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RESUMEN

Oxiesteroles: efectos bioldégicos; formacién, contenido y de-
terminacién en alimentos.

Se realiza una revision bibliografica de los aspectos nutricionales
y bromatoldgicos de los llamados oxiesteroles. Se recogen los efectos
bioldgicos descritos para estos compuestos, su presencia y forma-
cion en alimentos y la metodologia analitica para su determinacion.

PAL;QBRAS-CLAVE: Alimento - Andlisis - Efecto biolégico - In-
formacién (articulo) - Oxiesterol.

SUMMARY

Cholesterol oxidation products: biological effects; formation,
content and determination in food.

We make a bibliographical review on the rmain aspects related
to the cholesterol oxidation products, including their biological effects,
their presence and formation in food and their analytical determina-
tion.

KEY-WORDS: Analysis - Biological effect - Cholesterol oxidation
product - Food - Information (paper).

INTRODUCCION

Sobre la molécula de colesterol (colest-5-en-3B-ol)
(Fig. 1) pueden producirse fendmenos oxidativos, ya
sea por via enzimatica o por mecanismos de autoo-
xidaciéon. Ambos procesos conducen a la formacién
de un gran ndmero de derivados, entre los cuales, los
denominados oxiesteroles (OE) se caracterizan por

Figura 1-Molécula de colesterol (colest—5—en—3f~ol).
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poseer una o varias funciones de tipo alcohol, cetona,
peroxido y/o epéxido (Tab. i).

La oxidacion enzimatica de esta molécula aconte-
ce basicamente a nivel hepatico y de los tejidos ge-
neradores de hormonas esteroideas, produciéndose
por hidroxilasas (7a-hidroxilasa y 26-hidroxilasa)
localizadas en el hepatocito (21) (30) (37) y por
complejos enzimaticos ubicados en las mitocondrias
de los tejidos esteroidogénicos (21) (26) (30) (32) (61).
Mediante estos procesos se originan una serie de
compuestos (7a-HC, (22R)-22-HC, 26-HC, etc), que
son intermediarios metabdlicos en la sintesis de acidos
biliares y de hormonas esteroideas.

Por otra parte, los fendmenos de autooxidacion
del colesterol se conocen desde principios de siglo,
cuando SCHULZE y WINTERSTEIN (66) constataron
que esta sustancia en su forma cristalina sufria un
proceso de transformaciéon, como consecuencia de su
exposicién a radiaciones solares. Posteriormente,
BERGSTROM Y WINTERSTEINER (6) (7) (8) com-
probaron la naturaleza oxidativa del fenédmeno. Pero
hicieron falta aun varios anos para llegar a la conclu-
sién de que este proceso se produce por un meca-
nismo radicalario (31) (49) que da lugar a la forma-
cién de hidroperoxidos (31) (42) (49) (74) (75),
compuestos quimicamente labiles que se descompo-
nen de forma secundaria en una amplia gama de
productos (Fig. 2), de los cuales SMITH, en 1981 (69),
consiguié aislar e identificar total o parcialmente mas
de 70.

La formaciéon de estos derivados en alimentos,
puesta ya de manifiesto por ACKER Y GREVE en
1963 (1), obedece a las diferentes condiciones a que
éstos se someten, ya sea durante su elaboracién (31)
(44) (46) (48) (49) (53) (55) (65) (77) (78) o bien a
lo largo de su almacenaje (46) (48) (49) (65) (78),
siendo especialmente notable en aquellos productos
con una mayor densidad de colesterol (65).

Por extensiéon del tema, deben tomarse también
en consideracion los productos de autooxidaciéon pro-
cedentes de los distintos fitosteroles, compuestos
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Tabla | -Nomenclatura y formula estructural de los principales
OF detectados en productos alimenticios.

Grasas y Aceites

Nombres sistemadticos

Nombres vulgares

Férmula estructural

5,6a—epoxi—5a—colestan—3 f—ol

~a—CE“

Colesterol-5o,86a—epéxido
a—epéxido de colesterol
5a,6a—epoxicolestanol
Colesterol a—éxido
a—epoxicolesterol
5a,86a—epéxido
a—ep6xido

HO

5,6 f—epoxi—5p—colestan—38—ol

g —CE °

Colesterol—58,68—epdxido
p—epéxido de colesterol
5p,6p—epoxicolestanol
Colesterol g—éxido

B —epoxicolesterol
5p,68—epdxido

B —epdxido

HO

Colest—5—en—38,7a—diol

7a—HC

7a—hidroxicolesterol

HO

o
X

Colest—5—en—3p,78—diol

78-HC°®

78—hidroxicolesterol

&

HO OH

Colest—5—en—34,25—diol

25-HC °

25—hidroxicolesterol

OH

HO

5a—colestan—38,5,6 —triol

cr®

Colestan—triol
Colestantriol

HO

o
I

Bk

o

3p—hidroxicolest—5—en—7—ona

7—-cc ¢

7—cetocolesterol

%

HO

a Simbolo.

éstos, que se hallan mucho menos estudiados. A este
respecto, se mencionan. (81) productos de oxidacién
del sitosterol, tales como: estigmast-5-en-38,7a-diol,
estigmast-5-en-38,7B-diol, etc, formados en diversos
modelos experimentales.

En relaciéon con los efectos biolégicos de los OE,
fue a finales de los anos 60 cuando BISCHOFF (9)
demostré que el colesterol-5a, 6o-epodxido, adminis-
trado subcutaneamente en ratas y ratones, inducia la
formaciéon de tumores. Un poco mas tarde, KAN-
DUTSCH Y CHEN (37) constataron la capacidad de
ciertos oxiesteroles (7a-HC, 78-HC, y 7-CC) para inhibir
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la sintesis del colesterol. El conocimiento de estos
efectos y la preseneia demostrada de OE en alimen-
tos son aspectos que plantean el tema de las reper-

.cusiones nutricionales de estos compuestos y justifi-

can el interés creciente de esta cuestion.

