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RESUMEN

Castro, Elia. 2005. Validacion de un método de cuantificacion de colesterol total en leche
semidescremada en Zamorano usando cromatografia de gases. Proyecto de graduacion
de Ingenieria en Agroindustria, Escuela Agricola Panamericana “Zamorano”, Honduras.
34p.

Las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre son perjudiciales para la salud
porque causan enfermedades cardiovasculares. El objetivo principal del estudio fue
validar un método de cuantificacion de colesterol total en leche semidescremada en la
Escuela Agricola Panamericana usando cromatografia de gases (CG). Con este fin se
estudiaron dos métodos de extraccion, el metodo desarrollado por Fletouris (1998) para
queso regato y el método de la AOAC 976.26 para cualquier alimento con indices de
colesterol arriba de 1mg/100 g de muestra. Se realizd un analisis de regresion lineal
donde se compar0 el contenido de estandar de colesterol (mg de colesterol/ 100g de
hexano) con el area de colesterol registrada por los cromatogramas, obteniendo un R? =
0.97. Para la aplicacién del método Fletouris, se utilizé un disefio de Blogues Completos
al Azar (BCA), arreglado en parcelas sub-sub-sub-divididas, donde la parcela principal
fue los tres tipos de leche (entera, semidescremada, descremada), la sub-parcela un ajuste
en la concentracion de KOH (0.5 y 1 M), la sub-sub-parcela las temperaturas de
extraccion (60°C y 80°C) y la sub-sub-sub-parcela el tiempo de calentamiento de la
muestra (5, 15, 30, y 60 min) se usé un Disefio Completo al Azar (DCA) para el método
de AOAC 976.26. Para comparar los métodos se usO una prueba t-student, usando el
huevo como base. El resultado fue Pr > |t = 0.0089 menor a 0.05, indicando que el
método rapido de Fletouris extrajo significativamente mas colesterol. La extraccion con
mayor concentracion de KOH (1 M), mayor temperatura (80°C) y mayor tiempo de
exposicion (90 min) aplicado a leche entera superd al resto de tratamientos al poder
recuperar colesterol de leche entera (2.08 mg/100 g), aunque no de leche
semidescremada.

Palabras clave: Extraccién de esteroles, saponificacion, colesterol LDL, colesterol HDL.

Francisco Javier Bueso, Ph.D.
Asesor Principal
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1. INTRODUCCION

Segun Tudela (1996) la inquietud del publico en general sobre el colesterol es multiple y
variada. El colesterol es un compuesto quimico, un alcohol que pertenece al grupo de los
esteroles, clasificados como lipidos no saponificables que solo se disuelven en
disolventes organicos como el alcohol, el éter, la acetona y el cloroformo. Esto significa
que no se pueden disolver en agua ni, por lo tanto, en soluciones acuosas como la sangre.

Las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre representan un factor de riesgo
para la salud ya gque junto con otros lipidos puede depositarse en las paredes internas de
las arterias, bloquedndolas, y llegar a ocasionar accidentes cardiovasculares como el
infarto de miocardio. Es por esto que representa una gran preocupacion para el ser
humano. El colesterol también permite disfrutar de hormonas sexuales, tener huesos bien
calcificados, poder digerir las grasas, resistir las infecciones y la fatiga nerviosa, reparar
nuestras células dafiadas y regular el nivel de azucar en la sangre, entre otros beneficios.
El colesterol es una sustancia indispensable para el buen funcionamiento de nuestro
organismo, por lo que no se debe de dejar de consumir en su totalidad.

De acuerdo con Solis (2004) dos de cada seis personas mueren por enfermedades del
corazon. Las enfermedades cardiovasculares, principalmente el infarto miocardio y el
ataque cerebro vascular (infartos cerebrales) constituyen un sin numero de muertes en el
mundo. Sin embargo, existe un gran recurso para prevenirlas este recurso es controlar el
colesterol.

Segun Zonadiet (2003) si se desea controlar los indices de colesterol en el organismo es
necesario disminuir el consumo de alimentos altos en grasas de origen animal por lo tanto
es recomendable consumir alimentos con bajo contenido de colesterol como leche
semidescremada o descremada. La leche es un producto integral del ordefio total e
ininterrumpido, realizados en condiciones de higiene a vacas lecheras en buen estado de
salud y alimentacion, sin aditivos de ninguna especie. Se recomienda que los adultos
consuman leche descremada, dado que sirve como medida preventiva a la aparicion de
enfermedades cardiovasculares.

El riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas por concentraciones altas de colesterol es
la situacion que realza importancia a la determinacion del colesterol en alimentos de
origen animal, como la leche y sus derivados. La determinacion del contenido de
colesterol en alimentos ha sido tema de investigacion extensa. Se han realizado varios
estudios y en muchos de los casos los pasos son muy laboriosos, costosos, las muestras
suelen ser muy grandes y los procedimientos aburridos. Por esta razon se ha
popularizado la deteccion y cuantificacion de colesterol por cromatografia de gases,
método rapido y confiable para la determinacion de colesterol en leche.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Validar un método de cuantificacion de colesterol total en leche semidescremada en la
Escuela Agricola Panamericana usando cromatografia de gases (CG).

1.1.2 Objetivos especificos.

a. Optimizar el método de extraccion de colesterol de la leche.

b. Establecer una curva estandar que nos permita cuantificar el contenido de colesterol
en diferentes alimentos.

c. Determinar el contenido de colesterol en leche semidescremada producida por la
planta lactea en zamorano.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 MOLECULA DE COLESTEROL

De acuerdo con Tudela (1996) la molécula de colesterol estd compuesta por atomos de
carbono, hidroégeno y oxigeno dispuestos en cuatro anillos unidos entre si y una cadena
lateral, se presenta en la naturaleza en dos formas: como colesterol libre 0 como éster,
producto de la combinacién de la molécula de colesterol con diferentes acidos grasos. El
colesterol, fue aislado por primera vez en el siglo XVIII. El nombre de colesterol procede
del griego chole- (bilis) y stereos (sélido), por haberse identificado por primera vez en los
célculos de la vesicula biliar.

