado como método de
exploracion. Ademas permite una flexibilidad adicional en el caso de las variables
binarias. Los componentes obtenidos a partir del PCO se pueden utilizar como
entrada a los clasificadores al igual que para los scores del ACP. A veces también
se llama escalamiento multidimensional (MDS). Una ventaja que tiene el PCO sobre
el ACP es que puede hacer frente a cualquier medida de disimilaridad y asi es mas
flexible pero tiene la desventaja de que esta disefiado sdlo para examinar
similitudes entre muestras y no es facil de demostrar la influencia o la importancia
de las variables.




I Bases quimiométricas para ...

1.3. METODOS SUPERVISADOS

El objetivo de los métodos de reconocimiento de pautas supervisados es utilizar
una serie de objetos para encontrar una regla para asignar un nuevo objeto de
grupo desconocido al grupo correcto.

A). Clasificacion

Para construir un modelo de clasificacién supervisada es necesario disponer de
una muestra de objetos cuya clase sea conocida y para los que también se
conozcan los valores de las variables predictoras.

La pertenencia de los objetos a las clases puede ser supuesta, esto es, puede
tratarse de una hipdtesis a comprobar. La asignacion de los objetos a las clases
debe ser exhaustivo (todos los objetos pertenecen a alguna clase) y mutuamente
exclusiva (ningln objeto pertenece a mas de una clase). Estos objetos forman lo
que se denomina el "conjunto de entrenamiento" con el cual se construye el
modelo de clasificacion. Una vez construido, el modelo se utiliza para predecir la
clase a que pertenecen nuevos objetos a partir de la medida de la variables
predictoras. Es usual utilizar muestras adicionales pertenecientes a clases
conocidas, que no forman parte del conjunto de entrenamiento original, para
comprobar el modelo y controlar su precisién y exactitud .De manera general en
una clasificacion supervisada se siguen los siguientes pasos:

1. Modelacion del conjunto de entrenamiento.

2. Validacion del modelo.

w

Mejoramiento de los datos (si es necesario).

»

Aplicacién del modelo.

Existe una variedad de técnicas de clasificacion entre las que se destaca: El
analisis discriminante lineal y cuadratico (ADL y ADC), el método de los k vecinos
mas préximos (K-NN), el método de la maquina de aprendizaje lineal, los métodos
de modelacién de clases como el SIMCA y UNEQ entre otros.

A.1. Analisis Discriminante

El ADL [10] fue la primera técnica de clasificacién presentada en literatura e
introducida por Fisher en 1936. Es una de las técnicas mas usadas por su
simplicidad y robustez.
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CAPITULO 1

En analisis discriminante se utiliza un algoritmo que busca funciones o vectores
discriminantes, es decir, combinaciones lineales (ADL) o cuadraticas (ADC) de las
variables originales que maximizan la varianza entre clases, a la vez que minimizan
las varianzas inter-clases. Otra funcion que se emplea es la llamada funcion de
clasificacion de Bayesian [11].

Para construir el modelo, es necesario asignar los objetos del conjunto de
entrenamiento a una clase dada. Se afiade una variable categdrica a la matriz de
datos conteniendo tantas clases como sean necesarias.

El punto de partida del ADL es encontrar una funcion discriminante lineal, Y, que
sea una combinacion lineal de las variables originales, X3, X-, etc.

Y =aX; +a,X, +...+a X

Las 7 medidas originales para cada objeto se combinan en un Unico valor de YV,
de manera que los datos se han reducido a n dimensiones a una dimensién. Los
coeficientes de los términos se eligen de manera que Y refleje la diferencia entre
los grupos tanto como sea posible: los objetos en el mismo grupo tendran valores
similares de Yy los objetos en grupos diferentes tendran valores muy diferentes
de Y. En consecuencia, la funcidon discriminante lineal, proporciona un medio de
discriminacion entre los dos grupos.

Tras determinar la funcidn discriminante lineal, Y, se puede establecer fronteras
explicitas que separan las regiones del espacio que pertenecen a cada categdrica.
Cada clase se modela en torno a su centroide mediante una distribucion normal de
probabilidad. Esa probabilidad decrece por igual en todas las direcciones del
espacio m-dimensional de las variables originales siendo alta para puntos situados
cerca del centroide de la clase considerada, y baja para los puntos alejados.

El ADL tiene dos aplicaciones principales [12]: a). Evaluacion del poder
discriminante de las variables con respecto a la separaciéon de los grupos y b) la
asignacion de cada objeto a uno de los grupos.

La clasificacion de objetos desconocidos se lleva a cabo mediante la insercion de
los datos en las funciones discriminantes con el fin de transformar las coordenadas
en la misma forma que los datos originales. Asi, el objeto se asigna a esa clase
para la cual su centroide tiene la menor distancia euclidea.

Una desventaja de este método es el hecho de que la relacién de un objeto a
varias clases no se detecta y que los espurios/outliers no pertenecen a ninguna
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clase. Debido a una serie de limitaciones que presenta se ha ideado el PLS-DA que
sera descrito en el apartado A.7.

El ADC supone que los dos grupos tienen distribuciones normales multivariantes
pero con varianzas diferentes.

La diferencia entre un analisis de cluster y el AD estd en que este Ultimo asigna
objetos a grupos que fueron definidos por adelantado mientras que el cluster es
bastante diferente porque establece los grupos.

A.2. Modelado Independiente Suave de Analogia de Clase, SIMCA

SIMCA [13,14] como método de reconocimiento de pautas fue introducido por
Svante Wold [15] en el afio 1976 y es uno de los métodos de clasificacion mas
utilizados en el control de calidad en las industrias alimenticias. Este método utiliza
un analisis de componentes principales para desarrollar un modelo de cada grupo
o clase dentro del conjunto de entrenamiento. Esas clases se modelan por una o
series de estructuras lineales (una recta, un plano etc.) dependiendo del nimero
de componentes requeridos para reproducir los datos de la clase. Posteriormente
integra cada una de las clases y calcula sus limites con una probabilidad dada del
95%. Es posible definir superficies enlazadas alrededor de estas estructuras
lineales basadas en los residuos de los datos después de fijar los componentes,
nuevos objetos pueden ser cuantitativamente probados por sus miembros en las
clases definidas.

Las principales etapas del SIMCA son:
- ACP. Cada grupo es modelado independientemente usando PCA.

- Distancia de clase. Se puede calcular como la distancia geométrica de los
modelos de componentes principales.

- Poder del modelado. Varia entre 1 y 0.

- Poder discriminatorio entre dos clases.

A.3. Método de los K vecinos mas proximos, A-NN.

Este método no paramétrico de clasificacién es conceptualmente simple para
decidir como clasificar un objeto desconocido, nuevo, cuando hay dos o mas
grupos de objetos de clase conocida. No hace ninguna suposicion sobre la
distribucion en las clases y se puede utilizar cuando los grupos no puedan ser
separados en el plano (Figura 1.9). En su forma mas simple un objeto desconocido
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CAPITULO 1

es asignado a la clase de su vecino mas proximo. Se toman los K vecinos mas
proximos, siendo un valor arbitrario, normalmente bajo e impar, tal como 3 o 5.

Xa
o o
Grupo1 & ®
e B &
® e 2 o

° L Grupo 2
® e o0
) o

Figura 1.9. Dos grupos que no se separan por un plano

Para aplicar el método se deben de calcular las distancias sobre la matriz
objetos-variables sin escalar o autoescalada, y también antes o después de realizar
una rotacion propia. Si se realiza la rotacion propia, se tiene la ventaja de trabajar
en un espacio no correlacionado, en donde las distancias euclideas tienen un
significado correcto.

Las distancias se ordenan de menor a mayor, y se asigna el objeto nuevo a la
clase a la que pertenecen los K objetos con las distancias menores. En el caso de
que no todos los K objetos pertenezcan a la misma clase, decide la mayoria.

El mayor inconveniente del método K-NN es que no calcula probabilidades de
pertenencia del objeto nuevo a cada categoria. Pero por otra parte, presenta varias
ventajas: Permite clasificar nuevos objetos, independientemente del nimero de
clases y la calidad de las predicciones depende poco de la forma que tengan las
clases. Por ello, el método puede clasificar bien aunque las categorias no sean
linealmente, ni cuadraticamente separables.

A.4. Desigualdad de la Clase de Modelado, UNEQ

Este método fue propuesto por Derde y Massart en los afios 80 y esta basado en
la distribucién Gausiana. Cada grupo es modelado con una distribucion normal
Multivariante, por este motivo se puede considerar como analogo al modelado de
ADC.
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El modelo se construye mediante el centroide de la clase, teniendo forma de
hiper-elipsoide, siendo el centroide la media de la poblaciéon y definiendo su
tamafo mediante el valor de la distancia critica. Teniendo en cuenta que el modelo
de cada clase se construye mediante el calculo de las distancias de Mahalanobis de
forma individual, siendo la matriz de dispersion distinta para cada clase. UNEQ es
especialmente adecuado para clases que presenten diferente dispersion y ademas
como se basa en la estimacion de los parametros de una distribucién gaussiana
multivariante, presenta limitaciones, en términos del nimero de muestras con el
numero de variables.

A.5. Maquina de Aprendizaje Lineal, LLM

Este método [16] encuentra fronteras lineales entre las clases que pueden
calcularse a través del sistema de prueba y error en el cual los errores de la prueba
inicial permiten que la préxima prueba pueda ser desarrollada mas
inteligentemente. Para un espacio m- dimensional la superficie de decision tiene
que ser de una dimension menor que m. Este método puede ser extendido a la
separacion de clases multiples a través de una secuencia de superficies que
producen separaciones binarias.

A.6. Maquinas de Soporte Vectorial, SVM

Las maquinas de Vectores de Soporte (Support Vector Machine, por sus siglas en
ingles SVM) son un nuevo sistema de aprendizaje el cual ha tenido un desarrollo
muy significativo en los Ultimos afios tanto en la generacion de nuevos algoritmos
como en las estrategias para su implantacion. Fue descubierto recientemente en
el afo 2004 como clasificador por Zomer. SVM [17,18] es un sistema de
aprendizaje robusto que se basa en el uso de un espacio de hipdtesis de funciones
lineales en un espacio de mayor dimension inducido por un Kernel, en el cual las
hipdtesis son entrenadas por un algoritmo tomado de la teoria de optimizacion el
cual utiliza elementos de la teoria de generalizacidon. Su uso esta dirigido para
solucionar problemas que presentan dificultades como por ejemplo los limites entre
clases son complejos y el conjunto de datos se caracteriza por un gran nimero de
variables. SVM es un sistema para entrenar maquinas de aprendizaje lineal y no
lineal eficientemente tanto para resolver problemas de clasificacion binaria como
para regresion con el inconveniente de que esta creado para solucionar problemas
de dos clases.

Se han encontrado muchas aplicaciones como clasificacion de imagenes,

reconocimiento de caracteres, deteccion de proteinas, clasificacion de patrones,
identificacion de funciones, etc.
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A.7. PLS-DA

Debido a que el ADL esta sujeto a la restriccion de que el nUmero de variables
no debe de exceder al nimero de objetos, se propone a este problema una
solucion que consiste en aplicar métodos como el de PLS (descrito en el apartado
B.4).

El PLS-DA se lleva a cabo en dos pasos: 1. Una regresion clasica PLS ddnde la
variable respuesta es binaria y expresa una pertenencia a una clase. 2. AD para
clasificar los objetos a partir del resultado de la regresion obtenida con el modelo
PLS. Por tanto, PLS-DA no permite atribuir una muestra a otros grupos que estan
definidos. Como consecuencia, todas las variables medidas juegan el mismo papel
con respecto a la clase que se asignan. Actualmente, las variables latentes PLS se
construyen encontrando un compromiso propio entre dos propuestas: describir el
set de variables exploratorias y la prediccién de las respuestas.

En el PLS-DA igual que en el PLS hay dos bloques: El bloque X que es la que
tiene las variables independientes y el bloque Y que es la variable respuesta. El
bloqgue Y se construye formando una matriz con 0 y 1. Constarda de tantas
columnas como clases haya. Se pondra el valor 1 para la clase a la que pertenezca
correspondiente al orden en que se define y 0 al resto de muestras que no
pertenezcan a esa clase en concreto.

Las puntuaciones/loadings del bloque X se «calculan a partir de las
coordenadas/scores del bloque Y, mientras que los loadings del bloque Y se
determinan a partir de los scores del bloque X. Se desarrolla un modelo para cada
clase.

Para su entendimiento, a continuacién se muestra un ejemplo basado en la

clasificacion de diferentes aceites vegetales pertenecientes a distintas clases
partiendo de una matriz de datos obtenidas a partir de la sefhal cromatografica.
Se consideran un total de 67 muestras pertenecientes a 4 clases (aceite de oliva
virgen extra, orujo de oliva, girasol y resto de aceites vegetales (maiz, soja,
cacahuete, uva, sésamo, lino, canola y colza)). Se hace el modelo partiendo de un
set de entrenamiento de muestras correspondiente al 75% del total para luego
hacer una validacién interna con el 25% restante, cogiendo las muestras al azar. 5
componentes principales fueron necesarios explicando un 98.31 % de varianza.
Las clases definidas fueron: Clase 1: Aceite de oliva virgen extra. Clase 2: Orujo de
oliva, Clase 3: Girasol y Clase 4. Resto de aceites vegetales.

Los resultados se muestran en la Figura 1.10 en donde se puede observar que
hay una buena predicciéon. Todas las muestras son clasificadas correctamente a la
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clase a la que pertenecen. Los resultados estadisticos obtenidos fueron: R? de
calibracion 0.961., error de calibracion: 0.0689, error de validacion cruzada:
0.0909 y error de prediccion: 0.462
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Figura 1.10. PLS-DA de 4 clases definidas. A). Oliva virgen extra vs resto de clases. B).
Orujo de oliva vs resto de clases. C). Girasol vs resto de clases. D). Resto de aceites vs
resto de clases.

B). CALIBRACION

Existen diferentes métodos de calibracidon: univariante y multivariante. Esta
ultima tiene muchas aplicaciones en espectroscopia y en cromatografia.
La calibracién univariante implica relacionar dos variables individuales entre si, y se
llama a menudo regresion lineal.

La principal ventaja de la calibracion multivariante frente a la univariante es que
no requiere medidas instrumentales selectivas. La muestra puede contener, junto
con el analito, otros componentes que contribuyen a la sefal de forma no
constante. Otra ventaja es que la sefial multivariante permite detectar muestras
discrepantes en prediccion (outliers). Esto no es posible en calibracién univariante.
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Hay distintos niveles de complejidad dependiendo del tipo de problema que se
quiera resolver. La calibracion mas sencilla es la que permite predecir la
concentracion de un solo compuesto utilizando un equipo instrumental. Otra
consiste en una situacion mas compleja basada en la determinaciéon de varios
componentes en una mezcla cuyo objetivo es determinar las concentraciones
individuales de forma fiable de cada elemento a partir por ejemplo de datos
espectroscopicos. Otra opcidn seria que el objetivo de la calibracién no fuese
determinar la concentracién de un compuesto sino calcular diferentes parametros
estadisticos.

A continuacidn se van a explicar los diferentes métodos de calibraciéon que son
mas empleados a fecha de hoy.

B.1. Regresion Lineal Multiple (RLM)

En calibracidn lineal simple es habitual usar el modelo de prediccion:
9=b,+b,C

Donde ¢ es la sefial instrumental ajustada o predicha por el modelo, y C es la

concentracién de una especie quimica. Al construir el modelo, C es la variable
predictora e ¢ es la variable respuesta. Este modelo calcula, para el analisis de

muestras con mas de un componente, una relacion lineal entre la sefial y la
concentracion de cada componente mediante un ajuste de minimos cuadrados.
Hay dos variantes de RLM: Clasica e inversa

Para la regresion lineal multiple clasica se asume el cumplimiento de la ley de
Lambert-Beer para cada uno de los componentes de una mezcla en todo el
intervalo de trabajo y la actividad de las absorbancias en las muestras.

Cuando se trata de prediccion multiple y multivariante, se utilizan siempre modelos
en los que la variable independiente, C, es siempre la predictora tanto en la etapa
de calibracién como en la de prediccién, y la variable dependiente, ¢, es siempre

la respuesta.

La ecuacidn que figura a continuacion es la que se emplea para el modelo de
RLM. Se utiliza para predecir una Unica respuesta, ¢, teniendo en cuenta que son

varias las variables predictoras, Cy, C;,..., G, ..., Cn. y se emplea el error asociado
a la i-ésima observacion , €.
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v=bo+b1C1+...+bjCj+...+bmcm+s=meCm+a

Cada variable predictora estd multiplicada por su pendiente o coeficiente de
regresion parcial, b;.

Este método de regresion lineal multiple, también se llama minimos cuadrado
inversa, ILS.

La ventaja de este modelo es que cada respuesta se puede determinar por
separado, sin que sea necesario de conocer el resto de respuestas, ni establecer
sus correspondientes coeficientes de regresion.

El modelo lineal multivariante es un modelo que tendra tantas ecuaciones como
respuestas interesa para predecir. Esto se debe a que puede haber la presencia de

distintas fuentes de varianza que influyen sobre ellas. Para predecir
simultdneamente hasta k respuestas, el modelo es:

9, =by +b,C, +b,,C, +... + bjlcj +..+b ,C. +e¢
9« =bgy +byC; +b, €, +.o+ by € +.a+ b €+ e

B.2. Regresion en Componentes Principales, RCP

La RCP es un método introducido por Massy en 1965. Aprovecha las propiedades
de la descomposicidn en componentes principales, ACP, realizando una regresion
multiple inversa, ILS, de la propiedad a determinar sobre los scores obtenidos en el
ACP en lugar de realizarla sobre los datos originales. No existe pérdida de
informacion, ya que los scores contienen la misma informacion que los datos
originales pero habiendo eliminado el ruido.

El primer paso del RCP consiste en realizar una descomposicion de la matriz X en
sus componentes principales.

A
X=TP' +E=) tp!+E
a=1
Tras elegir el nimero de A componentes principales para la matriz X, ésta se
puede representar
T=XP
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Hasta aqui se ha hecho un ACP, obteniendo a partir de la matriz de datos X la
matriz de scores T y la de /oadings P. Luego se calcula la matriz de regresores que
se halla por minimos cuadrados.

B.4. Reqgresion Lineal por Minimos Cuadrados Parciales, PLS.

La regresién por minimos cuadrados parciales (PLS) como técnica de regresion
multivariante es un método para la construccion de modelos de prediccion y sus
principios generales son bastantes sencillos. Es un modelo muy utilizado para
clasificar los datos, encontrar similitudes entre muestras o deteccion de muestras
extrafas (outliers). Fue desarrollado por primera vez por Hermann Wold en 1975
en las areas de econometria y ciencias sociales. Posteriormente, su hijo Svante
Wold lo popularizé en el area de quimica y se convirtié en una de las técnicas de
regresion mas utilizadas en quimiometria. El PLS puede resolver muchos problemas
practicos que no son faciles de tratar por otros medios. Fue modificado
ligeramente para adaptarse a los datos de la ciencia y tecnologia.

En PLS, para nuestro caso en concreto, el perfil cromatografico de una muestra
(intensidades registradas en diferentes tiempos) constituyen un conjunto de
variables independientes (o, mejor, las predictoras) (variables de entrada) que, en
general, se llama bloque-X. La variable que ha de ser predicha es la variable
dependiente (o0 variable respuesta) (variables de salida) y se llama bloque-Y. El
bloque Y, debe incluir tantas variables respuesta como fuentes de varianza
significativas e independientes que influyan sobre las variables del bloque X, en
nuestro caso se trata de las concentraciones de los analitos [3].

En realidad, el PLS se puede utilizar para predecir no sélo una variable, sino
varias, de ahi el término "bloque". Por este motivo surge la idea por Hermann
Wold de como utilizar un conjunto de variables para predecir el comportamiento de
otras.

El funcionamiento del PLS es supervisado y consta de las siguientes etapas:
calibracion, cross-validacion/validacion-cruzada, validacion y prediccién.
En la etapa de calibraciéon se establecen las variables que deben incluirse en los
bloques X e Y. El bloque Y contiene tantas variables como fuentes de varianza
relevantes influyen sobre el bloque X.

Las variables del bloque X contienen varianza correlacionada con todas y cada
una de las variables del bloque Y.
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Ademas las variables de ambos bloques estan poco correlacionadas entre si
cubriendo los diferentes intervalos de calibracién, que corresponden a las
situaciones extremas que vayan a encontrarse en las muestras problema.

En la etapa de validacion, se establece la capacidad del modelo para realizar
predicciones exactas y precisas. La validacion puede ser interna o externa. Si es
interna lo que se hace es coger un subset del conjunto de variables del bloque X
gue se ha empleado para calibrar. Si la validacién es externa, se toma un set de
muestras no incluidas en la calibracién y que son perfectamente conocidas.

En la etapa de prediccion se establecen las variables problema, sin limitacion
en el nimero de objetos/muestras.

En definitiva en el PLS se utilizan como variables predictoras, vectores que
explican menos varianza que los componentes principales, pero a cambio estan
mas correlacionados con las respuestas. Los componentes principales se obtienen
en orden de maxima varianza explicada decreciente, por lo que no es posible
aumentar la correlacion de los vectores con la respuesta sin perder varianza. Este
razonamiento también puede hacerse a la inversa: si se combinan linealmente las
variables del bloque X con el Unico criterio de obtener vectores correlacionados
con las respuestas, es posible que los vectores resultantes expliquen poca
varianza.

En PLS se construyen vectores que establecen un compromiso razonable entre
ambas situaciones. Dichos vectores se suelen denominar “variables latentes”,
variable predictora para predecir una respuesta dada (método PLS1, para
regresion multiple), o para predecir un pequefio grupo de respuestas (método
PLS2, para regresion multivariante).

Las principales etapas que se requieren para obtener un modelo PLS se
presentan en el siguiente diagrama de flujo (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Diagrama de flujo para construir un modelo PLS

Algoritmos que se emplean en el PLS

Existen varios algoritmos que se emplean en el PLS entre los que destaca el
algoritmo en minimos cuadrados parciales iterativo no lineal (NIPALS), singular
value decomposition (SVD), el SIMPLS, etc.

El NIPALS calcula los scores/coordenadas T y los loadings/cargas/pesos P
(similar que en el PCR o RCP) y ademas un set adicional de vectores conocidos
como pesos, W (con la misma dimensionalidad como los loadings, P). La adicién
de los pesos en el PLS se requiere para mantener los scores/muestras/objetos
ortogonales.
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La principal diferencia del porqué no se usa el NIPALS es porque éste extrae
componentes de uno en uno y se puede detener tras elegir el nimero de factores
[19]

Hay evidencias de que el algoritmo SIMPLS es actualmente ligeramente
superior al algoritmo NIPALS porque su objeto explicito es maximizar el criterio de
la covarianza y el NIPALS no lo hace. Ademas es mas rapido y las matrices
residuales son diferentes [20,21].

El software PLS_Toolbox emplea por defecto el algoritmo SIMPLS aunque
también da la opcion de usar el NIPALS pero debido a lo uUltimo que se ha
comentado el algoritmo empleado ha sido el SIMPLS.

Eleccion del numero de variables latentes:

Para la seleccién del nUmero optimo de variables latentes se usa el método de
validacion cruzada. Se representa la grafica (Figura 1.14) "NUmero de variables
latentes" vs "Errores de calibracion y calibracion cruzada de la media de la
desviacién estandar", RMSEC (root-mean-square error of calibration /error de
calibracion de la raiz cuadrada de la media) y RMSECV (error de calibracion
cruzada de la raiz cuadrada de la media) respectivamente.

Una buena regla general es la de no incluir variables latentes adicionales a
menos que se mejore el RMSECV al menos un 2%. Por este motivo, en este
ejemplo se eligen 3 variables latentes y no 4 variables latentes.
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Figura 1.14. Representacion grafica RMSECV vs NUmero de variables latentes.
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Otra regla es que se debe de utilizar un modelo con la complejidad mas baja
posible para la construccién de modelos predictivos, es decir, elegir el menor
numero de variables latentes posibles. Al realizar el PLS aparecera una tabla como
se muestra a continuacion (Tabla 1.5) donde aporta la informacidon necesaria a
tener en cuenta para elegir el nimero de variables latentes.

Tabla 1.5. Eleccion del nimero de factores.

%o Varianza
Factores Bloque X Bloque Y
LV Acumulada Lv Acumulada
1 67.95 67.95 54.72 54.72
2 13.48 81.43 34.99 89.71
3 4.65 86.08 6.42 96.13
4 5.24 91.33 1.04 97.18
5 3.79 95.12 0.41 97.59
6 1.05 96.17 0.64 98.22
7 1.55 97.72 0.20 98.43
8 0.44 98.16 0.43 98.85
9 0.52 98.68 0.13 98.99
10 0.21 98.89 0.25 99.23

Deteccidon de muestras extranas o espurios

Hay varias formas de analizar las distintas muestras de estudio.

1. Grafica de los "scores" obtenida tras elegir el nimero de variables latentes.

Con esta grafica se conoce el % de varianza total explicada de los datos. De cada
muestra se puede obtener informacion acerca de los valores Q residuales y T?
Hotelling. Si hay muestras que presentan valores elevados tanto en Q residuales
como T2 deben considerarse como muestras inusuales y habria que estudiarlas
mas a fondo.

2. Otra forma de ayudar a ver claramente las muestras inusuales seria representar
T? Hotellings versus muestras (Figura 1.15), Q residuals versus muestras (Figura
1.16) o bien T? Hotellings versus Q residuales (Figura 1.17). La T? Hotellings se
utiliza para verificar, en un sentido multivariante, si una muestra pertenece a una
distribucion cuyo promedio esta dado por el vector promedio de las muestras de
calibracion. Es una generalizacién multivariante de la distribucién ¢ de Student.
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El término “residuales” significa la diferencia entre el valor verdadero y el predicho.

10 T T
v
oL Intervalo de confianza del 95 % E

Hotelling T (86.91%)
[6)]
|
|

0 | | | A LA A
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Muestras
Figura 1.15. Ejemplo de un diagrama control de T2 Hotelling para localizar muestras
inusuales en el set de calibracion. 3 variables latentes se emplearon para hacer el modelo
de calibracion.
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Figura 1.16. Ejemplo de un diagrama control de Q residuales para localizar muestras

inusuales en el set de calibracion. 3 variables latentes se emplearon para hacer el modelo
de calibracién.
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Figura 1.17. Gréfica Q residuales vs T? Hotelling.

Las muestras dudosas serian aquellas que sus valores tanto de Q residuales
como T? Hotellings estan fuera del limite de confianza del 95%. Véase Figura I1.17.
La linea azul horizontal discontinua es la que se refiere al limite de confianza. La
muestra que esta marcada con un circulo seria una muestra sospechosa ya que
esta justo en el limite.

3. Grafica Leverage or h-statistic versus Y studentized Residual (Figura I1.18).
Studentized Residual indica la falta de ajuste de los valores y de la muestra. Se usa
para hacer frente a la posible variacion en los errores de medicién cuando las
muestras son diferentes de la media. El término Leverage es la influencia de una
muestra en el modelo. Si hay muestras con ambos valores elevados nos indica que
esas muestras tienen mucha influencia sobre el modelo pero no se sabe si puede
ser buena o mala.

El valor de leverage se calcula de la siguiente manera:
2A 3A
Leverage > T 0 Leverage > T

siendo,
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A, nimero de variables latentes elegidas. I, nimero total de muestras usadas en el
set de calibracién.

Se considera que un valor de £ 3 en Studentized Residual indica que las
muestras deberian de ser controladas.

Con la gréfica que se ha representado se pueden estudiar varias regiones: La
regiéon 1 corresponde a muestras que tienen bajos valores residuales y bajos
valores de leverage. La regidon 2 corresponde a muestras caracterizadas por tener
un alto valor residual pero bajo Leverage. La region 3 corresponde a muestras con
alto leverage pero bajo residual. La regidon 4 corresponderia a muestras que
tienen alto nivel de valores residuales y de leverage. En este ejemplo en concreto
no hay muestras situadas en esa region.

3 | : ‘
Region 2 L.
250 Vv Region 4 ‘ |
2 v ]
- 15} v 8
E v 1 |
T 1 v
3 v ‘
E 05} v v v i
£ T d v
2 oLLv'Lﬂiiiiiffiiiifv
v
M v 7 v ‘
-0.5} ; v v ]
L v vV v v ‘
; v v?Y T
-1.5 -
v |
_2 v | | [
0 0.02 0.04 006 0.08 0.1 012 014 0.16 0.18
Leverage
Figura 1.18. Leverage vs Y studentized residual

Parametros de calidad y capacidad predictiva del modelo

Diferentes parametros de calidad son estudiados [22]:

1. Error de calibracion de la raiz cuadrada de la media, RMSEC
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n

Z (Vi - Vi)2

RMSEC = || =t ;
n—-K-1

Siendo

9.1 los valores de la variable predicha cuando todas las muestras estan incluidas

en el modelo de formacion.
n: nUmero de muestras en la calibracion.
K: niUmero de variables latentes

2. Error de validacion cruzada de la raiz cuadrada de la media, RMSECV
Se define igual que RMSEC pero con la diferencia de que §; corresponde a las

predicciones de muestras que no estan incluidas en el modelo de formacion.

3. Error residual predicho de la suma de los cuadrados, PRESS

PRESS
RMSECV, = | %
n
siendo,

K: niUmero de variables latentes usado en el modelo
n: numero de muestras de calibracion

Los valores de RMSECV y PRESS se refieren cuando se hace validacién cruzada
dénde los datos de calibracién se dividen en diferentes set de entrenamiento y test
para evaluar el modelo construido cuando se le aplica nuevos datos.

4. Error de prediccidn de la raiz cuadrada de la media, RMSEP

n

Z(Vi - Vi)2

RMSEP = |/=2

n
9. : los valores de la variable para muestras de prediccion que no estan incluidas

en el modelo de de calibracién o validacion cruzada.
n: nimero de muestras de prediccion.

5. Coeficiente de correlacién lineal al cuadrado, R®

Evalta el nivel de asociacion lineal entre la variable respuesta y las regresoras,
que oscila entre £ 1 (fuerte asociacion lineal positiva o negativa). Si el valor es 0
no existe correlacion lineal.
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Para poder asegurar la capacidad predictiva de un modelo en la prediccién de
muestras distintas a las utilizadas en calibracion / set de entrenamiento, es
necesario un proceso de validacion. Esta validacion puede ser externa o interna.
Para la validacion externa de los modelos, se suele utilizar dos grupos de
muestras, uno llamado propiamente el de calibracion y el otro llamado conjunto de
prueba o test set. Las muestras del test set deben ser independientes de las del
conjunto de calibracién pero representativas y de las futuras muestras a analizar.
Se conoce toda la informacién acerca de este test set para comprobar como se
comporta el modelo frente a muestras distintas a las utilizadas en la construccién
del mismo.

La validacion interna, también llamada validacion cruzada es la que utiliza para
comprobar el modelo muestras del propio conjunto de calibracién. Normalmente se

cogen el 25% de las muestras del conjunto de calibracidn.

Comparacion con otras técnicas de regresion

El PLS presenta algunas ventajas con respecto a otras como RLM y RCP.

1. La colinealidad entre las variables X (correlacién de los predictores) no es
un problema. Las variables latentes en el PLS, resume la informacién mas
relevante de todo el conjunto de datos, tomando combinaciones lineales
de las variables X que son ortogonales y los pesos que son ortonormales
asignando un peso extra a las variables que muestran una alta correlacién
con las variables respuesta para que sean mas efectivas en la
prediccion[23]. En RLM hay problemas de colinealidad ya que el nimero
maximo posible de componentes principales (PCs) o variables latentes
debe ser igual al nimero menor de variables respuesta y al nimero de
muestras de calibracion. Ademas no puede ser nunca mayor que el
numero de muestras de calibracion.