Por dltimo y en funcién de todo ello, aparece
una nueva faceta en relacién con este tema, ya que
la formacién de estas sustancias en algunos alimen-
tos, como consecuencia de la aplicacion de diferentes
tratamientos o condiciones de conservacién, podria
ser un parametro de interés en el control de calidad
de los mismos.
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Figura 2-Autooxidacidn del colesterol (refs. 74 y 75).
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(7a—hidroperoxicolest—5—en—38-ol)

Reduccién y
deshidratacién

( 78—hidroperoxicolest—5—en—38—ol)

7a—HC €
7-CC
Colest—3,5—dien—7—ona

Epimerizacién 5> 7B—HC

7-CC

1. EFECTOS BIOLOGICOS

Los efectos biolégicos de los diferentes OE,
ya sean metabolitos intermedios en la sintesis de
acidos biliares y hormonas esteroideas o productos
originados autooxidativamente a partir del colesterol,
no estan bien establecidos e incluso, en algunos casos,
son objeto de controversia.

En la Tabla Il se recogen los principales OE
detectados en productos alimenticios y los efectos
biolégicos relacionados.

Uno de los efectos estudiados con mayor profun-
didad es el de la accién inhibidora de algunos de estos
compuestos sobre la actividad de la HMG-CoA reduc-

tasa, enzima que como es sabido regula la etapa
limitante en la sintesis de colesterol (14) (15) (17)
(18) (37) (39) (72). A pesar de los muchos trabajos
referentes a este punto, el mecanismo de accién por
el cual los OE inhiben a la HMG-CoA reductasa no
es del todo conocido. Se sabe que este enzima puede
encontrarse en el organismo bajo dos formas, una
fosforilada (inactiva) y otra sin fosforilar (activa). Por
ello, podria pensarse que los OE actuaran sobre este
proceso de fosforilacién, pero algunos estudios refe-
rentes a este punto revelan, que este no es el ver-
dadero mecanismo de acciéon (17) (72). Gracias a ios
trabajos de diferentes investigadores, se han descar-
tado también del posible mecanismo que conduce a

Tabla [[ —-Principales OF detectados en productos alimenticios y efectos bioldgicos relacionados.

Leotos| mhibicien d
OF biol. HMG—I(‘Z:: o : r e?iu c. Aterogénesis Carcinogénesis Mutagénesis Citotoxicidad |Asociacién a DNA
+ + + + +
o —CE (39) (29, 33, 3¢ | (9, 10, 11, 12, (13 y 68) — (13 y 54)
y 79) 168, 70 y 79)
g —CE —_ — —_ —_ —_ —_
+ +
7a—HC (17 y 37) (58) e — —_ —
+ + +
78 —HC (17 y 37) (58) — — (62) —
+ +
25—-HC (14, 15, 17, (2, 33, 57 —_ —_ —_ —_
18 y 72) y 58)
+
cT —_ (2, 33 y 58) — — — —
+ +
7-CC (14, 17 y 37) (33 y 58) — — — —

+  Efecto citado (refs.).
— Efecto no citado en la bibliografia consultada.
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esta inhibicién: la accion directa sobre el enzima (17)
(59), la actuacién a nivel de permeabilidad de
membrana (17), la modificacién de la sintesis de RNA
(17) (37) o de proteinas (37) y la alteraciéon del
metabolismo del acetato hacia CO, o acidos grasos
(37). Sin embargo, varios autores coinciden en la
observacién de que estos compuestos producen una
disminucién de los niveles de HMG-CoA reductasa en
diferentes modelos celulares (18) (37) (72). Esta
disminucién es debida, para algunos de estos auto-
res, a un decremento en la sintesis del enzima (18)
(387), mientras que para otros, se produce ademas un
aumento en su degradacion (72). También se acepta
el hecho de que esta actividad inhibidora se encuen-
tre asociada a caracteres estructurales especificos (14)
(37) (55).

Junto a este efecto sobre la HMG-CoA reductasa,
existen numerosos estudios que atribuyen a compues-
tos de esta naturaleza acciones biolégicas diversas,
entre las cuales, las méas estudiadas son:

Aterogénesis: Este efecto se ha demostrado en
distintas condiciones experimentales, para una serie
de oxiesteroles (a—CE, 25-HC, CT, etc). En el caso
del o-CE existen opiniones contrapuestas en relacion
a esta accion, ya que mientras algunos investigado-
res consideran que el compuesto es aterogénico “per
se” (29) (33) (34) (79), otros en cambio, como MISSLER
y cols. (44), atribuyen esta propiedad de forma
exclusiva a su producto de hidrdlisis, que no es otro
que el colestantriol, compuesto en el que si hay
acuerdo sobre sus propiedades aterogénicas (2) (33)
(58). Este hecho enunciado por MISSLER y cols., ya
habia sido puesto de manifiesto anteriormente como
una posibilidad, por PENG y cols. (56). Por otra parte,
en diversos trabajos se han encontrado en el suero
de personas hipercolesterolémicas concentraciones
anormalmente altas de a-epéxido, que no se obser-
van en individuos que no padecen esta afeccion (29).
En relacion con este aspecto, se ha comprobado que
el 26-HC se encuentra formando parte de la fraccién
esterdlica de los lipidos extraidos a partir de lesiones
ateroscleréticas adrticas humanas (28).

Carcinogénesis: Esta actividad ha sido Unicamen-
te detectada en el caso del colesterol-5a, 6a-epdxido.
BISCHOFF, ya en 1969 (9), comprobé que este
compuesto administrado subcutdneamente inducia la
formacién de tumores en ratas y ratones. Mas tarde,
este producto se aislé de piel humana (12) (16) y de
ratones (11) irradiada con luz UV. En este Ultimo caso,
se observo que un aumento en los niveles de o-epdxido
se traducia rédpidamente en un incremento de la
incidencia del cancer de piel en estos animales (16).
Este mismo equipo confirmé la existencia de esta
relacion causal en un trabajo posterior (10).