H3C\
cH.  CH—CH,
CH;—CH
3 CH—CH,
H.C

CH

HO

Figura 1. Molécula de colesterol

2.2 TIPOS DE COLESTEROL

Segun Martinez (2005) es muy importante tener en cuenta que hay dos tipos de
colesterol: el llamado colesterol " malo” conocido como LDL o lipoproteina de baja
densidad (Low-density lipoprotein) y el colesterol " bueno™ conocido como HDL o
lipoproteina de alta densidad (High-density lipoprotein). Las lipoproteinas son las
encargadas del transporte del colesterol a través de la corriente sanguinea. Es bueno que
la cantidad de HDL sea alta porque nos esta indicando que el colesterol que arrastran va a
ser eliminado del cuerpo (facilita el flujo sanguineo ya que lubrica las paredes de los
vasos), pero un numero alto de lipoproteinas de baja densidad es sintoma que el
colesterol va a circular por la sangre y finalmente se va a depositar en las arterias,
bloqueandolas y endureciéndolas. Se considera que unos niveles de colesterol inferiores a
200 miligramos por decilitro de sangre son los que deberia tener el cuerpo para evitar el


http://es.wikipedia.org/wiki/Ves%C3%ADcula_biliar

riesgo de enfermedades cardiovasculares. Por encima de 200 la persona se encuentra en
riesgo. El riesgo, ademas de los niveles altos de colesterol, depende también de los
niveles concretos de HDL y LDL (niveles por encima de 60 mg de HDL protegen contra
las enfermedades vasculares aunque los niveles de LDL sean altos. Niveles debajo de 40
pueden considerarse peligrosos). Se dice que el 75% al 80% de colesterol se transporta en
el LDL, el otro 15% o 20% restante se transporta en el HDL. Conviene tener un LDL lo
mas bajo posible y un HDL alto.

2.3 COMPOSICION DE LA LECHE

Segun Sagarpa (2003) la composicion de la leche varia segun el origen, pero en general
es una mezcla liquida cuya composicion aproximadamente es la siguiente: proteinas 4%,
lipidos 5%, azucares 5%, agua 86%, minerales y vitaminas. En la leche existen tres tipos
de lipidos: grasas o aceites (triglicéridos o triacilglicéridos), fosfolipidos y ésteres de
colesterol (acidos grasos).

De acuerdo con SEH — LELHA (2001) en el mercado existen un sin namero de leches,

las que se comercializan con mayor frecuencia son:

a) Leche entera: es aquella que presenta el mayor contenido de grasa lactea, con un
minimo de 3,2 gramos por 100 gramos de producto. La leche entera contiene unos 15
mg de colesterol por cada 100 gramos. Tanto su valor calérico como su porcentaje de
colesterol son mas elevados con respecto a la leche semidescremada o descremada.

b) Leche semidescremada: es la leche a la que se le ha eliminado parcialmente el
contenido graso, y éste oscila entre 1.5y 1.8 gramos por 100 gramos de producto. Por
lo tanto, el contenido de colesterol es de 8 mg por cada 100 gramos. Su sabor es
menos intenso y su valor nutritivo disminuye por la pérdida de vitaminas liposolubles
Ay D, aunque generalmente se suelen enriquecer con esas vitaminas para suplir dicha
pérdida.

c) Leche descremada: mantiene todos los nutrientes de la leche entera excepto la grasa,
el colesterol es relativamente bajo conteniendo 2 mg por cada 100g. Muchas marcas
comerciales les afiaden vitaminas para compensar las pérdidas.

Segun Barreda (2005) es mas saludable consumir leche semidescremada que leche entera,
por la diferencia en el contenido de grasa entre ambos productos.

2.4 METODOS DE MEDICION DE COLESTEROL

De acuerdo con Fletouris et., al. (1998) la determinacion del contenido de colesterol en

alimentos ha sido muy intensa y tediosa. Sin embargo, en la actualidad hay varios

métodos cromatogréaficos para medir colesterol, como por ejemplo:

e El método de Tsui requiere de mucha limpieza en cartuchos no polares (Tsui, 1989).

e El método de al-Hasani-Hasani et al. requiere un tamafio de muestra grande,
procedimientos largos y aburridos (Al-Hassani, 1993).



e El método de Thompson y de Merota requiere un paso inicial de extraccion de lipidos
antes de la saponificacion y derivacion directa del analisis (Thompson, 1993).

Segun Fletouris et., al. (1998) un método simple para la determinacion del colesterol en
leche y productos lacteos se ha desarrollado por D.J. Fletouris, N.A. Botsoglou, I.E.
Psomas and A.l. Mantis. El método fue desarrollado y probado en queso de Regato. El
método necesita un tamafio de muestra pequefio (1 pl) y ofrece ahorros considerables
sobre el costo de solventes, materiales, manipulacion de la muestra y el analisis final. El
procedimiento de la preparacion de la muestra es rapido y simple, y el muestreo
automatico puede ser explotado en ampliar la capacidad para el andlisis con la operacién
cromatografica y facilmente aplicado en laboratorios. EI método sélo ha sido aplicado en
queso de regato por lo que los resultados obtenidos son referentes a este producto. Sin
embargo, en dicho analisis se encontré que usando una temperatura de 60°C con una
concentracion de KOH 1 My con un tiempo de exposicion de bafio maria de 15 minutos
fue la combinacion de variables con las que se obtuvo los picos mas altos y el area mayor
de extraccion de colesterol. Este método nombrado se pretende adaptar al andlisis de
colesterol en leches descremada, semidescremada y entera.