2. El PLS genera modelos mas parsimoniosos que el RCP porque requiere un
numero menor de factores para obtener un rendimiento predictivo similar.

3. En PLS se utilizan como variables predictoras vectores o como se suelen
denominar "variables latentes" que explican menos varianza que los
componentes principales, pero a cambio estan mas correlacionados con las
respuestas. Los componentes principales se obtienen en orden de maxima
varianza explicada decreciente, por lo que no es posible aumentar la
correlacién de los vectores con la respuesta sin perder varianza. Por lo
tanto la ventaja que presenta es que el nimero 6ptimo de variables
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latentes en PLS suele ser menor que en PCR ganando sencillez sin perder
exactitud en las predicciones.

4. Admite errores tanto en los bloques X como Y.

En el modelo RCP se buscan, al igual que en un ACP, las componentes
principales que mejor describen la varianza de las variables predictoras. Con estas
componentes principales se monta un modelo de correlacion entre las variables
predictoras y las predichas (en RCP solo se puede predecir una variable por
modelo).

El RLM busca un factor simple que maximice la correlacion con la variable a
predecir.

El PLS suele funcionar mejor que RCP o RLM en la mayoria de las situaciones,
motivo por el que se decidid utilizar este algoritmo para correlacionar la sefial
Cromatografica de los fitoesteroles en aceites vegetales.

C). METODO DE LAS REDES NEURONALES ARTIFICIALES

En general, el método de las redes neuronales es un procedimiento sistematico
de procesado de datos, basado en la imitacién del funcionamiento de los sistemas
nerviosos bioldgicos, y que es capaz de predecir con precision variables categoricas
y de escala, diferentes clases. Se basa en un conjunto de “nodos” o “neuronas
artificiales” interconectados entre si en forma de red. Se usan tanto como métodos
de reconocimiento de pautas supervisados y no supervisados.

En la Figura 1.19 se muestra un esquema de las neuronas bioldgicas con sus
cuatro compontes basicos: dendritas, soma, axon y sinapsis.

Soma = procesado

Axon = salida

\
g, /

Sinapsis = contacto electroquimico
con las dentritas (entradas) de otras
Dendritas = entradas neuronas

Figura 1.19. Esquema de una neurona bioldgica.
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La neurona artificial contiene 2 algoritmos, uno calcula la suma ponderada de los
valores que le llega por las conexiones de entrada, y el otro es el que genera una
Unica respuesta o salida que se comunica con otras neuronas (Figura I1.20).

Sinapsis
\h‘:
v4 Salida
»
1

:W(
Xj /‘:’;’/A
Entr ...... Funcién de salida
[} '

Regla de prap‘agacidn

yi

Funcién de activacidn

Figura 1.20. Esquema de una neurona artificial mostrando sus cuatros
funciones basicas.

Diferentes tipos de redes neuronales se pueden emplear: Las redes neuronales
de Teoria de Resonancia Adaptiva, ART [24] y las redes neuronales de Konohen
[25]. Estas ultimas lo que hace son comparar de forma repetida los vectores que
representan los datos de la muestra con los vectores de peso usando una distancia
como por ejemplo la distancia euclidea para encontrar grupos de objetos similares.

La red para que funcione bien debe ser sometida a la etapa de entrenamiento
para que luego las neuronas se alimenten con los valores de las variables
originales para el nuevo objeto.

La red neuronal de Konohen (Mapas autoorganizados, SOMs) se emplea
como método de reconocimiento de pautas no supervisado. Es un enfoque
alternativo para la visualizacién de los datos de ACP y analisis de coordenadas
principales, PCO. Fue descrito por primera vez por Kohonen en la década de los 80
como un método de visualizacion.

Tiene la caracteristica de organizar mapas topoldgicos. El mapa que presenta la
red a partir de una situacion inicial aleatoria muestra las relaciones existentes entre
los diferentes patrones presentados a la red. Esta red muestra de forma efectiva la
idea basica de tener una red neuronal artificial que organice un mapa topoldgico,
constituyendo como tal una primera aproximacion a los mapas topoldgicos de los
fendmenos motores y sensoriales existentes en la superficie del cerebro humano.
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Utiliza la arquitectura paralela de las redes neuronales y provee una
representacion grafica de las relaciones entre los patrones (Ver Figura 1.21). Un
aspecto diferenciador de la red SOM de otras redes es que aprende sin
supervision, de ahi su nombre en inglés. Presenta una topologia constituida por
dos capas. La primera capa de la red es la capa de entrada y la segunda capa,
llamada capa Kohonen esta organizada en una rejilla de dos dimensiones. Las dos
capas estan totalmente interconectadas y cada una de las conexiones tiene
asociado un peso que sera modificado a lo largo de la sesidon de entrenamiento.

Otra herramienta utilizada para la visualizacion entre neuronas obtenidas en el
mapa que permite interpretar los resultados es The Minimal Spanning Tree (MST).

Finalmente, para que la red funcione correctamente es necesario someterla a la
etapa de aprendizaje para que asi las neuronas de la capa de entrada se alimenten
con los valores de las variables manifiestas para el nuevo objeto. Los resultados de
la capa de entrada se procesan en la capa escondida, y los resultados generados
por ésta se procesan de nuevo en la capa de salida.

X,
¥
Select sample x, at random E

from data matrix X ' '

A J

¥

Find best matching unit of
sample x,.

T iterations

v

Find neighbours of best
matching unit

.ZJ
O

h 4

Update best matching unit
and its neighbours

i
*

Figura 1. 21. Esquema del proceso de entrenamiento de SOM.

119




I Bases quimiométricas para ...

Otro tipo de red neuronal es la LVQ [8,26] que contiene una capa de entrada,
una capa de Kohonen que aprende y realiza la clasificacién, y una capa de salida.

La capa de entrada contiene un
nodo para cada conexion de entrada,
la capa de salida contiene un nodo
para cada clase como se muestra en la
Figura 1.22.

=

Capa de entrada Capa de Kohonen Capa de salida

Figura 1.22. Estructura de LVQ.

D). MULTIPLES VIAS

Un andlisis de multiples vias [27] es un analisis de datos de multiples vias. Se
puede hablar de datos de 1 via, 2 vias, 3 vias y de un niUmero mayor de vias.
Un ejemplo de datos de 1 via seria una sola medida en un sistema quimico que
genera un Unico numero y esta medida se repite, asi que el resultado es la
secuencia de nimeros.

!Va#iablus:

Si se sube de nivel, los datos de 2 vias son
generados a través de instrumentos (GC-FID,
UV-vis, etc.) que generan una secuencia de
numeros. Se generaria un matriz X de -

dimensiones I x J (Figrua 1.23). (Objctas)
Figura 23. Esquema de una
estructura de 2 vias I x ]

Si un instrumento sencillo genera
una tabla de numeros para cada
muestra se obtendria una matriz X (J
x K). Si se toman | medidas en
diferentes ocasiones, genera una
matriz de 3 vias I x J x K (Figura
1.24).

K
{Vari les)

(Vaill blas)

I
{Qhbjctos)

Figura 1.24. Esquema de una estructura
de 3 vias (I x J x K)
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También es posible generar datos de 4 vias o 5 vias o en general multiples vias.
Hoy en dia, el andlisis de multiples vias es ampliamente utilizado en Ila
cromatografia [28] en el que se usan modelos como PARAFAC, PARAFAC2, Tucker
y N-PLS para tratar los datos obtenidos a partir por ejemplo de un cromatografo de
gases (GC).

D.1. Analisis Paralelo de Factores, PARAFAC

El PARAFAC es un método de descomposicion de matrices tridimensionales. Fue
desarrollado por Harshman en 1970 e independientemente en el mismo afno por
Carroll y Chang, los cuales lo llamaron CANDECOMP (descomposicion candnica). Es
un método de resolucién de curvas que descompone la matriz tridimensional M (I
x J x K) en tres sub-matrices bidimensionales A (1 x R), B (J x R) y C (K x R)
siendo cada componente R definido por tres vectores de /loadings, los cuales
representan o indican el comportamiento de los componentes R en cada una de
las tres dimensiones.

El PARAFAC lo que busca es el mejor modelo trilineal que minimice la suma de
cuadrados de los residuales en el modelo. Su estructura debe ser obligatoria y
absolutamente trilineal. Esto es lo que hace que limite su correcta utilizacion.

Una de las ventajas principales de este modelo es la unicidad de su solucion,
obtenida mediante optimizaciéon por minimos cuadrados alternados.

Este método ha ganado interés en quimiometria por diferentes razones:
simplicidad y posibilidades, por el incremento de la complejidad de los datos
obtenidos con instrumentos cada vez mas sofisticados y por el incremento
computacional de los ordenadores de hoy en dia que permiten procesar grandes
cantidades de informacion.

D.2. TUCKER3 o ACP a tres vias.

Este modelo es un modelo mas flexible que el conocido modelo PARAFAC. Es Util
para analisis, exploracion y compresion de mdultiples vias de datos que en
ocasiones no es aplicable con PARAFAC. Al igual que en ACP, el modelo Tucker3
tiene rotacion libre y cualquier modelo puede rotar sin cambiar el ajuste del
modelo.

Al igual que el PARAFAC éste reduce los datos de tres vias de M (I x J x K) a

tres matrices: A, B y C. Se puede considerar como una extension del APC bilineal
para el caso multidimensional.

121




I Bases quimiométricas para ...

Una propiedad que tiene este modelo es que no requiere que le numero de
factores de A, B y C sean los mismos. Los vectores P, Q y R como se describen en
el apartado anterior, no tienen que ser necesariamente los mismos y pueden
interactuar.

D.3. Reqgresion por Minimos Cuadrados Parciales Multilineal,
N-PLS

El modelo N-PLS es ajustado describiendo la covarianza de las variables
dependientes (y) e independientes (x). Las variables independientes se modelan
de modo que se enfatiza en la variacion que es especialmente relevante para
predecir las variables dependientes.

La terminologia general de N-PLS depende del orden de los datos: el prefijo
griego indica el orden de X y de un sufijo arabe después de que PLS indica el
orden de Y. En tri-PLS1, por lo tanto, cada muestra de calibracidon es caracterizada
por una matriz Xi de dimensiones (J < K), para construir un cubo de datos X de

dimensiones | < J x K, y para cada muestra hay un valor de mesurando conocido
tal que se prediga su valor mediante variables independientes. Estos valores se
recogen en una matriz general Y de las dimensiones I x L x M. Cuando los
mesurando son concentraciones, se recogen en un vector I x 1 llamado y. Si mas
de una variable es encontrada, éstas son recogidas en una matriz Y de
dimensiones I x L, donde L es el nimero de analitos (tri-PLS2, tri-PLS3, etc.).

Cuando estamos en presencia de mas de una variable dependiente, todos los
vectores Y, pueden ser modelados simultdneamente (como en PLS2) y cada

variable dependiente puede ser modelada con el algoritmo PLS1.

La principal caracteristica del algoritmo N-PLS es que produce vectores de
scores, en el sentido trilineal, que tienen la maxima covarianza con la parte no
explicada de la variable dependiente. La solucion es facil de interpretar, hecho
importante sobre todo cuando se tiene un gran nimero de variables y el algoritmo
es rapido debido a la poca cantidad de parametros que hay que calcular.

El modelo N-PLS es Unico en el sentido de que consiste en estimar modelos
sucesivos de un componente.
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1.4. PRE-PROCESADO DE DATOS

El preprocesado de datos es una etapa previa al andlisis de los mismos, siendo
su mayor objetivo el linealizar las respuestas y eliminar fuentes extrafias de
variabilidad. En esta memoria se han llevado a cabo diferentes tipos de
preprocesado aplicados en funcién de si se trata de datos cuantitativos
(concentraciones) o datos de sefial analitica (huella dactilar instrumental).

A). MATRIZ DE DATOS
Cuando la matriz de datos que tenemos se trata de datos de concentracién
obtenida a partir de la huella dactilar de un instrumento en nuestro caso del GC-

FID, se llevan a cabo los siguientes preprocesados:

A.1. Centrado de Media.

Se calcula la media de cada columna, Xk Y se le resta a cada variable, X;; de esa
columna:

Xi*K = Xix — X

donde i es el nimero de fila y k el nUmero de columna.
A.2. Autoescalado

El autoescalado se hace por desviaciéon estandar

N
. X, — X« L (Xik - XK)

N es el nimero de objetos.

A.3. Transformaciéon de BOX-COX

La transformacién de potencias de Box-Cox se ha utilizada con el fin de
transformar un conjunto de datos a una distribucién normal mediante la obtencion
de una funcién dptima de transformacion que ajuste la variable no lineal a un
modelo de regresion lineal, tal que:
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W=,+p,X+¢
donde

W es la variable transformada; X la variable de regresion; B, y B; ordenada en el
origen y pendiente poblacional en el modelo y € es el error.

La relacién entre la variable sin transformar (Y) y la variable transformada W
viene dada or la ecuacion:

M
W=1+(Y+7;2_)1
A,GM

W = GIn(Y+ 7»2) paraA; =0

paraA; # 0

Siendo A; y A, los parametros de transformacién y G la media geometrica de Y +
A

La transformacion optima se obtiene minimizando el error cuadratico medio de la
funcion calculada W.

B). MATRIZ DE SENAL DE DATOS

B.1. Alineamiento de la Senal

Para alinear de forma independiente la sefal existen varios algoritmos en
bibliografia como por ejemplo entre los que se destaca el COW [29] (correlation
optimized warping), RSPA [30] (recursive segment-wise peak alignment), MSPA
(multiscale peak alignment) [31] y ICOSHIFT [32].

El algoritmo ICOSHIFT, es el que se ha utilizado para eliminar el posible
desplazamiento de los cromatogramas debido al uso de la metodologia de GC-FID
pudiendo permitir el alineamiento de esos cromatogramas (Figura 1.25). Este es lo
suficientemente rapido para trabajar el conjunto de datos casi en tiempo real.
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Figura 1.25. Alineamiento de la sefial definiendo 5 intervalos
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B.2. Ajuste de la linea base

Hay dos opciones:

1. Algoritmo de minimos cuadrados ponderados (WLS) [33]

Permite establecer los puntos que son mas parecidos a los correspondientes
de la linea base. Se realiza de forma iterativa permitiendo determinar qué
variables estan por encima de la linea base o por debajo de esta. El efecto
final es la eliminacién del fondo evitando crear picos negativos. La linea base
estd aproximada a un polinomio de bajo orden, normalmente de orden 2, el

cual se usa para sustraer la linea base.

A continuacién se muestra un ejemplo en el que se aplica el algoritmo WLS a
la matriz de datos cromatograficos originales solapados de diferentes muestras

(Figura 1.26).
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Figura 1.26. Efecto del ajuste de la linea base con WLS. Los datos orignales
arriba y los datos corregidos en la linea base abajo.

2. Funcion implantada en Bioinformatics Tool_Box

El ajuste de la linea base a través de una funcion implantada en el programa
Matlab llamada “Bioinformatics Tool_box”.

Esta funcidon ajusta la linea base siguiendo 3 pasos: ajuste del
desplazamiento de los picos estableciendo una anchura de ventana, ajuste de
la linea base usando una aproximacion spline y ajuste de la linea base de la
sefial de los picos por intensidad. El resultado de este algoritmo depende de la
elecciéon del tamafo de ventana (350 unidades de separacidn) que se mueve a
través del cromatograma para corregir los picos desalineados y el tamaio de
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paso que es 100. En los extremos de la ventana se preserva la altura de los
picos.

B.3. Centrado de media

Igual que el apartado 3.1.1.

En la Figura 1.27 se muestra un ejemplo de como quedarian los datos tras
haberle hecho un ajuste de linea base seguido de un centrado de media.

250

200

1s5a

100

50

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

Figura 1.27. Efecto tras ajustar la linea base y centrado de media.

B.4. Normalizacion interna

La normalizacion interna que se propone para esta memoria consiste en dividir
cada una de las variables que forman parte de la huella dactilar de los TMS-
esteroles, por la de mayor intensidad que corresponde con el pico mayoritario en
los aceites vegetales, el B-sitosterol. De tal forma que asi el valor maximo sera 1y
no habra ningun tipo de problema con la cantidad de muestra tratada ya que no es
lo mismo tratar por ejemplo 1 gramo de aceite de oliva virgen extra que 1 gramo
de un alimento como por ejemplo una vinagreta.

Cuando se analizan diferentes muestras partiendo de distintas cantidades de
muestra existe el problema que al obtener su huella dactilar instrumental, es decir,
el cromatograma entero, no tiene porqué presentar la misma escala
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independientemente de los picos que aparezcan. Por este motivo, se decide dividir
cada punto del cromatograma por el valor maximo.

C). TEOREMA DE MUESTREO DE NYQUIST

Este teorema fue formulado en forma de conjetura por primera vez por Harry
Nyquist en 1928 y fue demostrado formalmente por Claude E. Shannon en 1949.
Se enuncia de la siguiente manera:

Una sefal x (%) con un espectro limitado a la frecuencia 7z ( /f/ < fz) puede ser
muestreada sin pérdida de informacion si la frecuencia de muestreo 7s supera la
cantidad 273 jes decir, s> 2f3

Esto es, que la frecuencia de la adquisiciéon de datos debe ser de al menos

2f = 1 , donde Ates el intervalo de tiempo [34,35].

(2At)

- Si no se muestrea como minimo a esa frecuencia tiene lugar el fendmeno
denominado “aliasing” o plegamiento espectral.

- Si se muestrea de acuerdo al teorema existe un proceso de reconstruccion que
garantiza la reproduccion exacta de la seial continua x (t) sobre el tiempo total de
muestreo a partir de sus muestras x[n]. Este teorema nos garantiza que no se
pierde informacién de la sefial original.

Si el periodo de muestreo es demasiado grande (frecuencia de muestreo
pequena) la sefal estara pobremente representada en el dominio del tiempo por el
conjunto de puntos digitalizados (Figura 1.28); se perdera la evolucion temporal de
la sefal entre dos puntos consecutivos y la reconstruccidon de la sefal a partir de
los datos digitalizados. El efecto de esa inadecuada velocidad de muestreo se
indica por la linea gris que aparece en la figura 1.29. Mientras que cuanto mas
pequeno sea el periodo de muestreo tanto mas fielmente estara representada la
senal en el dominio del tiempo (Figura 1.29).
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/\/\/\ﬂ
V\/\/

Figura 1.28. Plegado de una linea espectral producido por el
muestreo de una senal inferior a 2 veces la frecuencia.

i

IVARVERVIRVAY

Figure 1.29. A). Digitalizacién de una sefial a una velocidad de muestreo
adecuada. B). Digitalizacion de una sefial a una velocidad de muestreo demasiado
pequefa.

Es aconsejable muestrear de manera reproducible, es decir, empezar a
muestrear cada vez en el mismo punto en cada una de las ondas espectrales
sucesivas.

Este teorema de muestreo fue aplicado como se vera mas adelante en otros
capitulos a los perfiles cromatograficos obtenidos de los fitoesteroles en aceites
vegetales reduciendo el nimero de variables de 18201 a 911 sin perder ningln
tipo de informacidon. De cada 20 datos se toma 1, es decir, se muestrea cada 20
datos. El muestreo se aplica tras seleccionar el intervalo de tiempo de interés
correspondiente entre los 15 y 30 minutos de los 45 minutos que dura el registro
del perfil cromatografico.
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1.5. PRINCIPALES SOFTWARES UTILIZADOS EN QUIMIOMETRIA
Los diferentes softwares que se utilizan en Quimiometria son:
- Pirouette.
- PLS-Toolbox".
- Unscrambler.
- PARVUS.
- SIMCA-P.
- Sirius.
- Extract.
- MVA.

1 El PLS_Toolbox consiste en un paquete de herramientas independientes que
trabajan en un ambiente Matlab.

El programa que se ha empleado en esta memoria fue MATLAB versién 7.8.0347

R2009a, (Mathworks Inc., Natick, MA, USA) y el PLS-Toolbox version 6.2.
(Eigenvector Research, Inc., West Eaglerock Drive, Wenatchee, WA).
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Materiales y Métodos

En este capitulo se relacionan los reactivos, patrones, disoluciones, muestras,
instrumentacion y metodologia experimental empleados a lo largo de la memoria.
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11.1. PATRONES DE FITOESTEROLES

Se dispuso de los patrones recogidos en la Tabla II.1. Se procedié a la
determinacion de su pureza por triplicado a partir de las correspondientes
disoluciones en cloroformo, mediante cromatografia de gases, en funciéon del
porcentaje del area del pico correspondiente con respecto a la suma de las areas
de todos los picos que aparecen en el cromatograma.

Tabla 11.1. Patrones de fitoesteroles.

Pureza Pureza
Esteroles Fabricante Declarada L1
. Obtenida
Fabricante
Campesterol Xpectrix (Cromasped) 99% 98.28%
5a-colestan-3p-ol
a-colestan-3p-ol i Chemical Co. ~95% 99.61%
(colestanol)

Colesterol Sigma Chemical Co. 95% 97.34%
Eritrodiol Sigma/Fluka >97% 100%
Estigmasterol Sigma Chemical Co. 95% 97.45%
Estigmastanol Sigma Chemical Co. 95% 94.16%
B- sitosterol Extrasynthese >80% 75.97%

Uvaol Sigma-Aldrich 98.4% 100%

| ! Pureza obtenida experimentalmente mediante GC |

Se prepararon las siguientes disoluciones madre de los fitoesteroles
mencionados anterioremente.

> Disolucion de campesterol al 0.05 % (m/m) en cloroformo. Se pesan 5 + 0.01
mg de analito y se ahade cloroformo hasta 10 + 0.01 g, agitando a
continuaciéon en un vortex hasta su completa disolucién. De igual manera se
prepararon las siguientes disoluciones.

» Disoluciones de colesterol, estigmasterol, estigmastanol (sitostanol) y
B-sitosterol al 1 % (m/m) en cloroformo.
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>  Disolucion de uvaol al 0.4 % (m/m) en cloroformo.
»  Disolucion de eritrodiol al 0.1 % (m/m) en cloroformo.

> Disolucion de 5a-colestanol al 0.2 % (m/m) en cloroformo.
> Disolucion de a-colestanol al 0.2 % (m/v) en acetato de etilo. Se pesan
20 £ 0.01 mg. Se anade 10 mL de acetato de etilo. Se agita en el vortex hasta
su completa disolucién.
Estas disoluciones se conservaron a -20 °C en viales topacio de 15 mL con tapdn
de rosca, comprobandose su estabilidad de forma periddica mediante

cromatografia de gases.

Las disoluciones de trabajo se prepararon, por dilucién con cloroformo, a
partir de las disoluciones madre.

11.2. OTRAS DISOLUCIONES

> Disolucion 2M de hidroxido potdsico en etanol. Se anade 20 mL de agua
desionizada a 13 g de hidroxido potasico, se agita y se lleva la mezcla, con
etanol hasta un volumen de 100 mL. Esta disolucién se debe conservar en
frasco oscuro de vidrio, un maximo de dos dias.

> Mezcla derivatizante. Disolucion de piridina/hexametildisilazano/

trimetilclorosilano en la proporcién 9:3:2 (V/V/V), conservada en vial topacio
con tapdn de rosca.

11.3. REACTIVOS Y DISOLVENTES
> Hidrdxido potasico (85%). Para analisis. Panreac.
> Sulfato sodico anhidro (99%). Para analisis. Panreac.
» Papel indicador de pH. Merck.
» Piridina seca (99.5%). DS-ACS. Panreac.
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>

>

>

Hexametildisilazano (97%). Para sintesis. Sigma.
Trimetilclorosilano (97%). Para cromatografia de gases. Sigma.

Cloroformo (estabilizado con etanol) (99%). Para analisis instrumental.
Panreac.

Acetonitrilo (99.8%). Para HPLC. Panreac.
Acido acético (>99.7%). Para andlisis. Panreac.
Metanol (99.8%). Panreac.

Etanol (96%). Para analisis. Panreac.

Eter dietilico (99.5%). Para HPLC. Merck.
n-Hexano (97%). Para HPLC. Merck.
Tert-butlimetiléter (TBME) (299.8%). Para HPLC. Merck.
Acetona (99.5%). Para analisis. Panreac.

Agua desionizada (MilliQ 18.2 MQcm).
Isopropanol (99.9%). Para analisis. Panreac.
Helio AIR LIQUID ALFA. 99.9999% de pureza.

Nitrégeno AIR LIQUID ALFA. 99.9999% de pureza.

11.4. EQUIPOS DE LABORATORIO

A). Instrumentos de Medida

Balanza analitica verificada capaz de proporcionar medidas fiables en un
intervalo de 0.001 — 410 g con una resolucion minima de 0.001 g.

140




Capitulo 11

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion HEWLETT-PACKARD,
serie 1050, equipado con:

R/
°

3

*

Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable.
Inyector manual RHEDOYNE 7125 con un bucle de 20 pL.

Microjeringa HAMILTON para HPLC, modelo 1810 RNE, con 100 pL de
capacidad.

Columnas:

LiChrospher® 100 RP-8, (125 x 4 mm i.d., 5 um).

LiChrospher® 100 CN, (244 x 4.4 mm i.d., 5 ym), equipada con una
precolumna (10 x 4.6 mm i.d.) empaquetada con la misma fase
estacionaria.

Previamente a cada sesion de trabajo con el cromatdgrafo de liquidos,

se preparaban, se filtraban y se desgasificaban las disoluciones que se
iban a utilizar en la composicién de la fase movil.

e Cromatografo de gases AGILENT TECHNOLOGIES, modelo 6890,
equipado con:

7
0.0

R/
0’0

R/
°

Detector de ionizacion de llama (FID).
Sistema de inyeccion Split/splitless manual.

Microjeringa HAMILTON para GC, modelo 1701 N, con 10 pL de
capacidad.

Columna DB-5 (25 m x 0.32 mm x 0.25 ym) (J&W, Folsom, CA)
recubierta interiormente con una fase de fenilmetilsilicona al 5%.

Asi mismo, antes de cada sesidn de trabajo, se sometia la columna tanto para
HPLC como para GC a un proceso de equilibracion con la fase movil
correspondiente hasta obtener una linea base suficientemente estable.

B). Instrumentos Generales

e Mezclador VORTEX HEIDOLPH, modelo Reax 2000.
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C).

Centrifuga BHG, modelo FIXETTE II.

Bomba de agua para vacio BUCHI B-169 Vacuum System.
Placa agitadora / calefactora SELECTA modelo AGIMATC-N.
Rotavapor BUCHI.

Manta eléctrica SELECTA.

Estufa SELECTA.

Homogenizador WIGGEN HAUSER.

Material de Laboratorio

Kit de filtracion de disolventes MILLIPORE de 47 mm de diametro.

Filtros de membrana MILLIPORE FG FGLP04700 para filtraciéon de
disolventes organicos, hidrofébicos, con trama de 0.20 pm de tamafio de
poro.

Refrigerante de reflujo.

Matraces de fondo redondo de diferentes capacidades.

Matraces de forma de corazén de 10 mL.

Embudos de decantacion de distintos tamafios.

Probetas de distintos tamafios.

Vasos de precipitado de diferentes capacidades.

Pipetas graduadas y verificadas de tipo 1 y 2, de diferentes capacidades.

Micropipetas verificadas con volumen nominal de 200, 1000 y 5000 pL.

Viales de vidrio transparentes y de diferentes capacidades, de color ambar
y con tapones de rosca.
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Tubos de centrifuga de 10 mL de capacidad.
Papel de filtro de cenizas conocidas.

Desecador.

D). Material Informatico

Programas utilizados:

(0]

Statgraphics Centurion XV (Version 15.2.05 n) for Windows (Statpoint
Technologies Inc.).

Matlab (version 7.8.0347 R2009a) The Mathworks Inc. Natick, MA, USA.

PLS_Toolbox (version 6.2., Eigenvector Research Inc., West Eaglerock
Drive, Wenatchee, WA).

ChemDraw Ultra 8.0.

11.5. MUESTRAS ANALIZADAS

A lo largo del trabajo desarrollado en esta memoria se han analizado las
siguientes muestras:

Aceites vegetales del tipo oliva virgen extra, virgen, refinado, orujo de
oliva, girasol, girasol alto oleico, soja, maiz, colza, canola, sésamo, pepita
de uva, lino, cacahuete y semillas, adquiridos en diferentes supermercados
y procedentes de Espana, Francia, Bélgica, Italia, México, E.E.U.U. y
Japon. (Tabla I1.2).