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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Mutagénesis: Esta es otra de las acciones Unica-
mente comprobada (13) (68) para el colesterol-5a, 6a.-
epdxido, pero en este caso los resultados experimen-
tales son discutidos por diversos autores (36) (41)
(71).

Acciones sobre membrana: En diferentes culti-
vos celulares, se ha observado que la adicion de ciertos
OE inhibidores de la sintesis de colesterol va acom-
panada de una reducciéon en la tasa de crecimiento
celular (14) (17). Esto, para CHEN y cols. (17), puede
ser debido a una inestabilizacién de la membrana. En
relacién con ello, KANDUTSCH y cols. en 1978 (39),
establecieron que los OE inhibidores de la HMG-CoA
reductasa conducian a una disminucion dei contenido
de colesterol a nivel de membrana, fenomeno que
podria afectar al proceso de reproduccion celular. Esta
posibilidad ha sido Ultimamente descartada por
CRASTES de PAULET vy cols. (21). Por otro lado, cabe
destacar que un descenso de la concentracion de
colesterol en la membrana conlleva un aumento de su
fluidez, con lo cual resultan afectados el transporte y
la actividad de enzimas a este nive! (17) (55).

Ademas de todas estas acciones, en la bibliogra-
fia consultada, se citan otras relacionadas con algu-
nas de las ya comentadas, tales como: Citoxicidad
(62) y asociacion a DNA (13) (54).

2. FORMACION: FACTORES QUE INTERVIE-
NEN

Los factores que influyen en la formacion de
oxiesteroles en productos alimenticios son multiples,
pero segun SANDER y cols. (65), los mas importan-
tes son: temperatura, radiaciones, fotosensibilizantes,
iones de metales de transicion, tiempo de almacena-
je, pH y concentraciones de colesterol.

No obstante, también se han realizado estudios
referentes a la influencia de la adicion de sal (65) a
sustratos, presencia de prooxidantes (46) y antioxi-
dantes (46) (53) (55), asi como respecto a sistemas
de secado, utilizados en la obtencién de algunos
preparados alimenticios (44) (46) (48) (49) (77) (78).

Por ultimo, cabe citar algunos trabajos que
estudian la formacion de OE en sebos (4) (53) (55)
(63) (64) y mantequillas (65) (22), cuando estos
productos son calentados a altas temperaturas duran-
te periodos de tiempo variables. El interés de estos
trabajos radica en el hecho de que permiten evaluar
la autooxidacién del colesterol, en condicioneg simi-
lares a las que son sometidos estos productos cuan-
do se utilizan como medios de fritura.

La presencia de OE ha sido puesta de mani-
fiesto en distintos productos alimenticios, entre los
cuales destacan algunos derivados lacteos (49) (65),
ovoproductos (31) (44) (46) (47) (48) (55) (77) (78)
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(79), productos carnicos (52) y alimentos sometidos
a fritura (52) (63).

Las especies mas frecuentemente detectadas
en productos alimenticios son las siguientes: a-CE, B-
CE, 7a-HC, 7B-HC, 25-HC, CT y 7-CC. Como puede

65

apreciarse en las tablas Ill, IV, V, los contenidos de
estos compuestos varian en funciéon de las caracte-
risticas del producto, de los procesos tecnolégicos
aplicados y del tiempo y de las condiciones de
conservaciéon y almacenaje.

Tabla [l[-Formacién de OE (ppm) en guesos sometidos a diferentes periodos y
condiciones de almacenaje (ref. 65).

Contenido inicial Almacenados 3 meses Almacenados 6 meses
a 21°C - ‘a 38°C a 21°C a 38°C
Chedd Par Chedd Par no | Cheddar | Parmesano| Cheddar | Parmesano | Cheddar | Parmesano
a—CE 15 2.0 2.0 3.0 2.5 5.0 5.0 7.0 9.0 10.0
p—CE 2.0 é.O 1.5 ND 1.5 ND 1.0 ND 2.5 ND
70-HC ND° ND ND ND ND ND ND ND ND ND
7p—HC 8.5 ND 7.5 ND 6.0 ND 3.0 ND 3.0 ND
25—HC ND 2.0 ND 6.0 ND 5.0 ND 5.0 ND 4.0
CT ND ND ND - ND ND ND ND ND ND ND
7-CC 1.5 3.0 2.5 4.0 15 12.0 2.0 5.0 2.5 3.0
Total 15.5 9.0 13.5 13.0 115 22.0 11.0 17.0 17.0 17.0

a No detectado .

Tabla]V-Formacion de OE (ppm sobre lipidos) en productos en polvo obtenidos

.

por atomizacién con fuente de calor indirecta (refs. 48 y 49).

Yema de huevo en polvo ° Leche en polvo
Inicial 2 mesés 6 meses | 12 meses | 13 meses | 30 meses | 36 meses
a—CE TR ° ND 1.3 25 1.8 2.0 2.7
s—-CE ND d ND 8.5 12.0 0.7 5.7 8.1
7a-HC TR TR 2.2 8.9 4.5 11.5 12.4
78—-HC TR N TR 2.5 9.4 8.8 17.8 18.2
25-HC ND ND ND ND 0.3 0.8 0.8
CT ND ND ND TR ND ND .19
7-CC ND TR 3.5 2.9 5.0 12.8 10.8
Total - - 16.0 35.7 18.9 50.2 52.5

a Aimacenada a 4°C.

b Aimacenada o temperatura ambiente.
¢ Trazas .

d No detectado.

2.1. Accion de las radiaciones.

Como ya se ha dicho, a principios de siglo,
SCHULZE Y WINTERSTEIN (66) observaron que el
colesterol, en su forma cristalina, sufria una descom-
posicién cuando era fuertemente irradiado con luz solar
en presencia de aire, hecho que también fue adver-

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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tido mas tarde, en 1941, por BERGSTROM y WIN-
TERSTEINER (6).

Posteriormente, se comprobé que la irradiaciéon del
colesterol en este mismo estado, a temperatura
ambiente y con luz ultravioleta, conducia a la forma-
cién de los siguientes compuestos: 7a-HC, 7B-HC, 7-
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CC, colest-1,4-dien-3-ona y 5-colestano (25).

