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Resumen

Introduccién: Los procesos de preparacion de los alimentos inducen a la formacién de compuestos nocivos para la salud,
entre estos se encuentran los éxidos de colesterol (COPs). Objetivo: Determinar la formacion de 25-hidroxicolesterol
(5-colesten-3f3,25-diol), 6-cetocolesterol (3f-hidroxi-5a-colestan-6-ona) y 7-cetocolesterol (33-hidroxi-5a-colestan-7-ona),
en el proceso de preparacion de frito pastuso (alimento tipico de Narifio, Colombia). Materiales y métodos: La determinacion
de los COPs se realiz6 mediante extraccién en fase sélida (SPE) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-UV) en
fase reversa. Los factores evaluados fueron: receta de preparacion, tipo de grasa o aceite utilizado y tipo de carne de cerdo,
aplicando un disefio experimental DCA con tres factores y tres niveles en cada caso, se realizaron 10 ensayos totalmente
aleatorizados por duplicado, para verificar la reproducibilidad de los resultados. El analisis de 6xidos de colesterol (COPs) se
aplicé a los diferentes insumos para la preparacion y en el alimento listo para el consumo. Resultados: El 7-cetocolesterol se
determind en la mayoria de las muestras; los niveles mas altos se encontraron en las muestras de los experimentos donde se
utilizd: carne de costilla, grasa de cerdo y la receta de fritura directa de la carne. Los niveles mas bajos se encontraron para
los experimentos donde se utilizé lomo y pierna, aceite reutilizado y preparaciones de la carne a coccién en agua y posterior
fritura. Conclusiones: Las desviaciones estandar relativas fueron inferiores al 4,76% obteniendo resultados reproducibles.
La identificacion de 6xidos de colesterol en la presente investigacion permitié establecer la influencia que tienen las formas
de preparacién de los alimentos de consumo frecuente, en la formacién de compuestos que presentan reconocidos efectos
adversos para la salud humana.

Palabras clave: Colesterol, anlisis de alimentos, HPLC, extraccion en fase sélida. (Fuente: DeCS, Bireme).

Abstract
Introduction: Food preparation processes lead to the formation of harmful compounds to health, some of these include
oxides of cholesterol (COPs). Objective: To determine the formation of 25-hydroxycholesterol (5-cholesten-3f, 25-diol),
6-cetocolesterol (3(3-hidroxi-5a-colestan-6-ona) and 7-cetocolesterol (3(3-hidroxi-5a-colestan-7-ona) in the process of
preparation of “frito pastuso” (a typical dish in Narifio, Colombia). Materials and methods: The COPs were determined by
extraction in solid phase (SPE) and liquid chromatography of high efficiency (HPLC-UV) in reversed phase. The evaluated
factors were: recipe, type of grease or oil used and type of pork by using a DCA experimental design with three factors and three
levels in each case. 10 totally randomized tests were performed in duplicate to check the reproducibility of the results. The
analysis of cholesterol oxides (COPs) was applied to different inputs for the preparation and the food ready for consumption.
Results: The 7-cetocolesterol was determined in the majority of samples. The highest levels were found in the samples of the
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experiments which used rib meat, pork fat and direct meat fried recipe. The lowest levels were found for experiments which
used loin and leg, reused oil and the recipe where the meat is first cooked in water before frying. Conclusions: The relative
standard deviations were lower to 4,76% where reproducible results were obtained. The identification of cholesterol oxides
in this research helped to establish the influence that the different ways to prepare food of frequent consumption have on the
formation of compounds that have recognized adverse effects on human health.

Keywords: Cholesterol, analysis of food, HPLC, solid phase extraction. (Source: DeCS, Bireme).

Introduccion

El colesterol (5-colestano-3,3-o0l) es el principal
esterol presente en el tejido animal, cumpliendo
numerosas funciones en el organismo humano:
participa en la formacién de hormonas sexuales y
acidos biliares; los cuales juegan un rol importante
en la digestion y absorcion de las grasas, asi como en
la produccién de hormonas que regulan el balance
de sodio y potasio en el cuerpo humano, también
participa en la sintesis de la vitamina D.,

Frecuentemente los alimentos de origen animal son
sometidos a procesos de conservacién y manipulacion
incluyendo procedimientos de tratamiento térmico,
exposicion al ambiente, luz, radiacién, iones metalicos
o combinacién de estos factores, los cuales pueden
conducir a reacciones y cambios no deseados, como
la oxidacién de lipidos incluyendo al colesterol,
dando origen a mas de 70 compuestos de oxidaciéon
denominados genéricamente COPs; estos compuestos
poseen estructuras semejantes al colesterol pero con
algunos grupos funcionales como hidroxilos, cetona
o epoxido en diferentes posiciones de la estructura
original del colesterol., ,

