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Resumen
Se optimizaron las condiciones de puri�cación simultánea de �toesteroles y escualeno para su análisis en ácidos grasos 
destilados de soya, un subproducto de la industria de re�nación de aceite. Se estudió el efecto combinado del volumen de 
eluente, cantidad de adsorbente y de compuestos en la muestra usando un arreglo factorial completo 23 en un diseño 
compuesto central. Los dos primeros in�uenciaron principalmente (p< 0.05) la puri�cación de los �toesteroles, no así el tercero. 
Se validó el método analítico, obteniendo precisión y exactitud aceptables en condiciones de reproducibilidad. La 
concentración de �toesteroles totales, �toesteroles libres, esteri�cados y escualeno fue de 17.19, 15.16, 2.03, y 2.17 % p/p 
respectivamente lo que hace a dicho subproducto una fuente potencial de estos compuestos para la industria alimentaria, 
farmacéutica y cosmética.

Abstract
Simultaneous puri�cation conditions of phytosterols and squalene were optimized for its analysis in soybean oil 
deodorizer distillate, a by-product of the oil re�ning industry. The combined e�ect of the eluent volume, the amount of 
silica gel and amount of compounds in the sample were studied using a complete factorial arrange 23 in a central 
compound design. The puri�cation of phytosterols was mainly in�uenced by the �rst two factors (p<0.05) but not by the 
third factor. The analytical method was validated, obtaining precision and accuracy that were acceptable in 
reproducibility conditions. The concentrations of total phytosterols, free and esteri�ed phytosterols and squalene, were: 
17.19, 15.16, 2.03, y 2.17 % p/p respectively, making this by-product a potential source of said compounds for the food, 
pharmaceutical and cosmetic industry.
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Optimización de un método para determinación de 
fitoesteroles y escualeno en ácidos grasos destilados usando la 

metodología de superficie de respuesta y su validación
An optimization method of quanti�cation for phytosterols and squalene in 

distillated fatty acids using response surface methodology and its validation



Introducción

La deodorización de los aceites vegetales tiene la finalidad de 
eliminar sustancias que imparten sabores y olores indeseables a 
los mismos. Esta operación es una de las etapas finales en el 
proceso de refinación química utilizada actualmente y se lleva a 
cabo por destilación, mediante arrastre con vapor de los 
compuestos más volátiles presentes en el aceite crudo.1 Junto 
con dichas sustancias, (productos de oxidación como aldehídos, 
cetonas, ácidos grasos libres, etc.) se destilan, algunos 
componentes minoritarios entre los que destacan, tocoferoles, 
fitoesteroles, escualeno, mono y diglicéridos, hidrocarburos 
pesados y algunos triglicéridos. Este destilado es un 
subproducto conocido como ácidos grasos destilados (AGD´s); 
particularmente, el proveniente de la refinación de aceite de 
soya (AGDAS) es de especial interés por su alto contenido de 
sustancias bioactivas como los son los tocoferoles, fitoesteroles 
y escualeno, por lo que representa una potencial fuente natural 
de éstos. Se han reportado valores para tocoferoles y 
fitoesteroles de 2-10 y 3-15 %p/p, respectivamente2 y para 
escualeno 5.5 % p/p.3 Sin embargo, las condiciones de 
temperatura, presión y tiempo de residencia en el deodorizador 
influyen en la composición de dicho subproducto.1 En 
consecuencia, resulta necesario cuantificar dichas sustancias 
para establecer el valor de este para su posible 
aprovechamiento.

El escualeno (E) es un hidrocarburo terpenoide que se encuentra 
en importante proporción en hígado de especies marinas, como 
ballenas y tiburones. Generalmente se utiliza en su forma 
natural o hidrogenada en la formulación de cosméticos por sus 
propiedades como humectante o agente emoliente. Sin 
embargo, su uso en  aplicaciones cosméticas ha sido limitado ya 
que existe una preocupación por la conservación de las especies 
marinas a nivel internacional. Por lo cual, resulta importante 
establecer fuentes alternas para el suministro de este 
hidrocarburo.4

Los fitoesteroles se utilizan actualmente como ingredientes de 
alimentos funcionales, debido a sus efectos protectores, 
especialmente β-sitosterol, en contra de cáncer de colon, 
próstata, mama, aunado a su ya bien conocido efecto 
hipocolesterolemico.5 De hecho, los ensayos clínicos 
controlados han demostrado que el consumo de fitoesteroles 
(2-3 g/d) resultan en la reducción del colesterol de 
aproximadamente el 10%.6,7 