Sobre este punto CHICOYE y cols., en 1968 (20),
sugirieron que la oxidaciéon fotoquimica experimenta-
ba una disminucién con el aumento de la longitud de
onda, en las regiones ultravioleta, visible e infrarro-
ja del espectro electromagnético.

Tabla v —Contenido de OE (ppm) en una formulae en polvo,
a base de huevo, obtenida por atomizacién con fuente de
calor directa (FCD) o indirecta (FCI) (ref. 44).

Atomizacion
FCD FCI
o—CE 50.0 21.5
§—CE 37.4 1.9
7a—HC 7.0 1.8
76-HC | 185 1.5
25-HC 5.1 1.4
CcT 13.0 11.6
7-CC 37.0 2.0
Total 168.0 417

Fue a finales de los afos 60 cuando se empeza-
ron a estudiar los efectos de las radiaciones sobre el
colesterol contenido en alimentos. Concretamente, uno
de los primeros estudios de los que se tiene referen-
cia es el realizado por CHICOYE y cols. (19). Este
equipo de investigadores realizaron un tratamiento
sobre yema de huevo en polvo con radiaciones nec
ionizantes, consiguiendo de esta forma identificar, tras
la exposicién, varios productos de fotooxidacion del
colesterol. Con posterioridad, se pudo demostrar que
la exposicién de yema de huevo en polvo, durante 12
dias a luz fluorescente o 5 horas a luz solar intensa,
daba lugar mayoritariamente a los productos de fotoo-
xidacién siguientes: o~CE, 7a-HC, 78-HC, CT y 7-CC
(31).

Trabajos recientes han estudiado el efecto de la
irradiacion de ovoproductos y derivados lacteos con
luz fluorescente, comprobandose que este tratamien-
to conduce a la formacién de: a-CE, B-CE, 7a-HC,
7B-HC y 7-CC (31) (65).

2.2. Tiempo y condiciones de almacenaje.

El periodo de almacenaje y las condiciones en que
éste se realiza influyen de forma clara en la formacién
de OE en alimentos (24) (44) (46) (48) (49) (65) (78).
Entre los factores que inciden en la misma, se citan
los siguientes: Temperatura (48) (65), radiaciones (65),
humedad del producto (48), presencia de sustancias
prooxidantes y antioxidantes (46), ventajas del enva-
sado en atmésfera inerte (44) o al vacio (48), tamaio
del envase (48) y naturaleza del mismo (24).

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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2.3. Prevencién de la autooxidacién: Adicion de
sal y antioxidantes.

Como es sabido, la oxidacién lipidica en los ali-
mentos es .un proceso dependiente, entre otros, del
factor actividad-del agua (a,) (40). La importancia del
mismo, en relacién con la formacién de OE, ha sido
estudiada por algunos autores.

En este sentido, SANDER y cols. (65) estudian,
sobre un producto derivado de la mantequilla, el efecto
de la adiciéon de diferentes concentraciones de sal,
comprobando que esta adicién juega un importante
papel en la prevencién de la autooxidacién del coles-
terol. Para estos autores, una disminucién en a_ implica
una menor movilidad de los metales de transicion,
hecho que provoca un declive en la reactividad y en
el efecto prooxidante de los mismos.

Se ha observado que la presencia de antioxidan-
tes (glutation, galato de propilo, BHA y BHT) o bien
de mezclas sinérgicas de ellos (palmitato de ascorbilo
mas dl-a-tocoferol), evitan la formacién de OE (46)
(53) (55).

2.4. Tratamientos tecnolégicos.

Como un ejemplo de las repercusiones de los
tratamientos tecnolégicos sobre la formacion de OE,
podria citarse una cuestion relacionada con la elabo-
racion de ovoproductos y tendente a prevenir el
desarrollo de pardeamientos. Por esta razoén, para
ciertas aplicaciones, la yema de huevo en polvo debe.
estar exenta de glucosa. Esto se puede conseguir
mediante un tratamiento enzimatico, que consiste en
anadir el sistema oxidasa-catalasa mas agua oxige-
nada sobre yema de huevo liquida. Los enzimas se
dejan actuar de 2.5 a 3 horas y después se procede
al secado, generalmente por atomizacién, con el fin
de obtener yema de huevo en polvo libre de glucosa.
Este proceso puede incidir en la formacién de OE, ya
que se ha demostrado (69) que el perdxido de hidré-
geno favorece la formacion de epdxidos del colesterol
(a-CE y B-CE).

En vista de esto, MORGAN Y ARMSTRONG, en
1987 (46), estudiaron la formacién de epoxicolestero-
les (ECs) en yema de huevo en polvo, obtenida por
atomizacién con fuente de calor indirecta, a partir de
yema de huevo liquida, a la que se habian adicionado
diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno.
Se pudo observar que esta adicién provocaba un
aumento considerable del nivel de ECs en el producto
asi obtenido. Ademas, dicho nivel se disparaba de
forma clara a lo largo del almacenaje de este produc-
to, a causa de su contenido en H,O, residual.

Se ha comprobado que el sistema de secado
empleado en la obtencién de productos deshidratados
puede incidir en la formacion de OE. En este sentido,
el sistema mas ventajoso para prevenir la formacién
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de estos compuestos es la liofilizacién, ya que se ha
observado que en ovoproductos, recién elaborados,
desecados por este sistema, no se detectan niveles
de OE (48) (77).