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que los
COPs poseen una serie de efectos potencialmente
aterogénicos,  citotéxicos,  mutagénicos y
carcinogénicos, por ejemplo el o -epoxicolesterol
causa lesiones ateroscleréticas y tiene actividad
carcinégena, el 25-hidroxicolesterol y el colestanotriol
presentan actividad citotoxica y angiotdxica, ademas
estos compuestos pueden alterar las funciones de las
membranas e inhibir la sintesis de colesterol.,

Losalimentos de origen animal comola carne de cerdo
por contener cantidades significativas de colesterol
son potenciales fuentes de COPs. La poblacién de la
ciudad de Pasto, se caracteriza por consumir grandes
cantidades de carne de cerdo, razén por la cual los
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COPs formados en el proceso de preparacion del frito
pastuso pueden estar relacionados con la morbilidad
por enfermedades cardiovasculares. Segtn estudios
realizados por la Secretaria Municipal de Salud en
Pasto (SMS) la hipertension esta dentro de las diez
primeras causas de morbilidad por consulta y las diez
primeras causas de mortalidad, estan determinadas
por infarto agudo de miocardio, con una tasa de 31%
enel 2009. ,

De acuerdo al estudio adelantado por la SMS de
Pasto, uno de los tres principales factores de riego
que influyen en las enfermedades crdnicas son los
inadecuados habitos alimentarios y nutricionales,
asociados a la preparacion inadecuada de los
alimentos, puesto que cambios en la temperatura de
cocciéon y uso de grasas animales con alto contenido
de colesterol son factores relevantes que influyen en
la formacién de los COPs. ,

Estudios reportados por Pino A et al,, afirman que
el consumo de carne se relacion6 positivamente con
el riesgo de desarrollar hipertension arterial alta. El
consumo de carnes rojas procesadas se asocid con un
mayor riesgo (20-40%) de desarrollar hipertension
arterial, en comparacion con el consumo de carnes
rojas sin procesar. ,

Para implementar programas de prevenciéon de
enfermedades crdénicas como es la hipertension
arterial es necesario evaluar los procesos de
preparacion de alimentos tradicionales (frito
pastuso) para encontrar las relaciones existentes
entre los factores asociados al tipo de alimentacion,
preparacion de alimentos, formacién de COPs e
hipertensién arterial, esto en direccion a las politicas
de salud publica impulsadas en el municipio,
teniendo en cuenta que actualmente el Decreto 0772
de 2014 de la Alcaldia de Pasto, tiene como propésito
impulsar los habitos y estilos de vida saludables.



En este trabajo se determind la formacion de algunos
COPs en el proceso de preparacion de un alimento
tradicional de Pasto - Colombia (frito pastuso), el
cual se somete a diferentes procesos de coccion, lo
que permitira establecer si se forman COPs en estos
procesos.

Este trabajo servira para en un futuro relacionar
la presencia de estos compuestos en alimentos
de consumo tradicional con enfermedades
cardiovasculares.

Materiales y métodos

Materiales y reactivos

Se usé un sistema de cromatografia liquida de alta
eficiencia HPLC Waters Breeze, equipado con bomba
binaria Waters 1525 (USA), inyector Rheodyne 7525I,
con loop de 20uL y detector de arreglo de diodos
(PDA) Waters 2998. La adquisicién de los datos
se realizé con el programa Empower II de Waters
corporation. La separacién de los COPs se realiz6 en
una columna C8 (Hypersil Gold, Thermo Scientific
150mm x4,6 mm) termostatizada a 30°C.

Cartuchos de silica gel de 500 mg y volumen de 3 mL
para extraccién en fase so6lida (DiscoverySupelco,
USA). Filtros de nylon de 4 mm y 0,4um (National
Scientific, USA), Viales ambar de 12 y 4 mL (National
Scientific, USA), se usaron para las muestras.

Colesterol al 98% (Merck, Alemania), 7-
cetocolesterol, 6-cetocolesteroly 25-hidroxicolesterol
(Sigma- USA).

Acetonitrilo  ACS/HPLC, cloroformo  AR-ACS,
2-propanol, n-hexano AR-ACS (Burdick Jackson).
Sulfato de sodio anhidro, panreac, PA-ACS-ISO
(Espafa).

Poblacién y muestra

Las muestras de los insumos para preparar el frito
pastuso se obtuvieron en un punto de compra
reconocido por los habitantes en donde cominmente
se adquiere la carne de cerdo en la ciudad de Pasto,
el andlisis de fritura, se llev6 a cabo con dos tipos de
grasa: vegetal (aceite de palma) y animal (manteca
de cerdo), los cuales se obtuvieron en un almacén de
cadena de Pasto, esto con el fin de eliminar el sesgo
causado por el origen de las muestras de los insumos,
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estas muestras se consiguieron por compra directa
de tal manera que simularan el proceso real realizado
por un habitante y se hicieron de acuerdo al disefio en
dos tomas para cada bloque.

Las muestras de carne se empacaron al vacio en
bolsas de poliestireno; donde cada bolsa contenia
aproximadamente 20g, se refrigeraron a -22°C,
esto con el propoésito de retardar la proliferacion
de microorganismos, asi como para disminuir la
velocidad con la que transcurren reacciones quimicas
y enzimaticas deteriorativas de la carne.