De acuerdo con Fukuda (2003) otro método para el analisis de colesterol en alimentos, es
el descrito por la AOAC 976.26, que se aplica a alimentos con una concentracion mayor
o igual a 1 mg de colesterol por 100 gramos de alimentos. Los lipidos en la muestra son
saponificados a alta temperatura con una solucion de KOH en etanol. La fraccién no
saponificable es la que contiene el colesterol y otros esteroles que son extraidos con
tolueno. Los esteroles son derivatizados a trimetilsilil éteres y luego son cuantificados
por medio de cromatografia de gases.

2.5 CROMATOGRAFIA DE GASES

Segun Wikimedia (2005) el término “cromatografia” se empled por primera vez en 1906,
por un botanico ruso Mikhail Tswett. Esta palabra viene del griego chroma y graphos que
significan respectivamente "color" y "escribir". A comienzos del afio 1903, Mikhail
Tswett usé columnas de adsorcion de liquidos para separar pigmentos vegetales (por
ejemplo, clorofilas). Las disoluciones se hacian pasar a través de una columna de vidrio
rellena de carbonato de calcio. Los primeros equipos de cromatografia de gases
aparecieron en el mercado a mediados del siglo XX.

De acuerdo con Barragan (2004) el proceso cromatogréfico, aparentemente simple en
practica, es en realidad una compleja unién de fendmenos tales como hidrodinamica,
cinética, termodindmica, quimica de superficie y difusion. Keulemans ha definido la
cromatografia como un método fisico de separacion en el cual los componentes a separar
se distribuyen entre dos fases, una de las cuales constituye la fase estacionaria, de gran
area superficial, y la otra es un fluido (fase movil) que pasa a través o a lo largo de la fase
estacionaria.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bot%C3%A1nico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mikhail_Tswett&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Clorofila

“La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido dispuesto sobre un sélido que actua
como soporte, de gran area superficial. La fase mdvil es un fluido (puede ser gas, liquido
o fluido supercritico) que se usa como portador de la mezcla. Se dice que el corazon de
un cromatografo es la columna el lugar donde ocurre la separacion, los materiales con los
cuales generalmente pueden estar elaborada son: cobre, aluminio, acero inoxidable,
vidrio 6 teflon.” (Barragan, 2004)



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Evaluacion de Alimentos (CEA) y la Planta
Procesadora de Lacteos (de donde se obtuvieron las muestras), ambos centros estan
localizados en la Escuela Agricola Panamericana (ZAMORANO), ubicada en el Valle del
Yeguare, departamento de Francisco Morazan, Honduras, C.A.

3.2 MATERIALES

Estandar de colesterol (colesterol Sigma grado HPLC).
Hexano (Solvente, grado HPLC).

Metanol (Solvente grado Reactivo).

KOH-hidroxido de potasio (Reactivo).
Dimetilformamida - DMF (Solvente — Grado HPLC).
Tolueno.

Na,SO4 - Sulfato de sodio (Reactivo).

Etanol al 95% (Grado HPLC).

Fibra de vidrio.

Acetona.

Leche entera.

Leche semidescremada.

Leche descremada.

Agua destilada.

3.3 EQUIPO

e Cromatdgrafo de gases (6890 plus — Agilent.).

e Columna capilar (SUPELCO - SAC-5.). Especificaciones: 30 m de longitud X 0.25
mm diametro interior (grosor de la columna) y 0.25 um (distancia de fase
estacionaria).

e Bafio Maria (Dubnoff metabolic shaking incubator — Precision — GCA Corporation).
Descripcion: 120 voltios, 7 amperios, 50/60 Hz.

e Centrifuga (IEC — K — Internacional equipment company). Descripcion: 115 voltios,
7 amperios, 60 Hz.



e Vortex (Fisher vortex — Genie 2 — Fisher Scientific).
Agitador Magnético (Thermolyne — cimarec 2). Descripcion: 120 voltios, 9.5
amperios, 60Hz.

Tubos de ensayo (PYREX —9820.)

Jeringas (HP de 10ul)

Sample vials — SUPELCO — 4 ml.

Balones 250ml (KIMAX 24/40)

Erlenmeyer (KIMAX-125ml y 250ml.)

Embudo de separacion (PYREX-500ml No. 6404)
Probeta (PYREX-10ml.)

Embudo de vidrio (KIMAX-58.)

Baldén volumétrico (KIMAX-1000ml.)

Condensador (PYREX - 24/40)

Balanza analitica (METTER AE 200)

Pipetas

Papel aluminio.

Algodon.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Disefio experimental

Se evaluaron dos métodos de extraccion de colesterol:

a) Fletouris. Determinacion rapida de colesterol en leche y productos lacteos por medio
de saponificacion y cromatografia de gases.

b) AOAC 976.26 Analisis de colesterol en alimentos.

3.4.1.1 Fletouris

Se us6 un disefio de parcelas sub-sub-sub-divididas en donde la parcela principal fueron
los tres tipos de leche (entera, semidescremada, descremada), la sub-parcela un ajuste en
la concentracion de KOH (0.5 y 1 M), la sub-sub-parcela las diferentes temperatura (60°C
y 80°C) y la sub-sub-sub-parcela el tiempo de calentamiento de la muestra (5, 15, 30, y
60 min), haciendo un total de 48 tratamientos con dos repeticiones que conforman 96
unidades experimentales (Cuadro 1y 2).