Por otro lado, en estudios realizados sobre la
influencia del sistema de atomizacién en la formacién
de OE, se ha comprobado que, si el aire que ejerce
el efecto secante se calienta mediante una fuente de
calor indirecta, la formacién de OE es nula o poco
significativa (44) (46) (49) (78), mientras que si este
aire es calentado directamente a la llama de un
mechero, la formacién de OE es muy elevada (44)
(78). Esto es debido, segin diversos investigadores,
a la presencia de 6xidos de nitrégeno (NO y NO,) en
el aire calentado directamente. Estos compuestos se
producen en la combustién del gas empleado en el
mechero (44) (78). Respecto a este punto, MORGAN
y ARMSTRONG en 1987 (46), realizaron una impor-
tante comprobacién, al anadir N,O en el aire de un
atomizador con fuente de calor indirecta. Este 6xido
a las altas temperaturas que se registran en el interior
de atomizador, se descompone dando lugar a NO mas
NO, Esto se traducia, directamente, en un aumento
de la formacién de OE en los productos desecados.
Sobre este punto, existen una serie de trabajos que
evidencian que los 6xidos de nitrégeno pueden actuar
como iniciadores de la autooxidacion del colesterol
(67) (69) y de los &cidos grasos insaturados (60).

Otro sistema de secado estudiado es el que utiliza
rodillos calientes. En este caso se ha observado que
la formacion de OE es similar a la que tiene lugar
cuando se usa la atomizacién con fuente de calor
indirecta (49).

2.5. Procesos de fritura.

Como es sabido, las grasas utilizadas en procesos
de fritura sufren un serie de cambios oxidativos,
debidos al efecto combinado de las altas temperatu-
ras y de la presencia de oxigeno. Esto ha sido citado,
en relacién con el colesterol, para los sebos emplea-
dos como medio de fritura (4) (51) (53) (55) (63) (64).
En este sentido, diferentes autores han analizado la
formacién de oxiesteroles, sometiendo dichos produc-
tos a diferentes temperaturas, de las usualmente
aplicadas en los procesos de fritura. Con ello se ha
comprobado que, a temperaturas que oscilan entre
135°C-165°C, la formacién de ciertos OE es creciente
con el tiempo de calefaccién, mientras que por el
contrario, a temperaturas superiores a 180°C, los
niveles de OE detectados, con diferentes periodos de
calefaccién, son muy bajos o bien nulos (51) (53).
Esto es debido a que a medida que aumenta la
temperatura se va acentuando cada vez mas el
predominio de la descomposicion térmica del coles-
terol sobre su oxidaciéon (51) (53). Estos trabajos tienen
gran importancia, pues también han permitido con-
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cluir que los OE formados durante el proceso de fritura
pueden absorberse en los alimentos que se someten
a dicho proceso. Asi, RYAN (63) observa que el nivel
de OE presente en patatas fritas es cuatro veces
superior al que se encuentra en su medio de fritura.

Otro de los productos usados con esta finalidad,
aunque con menor frecuencia, es la mantequilla. Sobre
este producto también se han efectuado estudios, para
determinar como evolucionan sus niveles de OE, cuan-
do es sometido a temperaturas elevadas. Uno de los
mas significativos es el realizado por SANDER y cols.
(65), en el que se sometiéd un derivado de la mante-
quilla, durante 24 dias, a un calentamiento continuo
a 110°C y se analizaron los niveles de OE a lo largo
de este periodo. Se observé un claro aumento, hasta
el octavo dia, de los siguientes oxiesteroles: a-CE,B-
CE, 70-HC, 78-HC y 7-CC. A partir de este punto,
aunque el 7-CC siguié aumentando, los otros cuatro
OE disminuyeron o bien se estabilizaron. Durante este
estudio se detectaron, ademas, bajas concentracio-
nes de 25-HC y CT. Otro trabajo de gran importancia
es el de CSIKY (22), que consisti6 en someter
mantequilla a 180°C durante 5 minutos, con lo cual
observé que la misma pasaba de contener solamente
trazas de 25-HC, a presentar niveles apreciables de:
7a-HC, 78-HC, 25-HC, 7-CC y 4B-HC.

3. DETERMINACION ANALITICA

Los métodos descritos en la bibliografia consulta-
da, para la determinaciéon de los derivados oxidados
del colesterol, parecen coincidir, a grandes rasgos, en
el interés que supone la aplicacion de la cromatogra-
fia de gases (CG) con columna capilar, como método
de eleccion, para conseguir una buena resolucién y
cuantificacién individualizada de los OE presentes en
alimentos. Se utiliza con menor frecuencia la croma-
tografia liquida de alta eficacia (CLAE). Donde parece
existir una mayor diversificacion, con el fin de obtener
una fraccién que contenga de la forma mas selectiva
posible la globabilidad de productos de oxidacién del

" colesterol, es en los procesos de extraccion y puri-

ficacion de la muestra. Por otra parte, siempre se
trabaja evitando, en lo posible, las oxidaciones que
puedan tener lugar durante el procedimiento analitico.
Es por ello que, en la mayoria de las pautas anali-
ticas revisadas, se observan unos cuidados especia-
les: las muestras son guardadas bajo unas condicio-
nes controladas (44) (46) (48) (77) (78); las extrac-
ciones se realizan con la maxima rapidez, utilizando
en algunos casos centrifugaciéon (49) (52) (65); los
disolventes se usan desgasificados (31) (44); se trabaja
con luz difusa (49); y la evaporacién de disolventes
se realiza a presién reducida (31) (46) (47) (48) (49)
(50) (64) (77) (78), bajo corriente de N, (46) (47) (48)
(50) (52) (65) (77) o en rotavapor con atmésfera de
N, (44).
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Tabla vI—Procedimientos analiticos en la identificacién y/o determinacidn de OEF.

Referencia
bibliogréfica

Muestra

Patrones

Extraccién (E) y/o
saponificacién (S)

HERIAN y LEE, 1985 (31).

Huevo en polvo.

7a—HC, 78—HC y colesterol.@

cloroformo/metanol (2:1, v/v;.
KOH/etanol 1.5N (en caliente).