Para garantizar el desarrollo del disefio experimental,
los analisis se realizaron en el laboratorio incluyendo
en los que se reutiliza el aceite.

Tipo de estudio

El disefio experimental aplicado para este trabajo
fue completamente aleatorizado, estudiando el
efecto de tres factores con tres niveles cada uno,
sobre una variable de medida, que en este caso
fue la concentraciéon de COPs en el proceso de
preparacion de frito pastuso (Tabla 1). Actualmente,
se conoce que en la formacién de estos compuestos
intervienen algunos factores tales como: temperatura
de preparaciéon, humedad, composicion de los
ingredientes y tiempo de coccién. Por tal razén en
este trabajo se consideraron tres de ellos teniendo en
cuenta las reacciones quimicas:

Tipo o forma de preparacion del frito
pastuso: Coccién en agua, fritura y tiempo
de condimentaciéon. Se evaluaron también
alternativas que conducen a obtener el mismo
plato pero de forma diferente, como es la fritura
directa de la carne. Debido a que la cantidad de
grasa en la carne de cerdo es variable en cada
parte de animal, se tuvo en cuenta para el estudio
tres tipos de carne como son, costilla, lomo y
pierna, los cuales varian en contenidos quimicos
como colesterol, lipidos y metales.

Tipo de aceite utilizado: En el estudio de este
factor en la formacién de COPs se tuvieron en
cuenta tres niveles correspondientes al tipo
de aceite empleado en la preparacion del frito
pastuso. Estos niveles corresponden a: aceite de
palma (aceite vegetal nuevo, con bajo contenido
de colesterol), aceite vegetal reutilizado cinco
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veces (se conoce que en la preparacion del frito
pastuso es comun reutilizar el aceite varias
veces). Este factor es de importancia, debido
a que los procesos de reutilizacion de estos
aceites conllevan a la formacién de sustancias
indeseadas como Oxidos, nitritos, radicales
libres (lipopero6xidos), los cuales desencadenan
la formacién de COPS. El tercer nivel es el uso
de grasa de cerdo, considerando el contenido
de colesterol de este insumo usado en la
preparacion de frito pastuso y su influencia en la
formacion de COPs.

* Humedad: La cantidad de agua es de gran
importancia porque los COPs de interés se
forman por interaccién con el agua como por
ejemplo el colestanotriol. Considerando lo
anterior, se tuvieron en cuenta tres tipos de
carne (costilla, lomo y pierna) de acuerdo a su
contenido de humedad (alta Ha, media Hm y
baja Hb) como se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental

Factor Nivel Caracteristicas

P, Carne adobada un dia antes, coccién por 20 min, después se frie por 10min.

Tipo de preparacién P, Carne adobada posterior a la preparacion, coccién por 20 min, después se frie por 10 min.
P, Carne adobada posterior a la preparacion y se frie directamente por 30 min.
Vn Aceite de palma

Tipo de Vr 5 veces reutilizado

aceite Gs Grasa de cerdo sin utilizar
Ha Lomo

Humedad Hm Pierna
Hb Costilla

P : preparacion 1, P,: preparacion 2, P,: preparacién 3
Ha: humedad alta, Hm: humedad media, Hb: humedad baja

Condimentos utilizados. Se utiliz6 la forma de
condimentacion tradicional para carnes enlos puntos
de muestreo, entre los ingredientes se encuentran la
cebolla larga, ajo, sal, comino.

Procedimientos. Parametros caracteristicos de
la muestra e insumos relacionados con los COPs.
Se analizaron los COPs en insumos: carne cruda,
carne frita, muestras de grasa, aceite nuevo y
aceite utilizado, segin el disefio experimental. Los
parametros estudiados fueron humedad, lipidos
totales y colesterol. Los andlisis se realizaron en
los laboratorios de la Universidad de Narifio, Pasto
Colombia, asi: humedad y lipidos totales en el de
Bromatologia y la determinacién del contenido de
colesterol, en el de Cromatografia, mediante HPLC
siguiendo la metodologia reportada por Daneshfar
etal.,
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Vn: vegetal nuevo, Vr: vegetal reutilizado, Gs: manteca de cerdo

Para analizar la humedad se utilizé el método oficial
No. 930.15 de 1998 de la AOAC, . que se detalla a
continuacidn: se pesan 3 g de muestra, se calienta
en una estufa a 135 °C durante 3 h, se deja enfriar
durante 8 hen un desecador y se pesala muestra seca.
El contenido de agua se determina por diferencia de
peso, hasta peso constante.