Cuadro 1. Tratamientos con concentracién de KOH 0.5 M

Tipo de leche Temperatura Tiempo* (minutos)
°C 5 15 30 60
Leche entera 60 TRT-1 TRT-2 TRT-3 TRT-4
Leche entera 80 TRT-5 TRT-6 TRT-7 TRT-8
Leche semidescremada 60 TRT-9 TRT-10 TRT-11  TRT-12
Leche semidescremada 80 TRT-13 TRT-14 TRT-15 TRT-16
Leche descremada 60 TRT-17 TRT-18 TRT-19 TRT-20
Leche descremada 80 TRT-21  TRT-22 TRT-23  TRT-24
* Tiempo de la muestra en bafio Maria.
Cuadro 2. Tratamientos con concentracion de KOH 1.0 M
Tipo de leche Temperatura Tiempo* (minutos)
°C 5 15 30 60
Leche entera 60 TRT-25 TRT-26 TRT-27 TRT-28
Leche entera 80 TRT-29 TRT-30 TRT-31 TRT-32
Leche semidescremada 60 TRT-33 TRT-34 TRT-35 TRT-36
Leche semidescremada 80 TRT-37 TRT-38 TRT-39  TRT-40
Leche descremada 60 TRT-41  TRT-42 TRT-43  TRT-44
Leche descremada 80 TRT-45 TRT-46 TRT-47  TRT-48

* Tiempo de la muestra en bafio Maria.

Para determinar la concentracion de colesterol en la leche se usaron tres tratamientos
(niveles de grasa en la leche entera, semidescremada y descremada) con dos duplicados

por tratamiento.

Se utilizd un disefio de Blogues Completos al Azar (BCA). Para evaluar el efecto del
contenido de grasa de la leche en la concentracion de colesterol total. Los bloques fueron

los dias o lotes de produccion.

3.4.1.2 AOAC 976.26

Se us6 un Disefio Completo al Azar (DCA). Se estudiaron tres tipos de leche (entera,
semidescremada y descremada) con tres repeticiones haciendo un total de nueve unidades

experimentales (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos evaluados con el método de la AOAC para extraccion y
cuantificacion de colesterol en leche.

Extraccion Tratamientos

TRT -1 Leche entera

1 TRT - 2 Leche semidescremada
TRT - 3 Leche descremada
TRT -1 Leche entera

2 TRT - 2 Leche semidescremada
TRT - 3 Leche descremada
TRT -1 Leche entera

3 TRT - 2 Leche semidescremada
TRT - 3 Leche descremada

Para determinar la concentracion de colesterol en la leche se corrieron las nueve unidades
experimentales en el CG con dos duplicados.

3.4.1.3 Comparacion de ambos métodos

Para comparar estos dos métodos se corrio una prueba t-student, usando huevo.

3.4.2 Muestreos

3.4.2.1 Fletouris

Se realizaron tres muestreos distribuidos en dos semanas correspondientes al mes de

mayo (Cuadro 4). Latoma de muestra se realizé tomando 100 g de leche entera, 100 g de
leche semidescremada y 100g de leche descremada.

Cuadro 4. Distribucion de muestras en el tiempo.

Fechas Mayo
Lunes Miercoles Lunes
23/5/2005 X
25/5/2005 X

30/5/2005 X
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3.4.2.2 AOAC 976.26

Se realiz6 un muestreo completo al azar tomando tres muestras de 100 g de leche entera,
100 g de leche semidescremada y 100 g de leche descremada.

3.4.3. Desarrollo de curva estandar de colesterol

Para la formacion de la curva estandar de colesterol se hicieron soluciones de hexano con

estandar de colesterol. La cantidad de hexano permanecié constante, por lo tanto la
variable fue la concentracion de colesterol.

Cuadro 5. Soluciones estandar de colesterol.

Concentracion Cantidad de hexano Cantidad de estandar de
(mg colesterol/100g) (9) colesterol (mg)
100 6 6.0
75 6 4.5
50 6 3.0
33 6 2.0
25 6 1.5
17 6 1.0
8 6 0.5
0 6 0

3.5 EXTRACCION Y METODOS CROMATOGRAFICOS

Para la preparacion de las muestras de leche, se extrajo el colesterol por método Fletouris
y el método de la AOAC 976.6. Las muestras fueron inyectadas en el CG bajo las
siguientes condiciones:

e Fase estacionaria: Columna capilar SUPELCO — SAC-5. (30m de longitud x 0.25 mm
ID x 0.25 um) Agilent®
Fase mavil (gas de acarreo) N,
Split 75:1
Flujo: 1.6ml/min.
Inyector: 300°C
Horno: rampas de temperatura comenzando en 40°C,1 min, 40°C/min hasta 190°C,
20°C/min hasta 230°C, 40°C/min hasta 295, por 25 min.
Detector con llama de ionizacién a 210°C
e Temperatura de la columna: 300°C
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3.5.1 Preparacion de la muestra.

3.5.1.1 Fletouris

e Preparacion de la solucion saponificada: 14 g 6 7 g de KOH fueron disueltos en
metanol usando un agitador magnético, hasta lograr un volumen de 500 ml con el
solvente para una concentracion de 1 M y 0.5 M respectivamente.

e Preparacion de la muestra:

- Se pesaron 0.2 gramos de leche en un tubo de ensayo.

- Se agreg0 a cada tubo 5 ml de solucion de KOH (1 6 0.5 M segun el tratamiento).

- El tubo se capsul6 firmemente para ser agitado en el vortex por 15 segundos o segln
el tiempo establecido.

- La mitad del tubo después de agitado fue sumergido en bafio Maria de 80°C 6 60°C
segun el tratamiento. Estos tubos se retiraron cada 5 minutos y fueron agitados por
10 segundos.

- Se dejaron enfriar los tubos y se les agreg6 a cada uno 1ml de agua y 5 ml de hexano.

- Se agitaron fuertemente en el vortex por 1 minuto y se centrifugaron por 1 minuto a
2000 x g.

e Se genero la curva cuando se inyectd 1 pl de cada solucién.

3.5.1.2 AOAC 976.26

e Se pesaron 3 g de leche en un erlenmeyer de 250 ml y se coloc6é un magneto dentro
del erlenmeyer.

e Se adicion6 40 ml de etanol al 95% y 50 ml de solucion KOH al 1N.