Aceites Vegetales facilitados por el Laboratorio Agroalimentario de
Granada (Atarfe). Dicho laboratorio nos suministrd dos muestras de aceite
de orujo de oliva (AT-POO-1 y AT-POO-2), dos de aceite de oliva virgen
extra (AT-EVOO-1 y AT-EVOO-2) y una de aceite de girasol alto oleico
(AT-SFO(0)) que fueron utilizadas en las etapas de verificacion y validacion
del método cromatografico propuesto.
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Tabla 11.2 Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

cODIGO
DE ACEITE

Ore(i)-HA
Ore(s)-HA
Ore(s)-0S
Ore(s)-MA
Ore(s)-CO
Oru-AO
Oru-MA
Oru-CA
Oru(s)-CA
Oru-LU
Ove(pic)-CT
Ove(pic)-CS
Ove(pic)-FR
Ove(pic)-0C
Ove(pic)-SN
Ove(pic)-CA
Ove(arb)-CC
Ove(arb)-OL

Ove(arb)-VA

CcODIGO DE
MUESTRA

ROO-1

ROO-2

ROO-3

ROO-4

ROO-5

POO-1

POO-2

POO-3

POO-4

POO-5

EVOO-1

EVOO-2

EVOO-3

EVOO-4

EVOO-5

EVOO-6

EVOO-7

EVOO-8

EVOO-9

TIPO ACEITE - MARCA

Oliva Refin. Sabor Intenso - Hacendado

Oliva Refin. Sabor Suave - Hacendado

Oliva Refin. - Off Sone

Oliva Refin. - La Masia

Oliva Refin. - Coviran

Orujo - As de Oros

Orujo — La Masia

Orujo - Capicua

Orujo Sabor Suave - Capicua

Orujo - Lucioliva

Oliva Virgen Extra Picual - Castifllo de Tabernas
Oliva Virgen Extra Picual - Coosur

Oliva Virgen Extra Picual — Fragata

Olvia Virgen Extra Picual - OleoCazorla
Ove(Picual) - Seforio de Segura

Ove(Picual) - Carbonel

Oliva Virgen Extra Arbequina — Castillo Canena
Oliva Virgen Extra Arbequina — Oleaurum Verd

Oliva Virgen Extra Arbequina - Valderrama

ORIGEN

Espafia
Espafa
Espafia
Espafia
Espaia
Espafa
Espafia
Espafia
Espafia
Espana
Espafa
Espafa
Espafia
Espafia
Espafia
Espaia
Espafia
Espafia

Espana
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Tabla 11.2 (Cont.) Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

,CA:\SEDII'IE;EO DE I(\:/I?JZISC';I'SR)/-I\DE TIPO ACEITE - MARCA ORIGEN
Ove(arb)-FR  EVOO-10 Oliva Virgen Extra Arbequina - Fragata Espana
Ove(arb)-VE  EVOO-11 Oliva Virgen Extra Arbequina - Vea Espana
Ove(cor)-HI EVOO-12 Oliva Virgen Extra Cornicabra - Hipercor Espana
Ove(cor)-NA  EVOO-13 i)vltia\//;b\;iorg:n Extra Cornicabra —Sierra Espafia
Ove(cor)-AZ  EVOO-14 Oliva Virgen Extra Cornicabra-Arzuaga Espafia
Ove(cor)-1 EVOO-15 Oliva Virgen Extra Cornicabra -1 Espafia
Ove(cor)-2 EVOO-16 Oliva Virgen Extra Cornicabra -2 Espana
Ove(hoj)-AN  EVOO-17 Oliva Virgen Extra Hojiblanca - Antequera Espana
Ove(hoj)-CA  EVOO-18 Oliva Virgen Extra Hojiblanca - Carbonel/ Espafia
Ove(hoj)-CL EVOO-19 Oliva Virgen Extra Hojiblanca - Columela Espana
Ove(hoj)-CS  EVOO-20 Oliva Virgen Extra Hojiblanca - Coosur Espafia
Ove(hoj)-FR  EVOO0-21 Oliva Virgen Extra Hojiblanca — Fragata Espana
Ove(hoj)-AU  EVOO0-22 Oliva Virgen Extra Hojiblanca — Auchan Espafia
Ove(man)-DE EVOO0-23 Oliva Virgen Extra Manzanilla — Deguste Espafia
Ove(man)-FR  EVOO0-24 Oliva Virgen Extra Manzanilla - Fragata Espafia
Ove(roy)-BU  EVOO-25 Oliva Virgen Extra Royal - Burrunchel/ Espana
Ove(roy)-FR  EVOO-26 Oliva Virgen Extra Royal - Fragata Espana
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Tabla I1.2 (Cont.) Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

,c’-i(gEDII'I(';EO DE EA%IZIS?'(;EE TIPO ACEITE - MARCA ORIGEN
Ove-AU EVOO-27 Oliva Virgen Extra- Auchan Espafa
Ove-SS EVOO0-28 Oliva Virgen Extra - Sierra Segura Espafia
Ove-FR EVOO0-29 Oliva Virgen Extra - Fragata Espafia
Ove-TP EVOO-30 Oliva Virgen Extra - Terras de Portugal Espafia
Ove-CT EVOO-31 Oliva Virgen Extra —Castillo de Tabernas Espafia
Ove-US EVOO-32 Oliva Virgen Extra - Uscar Espaia
Ovi-MA EVOO-33 Oliva Virgen - Mariscal Espafia
Ovi-MC EVOO-34 Oliva Virgen - Marruecos Marruecos
Ovi-AN EVOO-35 Oliva Virgen - Né@ Sra. Angustias Espafia
Ovi-SE EVOO-36 Oliva Virgen — San Sebastidan Espafia
Cac-LE PeaO-1 Cacahuete - Lesieur Francia
Cac-CA PeaO-2 Cacahuete- Casino Francia
Cac-MO PeaO-3 Cacahuete — Monoprix Francia
Cac-AU PeaO-4 Cacahuete — Auchan Francia
Cac-VIT PeaO-5 Cacahuete - Vitasia Bégica
Can-CR CanO-1 Canola - Crisco Estgdos
Unidos
Can-PW Can0-2 Canola - Pure Wesson Estgdos
Unidos

146




ICapitqu 11

Tabla 11.2 (Cont.) Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

,S\COEDII'IE;EO DE E/I?JIEISC';I'(F)Q,EE TIPO ACEITE — MARCA ORIGEN
Can-GH CanO-3 Canola — Golden Hills México
Can-MA CanO-4 Canola - Maravilla Eiil?)cs)s
Col -1 RO-1 Colza - 1 Francia
Col-CA RO-2 Colza - Casino Francia
Col-LE RO-3 Colza - Lesieur Francia
Col-MI RO-4 Colza -Mille et une huiles Francia
Gir-CO SFO-1 Girasol — Coosol Espafia
Gir- ER SFO-2 Girasol — Froski Espafia
Gir-AL SFO-3 Girasol — Aliada Espafia
Gir-CI SFO-4 Girasol — Corte Inglés Espana
Gir-CvV SFO-5 Girasol — Covirdn Espafia
Gir-FU SFO-6 Girasol — Fuensol Espafia
Gir-KO SFO-7 Girasol — Koipesol/ Espafia
Gir-LA SFO-8 Girasol — Lanisol Espafia
Gir-SS SFO-9 Girasol — Supersol Espafia
Gir-VE SFO-10 Girasol — Vége Espafia
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Tabla I1.2 (Cont.) Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

;(G:\COEDII'I('BEO DE ;%2‘8?_ng TIPO ACEITE - MARCA ORIGEN
Gir(0)-SU SFO(o0)-1 Girasol alto oleico — Suaveso/ Espafia
Gir(0)-CO SFO(0)-2 Girasol alto oleico — Cooso/ Espafia
Gir(0)-ER SFO(0)-3 Girasol alto oleico — Eroski Espaia
Mai-AS CO-1 Maiz — Asua Espafa
Mai-MA Co-2 Maiz - La Masia Espafia
Mai-GH Co-3 Maiz - Golden Hills México
Mai-HA CO-4 Maiz - Hacendado Espafia
Lin-BI FO-1 Lino - Biolasi Espafia
Lin-FI FO-2 Lino — La Finesta sul cielo Italia

Lin-SO FO-3 Lino — So/ Natural Espafia
Sem-ER SeeO-1 Semillas — Eroski Espafia
Sem-HA See0-2 Semillas — Hacendado Espaia
Sem-MA SeeO-3 Semillas — La Masia Espaia
Sem-TI SeeO-4 Semillas — 7itan Espafia
Sem-SOL SeeO-5 Semillas - Dalysol Espaia
Ses-CH SesO-1 Sésamo — Chee seng Singapur
Ses-EC Ses0O-2 Sésamo — Eco Salim Espafia
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Tabla 11.2 (Cont.) Listado muestras de aceites vegetales analizadas.

,CO:\SEDII'I(';EO DE :\:/ICL)JEIS(';FSQAI\DE TIPO ACEITE - MARCA ORIGEN
Ses-JP SesO-3 Sésamo — Japonés Japén
Ses-VIT SesO-4 Sésamo — Vitasia Bélgica
Soj-CL SyO-1 Soja — Clearspring Italia
Soj-MA Sy0-2 Soja — Maurel/ Francia
Soj-CR Sy0-3 Soja - Cristal Marruecos
Soj-BI Sy0-4 Soja — Biolasi Espafa
Soj-GH SyO-5 Soja — Golden Hills México
Uva-AU GO-1 Uva — Auchan Francia
Uva-DI GO-2 Uva - Dietisa Espafia
Uva-BI GO-3 Uva- Biosan Espafia
Uva-EV GO-4 Uva - Emile Noé/ Espafia

e Vinagretas, como materiales de referencia terciarios y comerciales
(Tablas I1.3 y I1.4)).

Materiales de referencia terciarios:

La elaboracion de los materiales de referencia terciarios se llevd a cabo
siguiendo una receta clasica para preparar vinagretas en la que se emplea una
parte de vinagre por tres de aceite: Se pesa un vial de 4 mL de capacidad, y se
anaden, con una pipeta automatica de 5 mL, 2.25 mL de aceite vegetal. Se
anota el peso y a continuacién se afiaden 0.75 mL de vinagre y se vuelve a
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anotar el peso. Finalmente, se afiaden 0.001 + 0.001 g de sal y con un
homogeneizador se mezclan bien los ingredientes durante al menos 10 minutos
para asegurarse de que se forme la emulsion. De esta forma se prepararon los
materiales de referencia recogidos en la Tabla II.3.

Estos materiales deben ser analizados justamente después de su elaboracion.

Tabla 11.3. Materiales de Referencia Terciarios.

; ACEITES EMPLEADOS EN LA
CODIGO ELABORACION DE LAS SALSAS
VRM1 100 % Oliva
VRM2 100 % Oliva
VRM3 50 % Oliva : 50 % Girasol
VRM4 25 % Oliva : 75 % Girasol
VRM5 75 % Oliva : 25 % Colza
VRM6 60 % Oliva : 40 % Soja
VRM7 90 % Oliva : 10 % Maiz
VRMS8 20 % Oliva : 80 % Canola
VRM9 40 % Oliva : 60 % Maiz
VRM10 10 % Oliva : 90 % Soja
VRM11 50 % Canola : 50 % Soja
VRM12 75 % Semiillas : 25 % Girasol
VRM13 25 % Maiz : 75 % Girasol
VRM14 60 % Orujo: 40 % Soja
VRM15 80 % Orujo : 20 % Girasol

Vinagretas comerciales:
Se adquirieron diferentes vinagretas y

mezclas para alifio, que se

mantuvieron en el frigorifico a 4 °C hasta el momento de su analisis (Tabla

11.4).

Una vez que la muestra se encuentra a
temperatura ambiente, es agitada
vigorosamente con objeto de homogenizarla.
A continuacion, se filtra a través de un
colador de tela de 12 cm de diametro y el
filtrado (Figura II.1) se recoge sobre el vaso
de una batidora, ayudandose de una varilla
de vidrio debido a que algunas vinagretas son
muy espesas.
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Después de emulsionar la muestra filtrada con una batidora, se somete al
proceso de saponificacion y se continta con el procedimiento hasta obtener la
fraccidn esterdlica.

Tabla 11.4. Vinagretas y mezclas para aliflo comerciales.

cODIGO TIPO ALIMENTO - MARCA ORIGEN
ALI Alifio — Calvé Espafia
VIN-MOD Vinagreta al Vinagre de Mddena - Borges Espafia
VIN-MOS Vinagreta de Mostaza — Borges Espafia
. . . Espaf
VIN-SEC Vinagreta de Frutos Secos al Vinagre de Modena spafia
Blanco — Borges
VIN-ORI Vinagreta al Toque Oriental — Borges Espafia

11.6. PROCEDIMIENTO OPERATORIO DEL METODO OFICIAL [1]

Preparacion de la fraccion insaponificable

En un matraz de 250 mL, se introducen 500 pL (para aceite de oliva) o 1500 pL
(para aceites vegetales) de disolucién patrén de a-colestanol al 0.2% (m/v) en
cloroformo. Se lleva a sequedad mediante corriente de N, y a continuacion se
pesan 5 + 0.1 g de aceite. Se afiade 50 mL de disolucion etandlica de hidroxido
potasico 2M, se coloca un refrigerante de reflujo y se calienta a ebullicion suave
durante 1 hora.

Se deja enfriar ligeramente el matraz de reaccién (30°C aprox.), se afiaden
100 mL de agua, se transfiere la disoluciéon a un embudo de decantacion con
80 mL de éter etilico, se agita vigorosamente durante unos 30 s y se deja decantar
(Si se forma una emulsidon que no desaparece, se afiaden pequefias cantidades de
etanol). La fase inferior (acuosa) se trasvasa a un segundo embudo de
decantacién y se extrae nuevamente con 60-70 mL de éter etilico. Esta operacion
se realiza 2 veces.

[1] COI/T.20/Do. n°. 10/Rev.1. 2001. Determinacion de la composicion y del contenido de
esteroles mediante cromatografia de gases en columna capilar. Consejo Oleicola
Internacional, Madrid.
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Los extractos de éter etilico de ambos embudos se juntan y se lavan tres veces,
con agua (50 mL cada vez) hasta que su pH sea neutro.

Posteriormente, la disolucion de éter etilico se seca y se filtra sobre sulfato
sddico anhidro, y se evapora en el rotavapor hasta que queden unos pocos mL. Se
pasa una corriente de N, durante un par de minutos asegurandose de que se haya
eliminado todo el disolvente. Se completa el secado en una estufa a 100 °C
durante 15 minutos.

Separacion de la fraccion de esteroles

Sobre residuo obtenido de la fraccién insaponificable, previamente pesado, se
anade un volumen tal de cloroformo que la disolucién obtenida sea del 5%
aproximadamente. Con una microjeringa de 100 pL se depositan 300 uL de dicha
disolucion en una placa de gel de silice para proceder a la separacion de la fraccion
de esteroles. Se coloca la placa en una cubeta de desarrollo, previamente
equilibrada con una fase movil de composicién hexano: éter etilico 65:35 (v/v), y
se tapa para que se produzca la elucidon hasta que el frente del disolvente se sitle
a 1 cm aproximadamente del borde superior de la placa.

Se pulveriza la placa con una disolucién de 2,7-diclorofluoresceina, tras haber
evaporado el disolvente. Se identifica la banda de los esteroles a la luz ultravioleta
mediante comparacién con la mancha obtenida a partir de una disolucion de
referencia. Se raspa el gel de silice contenido en el area delimitada, se introduce
en un embudo filtrante, se afiaden 10 mL de cloroformo caliente y a continuacion
se lava tres veces el sélido con éter etilico, empleando cada vez 10 mL. El filtrado
se lleva a sequedad mediante rotavapor, se pasa una corriente de N,, se introduce
en una estufa a 105 °C durante 10 minutos, se deja enfriar en el desecador y se
pesa.

Preparacion de los trimetilsililéteres (TMS-éteres)

A la fraccién de esteroles obtenida se le afade el reactivo de silanizacion
formado por una mezcla de piridina:hexametildisilazano:clorotrimetilsilano en las
proporciones 9:3:1 (v/v/v), a la razén de 50 pyL / mg esteroles, evitando toda
absorcion de humedad.

Finalmente, se agita la disolucion con los TMS-éteres, se deja reposar 15 min a
temperatura ambiente y se centrifuga durante un par de minutos.

La disolucion ya esta lista para el analisis mediante cromatografia de gases.
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Desarrollo de un método para la
determinacion de 4-desmetilesteroles
en aceites vegetales, previa
separacion “off-line” mediante HPLC

Como se ha comentado previamente en la introduccion, la forma mas habitual
de realizar la determinacion de fitoesteroles totales (suma de fitoesteroles libres
mas esterificados), implica una etapa previa de aislamiento de los mismos a partir
de la fraccion insaponificable del aceite vegetal. En la mayoria de los casos, los
procedimientos desarrollados, basados a su vez en métodos oficiales, emplean
como técnica separativa la cromatografia en capa fina (CCF).

Con objeto de soslayar esta etapa tediosa, que aumenta el tiempo de andlisis, se
conocen diferentes alternativas entre las que se pueden citar, la extraccion en fase
sélida (SPE) [1,2,3], la cromatografia flash [4] o la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

En relacidn con esta Ultima, cabe indicar que:

(i) en la modalidad “off-line”, solo se conocen dos referencias [5,6]
en las que, para la separacion de la fraccion fitoesterdlica en aceites,
se utiliza la modalidad de fase normal (NP-HPLC) usando como fase
estacionaria una columna Lichrospher Si 60 de 250 mm y como fase
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movil una mezcla de n-hexano: éter dietilico, 50:50 (v/v). En ambos
casos se trabaja en régimen isocratico y la deteccién se realiza
mediante un detector de indice de refraccidn. No obstante, existen
ligeras diferencias en las condiciones utilizadas. Asi, Cert et al. [5],
seleccionan un flujo de fase movil de 1 mL/min, consiguiendo, a partir
del minuto diez del cromatograma, separar en dos picos diferenciados
los A>- y A’-esteroles. Por su parte Peinado [6] lleva a cabo la
separacion conjunta de los analitos utilizando un flujo de fase madvil
de 1.5 mL/min, manteniendo constante la temperatura de la columna
a 40 °C.

(i) en la modalidad “on-line” acoplada con cromatografia de gases
(LC-GC), cabe indicar que, tal y como aparece recogido en la
introduccion de esta memoria, se han desarrollado métodos en los
que se emplean tanto las modalidades en fase normal [7, 8, 9, 10]
como en fase invertida [11, 12, 13].

En relacion a la forma en la que se introduce la muestra en el
sistema cromatografico, varia dependiendo de la finalidad de la
determinacion (esteroles totales o libres y esterificados). Asi,
Toledano et al. han desarrollado métodos en los que, o bien se
introduce directamente la muestra de aceite diluida en el disolvente
adecuado, o como una alicuota de la fraccion insaponificable [12,
14].

Tras estos antecedentes, este estudio tiene como objetivo el desarrollo de un
método off-line, mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con
deteccidn ultravioleta visible (UV-Vis), para recolectar la fraccion que contiene los
4-desmetilesteroles, con vistas a su posterior derivatizacion y analisis por GC.

Para ello se ha tomado como base el método propuesto por el COI [15], en el
cual, como ya se ha comentado en la introduccidn, la fraccion de esteroles se
obtiene mediante cromatografia en capa fina y posteriormente los analitos se
transforman en trimetilsililéteres para su cuantificacion mediante CG-FID, ya que
los trimetilsililderivados son mucho mas volatiles, menos polares y mas estables
térmicamente que los compuestos originales.

Con objeto de asegurar una separacidon y cuantificacion reproducibles, se
procedid, en primer lugar, a la evaluacién de la reaccién de derivatizacién vy,
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posteriormente, a la forma de cuantificacion de los analitos. Una vez optimizado el
método, se evaluo su incertidumbre y se valido.

A lo largo del trabajo recogido en esta memoria, la determinacién de los
trimetilsililderivados se ha realizado mediante GC-FID, empleando las condiciones
operatorias indicadas a continuacion:

- Equipo: HP 6890

- Columna: DB-5 (25mx0.32mmx0.25um) recubierta
interiormente con una fase de fenilmetilsilicona al 5%

- Gas portador: Helio

- Flujo: 1.4 mL/min

- T2 Inyector: 280 °C

- T2 Horno: 260 °C (régimen isotérmico)

- T2 Detector: 290 °C

- Modo de inyeccion: Split 1:20
Cantidad inyectada: 2 yL
Tiempo de analisis: 45 min

III.1. EVALUACION DE LA REACCION DE DERIVATIZACION DE LOS
FITOESTEROLES PARA SU DETERMINACION MEDIANTE GC

En el método oficial del Consejo Oleicola Internacional [15], los fitoesteroles se
derivatizan a trimetilsililéteres (TMS) con una mezcla de piridina:
hexametildisilazano (HMDS): trimetilclorosilano (TMCS), en proporcion 9:3:1
(V/V/V), a razén de 50 pL de mezcla derivatizante (M.D.) por mg de esterol, de
acuerdo con el esquema recogido en la Figura III.1 en el que se ha tomado como
ejemplo el B-sitosterol.
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Figura III.1. Esquema de la preparacién de los trimetilsililéteres de esteroles (TMS-
Esteroles) tomando como ejemplo el B-sitosterol.

Para estudiar la influencia de la relacién Vyp.(ul)/(mg esteroles totales) sobre la
resolucion, el area y la altura de los picos cromatograficos, se seleccionaron cuatro
esteroles (colesterol, a-colestanol, estigmasterol y estigmastanol), entre los que se
incluye el estandar interno (colestanol, 1.S.), que aparecen en posiciones distintas
del cromatograma: colesterol, que presenta un pico con tiempo de retencidon muy
parecido al del 1.S., estigmasterol, cuyo pico esta situado en una posicion central
del cromatograma, y estigmastanol, que aparece casi al final del mismo.

Se prepard una mezcla de los mismos a partir de disoluciones de concentracion
0.1% (m/m) en cloroformo, conteniendo la misma cantidad de cada uno de ellos
para que la disolucién de trabajo contuviera siempre 1 mg de esteroles totales.
Alicuotas de la misma se derivatizaron con cantidades crecientes, entre 25 y 600
uL, de M.D. y, en todos los casos, se llevd con piridina a un volumen final de 600
ML, tal como se recoge en la Tabla III.1. Los cromatogramas obtenidos se
muestran en la Figura III.2.
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Tabla III.1. Volumen anadido de mezcla derivatizante (M.D.)

puL/mg estI:.r?)ies totales Piridina (pL)

25 575
>0 550
100 500
150 450
300 300
450 150
600 0

20 22

24 Tiempo, min

colesterol
5a-colestanol I estigmastanol
estigmasterol
80 N il
70 .
< 60 X "Lﬂj
zg 50 ,',_,. .__J -
[9p}
40 ,_’- 4N _ [
30 //’, -J-Dl,_J le,__ _J
20 __J L
| [

Figura III.2. Cromatogramas GC-FID obtenidos a partir de una mezcla de 4 esteroles,
para diferentes proporciones de M.D.: A, 25 uL; B, 50 yL; C, 100 uL; D, 150 uL; E, 300

WL, F, 450 uL, G, 600 pL de M.D./mg de esteroles.
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El célculo de la resolucion entre los picos que salen mas proximos, colesterol y
S5a-colestan-3B-ol (colestanol), dio lugar a los resultados representados en la
Figura II1.2, donde se observa que ambos picos estan suficientemente resueltos
para una correcta cuantificacion (R > 1.5).

1.9

1.8
1.7

1.6

1.4
1.3
1.2
1.1

N\
A\Y

| | I | | | I
100 200 300 400 500 600 700

\ M.D. / mg esteroles totales

Figura III.2. Influencia de la relacion V w.p/mg esteroles totales SODIe la resolucion.

A continuacion se estudié la influencia de la relacion Vyp/mg esteroles totales
sobre la suma de areas y alturas de los picos cromatograficos. Los resultados se
han representado en la Figura III.3.

Como se puede observar, se obtiene un valor constante en la suma de areas y
alturas en el intervalo de Vyp.(ML)/(mg esteroles totales) comprendido entre 150 y
450 pL/mg, por lo que para experiencias posteriores se decidid trabajar
adicionando 200 pL de M.D. por cada mg de esteroles totales contenido en la
muestra.
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Figura III.3. Influencia de la relacién Vup.(ML)/(Mg esteroles totales) sobre: (a) la
suma de las alturas de los picos; (b) la suma de las areas de los picos.

III.2. VERIFICACION DE LA APTITUD DE LA ETAPA DE
OBTENCION DE LOS TRIMETILSILILDERIVADOS

Con objeto de verificar si la cantidad de mezcla derivatizante optimizada se podia
considerar “apta” para el propdsito establecido inicialmente (en inglés “fitness for
purpose”), se llevd a cabo la determinacién del contenido de esteroles en tres
muestras de aceites vegetales, oliva virgen extra (AT-EVOO-1), orujo de oliva (AT-
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POO-1) y girasol con alto contenido en acido oleico (AT-SFO(0)), proporcionados
por el Laboratorio Agroalimentario de Atarfe (Granada).

El tratamiento de muestra se realizd segin se especifica en el método oficial,
separando la fraccion que contiene los esteroles mediante cromatografia de capa
fina. De cada muestra de aceite se prepararon paralelamente dos fracciones
esterdlicas, con objeto de comparar los resultados obtenidos segln la cantidad de
M.D. adicionada: 50 pL M.D./(mg esteroles totales), segun el COI (datos
suministrados por el Laboratorio de Atarfe); 200 pL M.D./(mg esteroles totales),
seguln la modificacion que se propone en esta memoria.

En las Figuras III.4 a III.6 se pueden ver los cromatogramas GC-FID obtenidos
al adicionar 200 pL de M.D.

Sefial
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< - B-Sitosterol
45 5a-Colestanol -.——»>
40 <~—~Eritrodiol
Estigmastanol
35 !
[
30 Estlgmaslterol :
i i
Campesterol i :
25 i i
N i i AS-Avenasterol
, ! i
20 *, A7-Campesterol /
24-Metilencolesterol \ i | ! / Uvaol
S | I . ; !
\ \ i i W / I
15 AN P / A5.24-Eti !
Colesterol o A‘/. Estigmastadienol _i’
10 ~ R v ”/A7-/Estig mastenol v
N NS i _ A’-Avenasterol
. \_\ A
5[ s A i Clerosterol
Brasicasterol .-~ Campestanol ss23_gstigmastadienol
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo, min
Figura II1.4. Cromatograma GC-FID correspondiente a la muestra AT-POO-1,
empleando 200 L de M.D.

Como se puede observar en dichos cromatogramas, el orden de elucién es el
siguiente: colesterol, colestanol (I.S.), brasicasterol, 24-metilencolesterol,
campesterol, campestanol, estigmasterol, A’-estigmasterol, A>*-estigmastadienol,
clerosterol, B-sitosterol, estigmastanol/sitostanol, A®-avenasterol, A>**-estigmas-
tadienol, A’-estigmastenol y A’-avenasterol.
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Figura IIL.5. Cromatograma GC-FID correspondiente a la muestra AT-EVOO,

empleando 200 UL de M.D.
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empleando 200 pL de M.D.
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Los esteroles que se separan antes son aquellos que en la cadena lateral, en la
posicion del atomo de carbono 24, no tienen ningdn grupo metilo, etilo, ni doble
enlace. A continuacion se separan los que presentan un doble enlace en dicha
cadena (grupo etileno), seguidos de los que tienen un grupo metilo y, finalmente,
los que tienen un grupo etilo junto con un doble enlace. Ademas, los que
presentan un doble enlace en A® se separan antes que los que lo presentan en la
posicién A’. Dentro del grupo de los estanoles, se eluye primero el campestanol y a
continuacion el sitostanol (estigmastanol).

La Figura III.7 recoge las concentraciones de los analitos encontradas en las tres
muestras de aceite.

También se puede observar que los esteroles mayoritarios de cada aceite son:

- Aceite de Orujo de Oliva. p-sitosterol, eritrodiol, uvaol, campesterol,
sitostanol, A>-avenasterol y clerosterol.

- Aceite de Oliva Virgen Extra: B-sitosterol, A>-avenasterol y campesterol.

- Aceite de Girasol con alto contenido en Acido Oleico: B-sitosterol, A’-estigmas-
tenol, campesterol, estigmasterol, A’-avenasterol, A’-campesterol y A*-ave-
nasterol.

A partir de ahora, en las tablas de resultados, se utilizaran los cddigos recogidos
en la siguiente tabla (Tabla III.2) para referirnos a los analitos determinados.

Tabla III.2. Cddigos asignados a los analitos

Analito Cadigo
colesterol €))
brasicasterol 2)
24-metilen-colesterol 3)
campesterol @
campestanol (5
estigmasterol (6)
A’-campesterol (7)
N>*3-estigmastadienol (8)
clerosterol 9
B-sistosterol (10)
Sitostanol o estigmastanol (11)
M’-avenasterol (12)
N>**-estigmastadienol (13)
A\’-estigmastenol (14)

A’-avenasterol i 15i
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Figura III.7. Resultados obtenidos al utilizar (I) 50 pL, y (II) 200 pL de M.D./mg esteroles totales.

165




Desarrollo de un Método Cromatografico para ...

Con objeto de comprobar si habia alguna diferencia estadistica significativa
(validacion del resultado analitico) en las concentraciones de analitos encontradas
al variar el volumen de mezcla derivatizante adicionado, se procedié a la aplicacién
del test de la t de Student para la comparacién de dos medias. En este caso, se
plantearon las siguientes hipotesis:

- Hipdtesis nula (Hp). No existe diferencia significativa entre las
concentraciones encontradas al afadir 50 o 200 pL de M.D.

- Hipotesis alternativa (H;). Hay diferencia significativa entre las
concentraciones encontradas.

Dado que los resultados suministrados por el Laboratorio de Atarfe se obtuvieron
a partir de dos réplicas, los valores de “'s” eran, en algunos casos, mayores que los
obtenidos en nuestro laboratorio. Aunque, a pesar de eso, se obtenia
homogeneidad de varianzas, se considerd que no la habia, por lo que el test se
aplico con las desviaciones estandar obtenidas en cada caso. Los resultados para
cada uno de los aceites analizados se recogen en las Tablas III.3 a III.5.

Tabla III.3. Resultados obtenidos en la verificacion de la muestra AT-POO-1.

. Cso s Ca00 s ¢Existen
Analito (mg/kg) (n=2) (mg/kg) (n = 3) teal tan (9-1)  jiferencias?
(1) 6.51 0.44 3.72 0.24 8.177  12.71(1) NO
(2) 5.60 0.30 1.6 0.19 16.643 4.30(2) SI
(3) 2.99 0.30 1.72 0.13 5586  12.71(1) NO
(4) 75.84  3.47 77.18 0.80 0.537  12.71(1) NO
(5) 4.66 1.07 4.17 075  0.569  4.30(2) NO
(6) 32.83 2.38 27.15 0.19 3.373 12.71(1) NO
(7) 5.05 0.70 3.66 2.23 1.007  3.18(3) NO
(8) 28.38 0.70 23.27 2.37 3.516 4.30(2) NO
(9) 32.97 0.96 29.46 2.35 2.309 3.18(3) NO
(10)  2053.75 74.04  2055.78 13.14  0.038  12.71(1) NO
(11) 47.40 2.61 50.56 0.44 1.693 12.71(1) NO
(12) 50.78 1.92 57.86 3.28 3.034  3.18(3) NO
(13) 31.91 477 37.61 0.43 1.687  12.71(1) NO
(14) 11.74 1.15 11.85 0.26 0.126 12.71(1) NO
(15) 15.33 2.32 4.59 0.10 6.559 12.71(1) NO

| Los analitos se han codificado segun Tabla III.2. |

166




Capitulo III

Tabla III.4. Resultados obtenidos en la verificacion de la muestra AT-EVOO-1.

. Cso s Ca00 s éExisten
Analito (mg/kg) (n=2) (mg/kg) (n=3) teal tab (9:1)  jiferencias?
(1) 1.56 0.30 3.38 0.07 8.41  12.71(1) NO
(2) N.D. === N.D. === === === ===
(3) 3.35 0.01 3.06 0.14 3.62 4.30(2) NO
(4) 4750  0.68 45.41 0.47 3.79 4.30(2) NO
(5) 1.11 0.45 1.07 0.20 0.12 12.71(1) NO
(6) 13.78 0.48 10.52 0.08 9.52 12.71(1) NO
7) 0.81 0.20 0.53 0.28 1.28 3.18(3) NO
(8) 1.90 0.67 6.43 0.21 926  12.71(1) NO
(9) 15.05 1.45 6.46 0.48 8.09 12.71(1) NO
(10) 1270.55 21.34 1195.19 12.34 4.52 12.71(1) NO
(11) 7.80 0.33 10.05 0.20 8.71 12.71(1) NO
(12) 113.14 1.39 103.27 0.21 9.96 12.71(1) NO
(13) 7.31 0.79 434 0.24 518  12.71(1) NO
(14) 5.24 0.33 4.32 0.18 3.58 12.71(1) NO
(15) 7.03 0.19 5.97 0.08 7.50  12.71(1) NO

| Los analitos se han codificado segun Tabla III.2. |

Tabla II1.5. Resultados obtenidos en la verificacién de la muestra AT-SFO(0).

. C s Cc S éExisten
Analito (mgrl,(l)(g) (n=2) (mgzlolgg) (n=3) teal tiab (g-1.) diferencias?
(1) 4.88 0.44 3.42 013 4626  12.71(1) NO
(2) N.D. == N.D. == == == ==
(3) 3.54 0.44 3.72 0.07 0572  12.71(1) NO
(4) 218.69 1.76 216.63 5.27 0.627 3.18(3) NO
(5) 5.21 2.79 2.56 1.38 1242 12.71(1) NO
(6) 201.32 3.25 190.24 3.53 3.607 4.30(2) NO
(7) 75.29 4.17 75.38 1.04 0.029 12.71(1) NO
(8) 10.05  0.22 5.79 358  2.054  4.30Q2) NO
(9) 19.08 1.23 22.16 6.54 0.794 4.30(2) NO
(10) 1288.88 24.04 1267.18 18.40 1.083 4.30(2) NO
(11) 13.79 3.76 18.7 2.14 1.676  12,71(1) NO
(12) 43.22 2.98 46.89 1.68 1.579 12,71(1) NO
(13) 37.51 2.40 40.69 2.99 1314  3.183) NO
(14) 368.15 7.18 356.14 7.12 1.837 4.30(2) NO
(15) 129.87 2.74 126.63 3.31 1.188 3.18(3) NO

Los analitos se han codificado seguin Tabla III.2. |

Como se puede observar, no hay diferencia significativa entre los resultados
obtenidos, salvo para el brasicasterol en el aceite AT-POO-1, por lo que a partir de
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entonces, se consideré que 200 pL de M.D. por mg de esteroles totales era un
volumen apto para llevar a cabo la derivatizacion ya que, con este volumen, se
mejoran tanto la sefial analitica como la repetibilidad de los resultados.