En la tabla 2 se presenta el diseflo experimental
con dos experimentos centrales el cual incluye los
factores: tipo de preparacion, tipo de aceite usado,
humedad de la carne y el nimero de muestras
realizdndose en dos bloques para evaluar la
reproducibilidad experimental.
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Tabla 2. Diseiio experimental

Bloque Experimento Preparacion Aceite  Humedad Bloque Preparacion Aceite Humedad
A -1 1 1 -1 1 1
B -1 -1 -1 -1 -1 -1
C -1 1 -1 1 1 1
D 0 0 0 0 0 0
E 1 -1 -1 1 -1 -1
I II

F -1 -1 1 -1 -1 1
G 1 1 1 1 1 1
H 1 -1 1 1 -1 1

I 0 0 0 0 0 0
] 1 1 -1 1 1 -1

COPs extraccion y limpieza. La extraccion de la
fase lipidica se realiz6 por medio de lixiviacién
y la limpieza de las muestras por SPE, segln la
metodologia descrita por Lozada etal.
Se tomaron 5.0g de muestra macerada y
homogeneizada previamente, se realizé la extraccion
por lixiviacion con CHCI, agitando con el agitador
mecanico durante 18 h; se elimind el disolvente con
rotavapor a 60°C y se pesé el extracto lipidico hasta
peso constante.

Determinacion de colesterol por HPLC. Al residuo
obtenido del extracto lipidico aproximadamente
de 1-2 mL que contenfa el colesterol se diluyé
con isopropanol para garantizar la disolucion del
colesterol en la fase moévil del sistema cromatografico
siendo este menos polar que los COPs. Los extractos
se filtraron e inyectaron a dicho sistema y a las
condiciones antes expuestas. La longitud de onda de
trabajo fue de 205 nm.

Determinaciéon de COPs por HPLC. Los anilisis
cromatograficos delos COPs se realizaron mediante el
siguiente procedimiento: el residuo lipidico obtenido
en el proceso de lixiviacién se pasé a través de un
cartucho de silica de 500 mg, los COPs se eluyeron
con 10 mL de acetona, posteriormente el residuo se
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llevé a sequedad mediante presién reducida a 35°C.
El residuo obtenido se disolvié con 250uL de ACN y
se inyecté 20uL en el sistema cromatografico a una
longitud de onda de 205 y 238 nm.

Los analitos fueron separados usando modo
isocratico, empleando como fase mévil acetonitrilo:
agua, 90:10 y un flujo 1,5 mL/min. Los tiempos de
retencidn y las areas de los picos fueron usados para
la identificacion y cuantificacién usando el método de
calibracién con estandar externo.

Anadlisis estadistico

Los analisis de COPs en las muestras fueron evaluados
mediante test ANOVA, andlisis de varianza y graficos
de correlacién, usando el programa Statgraphics
Centurién XVI.

Resultados y discusion

Parametros caracteristicos de la carne de cerdo:
colesterol, humedad y lipidos. La determinacién
de los parametros relacionados con la formacion de
COPs (colesterol, lipidos y humedad) en los insumos
y en el frito pastuso se realizé por duplicado. Los
resultados obtenidos se presentan en las tablas 3 y 4.
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Tabla 3. Contenido de humedad, lipidos y colesterol en insumos

Muestra Agua(%) Lipidos (%) Colesterol (mg/g)
Media® RSDP Media RSD Media RSD
Lomo 66,4 49 12,3 4,02 0,0847 1,74
Pierna 74,2 4 3,16 4,92 0,2194 2,96
Costilla 71,8 2,56 6,88 2,47 0,3542 2,53
Manteca de cerdo - - - - 0,2730 2,97
Vegetal nuevo - - - - - -
Vegetal reutilizado - - - - 0,1165 4,61

2 Valores medios ° Desviacion estandar relativa, %, n=2

Tabla 4. Contenido de humedad, lipidos y colesterol en frito pastuso

Bloque Ensayo? Agua® (%) RSD¢ Lipidos(%) RSD Colesterol( mg/g) RSD
A 48,7 4,36 9,38 0,75 0,96 2,76
B 50,5 3,36 11,2 4,42 0,06 4,44
C 50,4 3,65 14,2 4,48 0,83 4,33
D 59,7 3,32 6,21 4,62 0,26 4,44
E 52,8 2,41 15,7 4,32 0,67 4,76
! F 43,3 4,57 11,5 3,79 0,35 4,68
G 52,9 3,21 11,5 3,69 1,02 1,50
H 54,5 3,37 10,8 4,03 0,58 2,10
I 59,9 3,31 14,8 3,48 0,37 2,23
] 48,9 2,60 18,5 3,44 0,71 3,82
A 43,2 4,58 10,5 2,73 1,01 2,94
B 36,6 4,64 27,4 2,48 0,83 3,20
C 332 4,70 16,2 1,20 0,86 3,83
D 41,5 4,77 20,5 2,07 1,21 3,74
E 42,6 2,99 26,4 1,65 0,64 1,99
" F 47,8 4,14 6,0 4,78 0,59 4,79
G 53,2 3,19 8,78 4,82 0,71 4,76
H 52 4,35 8,79 4,84 0,14 3,48
I 47,7 4,45 11,9 3,66 0,32 4,82
] 47,8 2,07 20,7 2,10 0,88 2,17