- Preparacion de la solucion KOH al 1 N se pesaron 56 g de KOH en aproximadamente
800 ml de agua fria y se diluyeron hasta aforarla a 1000ml en el balén volumétrico.

e Se coloco el erlenmeyer en la hornilla-agitador y se le acopl6 el condensador, se
encendid la hornilla y el agitador, poniéndolo en reflujo 70+10 minutos, asi se
asegurd la saponificacion completa de la muestra.

e Se apago la hornilla y se agregé 60 ml de etanol al 95% a través de la parte superior
del condensador mientras se agitaba la solucion.

e Después de 15 minutos aproximadamente, se removid el frasco, se desconecto el
condensador y se tapd el erlenmeyer, dejando enfriar la solucién hasta temperatura
ambiente (la muestra permanecio estable s6lo durante 24 horas.)

e Para la extraccion se adicion6 a la muestra saponificada 100 ml de tolueno mientras
estuvo en agitacion. Cuando se agrego el tolueno, se tapé el recipiente y se agitd la
muestra mas de 30 segundos.

e Se decantd la solucion en un embudo de separacion de 500 ml y se agreg6é 110 ml de
solucién KOH 1 N. El embudo se agit6 durantes 10 s.

e Se dejo reposar el tiempo necesario para permitir que las fases se separaran y se
descartd la porcion acuosa (fase inferior).

e La fase grasa se lavd con 40 ml de agua, se dejo reposar hasta que se separaron las
fases y se descartd de nuevo la fase acuosa. Este lavado se hizo por lo menos tres
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veces y se agitd cada vez con mayor vigor. Después del ultimo enjuague el tolueno
resulto con una apariencia clara-cristalina.

e El tolueno fue trasvasado a un erlenmeyer de 125 ml, que contenia 2 gramos de
Na,SO,4. Para esto se usdé un embudo de vidrio con fibra de vidrio y 20 gramos de
Na,SO;,. El recipiente se tap0 y se agitd por algunos segundos.

e Luego se dejo reposar durante 15 minutos. La muestra se conservo estable durante 24
horas.

e Con una pipeta se tomé 25 ml del extracto y se descargd en un balon de fondo plano.
e EIl contenido fue evaporado hasta secarse por completo. En el momento que se
evapord la solucion se agregd 3 ml de acetona y de nuevo se evaporé hasta secar.

e El residuo fue disuelto en 3 ml de dimetilformamida.

e Seinyect6 1 pl de la solucion al CG.

3.5.1.3 Desarrollo de curva estandar de colesterol.

e Preparacion del estandar de colesterol:
- Utilizando la balanza analitica se pesaron 0.5-6 mg del estdndar de colesterol en
un frasco volumétrico y se diluyeron en 6 gramos de hexano.

e Seinyecto 1 pl de la muestra en el cromatdgrafo y se dejo correr el tiempo de 42.62
minutos (tiempo establecido para el analisis).

3.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Se analiz6 el contenido de colesterol total de la leche, con tres lecturas para cada unidad
experimental. Se utilizé el cromatdgrafo de gases Agilent modelo 6890, junto con el
software ChemStation. Se creé el método del anélisis en el software con las siguientes
condiciones: la temperatura del inyector fue 300°C en modo split a una relacion de 75:1;
utilizando una columna capilar SUPELCO — SAC-5. (30m de longitud x 0.25 mm ID X
0.25 pm) con un flujo de 4.24 ml/cm de nitrogeno; se utiliz un detector FID a 250°C, la
temperatura del horno a 190°C, que durante 2 minutos tuvo un incremento hasta 230°C a
una tasa de 20°C por minuto. Después la temperatura incrementd hasta 295°C a una taza
de 40°C por minuto y se mantuvo durante 25 minutos. La duracion total del andlisis
cromatografico fue 42.63 minutos, el gas de acarred que se utilizé fue nitrégeno. Los
estandares utilizados en la formacion de la curva de regresion fueron de grado HPLC para
obtener un pico de colesterol Unico en el analisis.

Con las soluciones estandar de colesterol de 0-100mg/100g de muestra y el area
registrada en el pico de colesterol (pA) se construyd una curva estandar de regresion
lineal que permiti6 determinar la cantidad minima que detecta de colesterol el
cromatografo de gases.
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3.7 HIPOTESIS

e Hipdtesis nula (Ho), no hubo diferencia significativa en la concentracion de colesterol
en leches con diferente contenido de grasa.

e Hipotesis alterna (Ha), por lo menos una de las concentraciones de colesterol en las
muestras fue diferente de las demas.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE COLESTEROL
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Figura 2. Curva estandar de colesterol

La Figura 2 muestra la curva estandar para la determinacion de colesterol que se obtuvo
por regresion lineal. El eje “el eje “Y” muestra el area de colesterol reportada en cada
cromatograma corrido. “Y” representa los miligramos de colesterol diluidos en 6 gramos
de hexano expresados como mg de colesterol/100 g de hexano. Se obtuvo un R®> de
0.967, indicando que el modelo lineal explica bien la relacion entre el area de pico de
colesterol registrado por el CG y su concentracion en mg/100 g de muestra.

Esta curva estandar permitira determinar la cantidad de colesterol en alimentos que se
encuentren en los rangos de 0 a 100 mg/100 g de muestra. Por ejemplo la leche
descremada tiene niveles de colesterol bajos (2mg/100g), cerca de cero, el camaron tiene
niveles de 150 mg/100g de muestra, el huevo es uno de los alimentos con mayor cantidad
de colesterol (252 mg/100g). Por lo tanto, al analizar cualquier alimento sera necesario
tener una idea de la cantidad de colesterol que éste posee, para poder definir si esta dentro
de la curva estandar.
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Al determinar la curva estandar de colesterol también se identificd que su tiempo de
retencion varié de una muestra a otra en segundos, por lo que se obtuvo un tiempo
promedio de 33.95+0.3 minutos (Figura 3). Por lo tanto, es a este tiempo donde el
colesterol fue cuantificado por el CG.
La determinacion del tiempo de retencién del colesterol se hizo basada en los
cromatogramas de esta curva estandar.