A continuacién se procedié a evaluar si la correccién tedrica de los factores de
respuesta (TCFs) de cada uno de los analitos [16] producia alguna diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la forma de cuantificacion seguida por
el COI, en la que se asume que todos los analitos presentan la misma respuesta
frente al sistema de deteccion. Dado que los datos obtenidos en cada caso
proceden de los mismos cromatogramas, se aplicd el test de la t de Student para
la comparacion de dos medias, utilizando la desviacion estandar promedio (s,) Yy
comparando la teaicurada CON €l valor del estadistico t que, para cuatro grados de
libertad y una probabilidad del 95 % (p = 0.95), vale 2.78. Los resultados
obtenidos se recogen en las Tablas II1.6 a III.8.

Tabla IILI.6 Resultados obtenidos al comparar la concentracion calculada mediante el
método oficial del COI con la obtenida utilizando los factores de correccién tedricos (TCFs).
Muestra AT-POO-1.

. C(cor S(cor Circr S(TCF éExisten
Analito (m(g/kg);) (n( =2)) (m(g/k;) (n(= 3),) Sp teal diferencias?
(1) 3.72 0.24 3.70 0.24 0.240 0.10 NO
2) 1.6 0.19 1.58 0.19 0.194 0.13 NO
3) 1.72 0.13 1.71 0.13 0.131 0.09 NO
4) 77.18 0.80 76.64 0.80 0.801 0.83 NO
(5) 4.17 0.75 4.16 0.75 0.751 0.02 NO
(6) 27.15 0.19 26.78 0.18 0.186 2.44 NO
(7) 3.66 2.23 3.63 2.33 2.284 0.02 NO
(8) 23.27 2.37 22.96 2.33 2.349 0.16 NO
(9) 29.46 2.35 29.06 2.32 2.338 0.21 NO
(10) 2055.78  13.14 2036.25 13.01 13.076 1.83 NO
(11) 50.56 0.44 50.18 0.43 0.438 1.06 NO
(12) 57.86 3.28 57.07 3.24 3.261 0.30 NO
(13) 37.61 0.43 37.10 0.42 0.429 1.46 NO
(14) 11.85 0.26 11.63 0.26 0.262 1.03 NO
(15) 4.59 0.10 4.52 0.09 0.096 0.89 NO

| Los analitos se han codificado segun Tabla III.2. |
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Tabla III.7. Resultados obtenidos al comparar la concentracion calculada mediante el
método oficial del COI con la obtenida utilizando los factores de correccién teéricos (TCFs).
Muestra AT-EVOO-1.

. C(cor S(co1 C(1cr S(TCF ¢Existen
Analito (m(gclokg);) (n( =2)) (m(g/c kg);) (n(= 3)) Se teal diferencias?
(1) 3.38 0.07 3.37 0.07 0.071 0.17 NO
(2) n.d. == n.d. == == == ==
3) 3.06 0.14 3.03 0.14 0.139 0.27 NO
(4) 45.41 0.47 45.09 0.47 0.474 0.83 NO
5) 1.07 0.20 1.07 0.20 0.198 0.00 NO
(6) 10.52 0.08 10.38 0.08 0.076 2.25 NO
(7) 0.53 0.28 0.53 0.29 0.286 0.00 NO
(8) 6.43 0.21 6.35 0.21 0.210 0.47 NO
9 6.46 0.48 6.37 0.47 0.475 0.23 NO
(10) 1195.19  12.34 1183.84 12.22 12.284 1.13 NO
(11) 10.05 0.20 9.98 0.19 0.195 0.44 NO
(12) 103.27 0.21 102.87 0.21 0.209 2.35 NO
(13) 4.34 0.24 4.28 0.24 0.242 0.30 NO
(14) 4.32 0.18 4.240 0.17 0.176 0.56 NO
(15) 5.97 0.08 5.890 0.08 0.078 1.25 NO

| Los analitos se han codificado segun Tabla III.2. |

Tabla III.8. Resultados obtenidos al comparar la concentracion calculada mediante el
método oficial del COI con la obtenida utilizando los factores de correccién tedricos (TCFs).
Muestra AT-SFO(0).

. C(cor S(cor Cercr S(TcF éExisten
Analito (m(gc/ok;) (n( =2)) (mf_:;/ck;) (n(= :’),) Sp teal diferencias?
(1) 3.42 0.13 3.43 0.13 0.131 0.09 NO
(2) n.d. == n.d. == == == ==
3) 3.72 0.07 3.70 0.05 0.063 0.39 NO
(4) 216.63 5.27 216.43 5.22 5.244 0.05 NO
(5) 2.56 1.38 2.57 1.38 1.379 0.01 NO
(6) 190.24 3.53 188.82 3.47 3.500 0.50 NO
(7) 75.38 1.04 75.32 1.08 1.056 0.07 NO
(8) 5.79 3.58 5.74 3.52 3.551 0.02 NO
9) 22.16 6.54 21.97 6.45 6.495 0.04 NO
(10) 1267.18  18.40 1262.93 18.13 18.265 0.28 NO
(11) 18.7 2.14 18.69 2.12 2.131 0.01 NO
(12) 46.89 1.68 46.54 1.66 1.670 0.26 NO
(13) 40.69 2.99 40.39 2.94 2.967 0.12 NO
(14) 356.14 7.12 351.96 7.01 7.067 0.72 NO
(15) 126.63 3.31 125.67 3.26 3.288 0.36 NO

| Los analitos se han codificado segln Tabla IIL.2. |
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A la vista de los resultados, se puede concluir que los valores de concentracién
encontrados usando el método oficial son, en general, ligeramente mas altos que
los encontrados usando los TCFs. Sin embargo, considerando las concentraciones
individuales de cada analito, la aplicacion del tratamiento estadistico indica que las
concentraciones encontradas en ambos casos no difieren significativamente. Dado
que la utilizacidon de los TCFs no producia ninguna mejora en el calculo de las
concentraciones, a partir de entonces, la cuantificacion se llevo a cabo siguiendo el
método oficial.

II1.3. SEPARACION, MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA, DE LA
FRACCION DE FITOESTEROLES A PARTIR DEL EXTRACTO
INSAPONIFICABLE. OPTIMIZACION DE LA VENTANA DE TIEMPO.

Con la finalidad de establecer las condiciones cromatograficas mas adecuadas
para la obtencion de la fraccion esterdlica de un aceite vegetal, se realizaron
diversas experiencias usando las dos modalidades de HPLC mas habituales.

Partiendo de una mezcla sintética de esteroles formada por colesterol,
estigmasterol, B-sitosterol, campesterol y sitostanol, disueltos en cloroformo, se
probd primero la modalidad de fase invertida, empleando una columna
LICHROSPHER® 100 RP-8, en régimen isocratico y deteccidn espectrofotométrica a
la longitud de onda de 208 nm. Se trabajé con un flujo de fase movil de 0.8
mL/min y se inyecté un volumen de muestra de 20 L. Las fases mdviles que se
ensayaron se recogen en la Tabla IIIL.9.

Tabla II1.9. Fases moviles ensayadas (Fase invertida)

Composicién %(V/Vv)
Acetonitrilo:Agua ........cccocevveieennenns 86:14
Acetonitrilo: Agua (0.01% acido

ACELICO) .vvvviicieeeeee e, 70:30
Acetonitrilo .....cocceeiiiiiie e 100
Acetonitrilo: Metanol...................... 70:30
Acetonitrilo: Metanol: Agua (0.01%

acido actico) ....coeevviveeceeiecreeenn 48.5:48.5:3
Metanol: Acetonitrilo .........ccccc....... 80:20
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Puesto que ninguna de las experiencias llevadas a cabo en esta modalidad
cromatografica dio resultados satisfactorios, ya que no se conseguia una
separacion clara de la familia de esteroles, se optd por cambiar a la modalidad de
fase normal.

Aunque la fase normal mas comun es la que emplea silice como fase
estacionaria, con el fin de evitar los problemas inherentes a la misma (baja
reproducibilidad, retenciones irreversibles, etc. [17]), se selecciond una fase de
polaridad intermedia como es Ila ciano, concretamente una columna
LICHROSPHER® 100 CN (250 x 4 mm i.d., 5pum). En este caso, se trabajo con
disoluciones de los cinco esteroles antes citados, disueltos en la fase movil que iba
a ser utilizada en la separacidén cromatografica. Los cromatogramas se registraron
en las mismas condiciones utilizadas en el caso anterior. La Tabla III.10 recoge las
fases mdviles ensayadas.

Tabla III.10. Fases mdviles ensayadas (Fase normal)

Composicién %(Vv/V)
Acetonitrilo ......ccceveeeiiiiiieee, 100

Acetonitrilo: n-Hexano .................... 50:50
n-Hexano: Metanol ..........ccccc........ 90:10
n-Hexano: TBME ......cccccooceeeeiiiiins 75:25
n-Hexano: TBME ..............ccocceviinees 80:20
n-Hexano: TBME ............cccovveeeeeeees 85:15

Se observd que cuando se utilizaba la mezcla n-Hexano: TBME, se obtenia un
pico cromatografico asignable a los analitos. Cuando la composicién de la fase
movil era n-Hexano:TBME 85:15 (v/v), dicho pico aparecia entre los minutos 9.5 a
11.5.

Para establecer el intervalo de tiempo (ventana de tiempo) en el que los
analitos debian ser recogidos a la salida de la columna, el residuo insaponificable
obtenido a partir de una muestra de aceite de orujo de oliva se disolvié en 1 mL de
la fase movil antes citada y se inyectd en el cromatdgrafo de liquidos. En la Figura
II1.10 (a) se puede ver que, en el citado intervalo de tiempo, aparecen dos picos
(F1 y F2). En una nueva inyeccién de 20 pL del insaponificable, se recogieron las
fracciones correspondientes a estos picos, se derivatizaron y se inyectaron en el
GC-FID. Como puede observarse en la figura III.10. (b), los fitoesteroles coeluyen
en la fraccién F1, una vez que han salido los compuestos menos polares, mientras
que la fraccién F2 da lugar a un cromatograma sin picos de esteroles.
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Figura III.10. a). Cromatograma HPLC obtenido inyectando la fraccién insaponificable
de un aceite de orujo de oliva; fase mdvil, n-Hexano:TBME 85:15 (v/v) b).
Cromatogramas GC-FID correspondientes a las fracciones F1 y F2, una vez derivatizadas.
Los picos de los analitos aparecen codificados segun la Tabla III.2.

Para optimizar las condiciones de la separacion de la familia de esteroles
mediante cromatografia liquida (obtener un cromatograma en el menor tiempo
posible sin pérdida de resolucién), se realizaron diversas pruebas con la mezcla
n-Hexano: TBME, en las dos modalidades, elucién en gradiente e isocratica. En el
primer caso se ensayaron los perfiles de gradiente recogidos en la Tabla III.11.
Aungue se observo que la fraccidon de esteroles eluia a un tiempo mas corto, no se
selecciond esta modalidad debido a que se necesitaban 20 minutos para la
estabilizacion del sistema, lo cual alargaba excesivamente el tiempo de analisis.

En la modalidad isocratica, se probaron distintas proporciones de la mezcla n-
Hexano:TBME: 75:25; 80:20; 85:15 (v/v). A partir de los cromatogramas obtenidos
(Figura III.11) se comprobd que se producia un desplazamiento de la ventana de
tiempo en funcién de la composicidn de la fase movil, considerandose que una fase
movil de composicion n-Hexano:TBME 80:20 (v/v) era adecuada para la separacion
de la fracciéon esterdlica, puesto que daba lugar, en un tiempo aceptable, a un
cromatograma con buena resolucién. La ventana de tiempo en este caso estaba
comprendida entre los minutos 7.5y 9.5.
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Tabla III.11. Perfil de gradientes n-hexano: TBME

Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3
Tiempo Tiempo Tiempo
: . P % B*) : . P % B ! . P % B
(min) (min) (min)
0 15 0 15 0 15
8 15 8 15 6 15
15 50 11 50 9 50
17 15 13 15 12 50
20 15 15 15
Gradiente 4 Gradiente 5
Tiempo Tiempo
P % B* np % B*
(min) (min)
0 20 0 25
6 20 6 25
9 50 9 50
12 50 12 50
15 20 15 25
| ) tert-butilmetileter (TBME) |
Sefal
mAU
1.6

Fraccion elsteréllca

1.4

0.8 Fraccién esterdlica
i
v
0.6

0.4

=
=

A\

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo, min
|[Figura III.11. Cromatogramas HPLC obtenidos a partir del insaponificable de un aceite
de orujo de oliva usando como fase movil: A: n-Hexano:TMBE 85:15; B: n-Hexano:
TBME 80:20; C: n-Hexano:TMBE 75:25.
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Una vez optimizadas las condiciones cromatograficas, se procedié al estudio de
la fraccién insaponificable de diferentes tipos de aceites vegetales. La Figura III.12
muestra los cromatogramas obtenidos para tres de estos aceites (oliva virgen
extra, colza y girasol).
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Figura III.12. Cromatogramas HPLC correspondientes a los insaponificables de 3
aceites vegetales. La linea discontinua contiene la fraccion esterdlica. A) Oliva virgen
extra; B) Colza; C) Girasol. Fase mdvil, n-Hexano:TBME 80:20.
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Como se puede observar, el perfil del pico de esteroles cambia en funcién del
tipo de aceite, pero la ventana de tiempo se mantiene practicamente constante en
todos los casos. Para posteriores analisis, y con objeto de asegurar la recogida de
todos los esteroles, se selecciondé como ventana de tiempo adecuada la
comprendida entre los minutos 7.5 y 9.5, aproximadamente.

Finalmente, cabe indicar que de acuerdo con la bibliografia [5], el cambio de
perfil observado al variar el tipo de aceite puede atribuirse a que cambia la
concentracion relativa de los diferentes 4-desmetilesteroles.

Por tanto, una vez optimizadas las variables cromatograficas para la obtencion
de la fraccion de fitoesteroles, el procedimiento operatorio propuesto es el
siguiente:

Partiendo de la disolucion que contiene la fraccién insaponificable de la muestra
de aceite, se evapora el disolvente, se disuelve el residuo en 1 mL de la fase movil
y se inyecta en el cromatdgrafo de liquidos, empleando los siguientes parametros
cromatograficos:

> Fase estacionaria: Columna CIANO LICHROSPHER® 100 CN (250 x 4
mm i.d., 5um), equipada con una precolumna LiChroCART® (10 x 4.6
mm i.d.) empaquetada con la misma fase estacionaria.

Fase movil: n-Hexano:TBME 80:20 (v/v).

Flujo de fase movil: 0.8 mL/min.

Deteccion: Espectrofotométrica a 208 nm.

Volumen de inyeccion: 20 L.

YV V V VY

Entre los minutos 7.5 y 9.5 se recolecta la fraccion eluida a la salida del detector,
se elimina el disolvente mediante el paso de una ligera corriente de nitrégeno
seguido de un calentamiento en estufa a 105 °C, durante 10 minutos. El residuo
obtenido se enfria en un desecador y, a continuacién, se procede a la
derivatizacidn de los fitoesteroles para su posterior analisis mediante GC-FID.

En el esquema recogido en la siguiente pagina (Figura II1.13) se representa el

procedimiento completo para la determinacion de los 4-desmetilesteroles en un
aceite vegetal.
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5 g muestra+ 500 or 1500 pL de subrogado

l Saponificacion y Extraccion L-L

Residuo del extracto
organico

lAdicién de 1 mL de fase movil

HPLC-UV

Recoleccidon del eluido
durante 2 min a 0.8 mL/min

Residuo seco

Adicién de 200 pl de M.D. para la
reaccion de derivatizacion

GC-FID

Figura III.13. Procedimiento propuesto para la determinacion de los 4-desme-
tilesteroles en un aceite vegetal.

III.4. VALIDACION DEL METODO PROPUESTO ATENDIENDO A SU
APTITUD

De acuerdo con la norma ISO/IEC 17025:2005 la validacion de un método
analitico es la confirmacion, mediante el examen y el aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
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previsto (aptitud). En este caso, implicaria evaluar la determinacién de 4-desmetil-
esteroles en aceites vegetales mediante GC-FID, previa separacién off-line
mediante HPLC, una vez establecidos los requisitos. Dado que la forma de
cuantificacién del método conlleva una calibracidn interna a un solo nivel con un
subrogado en la que no se pueden estimar los parametros de calidad habituales de
un método analitico, se procedio a la evaluacion global mediante la estimacién de:

a) laincertidumbre de la determinacidn de cada analito.

b) la veracidad, a través de la comparacion de los resultados
obtenidos al analizar con el método muestras de aceites
suministradas por un laboratorio acreditado, que aunque no
constituyen materiales de referencia certificados propiamente
dichos, a escala metroldgica, se pueden considerar valores de
referencia adecuados.

I11.4.1. Evaluacion de la incertidumbre asociada a la
determinacion de fitoesteroles

De acuerdo con la Ultima version de la Guia para la Expresién de la
Incertidumbre en la medida (GUM) [18] y con lo que algunos autores han
sefialado [19], para determinar la incertidumbre de los resultados analiticos
usando una aproximacion "botom up", se deben de seguir las siguientes etapas:

1) Definir el procedimiento de medida y el mesurando, lo que en este
caso se corresponde con, el procedimiento analitico completo y la
concentracion de 4-desmetilesteroles en los aceites vegetales.

2) Establecer un modelo matematico a partir del cual se pueda obtener
el contenido de los analitos. En este método se utiliza una
calibracion interna a un nivel, usando colestanol como subrogado.

3) Asignar valores a todos los posibles parametros que puedan afectar
el resultado final del analisis y determinar la incertidumbre estandar
de cada uno de ellos.

4) Aplicar los principios de la propagacion de incertidumbre y, por
ultimo,

5) Expresar el resultado final como resultado =+ incertidumbre
expandida (factor K)

Bagur et al. [20] consideran que las principales fuentes de incertidumbre de un
método analitico son:
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o Incertidumbre operacional o de trabajo (Uoperacional), debida a factores tales
como: efectos instrumentales, pureza de los reactivos, condiciones de
medida y de manejo de la muestra, entre los mas importantes.

e Incertidumbre de recuperacion (Urecuperacicn), 1@ cual se deriva del error
asociado con el método.

e Incertidumbre inherente (Uinnerente) que afecta directamente a los
resultados analiticos y que proviene de factores no controlados por el
operador. En términos generales, esta incertidumbre tiene dos
componentes que se pueden relacionar con dos aspectos del proceso
quimico de medida:

i) Las etapas quimicas que dependen de los parametros
quimicos dan lugar a una incertidumbre que estos autores
[21] definieron previamente, como “incertidumbre
intrinseca (Uintrinseca)”-

i) El proceso de calibracion quimica generado por la
transformacion de la sefial analitica en concentracion vy, la
aceptacion de una distribucion normal en la generacion de
la sefal analitica, dan lugar a una componente de la
incertidumbre denominada “incertidumbre de calibracién
qUimica (Ucal quimica)"-

En este caso, la incertidumbre de la calibracidon quimica se podria redefinir como
“incertidumbre de cuantificacién (Uguantificacion)”, considerando que el uso de la
calibracion interna a un nivel con un subrogado, implica que la calibracién esta
implicita en el proceso de cuantificacion. En la estimacion de esta fuente de
incertidumbre es necesario considerar que las dos sefiales analiticas, el area de
pico del analito y el drea de pico del subrogado, estan relacionadas tal como se
pone de manifiesto en la siguiente ecuacion:

m A :
Cesterol(i) 1000 x subrogado X esterol(i) [EC.l]
Mmuestra Asubrogado

donde:
- Cesterol(y €S la concentracion del esterol “i” en la muestral de aceite analizada,
expresada en mg-kg™.

- Maubrogado €5 |a Masa de subrogado expresada en mg.
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- Mnuestra €5 1@ Masa de aceite, expresada en g.
- Aesteroi) €S €l area de pico del esterol “i”, expresada en unidades arbitrarias.

- Asubrogado €5 €l area de pico del subrogado, expresada en unidades arbitrarias.
- 1000 es el factor de conversion para expresar la concentracion de los analitos en
mg-kg™.

Las diferentes contribuciones a la incertidumbre total asociada al método
propuesto, se representan en el diagrama de Ishikawa (diagrama causa-efecto)
recogido en la Figura III.14.

| opERACIONAL | C
U
A
Material N
Volumétrico Balanza T
- \—Mat:&‘ Balanza I
Masa F
subrogado |
g Masa C
Muestra
P A
ureza
C
|
e
Saponificacion Reaccion de Derivatizacion N
\‘\ Area

™ Subrogado E
Intrinseca _ = S

. Flujo Pipeta ) )
Material N N\ ) . 4— Precision  Calibracion Interna con| T
Volumétrico s Material Sub d E

Cronometro Volumétrico un subrogaao
Precision ——» R
Fraccionamiento \ @)
HPLC Area

( ) Analito L
E
INHERENTE S

Figura III.14. Diagrama ISHIKAWA para el método analitico propuesto.

A continuacién se describe la forma en la que se calcula cada una de las
diferentes fuentes de incertidumbre:

B Incertidumbre operacional o de trabajo (u’e'op,)

La ecuacion para esta fuente de incertidumbre viene dada por:
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rel rel 2 rel 2 12
uop = ((umasa—subrogado) + (umasa—muestra) j [EC- 2]

(1) Incertidumbre asociada a la masa del subrogado (u’e'masa-submgado)

Como se puede ver en la Figura III.14, esta incertidumbre se ve afectada por las
incertidumbres asociadas a la preparacion de la disolucion madre del subrogado y
a la adicion de un volumen de esta disolucion a la muestra de aceite, antes de la
etapa de saponificacion. Expresada como incertidumbre relativa, viene dada por la
siguiente expresion:

1/2
rel rel 2 rel 2
Umasa - subrogado = ((udis. madre subrogado ) + (U pipeta ) j [EC- 3]

El primer término, /incertidumbre asociada a la preparacion de la disolucion
madre del subrogado depende, entre otros factores, de la pureza del subrogado
usado como patrdn interno. Puesto que los fabricantes no suministran ningln dato
a este respecto, se calcula teniendo en cuenta la ultima cifra significativa del valor
de la pureza indicada por el fabricante. Ademas, asumiendo que la masa molar del
colestanol no tiene una influencia significativa sobre la incertidumbre, la expresion
que permite calcular la incertidumbre estandar relativa para la concentracion de la
disolucién madre seria:

1/2
rel _ rel 2 rel 2 ( rel )2
Udis. madre subrogado — ((upatrén subrogado ) + (upureza patrén) + \Unmatraz [EC- 4]
es decir
2 2 2 12
rel . u (mpatrén subrogado) u (PUR) u (Vmatraz) Ec.5
Udis. madre subrogado = 2 + 2 + 2 [Ec.5]
m PUR Vmatraz

patron subrogado

Cada término expresado como incertidumbre relativa se ha calculado de acuerdo
con las siguientes expresiones:
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a) Incertidumbre asociada a la masa de subrogado pesada para preparar la
disolucion madre

- 2
(Error maximo balanza,, ,ceso VerifV j
rel \/E

Upatrén subrogado = 3 [Ec. 6]
mpatrc’)n subrogado

1/2

siendo,

- Error maximoproceso verific, €l error maximo de la balanza usada para
pesar el subrogado. Se obtiene del plan de verificacion del equipo y se
calcula sumando, en valor absoluto, los valores de la correccién y de la
incertidumbre expandida obtenida a partir del proceso de verificacion.

(Error maximo)yerificacisn = |Correccidn| + Incertidumbre expandida [Ec. 7]

- Mpatrén subrogado €5 1@ masa de subrogado necesaria para preparar 10 mL
de una disolucién madre al 0.2 % (m/v).

b) Incertidumbre asociada a la pureza del patrén de subrogado:

1/2
(orden del ultimo decimal PUREZA (especific.fabricante%

uele - 5 zﬁj [Ec. 8]
PUR

ddénde PUR es la pureza del subrogado declarada por el fabricante.

) Incertidumbre asociada al matraz utilizado para preparar la disoluciéon madre de
subrogado

2 1/2

rel _ ustandar
Unatraz = V2 [EC' 9]
matraz

donde:

- Uestandar €S la incertidumbre estandar asociada al matraz empleado para
preparar 10 mL de la disolucién de trabajo.
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= Viatraz €S 10 mL.

Teniendo en cuenta que el volumen de disolucion madre afiadido a la muestra
de aceite depende del tipo de aceite analizado, el sequndo término de la ecuacion
3, es la incertidumbre asociada al volumen de subrogado anadido a la muestra de
aceitey se ha calculado utilizando las siguientes ecuaciones:

a) Adicién de 500 pL de subrogado (aceites de oliva virgen extra y oliva refinado)

;. 2
(Error MAXIMO ;oceso Veriﬁc/ j
el \/5

Upipeta(500 )~ = V2 [Ec. 10]
pipeta(500 )

1/2

b) Adicion de 1500 pL de subrogado (aceite de orujo de oliva y resto de aceites
vegetales)

’ 1/2

rel _ Uestandar
Upipeta(s000 = |75 [Ec.11]
Vpipeta(lS(D)

dénde:
- Uestandar €S la incertidumbre estandar de la pipeta empleada para
adicionar 1.5 mL de disolucién a la muestra.
(2) Incertidumbre asociada a la masa de muestra (U™ masa-muestra)

La incertidumbre relativa asociada a la masa de muestra pesada, se calcula de la
siguiente manera:

- 2
(Error maximo balanza,;oceso VerifV j
rel ‘/5

Unasa-muestra = m2 [Ec. 12]
masa-muestra

1/2

En todos los casos, los valores de u™ se calcularon considerando: i) las
especificaciones del fabricante, ii) el plan de calidad interno seguido en el
laboratorio (balanza analitica y las pipetas usadas para la adicién del subrogado a
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las muestras de aceite de oliva virgen extra y refinado), vy iii) los datos recogidos
en bibliografia, para el resto del material volumétrico (pipetas y matraces). Los
valores utilizados se recogen en la Tabla III.12.

Tabla III.12. Valores de Incertidumbre para el equipo basico usado en el método.

(@) Equipos verificados en el laboratorio de acuerdo con el plan de calidad interno

Precisién (g) Peso (g) Correccién (g) u(g)
Balanzas 0.0001 1 0.0001 0.0003
0.001 10 Not needed 0.002
Volumen Correccion
Rango (pL) (mL) (mL) U (mL)
100-1000 0.1 0.000 0.002
100-1000 0.2 -0.001 0.002
Pipetas 100-1000 0.3 -0.001 0.002
mecanicas 100-1000 0.5 0.001 0.002
100-1000 0.9 -0.005 0.002
100-1000 1.0 -0.005 0.002
(b) Equipos utilizados directamente del fabricante®
Volumem (mL) u® para disolventes
organicos (mL)
Pipetas 2 0.0092
Matraces 10 0.025

@) Incertidumbre global expandida

(@ LGC/VAM/2000/053. Barwick, V.J.; et al. Evaluating Confidence in Analytical
Measurement. Part (d): Studies of uncertainty in laboratory operations. VAM.LGC.2000.
®) Incertidumbre estandar

La siguiente tabla (Tabla III.13) muestra la influencia, expresada como
porcentaje, de cada término sobre la incertidumbre operacional en dos muestras
de aceite, una de oliva extra virgen (EVOO-1) y otra de orujo de oliva (POO-1),
seleccionadas como ejemplo para los calculos. Se puede ver que en ambos casos,
el mayor peso en la incertidumbre corresponde a la preparacion y adicion de la
disolucién madre de subrogado.

Por otro lado, aunque se podia esperar que la influencia de la masa de muestra
sobre la incertidumbre fuera constante puesto que practicamente siempre se pesa
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la misma cantidad de la misma, se han observado ligeras diferencias en funcién de
la cantidad de muestra pesada.

Tabla III.13. Contribucidn de la adicién de subrogado y pesada de la muestra a la
incertidumbre operacional relativa, para dos de las muestras analizadas.

|
Masa subrogado (U™ masa-subrogado)

Masa muestra (U™ masa-muestra)

De acuerdo con las normas de la ISO [8], en la definicion de incertidumbre se
indica que la presentacion de resultados debe estar libre de errores sistematicos
(sesgos proporcional y constante). En general, la evidencia del sesgo proporcional
se comprueba mediante estudios de recuperacién en los que se afaden,
normalmente a diferentes niveles, cantidades conocidas de analito a la muestra,
antes de su tratamiento. Sin embargo a veces, como en este caso, no se pueden
llevar a cabo los estudios de recuperacion porque, como se ha indicado
anteriormente, es practicamente imposible adquirir patrones de los analitos y, por
tanto, se realiza la cuantificacion mediante calibracion a un solo nivel con un
subrogado. Por estas razones, aunque este término figura en el diagrama de
Ishikawa, no se calcula.

B Incertidumbre inherente (U™ inherente)

Como se ha indicado anteriormente, las principales contribuciones a esta
incertidumbre son:

(1) Incertidumbre intrinseca (U™ intrinseca)

La incertidumbre intrinseca asociada a la cuantificacion de los 4-desmetileste-
roles en aceites vegetales depende de diferentes etapas quimicas como son: la
saponificacion de la muestra, el fraccionamiento de los fitoesteroles mediante
HPLC off-line y la reaccion de derivatizacién de los mismos a trimetil-sililesteroles
para su determinacion mediante GC-FID. De todas ellas, la incertidumbre que se
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deriva de la saponificacion no se ha considerado, debido principalmente a que los
reactivos y disolventes empleados estan en gran exceso con respecto al subrogado
y los analitos, lo que implica un gran nimero de procesos que no estan “bajo
control metroldgico”.

La expresion usada en este caso para calcular la incertidumbre intrinseca es la
siguiente:

1/2
rel rel 2 re 2
Uintrinseca = ((UHPLC) + (uderivatizacién) ) [EC- 13]

a) Incertidumbre asociada al fraccionamiento de los 4-desmetilesteroles mediante
HPLC (ureIHPLC)

Para su estimacidon se ha tenido en cuenta que el residuo obtenido al final de la
etapa de saponificacion se disuelve en 1 mL de la fase movil (afiadido con una
pipeta) y que 20 uL de dicha disolucion, se inyectan en el cromatdgrafo de
liguidos. En un tubo graduado se recoge la fraccidn eluida entre los minutos 7.5 y
9.5, y se analiza posteriormente mediante GC-FID. Ademas, se ha considerado que
la incertidumbre asociada a la inyeccién cromatografica es insignificante,
comparada con la derivada del uso de otro tipo de material volumétrico.

El calculo se ha realizado mediante la siguiente expresion:

2 1/2
ulr_IeFLLC — u (\Z/Pipeta> " l'lz(\zleluido) [Ec.14]
Vpipeta VeIuido

La incertidumbre asociada al Vewido Se calculd considerando la masa del volumen
recolectado durante la ventana de tiempo (2 minutos), usando un flujo de
0.8 mL/min. El volumen recolectado (1.54 mL) se determind a partir de la masa y
la densidad de la fase mdvil (0.6675 kg/L), empleando la siguiente expresion:

U? (Velido ) _ Shm [Ec. 15]

2 2
Veluido Am

siendo,
- S(am) la desviacion estandar de la masa del volumen recolectado.
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- Am es la diferencia entre la masa del tubo de ensayo con la fraccidn
eluida y el tubo de ensayo vacio.

