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HMDS   Hexametildisilano 

HPC   Hidroxiperoxicolesterol 

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Cromatografía 
líquida de alta eficacia) 

HPLC-APCI-MS High Performance Liquid Chromatography with Atmospheric 
Chemical Pressure Ionization- Mass Spectrometry (Cromatografía 
líquida de alta eficacia con detector de masas con ionización a Pa) 

HPLC-ELSD High Performance Liquid Chromatography with Evaporative 
Light Scattering Detector (Cromatografía líquida de alta eficacia 
con detector de dispersión de luz tras evaporación) 

HPLC-IR High Performance Liquid Chromatography with Infrared 
Detection (Cromatografía líquida de alta eficacia con detector de 
infrarrojos) 

HPLC-MS High-Pressure Liquid Chromatography with Mass Spectrometry 
Detector (Cromatografía líquida de alta eficacia con detector de 
espectrometría de masas) 

HPLC-UV High-Pressure Liquid Chromatography with UV Detector 
(Cromatografía líquida de alta eficacia con detección ultravioleta) 

I   Matriz diagonal 

ID   Internal Diameter (diámetro interno) 

IDL Intermediate-Density Lipoproteins (Lipoproteína de densidad 
intermedia) 

Insig   Insulin induced gene (insulina inducida por gen) 

INSERM Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale 

(Instituto de Investigaciones Médicas) 
In-Vitro  Experimentos con cultivos de células 
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In-Vivo  Experimentos con organismos pluricelulares 

IONMED Centro de servicios especializado en el tratamiento de productos 
mediante radiación ionizante (electrones acelerados) 

IR   Infrared Radiation (Radiación infrarroja) 

IS   Internal Standard (Estándar interno) 

JC   Jamón cocido 

JS   Jamón serrano 

k   Número de factores 

kg   Kilogramo 

kGy   Kilogray  

KOH   Hidróxido de potasio 

L   Litros 

LA   Lomo adobado 

LC   Liquid Chromatography (Cromatografía líquida de columna) 

LC-PB-MS Liquid Chromatography Particle Beam Mass Spectrometry 

(Cromatografía de líquidos con detector de Espectrometría de 
Masas  de haz de partículas) 

LDL   Low Density Lipoprotein (Lipoproteínas de baja densidad) 

LDLR Low Density Lipoprotein Receptor (Receptor de lipoproteínas de 
baja densidad) 

LF   Lomo fresco 

Lip   Lípidos 

LLE   Liquid-Liquid Extraction (Extracción líquido-líquido) 

LOD   Limit of Detection (Límite de detección) 

LOQ   Limit of quantification (Límite de cuantificación) 

LPME   Liquid Phase Micro Extraction (Microextracción en fase líquida) 
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LPS   Lipopolisacárido bacteriano 

m   Metros 

m/z   Relación masa carga en espectrometría de masas 

MeOH   Metanol 

MeV   Megaelectrón voltios 

mg   Miligramos 

mL   Mililitro 

min   Minuto 

mL/min  Mililitro/minuto 

mm   Milímetro 

MPa   Mega pascales 

MS   Mass Spectrometry (Espectrometría de masas) 

MTBE   Metil tert-butil éter (t-butil-metil-éter) 

n Número de experimentos 

N   Número  total de experimentos 

NADPH Reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(Coenzima Lactaldehído reductasa) 

NaOH   Hidróxido sódico 

nd   No detectado 

ng   Nanogramos 

ng/g   Nanogramos/gramo 

NH2   Amino 

NIST National Institute of Standards and Technology (Instituto 
Nacional de Estándares y Tecnología) 

nm   Nanómetros 
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NP-C   Enfermedad Niemann-Pick tipo C 

nq   No cuantificado 

ºC   Grado centígrado 

ºC/min   Grado centígrado/minuto 

OIEA   Organismo Internacional de Energía Atómica 

OMS   Organización Mundial de la Salud 

pH   Logaritmo cambiado de signo de la concentración de protones 

P   Presión 

P   Espacio dimensional de las variables originales 

P´   Espacio dimensional de las variables componentes principales 

Pa   Presión atmosférica 

PC   Principal Components (Componentes principales) 

PCA Principal Component Analysis (Análisis de componentes 
principales 

pmoles   Picomoles 

psi   Unidad de presión (libra/pulgada2) 

QB   Queso blando 

QM   Quilomicrones 

R   Recuperación 

R2   Coeficiente de determinación 

r2   Coeficiente de regresión  

Rf   Factor de respuesta experimental 

RGSA   Registro General Sanitario de Alimentos 

RL   Rango Lineal 

ROS   Reactive Oxygen Species (Especies reactivas del Oxígeno) 
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rpm   Revoluciones/minuto 

Rs   Resolución cromatográfica 

RSD   Relative Standard Deviation (Desviación estándar relativa) 

RTE   Ready to eat (Alimentos listos para el consumo) 

SA   Salmón ahumado 

SCAP SCREBP cleavage activating protein (Proteína activadora de 
SCREBP por escisión) 

S/N   Relación Señal-Nuido en cromatografía 

SF   Super Fluid (Fluido supercrítico) 

SFE   Super Fluid Extraction (Extracción por fluidos supercríticos) 

SPE   Solid Phase Extraction (Extracción en fase sólida) 

SRE   Sistema Retículo Endotelial 

SREBPs  Sterol Regulatory Element Binding Proteins 
   (Proteína de unión al elemento de respuesta a los esteroles) 

SS   Suma de cuadrados 

s2   Varianza estimada 

S1P   Proteasa 1 

S2P   Proteasa 2 

T   Temperatura 

Ta   Temperatura ambiente 

TBARS ThioBarbituric Acid Reactive Substances  

TBHQ   t-butil hidroxiquinona 

Tcolumna   Temperatura de la columna 

Tdetector   Temperatura del detector 

Thorno   Temperatura del horno 
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t   Tiempo 

Tinyección  Temperatura de inyección 

TMCS   Trimethyl chlorosilane (Trimetilclorosilano) 

TMS   Trimetilsilil 

TMSI   1-(Trimethylsilyl) imidazole (1-(Trimetilsilil) imidazol) 

tR   Tiempo de retención cromatográfico 

triol   Colestane-3β,5α,6β-triol (CT) 

Tri-Sil   Reactivo derivatizante (HMDS: TMCS en piridina) 

�� Velocidad media de flujo lineal 

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography (Cromatografía 
líquida ultrarrápida) 

UPLC-APCI-MS Ultra Performance Liquid Chromatography-Atmospheric 
Chemical Pressure Ionization- mass spectrometry (Cromatografía 
líquida de alta eficacia con detector de masas con ionización a 
Presión atmosférica) 

USA   United  State of America (Estados Unidos de América) 

USDA United States Department of Agriculture (Departamento de 
Agricultura de Estados Unidos) 

UV   Ultraviolet Radiation (Radiación ultravioleta) 

V   Volumen 

Vinyección   Volumen de inyección 

VLDL Very-Low-Density-Lipoprotein (Lipoproteínas de muy baja 
densidad) 

V:V   Relación de volúmenes 

wlípidos   Peso de lípidos 

wmuestra   Peso inicial de muestra 

w/w   Peso/peso 
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WT   Matriz de transformación 

xi   Variable independiente 

X   Valor medio 

Xi   Variables originales (factor) 

yi   Variable dependiente 

Y   Respuesta 

α   Nivel de significación (valor-P) 

α-epóxido  5,6-α-epoxi-5α-colestan-3β-ol (a-epóxido) 

βi   Coeficientes de la ecuación 

β-epóxido   5,6-β-epoxi-5β-colestan-3β-ol (b-epóxido) 

Σx   Matriz de covarianza 

φi   Autovectores 

λ   Longitud de onda 

λi   Autovalores 

µg   Microgramo 

 µL   Microlitros 

µm   Micras 

µg/g   Microgramo/gramo 

σ2   Varianza 

ν   Grados de libertad 

25-OH   25-hidroxicolesterol 

2-PrOH  2-Propanol 

6-ceto   6-cetocolestanol (6-keto) 

7-ceto   7-cetocolesterol (7-keto) 
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7α-OH   7α-hidroxicolesterol  

7β-OH   7β-hidroxicolesterol (7b-OH) 

7-OOH  7-hidroperoxicolesterol 

5-OOH  5-hidroperoxicolesterol 

6-OOH  6-hidroperoxicolesterol 

5α-HPC  5α-hidroperóxidos 

7α-HPC  7α-hidroperóxidos 

9,10-DFA  9,10-difenilantraceno  

20α-HC  20 α-hidroxicolesterol 

25-HC   25-hidroxicolesterol 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El colesterol, esteroide de origen animal, cumple numerosas funciones metabólicas. Se 

estima que por cada dos o tres moléculas de fosfolípidos que constituyen parte de la 

matriz lipídica de las membranas, existe una molécula de colesterol (Valenzuela et al., 

2002); esta molécula puede participar en reacciones en las que se oxida para formar una 

amplia gama de compuestos denominados óxidos de colesterol (COPs) (Morrissey y 

Kiely, 2006). Hasta el momento se han identificado más de 60 COPs, algunos presentan 

actividad biológicas adversa in vivo, entre ellos se encuentra el 7β-hydroxycholesterol, 

colesterol 5β,6β-epoxido (β-epoxido), colesterol 5α,6α-epoxido (α–epoxido), 

cholestane-3β,5α,6β-triol (triol), 6-cetocholestanol (6-ceto), 7-cetocholesterol (7-ceto) y 

25-hydroxycholesterol (25-OH), que son frecuentemente detectados en alimentos. Sus 

efectos sobre el organismo han sido ampliamente detallados (Phelan y Mahler, 1997; 

Chang  y Liu, 1997; Chang et al., 1997; Chang et al., 1998; Chang  y Liu, 1998; 

Tsuzukia et al., 2000; Gheli et al., 2002; Vejux  et al., 2009;); los COPS con mayor 

actividad biológica son: α-epoxicolesterol (o colesterol-5α,6α-epóxido) causante de 

lesiones ateroscleróticas y con actividad carcinógena (Guardiola et al 1996), 25-

hidroxicolesterol (o 5-colesten-3β-25-diol) y el colestanotriol (o colesten-3β-5α-6β-

triol), ambos con actividad citotóxica y angiotóxica (Addis, 1986; Park y Addis, 1986; 

Nourooz-Zadeh y Appelquist, 1987; Zhang et al., 1991). Diversos estudios in vivo han 

puesto de manifiesto que la intensidad de las lesiones arterioscleróticas inducidas por la 

ingesta de elevadas dosis de COPs es superior a la producida por dietas ricas en 

colesterol (Peng y Taylor, 1984; Brown y Jessup, 1999; Miyuki et al., 2002; Tavori et al 
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2009). Además, este tipo de compuestos puede alterar las funciones de membrana, 

incrementando su permeabilidad, entre otros problemas de salud a nivel celular 

(Hennings y Boissonneault, 1987; Phelan y Mahler, 1997; Chang y Liu, 1998; Brown et 

al., 1999; Yin et al., 2000; Tsuzukia et al., 2000; Deckert et al., 2002; Miyuki et al., 

2002; Valenzuela et al., 2004). 