2 Ensayos etiquetados seguin disefio experimental para bloque I y II * Valores medios ¢ Desviacion estandar relativa;%

Validacion del método. El método utilizado
fue validado calculando la linealidad, precision,
porcentajes de recuperacion, limites de deteccion y
cuantificacion. Respecto a la linealidad se determiné
usando 7 puntos de calibrado en un rango de
concentraciéon de 0,1 - 100 ppm para COPs con
coeficientes de correlaciéon entre 0,9997 - 0,9995;
para cada nivel se realizaron dos replicas. Para evaluar
la precision intra-dia e inter-dia se evaluaron a una
concentracion de 20 ppm de la mezcla de estandares

de COPs durante 5 dias consecutivos y 9 inyecciones
por dia encontrando desviaciones estandar relativas
inferiores a 1,2%. Los porcentajes de recuperacion se
evaluaron por triplicado en muestras de costilla de
cerdo enriquecidas con la mezcla estandar de COPs de
50 ppm; estos valores estuvieron en el rango de 95%
- 101,9%. La tabla 5 indica los limites de deteccion
y cuantificacion, recuperacion y reproducibilidad del
método utilizado.
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Tabla 5. Caracteristicas analiticas del método para determinacion de COPs

Intra-dia* Inter-dia** Recuperacion
COPs LD LQ®
e/t e/t Xe RSD* X RSD %
25-0OH 1,06 2,91 1,056 0,29 0,93 0,78 101,9
6-CETO 2,2 6,1 0,971 0,96 1,21 1,18 95,0
7-CETO 7,8 23 1,221 0,25 1,12 0,93 98,24

(*n=5,**n=9)

2Limite de deteccion, pg/L bLimite de cuantificacion, pg/L

¢valores medios, ug/g. 4 desviacion estandar relativa, %

25-0H: 25-hidroxicolesterol6-ceto: 6-cetocolesterol7-ceto: 7-cetocolesterol

Contenido de COPs la concentracion de 7-cetocolesterol, puesto que este
Teniendo en cuenta la metodologia y el disefio compuesto se detect6 en la mayoria de las muestras
experimental completamente aleatorizado, la tabla analizadas, resultados que permitieron realizar el
6 resume los experimentos realizados frente a los andlisis estadistico.

valores de la variable dependiente, que en ese caso es

Tabla 6. Concentracion de COPs por factores

Bloque Preparacion Aceite Humedad 7-Ceto ng/g
-1 1 1 0,296

-1 -1 -1 0,125

-1 1 -1 0,376

0 0 0 0,029

1 -1 -1 0,289

-1 -1 1 ND

I 1 1 1 ND
1 -1 1 0,06

0 0 0 0,054

1 1 -1 0,331

-1 1 1 0,578

-1 -1 -1 0,440

-1 1 -1 0,940

0 0 0 0,058

1 -1 -1 0,482

-1 -1 1 0,067

I 1 1 1 0,089
1 -1 1 ND

0 0 0 0,509

1 1 -1 0,437
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Con la tabla anterior se realizé el andlisis del
disefio mediante el paquete estadistico Statgraphic
Centurion XVI. Segin el analisis de varianza, solo
uno de los factores influye en la formaciéon de COPs
(7-ceto), en este caso, el factor humedad de la carne,
ejerce una influencia negativa sobre la respuesta,
cuyo valor-p de la razén F es inferior a 0,05, como se
ilustra en la tabla 7.

Tabla 7. Analisis de varianza para disefio experimental

Fuente Razén-F Valor-P
A: Preparaciéon 1,99 0,1776
B: Aceite 3,88 0,0664
C: Humedad 8,39 0,0105

Parametros caracteristicos dela carne de cerdo.Es
necesario considerar que el contenido de agua es un
parametro importante en la determinacién de COPs,
ya que podria intervenir en el proceso de formaciéon
de o6xidos de colesterol por la formacién de radicales
libres hidroxilo, tanto en el proceso de preparacion,
como en el almacenado. Las muestras de carne de los
bloques I y Il poseen menos concentraciéon de agua
que las muestras crudas (Tabla 4), por cuanto en el
proceso de preparacién se pierden tanto agua como
otros compuestos propios de la carne, estos valores
oscilan entre 33,2% - 59,9% respectivamente.

Conrespecto a los valores de colesterol en insumos se
puede observar que la manteca de cerdo pura obtuvo
la mayor cantidad de colesterol (0,2730mg/g), lo cual
es razonable debido a que este compuesto es propio
de animales. Es interesante destacar los resultados
obtenidos para la muestra de aceite reutilizado ya
que al parecer presenta la menor concentraciéon de
colesterol (0,1165 mg/g).

En muestras de frito pastuso los maximos valores
fueron para lomo y costilla que corresponde a G, Ay
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C, ], respectivamente y los valores mas bajos fueron
para las muestras D, I, que corresponde a pierna.