Cuadro 6. Estadigrafos de tiempo de retencién del colesterol.

Media (min) Desviacion estdndar (min) % Coeficiente de variacion

33.95 0.3 0.88

El Cuadro 6 muestra la media del tiempo de retencion de 21 cromatogramas de la curva
estandar. La desviacion estandar nos indica que el tiempo de retencion vari6 en + 18
segundos Yy el coeficiente de variacion nos muestra que nuestros datos no varian mucho
uno de otro.

P

Hexano

50000 1

40000 -
o000 -

20000

10000 -

1 +— Colesteraol

5 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 3. Tiempo de retencion del colesterol
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4.2 FLETOURIS

Cuadro 7. Niveles de extraccién de colesterol con el método Fletouris (mg/100g de
leche).

Area de colesterol Area de colesterol
Tratamientos (mg/100g de leche) Tratamientos (mg/100g de leche)
TRT-1 0 TRT-25 0
TRT-2 0 TRT-26 0
TRT-3 0 TRT-27 0
TRT-4 0 TRT-28 0
TRT-5 0 TRT-29 0
TRT-6 0 TRT-30 0
TRT-7 0 TRT-31 2.08
TRT-8 0 TRT-32 2.08
TRT-9 0 TRT-33 0
TRT-10 0 TRT-34 0
TRT-11 0 TRT-35 0
TRT-12 0 TRT-36 0
TRT-13 0 TRT-37 0
TRT-14 0 TRT-38 0
TRT-15 0 TRT-39 0
TRT-16 0 TRT-40 0
TRT-17 0 TRT-41 0
TRT-18 0 TRT-42 0
TRT-19 0 TRT-43 0
TRT-20 0 TRT-44 0
TRT-21 0 TRT-45 0
TRT-22 0 TRT-46 0
TRT-23 0 TRT-47 0
TRT-24 0 TRT-48 0

El Cuadro 7 indica que los Unicos tratamientos de cuantificacion de colesterol efectivos
fueron los que combinaron la extraccion con KOH 1 M, sumergido a una temperatura de
bafio Maria de 80°C, por un tiempo de 30 a 60 minutos, usando leche entera. Por lo
anterior se deduce que a mayor temperatura, mayor tiempo, mayor concentracion de
KOH y mayor contenido de grasa, se logré extraer mayor cantidad de colesterol de la
leche.

Sin embargo, las concentraciones de colesterol cuantificadas en leche entera fueron
minimas y no son las correspondientes a la cantidad verdadera de colesterol que posee.
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Segun la literatura la leche entera debe contener de 12-15 mg de colesterol por cada 100 g
de leche, mientras en el experimento el método de Fletouris extrajo sélo 2.08 mg de
colesterol/100g de muestra.

4.3 AOAC 976.26

Los tres tratamientos con sus respectivas repeticiones fueron corridos en el CG,

mostrando los siguientes resultados.

Cuadro 8. Extraccion de colesterol en leches con el método de la AOAC 976.26

Tratamientos Area de colesterol (mg de colesterol/100g de leche)

Leche entera (rep.1)

Leche entera (rep. 2)

Leche entera (rep.3)

Leche semidescremada (rep. 1)
Leche semidescremada (rep. 2)
Leche semidescremada (rep. 3)
Leche descremada (rep. 1)
Leche descremada (rep. 2)
Leche descremada (rep. 3)

[cNeoNeololNelolNololNel

El Cuadro 8 muestra que no se logro cuantificar el colesterol en leche con el método de la
AOAC, por lo que se deduce que el método para extraer colesterol no se puede usar para
analizar productos con baja concentracion de colesterol como leche entera, semidescrema
0 descremada.

Cuadro 9. Alimentos con colesterol

Alimento  Area de colesterol (pA*s) Area mg de colesterol/100 g de muestra
Huevo 74.2 100.49
Huevo 76.6 103.64
Camaron 12.1 18.87
Camaron 141 21.50
Rosquilla 41.5 57.51
Rosquilla 28.5 40.39

El método fue probado con otros alimentos como: huevo, rosquilla, camarones, en donde
se obtuvo resultados satisfactorios como se muestra en el cuadro anterior. El porcentaje
recuperado de colesterol en el huevo representa el 41% del valor real de colesterol
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(250mg/100g), mientras el porcentaje recuperado de colesterol en el camarén fue de 13%
comparado con el 100% de colesterol real que contiene este alimento (150mg/100g).

4.4 COMPARACION DE LOS METODOS FLETOURIS Y AOAC 976.26
Para comparar los dos métodos se corrié una prueba “T” utilizando un sélo alimento

(huevo).

Cuadro 10. Resultados de prueba t-student

Media Desviacion estdndar Pr > |t|

Diferencia 66.45 6.32 0.0089

La prueba t-student demostré que el metodo de Fletouris extrajo mas colesterol del huevo
que el método de la AOAC 976.26 (Cuadro 10).

Cuadro 11. Extraccion de colesterol en huevo por los métodos de Fletouris y AOAC
976.26.

Método Area de colesterol (pA*s)  mg de colesterol/100 g de muestra
AOAC 74,2 100,49
AOAC 76,6 103,64
Fletouris 135,6 126,68
Fletouris 148 138,18

El método de la AOAC extrajo el 41% de colesterol total del huevo, y el método
Fletouris extrajo el 53% de colesterol total. Por lo tanto el método Fletouris extrae 12%
mas de colesterol que el método de la AOAC en el huevo.



5. CONCLUSIONES

El método de extraccién de colesterol de Fletouris resultd mas eficiente que el
método de la AOAC 976.26 en leche entera y en alimentos con concentraciones de
colesterol arriba de los 10mg/100g.