 

Los COPs se pueden formar en alimentos de origen animal por cambios en la 

temperatura (T), acción enzimática o por efecto de irradiación, siendo las dietas de esta 

naturaleza una fuente de COPs; por  tanto, es necesario controlar los procesos de 

fabricación de los alimentos con el fin de que sus contenidos se encuentren dentro de los 

límites establecidos por las reglamentaciones alimentarias, lo cual requiere de 

procedimientos analíticos adecuados que permitan determinar COPs en matrices 

alimentarias. Cada vez es más frecuente, sobre todo en las grandes urbes, el consumo de 

comidas preparadas tanto dentro como fuera del hogar. Esta situación ha dado lugar a 

que la industria alimentaria transforme alimentos ya procesados tales como jamón 

cocido, jamón serrano, embutidos, mortadela, fiambres de ave, diversos tipos de 

pescado ahumado, quesos frescos y curados, en productos listos para el consumo (RTE) 

suministrados en envases domésticos. Esto implica una reducción de su tamaño por 

troceado, loncheado, dosificación, envasado u otras operaciones conducentes a facilitar 

la venta o el trabajo en el hogar incrementando los riesgos de contaminación. En estas 

operaciones, diversos microorganismos patógenos, procedentes del entorno, utillaje 

empleado en las operaciones y por los manipuladores, pueden potencialmente 

contaminar el alimento, siendo necesario higienizar el producto RTE antes de que llegue 

al consumidor. La irradiación de alimentos es un método físico de higienización que 
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elimina  organismos patógenos o permite minimizar esta contaminación; consiste en 

exponer el alimento a la acción de radiaciones ionizantes (E-Beam) durante un cierto 

tiempo; la energía radiante emitida puede producir ionizaciones, rupturas y pérdida de 

“estabilidad” de las moléculas del alimento con el que interaccionan, formando 

sustancias ajenas a la composición inicial del alimento (Comité Mixto de Expertos 

FAO/OIEA/OMS); en consecuencia, es un factor de riesgo potencial para la salud 

debido a la formación de COPs. Se debe establecer si la radiación (E-Beam) es un factor 

que desencadena la formación de COPs a partir del colesterol, por medio de los 

diferentes mecanismos químicos que generalmente se inician con la formación de 

radicales libres. 

 

Los contenidos de COPs referidos en la bibliografía para alimentos varían ampliamente 

dependiendo de las metodologías y técnicas analíticas usadas, siendo las técnicas 

cromatográficas HPLC y GC las más empleadas para su analisis. HPLC permite la 

determinación directa de algunos COPs que presentan propiedades de absorción de 

radiación en la región ultravioleta (UV) del espectro; sin embargo, GC permite la 

determinación de todos los COPs aunque se requiere realizar un proceso de 

derivatización lo cual hace incrementar el tiempo (t) de análisis, si bien, esta técnica, 

tiene ciertas ventajas; presenta mayor capacidad de picos que HPLC permitiendo 

separar un número mayor de COPs y se dispone de un número mayor de detectores 

genéricos que permiten detectar todos estos compuestos con límites de detección 

relativamente bajos (Guardiola et al., 1995). Sin embargo, la separación de COPs por 

GC requiere condiciones muy específicas, puesto que se trata de separar derivados de 

un mismo precursor (colesterol), presentan pesos moleculares, puntos de ebullición y 
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propiedades fisicoquímicas muy similares, todo lo cual implica que eluyan a tiempos de 

retención (tR) muy cercanos, formando pares críticos. 

 

Por otra parte, la formación de artefactos y su monitorización son preocupaciones 

comunes en el análisis de COPs; estos artefactos incluyen COPs que no se encuentran 

en la muestra antes del análisis, sino que se generan durante el análisis de COPs, o bien 

están inicialmente presentes en la muestra pero sus contenidos se incrementan (o 

disminuyen) durante el análisis (Bush y King, 2009). Se ha dedicado especial atención a 

los artefactos derivados del colesterol, ya que en comparación con los COPs se 

encuentran presentes en exceso; sin embargo, los artefactos pueden resultar de sobre- y 

sub-estimaciones de contenidos y tipos de COPs presentes. Si bien se dispone de 

numerosas reseñas sobre las actividades biológicas, presencia en los alimentos y análisis 

de COPs, sin embargo, métodos para monitorizar la generación de artefactos no son 

universalmente utilizados, lo que resulta en un creciente cúmulo de información, sin 

duda, a veces errónea. 

La composición de los alimentos de origen animal es muy compleja y requiere 

numerosas etapas para llevar a cabo el análisis de COPs. Además, los COPs pueden 

reaccionar durante las etapas de preparación de muestra, especialmente en la extracción 

de lípidos y limpieza de COPs (Bush y King, 2009); en consecuencia, los análisis de 

COPs en muestras complejas presentan una serie de dificultades añadidas, tales como 

destreza del operador en el manejo de  muestras, alto consumo de tiempo y de reactivos 

y, por ende, costes de análisis elevados. Desde 1956 se han diseñado, desarrollado, 

estandarizado y validado una gran cantidad de metodologías analíticas que han 

permitido conocer parcialmente el comportamiento de los COPs, siendo común a la 
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mayoría, la extracción de lípidos mediante lixiviación y el sistema de limpieza de 

muestras mediante extracción en fase sólida, SPE (Lai et al., 1995; Jonson et al.,1996; 

García Regueiro y Marachiello, 1997; Careri et al., 1998; Boselli, et al., 2001; Petron et 

al., 2003; Lu et al., 2007; Menéndez-Carreño et al., 2008). 

Existe una amplia variedad de métodos, en general, específicos de la matriz. Las 

comparaciones de los contenidos de COPs son a menudo difíciles de interpretar debido 

a las diferencias en la metodología y las complicaciones originadas por la formación de 

artefactos (Guardiola et al., 1995; Garcia Regueiro et al., 1997; Ulberth et al., 1998; 

Dionisi et al., 1998; Rodriguez-Estrada et al., 2004; Ubbayasekera et al., 2004). Los 

mismos factores que inician la autooxidación y fotooxidación contribuyen a la 

generación de artefactos; la exposición al aire, luz o metales propaga la oxidación de 

colesterol y COPs, y estos factores oxidativos pueden ser limitados durante el análisis 

(Appelqvist et al., 1996; Dutta et al., 1999; Appelqvist et al., 2004). Los artefactos son 

también generados por las condiciones experimentales, las cuales comprometen la 

estabilidad del colesterol y COPs existentes. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Generalidades sobre el colesterol 

El colesterol (5-colesten-3β-ol) es un esteroide de origen animal que cumple numerosas 

funciones metabólicas: 

- Constituye la estructura básica para la formación de las hormonas esteroidales. 

- A partir de él se forman las sales biliares cuyo papel es importante en la digestión y 

absorción de las grasas en el tracto intestinal. 

- Posee importantes funciones regulatorias en el metabolismo intracelular de los ácidos 

grasos. 

- Es junto con los fosfolípidos uno de los componentes más importantes de las 

membranas celulares (citoplasmática, nuclear y de orgánulos). Se estima que por cada 

dos o tres moléculas de fosfolípido que forma la matriz lipídica de las membranas, 

existe una molécula de colesterol (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Estructura de la matriz lipídica de las membranas 
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El colesterol tiene en los organismos animales un doble origen: aportación alimentaria 

(con la ingesta de alimentos de origen animal, sobre todo la yema de huevo, hígado y 

carnes rojas), pero esencialmente su síntesis a nivel de ciertos órganos como el hígado, 

intestino y la glándula corticosuprarrenal, a partir de la acetilcoenzima A (Acetil-CoA), 

los cuales son la sede del catabolismo y de la eliminación del colesterol en forma de 

ácidos biliares y de esteroles neutros. 

 

2.1.1. Estructura 

El colesterol está formado por una molécula de ciclopentano perhidrofenantreno, 

constituida por cuatro carbociclos condensados, denominados A, B, C y D que 

presentan varias sustituyentes, Figura 2: 

1- Dos radicales metilos en las posiciones de los carbonos C-10 y C-13. 

2- Una cadena alifática en la posición C-17. 

3- Un grupo hidroxilo en la posición C-3 

4- Una insaturación entre los carbonos C-5 y C-6 

En la molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza constituida por el 

grupo hidroxilo y una cola apolar formada por el carbociclo de núcleos 

condensados y los sustituyentes alifáticos. 

Esta molécula presenta un doble enlace entre C-5 y C-6 del anillo B. Este doble enlace 

genera una estructura en la que C-4 y C-7 de los anillos A y B, respectivamente se 

encuentran en el mismo plano. A partir de esta estructura cabe esperar que ambas 

posiciones C-4 y C-7 sean más reactivas. Sin embargo, la posición C-7 es más 

susceptible a reaccionar. Por el contrario, la C-4 es menos reactiva, posiblemente por el 
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efecto de escudo del grupo hidroxilo en C-3. Las posiciones C-20 y C-25 de la cadena 

alifática lateral son terciarias y por tanto más susceptibles de ataques oxidativos que 

otros carbonos. 