Por otra parte, la fraccion lipidica vari6
considerablemente entre las muestras de carne
cruda y carne preparada ya que en el proceso
de preparacion se incrementéd su concentracion,
obteniendo los valores mas altos para las muestras B,
C, E y ], que corresponden a costilla con valores de
11,2% - 36,2%; de igual forma los valores mas bajos
fueron obtenidos para las muestras de lomo y pierna
respectivamente.

El comportamiento de las muestras presento
variaciones en todos los casos posiblemente al efecto
de los factores estudiados; caso contrario ocurre con
su interpretacion estadistica ya que el valor-p de la
razon F fueron mayores a 0,05; demostrando que no
existen diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras, con lo cual, parametros como agua
y colesterol deberian tratarse independientemente;
por otra parte, este mismo valor para lipidos
(valor-p < 0,05), indica que si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras.
Las desviaciones estandar relativas fueron inferiores
a 4,84% en todos los casos.

Efecto del proceso de preparacion de frito pastuso
en la formacién de COPs. Estudios realizados en
este campo han demostrado que el uso de altas
temperaturas, tiempos de preparacion elevados y
métodos de conservacién inadecuados aceleran en
granmedidalasreaccionesdeoxidaciondelcolesterol.,
La influencia de los tres factores como preparacion,
grasa y humedad de la carne, estan relacionados
con la formacién de COPs. El 7-cetocolesterol estuvo
presente en la mayoria de las muestras (Grafico 1a);
el 25-hidroxicolesterol fue detectado en grasa de
cerdo, aceite vegetal reutilizado, costilla cruda (Tabla
8) y en el ensayo C del alimento preparado (Tabla
9), pero a muy bajas concentraciones (Grafico 1b). El
compuesto 6-cetocolesterol no fue detectado.



Universidad y Salud

Tabla 8. Contenido de COPs y RSD en insumos

Muestra Compuesto ug/g RSD? Muestra Compuesto ng/g RSD
25-OH 0,0046 2,8 25-OH ND ND

Gc 6-Ceto ND ND Lomo 6-Ceto ND ND
7-Ceto 0,1450 2,5 7-Ceto 0,0851 1,8

25-OH ND ND 25-0OH ND ND

Avn 6-Ceto ND ND Pierna 6-Ceto ND ND
7-Ceto ND ND 7-Ceto ND ND

25-OH 0,0363 4,1 25-OH 0,0658 2,3

Avr 6-Ceto ND ND Costilla 6-Ceto ND ND
7-Ceto 0,0133 ND 7-Ceto 0,2167 1,5

2Desviacion estandar relativa, % (n=2)  Gc: grasa de cerdo
Avn: Aceite vegetal nuevo Avr: Aceite vegetal reutilizado

Tabla 9. Contenido de COPs y RSD en frito pastuso

Bloque 1 Bloque 2 Muestra Compuesto Bloque 1 Bloque 2
Muestra Compuesto

ng/g RSD pg/g  RSD ng/g RSD  pg/g RSD

25-OH ND 4,0 ND ND 25-OH ND ND ND ND

A 6-Ceto ND ND ND ND F 6-Ceto ND ND ND ND
7-Ceto 0,296 1,7 0,578 2,9 7-Ceto ND ND 0,067 4

25-OH ND ND ND ND 25-OH ND ND ND ND

B 6-Ceto ND ND ND ND G 6-Ceto ND ND ND ND
7-Ceto 0,125 4,0 0,440 2,9 7-Ceto ND ND 0,089 1,2

25-OH 0,005 1,2 0,049 2,5 25-OH ND ND ND ND

C 6-Ceto ND ND ND ND H 6-Ceto ND ND ND ND
7-Ceto 0,376 1,5 0,940 3,7 7-Ceto 0,060 4,3 ND ND

25-OH ND ND ND ND 25-OH ND ND ND ND

D 6-Ceto ND ND ND ND I 6-Ceto ND ND ND ND
7-Ceto 0,029 41 0,058 4,4 7-Ceto 0,054 2,7 0,509 2,5

25-OH ND ND ND ND 25-OH ND ND ND ND

E 6-Ceto ND ND ND ND ] 6-Ceto ND ND ND ND
7-Ceto 0,289 24 0482 3,2 7-Ceto 0,331 22 0437 2,6

ND: No detectado
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Grafico 1. Cromatogramas de COPs obtenidos por HPLC-UV, usando columna C8,
acetonitrilo/agua, 90:10 y flujo 1,5 mL/min
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a) Solucién estandar de 5 ppm y muestra preparada C2 a 238 nm para 7-cetocolesterol. b) solucion estandar de 5 ppm y muestra

preparada C2 a 205 nm para 25-hidroxicolesterol.