Finalmente, la ecuacién que se ha usado para calcular la incertidumbre asociada
a la adicién de 1 mL de fase movil al residuo final de la saponificacion es la
siguiente:

1/2

s - 2
(EI‘FOI‘ MaXiMmo proceso verif%_
3

|
Upipeta(t m) = 5 [Ec. 16]

Vpipeta(l mL)

donde:

- Error maximoproceso verific. €5 €l maximo error de la pipeta empleada para
adicionar 1 mL de la fase movil.
- Vp|peta: 1 mL.

b) Incertidumbre asociada a la reaccién de derivatizacion (U™ gerivatizacién)

Se debe principalmente al uso de pipetas en la preparacién de la mezcla
derivatizante y a la adicién de 200 pL de la misma al residuo seco obtenido tras la
elucion. Este componente viene dado por:

u? (V ) 2
| | 2 pipeta
u<rj(::erivatizacién = (UE(I?/I.D.)) + I [Ec.17]

2
Vpipeta

Las ecuaciones empleadas para calcular cada término son:

b.1) Preparacion de la mezcla derivatizante

(urel )2 _ uz(vpipeta(l)) n uz(vpipeta(z)) " uz(vpipeta(3))

M.D. [Ec.18]
e szipeta (1) szipeta (2) Vpzipeta (3)

donde:
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- Vpipeta (1) €s el volumen afadido de piridina (900 pL).
- Vpipeta (2) €s el volumen afiadido de hexametildisilazano (300 pL).
- Vpipeta (3) €s el volumen afiadido de trimetilclorosilano (100 pL).

En todos los casos, las pipetas usadas han sido calibradas en el laboratorio, y la
ecuacion utilizada es similar a la Ec. 16.

b.2) Adicién de la M.D. al residuo seco obtenido del fraccionamiento mediante
HPLC.

Analogamente al caso anterior, la incertidumbre asociada a la adicién de la M.D.
se evalla mediante la Ec. 16.

En la Tabla III.14 se puede ver, para las dos muestras seleccionadas, la
influencia de cada término (expresado como porcentaje) sobre la incertidumbre
intrinseca relativa. El factor que mas contribuye, es el referido a la preparacion y
adicion de la mezcla derivatizante.

Tabla III.14. Contribucion de las etapas de fraccionamiento por HPLC y derivatizacién ,
a la incertidumbre intrinseca relativa (U™ jnrinsic.)-

EVOO-1 POO-1
Fraccionamiento con HPLC de 4-desmetilesteroles

(ureIHPLC ) 11.103 11.103
Incertidumbre asociada con la reaccion de derivatizacion
(urelderivatizacién) 88.896 88.896

(2) Incertidumbre asociada a la cuantificacion (U™ cuantificacién)

La incertidumbre asociada a la cuantificacion, usando una calibracion interna a
un nivel, con un subrogado, depende del cociente entre las areas de pico del
subrogado (colestanol) y de «cada analito (esterol), estando ambas
correlacionadas. Utilizando Agg. para referirse a la relacién de areas y aplicando la
regla general de propagacion de incertidumbre [22], el calculo se hace mediante
las siguientes expresiones:
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2 2
oA oA
U2 (AREL) = [¢J X u2 (Aesterol(i)) + (iJ X U2 (Asubrogado) +

aAesterol(i) aAsubrogado
+2x r(Aesterol(i)r'o‘subro ado) X aAREL x aAREL [EC 19]
i aAGStE?FO'(i) aAsubrogado

u? (AREL ) s (Aesterol(i) ) N s? (Asubrogado)

X
(Aesterol(i) lAsubrogado )

2 2 2
AReL Asterali Asubrogado
s(A n) SIA
y ( esterol(l)) y ( subrogado) [EC. 20]
Aesterol(i) ASUbrOQadO

donde:

- S (Aesteroi(y) €S la desviacion estandar del area de pico del esterol (i),
obtenida de “n” cromatogramas GC-FID registrados en condiciones de
repetibilidad.

- S (Asubrogado) €S la desviacion estandar del area de pico del subrogado,
obtenida de “n” cromatogramas GC-FID registrados en condiciones de
repetibilidad.

- Acsteroliy €S la media aritmética de las areas de pico del esterol (i)
correspondientes a “n” cromatogramas.

- Asubrogado €5 la media aritmética de las areas de pico del subrogado
correspondientes a “n” cromatogramas.

- I'agesterol(i),A(subrogado) €S €l coeficiente de correlacion de las areas, cuyo

valor es 1 en el caso de distribuciones multivariantes.

Las ecuaciones finales usadas son:

2
5 (S repet (A esterol (i% j
S (Aesterol(i)) \/ﬁ [Ec. 21]

2 2
Aesterol(i) Aesterol(i)

188




I Capitulo III

5 (srepet (Asubrogad(y
S (Asu brogado ) \/H

jz
= [Ec. 22]

2 2
Asubrogado Asubrogado

2
(S repet (A esterol (iV j
S (Aesterol () ) \/ﬁ

= [Ec. 23]
2
Aesterol 0 Aesterol M

2
(Srepet (Asubrogadcy j
S (Asubrogado) \/H [E

= c. 24
A ]

AZ
subrogado subrogado

dénde “n” es el nimero de inyecciones replicadas. Para la estimacion de esta
incertidumbre, el nimero de réplicas oscild entre 7 y 9, dependiendo del tipo de
aceite.

La Tabla III.15 muestra los resultados obtenidos en el célculo de u™antificacion
para los 4-desmetilesteroles encontrados en las dos muestras seleccionadas. Se
puede ver que, a excepcion de campesterol, estigmasterol, B-sitosterol y A*>**-
estigmastadienol, los valores de incertidumbre son mayores para los esteroles
encontrados en la muestra POO-1 (aceite de orujo de oliva). Este hecho se puede
atribuir a la mayor o menor concentracién de los analitos, lo que afecta a su
resolucién cromatografica.

Finalmente, en la Tabla III.16 se recoge el peso que las incertidumbres
intrinseca relativa y de cuantificacién, tienen sobre la incertidumbre inherente.
Como dicha influencia depende de cada analito, solo se dan los datos que
corresponden al campesterol, estigmasterol, B-sitosterol y A***-estigmastadienol.
Como se puede ver, en la mayor parte de los casos, la principal contribucién se
debe a la incertidumbre intrinseca (especialmente la que proviene de la reaccién
de derivatizacion), excepto para el campesterol en el aceite de orujo de oliva en el
cual, la cuantificacion predomina sobre el resto de los factores quimicos.
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Tabla III.15. Valores de

incertidumbre

relativa obtenidas en la

cuantificacion de los 4-desmetilesteroles en las dos muestras analizadas.

EVOO-1 POO-1

Analito*™’ I ito(l) l-|relcuantiﬁcaci6n l-'lrelcuantiﬁcaci(m
1 1.42x107 1.73x107
2 === 1.48x107
3 1.00x10°? 1.98x107
4 5.75x107 2.80x10™
5 4.81x1073 2.00x102
6 6.33x1073 4.01x1073
7 === 1.61x107
8 === 1,56x107
9 1.21x1073 1.99x107
10 3.65x107 1.28x1073
11 4.83x10™ 1,10x107
12 3.65x1073 6,84x107
13 3.68x1073 3.29x107
14 7.65x1073 2.03x107
15 1.48x1073 9.63x107

| (1) Los analitos se han codificado seglin Tabla III.2. |

Tabla III.16. Contribucion de las incertidumbres intrinseca y de
cuantificacion a los valores de incertidumbre inherente, para los analitos

seleccionados.

Analito”

4)
(6)
(10)

(13)

(urelintrinseca)

|
(ure cuantificacién)
r
(U ¢ intrinseca)

|
(ure cuantificacién)
r
(u ¢ intrinseca)

|
(ure cuantificacién)
r
(u ¢ intrinseca)

EVOO-1
89.912%

10.087%
88.015%

11.987%
88.518%

11.471%
95.601%

4.399%

POO-1
42.936%

57.064%
94.816%

5.174%
99.447%

0.553%
96.456%

3.543%

(1) Los analitos se han codificado seglin Tabla III.2.
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B Incertidumbre global relativa (u™'giobar)

Se obtiene a partir de la expresion:

Uqiobal (€SteErol ;) 2 2
U:J?Lbal (eSterO| i) gé(aesterol ) ~ = (ugzl) + (uirr?Lerente ) [EC- 25]
1

En donde C(esterol) es la concentracion estimada para cada analito. La
contribucién de las diferentes fuentes de incertidumbre en las dos muestras
seleccionadas se muestra en las Figuras III1.15 y III.16.

uZ rel

1.0x10°3 ,
8.0x104 -
6.0x104 1

4,010 1
2.0x104 A
0.0

2
u global

2
u operacional

reaccion de derivatizacion
2 c
9 Ufraccionamiento HPLC )
10 2 '
11 12 13 cuantif. 3
14 45

analitos

ajualayul
Zn

eI9SULIUL

Figura III.15. Influencia de las diferentes fuentes de incertidumbre sobre Ia
incertidumbre global para la muestra de aceite EVOO-1. Las incertidumbres mostradas
estan expresadas como relativas.

Se puede ver que para el aceite de orujo de oliva los valores de la incertidumbre
global son mayores o del mismo orden de magnitud que para el aceite de oliva
virgen extra.

En ambas muestras, ninguna de las fuentes principales es despreciable, siendo
en todos los casos la incertidumbre inherente relativa, la predominante. En relacién
con esta fuente de incertidumbre, aunque su influencia varia dependiendo del
4-desmetilesterol, de manera general se podria decir que el aceite de oliva virgen
se ve principalmente afectado por la contribucion de los aspectos quimicos, como
la reaccion de derivatizacion, mientras que el aceite de orujo de oliva se ve
principalmente afectado por la etapa de cuantificacion.
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1.0x10-3 1
8.0x10 1
6.0%10* 1
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3 4 56 Ureaccion de derivatizacion =
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8 9 U~ siaccionaniento HPLC =i =
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15 7 -
analitos g

Figura III.16. Influencia de las diferentes fuentes de incertidumbre sobre Ia
incertidumbre global relativa para la muestra de aceite POO-1. Las incertidumbres
mostradas estan expresadas como relativas.

La evaluacion de la incertidumbre asociada a la determinacién de 4-desmetil-
esteroles en aceites vegetales aplicando un método analitico basado en Ila
separacion de los mismos, a partir de la fraccidon insaponificable, mediante un
fraccionamiento por HPLC on-line, posterior derivatizacion como TMS derivados y
determinaciéon mediante GC-FID, permite deducir que:

- De las fuentes de incertidumbre evaluadas, la principal contribucién esta
ligada a los aspectos quimicos del método (incertidumbre inherente).

- Dependiendo del tipo de aceite, asi como del 4-desmetilesterol considerado,

la etapa de cuantificacién juega un papel mas o menos importante en la
incertidumbre global relativa.

B Incertidumbre global expandida relativa (U™giobal)

Con objeto de proporcionar un nivel de confianza del 95 % a los resultados
finales, se obtuvieron las incertidumbres globales expandidas relativas
(Ure'g|oba|(esteroli)) multiplicando las incertidumbres globales por un factor de
cobertura k = 2. La Tabla III. 17 recoge los valores estimados en las dos muestras
seleccionadas como ejemplo de calculo.
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Tabla II1.17. Valores de incertidumbre global expandida estimados en
las muestras de aceite EVOO-1 y POO-3.

EVOO-1 POO-1
Analito® t Urelglobal e Urelglobal

1 0.051 0.056
2 === 0.053
3 0.047 0.059
4 0.044 0.043
5 0.043 0.060
6 0.044 0.044
7 === 0.054
8 === 0054
9 0.042 0.059
10 0.044 0.044
11 0.042 0.049
12 0.043 0.046
13 0.043 0.044
14 0.045 0.060
15 0.042 0.048

| () Los analitos se han codificado segiin Tabla III.2. |

I11.4.2. Estimacion de la veracidad

Para verificar la veracidad de los resultados, se han utilizado dos aceites
vegetales (oliva virgen extra, AT-EVOO-2 y orujo, AT-POO-2) analizados por el
Laboratorio Agroalimentario de Atarfe, acreditado para la realizaciéon de ensayos de
productos alimenticios. A su vez, el test de veracidad utilizado es una adaptacién
del propuesto en la Guia ISO 33:2000 sobre “Usos de materiales de referencia
certificados” y viene dado por la siguiente expresion:

X, - % <K J2xV(Cogoray)  [EC. 26]

donde

-: X, valor de referencia del material analizado por el laboratorio
acreditado.
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- X,: valor medio obtenido al aplicar el método en estudio.
- K: factor de cobertura. Al igual que en el estudio de la incertidumbre,
se ha utilizado el valor de k = 2 (p = 0.95)
- U(Cesteroli)): incertidumbre asociada a la concentracién de analito
determinada por el método en estudio.

Los resultados obtenidos para cada muestra se recogen en las Tablas III.17 y

I11.18.

Tabla II1.17. Resultados obtenidos para la muestra AT-EVOO-2.

Muestra:AT-EVOO-1
Analito X,® X,® e ‘)_(1 - )_(2‘ <K .2 UZiCestem,(i)i ¢Es veraz?
1 1.58 1.55 0.08 0.01<0.11 SI
2 n.d.® n.d. n.c.® - -
3 3.35 3.27 0.14 0.08 < 0.20 SI
4 47.50 48.93 1.92 143 <272 SI
5 1.42 1.50 0.06 0.08 < 0.08 SI
6 13.78 13.56 0.60 0.22 < 0.85 SI
7 0.81 n.d. n.c. ====== No verificado
8 1.43 n.d. n.c. ====== No verificado
9 15.05 15.97 0.68 0.15 < 0.96 SI
10 1262.50 1201.76 52.90 60.74 < 74.81 SI
11 8.03 10.92 0.46 1.71 < 0.65 NO
12 113.14 107.77 4.62 5.37 £ 6.53 SI
13 7.49 7.82 0.34 0.33<0.48 SI
14 5.47 5.75 0.28 0.28 < 0.40 SI
15 6.90 7.06 0.30 0.16 < 0.42 SI
I
@ i
(®) \\llzllcc):r (:e:jie;itfido mediante el método E: n.d.:. no detectado
(© Incertidumbre global expandida n.d.: no calculado
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Tabla III.18. Resultados obtenidos para la muestra AT-POO-2.

Muestra: AT-POO-2

Analito  X,@ X,® Uesteroln© \7(1 - 7(2\ <K 2U(Cogeroy)  ¢Es veraz?
1 6.51 6.37 0.35 0.14 < 0.49 SI
2 5.40 5.80 0.31 0.40 < 0.44 SI
3 2.99 3.03 0.18 0.04 < 0.25 SI
4 75.84 78.45 3.41 2.61 <4.82 SI
5 5.42 5.85 0.35 0.43 <0.49 SI
6 32.83 31.60 1.40 1.23<1.98 SI
7 5.05 5.37 0.29 0.32 <041 SI
8 28.38 26.50 1.42 1.88 < 2.09 SI
9 32.97 33.91 2.00 0.94 < 2.83 SI
10 2053.75 2004.35 87.23 49.40 < 123.36 SI
11 47.41 50.23 2.45 2.82 < 3.46 SI
12 52.14 55.59 2.53 3.45 < 3.58 SI
13 35.28 37.60 1.65 2.32 <233 SI
14 11.74 12.69 0.76 0.82 < 1.07 SI
15 13.70 13.12 0.62 0.58 < 0.88 SI

I

@ valor de referencia

®) valor medio obtenido mediante el método

(©) Incertidumbre global expandida

En el caso de la muestra AT-EVOO-2, se puede observar que, tras aplicar el
método evaluado el 80% de las concentraciones determinadas son
estadisticamente iguales a las suministradas por el Laboratorio de Atarfe. Para el
20% restante, dado que no se detectan ni A’-campesterol (7) ni A>?-
estigmastadienol (8) no se ha podido aplicar el test de veracidad, y hay que
sefialar que se ha encontrado una diferencia estadistica significativa en el caso del
estigmastanol/sitostanol (11). Este ultimo hecho se puede relacionar con la
posicidn que ocupa su pico en el cromatograma (entre dos picos mayoritarios en la
muestra, B-sitosterol (10) y A’avenasterol (12)), lo que puede dar lugar a que, en
funcidn de las concentraciones presentadas por estos analitos, el sitostanol pueda
ser cuantificado por exceso o incluso, como contrapartida, no detectado.
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En el caso de la muestra AT-POO-2, se puede observar que, tras aplicar el
método evaluado, el 100% de las concentraciones determinadas son
estadisticamente iguales a las suministradas por el Laboratorio de Atarfe.

Cabe comentar que aunque Cert et al. [5] indican que el fraccionamiento
mediante HPLC origina una mejora en la cuantificacion de los A’-desmetilesteroles
con respecto a la utilizacion de la CCF (se obtienen valores mas elevados de estos
analitos, verificados mediante ensayos interlaboratorio), este hecho no se ha
podido comprobar completamente en ambas muestras. Se puede decir que en la
muestra AT-EVOO-2, se confirma para los A’-desmetilesteroles encontrados, A’-
estigmastenol (14) y A’-avenasterol (15), mientras que en la muestra AT-POO-2,
solo se ha podido comprobar en dos de ellos, el A’-estigmasterol (7) y el A’-
estigmastenol (14).

Por otro lado, y de acuerdo con dichos autores, los valores de concentracion
ligeramente superiores encontrados en el 73.3% de los 4-desmetilesteroles
cuantificados en la muestra AT-POO-2 y en el 53.8% de los encontrados en la
muestra AT-EVOO-2, podrian atribuirse al hecho de que el fraccionamiento
mediante HPLC, minimiza las posibles pérdidas de subrogado ocasionadas en el
fraccionamiento mediante CCF.

Finalmente, con objeto de completar la evaluacion de la aptitud del método
propuesto se procedid a estimar la repetibilidad, tanto del fraccionamiento
mediante HPLC (replicando el fraccionamiento de alicuotas del insaponificable),
como de la inyeccidén cromatografica (haciendo inyecciones replicadas de alicuotas
de cada uno de los volimenes recogidos en el eluido). Las réplicas utilizadas
oscilaron entre 3 y 9. En ambos casos, los valores de % DER encontrados estaban
comprendidos entre 0.7% y un 12%, correspondiendo los valores mas altos a
aquellos analitos que pueden presentar problemas de resolucion,
independientemente de que se hagan réplicas del fraccionamiento o de la
inyeccidn, si bien es verdad que cuando se hacen réplicas de la inyeccion, los %
DER encontrados son ligeramente inferiores sin que las diferencias sean
estadisticamente significativas.

A la vista de los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo, se puede
considerar que:

Ajustadas las condiciones cromatograficas para la
determinacion mediante CG-FID, optimizado el volumen de
mezcla derivatizante utilizado para obtener los TMS-
derivados y la ventana de tiempo para la recoleccion de la
fraccion de 4-desmetilesteroles mediante HPLC, al haber
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estimado y cuantificado las principales fuentes de
incertidumbre que afectan a los resultados, y realizado la
verificacion de los mismos con dos muestras procedentes
de un laboratorio acreditado, se puede concluir que el
método desarrollado es apto para la determinacion del
perfil de concentraciones de los principales 4-
desmetilesteroles presentes en aceites vegetales y mezclas
de los mismos.

La aplicabilidad del mismo a la cuantificacion de aceite
de oliva en alimentos se abordara en los siguientes
capitulos.
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Estudio quimiométrico del perfil de
concentraciones de los 4-desmetil-
esteroles en aceites vegetales

El objetivo fundamental del estudio quimiométrico desarrollado en este capitulo
se basa en la evaluacion de la viabilidad de utilizar el perfil de concentraciones de
los 4-desmetilesteroles mas habituales en aceites vegetales a partir de su
determinacion por aplicacion del método cromatografico basado en la combinacion
“off line” de la HPLC con la CG-FID desarrollado en el capitulo anterior.

Aungue la revision bibliografica realizada en la Introduccién de esta Memoria, y
de la que aqui se citan las publicaciones destacadas[1,2,3,4,5,6,7,8,], indica que
se conocen estudios quimiométricos aplicados a fitoesteroles presentes en aceites,
la mayoria de ellos se basan en la utilizacién conjunta de estos compuestos con
otras clases de lipidos también presentes en aceites (triglicéridos, eritrol y uvaol,
acidos grasos, tocoferoles, etc.), y sobre todo en la utilizacion de estos perfiles de
concentracién, para realizar estudios de caracterizacion, deteccion de
adulteraciones, denominaciones de origen, etc. No habiéndose encontrado a priori,
ningln estudio enfocado a su uso para la posible diferenciacién o discriminacion
entre diferentes tipos de aceites, entre los cuales, dadas sus propiedades, el aceite
de oliva juega un papel importante al ser un alimento destacado en la dieta
mediterranea.
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Por ello, parece adecuado realizar un estudio quimiométrico para comprobar si el
perfil de concentraciones de los 4-desmetilesteroles podria utilizarse como “huella
dactilar discreta” para poder discriminar entre aceites vegetales.

IV.1. ANALISIS DE DIFERENTES MUESTRAS DE ACEITES
VEGETALES MEDIANTE HPLC-GC(FID) OFF-LINE

De acuerdo con la validacién realizada en el capitulo anterior relativa a la
determinacion de 4-desmetilesteroles mediante la determinacién cromatografica
“oof-line” NP-HPLC-GC(FID) , la cuantificacidn utilizada consituye un ejemplo tipico
de calibracion interna a un solo nivel en la cual, se usa un Unico patrén interno o
subrogado (5a-colestanol) para la cuantificacion de los analitos.

Tomando esta premisa como punto de partida y con objeto de evaluar la

aplicabilidad del método desarrollado, se llevaron a cabo los analisis de las 24
muestras de aceites vegetales recogidas en la Tabla IV.1.

Tabla IV. 1. Muestras de aceites vegetales analizadas.

Tipo de aceite Caédigo Cantidad
Oliva Virgen Extra EVOO-1; EVOO-27;EVO0-28 3
Oliva Refinado ROO-1 1
Orujo de Oliva POO-1;PO0-2; POO-3 3
Girasol SFO 1
Girasol alto oleico SFO(0)-1; SFO(0)-2 2
Colza RO-1; RO-2 2
Canola CanO-1; CanO-2 2
Soja SyO-1; SyO-2 2
Maiz CO-1; CO-2 2
Cacahuete PeaO-1; PeaO-2 2
Uva GO-1; GO-2 2
Sésamo SesO-1; SesO-2 2

En las siguientes figuras (Figura IV.1 a IV.10), y como ejemplo ilustrativo de los
diferentes tipos de aceites analizados, se muestran sus perfiles cromatograficos.
(A): HPLC-UV; (B): GC-FID.
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Figura 1V.1. Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de oliva virgen
extra analizadas (EVOO-1).
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Figura 1V.2. Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de oliva
refinado analizadas (ROO-1).
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Figura 1V.3. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de orujo de
oliva analizadas (POO-1).
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Figura 1V.4. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de girasol
analizadas (SFO-1).
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Figura IV.5. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de colza
analizadas (RO-1).
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Figura IV.6. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de soja
analizadas (SyO-1).
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Figura 1V.7. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de maiz
analizadas (CO-1).
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Figura 1V.8. . Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de
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Figura 1V.9. Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de pepita
de uva analizadas (GO-1).
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Figura 1V.10. Cromatogramas obtenidos para una de las muestras de aceite de
sésamo analizadas (SesO-1).
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Las concentraciones de 4-desmetilesteroles encontradas en las 24 muestras

analizadas se recogen en la Tabla IV.2.
Tabla 1V.2. Contenido de los 4-desmetilesteroles en aceites vegetales = U (mg/kg).
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Contenido de los 4-desmetilesteroles en aceites vegetales £ U

Tabla 1V.2 (Cont.)

(mg/kg).
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Tabla 1V.2 (Cont.). Contenido de los 4-desmetilesteroles en aceites vegetales + U

(mg/kg).
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IV.2. Estimacion de los limites de deteccion atendiendo a la matriz
en la que se encuentran los analitos

Hay que destacar, que cuando la concentracion de un analito esta por debajo del
limite de deteccion (L.D.) en la practica es habitual informar que los valores para
esos datos son simplemente < L.D. Para llevar a cabo el andlisis quimiométrico y
no obtener resultados sesgados, lo mas habitual es sustituir estos datos no
cuantificados por el valor numérico del limite de deteccidon, determinado como
parametro de calidad del método o técnica instrumental. Algunas veces el valor
que se introduce en la matriz de datos originales es la mitad de dicho limite.

Debido a ello, el valor del L.D. se ha calculado para cada tipo de aceite
seleccionando una zona del cromatograma sin sefal/picos atribuibles a los analitos,

calculando el ruido (N) siendo la diferencia entre el maximo y minimo de sefial en
altura. Las ecuaciones que recogen este calculo se describen a continuacion:

N=h, —h [Ec. 1]
Siendo

- h,: la altura maxima de la linea base del cromatograma.
- hy: la altura minima de la linea base del cromatograma.

Crs. [Ec. 2]

Siendo
- N: Ruido estimado
- his.: la altura del 1.S. (5a-colestanol)

- Crs.: Concentracion de patron interno

Para obtener una estimacion fiable se realizaron 9 determinaciones y se
consideré como L.D. para cada tipo de aceite el valor medio obtenido.

A continuacion, la Tabla IV.3 muestra los valores correspondientes de L.D. para
cada tipo de aceite estudiado.
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Tabla 1V.3. Valores de limites de deteccién (L.D.)

Tipo de Muestra Caédigo L.D.
Oliva Virgen Extra EVOO-1 1.6
EVOO-27 0.7

EVOO-28 0.6

Oliva Refinado ROO-1 0.4
Orujo de Oliva POO-1 1.0
POO-2 1.1

POO-3 2.2

Girasol SFO-1 2.1
Girasol Alto Oleico SFO(0)-1 0.8
SFO(0)-2 1.0

Colza RO-1 2.4
RO-2 1.0

Canola CanO-1 1.2
Can0O-2 1.2

Soja SyO-1 1.3
SyO-2 0.9

Maiz CO-1 0.9
CO-2 1.0

Cacahuete PeaO-1 0.9
PeaO-2 1.1

Pepita de Uva GO-1 0.9
GO-2 0.8

Sésamo SesO-1 0.9
SesO-2 0.9

1V.3. PROCEDIMIENTO SEGUIDO PARA EL ESTUDIO
QUIMIOMETRICO DE LOS PERFIL DE CONCENTRACION DE LOS 4-
DESMETILESTEROLES DETERMINADOS EN ACEITES VEGETALES

El tratamiento estadistico que se realiza en este capitulo consiste en un analisis
factorial (AF) como analisis exploratorio de datos de las variables implicadas en el
estudio usando componentes principales con una rotacién Varimax, la
comprobacion del ajuste a una distribucion normal de los datos analizados
(concentraciones), la normalizacién de los mismos mediante una transformacién de
potencias y un analisis multivariante lineal basado en la aplicacion de métodos de
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reconocimiento de pautas. En la Figura IV.11 se muestra un esquema resumen del
tratamiento estadistico llevado a cabo.

Test Kolmogorov-Smirnov
(@) Skeweness score
(]
% ¢ Distribucién Normal ?
(18]
Q
8 ! ! Transformacion de Box-Cox
a.
L
o
(= W
[ Estendarizacion
TECNICAS DE RECONOCIMIENTO DE PAUTAS
NO SUPERVISADAS SUPERVISADAS
Analisis Factorial (AF) Analisis Discriminante Lineal
(ADL)
Figura I1V.11. Esquema del tratamiento de datos llevado a cabo.

El programa estadistico utilizado para el tratamiento de los datos ha sido el
STATGRAPHICS Centurion XV Version 15.2.05.

La dimension de la matriz de datos originales de la que se partid en este estudio
fue de (24x15), en la que como se ha indicado anteriormente, las concentraciones
de los analitos no detectadas se han sustituido por la mitad del limite de deteccién
estimado en el apartado anterior.
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IV.4. ESTIMACION DE LA NORMALIDAD DE LOS DATOS:
TRANSFORMACION DE LOS PERFILES DE CONCENTRACION A UNA
DISTRIBUCION NORMAL MEDIANTE LA TRANSFORMACION DE
BOX-COX.

El tratamiento estadistico llevado a cabo con las concentraciones de los 4-
desmetilesteroles recogidas en la Tabla IV.4 comenzd con un andlisis exploratorio
univariante (AED univariante). La Tabla IV.4 resume los resultados obtenidos e
incluye medidas de tendencia central, de variabilidad, y de forma. En relacién a
esta Ultima cabe indicar que los valores de sesgo y curtosis estandarizados
encontrados indicaban que:

(i) atendiendo a la curtosis estandarizada (medida de la simetria de la distribucién
de datos y para una distribucion normal su valor es cero), las concentraciones de
colesterol, brasicasterol, 24-metilencolesterol, campesterol, campestanol, A’-
campesterol, A>*-estigmastadienol, sitostanol, A>-avenasterol, A’-estigmastenol y
A’-avenasterol no seguian una distribucién normal.

(i) atendiendo al sesgo estandarizado (medida de la falta de simetria o de forma
equivalente del ajuste de los datos a una distribucién normal), las concentraciones
de colesterol, brasicasterol, campestanol, sitostanol, A°-avenasterol y A’-
estigmastenol.ide el grado de simetria o la falta de esta

Adicionalmente, la aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov vy el puntuaciones
de asimetria para evaluar el ajuste de los datos a una distribucion normal para un
nivel de confianza del 95% confirmé que no todos estaban normalizados por
lo que tras el estudio estadistico por muestras (analisis estadistico por filas
de la matriz de datos) y el andlisis de los gréaficos de rayos se procedi6 a la
transformaciéon de la matriz de datos en una matriz de datos normalizados,
l.e. en una matriz que recogiera los perfiles de concentraciones de los 4-
desmetilesteroles normalizados.
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Tabla 1V.4. Parametros estadisticos para los 4-desmetilesteroles determinados en aceites

vegetales.
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IV.4.1. Analisis estadistico de los perfiles de concentraciones en
funcion de los tipos de aceites analizados.

Este analisis se llevd a cabo para comparar la posible similitud de los perfiles de
4-desmetilesteroles entre las muestras de aceites vegetales analizados del mismo
tipo (oliva virgen extra, oliva refinado, orujo de oliva, girasol, colza/canola, soja,
maiz, cacahuete, pepita de uva y sésamo.

La Figura IV.12 muestra el diagrama de dispersidn obtenido para las veinticuatro
muestras de aceites analizados. Se puede observar que independientemente del
tipo de aceite hay un analito mayoritario en todas las muestras, el p-sitosterol que
ademas desde un punto de vista estadistico se puede considerar como dato
andémalo porque dada su elevada concentracion, “nivela” las concentraciones del
resto de los analitos en los aceites estudiados.

Ademas en dicho diagrama se puede observar que aparece una clara diferencia
entre los aceites de oliva y girasol y el resto de aceites estudiados. En el primer
grupo el Unico fitoesterol claramente mayoritario es el p-sitosterol, mientras que en
el segundo grupo ademas de este también se observan como mayoritarios otros
como el campesterol y A>-avenasterol.
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Figura 1V.12. Diagrama de dispersion de los quince 4-desmetilesteroles (1) en las
24 muestras de aceites analizadas.
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I Estudio quimiométrico del perfil de concentraciones ...

Con objeto de intentar evaluar si existen diferencias en el perfil de
concentraciones de los otros fitoesteroles, se decidié evaluar el diagrama de
dispersion de las muestras de aceites eliminando la concentracion de B-sitosterol.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura IV.13.