 

 

 

 

 

 

2.1.2. Síntesis 

Bloch (1964) propuso que la molécula de acetato se fusiona en unidades isoprenoides 

antes de incorporarse a la molécula de colesterol. Las 6 unidades isoprenoides se 

fusionan para formar escualeno (hidrocarburo poli-isoprenoide) de cadena lineal que 

finalmente se cicla formando colesterol. A esta conclusión se llegó alimentando 

animales con escualeno marcado isotópicamente y se obtuvo colesterol en el 

excremento marcado radioactivamente. El camino biosintético propuesto por Blonch se 

presenta en la Tabla 1: 

 

Figura 2. Estructura molecular del colesterol 
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Otra forma de obtener colesterol consiste en convertir la acetil-CoA a unidades 

isoprenoides mediante una serie de reacciones las cuales comienzan con la formación de 

hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA). En la cetogénesis, las enzimas para su síntesis 

se encuentran en la mitocondria, por el contrario, cuando su destino es la síntesis de 

colesterol, se encuentran en el citoplasma; sin embargo, el mecanismo catalítico es el 

mismo. En este caso 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) es 

precursor de dos intermediarios isoprenoides: isopentenil pirofosfato y dimetilalil 

pirofosfato (Figura 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.1.3. Reacciones de oxidación 

La oxidación de lípidos (grasas y aceites), es también conocida como rancidez oxidativa 

para diferenciarla de la lipoperoxidación celular, aunque, conceptualmente ambos 

procesos significan lo mismo: destrucción por oxidación de los ácidos grasos mono y 

poli-insaturados presentes en los alimentos (rancidez oxidativa) o en las membranas 

biológicas u otros componentes celulares (lipoperoxidación). 

 

La rancidez oxidativa es un proceso químico que ha sido muy estudiado y su(s) 

mecanismo(s) de acción y los productos que genera son relativamente bien conocidos 

Figura 3. Formación del colesterol a partir  de unidades isoprenoides 
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(Guardiola et al., 1995; Valenzuela et al., 2000). Sin embargo, la participación del 

colesterol en este proceso ha sido escasamente abordada. El colesterol por su estructura 

química, derivado del ciclopentano perhidrofenantreno, posee un doble enlace entre los 

carbonos 5 y 6 del anillo aromático, que es también susceptible de sufrir oxidación. De 

esta manera, cuando el colesterol, presente en muestras biológicas o en materias primas, 

u otros productos oleosos que lo contienen, es sometido a una oxidación, da origen a 

una serie de productos oxidados, de diferente estructura, aún no bien definidos 

químicamente, que se identifican colectivamente con el nombre de oxisteroles (COPs) 

(Maerker, 1987).  

 

El colesterol también puede sufrir procesos de oxidación cuando está acompañado de 

las lipoproteínas de baja densidad (LDL). La Tabla 2 muestra el resultado de Addis y 

Warner (1991); se puede observar que la oxidación de LDL In Vitro va acompañada por 

la formación de una variedad de oxisteroles. Se desconoce el efecto que puede tener la 

presencia de estos productos de oxidación en la función metabólica y en la probable 

acción patológica de esta lipoproteína (Valenzuela et al. 2002a). 

 

 Tabla 2. Formación de oxisteroles en LDL modificadas 
por oxidación 
 

 

Esterol
a 

LDL-control
b 

LDL-oxidada
b
 

Colesterol 687 358 
7α-OH ------- 56 
α-epóxido ------- 48 
β-epóxido ------- 21 
7β-OH ------- 60 
7-ceto ------- 181 

LDL lipoproteína de baja densidad;  a µg Esterol/mg proteína LDL;  
b 200 µg de LDL incubados 20 h a 37 ºC 
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La oxidación lipídica y de esteroles (colesterol) siguen las mismas rutas: 

autooxidación, fotooxidación y oxidación enzimática, dando lugar a distintos 

hidroperóxidos. Se cree que los hidroperóxidos que derivan de la oxidación de los 

ácidos grasos no saturados tienen un papel importante en la oxidación del doble enlace 

A-5, que es el más sensible a la oxidación. 

 

La oxidación del colesterol de la carne da lugar a una amplia gama de compuestos 

secundarios potencialmente tóxicos para el organismo, estando ésta inversamente 

relacionada con la estabilidad oxidativa del resto de lípidos de la matriz cárnica. Tanto 

la especie animal como el aporte graso de la dieta condicionan el grado de insaturación 

de los lípidos y, en consecuencia, la síntesis de óxidos del colesterol en carne fresca. La 

mayor parte de las técnicas de procesado, especialmente el cocinado y los tratamientos 

de irradiación, incrementan drásticamente la velocidad de formación de oxisteroles. Por 

otra parte, la formación de óxidos del colesterol puede verse minimizada, tanto 

mediante técnicas de envasado en atmósferas protectoras y/o almacenamiento en 

congelación, como mediante el uso de antioxidantes. En este último sentido, la 

suplementación de la dieta con vitamina E viene siendo considerada como uno de los 

métodos más eficaces para disminuir el grado de acumulación de este tipo de 

compuestos en carne fresca y productos cárnicos procesados (Gil et al., 2004).  

 

2.1.3.1. Autooxidación 

Es la causa principal del deterioro oxidativo del colesterol; es una reacción 

autocatalítica con oxígeno molecular. La autooxidación del colesterol normalmente 

comienza en el carbono C-7 por desprotonación seguida de la adición de una molécula 
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de oxígeno formando los productos primarios de oxidación del colesterol que son los 

isómeros del 7-hidroperoxicolesterol. Estos compuestos dan lugar al 7ά-

hidroxicolesterol y 7β-hidroxicolesterol los cuales se encuentran normalmente en los 

alimentos (Figura 4). Ambos isómeros del 7-hidroperoxicolesterol pueden sufrir 

deshidratación durante el calentamiento dando lugar al 7-cetocolesterol, el cual se puede 

formar también por deshidratación de los isómeros del 7-hidroxicolesterol en presencia 

de radicales libres (Nielsen et al., 1996). El 7-cetocolesterol está considerado como el 

oxiesterol mayoritario en matrices alimenticias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La oxidación de la cadena lateral se produce en las posiciones C-20 y C-25 dando lugar 

a los respectivos hidroxisteroles. Por otra parte, la formación de epóxidos isómeros de 

colesterol se produce por la interacción entre colesterol y el radical hidroxílico (Figura 

5). Estos epóxidos se pueden hidrolizar en medio ácido transformándose en triol que 

posee mayor toxicidad (Bösinger et al., 1993). (al., 1993).  

Deshidratación

7-cetocolesterol

7β-hidroxicolesterol7α -hidroxicolesterol

Radical libre + O2
Radical libre + O2

colesterol

20α-HC

25-HC

Figura 4. Autooxidación del colesterol 



Revisión Bibliográfica 

22 
 

 

 

 

 

 

Figura 1.  

 

 

 

 

 

Desde la década de los ochenta se han realizado numerosos estudios sobre las rutas de 

oxidación del colesterol y sobre la cinética que gobierna estas reacciones, 

encontrándose que comienza por reacciones vía radical, seguida de la epoxidación, 

deshidratación, reducción y deshidrogenación. Sin embargo, la información sobre la 

degradación del colesterol es compleja y limitada debido a la dificultad que entraña la 

identificación de estos productos. En la Figura 6 se muestra un resumen de las 

principales rutas de oxidación del colesterol. 

 

 

 

H+/H2O

ROO
.

COLESTEROL 

Figura 5. Formación de epóxidos y triol 

 



Revisión Bibliográfica 

23 
 

Colesterol
Epoxidación

5,6 epóxidosProductos de degradación 

Reacción radicálica

7-OOH
(hidroperóxicolesterol)

Reducción Deshidratación

7-OH
(hidroxicolesterol)

7-Ceto
(cetocolesterol)

Deshidrogenación

 
 

2.1.3.2. Fotooxidación 

Algunos pigmentos naturales o colorantes sintéticos son fotosensibles, así, la clorofila y 

la hematoporfirína, pueden absorber energía en forma de radiación y transferirla para 

formar oxígeno singlete el cual reacciona con el doble enlace del anillo B del colesterol 

y produce la migración de los electrónes del doble enlace permitiendo la formación del 

hidroperóxido en el carbono C-5. El 5-OOH puede transformarse en el hidroperóxido 

más estable 7-OOH o 6-OOH en menor proporción. 

 

Se evaluó la fotooxidación del colesterol y de lípidos de hamburguesas de pavo crudo 

envasados en recipientes retráctiles de película transparente, almacenadas a 4 ° C bajo 

condiciones comerciales en dos períodos de almacenamiento diferentes, 3 y 11-días. 

Cuando la carne se almacenó en la oscuridad a 4 ºC, el índice de peróxidos máximo se 

alcanzó después de 5 días y la concentración máxima de COPs se logró sólo después de 

7 días. En la carne de pavo expuesta a luz fluorescente blanca se incrementó el 

contenido de COPs y el índice de peróxidos después de 1 día de almacenamiento (12 h 

Figura 6. Principales rutas de oxidación del colesterol 
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de exposición a la luz efectiva). Una lámpara de bajo nivel que produce ondas azules 

(tonos cálidos de la lámpara) es útil para disminuir la peroxidación y la oxidación del 

colesterol, siendo ésta una solución adecuada para la exposición de productos cárnicos 

en los supermercados o las industrias de procesamiento de carne; esto indica que los 

procesos de fotooxidación depende del tipo de luz al cual sea sometido el alimento; 

generalmente, los procesos ocurren de forma superficial cuando las ondas son de baja 

potencia (Kristensen et al, 2001; Boselli et al., 2005; Boselli et al., 2009). 

 

La irradiación del 7-ceto en dispersión acuosa da lugar  al 7-cetocolestanol, indicando 

que la hidrogenación debe ocurrir a través de la interacción entre el 7-ceto y los 

productos de la radiolisis del agua. Sin embargo, al incrementar la intensidad de la 

radiación, los epóxidos isómeros del colesterol, y 7α-OH y 7β-OH pueden dar lugar a la 

formación del 6-ceto y 7-ceto, respectivamente. Se ha observado una menor proporción 

de los isómeros 7α-OH y 7β-OH; lo cual implica que los isómeros 7-OH y 7-ceto son 

interconvertibles en función de las condiciones de irradiación. En la Figura 7 se 

muestran las rutas de formación de oxisteroles por irradiación (Nielsen et al 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Rutas de formación de oxisteroles por irradiación 24 
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2.1.3.3. Oxidación enzimática 

Existen enzimas presentes en los alimentos que pueden producir la oxidación del 

colesterol. Algunas investigaciones muestran que la conversión de los 5α-

hidroperóxidos (5α-HPC) en 7α-HPC, la epimerización de 7α-HPC en 7β-HPC, y la 

formación de los epímeros del hidroxicolesterol (7-HC) desde los correspondientes 

hidroperóxidos tiene lugar mediante reacciones enzimáticas. Estas reacciones deben ser 

estudiadas en mayor extensión debido al hecho de que estos productos se pueden formar 

también mediante  las reacciones no enzimáticas vistas anteriormente (Drodoesky et al., 

1965). Las enzimas que principalmente pueden catalizar la oxidación del colesterol son 

la monooxigenasa, dioxigenasa, dehidroxigenasa y las oxidasas. Las reacciones 

enzimáticas y no enzimáticas pueden ocurrir simultáneamente o individualmente 

durante la producción de los alimentos, procesado, distribución y almacenamiento de 

los mismos (Dobarganes y Marquez-Ruiz, 2003). 