Los fitoesteroles libres (FL) y esterificados (FE) son 
componentes esenciales de las membranas de las células 
vegetales y se encuentran ampliamente distribuidos junto con 
los fosfolípidos y otros glicolipidos.8 El contenido, tipo y 

proporción de FL y FE es característico de cada tipo de aceite; 
por ejemplo, el aceite de oliva tiene altos niveles de 
β-Sitoesterol y ∆7-Avenasterol mientras que el aceite de girasol 
es rico en ∆7-Estigmaesterol.9

Particularmente los FE tienen mayor interés en la industria 
alimentaria por ser más biactivos y liposolubles que los FL, por 
lo que es fácil incorporarlos en productos grasos para la 
producción de alimentos funcionales.10 Con base en lo anterior, 
es importante establecer una metodología analítica que permita 
la cuantificación de los FE en cualquier fuente natural.

Con respecto a los métodos para el análisis de fitoesteroles por 
cromatografía de gases, existe información que cita la etapa 
previa de derivatización, específicamente la sililación, la cual 
consiste del remplazo de un hidrógeno ácido por un alquilsililo 
dentro de una molécula, con lo cual se mejora la volatilidad, 
estabilidad térmica y la detección del analito;11 sin embargo, 
para esta etapa se utilizan reactivos como la piridina y 
N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida con 1% de trimetil 
cloro silano (TMCS), los cuales son de difícil manejo en el 
laboratorio y representan un costo extra para su correcta 
disposición, la derivatización tiene también la desventaja de que 
las condiciones y los tiempos de reacción llegan a ser hasta de 2 
h. Por lo anterior, se hace necesario evaluar estadísticamente la 
posibilidad de eliminar la etapa previa de derivatización para el 
análisis de los compuestos de interés.  

Por otra parte, por ser los AGDAS una matriz compleja (un 
concentrado de ácidos grasos libres, diglicéridos y 
triglicéridos), resulta indispensable también, establecer 
protocolos de purificación previa a la cuantificación para la 
eficiente separación de los FL de los FE, además de la 
eliminación de algunas interferencias. Existen reportes que 
refieren el uso de 15 g sílica gel como adsorbente empacado en 
columnas de vidrio (300 x 20 mm) y 75 mL de eluente fracción 
polar para la elución de los FL y otros 75 mL de fracción no 
polar, para la elución de los FE, para cada muestra.12 Este 
procedimiento requiere cantidades importantes de reactivos y 
genera una dificultad para el correcto manejo y disposición de 
los residuos, aunado a la complejidad en la manipulación del 
material de vidrio utilizado en la purificación. Existen estudios 
en los que se utilizan 500 mL de una mezcla de metanol: 
cloroformo (1:2 v/v) para la extracción y purificación de los 
fitoesteroles libres y esterificados en semillas,8 en este caso, el 
cloroformo por ser un compuesto organoclorado, es un solvente 
de difícil manejo en el laboratorio, potencialmente tóxico, 
además de que se generan costos extra para su correcta 
disposición.

Otros autores, reportan el uso de un sistema en línea 
Cromatografía de líquidos-Cromatografía de gases (CL-CG) 



para el análisis de FL, FE y FT. En el cromatógrafo de líquidos 
los FL se separan de los triglicéridos para su posterior 
identificación y cuantificación en el Cromatógrafo de gases 
(CG). Para la determinación de los FT, la muestras son 
saponificadas y los insaponificables, se extraen con éter etílico, 
el extracto se inyecta al sistema CL-CG y los FE se estiman de 
forma indirecta,9 esta técnica genera una alta cantidad de 
residuos y es de alto costo por involucrar las dos técnicas 
analíticas cromatográficas.

Con respecto al análisis estadístico, entre las técnicas 
multivariantes de mayor relevancia utilizadas en la 
optimización de procesos analíticos, está la metodología de 
superficie de respuesta (RSM). Ésta involucra la aplicación de 
técnicas matemáticas y estadísticas con el objetivo de ajustar a 
una ecuación polinomial los datos experimentales, lo cual 
permite describir el comportamiento de un conjunto de valores 
con el objetivo de hacer predicciones estadísticas. Se puede 
aplicar cuando se tiene una respuesta de interés o un conjunto de 
éstas que son influenciadas por diversas variables. El objetivo 
es optimizar simultáneamente los niveles de dichas variables 
para conseguir el mejor rendimiento en el proceso.