De forma cualitativa se puede observar que atendiendo a la dispersion de los
resultados los tipos de aceites analizados muestran un comportamiento
ligeramente diferente siendo similar para las mayoria de las muestras de aceites
del mismo tipo, si bien es verdad que a priori las muestras de los diferentes tipos
de aceite de oliva (virgen extra, refinado y orujo) no se diferencian mucho entre si.
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Figura 1V.13. Diagrama de dispersion de los 4-desmetilesteroles a excepcién del
B-sitosterol (1) en las 24 muestras de aceites analizadas.

IV.4.2. Analisis de las graficas de rayos obtenidas para los perfiles
de concentraciones en funcién de los tipos de aceites analizados

colesterol
A’-avenasterol brasicasterol
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forma rapida y visual los perfiles
de concentraciones individuales
obtenidos la Figura 1IV.15
muestra el grafico de rayos

24-metilencolesterol

AS24-estigmastadienol \ campesterol

-} campestanol

obtenido del andlisis estadistico. . '4;\ & ¥ I

Para su mejor entendimiento, la pestosterol o

Figura IV.14 recoge el grafico de e SRS

rayos utilizado Figura 1V.14. Gréfica de Glifo de los diferentes
esteroles.
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Figura 1V.15. Grafica de Rayos. Contenido de esteroles en aceites vegetales. Datos
originales.
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I Estudio quimiométrico del perfil de concentraciones ...

Observando detenidamente la grafica de rayos se confirma que:

v" Los aceites de oliva virgen extra y oliva refinado son los aceites que menos
contenido en esteroles totales presenta, manteniendo los tres ultimos
esteroles (A>**-estigmastadienol, A’-estigmastenol y A’-avenasterol) con
la misma concentracion.

v' El aceite de orujo de oliva es el aceite que contiene todos los
desmetilesteroles. El aceite de girasol se caracteriza por tener alto
contenido en A’-estigmastenol y A’-avenasterol. Ademas presenta
alto contenido al igual que en el aceite de canola y colza del A’-
campesterol.

v' El aceite de soja contiene alto contenido en estigmasterol.

v Los aceites de canola y colza se caracterizan por presentar un alto
contenido en brasicasterol a diferencia del resto de aceites que lo
presentan a nivel de trazas.

v' También presentan un alto contenido en campesterol, A’-
campesterol y A>?*-estigmastadienol. En aceite de canola el A>**-
estigmastadienol es mayoritario.

v El aceite de maiz entre todos los aceites analizados es el que mayor
contenido en sitostanol, campestanol, clerosterol y [B-sitosterol
presenta, siendo este Ultimo esterol el mas bajo en aceite de oliva.

v' El aceite de sésamo es el aceite que mayor contenido en 24-
metilencolesterol y A>-avenasterol tiene.

v' Los aceites de cacahuete y uva tienen un contenido en esteroles
similar con la diferencia de que el aceite de uva tiene mas contenido
en sitostanol, A’-estigmastenol y A>?*-estigmastadienol, y el
cacahuete en A’-ave-nasterol y campesterol.

1V.4.3. Normalizacion de los perfiles de concentraciones de los 4-
desmetilesteroles

Entre las transformaciones descritas en bibliografia, la transformacién de Box-
Cox ha sido usada ampliamente para transformar un conjunto o matriz de datos en
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otro que siga una distribucion normal. El procedimiento de transformacion fue
disefiado para originar una transformacion dptima que ajustara una variable Y a un
modelo lineal:

W=8,+BX+E€ [Ec. 3]

Donde:
- W es la variable normalizada o transformada,
- X es la variable de regresion
- Byy B son los parametros desconocidos, y
- £es el error.

La variable dependiente W se relaciona con la variable Y (en este caso la
concentraciéon de los 4-desmetilesteroles) de acuerdo con las siguientes
ecuaciones:

A

w =1+% for A, = 0 [Ec. 4]
AMGM™

W =GIn(Y+A,) for A, = 0  [Eq. 5]

Donde:
- A;y A>son los parametros de la transformacion
- G es la media geométrica de (Y + A)).

Considerandose que la transformacion optima es la que minimiza el error
cuadratico medio (MSE) W.

Dado que la mayoria de las concentraciones no seguian una distribucién normal
se decidid aplicar esta transformacion para normalizarlas. Los valores obtenidos
para los parametros de la transformacion se recogen en la Tabla IV.5 en la que
también se recoge la disminucidon provocada en el MSE de cada analito y los
valores del test de Shapiro-Wilkis aplicado a los datos transformados para verificar
el ajuste de los mismos a una distribucién normal.
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I Estudio quimiométrico del perfil de concentraciones ...

Tabla 1V.5. Parametros éptimos obtenidos para aplicar la transformacion de Box-Cox a las

concentraciones de fitoesteroles en las muestras analizadas.

Parametros 6ptimos de
Analito® la transformacion
Box-Cox

Disminucién
MSE(%6)

A= -0.345
@) A=0.0 98.33
G=8.163

A=-0.297
@) A,=0.0 99.83
G=6.252

)\1='0.148
(3 A=0.0 85.34
G=9.120

A=-0.033
(4) A=0.0 75.30
G=339.204

A =-0.134
(5) \,=0.0 91.24
G=8.445

A1=0.163
(6) A2=0.0 50.05
G=85.013

A1=0.082
) A2=0.0 78.67
G=9.581

A1=-0.167
(8) A2=0.0 82.89
G=3.514

M | os analitos estan codificados de acuerdo con la Tabla III.2.

¢normalidad?

W (shapiro-witks): 0-967
(p=0.605)

W (shapiro-wilks): 0.943
(p=0.195)

W shapiro-wilks): 0.959
(p=0.427)

W (shapiro-witks): 0-947
(p=0.235)

W shapiro-wilks): 0.952
(p=0.313)

W(Shapiro—WiIks): 0.880
(p=0.007)

W(Shapiro—WiIks): 0.920
(p=0.058)

W(Shapiro—WiIks): 0.859
(p=0.003)
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Tabla 1V.5 (Cont.). Pardmetros éptimos obtenidos para aplicar la

ICapl'tqu v

transformacion de Box-

Cox a las concentraciones de fitoesteroles en las muestras analizadas.

Parametros 6ptimos de
Analito® la transformacion
Box-Cox

Disminucioén
MSE(%0)

A;=-0.083
(9) )\2=0.0 27.50
G=29.687

)\1=-0.431
(10) )\2=0.0 30.72
G=1893.49

A,=0.566
11 A,=0.0 91.30
G=26.932

A\i=-0.380
12) A=0.0 70.31
G=116.017

A1=0.495
(13) A=0.0 12.32
G=34.867

)\1='0.21
(14) A=0.0 88.28
G=30.628

A1=-0,194
(15) A=0.0 73.16
G=20.236

M | os analitos estan codificados de acuerdo con la Tabla III.2.

normalidad?

W shapiro-wilks): 0.960
(p=0.455)

W shapiro-wilks): 0.923
(p=0.069)

W shapiro-wilks): 0.954
(p=0.340)

W(Shapiro—WiIks): 0940
(p=0.168)

W (shapiro-wilks): 0.962
(p=0.487)

W shapiro-wilks): 0.968
(p=0.623)

W shapiro-witks): 0.919
(p=0.056)

La Tabla IV.6 recoge los valores de las nuevas concentrac
los 4-desmetilesteroles (representadas como W;)

iones normalizadas de
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Tabla 1V.6. Valores normalizados mediante la transformacion de potencia de BOX-COX

I Estudio quimiométrico del perfil de concentraciones ...
para las variables estudiadas.
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Capitulo IV

Con objeto de verificar que la transformacion aplicada no modificaba los perfiles
de concentracidon de los 4-desmetil esteroles se procedié a estudiar visualmente el
grafico de rayos de cada una de las muestras. Los graficos individuales se
muestran en la Figura IV.17.

La siguiente figura (Figura IV.16) muestra el glifo asociado al grafico de rayos.
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Clerosterol  AS23-estigmastadienol

Figura 1V.16. Grafica de Glifo de las diferentes variables normalizadas.

Como se puede observar los perfiles normalizados mantienen la misma tendencia
individual que los valores no normalizados por lo que tras el estudio de los mismos
se pueden destacar los siguientes hechos:

v' Entre todos los aceites estudiados el POO-2 mostraba la mayor
concentracion de colesterol.

v'El perfil de concentraciones de los 4-desmetilesteroles en las
muestras de aceite de olive virgen (EVOO;) y de oliva refinado ROO-
1 era muy similar exceptuando el caso de la concentracién del
N>**estigmastedienol que es mayor en el oliva refinado.

v'El perfil de concentraciones de los 4-desmetilesteroles de las
muestras de orujo de oliva es diferente a los perfiles de las muestras
de aceites de oliva extra virgen y refinado tanto en las
concentraciones encontradas como en el contenido de
N>*estigmastedienol. Esa misma diferencia se ha encontrado en dos
de las muestras de orujo analizadas (POO-1 y POO-3).
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Figura 1V.17. Grafica de Rayos de las concentraciones de fitoesteroles normalizadas de
acuerdo con la transformacion de Box-Cox.
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v Los Perfiles de concentracion encontrados en las muestras de
aceites de cacahuete (Pea0;) y pepita de uva (GO;) son ligeramente
superiores a los mostrados por los aceites de oliva, especialmente
para el A°avenasterol en los de cacahuete y sitostanol en los aceites
de pepita de uva.

v Los Perfiles de concentracion mas diferentes se encontraron en los
siguientes tipos de aceite: (i) soja (SyO;) con alto contenido en
estigmasterol, (ii) colza (RO;) y canola (CanQ;) con valores altos de
brasicasterol y campesterol. Existian evidencias de que estos tipos
de aceites podrian diferenciarse atendiendo a su contenido en their
N>**estigmastadienol, (i) Una muestral de aceite de girasol (SFO-3)
con valores muy altos de A’estigmastenol y A’avenasterol, (iv) los
aceites de maiz (CO;) con las mayores concentraciones de, y
finalmente, (v) los aceites de sésamo (SesO;) con llas mayores
concentraciones de A’avenasterol y 24-metilen-colesterol.

IV.5. TECNICAS NO SUPERVISADAS DE RECONOCIMIENTO DE
PAUTAS: ANALISIS FACTORIAL DEL PERFIL DE CONCENTRA-
CIONES NORMALIZADAS.

Este analisis multivariante se aplicé a los datos normalizados (15 variables) con
la finalidad de comparar la composicion de los aceites analizados e identificar los
factores que influyen en cada uno de ellos.

El andlisis factorial se aplico sobre las componentes principales y se utilizd como
método de rotacidn, la rotacion VARIMAX, que redistribuye la varianza para
obtener un patrén de factores con mayor significado. Este criterio se centra en
simplificar al maximo los vectores columna de la matriz de factores, su interés
radica en que permite interpretar los factores mas faciimente, al indicar una
asociacion positiva o negativa clara entre la variable y el factor. Esta rotacion fue
fijada segun los ejes definidos por los componentes principales tomando como
criterio que el autovalor sea > 1. Los resultados indicaron que cuatro varifactores
(VFs) eran adecuados para explicar el 89.48% de la varianza total.

El anadlisis de las contribuciones de las distintas variables normalizadas sobre
cada uno de los varifactores permitio establecer que:
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a) El VF1 estaba influenciado positivamente por las concentraciones
normalizadas del colesterol, brasicasterol, clerosterol y p-sitosterol, y
negativamente por las de A’-estigmastenol y A’-avenasterol.

b) El VF2 estaba influenciado positivamente por las concentraciones de
estigmasterol, A’-estigmastenol y A’-avenasterol.

c) El VF3 estaba influenciado positivamente por las concentraciones
normalizadas de estigmasterol, A>*-estigmastadienol, A>**-estigmastadienol y
A’-estigmastenol, y negativamente por el 24-metilencolesterol y sitostanol.

d) El VF4 estaba influenciado positivamente por las concentraciones
normalizadas de campesterol y A°-avenasterol y negativamente por A>%-
estigmastadienol y sitostanol.

La Figura IV.18 muestra el grafico 3D para la dispersion de las muestras
estudiadas y los tres primeros varifactores

Sunflower
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- \
( 7/
2 ~
Tt Grape g ( ol 9 Rapeseed/Canola
L s 17 :
VF3 QF @ ial ]
" P Corn
- Sesame
-1
: 24
5 1,4
_1’5 VF2

Figura 1V.18. Grafica 3D de los 3 primeros VFs de los datos de concentracion
normalizados de los fitoesteroles encontrados en diferentes aceites vegetales

A la vista de la figura se puede observar que de los nueve tipos de aceites
iniciales, atendiendo a su agrupamiento natural solo se podrian distinguir
claramente entre cuatro tipos de aceites:
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(1) Grupo I, constituido por las muestras de aceite de oliva (virgen extra
y oliva refinado),

(2)Grupo II, constituido por las muestras de aceite de colza y canola,
(3) Grupo III, constituido por las muestras de aceite de maiz, y

(4) Grupo 1V, constituido por las muestras de aceite de girasol (tanto
normal como en alto contenido en acido oleico).

Podria considerarse también la existencia de un Grupo V, caracterizado por
perfiles de concentracidn intermedios constituido por el resto de los aceites, es
decir por aceites de sésamo, soja, orujo de oliva, cacahuete, y pepita de uva.

La Figura IV.19 muestra las puntuaciones obtenidas para cada varifactor en las
muestras analizadas.

Se puede observar que el Grupo I (aceites de oliva virgen extra y refinado) se
podria caracterizar por valores negativos de los varifactores VF1 a VF3, (baja
concentraciéon de A’-estigmastenol, A’-avenasterol, 24-metilencolesterol y
sitostanol) y valores positivos del VF4 (alta concentracion de campesterol). El
aceite de orujo de oliva, excluido de forma natural de este grupo solo se podria
diferenciar de los otros tipos de oliva por los varifactores VF1 y VF4.

Por otro lado las diferencias encontradas en los grupos II y IV se deberian
principalmente a los varifactores VF1 y VF3.

El Grupo III se diferenciaria por las puntuaciones de los varifactores VF2 y VF3.
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1V.19. Grafica de las puntuaciones de cada factor versus tipo de

muestra analizada.

IV.6. TECNICAS SUPERVISADAS DE RECONOCIMIENTO DE
PAUTAS: ANALISIS DISCRIMINANTE LINEAL DEL PERFIL DE

CONCENTRACIONES NORMALIZADAS.

Este tipo de analisis esta disefiado para desarrollar un conjunto de funciones
discriminantes el cual puede ayudar a predecir la “Clase” tomando como referencia
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las variables cuantitativas consideradas para el establecimiento del modelo. Esto se
hace construyendo funciones discriminantes que son combinaciones lineales de las
variables. Para tal fin, se emplearon 24 muestras para desarrollar un modelo que
intentara discriminar entre las nueve “Clases” definidas en la Tabla IV.7.

Tabla 1V.7. Clases asignadas para el analisis
discriminante lineal.

Clase Tipo de aceite
1 Oliva virgen extra y refinado
Orujo de oliva
Girasol
Colza y canola
Soja
Maiz
Cacahuete
Pepita de uva
Sésamo

O |INOoUun|hfWIN

Se empled un algoritmo de seleccion por pasos que incluia solamente algunas
variables que eran estadisticamente significativas para discriminar sobre los
grupos/clases y se determind que 7 variables de las 15 eran predictoras
significativas de “Clase”.

Estas variables correspondian a: los valores normalizados de campesterol,
estigmasterol, A’-campesterol, sitostanol, A®-avenasterol, A>?-
estigmastadienol y A’-avenasterol.

La opcién del analisis desarrollada fue la seleccion paso a paso hacia delante que
consiste en comenzar con el modelo implicando todas las variables especificadas
en la caja de didlogo entrada de datos y elimina una sola variable a la vez basando
en la significancia estadistica del modelo actual. En cada paso, el algoritmo elimina
del modelo la variable que podria ser la de menor significancia estadistica.

Se necesitaron 6 funciones discriminantes con valores de p menores que 0.05
siendo estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%. La
primera funcién discriminante estandarizada es:

FD1= -0.0710438xW11 - 0.979747xW12 - 0.266992xW13 + 0.327256xW15 +
1.01xW4 + 1.02285xW6 + 0.375105xW7
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siendo,

- W11: valor normalizado de la concentracion de sitostanol.

- W12: valor normalizado de la concentracidon de A>-avenasterol.

- W13: valor normalizado de la concentracién de
A>**-estigmastadienol.

- W15: valor normalizado de la concentracidon de A’-avenasterol.

- W4: valor normalizado de la concentracion de campesterol.

- W6: valor normalizado de la concentracion de estigmasterol.

- W7: valor normalizado de la concentracion de A’-campesterol.

La Figura IV.20 muestra la grafica para las dos primeras funciones
discriminantes El ajuste del modelo para las 24 muestras fue del 100%,
clasificandose todas las muestras correctamente.
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Figura 1V.20. Grafica de funciones discriminantes FD1 y FD2.

Aunqgue el porcentaje de clasificacion del modelo fue del 100% en todos los
casos, a la vista de la figura se podria indicar que verdaderamente el modelo
permitiria discriminar entre cuatro clases consideradas estas como:
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- Clase I: Oliva virgen extra y refinado.
- Clase II: Orujo de oliva
- Clase III: Colza/canola
- Clase 1V: Otros aceites.

Aunque puede parecer que los resultados encontrados no fueron satisfactorios,
considerando que cinco de las nueve clases estaban constituidas solo por dos
muestras y que a priori el aceite de oliva mostraba un comportamiento diferente al
del resto de los aceites analizados, el estudio quimiométrico realizado sobre los
perfiles de concentracién de los 4-desmetilesteroles permitié como conclusion el
planteamiento de la siguiente hipotesis:

Si existen diferencias entre los perfiles de concentracion
del aceite de oliva con respecto al de otros aceites
vegetales ¢se podria utilizar la huella dactilar
cromatografica asociada a este aceite para cuantificar su
presencia en mezclas binarias con otros aceites vegetales?
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Estudio sobre |la capacidad de la
huella dactilar cromatografica para
diferenciar aceites vegetales

En este estudio nos propusimos como obijetivo evaluar la utilizacién de la huella
dactilar (fingerprint), obtenida a partir de la metodologia desarrollada en el
Capitulo III de esta memoria, de los perfiles cromatograficos de los fitoesteroles de
diferentes muestras de aceites vegetales para observar, si dicha huella exhibia las
caracteristicas adecuadas para permitir, mediante la aplicacion de técnicas de
reconocimiento de pautas:

(1) Obtener informacidon sobre como dicho perfil podia agrupar o diferenciar de
forma natural los distintos tipos de aceites vegetales,

(2) Desarrollar un posible modelo de clasificacion de los diferentes tipos de aceites
vegetales utilizados en alimentacion para poder llevar a cabo la evaluaciéon del
contenido en aceite de oliva en mezclas o alimentos elaborados con él.

Con objeto de mantener el perfil cromatografico inherente a los fitoesteroles que
habitualmente acompaian a los aceites vegetales se decidid que para la obtencién
de la huella cromatografica, siguiendo el procedimiento recogido en el Capitulo II
de esta memoria (seguido por el método oficial), en la etapa de adecuacion de la
muestra de aceite a la etapa de medida se eliminaria la adicién del subrogado
necesario para la cuantificacion de los fitoesteroles.
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Asi, para obtener el insaponificable de un aceite vegetal se sigue el
procedimiento citado anteriormente con la diferencia de que no se adiciona patrén
interno porque el objetivo de este tratamiento de muestra no es identificar y
cuantificar los desmetilesteroles, sino obtener el cromatograma entero, huella
dactilar, para aplicarle diferentes tipos de técnicas quimiométricas.

V.1. ACEITES UTILIZADOS

Las muestras analizadas se recogen en la Tabla V.1. en dénde se muestra
ademas el cddigo asignado para cada tipo de aceite y cuya procedencia viene
descrita en el Capitulo II de esta memoria.

Tabla V.1. Muestras de aceites vegetales

Tipo de muestra Cdédigo Cantidad
Oliva Virgen Extra
e ace S aoo s
Orujo de Oliva POO 4
Girasol SFO 9
Girasol alto contenido en acido oleico SFO(0) 2
Colza RO 3
Canola CanO 2
Soja Syo 4
Maiz Co 3
Lino FO 3
Cacahuete PeaO 5
Uva GO 3
Sésamo SesO 3
Semillas SeeO 4
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V.2. OBTENCION DE LA MATRIZ DE DATOS ORIGINALES

El perfil cromatografico de los TMS-esteroles (cromatograma entero) de cada
muestra analizada que se obtiene dura 45 minutos con un total de 54001
datos/variables. Cada matriz de datos esta compuesta por dos columnas (tiempo y
sefial) para cada cromatograma. Estos datos se exportan a una hoja de Excel para
convertirlos en un fichero con extensién .csv para poder ser leidos en el programa
MATLAB y trabajar con el software PLS-toolbox.

Los datos exportados se procesan eliminando los 15 primeros y Ultimos minutos
del cromatograma reduciendo la matriz de datos de 54001 a 18201 ya que esas
regiones del principio y final del cromatograma no aportaban ningun tipo de
informacidn quimica. En la Figura V.1, se observa la regidn de interés seleccionada
que va desde el intervalo 17800 a 36000. Por tanto, se genera una matriz de datos
donde cada una de las filas corresponde a los datos de un cromatograma, es decir,
un Unico vector de datos correspondiente a los valores de seial dada por los
analitos. Esta matriz que se ha generado es la que se va a utilizar para su posterior
tratamiento.

Seial
pA
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Figura V.1. Cromatograma GC-FID de un aceite de maiz.
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V.3. PREPROCESADO DE LOS CROMATOGRAMAS

Una vez solapados todos los cromatogramas de las 71 muestras y seleccionada
la zona de interés, se lleva a cabo el pre-procesamiento de los datos [1, 2, 3, 4]
para linealizar la respuesta y eliminar las posibles fuentes extrafas de variabiliad.

Se llevaron a cabo 2 tipos de estrategias con el fin de comparar los resultados
obtenidos. A continuacidn, se muestra la Tabla V.2 de los diferentes preprocesados
llevado a cabo.

Tabla V.2. Preprocesado de la sefial.

Estrategia I

Opcion A Opcion B
1. Ajuste de la linea base 1. Alineamiento de los picos
“Bioinformatics Toolbox” 2. Ajuste de la linea base
2. Alineamiento de los picos “Bioinformatics Toobolx"”
3. Centrado de Media 3. Centrado de Media

Estrategia II

Opcion A Opcion B
1. Ajuste de la linea base (WLS) 1. Alineamiento de los picos
. Alineamiento de los picos 2. Ajuste de la linea base (WLS)
3. Centrado de Media 3. Centrado de Media

La “Estrategia N© I" consistia en corregir la linea base usando como funcién la
incluida en el “Bioinformatics Toolbox” de Matlab. Esta funcién, “msbackadj”, es
especifica para tratar datos de sefales tales procedentes de técnicas separativas
como espectroscopia, NMR, electroforesis, cromatografia o espectrometria de
masas para mejorar la calidad de los mismos. Es fundamental ajustar
especialmente dos de los diferentes parametros: ancho de ventana de
desplazamiento, y tamafio del paso de ventana de desplazamiento. Ademas se
mantiene la altura de los picos mas altos del cromatograma al hacer un suavizado
en los extremos de la ventana definida. Se empled el algoritmo ICOSHIFT, en
dénde se definieron 5 intervalos para mejorar el alineamiento entre los picos
mayoritarios presentes en los aceites vegetales destacando:
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24-metilencolesterol, campesterol, y campestanol que salen
"desalineados" y corresponden al intervalo n® 1 y el B-sitosterol,
sitostanol y A*-avenasterol correspondiente al intervalo n° 3.

Cada sefial era alineada usando el pico maximo como una referencia. Los
intervalos definidos que se usaron para alinear fueron (2000, 8200, 9900, 12600,
13800, 16000). Se hizo un centrado de media.

Con esta estrategia se quiso comprobar el efecto que producia al llevar a cabo el
ajuste de la linea base con la funcién definida anteriormente antes o después del
alineamiento de la sefal.

= Opcion A, Estrategia I.

Los resultados que se obtienen tras aplicar este tipo de preprocesado se
muestran en las Figuras V.2, V.3 y V.4.

En la Figura V.2 se muestra la superposicon de las diferentes huellas dactilares
en las que se hace un ajuste de la linea base mediante la funcién incluida en el
programa Matlab llamada “Bioinformatics Toolbox”.
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Figura V.2. Ajuste de la linea base mediante la funcién incluida en el “Bioinformatics
Toolbox".
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En la Figura V.3. se muestra el alineamiento de la senal mediante el algoritmo
ICOSIFT tras hacerle un ajuste de la linea base a las huellas dactilares.

A Raw data
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0 A y. 2 < .
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2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
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Figura V.3. Correccion del desplazamiento de la sefial empleando el ICOSHIFT.

A. Cromatograma inicial. B. Cromatograma ajustado al maximo de cada pico para cada
uno de los intervalos definidos. C. Cromatograma corregido del desplazamiento.

Finalmente, la Figura V.4 muestra el centrado de la media tras hacerle los otros
pre-procesados citados anteriormente.
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Figura V.4. Cromatogramas GC-FID con centrado de media de los datos alineados tras
corregir la linea base y corregido el desplazamiento de la sefial.
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= Opcion B, Estrategia I.

Siguiendo con la estrategia I se lleva a cabo la Opcién B en donde se altera el
orden de preprocesado. Primero se alinea la sefial como se puede ver en la Figura
V.5, segundo, se ajusta la linea base como se muestra en la Figura V.6 y por
ultimo en la Figura V.7 se muestra el centrado de media. Este Ultimo paso es
comun con la opcion anterior y con la estrategia I.
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Figura V.5. Correccion del desplazamiento de la sefial empleando el ICOSHIFT.

A. Cromatograma inicial. B. Cromatograma ajustado al maximo de cada pico para cada
uno de los intervalos definidos. C. Cromatograma corregido del desplazamiento.
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Figura V.6. Ajuste de la linea base mediante la funcién la incluida en el “Bioinformatics
Toolbox".
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Figura V.7. Cromatogramas GC-FID con centrado de media de los datos alineados tras
corregir el desplazamiento de la sefial y la linea base.
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Al aplicar esta estrategia, en la opcién A, se observa que aumenta la asimetria
del perfil cromatografico de los picos B-sitosterol y campesterol, a diferencia de
cuando se emplea la opcién B.

De igual modo, en ambos casos sale solapado el 24-metilencoleseterol con el
campesterol.

Por tanto, se obtienen mejores resultados cuando primero se alinea la sefal y a
continuacion se ajusta la linea base.

Siguiendo con el esquema de preprocesado se lleva a cabo la “Estrategia
N° 11” en la que se corrigid la linea base usando el algoritmo de minimos
cuadrados ponderados (WLS) programado desde Matlab. Alineamiento de la sefal
empleando el algoritmo ICOSHIFT y centrado de media de los datos alineados.

= Opcion A, Estrategia Il.

Los resultados obtenidos tras aplicar la opcién A para la estrategia 2 se recogen
en las siguientes figuras por orden de preprocesado.

En la Figura V.8 se muestra el ajuste de la linea base empleando el algoritmo de
minimos cuadrados parciales (WLS) programandolo desde Matlab.
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Figura V.8. Ajuste de la linea base mediante el algoritmo de minimos cuadrados
ponderados.
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En la Figura V.9. se muestra el alineamiento de las sefiales y en la Figura V.10 el
centrado de la media.
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Figura V.9. Correccion del desplazamiento de la sefial empleando el ICOSHIFT. A.
Cromatograma inicial. B. Cromatograma ajustado al maximo de cada pico para cada uno
de los intervalos definidos. C. Cromatograma corregido del desplazamiento.
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Figura V.10. Cromatograma GC-FID con centrado de media de los datos alineados tras
corregir la linea base y corregido el desplazamiento de la senal.
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= Opcion B, Estrategia Il.

En esta opcidn se altera el orden con respecto a la opcién A de esta misma
estrategia, es decir, primero se alinea las senales y luego se ajusta la linea base
con el algoritmo que nos proporciona el programa PLS-Toobox..

En la Figura V.11 se muestra el alineamiento de las sefiales, en la Figura V.12 se
muestra el ajuste de la linea base tras alinear las senales y la Figura V.13 muestra
el centrado de la media.
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Figura V.11. Correccion del desplazamiento de la sefial empleando el ICOSHIFT.
A. Cromatograma inicial. B. Cromatograma ajustado al maximo de cada pico para cada
uno de los intervalos definidos. C. Cromatograma corregido del desplazamiento.
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Figura V.12. Ajuste de la linea base mediante el algoritmo de minimos cuadrados
ponderados.
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Figura V.13. Datos preprocesados con algoritmo de 2° orden para ajustar la linea base
+ centrado de media.
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A la vista de los resultados obtenidos, en principio daria igual usar una u otra
funcidén para ajustar la linea base, sin embargo, se decide preprocesar los datos
segin la Estrategia N© 11, opcién B. Debido a que al llevar a cabo el
alineamiento de los picos no aparece ningun tipo de asimetria en el perfil
cromatografico y el ajuste de la linea base y el centrado de media se lleva a cabo
usando el programa PLS_TOOLBOX, sin tener que programar desde MATLAB,
siendo mas facil su manejo.

Una vez eligida esta opcidn como estrategia para el preprocesado de
los datos, la matriz generada (71%18201), fue la que se utilizé para
aplicar diferentes técnicas quimiométricas de analisis.

V.4. ANALISIS JERARQUICO DE CONGLOMERADOS

Se realizd un analisis de cluster o de conglomerados jerarquico (HCA) [5, 6, 7,
8, 9, 10] con objeto de analizar si la huella dactilar instrumental obtenida a partir
de los cromatogramas completos de los TMS-fitoesteroles de 71 muestras
diferentes de aceites vegetales permite observar un agrupamiento natural de los
mismos atendiendo al tipo de aceite declarado en la etiqueta. De acuerdo, con esta
se trabajo con 10 tipos diferentes de aceites vegetales, que en este caso se
identificaron como:

Oliva Virgen Extra.
Cacahuete.

Colza y Canola.

: Girasol.

Lino.

Orujo de Oliva.
Semillas.

Sésamo.

Soja.

Tipo 10: Pepita de Uva.

Y e Y e e e Y e B e Y o
SBERIB38B[EIR
O 100 IN o T 1 100 I

Con la matriz de datos inicial (71x18201) obtenida tras preprocesar los mismos,
se le aplica el método de Ward y se evalia con la distancia de aglomeracién
seleccionando la distancia Euclidea, para el analisis de la matriz de datos originales
y la matriz de puntuaciones o "scores”obtenida al realizar un ACP previo. Para este
ultimo caso se ha ensayado ademas con la distancia Mahalanobis [11].
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Los resultados obtenidos se muestran en varias figuras. La Figura V.14 muestra
el dendograma obtenido a partir de la matriz de los datos originales usando la
distancia Euclidea

Sésamo + Maiz +
— Colza+ Canola J

}—_]_
Soja+ Lino + Girasol
— + Orujo de oliva +
_ Oliva Virgen Extra +
- Uva + Cacahuete +
Semillas
0

_/

|
0.5 1 1.5 2

5
x104

Figura V.14. Dendograma obtenido a partir de la matriz de los datos originales usando
la distancia Euclidea aplicando la Estrategia N© II, opcién B.
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La Figura V.15 muestra el dendograma obtenido a partir de la matriz de los
“scores” usando la distancia Euclidea.
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Figura V.15. Dendograma obtenido a partir de la matriz de los “scores” usando la
distancia Euclidea aplicando la Estrategia N°2, opcién B.
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La Figura V.16 muestra el dendograma obtenido a partir de la matriz de los
“scores” usando la distancia Mahalanobis.
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Figura V.16. Dendograma obtenido a partir de la matriz de los “scores” usando la
distancia Mahalanobis aplicando la Estrategia N°2, opcién B.