KORAHANI y cols.,, 1981 (42). | Patrones por separado o como | a-CE, 7a-HC, 78—HC, 25-HC, CT, 7-CC, (20S)-20-HC,
mezclas y colesterol autooxidado §22$)—-22—HC (23R)—23—HC (24R)—24—HC (24S)-24-Hc,
por calefaccion. 25R)—26—HC, 5a—col 38-ol, Sa—colestan—3—ona,
colest—4-en-3-ona, colest-5-en—3§,22¢,23 &-triol, 5a-colest-7-en-36-dl,
colest—3,5—dien—7-ona, colest-5,7—dien—3p-ol, desmosterol
(colest—5,24—dien—3p—ol), colesterol y 5a—colestano.
MISSLER y cols., 1985 (44). | Férmula en polvo a base de | a—CE, f—CE, 7a—HC, 78—HC, 25—HC, CT, 7—CC, | E: cloroformo.

huevo.

(20R)-20-HC y 6-CC.b

MORGAN y ARMSTRONG,
1987 (46).

Yema de huevo en polvo.

a—CE. @

m

cloroformo/metanol (2:1, v/v).

MORGAN y ARMSTRONG,
1989 (47).

Estudio de las recuperaciones de
diferentes patrones en yema de
huevo en polvo.

a—CE, g—CE, 7a—HC, 78—HC, 7-CC y 7—cetopregnenolona®
(3p—hidroxipregn—5—en—7,20—diona).

E: cloroformo/metanol (2:1, v/v).

NOUROOZ—ZADEH y
APPELQVIST, 1987 (48).

Huevos frescos y ovoproductos en
polvo.

a—CE, p—CE, 7a—HC, 78—HC, 25-HC, CT, 7—CC,
(20R)—20—-HC, colesterol y 5a—colestano.b

E: hexano/isopropanol (3:2, v/v).

NOUROOZ—ZADEH y
APPELQVIST, 1988 (49).

Derivados l4cteos -en polvo.

a—CE, B—CE, 7a—HC, 78—HC, 25-HC, CT, 7-CC,
(ZOR) —20—HC, colesterol, esteres de colesterol,
S5a—colestanoby 5a—colestan—3a,7a,12a—triol y
colest—5—en—3g8—ol tritiados.

E: hexano/isopropanol.

PARK y ADDIS, 1985 (50).

Patrones por separado o como
mezclas.

a—CE, 7a—HC, 78—HC, 25-HC, CT, 7—-CC, 48-HC,
6—cetocolestanol, colest—3,5—dien—7—ona, colesterol
y 5o—colestano.b

PARK y ADDIS, 1985 (52).

Patatas fritas; pollo frito; concentrados
de cerebro e h:gudo. carne, higado y
cerebro de buey; etc.

7a—HC, 78—HC, 25—HC, CT, 7—CC, colesterol
7—cetopregnenolonob(Sp—hidroxipregn—5—en—7.20—diona{

E: cloroformo/metanol (2:1, v/v).

PARK y ADDIS, 1986 (53). | Sebo calentado a diferentes temperaturas. | @—CE, 7—CC y 5a—colestano.b S: KOH/metanol 1N (en frio).
SANDER y cols.,, 1989 (65). | Derivados ldcteos en polvo. a—CE, p—CE, 7a—HC, 78—HC, 25-HC, CT, 7—CC, |E: cloroformo/metanol (2:1, v/v).
colesterol y Sa—colestano. S: KOH/metanol 1N (en frio).

TENG y cols.,, 1973 (74).

Patrones.

7a—HC, 7f—-HC, 7-CC, Sa—colest—6—en—38,5—diol,
colest—3,5—dien—7—ona, colest—4,6—dien—3—ona,
colest—2,4,6—trieno, colesterol, A>-5a—hidroperdxido,
7 a—hidroperéxido y 78—hidroperéxido.

TSAl y HUDSON, 1981 (76).

Patrones por separado o como
mezclas.

a—CE, p—CE, 7a—HC, 78—HC, 25—HC, CT, 7—CC,
20-HC, 22-CC, Sa—colestan—3f—ol, 58—colestan—3f—ol,
S5a—colestan—3p,68—diol, Sa—colestan—3—ona,
3 B-hidroxi—5 a-colestan—6-ona, 3f-hidroxi—5a-colestan—7-ona,
colest—5—en, colest—5—en—3a-ol, colest—5—en—3—ona,
colest-3,5—dien, colest—3,5—dien—7-ona, colest-5,7-dien-3f-ol,
desmosterol, colesterol y S5a—colestano.

TSAl y HUDSON, 1984 (77).

Ovoproductos en polvo.

a—CE, p—CE y a—CE tritiado.

E: acetona.

TSAl y HUDSON, 1985 (78).

Ovoproductos en polvo.

o—CE y B—CE.

E: cloroformo/metanol (2:1, v/v).

a Patrén externo.
b Patrén interno.
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Tabla VI —Procedimientos analiticos en la identificacion y/o determinacién de OE (continuacién).

Referencia
bibliog_réﬁca

Purificacién o fraccionamiento

Identificacién y/o determinacién

Compuestos identificados
y/o cuantificados

HERIAN y LEE, 1985
(31).

n) Columna secuestrante + columna con
. i Py
impregnacion argéntica.

n—1) CCF con gel de silice 60.
n) CLAE con columna de LiChrosorb Si 60 y fases
méviles: hexano/isopropanol (100:3, v/v y 11:1, v/v).

7a—HC y 78—-HC.

KORAHAN! y cols.,
1981 (42).

n) CCF preparativa con gel de sflice 60 F 254

n—zg CCF con gel de silice 60 F 254.

n—1) CG con columna capilar (OV—101, 285°C).
n) CG-EM con columna capiler (SE-30, 250°C — 310°C
a 10°C/min.).

Derivatizacién (hexametildisilazano/triclorometilsilano,
1:1, v/v) en n—1 y n.

Patrones; y en colesterol autooxidado:
a-CE, 7a~HC, 78-HC, 25-HC, 7-CC,
(20S)-20-HC y colest—3,5-dien-7—ona.

MISSLER y cols.,
1985 (44).

n) columna de gel de silice LC + CLAE preparativa
con columna de gel de sflice.

n—1) CG con columna capilar (DB-1, 70°C —270°C a
259C/min. y 270°C —> 300°C a 1°C/min.).
n) CG—EM.

Derivatizacién (BSTFA) en n—1 y n.

a-CE, §-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC,
CT y 7-CC.