Previo a la aplicación de la metodología de RSM se requiere 
elegir un diseño experimental que defina los ensayos a 
realizarse en la región experimental de estudio. Para este fin, los 
diseños para los modelos de primer orden (por ejemplo, los 
factoriales) se pueden usar cuando el conjunto de datos no 
presenta curvatura. Sin embargo, para los datos experimentales 
que no pueden ser descritos por funciones lineales, existen 
diseños para respuestas de superficies cuadráticas, como 
factorial de tres niveles, Box-Behnken, compuesto central y 
Doehlert.13,14

Por lo anterior, el propósito de este estudio fue establecer una 
metodología optimizada con el uso de herramientas estadísticas 
como el método de superficie de respuesta y su posterior 
validación, para la simultanea purificación y cuantificación de 
escualeno, fitoesteroles libres y esterificados en ácidos grasos 
destilados de aceite de soya, que represente una opción viable 
para la disminución de costo, tiempo y generación de residuos y 
que permita evaluar la factibilidad del aprovechamiento de 
dicho subproducto como fuente natural de estas sustancias 
bioactivas. Asimismo, dicha metodología permitirá establecer 
la calidad y originalidad de los aceites vegetales.  

Material y métodos

Los ácidos grasos destilados provienen del proceso de 
refinación de aceite de soya (AGDAS), fueron obtenidos de una 
industria de refinación de aceite vegetal de la localidad 

Monterrey Nuevo León México. Todas las muestras fueron 
almacenadas a -15 °C hasta su análisis. Escualeno, 
β-sitoesterol, campesterol, estigmaesterol, colesterol y sílica gel 
grado cromatográfico 100-200 malla fueron obtenidos de Sigma 
Aldrich (St. Louis, MO, USA). El resto de los reactivos y 
solventes fueron de grado analítico marca Fisher Scientific 
(Monterey N.L. Mex.). Para las etapas de optimización y 
validación se utilizó el producto Vegapure 95 FF lote 
GR83057002 obtenido de BASF The chemical company como 
matriz de trabajo por tener este una composición grasa 
semejante a la matriz en estudio, con concentración conocida de 
fitoesteroles esterificados de 97 % p/p que expresados como 
fitoesteroles libres equivale al 60 % p/p.

Optimización de la purificación de fitoesteroles libres, 
esterificados y escualeno usando el método de superficie de 
respuesta en un diseño compuesto central (DCC)
La purificación de los fitoesteroles y escualeno se realizó en una 
columna de sílica gel utilizando como eluente para la fracción 
no polar, hexano:acetato etilo (90:10) y para la polar 
hexano:éteretílico:etanol (25:25:50) para obtener los 
fitoesteroles esterificados, escualeno y los fitoesteroles libres 
respectivamente. Para evaluar la capacidad de la fracción polar 
se utilizó el colesterol como analito, ya que su estructura 
química es similar a los FL. El volumen de eluente, la cantidad 
de sílica gel y cantidad de fitoesteroles, escualeno y colesterol 
(factores independientes X1, X2 y X3 respectivamente) fueron 
variados para optimizar la etapa de purificación mediante  el 
método de superficie de respuesta en un diseño compuesto 
central (DCC). Para determinar la mejor combinación de los 
tres parámetros de purificación en función del incremento de la 
recuperación de los FE, escualeno y colesterol se usaron cinco 
niveles (-1.68, -1,  0, + 1 y 1.68) en el DCC (Tabla 1).El número 
de tratamientos en el diseño fue de N=2K+2k+n0. El punto 
central fue replicado seis veces para obtener los grados de 
libertad de cinco y así calcular el error experimental. Los 
valores óptimos de las condiciones experimentales fueron 
determinados aplicando la ecuación polinomial de segundo 
orden (Ecuación2) y analizando la gráfica de contornos de la 
superficie de respuesta. Las variables fueron codificadas de 
acuerdo a la ecuación 1.

Donde Χi es el valor codificado de la variable i;xi el valor real 
no codificado de una variable independiente;x0 el valor de Χi en 
el punto central;y Δx es la diferencia de cambio entre los niveles 
0 y 1. 
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Dónde:  
Y es el % de recuperación del compuesto a evaluar;β0es la 
constante del coeficiente;βi es el coeficiente linear;βii es el 
efecto del coeficiente cuadrado;βij es el coeficiente del efecto de 
la interacción;Xi y Xj son los valores codificados de las 
variables i y j; respectivamente.