El estudio comparativo de todos los dendogramas obtenidos, indica que los
mejores resultados se obtienen cuando se utiliza la distancia de Mahalanobis como
distancia de aglomeracién. Utilizando como distancia para la seleccién del clusters
Diinkage = 0.66 Dmaxima, S€ Obtienen cuatro agrupamientos, dos de los cuales
corresponden uno a las muestras de aceite de oliva virgen extra y el otro a las
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muestras de aceites de colza y canola, lo que confirma que la utilizacion de la
huella dactilar instrumental obtenida en el preprocesado de los perfiles
cromatograficos, constituye una fuente de datos adecuada para la aplicacion de
técnicas de reconocimiento de pautas a la caracterizacion de las muestras
analizadas.

Ademas se concluye que la distancia Mahalanobis es mejor que la distancia
Euclidea ya que ésta minimiza la variabilidad. Cabe destacar que, al emplear la
distancia Mahalanobis, se emplea una matriz de datos con un nimero de variables
inferior a la matriz original facilitando su uso al tener que utilizar una matriz
reducida. Para ello se requiri6 de 3 componentes principales que explicaban un
95.05% de la varianza total.

V.5. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Se llevé a cabo un modelo de ACP [12, 13, 14, 15, 16, 17, 18] en el que con
un 97.49 % de varianza se explicaban 4 componentes principales tomando como
criterio que el autovalor sea mayor que 1 (Figura V.17). En la Tabla V.3 se indican
los autovalores y el porcentaje de varianza explicada para cada una de las cuatro
componentes principales obtenidas. Observando las graficas de los pesos, se
confirma que el primer y tercer componente son los que mas influencia presentan
dado que la componente 4 ejerce una contribucién minima. El peso de la
componente 1 (PC1) (Figura V.18) corresponde a los principales picos de los
esteroles: p-sitosterol, campesterol, brasicasterol, y en menor proporcién A’-
avenasterol, los cuales aportan informacion en la parte positiva. Los aceites de
colza y canola se identifican por la presencia de brasicasterol y los aceites de lino y
sésamo por ejemplo se separan por esta componente ya que tienen el mismo perfil
de campesterol, p-sitosterol y A*-avenasterol. El peso de la componente 2 (Figura
V.19) corresponde a los picos del campesterol y brasicasterol en la parte positiva y
en la parte negativa se ve influenciada por los picos de B-sitosterol, estigmasterol y
A-avenasterol. El peso de la componente 3 (Figura V.20) segun la parte positiva
del cromatograma tiene mayor influencia el estigmasterol, campesterol, A’-
estigmastenol y A’-avenasterol.

La relacién de alturas del A’-estigmastenol y A’-avenasterol es muy caracteristica
de aceites como soja, girasol y maiz. Finalmente, el peso de la componente 4
(Figura V.21) corresponde en la parte positiva a los esteroles A°-avenasterol,
campesterol y estigmasterol. Los aceites de cacahuete y uva tienen el mismo perfil
pero no guardan la relacion campesterol /estigmasterol que indica la componente
3 sino que es al revés. Se definen por la parte positiva de la componente 3 y por la
parte negativa de la componente 1. Los aceites de soja se definen por la
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componente 3 en la parte positiva ya que mantienen la relacion del
[\’-estigmastenol y A’-avenasterol y también viene definido por la componente 1
tanto en la parte positiva como en la parte negativa. Los aceites de girasol se
definen por la parte positiva tanto de la componente 1 como la componente 3. El
aceite de orujo de oliva se define por la parte positiva y negativa de la componente
1 y la parte negativa de la componente 3, presentando mas campesterol que
estigmasterol. Este tipo de aceites si que tiene A>*-estigmastadienol a diferencia
del resto de aceites. El aceite de oliva virgen extra se define por la componente 1
pero presenta poco p-sitosterol asi como campesterol.

10°

16T < 100
14 o 98
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124 5 96
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§ 10- 3] 94
e sl s 92
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Numero de Componentes Principales Numero de Componentes Principales

Figura V.17. A. Numero de CP vs Autovalores. B. Nimero de CP vs Varianza acumulada.

Tabla V.3. Autovalores y varianza explicada para los datos analizados segln
Estrategia N° 2, opcion B.

Componente Autovalor de 9% Varianza 9% Varianza
b covarianza explicada acumulada

1 4.49x10° 82.13 82.13

2 1.75%10° 9.67 91.80

3 5.88x10* 3.25 95.05

4 4.41x10* 2.44 97.49
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Figura V.18. Peso del ACP de la PC1.
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Figura V.19. Peso del ACP de la PC2.
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Figura V.20. Peso del ACP de la PC3.
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Figura V.21. Peso del ACP de la PC4.

Tras analizar los diferentes pesos de cada una de las 4 componentes se observa
la grafica de las puntuaciones. En la Figura V.22 se observa que se pueden
distinguir claramente 5 grupos: Grupo 1: Colza, canola, maiz y sésamo; Grupo 2:
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Lino, girasol, semillas, cacahuete y uva; Grupo 3: Soja; Grupo 4: Oliva virgen
extra; Grupo 5: Orujo de oliva.

Grafica Puntuaciones de las muestras
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400 | /
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#»\*
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»Xx

\ X
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| | | | | | |
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Figura V.22. Grdfica de las puntuaciones de ACP. PC1 vs PC3. Segun Estrategia NO II,
opcion B.

La matriz generada a partir de las puntuaciones del ACP realizado es la que se
ha empleado para realizar el HCA con ambas distancias (Euclidea y Mahalanobis).

Se decide aplicar un método de clasificacion, PLS-DA, como
técnica de reconocimiento de pautas supervisadas a las
siguientes clases de aceites vegetales (soja, girasol, colza y
canola, oliva virgen extra y orujo de oliva) ya que tras aplicar
el ACP se observan que estos grupos estan bien diferenciados.
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V.6 ANALISIS DISCRIMINANTE POR MINIMOS CUADRADOS
LINEALES PARCIALES (PLS-DA)

Para llevar a cabo este analisis discriminante por minimos cuadrados parciales
[19] se tuvo en cuenta los resultados obtenidos atendiendo al agrupamiento
natural de los datos analizados mediante un ACP. De tal forma que se observaba
que existian 5 grupos de ahi que para realizar el modelo de PLS-DA se definan 5
clases constituidas por: Clase 1: Ac. Girasol; Clase 2: Ac. Orujo de Oliva; Clase 3:
Ac. Oliva Virgen Extra; Clase 4: Ac. Colza y Canola y Clase 5: Ac. Soja.

Las muestras que se analizaron se recogen en la Tabla V.4.

Tabla V.4: Muestras de aceites vegetales.

Tipo de muestra Cédigo Cantidad
Oliva Virgen Extra
(Arbeq_uma, cornlcapra, hojiblanca, EVOO %
picual, manzanilla, royal)
Orujo de Oliva POO 4
Girasol SFO 9
Girasol alto contenido en acido oleico SFO(o) 2
Colza RO 3
Canola CanO 2
Soja SyO 4

El proceso que se llevo a cabo para realizar el PLS-DA se resume en varias
etapas:

1. Se solapan los cromatogramas.

2. Se selecciona la zona de interés quimico.

3. Se preprocesan los cromatogramas empleando la Estrategia N° II, opcién
B, descrita en el Apartado V.4 de este Capitulo, en la que se alinea la

sefal, se ajusta la linea base y se hace un centrado de media.

4. Se lleva a cabo el PLS-DA con el algoritmo SIMPLS, como técnica de
clasificacion.
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5. Se interpretan los pesos para identificar las regiones del cromatograma de
mayor utilidad.

6. Se evallan los resultados obtenidos.

Para construir el modelo se ha empleado un set de calibracion compuesto por 38
muestras y 12 muestras se emplearon para validarlo externamente constituyendo
el 25% del conjunto total de muestras que eran 50. Simultdneamente se ha
validado usando una validacion cruzada tipo Venetian Blinds con un Split de 6.

4 variables latentes fueron necesarias para construir el modelo PLS-DA bajo la
regla general de que no se incluyen mas variables latentes adicionales a menos
que se mejore el RMSECV por encima de un 2%.

En la Figura V.23 se muestra el grafico de sedimentacion para elegir el nimero
de variables latentes.

0.25

0.2

RMSECV
<}
&

o
=

0.05 -

2 4 6 8 10 12 14 } 16 18 20

Numero de Variables Latentes
Figura V.23. Grafico de Sedimentacién. Nimero de Variables Latentes
vs Error medio de clasificacion de la validacion cruzada.

Estas 4 variables latentes explican el 99.20 % de la varianza en el Bloque X y el
91.20 % en el Bloque Y.

El bloque X del set de calibraciéon estaba compuesto por 38 muestras x 18201
variables y el bloque Y por una matriz de 38 filas x 5 columnas, tantas filas como
muestras haya y tantas columnas como clases definidas, compuestas por 1s y 0s
colocando el valor de 1 a la columna que le corresponda ese tipo de clase. La
matriz del bloque Y se muestra en la Tabla V.5.
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El bloque X del set de validacién estaba compuesto por 12 muestras x 18201
variables.

Tabla V.5. Matriz del Bloque Y del set de Calibracién compuesta por 38 filas x 5
columnas.

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
1 0 0 0 0

O OO0 OO0 HKFHF F F EFEF FHF B H H H FHHEFBF B EMHFREBREMHEMHREBREARARARAOOOOOOOOOOO

O OO O OO0 OO0 OO0 O0ODO0ODO0ODO0DO0ODO0ODO0ODO0ODO0DO0OO0ODO0ODO0DO0OO0DO0OO0OO0OO K H H H = = =
O OO0 OO0 O0ODO0ODO0OO0ODO0DO0DO0DO0DO0DO0ODO0DO0O0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0ODOOO0ODOFHFHFHOOOOOOO OO
O OO, H HFOOOODOOODODODOODOODOODOODOLODOLODOLODODOLODOOLOOOOOoOOoOOoOOo
H = = O 0 00000000000 0D0D0D0D0D0D0D0D0D0DO0DO0OO0O0OO0OO0OO0OOOoOOoOOoO
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Como se puede ver en las Figuras V.24, V.25 y V.26, todas las muestras estan
perfectamente clasificadas, discriminando entre aceites de oliva virgen extra, orujo
de oliva, girasol, colza mas canola y soja.

La Figura V.24 muestra la clasificacién de las muestras de Girasol y Orujo de
oliva.
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Figura V.24. PLS-DA. Set de calibracién: v Clase Girasol; Clase Orujo de Oliva;

®Clase Oliva Virgen Extra; <> Clase Canola y Colza; a Clase Soja. Set de validacion
externa (®).
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La Figura V.25 muestra la clasificacidon de las muestras de aceite de oliva virgen
extra y canola y colza.
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Figura V.25. PLS-DA. Set de calibracion: v Clase Girasol; Clase Orujo de

Oliva; ™Clase Oliva Virgen Extra; <% Clase Canola y Colza; A Clase Soja. Set de
validacién externa (®).
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La Figura V.26 muestra la clasificacion de las muestras de aceite de oliva virgen

extra y canola y colza.

le
- -0

Y Pred. Prob. Clase Soja

Muestras

Figura V.26. PLS-DA. Set de calibracion: ¥ (Clase Girasol; Clase Orujo de Oliva;

B Clase Oliva Virgen Extra; < Clase Canola y Colza; A Clase Soja. Set de validacion
externa (®@).

Los resultados se apoyan con los parametros estadisticos obtenidos evaluando el
modelo con los valores de R?, RMSEC, RMSECV y RMSEP que se muestran en las
Tablas V.6 y V.7 siendo satisfactorios.

Tabla V.6. Resultados estadisticos del modelo entrenado.

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
N© muestras 9 3 20 3 3
RMSEC 0.019 0.053 0.143 0.168 0.043
RMSECV 0.028 0.066 0.171 0.199 0.058
R? Cal. 0.995 0.985 0.720 0.887 0.974
R? CV 0.989 0.976 0.610 0.843 0.954

Cal. Calibracion

269




I Estudio sobre la capacidad de la huella dactilar ...

Tabla V.7. Resultados estadisticos de la prediccion del modelo.

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
N° muestras 2 1 6 2 1
RMSEP 0.032 0.037 0.114 0.123 0.056
R? Pred. 0.993 0.991 0.840 0.953 0.992

Pred. Prediccion

Al observar los pesos de cada variable latente (VL) (Figura V.27) se comprueba
que las VL que mas peso tienen son la VL1 y VL4, ya que el peso de la VL1
corresponde a los picos de B-sitosterol, campesterol y brasicasterol, los cuales
aportan informacion en la parte positiva y el peso de la LV4 corresponde al pico del
estigmasterol en la parte positiva y a los picos A’-estigmastenol y A’-avenasterol
en la parte negativa.
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Figura V.27. Pesos de cada variable latente.
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Tras aplicar un modelo clasificatorio a las diferentes
muestras de aceites vegetales disponibles y comprobar que
de todas las muestras analizadas el modelo de clasificacion
permite diferenciar perfectamente entre el 100 % de las
clases consideradas.

Este hecho permitié establecer una nueva hipétesis segun la
cual la huella dactilar cromatografica de los 4-
desmetilesteroles méas habitualmente presentes en aceites
vegetales podria emplearse para la cuantificacion de aceite de
oliva virgen extra en mezclas con otros aceites tales como
orujo de oliva, girasol, colza/ canola y soja Si ademas se
considera las agrupaciones obtenidas mediante la aplicacion
del analisis de componentes principales se podria cuantificar
aceite de oliva en aquellos casos en lo que el lugar de utilizar
algunos de los aceites mencionados anteriormente se
emplearan maiz como sustituto de colza y canola y/o aceites
de semillas en vez de aceites de girasol
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CAPITULO VI






Cuantificacion de aceite de oliva en
vinagretas y alinos comerciales usando
un modelo PLS desarrollado con mezclas
binarias de aceites vegetales

Es bien conocido, que el aceite de oliva se consume directamente (sélo o
mezclado con otros aceites) o, como ingrediente en humerosos alimentos (diversas
conservas, salsas y alifos, galletas, embutidos, margarinas y mantequillas, patatas
fritas, pastillas para caldo, etc.).

El contenido de aceite de oliva en productos alimenticios viene recogido en el
Reglamento de la UE N° 29/2012 de la Comision de 13 de enero de 2012 [1]
sobre las normas de comercializacion del aceite de oliva. El articulo 6 de dicho
Reglamento, indica que:

1. Cuando se comercializan mezclas de aceites y se menciona (en la
forma que sea) que dicha mezcla contiene aceite de oliva (de
cualquier categoria (oliva virgen extra, oliva virgen, oliva y orujo de
oliva), el contenido de éste debe estar expresamente indicado
en su etiqueta y su porcentaje deber ser siempre superior al 50%
de la mezcla utilizada.
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2. Si el producto alimenticio, contiene aceite de oliva, su contenido
debe ser expresado explicitamente. En ningin caso el
reglamento obliga a identificar o indicar la composicion de los otros
aceites que puedan estar presentes. Estan excluidos del reglamento,
aquellos alimentos que estan regulados por reglamentos especificos,
como las conservas en sardinas (Reglamento CEE 2136/89) y atun y
bonito (Reglamento CEE 1536/92), en las que sdlo se puede indicar
la presencia de aceite de oliva cuando el medio de cobertura sea
aceite de oliva sin mezclas. Por lo tanto, la denominacidon de venta
de la mezcla sera la siguiente: “Mezcla de aceites vegetales (o
nombres especificos de esos aceites vegetales) y de aceite de oliva”,
seguida directamente de la indicacion del porcentaje de aceite de
oliva en la mezcla.

A\Y

En dicho Reglamento se indica ademas que “...es necesario evitar que los
productos alimenticios que contienen aceite de oliva engafen al consumidor
poniendo de relieve la reputacion del aceite de oliva sin sefalar la composicion real
del producto. Por consiguiente, en las etiquetas debe aparecer daramente una
indicacion del porcentaje de aceite de oliva y determinadas indicaciones en el caso
de los productos constituidos exclusivamente por una mezcla de aceites vegetales.
Ademds, es necesario tener en cuenta las disposiciones especiales previstas en
determinados reglamentos especificos sobre productos con aceite de oliva...”.

Con estos antecedentes normativos, y siguiendo con el objetivo de evaluar la
aplicabilidad del perfil cromatografico de fitoesteroles obtenido de acuerdo con la
metodologia desarrollada en el Capitulo III para la cuantificacion de aceite de oliva
en alimentos, este capitulo tiene como objetivo desarrollar y validar un modelo PLS
[2, 3] para la cuantificaciéon de dicho aceite en salsas vinagretas y alifios
comerciales.

Para su desarrollo se han tomado como base herramientas quimiométricas que
han sido utilizadas para comparar, discriminar, clasificar y predecir la autenticidad
de aceites vegetales [4, 5, 6, 7].

El algoritmo empleado en el PLS ha sido el SIMPLS en lugar del NIPALS ya que
este Ultimo es mas lento y mas dificil de interpretar, adicionalmente se ha
considerado que dicho algoritmo resulta mas adecuado ya que maximiza la
covarianza y el NIPALS no lo hace [8, 9].
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VI.1. ACEITES UTILIZADOS PARA LA CREACION DEL
MODELO

Para la construccién del modelo se seleccionaron los cincuenta y tres aceites
vegetales que aparecen recogidas en la Tabla VI.1 en la que ademas se muestra el
cddigo asignado a cada variedad o tipo de aceite y el niUmero de aceites de cada
tipo. Como se puede observar, el modelo se construyd a partir de un 47.2% de
aceites de oliva y un 52.8% de aceites vegetales. La procedencia de las muestras
se recoge en el Capitulo II de esta Memoria.

Tabla VI.1. Aceites utilizados para la construccién del modelo PLS.

Tipo de aceite Codigo Cantidad
Oliva Virgen Extra
(arbequina, cornicabra, hojiblanca, EVOO 13
picual, manzanilla, royal)

Oliva Virgen VOO 4
Oliva Refinado ROO 4
Orujo de Oliva POO 4

Girasol SFO 8
Colza RO 4
Canola CanO 2
Soja SyO 5
Maiz Cco 3
Semillas SO 6

VI.I.1. Muestras utilizadas como conjunto o set de calibracion:

El conjunto de calibracion se disefid a partir de mezclas binarias de los aceites de
oliva virgen extra y aceites vegetales recogidos en la tabla anterior. La composicion
de las mismas, se varid entre un 25 y un 75% de oliva, ademas se introdujeron
muestras constituidas por 100% de oliva virgen extra y 100% de aceites vegetales
(girasol, soja, maiz, colza y canola). En la Tabla VI.2 se detalla la composicidn
individual de cada mezcla o aceite ensayados.
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Tabla VI.2. Composicidn las mezclas y aceites del set de calibracion.

Tipo de mezclas Composicidn Cantidad

EVOO:SFO 3

25:75% (v/v)
EVOO:SFO 3

50:50% (v/v)
EVOO:SFO 3

75:25% (v/v)
EVOO:CanO 3

25:75% (v/v)
EVOO:CanO 3

50:50% (v/v)
EVOO:CanO 3

75:25% (v/v)

Oliva Virgen Extra: Aceite Vegetal

EVOO0:SyO 3

25:75% (v/v)
EVOO:SyO 3

50:50% (v/v)
EVOO0:SyO 3

75:25% (v/v)
EVOO:CO 3

25:75% (v/v)
EVOO:CO 3

50:50% (v/v)
EVOO:CO 3

75:25% (v/v)
SFO 3
Aceites vegetales CanO 3
(100%) Cco 3
SyO 3

Aceites de oliva virgen extra

(100%) EVOO 12
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VI.I.2. Muestras utilizadas como conjunto o set de validacion

Para la validacién se optd por realizar una validacion externa con veinticuatro
muestras diferentes a las ensayadas en la calibracion. Para disefiar el conjunto de
validacidon se decidié establecer cuatro niveles de porcentaje de aceite de oliva
(20%, 40%, 60% y 80%) que de acuerdo con la Figura VI.1 se pueden considerar
como pisos del bloque de validacion.

A su vez cada piso se diseid de tal forma que:

(@) En el eje X se establecieron tres niveles: (1) aceite de oliva
refinado (ROO) y aceite de orujo de oliva (POO), (2) aceite de oliva
virgen extra no monovarietal (EVOO) y oliva virgen (VOO), y (3)aceite
de oliva virgen extra monovarietal (picual, arbequina, hojiblanca y
cornicabra), y

(b) en el eje Y se consideraron cuatro niveles atendiendo a los
diferentes tipos de aceites vegetales utilizados: (1) canola (CanO),
colza (RO) y maiz (CO), (2) soja(Sy0), (3) girasol (SFO) y (4) semillas
(SO).

o,
/oaceite oliva

80:20 %
(m/m)

~
7~

(m/m)

. /./ —

/ -
40:60 %
/ / /é (m/m)
so

Y. -
T |

(m/m)

CanO,RO,CO,

POO EVOO EVOO
ROO Voo (Categorias)

Figura VI.1. Set de datos del bloque de validacion externa con aceites de oliva y
aceites vegetales. Categorias: [e] picual, [e] arbequina; cornicabra y [e] hojiblanca.
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En todos los casos las mezclas binarias se realizaron utilizando siempre aceites
diferentes.

VI.I.3. Muestras utilizadas como conjunto o set de prediccion

El set de prediccién se disefid a partir de veinte muestras entre las que se
utilizaron materiales de referencia terciarios elaborados en el laboratorio segun el
procedimiento descrito en el Capitulo II de esta Memoria, cuatro vinagretas
comerciales y un alifio.

La informacidon suministrada en la etiqueta de estas muestras se recoge en la
Figura III.2. En ella se puede observar que el contenido de aceite de oliva virgen
extra declarado en las vinagretas es del 7% o del 15%. En el caso del alifo
comercial el contenido declarado es del 24% de aceite de oliva virgen extra sobre
un 37% de materia grasa (M.G.) declarada.

Vinagreta al Vinagre de
I6dena

Aceite de Oliva Virgen Extra
(7%), Aceite Refinado de
Girasol, Vinagre Balsamico
de Médena, Miel, Pimienta
Negra Molida, Agua y Sal.

Vinagreta al
toque Oriental
i liva Virgen EXtre
(7%), Aceite Refinado de
Girast 6dena, Vinagre de Aceite de Oliva Virgen Extra (15%),
arroz, Salsa de Soja, Miel, E 5 Aceite Refinado de Girasol, Vinagre
Sésamo Tostado, Jengibre i R | A 3 Balsémico de Médena, Vinagre de Vino,
Molido y Sal. Tomate, Pan rallado, Pimiento, Avellana
Tostada, Aimendra, Ajo,
Aguay Sal

Vinagreta de Frutos Secos al
Vinagre de Médena Blanco
i . %

(b)

(a)
Figura IIL.2. Muestras comerciales estudiadas (a) vinagretas, (b) alifio. Los cddigos
asignados para su analisis han sido: VIN-ORI (vinagreta al toque oriental); VIN-MOD
(vinagreta al vinagre de Mddena); VIN-MOS (vinagreta de mostaza): VIN-SEC
(vinagreta de frutos secos al vinagre de Médena Blanco) y ALI (alino).

La Tabla VI.3 recoge el cddigo y la composicién de los distintos materiales de
referencia terciarios elaborados. Aunque aparece descrito en el Capitulo II, indicar
que el procedimiento seguido para su elaboracién se basd en la receta mas
habitual que aparece tanto en blogs [10] como en recetarios de cocina [11],
segun la cual para su elaboracién se emplea una parte de vinagre por tres partes
de aceite 0 mezcla de aceites y una pizca de sal.
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Tabla VI.3. Descripcidn de las vinagretas empleadas como materiales
de referencia terciarios.

Codigo Composicion (v:v,%)
VRM1 E(‘l’(%‘))
VMR2 5\1/81())
g0
o050
VMR5 Eé?g_?z:;o
a0s0
VMR7 E\(/;g:()c)o
VMR8 Evgcg::scoa)no
VMR9 E\(/g)(:)G:;O
VMR10 E\fg ;3;/0
VMR11 szg(()):;;)/o
VMR12 SSQEE?
VMR13 C((23557F5?
VMR14 ngfg’)o
VMR15 ng;f;o

VI.2.DISENO PARA LA OBTENCION DE LAS HUELLAS DACTILARES
CROMATOGRAFICAS

La Figura VI.3 recoge de forma resumida el procedimiento seguido para la
obtencion de la huella dactilar cromatografica a emplear en el modelo de
cuantificaciéon [12].
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TR, Sefial ,
ol e
o] (ML)
— ol e
ol e
2 ol e
ol e MTDO MMOD
TR,| e0o0000e Sefial, | 000000
TR; Sefial j Sefial ;| o0o000 00O XXX
el @ T Eliminacion de
ol @ (ML) TR| e0@@@@@| /35 filas de TR XXX XX
o| o
: : Sefial ;| o0o000 00 XYY XXXY)
o| o
o] @ TR,| eeoc0e0 0@ (XYY XX Y
Sefial | o0000 00 Sefial , | o0000 00
TR, Sefial ,
(ML,)T

ML,
0000000
0000000

Figura III.3. Procedimiento seguido para la obtencion de la huella dactilar representativa
de las mezclas de aceites

Inicialmente, para cada comatograma de GC-FID de aceite 0 mezcla de aceites
obtenido mediante el método HPLC-GC-FID off line desarrollado, se recogié una
matriz inicialyyestra i+ (MIs+) (matriz del cromatograma registrado para la
muestra;) de dos columnas, la primera constituida por los valores crecientes del
tiempo de andlisis o valores de tiempos registrados (TR) y la segunda constituida
por la sefal cromatografica registrada a esos tiempos. Para poder operar con el
software, dichas matrices se transpusieron antes de ser combinadas para generar
la denominada matriz total de datos originales (MTDO).

En este caso, y a partir de lo establecido en el Capitulo V de esta Memoria, dicha
matriz estaba constituida por 116 filas 18201 columnas, en las que, en las filas y
de forma alternativa, aparecian los TR y las sefiales cromatograficas de las 58
muestras analizadas.

Finalmente, se construyd una nueva matriz denominada matriz para el
modelado (MMOD) en la que las variables finales seleccionadas fueron las sehales
cromatograficas una vez que se eliminaron las filas de los TR. Esta matriz se utilizd
como matriz base para realizar el modelo de cuantificacion de aceite de oliva en
salsas y alifos comerciales.
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Antes de seguir con el establecimiento del modelo de cuantificacién se observd
que al superponer varios perfiles cromatograficos obtenidos tratando diferentes
cantidades de muestra en la etapa de saponificacion (1 o 5 gramos de aceite o
mezcla binaria de aceites), y tras seguir el método analitico desarrollado, el perfil
cromatografico era dependiente del tamafio de la muestra.

Con objeto de resolver este problema, sin tener que limitar el procedimiento a
un tamafio de muestra fijo, se optd por realizar una normalizacién interna de los
perfiles cromatograficos dividiendo cada una de las variables de la huella dactilar
por la variable de mayor valor del perfil, la cual aparece al tiempo de retencion del
B-sitosterol, fitoesterol mas abundante en todos los aceites vegetales, incluido el
aceite de oliva.

De esta forma se consiguid una huella dactilar normalizada (todas las
variables alcanzan un valor menor o igual a uno en el caso del B-sitosterol) para
cada muestra analizada. Tras esta normalizacion, y para posteriores estudios, la
MMOD final se consider6 constituida por las huellas dactilares
normalizadas de las muestras utilizadas en cada caso (MMODNOR).

VI.3. PRE-PROCESADO DE LOS DATOS

Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, el pre-procesado de los datos
es la etapa previa al tratamiento de los mismos para alinear las respuestas y
eliminar fuentes extranas de variabilidad, siendo necesario en casi todos los casos
ya que de acuerdo con lo establecido por Wise et al. [13] en el Manual de manejo
del PLS_Toolbox 4.0® un nimero excesivo de fuentes extrafias de variabilidad
puede incrementar la dificultad en la estimacion del modelo y ademas puede
entorpecer el poder aislar la varianza de interés. El pre-procesamiento llevado a
cabo en todos los modelos desarrollados en este capitulo ha sido el mismo que el
aplicado en el modelo clasificatorio desarrollado en el Capitulo V de esta Memoria,
y que ha constado de las siguientes etapas:

1. Alineamiento de la sefial mediante el algoritmo ICOSHIFT definiendo
5 intervalos [14,15].

2. Ajuste de la linea base mediante un algoritmo de segundo orden.

3. Centrado de media.
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VI.4. PRIMER MODELO PARA LA CUANTIFICACION DE ACEITE DE
OLIVA EN SALSAS Y ALINOS COMERCIALES

En la Figura VI.4 se muestra la superposicion de las diferentes huellas dactilares
normalizadas obtenidas para el conjunto de calibracion utilizado en la creacion del
modelo.

1.0
0.9
0.8 [
0.7
06|
05|
"
0.3
0.2
0.1

1.8 2
10°

0 02 04 06 08 1 12 14 16
Variables

Figura VI.4. Huellas dactilares del conjunto o set de calibracion
(MMODNOR: 58 x 18201).

El preprocesado de las mismas se muestra en las Figuras V1.6 y VI.7 en las que
se muestran respectivamente el alineamiento de la sefial mediante el algoritmo
ICOSHIFT para los cinco intervalos considerados, el ajuste de la linea base
mediante el algoritmo de minimos cuadrados ponderados de segundo orden (WLS)
y el centrado sobre la media.

En la elaboracién del modelo PLS se empled el algoritmo SIMPLS para encontrar
el numero de variables latentes significativas y validar el modelo mediante una
validacién cruzada tipo “Venetian Blinds”. Los bloques establecidos para el
modelado de calibracién XY fueron:

- Bloque de variables de entrada o bloque X: Matriz MMODNOR.

- Bloque de variables de salida o bloque Y: Matriz de porcentajes de
aceite de oliva utilizados en las mezclas ensayadas para la cuantificacién
(corresponderia a una matriz en la que solo se identifica cada nivel por
su porcentaje de aceite de oliva, independientemente del aceite vegetal
utilizado en la mezcla binaria. Los niveles seleccionados aparecen
recogidos en la segunda columna de la Tabla VI.2.)
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Raw Data
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Figura VI.5. Alineamiento de la sefal usando el ICOSHIFT. A) Datos
originales. B) Alineamiento de los cromatogramas con respecto al maximo

pico de cada intervalo. C) Cromatogramas alineados.
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Figura VI.6. Ajuste linea base y centrado sobre la media de los datos de
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El nimero optimo de variables latentes (VLs) se selecciond considerando los
graficos de sedimentacion para los errores cuadraticos medios de los conjuntos de
calibraciéon (RMSEC) y validacion cruzada (RMSECV) realizada con el set de
validacion. Como se puede observar en la Figura VI. 7 el nUmero seleccionado fue
de 3, considerando ademas que seleccionar un ndimero mayor no mejoraria
sustancialmente la varianza acumulada.

Con estas tres variables latentes se explica un un 90.87% de la varianza del
Blogue X y un 96.36% de la varianza del Bloque Y. Dado el nimero de muestras
utilizadas en el set de calibracidn, se necesitaron 7 splits para el tipo de validacién
cruzada seleccionado.