 

2.1.4. Antioxidantes del colesterol 

Los antioxidantes, tanto aquellos de origen sintético como natural, son ampliamente 

utilizados por la industria oleoquímica para prevenir o retrasar el desarrollo del proceso 

oxidativo de las grasas y aceites. Su mecanismo de acción ha sido intensamente 

estudiado, utilizándose aquellos más adecuados para su aplicación a diferentes tipos de 

grasas o aceites; antioxidantes tales como butil hidroxitolueno (BHT), butil 

hidroxianisol (BHA), ter-butil hidroxiquinona (TBHQ), galatos de propilo u octilo, o 

tocoferoles (vitamina E), entre otros, son extensamente aplicados para estabilizar grasas 

o aceites, tanto de origen animal como vegetal, con resultados que dependen de la 

cantidad y tipo de antioxidante(s) utilizados(s) (Valenzuela y Nieto, 1996, Valenzuela et 
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al., 2002b). Sin embargo, la información respecto al efecto de estos antioxidantes en la 

prevención de la formación de COPs es muy escasa; uno de los pocos estudios 

disponibles sobre el efecto de antioxidantes en la formación de oxisteroles fue realizado 

por Huber et al. (1995) utilizando yema de huevo deshidratada; los resultados de este 

estudio son de difícil interpretación debido principalmente, a la complejidad del modelo 

utilizado. Li et al (1996) estudiaron el efecto del α -tocoferol en la inhibición de la 

formación de oxisteroles por efecto de la T y de la adición de colesterol en aceite de 

pescado, aceite de girasol y aceite de palma;  observaron que el α -tocoferol sólo inhibe 

la formación de oxisteroles en el aceite de pescado, siendo no efectivo como 

antioxidante en los aceites vegetales. Los autores no ofrecen explicación a esta 

diferencia en la acción del antioxidante, aunque, postulan un mecanismo diferente para 

la formación de oxisteroles en aceites animales (de pescado en este caso) y aceites 

vegetales. Más recientemente Shozen et al. (1997) realizaron un estudio de protección 

de polvo de anchoa (anchoveta deshidratada y molida), producto de gran consumo en 

los países asiáticos, por efecto del BHA y del α -tocoferol; estudiaron la variación del 

contenido de ácidos grasos poli-insaturados y la formación de oxisteroles en el producto 

envasado en función del tiempo (t), observando una correlación entre la disminución del 

contenido de ácidos grasos poli-insaturados y el aumento en la formación de los 

oxisteroles, con lo que argumentan la existencia de un mecanismo común de oxidación. 

Sin embargo, sólo el α- tocoferol inhibe la formación de oxisteroles siendo casi 

inefectivo el BHA (excepto en el producto envasado al vacío). Estudios más recientes 

han demostrado que el BHT y el TBHQ son antioxidantes que pueden inhibir la 

oxidación del colesterol cuando ésta es inducida en conjunto con la oxidación de un 

aceite vegetal poli-insaturado. El mismo efecto se observó para el caso del α- y γ- 



Revisión Bibliográfica 

27 
 

tocoferol, con el antioxidante natural grado alimenticio extracto de Rosemary (romero), 

y con el flavonoide quercetina (Valenzuela et al., 2002a). Los polifenoles del vino rojo 

han mostrado tener propiedades antioxidantes (Deckert, et al., 2002) previniendo la 

formación de 7 β-OH y 7-ceto. 

2.1.5. Problemas de salud asociados con el colesterol 

Diferentes circunstancias tales como la edad condiciones genéticas, condiciones 

patológicas, o hábitos alimenticios, producen un aumento paulatino del nivel de LDL 

sanguíneo, facilitando, entre otros factores, el desarrollo de la aterosclerosis, que forma 

parte de las enfermedades cardiovasculares, causa importante de muerte en los países de 

occidente. Por tanto las concentraciones altas de LDL a nivel sanguíneo, constituyen 

entre otros factores, un antecedente importante de riesgo cardiovascular. Por otra parte, 

las hiperlipemias, alteraciones en el metabolismo de las grasas, originan un aumento en 

sangre de lípidos, triglicéridos y colesterol; estos dos circulan juntamente con partículas 

proteicas lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), LDL y lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) dando lugar a las lipoproteínas. Las LDL son las encargadas de llevar 

el colesterol a los tejidos pero, cuando éste supera la cantidad normal se forma la placa 

de ateroma en las arterias lo que puede desencadenar arterioesclerosis; se trata del 

colesterol malo. Las HDL llevan el colesterol al hígado, impidiendo que se deposite y se 

acumule en venas y arterias; el colesterol acompañado de partículas HDL es 

comúnmente llamado colesterol bueno. 
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Estos problemas pueden generar hiperlipemias, las cuales se pueden clasificar como 

hipertrigliceridemias (aumento de triglicéridos), hipercolesterolemias (aumento de 

colesterol), hiperlipemias mixtas (aumento de colesterol y triglicéridos). Muchas 

enfermedades pueden generar hiperlipemia, tales como, la diabetes mellitus 

descompensada, hipotiroidismo, lupus eritematoso, alcoholismo y anorexia nerviosa. 

Pero, además, pueden desarrollarse por una alteración propia del metabolismo de las 

grasas y esto suele ser hereditario. 

 

Un contenido equilibrado de colesterol es, mínimo de 40 mg/dl de HDL (ó 50 para las 

mujeres) y máximo de 130 mg/dl de LDL. Cuando la suma de los dos es demasiado 

elevada (> 200 mg/dl), se habla de “colesterol alto”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Diferencia entre Colesterol bueno y colesterol  malo 

Figura 9. Obstrucciones arteriales por acumulación de colesterol malo 
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Otras biomoléculas asociadas con los problemas del colesterol son los ácidos grasos 

omega 3 y 6 los cuales contribuyen a los problemas de salud asociados con el colesterol; 

así, los países conocidos por tener una dieta desequilibrada a favor de Omega-6 

(relación 10/20, Omega-6/Omega-3) se caracterizan por un riesgo de mortalidad por 

enfermedad cardiovascular más alto que cuando el colesterol total aumenta; la relación 

Omega-6/Omega-3 en sangre sería el único factor independiente que explique la 

causalidad de muerte por enfermedad cardiovascular en función del colesterol total en 

sangre, y no la concentración de colesterol total por sí sola. 

 

Existen otros problemas de salud asociados con el contenido de colesterol en el 

organismo; estudios realizados por investigadores franceses han llegado a la conclusión 

de que el déficit intelectual de los individuos mayores a 60 años está relacionado al bajo 

nivel de colesterol “bueno”. Según el Instituto de Investigaciones Médicas (INSERM), 

este decrecimiento en el nivel de colesterol bueno trae consigo un declive en el nivel 

cognitivo, el cual junto a otros factores puede conducir a una primera etapa de 

demencia; este hecho se evidenció cuando se realizó a distintos individuos una serie de 

test en muestras de sangre (en 1999 y posteriormente en 2004), analizando las 

imposibilidades que tenían de memorizar 20 palabras (Fernández-Hernando, 2008). 

También se ha encontrado cantidades apreciables de COPs asociados a la formación de 

cataratas en humanos, siendo los más frecuentes: 7β-OH, 7α-OH, 7-ceto, α-epóxido, 

20α-OH y 25-OH (Girao et al. 1998), así como COPs causantes de otros problemas 

como la angiotoxicidad y aterogenicidad (Peng et al. 1991). 
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2.1.6.  Tratamientos 

El exceso de azúcar, carbohidratos y una dieta muy rica en grasas saturadas, además de 

una vida sedentaria trae como resultado en la mayoría de los casos, altos niveles de 

colesterol. Una alimentación rica en verduras, frutas y fibras, unida a prácticas 

habituales de deporte permite controlar el nivel de colesterol de una forma natural; 

existen algunas recetas caseras para disminuir lo niveles de colesterol: beber a lo largo 

del día el siguiente preparado: introducir los trozos de una berenjena en un litro de agua 

dejar la mezcla toda una noche en nevera e incorporar el zumo de dos limones. Otra 

forma de controlarlo sería beber en ayunas una mezcla obtenida con una cucharada de 

avena en medio vaso de agua (http://www.botanical-  

online.com/medicinalscolesterol.htm). 

 

La enfermedad Niemann-Pick tipo C (NP-C), mal hereditario que se caracteriza por 

niveles excesivamente altos de colesterol y otros lípidos en todos los órganos del cuerpo 

humano, perturba el metabolismo del paciente; éste se vuelve incapaz de metabolizar 

adecuadamente el colesterol y otros lípidos que terminan acumulándose en órganos 

como el hígado, el bazo y el cerebro. Las consecuencias son disfunciones hepáticas, 

demencia y otras enfermedades neurodegenerativas. Suele manifestarse entre los tres y 

15 años; la mayoría de los niños diagnosticados con NP-C no llegan a los 20 años, y 

muchos fallecen antes de los diez. En los adultos, en 10% de los casos se manifiesta con 

síntomas neurológicos y sicológicos, muy pocos llegan a los 40 años.  Un tratamiento 

para controlar el LDL, conocido como aféresis, consiste en sacar la sangre del paciente 

y separar el plasma de sus otros componentes, seguidamente, se limpia el colesterol 

presente en el plasma y finalmente se devuelve la sangre al paciente junto con el resto 
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de los componentes. La aféresis, es hoy el tratamiento de elección para la 

hipercolesterolemia, la cual puede ser causada por NP-C familiar congénita (National 

Institutes of Health).  