MORGAN y ARMSTRONG,

n) Cartucho de gel de silice.

n) CG con columna de relleno (3% V=17, 240°C—> 280°C

Epoxicolesteroles (a—~CE + § —CE).

1987 (46). a 5°C/min.). Sin derivatizacién.
MORGAN y ARMSTRONG, | n) Cartucho de gel de silice. n) CG con columna capilar (HP—17, 225°C — 275°C | En yema de huevo en polvo: 7ax—HC, |.
1989 (47). a 1°C/min.). Derivatizacién (BSTFA). 78-HC y 7-CC. Recuperaciones de: |

a—CE, f—CE, 7a-HC, 78-HC y 7-CC.

NOUROOZ—-ZADEH y
APPELQVIST, 1987
(48).

n) Gel filtracién con columna de Lipidex 5000 +
intercambio idnico con columna de TEAP Lipidex +
saponificacién con KOH/etanol 2N (en caliente).

n—2) CCF con gel de silice 60 F254.

n—-1) CG con columna capilar (metil~silicona, 280°C).
n) CG-EM con columna capilar (metil—silicona, 260°C).
Derivatizacién (Tri—Sil) en n—1 y n.

a—CE, f—CE, 7a—HC, 7B-HC, 25-HC,
CT, 7-CC y (20R)-20-HC.

NOUROOZ—-ZADEH y
APPELQVIST, 1988
(49).

n—1) CCF preparativa con gel de silice 60 para
separar el colesterol libre de sus esteres.
n) Cartucho de gel de sflice + gel filtracién con
columna de Lipidex 5000 + intercambio idnico con
columna de TEAP Lipidex + saponificacién
con KOH/etanol 2N (en caliente).

n—2) CCF con gel de sflice 60 F 254.

n—1) CG con columna capilar (metil—silicona, 270°C).
n) CG—EMS

Derivatizacién (Tri—Sil) en n—1 y n.

a-CE, f—CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC,
CT, 7-CC, (20R)-20-HC, colesterol
libre y esterificado.

PARK y ADDIS, 1985
(50).

n-1) CG con columna capilar. Estudio del comportamiento
de los patrones ante 3 fases estacionarias a diferentes
condiciones: DB—1: *200°C — 260°C a 3°C/min.,
+180°C — 250°C @ 3°C/min.; DB-5: %220°C —260°C a
4°C/min., #230°C —»260°C a 2°C/min.;y DB-1701: #260°C.
n) CG—EM con columna capilar (DB—1, 180°C — 250°C
a 3°C/min.).

Con o sin derivatizacién (Sylon BTZ) en n—1 y con
derivatizacién (Sylon BTZ) en n.

Patrones.

PARK y ADDIS, 1985
(52).

n) Columna de gel de sflice H.

n—1) CLAE con columna de uPorasil y fase mévil:
hexano/isopropanol (93:7, v/v).
n) CG—EM.

7a—HC, 7f—HC y 7-CC.

PARK y ADDIS, 1986 (53).

n) CG con columna capilar (segin ref. 50).

a—CE y 7-CC.

SANDER y cols., 1989
(65).

n—1) CG con columna capilar (DB-1, 180°C — 250°C
a 3°C/min.).

n) CG—EM.c

Derivatizacién (Sylon BTZ) en n—1 y n.

a—CE, f—CE, 7a—HC, 78-HC, 25-HC,
CT y 7-CC.

TSAl y HUDSON, 1985
(78).

n—12 CG con columna de relleno (3% OV—-17,
225°C — 265°C a 4°C/min.).

n) CLAE con columna de wPorasil y fase mdvil:
hexano/isopropanol {100:3, v/v).

TENG y cols,, 1973 n—1) CCF con gel de sflice HF 254. Patrones.
(74). n) CG con columnas de relleno (2% y 3% OV-210 y

2% y 3% SP—2401, en los 4 casos a 230°C).
TSAI y HUDSON, 1981 n) CLAE con columna de uPorasil y fases médviles: | Patrones.
(76). hexano/isopropanol (diferentes proporciones, v/v), hexano/

acetato de etilo (diferentes proporciones, v/v) y hexano/

—_ tetrahidrofurano (diferentes proporciones, v/v).

TSAl y HUDSON, 1984 | n) Columna de Bio—Sil HA. n—3) CLAE con columna de LiChrosorb Si 60 y |a—CE y S—CE.
(77). fase mdvil: hexano/isopropanol (98:2, v/v).

n—2) EM.

n—1g Espectroscopia infrarroja.

n) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

n) Cartucho de gel de sflice. a—CE y p—CE.

¢ CG con columna

y condiciones, idénticas a las de n—1.
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Los procedimientos anallticos mas significativos,
de los que hemos revisado, se encuentran resumidos
en la tabla VI. No obstante, es del todo necesario
realizar un breve comentario sobre una serie de puntos
de interés, ya que algunos son objeto de discrepancia
entre diversos autores. Los puntos a tratar se englo-
ban en tres apartados: extraccion y obtencién de la
fraccién insaponificable, purificacién y determinacion.

3.1. Extraccion y obtencién de la fraccién insa-
ponificable.

Los OE se encuentran en la fraccién lipidica de
los productos alimenticios formando parte de su porcién
insaponificable. Por ello, en ocasiones, tras la extrac-
cién de los lipidos de estos productos con disolventes
adecuados, tales como cloroformo/metanol (2:1, v/v)
(31) (46) (47) (52) (65) (79) (78), cloroformo (44),
hexano/isopropanol (48) (49) y acetona (77), se realiza
una saponificaciéon del extracto graso obtenido y la
subsiguiente extraccidn del insaponificable con éter
etilico (31) (43) (65). Esta saponificaciéon es una etapa
especialmente importante y controvertida, ya que puede
ser el origen de artefactos. Asi, MAERKER y UNRUH
(43) observaron la formacién de OE al someter coles-
terol puro en un sustrato de trioleina a saponificacion
en medio alcalino y en caliente, por dos métodos
diferentes. En este mismo trabajo estos dos autores
demostraron que tanto los epoxicolesteroles (a-CE y
B-CE), como los 7-hidroxicolesteroles (7a-HC y 78B-
HC), son estables a las condiciones de saponificacion
que emplean estos dos métodos, mientras que el 7-
CC es destruido en estas mismas condiciones. Esta
Ultima observacién se halla respaldada por una serie
de trabajos (20) (51), en los que se demuestra que
el 7-CC da lugar como artefacto a colest-3,5-dien-7-
ona, producto de la saponificacién a altas tempera-
turas en medio alcalino. En cambio, otros autores (48)
defienden la utilizaciéon de este método, ya que con
ello, junto a los OE sin esterificar, se consiguen
determinar también los OE esterificados. En la biblio-
grafia mas reciente (53) (65) se observa que la
tendencia preferente es la de saponificar en frio.