25

20

-
%)

RMSECV, RMSEC
S

h—
1 1 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Numero de Variables Latentes

—t
i ]

Figura VI.7. NUmero de variables latentes (VLs) vs los errores
cuadraticos medios de los conjuntos de calibraciéon (RMSEC) y
validacion cruzada (RMSECV).

A continuacién se procedio a evaluar el peso o carga (en inglés “loadings”) que
los distintos fitoesteroles presentes en las huellas dactilares normalizadas ejercen
sobre las variables latentes seleccionadas.

En la Figura VI.8 se puede observar que la VL1 esta influenciada negativamente
por brasicasterol y campesterol (mezclas con menor contenido en dichos
fitoesteroles), en la figura VI.9 se puede observar que la VL2 estd influenciada
positivamente por el brasicasterol y el campesterol y negativamente por la parte de
la huella dactilar correspondiente a estigmasterol, A’-estigmastenol y A’-
avenasterol.
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Figura VI.8. Fitoesteroles de la huella dactilar normalizada que influyen en la

VL 1.
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Figura VI.9. Fitoesteroles de la huella dactilar normalizada que influyen en la
VL 2.
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Finalmente, en la Figura VI.10 se puede observar que la VL 3 esta influenciada
positivamente por la parte de la huella dactilar en la que se encuentran el
campesterol y el estigmasterol y negativamente por la zona de la huella dactilar en
la que se encuentran el A’-estigmastenol y el A’-avenasterol (zona terminal de la
huella), y por la zona del B-sitosterol. Hecho este ultimo importante, ya que
permite confirmar que aunque es un fitoesterol mayoritario en todos los aceites,
las diferencias en su contenido permitirian diferenciar el contenido en aceite de
oliva en una mezcla.

0.04

0.03|-  Campesterol

~

0.02 <—— Estigmasterol i

A7-Avenasterol

\

0.01

-0.01

LV 3 (16.46%)

-0.02

/1

-0.03 A7-Estigmasterol

-0.04 - B-Sitosterol _

-0.05 - B

-0.06 I I I I I I I I I
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Variables

Figura VI.8. Fitoesteroles de la huella dactilar normalizada que influyen en la VL 3.

La Figura VI.9 recoge la representacién de los porcentajes de aceite de oliva
predichos frente a los porcentajes reales. Como se puede observar los valores
obtenidos para R*(0.956) y RMSECV(7.246) indican que la capacidad de prediccién
del modelo es adecuada cuando la validaciéon cruzada se realiza con muestras del
propio set de calibracidn, asi, el modelo establecido permitiria cuantificar aceite de
oliva en mezclas binarias con otros aceites vegetales utilizando las huellas
dactilares cromatograficas normalizadas obtenidas en mezclas cuya composicién
varia entre 0% de aceite de oliva (muestras de aceites vegetales individuales tales
como girasol, soja, canola, colza y maiz) y 100% de aceite de oliva virgen extra.
Siendo el rango ensayado para las mezclas el comprendido entre 20 y 80% de
aceite de oliva en la mezcla.
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120
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Figura VI.9. Porcentaje de aceite de oliva predicho en las diferentes mezclas binarias
utilizadas en el set de calibracion.

A continuacion, el modelo se validd de forma externa, utilizando para ello un set
de validacion de veinticuatro mezclas no incluidas en el entrenamiento del modelo.
Como se ha comentado al inicio del capitulo, estas muestras se elaboraron de
acuerdo con el Blogue de validacion externa disenado para tal fin.

La Figura VI.10 muestra los resultados obtenidos. Como se puede observar los
valores obtenidos en este caso para R?(0.949) y RMSECV(8.286) indican que la
capacidad de prediccion del modelo es adecuada cuando la validacion cruzada se
realiza con muestras externas al set de calibracion, si bien es verdad que ambos
parametros empeoran ligeramente con respecto a la validacion cruzada interna
realizada previamente. No obstante el valor de RMSEP inferior a un 10% indicaria
que el modelo establecido permitiria cuantificar aceite de oliva en mezclas binarias
de composicién desconocida.
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120 T
R?=0.949
3 Latent Variables

RMSEC= 6.6206
100 RMSECV= 7.2461 4
RMSEP= 8.2865

Calibration Bias= -1.4211x1014
CV Bias= 0.22973

80 Prediction Bias= -0.48488

% Aceite Oliva Predicho

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Aceite Oliva Actual
Figura VI.10. Validacion externa usando el modelo 1. ¥ Set de calibracion. @ Set de
validacién.

Los datos obtenidos como resultado del entrenamiento y validacién del modelo
se recogen en la Tabla VI.4.

Tabla VI.4. Resumen de los parametros mas importantes del modelo 1 desarrollado para la
determinacién de aceite de oliva en mezclas binarias.

VL R?%. RMSEC R?%y RMSECV R%p RMSEP Bias

0.9636  6.6206  0.9564 7.2461 0.8787  8.2865 -1.4x10

Una vez conocido el error de prediccién del modelo se procedié a su aplicacion
en muestras reales (vinagretas y alifos) analizando por una parte materiales de
referencia terciarios elaborados con mezclas de aceites, siguiendo la receta
habitual empleada en la elaboracion de este tipo de salsas y por otra parte
diversas vinagretas y alino comerciales. Los resultados se recogen en la Tabla VI.5.
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Tabla VI.5. Cuantificacion de aceite de oliva en vinagretas.

Muestras Codigo %o _(m/ m) (_Ie %o (r_n/m) ac?ite de
aceite de oliva oliva predicho

VRM1 100 102.31

VMR2 100 107.51

VMR3 50 55.18

VMR4 25 39.98

VMR5 75 69.36

VMR6 60 57.16

Materiales de VMR7 90 84.22
Referencia VMR8 20 42.02
Terciarios VMR9 40 37.50
VMR10 10 8.97

VMR11 0 28.51

VMR12 0 31.91

VMR13 0 25.65

VMR14 60 59.30

VMR15 80 64.89

ALI 24 59.24

Vinagretas VIN-ORI 7 39.91
Comerciales VIN-SEC 7 39.99
VIN-MOD 15 38.27

VIN-MOS 7 35.10

Como se puede observar, en el caso de las vinagretas elaboradas en el
laboratorio (materiales de referencia terciarios) el modelo predice de forma
adecuada el 60% de las mismas. Destacando que para el 40% restante, el modelo
no predice bien en el caso de que la vinagreta contenga una mezcla de aceites
vegetales y no contenga aceite de oliva (VMR11, VMR12 y VMR13). Este hecho
puede atribuirse a que en el set de calibracién no se contempld la posibilidad de
incluir mezclas binarias para el 0% de aceite de oliva, y dado que el perfil de
esteroles de este Ultimo esta incluido en los perfiles de esteroles de los aceites
vegetales, el modelo puede confundirlo.

En el caso de las salsas comerciales, el modelo predice mal en el 100% de los
casos. Aqui, la razén puede encontrarse en la composicion de las salsas ya que
seglin se especifica en la etiqueta ademas de aceite de oliva, contienen semillas y
trazas de frutos secos (almendras, avellanas, etc.) que pueden interferir en el perfil
cromatografico de los TMS-esteroles. Este hecho se justifica porque en todos los
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casos el valor encontrado ha sido siempre mayor que el declarado por el
fabricante.

VI.5. SEGUNDO MODELO PARA LA CUANTIFICACION DE ACEITE
DE OLIVA EN SALSAS Y ALINOS COMERCIALES

Con objeto de mejorar el modelo anterior y a la vez facilitar el calculo, se penso
en la posibilidad de reducir el nimero de variables normalizadas. Para tal fin se
realizd un muestreo de la sefial de acuerdo con lo establecido en el Teorema de
Nyquist [16, 17]. Tras probar diferentes secuencias de muestreo de la senal (1 de
cada 10, de cada 20 o de cada 30), los mejores resultados se obtuvieron cuando
sobre la matriz MMODNOR se eliminaron 19 de cada veinte variables (muestreo 1
de 20) con lo que esta matriz se redujo de 58x18201 a una matriz MMODNORRggp
de 58x911 variables sin una pérdida sustancial de informacién. La Figura VI.10
muestra la superposicion de las diferentes huellas dactilares normalizadas
obtenidas para el conjunto de calibracién utilizado una vez realizado el muestreo.
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02—
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Figura VI.10. Huella dactilar del set de calibracién tras normalizar y aplicarle el teorema
de Nyquist. MMODNORggp = Matriz (58%x911) variables.
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El preprocesado realizado antes de desarrollar el modelo (alineamiento con
ICOSHIFT, ajuste de la linea base y centrado de media) se muestra en las Figuras
VI.11y VI.12.
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Figura VI.11. Alineamiento de la sefal usando el ICOSHIFT. A). Datos
originales. B). Alineamiento de los cromatogramas con respecto al maximo
pico de cada intervalo. C). Cromatogramas alineados.
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Figura VI.12. Datos preprocesados. Ajuste linea base y centrado de media.
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En la elaboracion del segundo modelo PLS (Modelo 2) se empled el algoritmo
SIMPLS para encontrar el nimero de variables latentes significativas y validar el
modelo mediante una validacion cruzada tipo “Venetian Blinds”. Los bloques
establecidos para el modelado de calibracién XY fueron:

- Blogue de variables de entrada o bloque X: Matriz MMODNORggp.

- Bloque de variables de salida o bloque Y: Matriz de porcentajes de
aceite de oliva utilizados en las mezclas ensayadas para la cuantificacion.
Esta matriz es la misma que la utilizada para el Modelo 1.

Al igual que en el Modelo 1, el nimero 6ptimo de variables latentes (VLs) se
selecciond considerando los graficos de sedimentacidn para los errores cuadraticos
medios de los conjuntos de calibracion (RMSEC) y validacion cruzada (RMSECV)
realizada con el set de validacion. Como se puede observar en la Figura VI.13, el
numero Optimo de VLs fue también de 3. En este caso, estas tres variables
latentes explican un 89.91% de la varianza del Bloque X y un 95.71% de la
varianza del Bloque Y. Al igual que en el modelo anterior, se necesitaron 7 splits
para el tipo de validacién cruzada seleccionado.

25

RMSECV , RMSEC

——

T

0

| | | | | | | |
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
NUmero de Variables Latentes

Figura VI.13. Grdfica de sedimentacion. Numero de LVs vs
RMSECV y RMSEC.

A continuacion se procedid a evaluar el peso o carga que los distintos
fitoesteroles presentes en las huellas dactilares normalizadas ejercen sobre las
variables latentes seleccionadas.
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Figura VI.14. Fitoesteroles de la huella dactilar
normalizada reducida que influyen en: (@) VL 1;
(b) VL2y (c) VL 3.

Capitulo VI

Se puede observar que, al igual
que en el Modelo 1:

(a) La VL 1 estd influenciada
negativamente por brasicasterol y
campesterol.

(b) La VL 2 esta influenciada posi-
tivamente por el brasicasterol y el
campesterol y negativamente por
la parte de la huella dactilar
corres-pondiente a estigmasterol,
A’-es-tigmastenol y A’-avenaste-
rol.

(c) La VL 3 estd influenciada
positivamente por la parte de la
huella dactilar en la que se
encuentran el campesterol y el
estigmasterol y negativamente por
la zona de la huella dactilar en la
que se encuentran el A’-estigmas-
tenol y el A’-avenasterol (zona
terminal de la huella), y por la
zona del B-sitosterol.

En todos los casos el peso de
cada “huella individual” asociada a
los fitoesteroles presenta un valor
mas pequeiio en comparacion con
el mostrado en el modelo anterior.

La Figura VI.15 recoge la representacion de los porcentajes de aceite de oliva
predichos frente a los porcentajes reales en el caso de la validacion cruzada
realizada sobre el set de calibracion. Como se puede observar los valores
obtenidos para R*(0.957) y RMSECV(7.869) indican que la capacidad de prediccién
del modelo es también adecuada, hay que resaltar que el suavizado de la sefial
provoca una ligera mejora en la correlacién/linealidad del modelo y empeora
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ligeramente el error cuadratico medio para la validacion cruzada con el set de
calibracion.

120°

R?=0.957

3 Latent Variables
. RMSEC= 7.1875
100~ RMSECV= 7.8689 y
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Figura VI.15. Porcentaje de aceite de oliva predicho en las diferentes mezclas binarias
utilizadas en el set de calibraciéon cuando se normaliza y se muestrea la sefial (Método 2)

A su vez, la Figura VI.16 muestra la representacion de los porcentajes de aceite
de oliva predichos frente a los porcentajes reales en el caso de la validacion
cruzada realizada sobre el set de validacion. Como se puede observar los valores
obtenidos para R?(0.9103) y RMSECV(7.6035) indican que la capacidad de
prediccién del modelo es también adecuada.

Los datos obtenidos como resultado del entrenamiento y validacién del método
se recogen en la Tabla VI.6.

Tabla VI.6. Resumen de los pardametros mas importantes del modelo desarrollado PLS para
la determinacién de aceite de oliva en muestras de vinagretas.

VL R?%. RMSEC R?%y RMSECV R%p RMSEP Bias

0.9571  7.1875  0.9486 7.8690 0.9103  7.6035 7.1x10
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Figura VI.16. Validacion externa obtenida para el Modelo 2. ¥ Set de
calibracion. @ Set de validacion.

Por ultimo, y de forma andloga a la seguida en el caso anterior, se aplico el
modelo a los perfiles normalizados y suavizados de las muestras que constituian el
set de prediccion de muestras reales (materiales de referencia terciarios,
vinagretas y aliflos comerciales). Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla
VI.7.

Como se puede observar, los resultados encontrados al aplicar este modelo son
equivalentes a los obtenidos con el modelo anterior, sin embargo, aunque se
obtiene el mismo porcentaje de aciertos en la prediccién (60% en el caso de las
vinagretas elaboradas en el laboratorio) y a su vez predice con una diferencia de +
1%, el tiempo invertido en la obtencion del resultado es menor.

Al igual que el modelo anterior, en el caso de las salsas comerciales, este modelo
actual predice mal en el | 100% de los casos.
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Tabla VI.7. Cuantificacion de aceite de oliva en vinagretas.

Muestras Codigo %o _(m/m) c_le % (r!1/m) ac?ite de
aceite de oliva oliva predicho

VRM1 100 102.70
VMR2 100 107.37

VMR3 50 58.8

VMR4 25 41.79

VMR5 75 70.15

VMR6 60 55.69

Materiales de VMR7 90 86.93
Referencia VMR8 20 44.74
Terciarios VMR9 40 44,12

VMR10 10 8.06

VMR11 0 31.00

VMR12 0 32.93

VMR13 0 28.69

VMR14 60 62.05

VMR15 80 67.15

ALI 24 61.28

Vinagretas VIN-ORI 7 42.38
Comerciales VIN-SEC 7 42.77
VIN-MOD 15 39.49

VIN-MOS 7 36.21

VI.5. TERCER MODELO PARA LA CUANTIFICACION DE ACEITE DE
OLIVA EN SALSAS Y ALINOS COMERCIALES

Dado que la reduccién de la dimension de la matriz de datos aplicada en el
Modelo 2 no introducia una mejora sustancial a la hora de intentar cuantificar el
contenido de aceite de oliva en productos alimenticios tipo salsas y alifios, se
decidio establecer otro modelo de cuantificacién mediante PLS (Modelo 3).

Para ello, tomando como partida la matriz MNORggp definida tras el suavizado de
la sefial cromatografica una vez realizado el muestreo, y aplicado el algoritmo
ICOSHIFT para el alineamiento de la huella dactilar de todas las muestras, se
procedid a realizar un cribado de la misma eliminando diferentes columnas. Esta
eliminacion se realizd tomando como referencia, tanto el agrupamiento no
supervisado mediante ACP obtenido para el estudio individual de los aceites
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seleccionados, como el peso de cada uno de los perfiles individuales de los
fitoesteroles en las tres variables latentes seleccionadas en los modelos anteriores.
Con este criterio y tras optimizar las zonas a eliminar, se decidié a partir de los
resultados obtenidos en diferentes ensayos, trabajar con una nueva matriz de
datos MMODNORgep-criz €n la que solo se contemplaba la huella dactilar
normalizada y suavizada en los intervalos 100-400 y 700-831 y que en
consecuencia originaba una huella dactilar parcial de 431 variables.

En esta huella dactilar parcial solo aparecen los perfiles normalizados de
brasicasterol, 24-metilencolesterol, campesterol, campestanol, estigmasterol, A’-
estigmastenol y A’-avenasterol y se eliminan el resto de picos, entre ellos, el del -
sitosterol.

La Figura VI.17 muestra las huellas dactilares normalizadas parciales de la nueva
matriz MMODNORRegp.cris Utilizada para entrenar el nuevo modelo.

Datos

0.7
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0.4

0.3

0.2

200 300 400700 800850
Variables

Figura VI.17. Huella dactilar del set de calibracién tras normalizar, muestrear la sefial y
cribar las zonas seleccionadas. MMODNORRggp-cris = Matriz (58x431) variables.

En este caso, tras obtener la huella dactilar parcial, se procede al nuevo
alineamiento de la linea base y a un centrado de medias, el resultado final del
mismo se muestra en la Figura VI.18.
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Figura VI.18. Ajuste linea base y centrado de medias de la
matriz MMODNORRED_CRIB .

En la elaboracion de este ultimo modelo se emplearon de nuevo el algoritmo
SIMPLS para encontrar el nimero de variables latentes significativas y la validacion
cruzada tipo “Venetian Blinds”. Los bloques establecidos para el modelado de
calibracién XY fueron:

- Bloque de variables de entrada o bloque X: Matriz MMODNORRgep-criz-

- Bloque de variables de salida o bloque Y: Matriz de porcentajes de
aceite de oliva utilizados en las mezclas ensayadas para la cuantificacion.
Esta matriz es la misma que la utilizada en los modelos anteriores.

El nimero éptimo de variables latentes (VLs) seleccionado, al igual que en los
modelos anteriores, a partir los graficos de sedimentacion para los errores
cuadraticos medios de los conjuntos de calibracion (RMSEC) y validacion cruzada
(RMSECV) realizada con el set de validacion.

En este caso, y como se puede observar en la Figura VI.19, el nimero dptimo de
VLs seleccionadas fue de 4. Estas cuatro variables latentes explican un 98.98% de
la varianza del Bloque X y un 96.71% de la varianza del Bloque Y. Al igual que en
los modelos anteriores, se necesitaron 7 splits para el tipo de validacidon cruzada
seleccionado.
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RMSECV , RMSEC

0

Figura VI.19. Numero de LVs vs RMSECV y RMSEC.
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influyen en: (@) VL 1; (b) VL 2; (c) VL 3y (d) VL 4.

Tras analizar la Figura VI.20 se puede observar que en este modelo:

(a) La LV 1 esta influenciada negativamente por el brasicasterol y campesterol.
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(b) La LV 2 esta influenciada positivamente por el brasicasterol y el campesterol y
negativamente por el estigmasterol.

(c) La LV 3 esta influenciada positivamente por el estigmasterol y negativamente
por A’-estigmastenol y A’-avenasterol.

(d) La LV 4 estd influenciada positivamente por el brasicasterol, A’-estigmastenol y
A’-avenasterol.

La Figura VI.21 recoge la representacion de los porcentajes de aceite de oliva
predichos frente a los porcentajes reales en el caso de la validacién cruzada
realizada sobre el set de calibracion. Como se puede observar los valores
obtenidos para R%*(0.9817) y RMSECV(5.615) indican que la capacidad de
prediccion del modelo simplificado mejora sustancialmente con respecto a los
modelos anteriores a la vez que simplifica el procesado informatico. Por tanto es
de resaltar que el suavizado de la seial y el cribado de la huella dactilar
parcial mejora sustancialmente tanto la correlacion/linealidad del
modelo como el error cuadratico medio para la validacion cruzada con el
set de calibracion.
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Figura VI.21. Porcentaje de aceite de oliva predicho en las diferentes
mezclas binarias utilizadas en el set de calibracion cuando se normaliza, se
muestrea la senal y se hace un cribado por zonas (Método 3).
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Al igual que en los modelos anteriores, una vez entrenado el modelo se procedié
a su validacién con el set de validacién externa. La Figura VI.21 muestra el
porcentaje de aceite de oliva predicho en las diferentes mezclas binarias utilizadas
en dicho set de validacion cuando se normaliza, se muestrea la sefal y se hace un
cribado por zonas, es decir se trabaja con la huella dactilar parcial.
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Figura X. Validacion externa para el modelo 3. ¥ Set de calibracion. @ Set de
validacién.

Los principales parametros de calidad de este modelo se recogen en la siguiente
Tabla. Cabe indicar que en este caso el error cuadratico medio de prediccion es
superior a los obtenidos en los modelos anteriores, aunque oscila en torno a un
10%, valor aceptable para este tipo de cuantificaciones.

Tabla VI.8. Resumen de los parametros mas importantes del modelo desarrollado PLS para
la determinacidn de aceite de oliva en muestras de vinagretas.

VL R%. RMSEC R?%y RMSECV R% RMSEP Bias

0.9817 4.8098 0.9773 5.6151 0.8025 10.2442
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Finalmente, los resultados obtenidos al utilizar este modelo para la cuantificacion
de aceite de oliva en alimentos tipo salsas se muestran en la Tabla VI.9.

Tabla VI.9. Cuantificacion de aceite de oliva en vinagretas usando el Modelo 3.

% (m/m) de % (m/m) aceite de

Muestras Codigo aceite de oliva oliva predicho
VRM1 100 97.72
VMR2 100 102.36
VMR3 50 41.61
VMR4 25 28.31
VMR5 75 56.27
VMR6 60 59.74
Materiales de VMR7 90 81.72
Referencia VMR8 20 37.75
Terciarios VMR9 40 30.43
VMR10 10 -12.60
VMR11 0 4.01
VMR12 0 20.21
VMR13 0 8.64
VMR14 60 71.87
VMR15 80 82.30
ALI 24 38.70
Vinagretas VIN-ORI 7 23.61
Comerciales VIN-SEC 7 31.97
VIN-MOD 15 38.67
VIN-MOS 7 30.23

Como se puede observar, en el caso de las vinagretas elaboradas en el
laboratorio (materiales de referencia terciarios) el modelo predice de forma
adecuada el 73% de las mismas, frente al 60% predicho en los modelos
anteriores. Entre las nuevas vinagretas cuantificadas de forma correcta caben
destacarse las VMR11 y VMR13 correspondientes a vinagretas de referencia
elaboradas con aceites que no son de oliva, no predichas en los modelos
anteriores. No obstante, y dado que las muestras VMR8 y VMR10 siguen sin ser
predichas correctamente se podria concluir que en este tipo de muestras el modelo
predice de forma adecuada el contenido en aceite de oliva en aquellas mezclas en
las que supere el 30%.
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Por otro lado, dado que el modelo desarrollado predice bien el 66.67% de las
vinagretas de referencia elaboradas sin aceite de oliva, la hipdtesis anterior de que
el modelo construido a partir de aceites individuales produce “confusién” puede
descartarse, si bien seria recomendable completar el entrenamiento del modelo
aumentando la casuistica en la preparacion de mezclas binarias.

Dadas las caracteristicas del modelo y considerando la composicion de las salsas
comerciales (contenido en aceite de oliva < 30% y presencia de diferentes semillas
ricas en fitoesteroles). Cabe pensar que el conjunto de muestras comerciales
utilizado no resultd ser el mas adecuado, sin embargo tras una busqueda
exhaustiva no se encontré ninguna salsa comercializada con un % de aceite de
oliva superior.

A la vista de los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo, se puede
considerar que:

Una vez eliminada la dependencia que el tamaio de la muestra
analizada ejerce sobre la huella dactilar cromatografica de los
fitoesteroles mas habituales en aceites vegetales mediante la
normalizacion interna de las variables implicadas (dividiéndolas
por la mayor sefal cromatografica registrada al tiempo de
retencion del B-sitosterol) y, establecidos los tres modelos PLS
para la cuantificacion de aceite de oliva en mezclas binarias de
aceites vegetales que se enumeran en la Tabla VI.10 en la que se
ademas se relinen sus principales caracteristicas,

Tabla VI.10. Caracteristicas mas relevantes empleadas en el disefio de los diferentes
modelos de cuantificacion mediante PLS desarrollados en este capitulo.

Modelo Tratamiento datos Variables
(Preprocesado)

1 Normalizacion 18201
(Alineamiento de los picos + Ajuste linea base + Centrado en la media)

Normalizaciéon + Muestreo basado en el Teorema de Nyquist

911
(Alineamiento de los picos + Ajuste linea base + Centrado en la media)

Normalizaciéon + Muestreo basado en el Teorema de Nyquist
3 (Alineamiento de los picos + Seleccion de zonas + Ajuste linea base + 431
Centrado en la media)
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Se pueden extraer las siguientes conclusiones:

(1) Al realizar un muestreo de la seiial cromatografica se ha
mejorado notablemente la cantidad de datos para procesar
con el software adecuado, reduciendo la matriz de datos
original de 18201 variables (Modelo 1) a una matriz de 911
(Modelo 2), sin alterar la informacion obtenida pero
facilitando su manejo.

(2) Al realizar un muestreo y acortar parte de la huella
dactilar cromatografica se ha reducido considerablemente la
cantidad de datos para procesar informaticamente,
reduciendo la matriz de datos original de 18201 variables
(Modelo 1) a una matriz de 431 variables (Modelo 3), sin
alterar la informacion original y acortando el tiempo de
obtencion e interpretacion de resultados.

(3) La cuantificacion del aceite de oliva presente en mezclas
binarias, materiales de referencia caseros y productos
alimenticios tipo vinagretas o alinos se realiza adecuada-
mente siempre y cuando el porcentaje real de aceite de oliva
en el caso de los dos primeros tipos de muestras, o el
porcentaje especificado en la etiqueta, el caso de los dos
ultimos sea superior al 30%.

(4) Para todas las muestras comerciales se ha obtenido un
valor sobreestimado con respecto al suministrado en las
etiquetas. Este hecho se puede atribuir a que, tal y como se
declara en las mismas, para su elaboracion, ademas de
aceites se han utilizado otras semillas (sésamo, soja,
almendra, trigo, etc.) que pueden ocasionar un aporte de
fitoesteroles imposible de cuantificar.
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Conclusiones

Como resultado de esta Tesis Doctoral, se pueden establecer las siguientes
conclusiones:

1. Se ha llevado a cabo una revision bibliografica de los métodos utilizados
para la determinacién de fitoesteroles en aceites vegetales. Paralelamente,
se hizo sobre el uso conjunto, de cromatografia y quimiometria para el
analisis de estos compuestos en aceites y grasas. Sorprendentemente, no
se ha encontrado hasta el momento el uso de perfiles en sefiales como
“huellas dactilares” posiblemente por la falta de conocimiento de muchos
cromatografistas. Ademas, se han encontrado casos en los que se ha
hecho un mal uso sobre datos discontinuos.

2. Se ha desarrollado y puesto a punto una metodologia de identificacién de
fitoesteroles en aceites vegetales y alimentos mediante un andlisis off-line
HPLC-GC/FID, evitando el uso de la CCF. Los compuestos esterdlicos se
aislaron mediante HPLC como técnica semi-preparativa empleando una
columna de polaridad media tipo ciano, siendo posible detectar y aislar la
fraccién de esteroles en menos de 12 minutos. Estudios de repetibilidad y
reproducibilidad permiten que este andlisis pueda llevarse a cabo como
analisis de rutina en cualquier laboratorio.

3. Se han optimizado las condiciones cromatogréficas asi como, la cantidad
de mezcla derivatizante necesaria para favorecer la formacién de los
derivados sililados de los fitoesteroles en aceites vegetales, para su
determinacién en un equipo GC-FID

4. Se ha propuesto de forma detallada el calculo de la incertidumbre
asociada a la cuantificacion de los TMS-fitoesteroles en aceites vegetales.
Se han tenido en cuenta todas las fuentes de incertidumbre relacionadas
con la heterogeneidad de la muestra, la calibracion interna con un
subrogado, la pureza de los reactivos, la reaccién de derivatizacién, los
errores aleatorios asociados a todo proceso de medida quimico, etc.

5. Se ha llevado a cabo la cuantificacion de los TMS-4-desmetilesteroles
mediante el método oficial propuesto por el Consejo Oleicola
Internacional, COI, que emplea una calibracion interna con un subrogado
(5-colestanol) y, mediante los factores de correccién tedéricos (TCF). En
este Ultimo caso, se ha podido realizar la cuantificacién debido a que se
conoce la estructura de estos compuestos determinando el nimero de
carbonos activos.
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Se ha llevado a cabo el andlisis de 75 muestras de aceites vegetales (oliva
virgen extra (picual, hojiblanca, arbequina, cornicabra, manzanilla y royal),
oliva virgen, oliva refinado, orujo de oliva, girasol, girasol alto oleico, maiz,
soja, colza, canola, semillas, pepita de uva, cacahuete, sésamo y lino);
39 muestras preparadas de mezclas de aceite de oliva con otros aceites
vegetales en diferentes porcentajes (20-80 %), cubriendo el mayor rango
posible; 15 vinagretas como materiales de referencia terciarios, elaboradas
en el laboratorio y 5 vinagretas y aliios comerciales. El tratamiento de
estas muestras no ha requerido la adiciéon de subrogado. Se ha usado el
cromatograma completo para aplicar diferentes  herramientas
guimiométricas.

Se ha potenciado el uso de las huellas dactilares cromatograficas
(fingerprint) para agrupar, clasificar y cuantificar los aceites de oliva y
aceites vegetales obteniendo buenos resultados. Se han clasificado de
forma correcta todas las muestras diferenciando el aceite de oliva del
resto de aceites vegetales.

Se ha mejorado el pre-procesado de los datos, etapa clave para el
tratamiento de los mismos evitando resultados erroneos. ,siguiendo varias
estrategias para encontrar el pretratamiento més adecuado. Ademas, se
ha reducido el nimero de variables mediante el Teorema de Nyquist.

Se ha desarrollado un modelo quimiométrico para la cuantificacion de
aceite de oliva en alimentos elaborados con mezclas de aceites vegetales
(soja, girasol, colza, canola y semillas) preparado en el laboratorio y
adquiridos de forma comercial como vinagretas o alifios, a partir de la
huella dactilar de los TMS-4-desmetilesteroles. Este modelo de
cuantificacién, PLS, fue entrenado y validado conconjunto de muestras
diferentes en cada caso. Se obtuvieron unos errores de prediccién
inferiores al 10%.
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I Perspectivas Futuras

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, se han
abierto ante nosotros posibilidades para futuros trabajos, de entre las cuales, se
mencionan algunas a continuacion:

© Puesta a punto de un método para la separacion de esteroles con el
equipo KONIK HPLC HPLC+GC-MS (K2Q12), con interfase TOTAD
(“Through Oven Thermical Absorption Desorption™), provisto de un
detector de espectrometria de masas con analizador de cuadrupolo y de
un detector de ionizacion de llama (FID). Este equipo fue recepcionado a
mediados del afio 2011. Con la adquisicién de este equipo se pretende
seguir mejorando la etapa de tratamiento de muestra para identificar y
cuantificar esteroles sin necesidad de derivatizarlos. Se analizaria el
insaponificable de los diferentes aceites vegetales tratados transfiriendo la
fraccion esterdlica aislada directamente por el HPLC a través de la
interfase al cromatografo de gases. De igual modo, seria interesante
analizar el aceite directamente sin tener que saponificarlo.

© Uso de las huellas dactilares (cromatogramas completos, o espectros de
masas) para desarrollar modelos multivariantes para la caracterizacién y
cuantificacion del aceite de oliva, aceites vegetales, grasas y productos
alimenticios a partir de la metodologia arriba indicada.
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