El trabajo del diseño experimental, análisis de datos, gráficas de 
superficie de respuesta y de contornos fue realizado en el 
programa estadístico Design Expert trial-version 7(Stat-Ease 
Inc., Minneapolis, MN).

Tabla 1. Variables independientes y sus valores codificados usados 
para la optimización de la purificación de escualeno, fitoesteroles 

libres y esterificados para su análisis.

Tratamiento a la fracción no polar12

La fracción no polar proveniente de la purificación que contiene 
los FE y escualeno, se concentró a 2 mL aproximadamente, se 
saponificó añadiendo 20 mL de solución de KOH en etanol al 6 
% p/p en baño maría a 75 °C por 1h. Posteriormente se realizó 
una extracción líquido-líquido en un embudo de separación de 
250 mL con dos porciones de éter etílico de 25 mL, luego, la 
fracción de éter se lavó con KOH 0.25M (50 mL) y con agua 
destilada (50 mL), la fracción de éter se colectó pasando por 
Sulfato de Sodio en un matraz bola de 100 mL y se concentró a 
3 mL aproximadamente, finalmente se aforó a 10 mL con 
hexano.
Tratamiento a la fracción polar.12

La fracción polar que contiene el colesterol y representa a los 
FL se concentró a aproximadamente 3.0 mL y finalmente se 
aforó a 10 mL con hexano.  

Todas las concentraciones fueron realizadas a presión reducida 
en rotavapor (Heildoph, Caframo LTD VV 2000) a 150 rpm, 
temperatura de 50 ºC.

Validación del método analítico
Se prepararon 15 muestras sintéticas de concentración conocida 
de fitoesteroles pesando 0.15 g de Vegapure 95 FF aforando a 
10 mL con hexano y una solución de escualeno de 2760 mg/L. 
De cada una de las soluciones se añadieron 0.1 mL a los 
cartuchos de sílica para la aplicación de la metodología de 
purificación y análisis previamente optimizada y obtener así las 
concentraciones experimentales. Con los datos obtenidos y 
utilizando las ecuaciones estadísticas correspondientes (3, 4, 5, 
6 y 7) se calcularon los siguientes parámetros de Validación: 

Límite de detección (LDM) y cuantificación (LCM), precisión 
en condiciones de reproducibilidad y repetibilidad, exactitud 
expresada como sesgo, recuperación, incertidumbre y rango de 
trabajo.

Cálculo de la precisión inicial del método
Dado que la precisión del método está en función de la 
variabilidad de las mediciones, ésta se calculó en términos del 
porcentaje de desviación estándar relativa Sr a partir de los 
resultados analíticos obtenidos, mediante la ecuación 3.15

Donde:
s:  Desviación estándar     
X
_
    :  Valor promedio de las concentraciones de las 15 réplicas

Cálculo de la exactitud o sesgo del método
La exactitud o sesgo es una medida de la proximidad existente 
entre la medida de la tendencia central y el teórico o el valor 
esperado, µ. La exactitud se representa como un error relativo 
porcentual Er, mediante la siguiente ecuación 4.15

Donde:
X
_
    : Valor promedio de las concentraciones de las 15 réplicas
μ: Valor teórico o esperado

Incertidumbre
En consideración de que la incertidumbre de una medición, se 
define como el intervalo estadístico dentro del cual se tiene una 
probabilidad de que se encuentre el valor verdadero, ésta es en 
cierta medida subjetiva y se debe tomar como la duda que se 
tiene del resultado de la medición, debido a los errores que se 
cometen y que no se corrigen.

Para el cálculo de la incertidumbre se consideraron todas las 
fuentes de ésta que afectan a la medición y se incluyeron en la 
fórmula de la propagación de las incertidumbres estándar 
usando la ecuación 5.15

            Incertidumbre combinada relativa al nivel de concen- 
tración.

                   Sumatoria de cada una de las fuentes de incertidumbre 
relativa al nivel de medición de cada fuente, para conocer la 

   Niveles Codificados 
Variable independiente Unidad Símbolo -1.682 -1 0 1 1.682 

Volumen de Eluente mL X1  11.6 15 20 25 28.4 
Cantidad de Silica Gel g X2  1.64 2.5 3.75 5 5.8 

Cantidad de  compuestos  mg X3  1390 1800 2400 300 3409 
 

  



contribución de cada fuente a la incertidumbre combinada.