Se logro establecer la curva estandar de colesterol que servird como base para futuros
analisis en alimentos con concentracién de colesterol entre 0 a 100mg/100g de
muestra.

Los métodos de extraccion de Fletouris y de la AOAC no fueron efectivos en
alimentos con bajas concentraciones de colesterol como la leche semidescremada.

El método Fletouris, logro extraer colesterol de alimentos con concentraciones mas
bajas que el método de la AOAC 976.26.

A mayor temperatura, mayor tiempo, mayor concentracion de KOH y mayor
contenido de grasa, se extrajo mayor cantidad de colesterol de la leche por el método
de extraccion de Fletouris.



6. RECOMENDACIONES

Establecer una nueva curva estandar de colesterol si se cambia el gas de acarreo de
nitrogeno a hidrégeno, ya que el tiempo de retencion en la columna del CG se
acortara.

Ampliar el rango de la curva estandar desde 0 hasta 555mg/100g de alimento para
permitir el analisis de alimentos con bajo y alto contenido de colesterol.

Evaluar modificaciones al método de Fleoturis con mayor concentracion de KOH,
mayor tiempo de exposicion a bafio maria, mayor temperatura hasta obtener 100% de
extraccion.

Comparar del método Fletouris y el método de la AOAC 976.26 con otros alimentos
que contengan valores de colesterol altos y verificar si el comportamiento es el
mismo que en huevo.
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Anexo 1. Alimentos con mayor contenido de colesterol

Alimentos con mayor contenido de colesterol en miligramos por 100 gramos de

alimento.
Visceras en general 500
Caviar 300
Margarina tradicional 250
Mantequilla 220
Langosta 180
Camaroén, Calamares 150
Langostinos 145
Crema leche 137
Almejas 140

Jaibas 125




26

Anexo 2. Miligramos de colesterol por 100 gramos de alimento

Miligramos de colesterol por 100 gramos de alimentos

Alimento | Colesterol
Higado vacuno cocido 389
Higado pollo cocido 349
Rifiones cocidos 326
Yema de huevo 300
Mantequilla, margarina, erizos y camarén 225
Jamon cocido 194
Carne de cerdo y de cordero 93
Pollo, pavo y vacuno desgrasado 70
Atln al agua 20

Se recomienda consumir maximo 200 mg de colesterol diariamente
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Anexo 3. Cromatograma de extraccion de colesterol por el método de Fletouris en leche
entera (TRT-32).

Data File C/HPCHEM/I/DATAESTERES/2E3B0075. D Sample Name: TRT-32
Colesterol en leche entera, 80°C * 60 mrun

Injection Date: 14/06/05 11:24:54 a.m.
Sample Name: TRT-32 Location: Wial 1
Acp Operator: Ecastro Inj: 4

Inj Volume: Manually
Method: C/HPCHEM/I/METHODS/COLEST. M

Last changed: 14/06/05 08:22:25 arm. by Ecastro

Meétodo de determminacion de colesterol en leche entera
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Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multiplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: F1D1 A,
Peak N° Ret Time (min) Type Widht Area (pA~¥s)| Height (pA) | Arvea (%)
1 6.16 K== 0.0549 | 1.7%050e3 4 3530e4 97 06693
2 33.815 BV 0.033% 3.1 1 47494 0.00157

Results obtamed with enhanced mtegrator!

Instrument 1 15/06/05 12:0741 am  Ecastro
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Anexo 4. Cromatograma de extraccion de colesterol por el método de Fletouris en leche
entera (TRT-33).

Data File C/HPCHEM/ /D ATAESTERES/ZE9B0074. D Sample Name: TRT-33
Colesteral en leche entera, 30°C * 90 min

Injection Date:  14/06/05 10:25:49 p.m.
Sample Name: TRT-33 Location: Vial |
Acp Operator: Ecastro Inj:

Inj Volume: Manually
Method: CYHPCHEM/ UMETHODS/COLEST. M

Last changed: 14/06/05 08:22:25 am. 0¥ Ecastra

Meétodo de deterrmnacion de colesterol en leche entera

pa T z
] B
: T
50000 1
40000
30000
] .
20000 |
10000 ] #
E [
=
] =
0 |
I s 10 s a0 rzlsulsll] D38 40 win
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak N* Ret Time (min) Tvpe Widht Area (pA¥s)| Height (pA) | Area (%)
1 .15 VB OB 0.0572 | 2.02703e5 5. 59788ed I7.09495
2 33.802 B 0.0339 | 3.4 4.00031 0.00124

Results ohtathed with enhanced ntegrator!

Instrument 1 14/06/05 11:08:36 pm.  Ecastro
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Data File C/HPCHEM//DATA/ESTERES/ZE9B0079. D

0% colesteral

Sample Name:Hexano

Injection Date:  30/05/05 03853 am.
Sample Name: Hexano Location: Wial 1
Acp Operator: Ecastro Inj: 4
In) Volume: Manually
Method: CYHPCHEM/U/METHODS/COLEST. M
Last changed: 31/05/058 08:03:29 am by Ecastro
Meétodo de deterrmnacidn de colesterol
P4 ] £
i
! =
000
40000 ]
Hom
] |
20000 A |
10080 :
o
I 5 I I ]ID I 115 ZII] 2I5 " I 3Il] 3:‘ JIZII mlu.n
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multiplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak N* Ret Time (min) Type Widht Area (pA*s)| Height (pA) | Area (%)
1 6.200 VB 5+ 0.0671 2.43621e5 | 5.353%0e4 B3.57356
Results obtamed with enhanced integrator!
Instrument 1 31/05/05 080434 am  Ecastro
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Anexo 6. Cromatograma de estandar de colesterol al 8%

Data File C/HPCHEM/ /D ATA/ESTERESZE9BO0ED. D
Estandar de colesterol 0. 5mgffig de hexano