 

2.1.7. Regulación biológica del colesterol 

La producción de colesterol es regulada directamente por la concentración del colesterol 

presente en el retículo endoplásmico de las células, existiendo una relación indirecta con 

los niveles plasmáticos de colesterol presente en las lipoproteínas de baja densidad 

(LDL por su acrónimo inglés). Una alta ingesta de colesterol en los alimentos conduce a 

una disminución neta de la producción endógena y viceversa. El principal mecanismo 

regulador de la homeostasis de colesterol celular reside, aparentemente, en un complejo 

sistema molecular centrado en las proteínas que se unen a elementos reguladores de 

esteroles (SREBPs) que en presencia de una concentración crítica de colesterol en la 

membrana del retículo endoplásmico, forman complejos con otras dos importantes 

proteínas reguladoras: SCAP e Insig. Cuando disminuye la concentración del colesterol 

en el retículo endoplásmico, las proteínas Insigs se disocian del complejo SREBP-

SCAP, permitiendo que éste migre al aparato de Golgi; donde, las proteínas SREBP se 

escinden secuencialmente por los lugares de la proteasa 1 (S1P) y proteasa 2 (S2P) y 

migran al núcleo celular donde actúan como factor de transcripción uniéndose al 

sistema del retículo endotelial (SRE) de una serie de genes relevantes en la homeostasis 

celular y corporal de esteroles, regulando su transcripción. Entre los genes regulados 

por el sistema Insig-SCAP-SREBP destacan los del receptor de lipoproteínas de baja 

densidad (LDLR) y la HMG-CoA-reductasa, enzima limitante en la vía biosintética del 
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colesterol. En la Figura 10 se muestra de forma gráfica el mecanismo de regulación del 

colesterol (Colpo, 2005). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Brown M S. y Goldstein J. L. fueron galardonados con el Premio Nobel en Fisiología o 

Medicina en 1985 por su estudio sobre los mecanismos celulares de captación 

endocítica de colesterol lipoproteico; estos autores han participado directamente en el 

descubrimiento y caracterización de la vía de los SREBPs de regulación del colesterol 

corporal que ha sido la base para el mejor entendimiento de la fisiopatología de diversas 

enfermedades humanas, fundamentalmente la enfermedad vascular aterosclerótica, 

Figura 10. Mecanismo de regulación del Colesterol 
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principal causa de muerte en el mundo occidental a través del infarto agudo de 

miocardio y de los accidentes cerebrovasculares, además del fundamento de la 

farmacología de las drogas hipocolesteromiantes más potentes: las estatinas. 

 

En el ser humano no se puede metabolizar la estructura del colesterol hasta CO2 y H2O. 

El núcleo intacto de esterol se elimina del cuerpo convirtiéndose en ácidos y sales 

biliares las cuales son secretadas en la bilis hacia el intestino para desecharse a través de 

las heces fecales. Parte de colesterol intacto es secretado en la bilis hacia el intestino el 

cual es convertido por las bacterias en esteroides neutros como coprostanol y colestanol. 

 

El colesterol, o sus ésteres previamente hidrolizados, que constituyen  la principal forma 

en que el colesterol está presente en nuestra dieta, son absorbidos por las células 

intestinales junto con los ácidos grasos y monoglicéridos formados por la acción de las 

lipasas intestinales. En estas células el colesterol es nuevamente esterificado y 

transportado, en primer lugar, a través de la linfa (vasos linfáticos) y posteriormente en 

la sangre, hacia el resto de células del organismo, formando parte así de los 

quilomicrones (QM), los cuales son proteínas de muy baja densidad producidas en el 

intestino. La utilización de los QM por las células periféricas, (no hepáticas) les permite 

obtener el colesterol para sus necesidades metabólicas. Por otra parte, el hígado forma 

constantemente colesterol y lo exporta hacia las células periféricas como parte de las 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), que al igual que los quilomicrones, 

cumplen la función de proveer de ácidos grasos y colesterol a las células periféricas. 

Después de una ingesta de alimentos que contienen grasas y colesterol, los QM 

constituyen la fuente primaria de lípidos para el organismo. Sin embargo en los 
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periodos de ayuno fisiológico, el aporte de lípidos, incluido el colesterol, es realizado 

por el hígado mediante la secreción de las VLDL; estas lipoproteínas son transformadas 

en el sistema cardiovascular que irriga a las células periféricas, en lipoproteínas de 

densidad intermedia (IDL) y posteriormente en LDL. Las LDL también son utilizadas 

por las células periféricas y por el hígado, tejidos que las internalizan y las degradan, 

utilizando con fines metabólicos todos sus componentes (aminoácidos, ácidos grasos y 

colesterol). 

 

El colesterol es esencial en los recién nacidos y en los niños en edad de crecimiento, ya 

que ellos requieren formar nuevas células y tejidos. Es importante destacar que la 

alimentación experimental con dietas totalmente carentes de colesterol en ratas, produce 

en las crías efectos teratogénicos, como el nacimiento de animales cíclopes o sin 

abertura buco-nasal. 

 

2.1.8. Contenido de colesterol en alimentos de consumo frecuente 

El contenido de colesterol en los alimento depende de su naturaleza, origen y de los 

procesos a los cuales son sometidos En la Tabla 3 se muestra el contenido de colesterol 

presente en los alimentos frecuentemente consumidos (Zonadiet.com).   
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 Tabla 3. Contenido de Colesterol en alimentos de consumo frecuente 

 
Contenido de colesterol, mg/100 g 

ALTO 

QUESOS 
Cabrales 100 

Gouda 140 

Manchego 100 

Crema 100 

VISCERAS 
Panza 150 
Corazón 140 
Hígado de cerdo, cordero, ternera 300-440 
Hígado de pollo 555 
Mollejas 250 
Riñones 404 
Sesos 1500-2000 

OTROS 
Anchoas 120 
Anguila 142 
Caviar 330 
Yema de huevo 252 
Mantequilla 240 
Margarina y manteca de cerdo  100 
Morcillas 115 

MEDIO 

AVES 
Pollo y pavo sin piel ni grasa 72 
Pato 85 

CARNES 
Buey, vaca, ternera, cerdo, cordero en filete magro a la plancha y sin grasa  70 
Jamón cocido 85 
Conejo 85 
Jamón serrano 92 
Panceta 62 
Salami, chorizo 75 
Salchichas de cerdo 52 
Salchichas tipo Frankfurt 65 
Tocino 86 

PESCADOS Y OTROS MARISCOS 
Salmon 35 
Mero 50 
Caballa, sardina 70 
Arenques 85 
Almejas 38 
Ostiones 50 

QUESOS 
Azul, Emmental 90 
Manchego 70-85 
Parmesano, camembert 70 
Fresco 60 
Requesón 38 

BAJO 

ACEITES Y GRASAS 
Oliva, maíz, girasol, cacahuate, Soya. 0 
Margarina vegetal 7 

AZUCARES 
Miel 0 

CEREALES 
Arroz, avena, cebada, maíz, trigo 0 
Pan blanco 5 
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2.2. Generalidades sobre productos de oxidación del colesterol, COPs 

La oxidación del colesterol da lugar a una amplia gama de compuestos secundarios, 

conocidos como productos de oxidación de colesterol o COPs, potencialmente tóxicos 

para el organismo. La mayor parte de las técnicas de procesado, especialmente el 

cocinado y los tratamientos de irradiación, incrementan drásticamente la velocidad de 

formación de dichos compuestos (Geni, 2006). Hasta el momento se han identificado 

más de 60 COPs, algunos de ellos presentan actividades biológicas adversas in vivo, 

además, frecuentemente son detectados en alimentos. Sus efectos sobre el organismo 

han sido ampliamente detallados y discutidos anteriormente (Finocchiaro y Richardson, 

1983; Peng y Taylor 1984; Peng, et al., 1991; Böesinger et al., 1993; Paniangvait et al., 

1995; Yin et al.,2000; Poli, et al., 2009). Los COPS con mayor actividad biológica son: 

α-epoxicolesterol (o colesterol-5α,6α-epóxido) –causante de lesiones ateroscleróticas y 

con actividad carcinógena (Guardiola et al., 1996), 25-hidroxicolesterol (o 5-colesten-

3β-25-diol) y el colestanotriol (o colesten-3β-5α-6β-triol) –ambos con actividad 

citotóxica y angiotóxica (Park y Addis, 1986; Nourooz-Zadeh y Appelquist, 1987; 

Zhang et al., 1991; Paniangvait et al., 1995; ), también se ha encontrado que los COPs 

están asociados al proceso de producción de leucocitos en el hígado (Haigh et al. 2006).   

 

 

2.2.1. Estructuras 

 Las estructuras del colesterol y de sus productos de oxidación no enzimática más 

comunes, claramente identificados y que se ofrecen comercialmente como estándares o 

para fines experimentales se muestran en la Figura 11.  
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Figura 11.  Estructura del colesterol y algunos de sus productos de oxidación 
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2.2.2. Factores que determinan su formación 

Se han publicado estudios sometiendo diversos alimentos a diferentes condiciones para 

determinar los factores que favorecen la oxidación del colesterol. Los factores más 

destacados son los siguientes: 

 

2.2.2.1. Temperatura (T) 

Algunos alimentos sometidos a altas T durante el proceso de cocinado pueden 

incrementar la presencia de COPs (Morgan y Armastrong, 1989). La formación de estos 

óxidos requiere la presencia de abundantes especies reactivas al oxígeno, ácidos grasos 

insaturados, colesterol, metales de transición y en algunos casos enzimas. Además, la 

desnaturalización proteica que se produce al cocinar los alimentos puede llevar a la 

pérdida de la actividad antioxidante de enzimas o a una deficiencia de hierro que es 

catalíticamente activo sobre metaloproteinas (principalmente mioglobina). También se 

puede producir la destrucción de membranas celulares que pondrían en contacto ácidos 

grasos insaturados con especies oxidantes. Por otra parte la descomposición térmica de 

hidroperóxidos produce especies oxidantes como radicales alcoxilo o hidroxilo; todos 

estos procesos conllevan  un incremento significativo de la oxidación de colesterol y por 

tanto, la formación de especies oxidadas de los esteroles. Hur et al. (2007) refieren que 

la cantidad de 7-ceto incrementa linealmente con el tiempo de exposición al calor pero 

no con cambios en T. 