La incertidumbre combinada obtenida se multiplicó por el 
factor de cobertura k=2 para obtener así la incertidumbre 
expandida para un nivel de confianza del 95 %, finalmente se 
reporta relativa a la concentración promedio experimental con 
la que se estimó.

Cálculos para el LDM y LCM  
Estos parámetros están relacionados con la sensibilidad del 
método. El límite de detección (LDM) se define como la 
cantidad de analito presente que se deriva de la menor señal 
analítica que puede detectarse con certeza razonable.

Como la señal del blanco debe coincidir con el intercepto de la 
curva de calibración, puesto que es la que se obtendrá a una 
concentración del analito igual a cero. El LDM se calculó con la 
ecuación 6.16

Sa : Desviación estándar de la ordenada.
b : Pendiente en la curva de calibración.

El LCM se define como la cantidad de analito presente derivada 
de la menor señal analítica que puede ser medida con precisión 
y exactitud. De manera análoga al LDM, la IUPAC propone 
como LCM al valor obtenido en la ecuación (7).16

Evaluación de dos modalidades de cuantificación y la etapa 
de derivatización para fitoesteroles totales
Para esta etapa se trabajó con los extractos obtenidos en la 
validación pero variando las modalidades de la cuantificación y 
pre tratamiento anteriormente mencionadas. Con el fin de 
establecer una metodología que impacte en la disminución de 
costos, tiempo y generación de residuos peligrosos sin 
detrimento en la calidad de los resultados analíticos, se 
evaluaron con la prueba de t de student, utilizando el modelo de 
muestras pareadas, dos modalidades de cuantificación: estándar 
interno utilizando el colesterol y estándar externo (realizando la 
curva de calibración para cada uno de los fitoesteroles a 
cuantificar); así como la evaluación de la metodología 
incluyendo la etapa de derivatización y sin derivatizar. 
La derivatización se realizó con N,O-bis(trimetilsilil) 
trifluoroacetamida con 1 % de triclorometil silano (TMCS) con 
las condiciones óptimas reportadas.17

Análisis de Muestras
Con la metodología optimizada y validada, se realizó la 
cuantificación de los FL, FE, y E en AGDAS.

Determinación del contenido de fitoesteroles y escualeno
El análisis se realizó en un Cromatógrafo de Gases 6890N 
acoplado a un espectrómetro de masas 5973N con una columna 
capilar HP 5MS:30m*0.25mm*0.25µm (Agilent Technologies, 
Alemania). Se determinó el contenido de fitoesteroles 
esterificados y escualeno en el extracto de la fracción no polar y 
los fitoesteroles libres en el extracto de la fracción polar. Las 
condiciones cromatográficas fueron: temperatura de la columna 
190 °C, se mantuvo por 1 min, después se alcanzó la 
temperatura de 300 °C con una rampa de 15 °C, se mantuvo por 
10 min. Temperatura del inyector y detector 270 °C y 230 °C 
respectivamente, gas acarreador helio con un flujo de 0.8 
mL/min.

Evaluación de la precisión obtenida en condiciones de 
reproducibilidad
La evaluación de la precisión se realizó con la ecuación del 
coefieciente de HorRat,18 que dedujo una expresión para 
predecir el valor de precisión a partir de la concentración del 
analito C, (Ecuación 8).

PRSD(R) = 2C-0.15Ecuación(8)
La precisión obtenida  se compara con la pronosticada 
PRSD(R) mediante el Coeficiente de HorRat (Ecuación9).
HorRat = RSD (R)  /  PRSD (R)   Ecuación(9)

Resultados y discusiones

Optimización de la purificación 
Evaluación del método de superficie de respuesta (MSR) en un 
diseño compuesto central (DCC).
El grado de ajuste al modelo cuadrático fue determinado por el 
análisis de varianza (ANOVA), tablas 2a, 2b, y 2c para FE, E y 
FL (colesterol), respectivamente, donde se puede observar la 
significancia estadística del modelo (p< 0.05). También se 
observa una concordancia en la significancia de efecto lineal 
para los factores gramos de sílica gel y volumen de eluente para 
cada uno de los compuestos; por lo tanto el % de recuperación 
puede ser explicado por los modelos de la ecuaciones 10,11 y 12 
para E, FL y FE, respectivamente, que establecen que éste es 
dependiente de los dos factores antes mencionados y no así de 
los miligramos de los compuestos (p> 0.05).
Además el ajuste de los datos experimentales al modelo de 
regresión se comprobó con el coeficiente de determinación 
(R2),encontrándose valores de 0.867, 0.877 y 0.898 en los 
modelos para los FL (colesterol), E y FE respectivamente, lo 
cual indica que el 87, 88 y 90 % de las variaciones en los % de 
recuperación de los compuestos es atribuido a los factores 
significativos (variables independientes),tablas 2a, 2b, y 2c. 
Aunque estos valores pudieran parecer bajos en estadística 
aplicada, es preciso mencionar que en el proceso evaluado 
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(purificación de FE, E y FL) se trabajó con una matriz de la 
misma complejidad que la de la muestra real (AGDAS) que es 
prácticamente un concentrado de impurezas,como son ácidos 
grasos libres, digliceridos y triglicéridos lo que implicó añadir 