3.2. Purificacioén.

La purificacién del extracto, como puede observar-
se en la tabla VI, se realiza mediante métodos diver-
sos, entre los cuales, la cromatografia en capa fina
preparativa parece sufrir una regresién en su aplica-
cion, siendo el trabajo mas reciente que la utiliza, entre
los revisados, el realizado en 1981 por KORAHANI y
cols. (42). No obstante, esta técnica cromatografica
ha sido posteriormente usada, en 1988, por NOU-
ROOZ-ZADEH y APPELQVIST (49), pero en este caso
Unicamente para separar el colesterol libre de sus
ésteres. Este método ha sido reemplazado por otros
procedimientos, de los cuales el mas simple y mas

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

Grasas y Aceites

frecuentemente utilizado en la actualidad es el cartu-
cho de gel de silice (46) (47) (49) (78) (79).

Los eluyentes empleados son de una importancia
trascendental de cara a la ausencia de interferencias
en la determinacion. Las interferencias a eliminar son
basicamente: fosfolipidos, glicéridos, acidos grasos
libres (AGL) y colesterol. En esta eliminacién también
juega un papel importante el disolvente utilizado
durante la extraccién. Asi por ejemplo, segin TSAly
HUDSON (77), cuando se trabaja con huevos es
interesante realizar la extraccién con acetona, ya que
este disolvente excluye los fosfolipidos, que constitu-
yen aproximadamente un 27% de los lipidos del huevo.
En ocasiones, la purificacién se realiza de tal forma
que permita dividir el conjunto de OE contenido en un
producto alimenticio en varias fracciones. La finalidad
de esta operacion es la de evitar que estos compues-
tos se interfieran entre si durante la determinacién
(42) (48) (49).

3.3. Determinacioén.

El método mas usual en la determinacién de OE
es la CG (42) (44) (46) (47) (48) (49) (50) (53) (64)
(65) (74) (78) (79) que permite evaluar, cuali y
cuantitativamente, el contenido de OE. No obstante,
normalmente la identificacién debe confirmarse apli-
cando la CG asociada a la espectroscopia de masas
(EM) (42) (44) (48) (50) (65). Para realizar la cuan-
tificacion mediante CG, en la mayoria de los casos,
se utiliza el método del patron interno (44) (47) (48)
(49) (50) (53) (65), pero en cambio, MORGAN Y
ARMSTRONG (46) hacen uso de un patrén externo.
En general se realiza una silanizacién previa a la CG,
aunque no siempre es asi (46) (50) (74). En un trabajo
de PARK Y ADDIS (50), se observa que los tiempos
de retencién de los derivados silanizados proveen una
mejor resolucidn, independientemente de las colum-
nas utilizadas. Ademas, en este mismo trabajo se
advierte que esta derivatizacién evita la descompo-
sicion térmica de los OE durante la CG. Para este

“tratamiento los reactivos silanizantes mas frecuente-

mente utilizados son los que siguen: Sylon BTZ (50)
(53) (65), Tri-Sil (48) (49) y BSTFA (44) (47). Estos
tres reactivos actuan formando trimetilsilil-éteres (TMS-
éteres) sobre los grupos hidroxilo de los diferentes
OE. De los tres, el mas potente es el Sylon BTZ,
capaz de formar TMS-éteres con todos los grupos
hidroxilo de una molécula, sea cual sea su posicidn.
En cambio, los otros dos reactivos no consiguen mas
que una silanizacién parcial, ya que no actian sobre
los hidréxilos que se encuentran en determinadas
posiciones. Este hecho influye en el tiempo de reten-
cién y, por lo tanto, en la resolucién. Asi, en un trabajo
de MISSLER y cols. (44) se observa que, para la
columna usada en este caso, el empleo de BSTFA
implica una mejor resolucién, que la utilizacion de
reactivos que conduzcan a derivados completamente
silanizados.
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Otro método utilizado en la determinacién, con fines
cuali y cuantitativos, es la CLAE (31) (52) (76) (77)
(78) (79). El analisis cualitativo también viene, en
ocasiones, confirmado por CG-EM (52) o EM (77) e
incluso por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear y por espectroscopia infrarroja (77). La
evaluacién cuantitativa, en este caso, también se
realiza por el método del patrén interno (52) o por el
del patrén externo (31). Esta técnica cromatografica
era preconizada por algunos autores como la Unica
capaz de resolver con eficacia la mezcla de coleste-
rol-5,6-epoxidos (46) (76) (78) (79). Pero a partir del
ano 1985, se encuentran diversos trabajos que separan
bien estos compuestos mediante CG con columna
capilar (44) (47) (48) (49) (65), de tal forma que,
actualmente, este es el método de eleccidon para el
anadlisis de mezclas complejas de OE, como las que
pueden presentarse en los productos alimenticios. La
introduccion de este método ha supuesto un retroce-
so en el uso de la CG con columnas de relleno, ya
que estas columnas deparan una resolucién insufi-
ciente, pues son incapaces de separar los colesterol-
5,6-epdxidos (a-CE y B-CE) e incluso, en ciertos casos,
los 7-hidroxicolesteroles (7a-HC y 7B-HC).
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