 

Cuando se realiza tratamiento térmico de productos cárnicos procesados tales como   

albóndigas, hamburguesas y salchichas, no observan la formación de COPs; solo se 

observa una alteración en hamburguesas de carne cruda y a la parrilla en la composición 
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de ácidos grasos expresado como g/100 g de muestra. Los niveles de colesterol se 

modifican de forma significativa cuando se comparan salchichas y hamburguesas 

crudas y a la parrilla, siendo los valores superiores en este último caso. El porcentaje de 

lípidos totales de las hamburguesas a la plancha fueron inferiores a los obtenidos en las 

muestras a la parrilla y los contenidos de COPs en carnes debido a estos efectos pueden 

llegar entre el 1 y 10% del contenido de colesterol. El calentamiento de los alimentos no 

se refiere solamente al uso de ondas infrarrojas, este fenómeno también se presenta 

cuando se utiliza microondas. La formación de COPs en alimentos por acción del calor 

depende de T, tipo de ondas que genera el calentamiento, tipo de combustible usado 

para generar el calor y tiempo de exposición del alimento al proceso; en algunos casos 

después del calentamiento se han obtenido cantidades de COPs hasta de 80 µg/g de 

muestra (Bal et al., 1996; Toshiaki et al., 1996; Novelli et al., 1998; Kim et al., 2000; 

Valenzuela et al., 2000; Morales-Aizpur, 2005; Herzallah, 2005; Baggio y Bragagnolo, 

2006b; Vicente y Torres, 2007; Al-Ismail et al., 2007; Saldanha et al., 2008; Broncano 

et al., 2009). 

 

2.2.2.2. Radiación 

Los estudios realizados con implicación de radiación visible y tratamientos de 

irradiación en alimentos en cuanto a procesos oxidativos muestran distintos resultados. 

Cuando las moléculas absorben energía ionizante aumenta su reactividad notablemente 

y forman iones o radicales libres los cuales reaccionan y forman productos radiolíticos 

estables (Woods y Pikaev, 1994); por ejemplo, en la carne, el hierro iónico libre 

liberado de macromoléculas puede reaccionar con peróxido de hidrógeno y formar 

radicales hidroxílicos. La presencia de oxígeno facilita la etapa de propagación de la 
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oxidación lipídica así como la formación de anión superóxido y peróxido de hidrógeno 

(Diehl, 1995). La luz ultravioleta puede incluso generar radicales libres debido a la 

fotolisis del agua. La irradiación puede producir gran cantidad de radicales hidroxílicos 

en productos cárnicos debido a que más del 75% de las células musculares están 

formadas por agua (Thakur y Singh, 1994). 

 

2.2.2.3.  Envasado y almacenamiento 

Diversas publicaciones han dejado constancia de la influencia del tipo de envase y de 

las condiciones de almacenamiento en el incremento de los procesos oxidativos. Los 

alimentos precocidos y almacenados en condiciones aerobias muestran contenidos 

superiores en oxisteroles que los alimentos almacenados crudos. Este resultado pone de 

manifiesto que el procesado previo de los alimentos supone un aumento en la cantidad 

de COPs (Conchillo et al., 2005). El tipo de material de envasado puede favorecer la 

oxidación si este material permite el paso de luz o de oxígeno; por ejemplo, cuando se 

almacena pescado, como la merluza por más de 120 días, se observa la formación de 

COPs que aumenta cuando los envases son permeables al oxígeno (Saldanha y 

Bragagnolo, 2008; Baggio y Bragagnolo, 2006a). 

 

2.2.2.4.  Naturaleza de la matriz 

Al comparar el tipo de lípidos (grasas animales y aceites vegetales) usados para freír 

hamburguesas de pollo, se observa que los procesos de  hidrólisis lipídica (ácidos grasos 

libres, ácidos grasos totales y diacilgliceroles) y oxidación (índice de peróxidos y COPs) 

en el proceso de cocción se presentan con más frecuencia en los alimentos preparados 

con grasas animales, aunque estas diferencias disminuyen durante el proceso de cocción 
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(Bonoli et al., 2007). La composición de la matriz es un factor muy importante que 

participa en la formación de COPs; alimentos hidratados favorecen la formación de 

algunos COPs los cuales requieren la presencia de agua y de compuestos ácidos (ácidos 

grasos libres) como es el caso del triol (Obara et al., 2006). 

 

2.2.3. Características químicas y biológicas 

Los COPs, compuestos apolares más hidrosolubles que el colesterol, son inestables. Su 

absorción a nivel intestinal es similar a la del colesterol siendo esterificados también en 

forma similar. Se metabolizan vía Citocromo P-450 y se acumulan principalmente en 

tejidos adiposos, nerviosos, gonadal y en ateromas. Los COPs se eliminan a nivel 

intestinal como componentes de la bilis, siendo su papel a nivel de las membranas poco 

conocido; inhiben la síntesis del colesterol y del ADN, y alteran la homeostasis del 

calcio (Ulberth y Rossler, 1998; Valenzuela et al., 2002a) 

 

En la Tabla 4 se muestran los nombres completos y abreviados, estructuras, masas 

moleculares y número de CAS de los  COPs estudiados en este trabajo  
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 Tabla 4. Características de los COPs 

 

Nombre completo 
Nombre 

corto 
Estructura 

Masa 

molecular 
Nº CAS 

7β-hidroxicolesterol 7β-OH 

 

402,65 566-27-8 

Colesterol 5β,6β-

epóxido 
β -epóxido 

 

402,65 4025-59-6 

Colesterol 5α,6α-

epóxido 
α -epóxido 

 

402,65 1250-95-9 

Colestano-3β,5α,6β-

triol 
triol 

HO

OH

OH  

420,36 360-68-9 

6-cetocolestanol 6-ceto 

 

402,65 1175-06-0 

7-cetocolesterol 7-ceto 

 

400,64 566-28-9 

25-hidroxicolesterol 25-OH 

HO

OH

 

402,65 2140-46-7 

 

  

HO OH

O

HO

O

HO

HO

O

HO O



Revisión Bibliográfica 

43 
 

2.2.4. Estudios de Toxicidad 

Con el fin de evaluar los problemas de salud asociados con el consumo de COPs se han 

realizado pruebas in in-Vitro, in-Vivo, bioensayos y estudios médicos de acuerdo a las 

normas de la Organización Mundial de la Salud, OMS. 

2.2.4.1. In-Vivo 

Se ha determinado que los COPs en algunos animales y en modelos In Vitro tienen 

efectos mucho más potentes que el propio colesterol. Los COPs perturban varios 

aspectos de la homeostasis del colesterol celular (incluida la biosíntesis del colesterol, 

esterificación y el flujo de salida). Estos compuestos ponen en peligro la reactividad 

vascular, son citotóxicos e inducen a la apoptosis (Malcolm et al., 1999; Lyons y 

Brown, 1999; Hall, 2006;  Poli, et al. 2009;   Brown y Jessup, 2009). 

 

Los leucocitos humanos que se activan por la presencia de lipopolisacárido bacteriano 

son capaces de oxidar el colesterol para producir COPs, incluyendo especies 

reconocidas como cancerígenas, así como la aparición de formas oxidadas de colesterol 

(oxisteroles) en los tejidos vivos; estos compuestos han sido asociados con 

aterogenicidad durante los últimos cuarenta años; el contenido de COPs se correlaciona 

negativamente con el contenido de colesterol de los cálculos biliares. Se ha demostrado 

correlaciones entre la presencia de bacterias en los cálculos biliares y el contenido de 

COPs en los cálculos biliares humanos. También se ha demostrado que la bilis hepática 

en pacientes con infección biliar contiene niveles significativamente mayores de COPs, 

a diferencia de la bilis de los pacientes que carecen de infección del sistema biliar 

(Sathishkumar et al., 2009). 
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Los COPs que se generan en las LDL ejercen un efecto citotóxico en cultivos de células 

endoteliales disminuyendo las funciones de la membrana celular, afectando al 

citoesqueleto y a la malla celular; los COPs causan ruptura de la membrana celular por 

redistribución de la α-actina, además generan pérdidas de vinculina causando, 

finalmente, la muerte celular por apoptosis. En las plaquetas ateroscleróticas humanas 

se presentan muchos lípidos oxidados, los cuales pueden facilitar futuras oxidaciones 

como es el caso de la paraoxonoasa, una LDL que en condiciones normales es una 

lipoproteína de alta densidad que inhibe los procesos aterogénicos (Palladini et al., 

1996; Tavori et al., 2009; Vesa y Hynynen, 2009). 

 

Si se compara los valores de algunos parámetros de pacientes sanos y de pacientes con 

hemodiálisis la relación de concentración del 7-ceto/colesterol de las LDL es 

significativamente más alta en estos últimos; sin embargo la relación entre ácidos grasos 

poliinsaturados/ácidos grasos saturados, en las membranas de los eritrocitos, es 

significativamente menor en estos pacientes. No se observa diferencia significativa en la 

relación de la concentración del 7-ceto de LDL y la composición de ácidos grasos en las 

membranas de eritrocitos entre pre y post-intervención de hemodiálisis; se concluye que 

los pacientes bajo hemodiálisis presentan estrés oxidativo que modifica las membranas 

de eritrocitos y de LDL, lo cual permite que estas modificaciones participen en el 

proceso de la aterosclerosis (Leonarduzzi et al., 2002). 

 

Algunas sustancias presentes en productos naturales inhiben la oxidación del colesterol. 

Esto se ha demostrado en dietas de ratas usando sustancias características del té verde 

(galato de epigalocatequina, galato de epicatequina, epicatequina, CE, catequina y 
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epigalocatequina, EGC) y también, sustancias antioxidantes tales como ácido 

aurintricarboxilico, vitamina E y metil-β-ciclodextrina que diminuyen de forma 

significativa la formación de peróxidos y radicales hidroxilos en el plasma sanguíneo 

(Chang et al., 1998; Osada et al., 2001; Nam, 2003; Vejux et al., 2009). El licopeno es 

otra sustancia que reduce significativamente el stress oxidativo causado por el 7-

cetocolesterol y permite el crecimiento celular normal de los macrófagos humanos. El 

licopeno evita, también, la apoptosis celular lo que puede ser una buena alternativa 

como agente antiterogénico; la presencia de esta sustancia no permite que se den 

reacciones indeseables, así por ejemplo a las 24 horas de tratamiento, el licopeno reduce 

significativamente el aumento de la producción de oxígeno reactivo oxidativo (ROS) 

inducido por los oxisteroles, como también la fosforilización redox (Miyuki et al., 

2002). 