Tipo de preparacion. Las mayores concentraciones
de 7-ceto fueron obtenidas para la fritura directa de
la carne (nivel -1), que corresponde a las muestras
C y A respectivamente (Grafico 2), las menores
concentraciones fueron para el tipo de preparacion
en la cual el adobo fue minutos antes de la coccién
y posterior fritura (nivel 0), cuyas muestras fueron
I, D y F, respectivamente. De igual forma, se obtuvo
similar comportamiento para las muestras Gy H en
la cual, también se utilizé6 coccién de la carne solo

que el adobo fue un dia antes de la preparacién
(nivel 1). Probablemente esta diferencia en las
concentraciones se debe al efecto de factores como
tiempo-temperatura, ya que en la preparaciéon sin
coccion en agua, la carne estuvo expuesta por mayor
tiempo ala temperatura de fritura que puede alcanzar
valores hasta 175 °C; en la coccién y posterior fritura,
la carne se expuso a temperatura de ebullicién del
agua y después a la fritura en aceite o grasa pero en
menor tiempo.

Grafico 2. Influencia del tipo de preparacion en la formacién de 7-cetocolesterol
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En cualquier caso, tanto las condiciones de tiempo-
temperatura como la forma de preparaciéon de
alimentos, ejercen un efecto significativo sobre
el grado de formaciéon de COPs acelerando en
gran medida las reacciones de oxidacion lipidica
disminuyendo en consecuencia la estabilidad
oxidativa del colesterol de membrana.,

Aceite o grasa. En el analisis de COPs en insumos,
se encontrd que la grasa de cerdo y aceite reutilizado
presentaron concentraciones apreciables de 7-ceto,
ademas se determind 25-hidroxicolesterol en grasa
de cerdo en baja concentracion. Por otra parte, en las
muestras de frito pastuso las concentraciones mas
bajas de 7-ceto fueron para aceite reutilizado (Grafico
3), las cuales corresponden a los experimentos D
e | respectivamente, y cuyos niveles de colesterol
fueron los mas bajos, ademas, como es aceite
reutilizado los hidroperdxidos lipidicos generados
por autoxidacion de acidos grasos poliinsaturados y
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los radicales alcoxilo y peroxilo generados a partir
de los mismos, posiblemente afectaron tanto al
colesterol como a otros lipidos presentes; de igual
forma las muestras F, H, E y B que corresponden a
aceite vegetal nuevo, presentaron valores bajos de
concentracién en comparacién a las tratadas con
grasa de cerdo, encontrando los maximos niveles de
concentracion del oxisterol y cuyas muestras fueron
C, Ay ], respectivamente.,, Debido a que la grasa de
cerdo posee acidos grasos insaturados como el acido
linoleico, estos oxidan al colesterol mas rapido que
los aceites saturados durante el calentamiento; por
otra parte, las capacidades de los aceites de cocina
para inhibir la pérdida de colesterol se debe a que
demasiado aceite solo fluiria alrededor de la carne,
en este caso, la degradacion de colesterol sin duda
disminuira significativamente, debido a que el exceso
de aceite podria formar una barrera fisica alrededor
de la carne bloqueando el contacto del oxigeno y el

colesterol. 18,19

Grafico 3. Influencia del tipo de aceite o grasa en la formacion de 7-cetocolesterol
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Tipo de carne de cerdo. En muestras de carne de
cerdo cruda las concentraciones de COPs fueron
mayores en costilla, encontrando 7-ceto y 25-hidroxi,
siendo este ultimo el de menor concentracion, y en
la Unica pieza de carne que fue detectado. Aunque
los niveles de COPS en carne fresca son minimos
o inexistentes, estos pueden presentarse a causa
de exposicion de los alimentos a condiciones de
almacenamiento o de conservacion no adecuados,
por otra parte, estudios reportan que han detectado
cantidades apreciables de 7a- y 7(3-hidroxicolesterol,
y de 7-cetocolesterol en hamburguesas frescas,

inmediatamente antes de ser almacenadas.,, ,,

V. reutilizado

Con respecto a los ensayos en frito pastuso, las
muestras con mayores concentraciones de 7-ceto
fueron para costilla, cuyos niveles de colesterol
y lipidos fueron los mas altos en los andlisis de
insumos y posiblemente fueron los desencadenantes
del proceso oxidativo. De igual manera, los valores
mas bajos se encontraron para las piezas de lomo y
piezas de pierna, respectivamente. Por consiguiente,
se verifica que la exposicion a grasas animales,
condiciones de tiempo-temperatura, método de
cocinado aplicado, ejerza un efecto significativo
sobre el grado de formacién de oxisteroles (Grafico
4). En este sentido, Nourooz-Zadeh y Appelqvist,
concluyeron que, en corteza de cerdo fresca no se
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detectan cantidades cuantificables de o6xidos de
colesterol. Sin embargo, cuando ésta es sometida a
fritura a 1702 C se detectan las formas 7a-OH y 7f3-
OH colesterol y cuando la temperatura de cocinado
asciende hasta 2002 C, aparecen ademas los 6xidos
5,6a-epoxi, 7-keto y 25-OH colesterol.22 De forma
similar, Gil et al., demostraron que la cantidad de

oxiesteroles en carne de cerdo recién cocinada
a la plancha, es significativamente inferior a la
cuantificada sobre muestras sometidas a coccién o
a asado en horno., Dicho comportamiento apoya
lo reportado por Chien et al, respecto a que la
generacion de 6xidos de colesterol aumenta conforme
se prolonga el perfodo de calentamiento.,,