al proceso las etapas de saponificación, extracción, 
concentración y análisis después de la purificación. Por otra 
parte en su trabajo Pinho et al, 2011,19 enfatizan en la  
aceptación de cualquier modelo cuando R2 > 0.75.

Tabla 2a. Análisis de varianza (ANOVA) obtenido en el superficie de respuesta para Fitoesteroles esterificados.

Tabla 2b. Análisis de varianza (ANOVA) obtenido en el superficie de respuesta para Escualeno.

 

 

a)Fitoesteroles esterificados (FE) 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

gl Cuadrado 
Medio 

Valor 
F 

Valor-p 
Prob > F 

 

Modelo 7566.25 9 840.69 9.85 0.0007 Significativo 
A-mL de eluente 1774.58 1 1774.58 20.79 0.0010 Significativo 

B-Silica Gel 1626.60 1 1626.60 19.06 0.0014 Significativo 
C-mg de muestra 141.46 1 141.46 1.66 0.2269  

AB 972.41 1 972.41 11.39 0.0071  
AC 69.62 1 69.62 0.82 0.3877  
BC 13.52 1 13.52 0.16 0.6990  
A2 1658.02 1 1658.02 19.43 0.0013 Significativo 
B2 1598.45 1 1598.45 18.73 0.0015 Significativo 
C2 93.08 1 93.08 1.09 0.3209  

Residual 853.44 10 85.34    
Falta de ajuste 602.10 5 120.42 2.40 0.1798 No significativo 

Error puro 251.33 5 50.27    
Total 8419.69 19  R2=0.898 

 

b) Escualeno 

     
Fuente 

Suma de 
Cuadrados 

 
gl 

Cuadrado 
Medio 

Valor 
F 

Valor-p 
Prob > F 

 

Modelo 6562.57 9 729.17 7.93 0.0016 Significativo 
A-mLde eluente 484.20 1 484.20 5.26 0.0447 Significativo 

B-Silica Gel 1840.04 1 1840.04 20.01 0.0012 Significativo 
C-mg de muestra 29.97 1 29.97 0.33 0.5807  

AB 67.86 1 67.86 0.74 0.4105  
AC 0.28 1 0.28 3.058E-003 0.9570  
BC 172.05 1 172.05 1.87 0.2013  
A2 2772.14 1 2772.14 30.14 0.0003 Significativo 
B2 1481.58 1 1481.58 16.11 0.0025 Significativo 
C2 289.56 1 289.56 3.15 0.1064  

Residual 919.73 10 91.97    
Falta de ajuste 588.32 5 117.66 1.78 0.2720 No significativo 

Error puro 331.41 5 66.28    
Total 7482.30 19  R2=0.897 



Tabla 2c. Análisis de varianza (ANOVA) obtenido en el superficie de respuesta para Fitoesteroles libres (colesterol).

Además el valor de la precisión adecuada fue de 8.4, 8.0 y 9.9 
citadas en el mismo orden que se hizo anteriormente, indicando 
que el modelo puede ser usado para explorarse en el espacio del 
diseño.