 

2.2.4.2. In-Vitro 

Se ha evaluado la capacidad del colesterol y sus óxidos para inducir apoptosis en células 

musculares lisas vasculares en cultivo de tejidos; estudios de aterosclerosis en conejos 

mostraron que 7-cetocolesterol inhibe la proliferación e induce la apoptosis, siendo este 

compuesto el inhibidor más potente de la proliferación; sin embargo, 25-OH resultó ser 

el más potente inductor de la apoptosis. Estos datos sugieren que la inhibición de la 

proliferación y la inducción de apoptosis por los COPs dentro de las células musculares 

lisas siguen diferentes vías. La presencia de colesterol no tuvo ningún efecto sobre el 

nivel de apoptosis en la pared de la aorta de conejo; la presencia de COPs, 

especialmente triol, también produce apoptosis en células que están presentes en etapas 

de la gestación humana como son las del cordón umbilical, lo que puede generar un 
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efecto adverso para este proceso, llegando a producir daños o muerte del feto (Phelan y 

Mahler, 1997; Liao et al., 2009).  Los COPs también afectan a las células del sistema 

nervioso central siendo 25-OH uno de los agentes más citotóxicos. Durante el proceso 

de muerte celular, los COPs son capaces de potenciar el lipopolisacárido bacteriano 

(LPS) el cual induce la producción de óxido nítrico en distintos grados. La citotoxicidad 

de 25-OH podría prevenirse mediante metil-β-ciclodextrina, polímero de glucosa el cual 

causa eflujo de óxido de colesterol presente en las células. Mucha atención ha merecido 

la citotoxicidad de COPs en las células inmunes de la sangre tales como, linfocitos y 

macrófagos; la literatura refiere que estos agentes son tóxicos para las células de la 

microglia derivadas del sistema nervioso central (Chang y Liu., 1998; Chang et al., 

1998). 

 

El 3β-hidroxi-5-oxo-6-secocolestan-6-al (Secoaldehido Colesterol) induce la agregación 

de plaquetas y la apoptosis en neuronas del hipotálamo; es citotóxico en 

concentraciones entre 5 y 20 mg/L, mientras que el colesterol a estas concentraciones 

no es tóxico; este aspecto se evidencia por la pérdida de ramas axonales y la muerte de 

estas células; se ha sugerido que se debe a la pérdida de la integridad de las dendritas y 

de la membrana plasmática, posiblemente como resultado de una mayor producción de 

especies reactivas de oxígeno. En células diferentes a las neuronas también se ha visto 

el fenómeno de apoptosis cuando se agrega triol, lo cual se debe a la alteración de las 

funciones que debe cumplir la mitocondria ya que esta organela es la encargada de la 

respiración celular y puede participar en otros procesos de oxidación (Sathishkumar et 

al., 2009; Raghavamenona et al., 2009; Gao et al 2009; Liu et al., 2009). 
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2.2.5. Presencia en alimentos 

Se han identificado más de 60 COPs, los cuales son frecuentemente detectados en 

alimentos, siendo 7-ceto y 7β-OH los que se encuentran en mayor proporción; su 

contenido depende fundamentalmente del tipo de matriz siendo uno de los parámetros 

determinantes el contenido de agua ya que éste puede interferir en el proceso de análisis 

y además participa en la formación de algunos COPs. Las carnes frescas son muestras 

que presentan contenidos relativamente altos de COPs (hasta 1120 ng/g) que pueden 

variar dependiendo de los procedimientos a los que se somete la muestra; por ejemplo, 

cuando se tritura la muestra aumenta su área de contacto favoreciendo el proceso de 

oxidación, lo que puede incrementar el contenido de COPs. 

 

En trabajos realizados con carnes frías como mortadela y salami se han encontrado 

contenidos de 7β-OH, α-epóxido, 7-ceto y 25-OH hasta de 18,69 µg/g, los cuales son 

relativamente altos (Saqer y Herzallah, 2005); es necesario indicar que esta matriz sufre 

cambios de T y cambios en su composición durante el proceso de fabricación y 

almacenamiento (Angulo, et al. 1997). 

 

Existen alimentos que no sufren cambios significativos en T y composición de la matriz 

dentro del proceso de fabricación como es el caso del jamón Serrano y del Ibérico; sin 

embargo, el proceso de maduración es relativamente largo y el contenido de grasa es 

también grande; este hecho explica que se formen contenidos apreciables de COPs de 

hasta 710 ng/g (Petrón et al., 2003). 
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Los alimentos lácteos son sometidos a diversos procesos en las etapas de fabricación 

que pueden conducir a la formación de COPs; los quesos especialmente se someten a 

largos procesos de maduración, llegando a presentar contenidos de COPs hasta de 

180000 ng/g (Terry Finocchiaro et al., 1984). 

 

En matrices acuáticas la formación de COPs es diferente porque su contenido en agua y 

ácidos grasos son relativamente altos, aspectos que son ambos determinantes en la 

formación de estos compuestos. Se ha referido que en muestras de salmón ahumado 

factores como el cocinado y el empaquetado del producto durante su procesamiento 

influyen notablemente en la formación de COPs encontrando contenidos que llegan 

hasta 530 ng/g (Al-Saghir et al., 2004). 

 

2.3. Irradiación de alimentos para su conservación 

Son muchos los sectores de población que se muestran contrarios ante el empleo de 

radiaciones ionizantes y más aún cuando el material tratado son alimentos. La solución 

a este problema pasa por una adecuada información que permita conocer a los 

consumidores las ventajas e inconvenientes de esta forma de conservar los alimentos. 

 

Los resultados obtenidos en diferentes investigaciones, realizadas en distintas 

condiciones y países, indican que el consumo de alimentos irradiados carece de efectos 

nocivos siempre que este tratamiento se realice dentro de ciertos límites y en 

condiciones controladas. Se ha evaluado, por ejemplo, la formación de 7-ceto, α-

epóxido, β-epóxido 4-colesten-3-ona, 4-colesten-3,6-diona y 4,6-colestadien-3-ona en 

carnes de res, cerdo y ternera, obteniendo un incremento del contenido de estos 
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compuestos excepto del 4,6-colestadien-3-ona al irradiarse las muestras a 10 kGy en los 

tres tipos de carne (Hwang y Maerker, 1993; Hammad y El-Mongy, 1992). El gray (Gy) 

es la unidad empleada para cuantificar la energía absorbida por unidad de masa de 

alimento (1Gy= Julio/Kg). 

 

2.3.1. Generalidades 

La irradiación de alimentos consiste en su exposición a la acción de radiaciones 

ionizantes; se denominan así porque pueden eliminar electrones de enlace, para energías 

superiores a 0,5 MeV. El límite superior de 10 MeV, se considera adecuado para evitar 

la radioactividad inducida con formación de isótopos inestables. 

 

La radiolísis produce la aparición de radicales libres y por tanto aumenta la presencia de 

sustancias extrañas ajenas al alimento.  

 

2.3.2. Tipos de radiación 

Se emplean tres tipos distintos de radiaciones: rayos gamma, Rayos X y electrones 

acelerados. 

 

2.3.2.1. Rayos gamma 

Se obtiene a partir de la desintegración radiactiva de isótopos de Co60 y Cs137 y se 

genera mediante instrumentos que funcionan con una energía igual o inferior a 5 MeV. 

Este tipo de proceso posee las siguientes características principales:  

- Alto poder de penetración. 

- Homogeneidad de la radiación. 
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- Mayor tiempo de irradiación y por tanto mayor posibilidad de eliminación de 

organismos vivos. 

- Constante en el tiempo. 

La Figura 12 muestra el proceso de este tipo de irradiación 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.3.2.2. Rayos X 

Se generan mediante instrumentos que funcionan con una energía igual o inferior a 5 

MeV. Los rayos X tienen propiedades similares a los rayos gamma, ya que las bandas 

de frecuencias de radiación coinciden. 

 

2.3.2.3. Electrones acelerados (E-beam) 

Se generan mediante instrumentos que funcionan con una energía igual o inferior a 10 

MeV (electrones a gran velocidad), Figura 13. 

Las características fundamentales de la irradiación son las siguientes:  

- Fuente eléctrica de producción de electrones controlable en intensidad y energía. 

- Poco penetrante. 

- Producto esterilizado disponible en pocos minutos. 

- Posibilidad de control unitario en cada unidad. 

- Ausencia de impacto ambiental.  

Figura 12.  Radiación gamma 
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2.3.3. Instrumental para la irradiación 

Según la forma de realizar el proceso, las instalaciones de irradiación de alimentos 

pueden ser de dos tipos: aquellas que permiten un tratamiento discontinuo y las 

adaptadas para aplicar la irradiación continua. En las primeras, se irradia una cantidad 

determinada de alimento durante un periodo de tiempo preciso, tras el cual se descarga 

la instalación para tratar otra partida de alimento. La variable fundamental para regular 

la dosis de irradiación aplicada es el tiempo de permanencia del producto en la cámara 

de tratamiento. En las instalaciones de procesado continuo, los alimentos atraviesan 

constantemente la cámara de irradiación a una velocidad controlada y calculada, ya que 

ésta es la variable que garantiza la absorción de la dosis requerida; las instalaciones 

discontinuas son más sencillas, fáciles de manejar y flexibles, mientras que las de 

irradiación continua se adaptan mejor al tratamiento de grandes cantidades de producto. 

 

2.3.4. Normativa internacional y legislación española 

No todos los tipos de radiaciones ionizantes pueden utilizarse en el tratamiento de 

alimentos. Si los niveles de energía de la fuente radiactiva son elevados podría 

presentarse un fenómeno de radiactividad inducida por el cual ciertos componentes del 

Figura 13.   Dispositivo generador de electrones acelerados 
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alimento se convertirían en radiactivos. Por ello el Comité Mixto FAO/OIEA/OMS de 

expertos en irradiación de alimentos, basándose en estimaciones teóricas y estudios 

experimentales, acordó en 1981 autorizar como fuentes de radiación, para el tratamiento 

de alimentos, aquellas (rayos gamma, rayos X y haces de electrones de baja energía) 

cuyos niveles de energía se encuentran muy por debajo de los que pueden producir 

radiactividad. De esta forma, se garantiza que los alimentos tratados serán, en este 

aspecto, totalmente seguros. 

 

• Comisión FAO-OMS:  

- Norma general CODEX para los alimentos irradiados (Rev. 2003). Se aplica a los 

alimentos tratados con radiaciones ionizantes que se utilizan conforme a los códigos de 

higiene, las normas alimentarias y los códigos de transporte aplicables; no se aplica a 

los alimentos expuestos a dosis emitidas por instrumentos de medición utilizados a 

efectos de inspección (CODEX, 2003). 

 

- Código de prácticas del CODEX para el tratamiento de los alimentos irradiados. 