Grafico 4. Influencia de la pieza de carne de cerdo en la formacion de 7-cetocolesterol
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Andlisis de correlacién. Los valores de los
coeficientes de correlaciéon lineal de Pearson
presentan para cada par de variables valores cercanos
a 1, lo cual indica correlaciones entre algunos
parametros bromatolégicos y la formacién de COPs.
Un valor del coeficiente de Pearson de -0,6745 indica
una correlacion negativa entre contenidos de agua
de las muestras de carne de cerdo en insumos y las
concentraciones de 7-cetocolesterol en frito pastuso;
de igual forma, una correlacién positiva con lipidos

totales en insumos son demostrados por el valor del
coeficiente de Pearson de 0,7471, respectivamente. La
tabla 10 indica la matriz de correlacién de parametros
bromatolégicos en la cual incluye el valor-p para
cada par de variable que prueba la significancia
estadistica de las correlaciones estimadas, cuyos
valores inferiores a 0,05 indican correlaciones
significativamente diferentes de cero, con un nivel de
confianza del 95,0%.

Tabla 10. Matriz de correlaciéon de parametros bromatolégicos y 7-cetocolesterol

Correlaciones 7-Cetocolesterol Colesterol Lipidos Humedad
0,4111 0,7471 -0,6745
7-Cetocolesterol
0,0717 0,0002 0,0011
0,4111* 0,2268 -0,283
Colesterol
0,0717° 0,3364 -0,2267
0,7471 0,2268 -0,7972
Lipidos
0,0002 0,3364 0
-0,6745 -0,283 -0,7972
Humedad
0,0011 0,2267 0

2 Coeficiente de correlacion de Pearson  ° Valor-p
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Tabla 11. Matriz de correlacién para factores y 7-cetocolesterol

Correlaciones [7-ceto] Humedad Aceite Preparacion
[7-ceto] -0,2857 0,1387 -0,0500
0,2221 0,5598 0,8341
Humedad -0,2857? 0,0000 0,0000
0,2221° 1,0000 1,0000
Aceite 0,1387 0,0000 0,0000
0,5598 1,0000 1,0000
Preparacion -0,0500 0,0000 0,0000
0,8341 1,0000 1,0000

2 Coeficiente de correlacién de Pearson  ° Valor-p

Grafico 5. Diagrama de dispersion de la matriz de correlacion de parametros bromatolégicos y 7-cetocolesterol
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Grafico 6. Diagrama de dispersion de la matriz de correlacion para factores y 7-cetocolesterol
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El grafico 5 presenta los diagramas de dispersion de
los parametros bromatolégicos medidos, observando
la correlacion negativa y positiva para humedad -
7-ceto y lipidos - 7-ceto, respectivamente.

Por otra parte, el coeficiente de correlacion de
Pearson para cada par de variables con respecto
a factores y 7-cetocolesterol, fue préximo a cero, lo
que indica que no existen correlaciones entre los
factores del disefio experimental y 7-cetocolesterol
(Tabla 10). Estos resultados vienen corroborados
por los valores-p inferiores a 0,05 indicando que no
existen correlaciones significativas entre cada par de
variables.

El grafico 6 presenta los diagramas de dispersion de
los parametros de preparacion medidos, en los que
se observa que no existe linealidad entre los pares
de variables mostrados, corroborando asi los datos
encontrados en la tabla 11.

Conclusiones

Los contenidos de colesterol, lipidos y agua de la
carne de cerdo fueron similares a los reportados en
la literatura; ademdas su interpretacién estadistica
demostré que existen diferencias significativas entre
los valores de lipidos de las muestras de carne de
cerdo crudas, lo cual puede influir en gran medida
en la formaciéon de 7-cetocolesterol. El 6xido de
colesterol 7-cetocolesterol present6é los mas altos
niveles de concentracién en muestras de frito pastuso
preparadas con costilla sometida a fritura directa
en grasa de cerdo, el 25-hidroxicolesterol solo fue
detectado en costilla preparada, costilla cruda y
grasa de cerdo, pero a concentraciones muy bajas. El
6-cetocolesterol no fue detectado, lo cual concuerda
con la bibliografia, pues pocas veces se reporta este
compuesto.

Laidentificacion de 6xidos de colesterol en la presente
investigacién permite establecer la influencia que
tienen las formas de preparacién de los alimentos de
consumo frecuente, en la formacién de compuestos
que presentan reconocidos efectos adversos para
la salud humana. Por lo tanto, se hace necesario
establecer programas educativos tendientes a
mejorar las practicas de preparacién de los alimentos
que contribuyan con la disminucién de los indices de
morbilidad por enfermedades cardiovasculares.
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