Y=70.96+5.95 X_ (1)-11.61 X_2+1.48 X_3+2.91 X_1 
X_2+0.19 X_1 X_3+4.64 X_2 X_3-13.87 X_1^( 2)-10.14 
X_2^( 2)-4.48 X_3^( 2)                                                                  
Ecuación (10)

Y=71.22+6.88 X_ (1)-10.97 X_2+2.54 X_3+3.01 X_1 
X_2-2.16 X_1 X_3+7.01 X_2 X_3-14.09 X_1^( 2)-9.44 X_2^( 
2)-4.53 X_3^( 2)Ecuación (11)

Y=73.14+11.40 X(1)-10.91 X_2+3.22 X_3+11.03 X_1 
X_2-2.95 X_1 X_3+1.30 X_2 X_3-10.73 X_1^( 2)-10.53 
X_2^( 2)-2.54 X_3^(2)Ecuación (12)

La combinación optima de los factores que proporcionaron el 
máximo porcentaje de recuperación en la purificación del FL 
(colesterol), E y FE del material graso que se utilizó como 
matriz de ensayo se muestran en las figuras de contornos 1a, 1b 
y 1c respectivamente para cada modelo. Donde los valores 
estimados bajo la combinación óptima se señalan y corresponde 
a 21.0 mililitros del eluente (fase polar y no polar) y 3.0 g de 
sílica gel, los cuales representan una disminución substancial 
(72 y 80 % respectivamente) respecto a los valores 
referenciados12 que utilizan 75 mililitros y 15 gramos 
respectivamente para muestras de aceite vegetal.

Validación del Método
15 muestras de concentración conocida de fitoesteroles esteri- 

ficados y escualeno fueron analizadas con las condiciones 
óptimas seleccionadas de purificación y análisis. Aplicando las 
ecuaciones 3-7 se calcularon los parámetros de validación 
correspondientes los cuales se representan en la tabla 3. Como 
se observa los % de recuperación obtenidos están en los rangos 
de 81.3-110 estos valores son mayores a los % de recuperación 
obtenidos con los parámetros seleccionados como óptimos en el 
diseño. La mejora se atribuye al número de réplicas que se 
realizaron para la validación (15) en contraste con el diseño que 
solo se realizó un duplicado por tratamiento. El presente estudio 
resalta así, la necesidad que existe en los procesos de química 
analítica, de evaluar mediante el protocolo de validación de 
métodos analíticos, las condiciones óptimas encontradas, ya sea 
por DCC o cualquier otro método estadístico.

La precisión encontrada fue evaluada mediante el coeficiente de 
HorRat (Ecuación 9) los resultados se muestran en la tabla 4. En 
la práctica los resultados de HorRat aceptables oscilan entre 0.5 
y 2,20 los valores obtenidos están dentro de dicho rango por lo 
que se puede establecer que se obtuvo un método con precisión 
en condiciones de reproducibilidad aceptable. 

Evaluación de dos Modalidades de Cuantificación y la etapa 
de derivatización para Fitoesteroles totales
No se encontró diferencia significativa entre las dos 
modalidades de cuantificación ni entre el pretratamiento de 
derivatización y sin derivatizar, como se muestra en la figura 2a 
y 2b respectivamente. En base a lo anterior, se propone la 
metodología de cuantificación con estándar interno y 
eliminando el pretratamiento de derivatización, lo que 
significaría una disminución de costo, tiempo y residuos tóxicos 
sin detrimento en la calidad de los resultados analíticos, a dife-  
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c) Fitoesteroles libres (Colesterol) 

 
Fuente 

Suma de 
Cuadrados 

 
gl 

Cuadrado 
Medio 

Valor 
F 

Valor-p 
Prob > F 

 

Modelo 6769.02 9 752.11 7.24 0.0024 Significativo 
A-mL de eluente 645.87 1 645.87 6.22 0.0318 Significativo 

B-Silica Gel 1644.01 1 1644.01 15.83 0.0026 Significativo 
C-mg de muestra 87.91 1 87.91 0.85 0.3792  

AB 72.60 1 72.60 0.70 0.4226  
AC 37.41 1 37.41 0.36 0.5617  
BC 393.40 1 393.40 3.79 0.0802  
A2 2861.61 1 2861.61 27.55 0.0004 Significativo 
B2 1284.83 1 1284.83 12.37 0.0056 Significativo 
C2 295.44 1 295.44 2.84 0.1226  

Residual 1038.55 10 103.85    
Falta de ajuste 548.14 5 109.63 1.12 0.4529 No significativo 

Error puro 490.41 5 98.08    
 Total 7807.57 19  R2=0.867 



rencia de otros autores que han reportado metodologías donde 
citan la derivatización como un pretratamiento del extracto 
antes de su análisis por cromatografía de gases. Yang et al., 
201221 cita la utilización de anhídrido acético y piridina para la 
derivatización, Wen-Hui et al.,200822 utilizó 
bis(trimetetilsilil)trifluoroacetamide (BSTFA) y piridina, otros 
autores para evitar la derivatización utilizan la técnica de 
cromatografía de líquidos con detector de UV,23 la cual resulta 
ser más costosa y menos robusta con respecto a la técnica de 
cromatografía de gases. Sí bien es cierto que ya existen 
referencias del uso de la cuantificación con estándar interno, 
ninguna de estas la avala realizando un análisis estadístico de 
comparación contra la de estándar externo.8,24

Figura 1. Gráfica de controno que señala la interacción de gramos 
de sílica y volumen de eluente con mayor % de recuperación en el 
diseño para los compuestos evaluados a) FL (Colesterol); b) 
Escualeno; c) Fitoesteroles esterificados (FE).