Sample Name: go.,

Injection Date: 150605 10:3447 am.
Sample Name: % Location: Vial 1
Acp Operator: Ecastro Inj: |
Inj Volume: Mamually
Method: CYHPCHEM/I/METHODS/COLEST. M
Last changed: 14/06/05 08:22:25 at. by Ecastro
Meétodo de deterninacion de colesterol en leche
pa | g
i &
: T
oo
40080 1
Jong 1
] |
20000 - |
wos g
] =
7 o
o 1
I s 10 Y a0 ' zls T a0 3 40 min
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: F1D1 A,
Peak N* Ret Time (min) Type Widht Area (pA¥s)| Height (pA) | Area (%)
1 A.151 VB 3 0.0549 | 1.94723e5 5.51337ed 97 12543
2 33,832 BV 00339 | 77 354318 000408
Resultz obtamned with enhanced mtegrator!
Instrument 1 15/06/05 111737 am. Ecastro
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Anexo 7. Cromatograma de estandar de colesterol 17%

Data File C’'HPCHEM//DATA/ESTERER/259B0102. D
Estandar de colesterol 1. 0mgy6g de hexano

Sample Name:1 ™%

Injection Date:  14/06/05 09:32:51 porm.
Sample Name17% Location: Vial 1
Acp Operator: Ecastro Inj:
Inj Volume: Manually
Method: CYHPCHEM/I/METHODS/COLEST. M
Last changed: 14/06/05 082225 am. by Ecastro
Meétodo de determinacion de colesterol en leche
pa T g
i i
4 T
0000
40000 |
30000
] |
20000 |
] B
10000 - £
; i
(]
b [
0 |
T T 5 T T ]I[l T 11‘ T T ﬂll:l L 2|5 T T 3II] T T 3:‘ T 4[; I'l'jll
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multzplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak N Ret Time (min) Type Widht Area (pA~©s)| Height (pA) | Area (%)
1 6.144 VB 3 0.0563 1.97264e5 | 5.44416e4 97.14104
2 3381 EE 0.0393 28.5 282937 0.01036
Results obtained with enhanced ntegrator!
Instrument 1 14/06/05 10:15:41 p.m. Ecastro
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Anexo 8. Cromatograma de estandar de colesterol 25%

Data File C/HPCHEM/ /D ATA/ESTERES/2E9B0102. D
Estandar de colesterol | 5 mg /g de hexano

Sample Name: 23%

Injection Date: 21/D&/D5 02:11:21 p.m.
Sample Name: 25% Location: Wial 1
Acp Operator: Ecastro Inj:
Inj Volume: Manually
Method: C/HPCHEM/I/METHODS/COLEST. M
Last changed: 21/06/05 08:4920 am. by Ecastro
Métodn de deterrmunacidn de colesterol en leche
pa 2
i i
: T
0000
40D ]
0000 A
] |
20000 |
] =
E ]
10000 - 2
1 it
=
b [
o |
I I 5 I I lll] I 1‘5 I I ZII] ' 2I5 ’ I 3Il] I I 3:‘ 4[" nlu.n
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multiplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak N* Ret Time (min) Type Widht Area (pA*s)| Height (pA) | Area (%)
1 f.144 VB 3 0.0563 1.97264e5 | 5.44416e4 7.14104
2 34.532 EBE 0.0393 [372 502010 001456
Fesults obtained with enhanced mtegrator!
Instrument 1 21/06/05 02:5405 p.m. Ecastro
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Anexo 9. Cromatograma de estandar de colesterol 50%

Data File C/HPCHEM/I'DATA/ESTERES/239B083. D
Estandar de colesterol 3 mg /fg de hexano

Sample Name: 50%

Injection Date: 17406/ 02:24 p.m.
Sample Name: 50% Location: Vial 1
Acp Operator: Ecastro Inj:
Inj Volume: Manually
Method: C/HPCHEM/ /METHODS/COLEST. M
Last changed: 14/06/05 08:22:25 am. by Ecastro
Método de determinacidn de colesterol en leche
pa | g
] :
: as
0000 1
40000 |
oo A
1 .
20000 - |
] Ei
10000 - *;“E
1 Ic}
i o
o ] |
I s 10 C1s a0 ' 2I5 T oz 35 10 min
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multiplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FI1D1 A,
Peak N° Ret Time (min) Type Widht Area (pA¥s)| Height (pA) | Area (%)
1 6 161 VB 3 0.0501 | 1.90834e5 | 5.5568e4 7. 06286
2 33.851 EE 01144 | 52 648155 0.0z2220

Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1 1065 044514 pam. Ecastro
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Anexo 10. Cromatograma de huevo por extraccion con el método de la AOAC

Data File C/HPCHEM/ /D ATA/ESTERES/289B0191.0
Colesterol en hmevo método de la A048C 976,24

Sample Name: huewo

Injection Date:10/05/05 4:54:25 PII

Sample Name: Huevo Location: Vial 1
Acp Operator: Ecastro Inj:
Inj Volume: Manually
Method: C/HPCHEM/UMETHODS/COLEST. I
Last changed: 10505 4:46:45 PL by Ecastro
Método de deterrunacidn de colesterol en leche
T 2
| i
: =
0000
40080 ]
0o A
| .
20000 - |
] @
10000 - %
1 G}
i o
o ] |
I I SI I I ]ID I 115 I I ZIIJ ' 2I5 S 20 3:‘ ACII nlu.n
Area Percent Report
Sorted by: Signal
Multiplier: 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: F1D1 A,
Peak N° Ret Time (min) Type Widht Area (pA¥s)| Height (pA) | Area (%)
1 7all BV 00354 4268 16659 1886 55798 627171
2 33.580 BB 0.0970 T8 10.34059 046291
Results obtained with enhanced integrator!
Instrument 1 HLELIE) SRETRUEAL Ecastro
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