Tabla 3. Resultados de los parámetros de validación para 
fitoesteroles totales y escualeno.

Tabla 4. Índice de Horrat para cada uno de los compuestos 
validados.

Análisis de Muestras
La metodología analítica optimizada y validada se aplicó para la 
cuantificación de FT, FL FE, y E en AGDAS provenientes del 
grado de refinación premium, los valores promedio de cinco 
replicas fueron 17.19, 15.16, 2.03 y 2.17 % p/p 
respectivamente. La concentración de fitoesteroles totales 
reportadas son mayores a las referenciadas por otros autores,2 
quienes reportan concentraciones en un rango de 3-15 %. La 
concentración de escualeno encontrada está por debajo del 5.5 
% reportado3 y superior del 1.19 % citado por Pramparo y 
Martinello 2005.4  Estas variaciones son debidas a factores que 
propician cambios en la composición de los AGDAS tales como 
procedencia de la soya, condiciones de cultivo y grado de 
calidad de aceite a obtener en el proceso de refinación (premium 
o genérico). 

COMPUESTO

PARÁMETRO DE
VALIDACIÓN
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l
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0.412

1.376

-12

88

7.87

11

13.92

0.32-6.57

0.425

1.417

10

110

5.54

10.7

13.12

0.32-6.59

0.257

0.857

-18.7

81.3

4.96

12.9

9.32

0.32-6.58

0.436

1.425

-7.3

92.7

8.79

12.9

15.55

0.32-6.57

LDM(%p/p)

LCM(%p/p)

Exactitud

Recuperación

Repetibilidad

Reproducibilidad

Incertidumbre

Rango de Trabajo
(%p/p)

Compuesto RSDR PRSDR *HorRat 
Beta-sitoesterol 10.72 9.12 1.18 
Campesterol 12.91 9.46 1.36 
Estigmaesterol 12.85 11.91 0.926 
Escualeno 11.00 9.85 1.12 

*Rango aceptable 0.5 - 2. 
RSDR=Precisión en condiciones de reproducibilidad. 
PRSDR=Precisión pronosticada 
HorRat=Relación de Horwitz 
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Figura 2. Comparación estadística de a) Dos técnicas de 
Cuantificación; b) Con derivatización y sin derivatizar.
Letras iguales significa que no hay diferencia significativa 
(p<0.05).

Conclusiones

Se estableció un modelo polinomial de segundo orden usando el 
método de superficie de respuesta con el diseño compuesto 
central para optimizar la purificación de fitoesteroles libres, 
fitoesteroles esterificados y escualeno.  Los valores obtenidos 
de 0.87, 0.90 y 0.88, respectivamente; indican similitud entre 
los valores experimentales y los estimados, además que el 
modelo tiene buen ajuste. 
En el proceso de validación donde se utilizaron los valores 
óptimos de volumen de eluente 21 mL y cantidad de sílica gel 
3.0 g, se obtuvieron porcentajes de recuperación de los 
compuestos cuantificados mayores o iguales a 81.0.

La cuantificación de los fitoesteroles con estándar interno y sin 
derivatización por la técnica de Cromatografía de gases 
representa una opción viable. 

Se estableció un protocolo de purificación y análisis simultaneo  

de fitoesteroles y escualeno para ácidos grasos destilados de 
aceite de soya, con precisión aceptable, económicamente 
viable y con mínima generación de residuos y se 
documentaron sus parámetros de validación.

La concentración de fitoesteroles totales, fitoesteroles libres, 
fitoesteroles esterificados y escualeno en ácidos grasos 
destilados de aceite de soya fue de 17.19, 15.16, 2.03 y 2.17 % 
p/p, respectivamente. Por lo que se considera que dicho 
subproducto es una fuente potencial de estos compuestos con 
actividad biológica para su posible uso en la industria 
farmacéutica, alimentaria y cosmética.
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