Indica las prácticas que deben aplicarse para que el tratamiento por irradiación resulte 

eficaz y se efectúe de manera que permita mantener la calidad y obtener productos 

alimenticios inocuos y aptos para el consumo (CODEX, 2007). 

. Unión Europea 

La normativa europea es muy exhaustiva; pretende armonizar la legislación a escala 

comunitaria pero es posterior a muchas de las leyes nacionales relativas al tratamiento 
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de los alimentos. Por ello, en cuanto a la irradiación en la UE sigue habiendo muchas 

diferencias. A continuación se detallan algunos apuntes al respecto. 

 

 •  Directiva de 1999/2/CE y 1999/3/CE del parlamento europeo y del Consejo de 22 

de febrero de 1999 sobre la irradiación de alimentos, incluye en su anexo una lista 

comunitaria inicial de alimentos e ingredientes alimentarios que pueden tratarse con 

radiaciones ionizantes, a saber, hierbas aromáticas secas, especias y condimentos 

vegetales y fija en 10 kGy la dosis máxima autorizada. Las directivas europeas no son 

normas directamente aplicables, sino que los Estados deben de transponerlas a sus 

respectivos ordenamientos jurídicos (Directiva de 1999/2/CE y 1999/3/CE). 

 

• Existe un símbolo internacional aprobado para identificar en el etiquetado los 

alimentos que han sido sometidos a un proceso de irradiación. Sin embargo, el símbolo 

no aparece en el etiquetado europeo (Figura 14) 

 

 

 

 

 

 

• En Europa debe mencionarse en la etiqueta que el producto o sus ingredientes han 

sido irradiados (también si han sido pasteurizados o sometidos a otro método de 

conservación); en los mercados minoristas europeos ya se venden más de 40 tipos de 

alimentos irradiados. Esto se debe a que algunos Estados dentro de la Unión Europea se 

Figura 14.  Etiqueta de alimento irradiado (Radura) 
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han abierto más a la irradiación que la directiva marco, como Francia, Holanda, Bélgica, 

Hungría o Gran Bretaña. En Gran Bretaña, por ejemplo, desde los años 60 se irradian 

alimentos para pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados. 

Por el contrario, en  Austria y Alemania existe una sensibilidad social que rechaza por 

principio la aplicación de innovaciones tecnológicas en la elaboración de alimentos. La 

irradiación se prohíbe expresamente en la producción y conservación de alimentos 

ecológicos. En España la irradiación oficialmente no se usa. Desde la Agencia Española 

de Seguridad Alimentaria (AESA) se asegura que este sistema de esterilización no se 

utiliza en nuestro país por la escasa demanda de los fabricantes. Sin embargo, existe 

demanda para la exportación de productos irradiados. A continuación se detallan 

algunos apuntes a cerca de la legislación española. 

 

• Real Decreto 348/2001. Regula la elaboración, comercialización e importación de 

productos alimenticios e ingredientes alimentarios tratados con radiaciones ionizantes 

(Real Decreto 348/2001, España). Se aplica a hierbas aromáticas secas, especias y 

condimentos vegetales (10 kGy). 

 

• En España debe aparecer el texto “Irradiado” o tratado con radiaciones ionizantes, 

existen dos empresas autorizadas: en Ionmed (Cuenca) donde se irradian alimentos, 

entre otros productos, mediante un acelerador de electrones, y en Aragogamma 

(Barcelona) donde se realiza la irradiación con radiación gamma (Co60); ambas 

empresas están autorizadas por el Consejo de seguridad Nuclear (CSN) como 

instalaciones radiactivas y se encuentran inscritas en el Registro General Sanitario de 

Alimentos (RGSA).  



Revisión Bibliográfica 

55 
 

 

2.3.5. Efectos de la irradiación 

2.3.5.1. Químicos 

Para evaluar el efecto de las radiaciones ionizantes utilizadas en el procesado de 

alimentos es necesario conocer la repercusión que tiene este tipo de radiaciones en 

cualquier material; los electrones y radiaciones gamma producen ionizaciones y 

excitaciones en los átomos y/o moléculas de la materia con la que interaccionan, lo que 

se conoce como efecto primario de la irradiación. Como consecuencia de la excitación 

molecular aparecen nuevos iones y radicales libres, que dan lugar a recombinaciones y 

dimerizaciones de las que resultan sustancias de composición diferente a la del 

compuesto inicial, lo que constituye el efecto secundario de la irradiación (Kwon, et al. 

2008). Este último efecto se prolonga en el alimento, con formación y desaparición de 

compuestos, hasta el establecimiento de productos estables. Al conjunto de estos  

fenómenos se le denomina radiolisis y a los nuevos compuestos originados productos 

radiolíticos como se representa esquemáticamente en la Figura 15. 

 

La intensidad de la radiolisis depende de la composición del alimento tratado, de las 

condiciones de procesado y de la dosis de irradiación absorbida por unidad de masa 

(Gy). En un tratamiento de esta naturaleza la dosis absorbida y su distribución dependen 

de la potencia y del tipo de fuente de irradiación utilizada. El control del tratamiento 

aplicado se realiza mediante dosímetros que pueden ser calorimétricos, químicos o 

colorimétricos.  
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La extensión y generalización de la radiolisis se debe al efecto secundario, al reaccionar 

los radicales libres generados con distintas moléculas; en estos procesos cabe destacar el 

papel del contenido en agua de los alimentos. Como es sabido el agua es el componente 

mayoritario de los seres vivos y de muchos alimentos, y al ser irradiados, se originan 

radicales libres, con carácter oxidante o reductor, que poseen elevada capacidad de 

reacción como se detalla en la Figura 16. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 15.  Efectos de radiación ionizante  

Figura 16.   Formación de radicales libres en la radiolisis del agua  
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Aunque alguno de estos radicales se pierden al formarse de nuevo moléculas de agua, la 

mayoría de ellos intervienen de forma decisiva en la radiolisis. Su efecto es aún mayor 

en presencia de oxígeno, por formarse peróxidos y superperóxidos de gran actividad. En 

conjunto, la presencia de estos radicales va a condicionar las reacciones de oxidación y 

de reducción, provocando un desequilibrio en los procesos de óxido-reducción 

enzimática y, en consecuencia, la desestabilización metabólica. 

 

Estudios realizados sobre la influencia de la irradiación en muestras de jamón cocido 

empaquetado al vacio, usando como dosis máxima 8 kGy, concluyeron que la 

irradiación no produce racemización significativa de L-amino acids (Gil-Díaz et al., 

2009) y no produjeron aminas heterocíclicas (Rosales-Conrado et al., 2008). 

 

2.3.5.2. Biológicos 

Tratamientos específicos de irradiación pueden causar la destrucción de los agentes 

vivos presentes en los alimentos (insectos, parásitos y algunos microorganismos) o 

ralentizar los procesos biológicos de algunos vegetales (maduración, crecimiento de 

brotes y raíces), sin apenas modificación de las características organolépticas y el valor 

nutritivo derivado de su composición en proteínas, lípidos y carbohidratos (Blank,  et 

al., 1992; Zhu et al., 2005; Cabeza, M.C. et al., 2007). Al ser los ácidos nucleicos los 

componentes de mayor complejidad a nivel celular, la posibilidad de que el material 

genético sufra daños directos es muy elevada. De esta forma la dosis letal de irradiación 

asociada a cada organismo vivo disminuye a medida que aumenta la complejidad de su 

ADN, como se esquematiza en la Figura 17. 
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Figura 17.  Dosis letal de irradiación para distintos organismos 

 

Otras macromoléculas más sencillas experimentan modificaciones, en especial debido 

al efecto secundario o indirecto. De esta forma, los polisacáridos (celulosa, pectinas y 

almidones) pueden ser parcialmente despolimerizados. Las proteínas son relativamente 

poco afectadas, aunque la reducción de los enlaces disulfuro es la causa de la 

desactivación y de los cambios de conformación de algunas enzimas. También se ha 

observado hidrólisis de enlaces peptídicos y oxidación de grupos –SH. Entre las 

moléculas de pequeño tamaño, los monosacáridos pueden oxidarse o hidrolizarse y los 

aminoácidos pueden ser desaminados, pero son los ácidos grasos poliinsaturados los 

más afectados, dando lugar a hidroperóxidos inestables y a numerosos productos de 

degradación. 
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En consecuencia, el efecto letal de las radiaciones ionizantes en organismos vivos se 

debe, en primer lugar, a los daños directos ocasionados en el ADN y ARN. Estas 

alteraciones afectan a la expresión de algunos genes y a la biosíntesis de diversas  

enzimas e interfieren en la división celular; ésto es válido tanto para impedir la 

proliferación de microorganismos como para inhibir su proliferación y ralentizar la 

maduración de ciertos vegetales. En segundo término, los resultados de los tratamientos 

de irradiación se asocian con las alteraciones que los radicales libres formados originan 

en los equilibrios enzimáticos de óxido-reducción. El avance de la radiolisis ocasiona, 

además, lesiones en las membranas celulares que afectan especialmente a su 

permeabilidad. Este hecho se debe principalmente al efecto secundario de la irradiación 

sobre el componente lipídico de éstas, en particular de los ácidos grasos poliinsaturados. 

 

En el caso de los microorganismos, la radiorresistencia es muy diversa dependiendo de 

múltiples factores entre los que se encuentra la especie, e incluso la cepa considerada. 

El estado fisiológico también condiciona la respuesta; así, la mayor radiosensibilidad se 

muestra en la fase exponencial del crecimiento; decrece durante la fase estacionaria y es 

mínima en fase latente (no hay crecimiento visible de la colonia). Otros factores 

determinantes son la composición del medio en el que se encuentran y las condiciones 

de tratamiento (T, presencia o ausencia de oxígeno, etc.). De esta forma, T elevadas 

aumentan la radiosensibilidad y algunos microorganismos resultan más afectados 

cuando se encuentran en un alimento con un contenido elevado de agua. 

 

La radiosensibilidad inherente de un microorganismo está caracterizada por la dosis 

necesaria para destruir el 90 % de la población inicial (valor D). En la Tabla 5 se 
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muestra que este parámetro puede tomar diferentes valores en función de las distintas 

condiciones ambientales. 

 
 Tabla 5. Radiosensibilidad de diferentes bacterias en determinadas  

condiciones ambientales 

 

Bacteria Medio Ttratamiento, ºC D, kGy 

Aeromonas hydrophila Carne de vacuno 2 0.15 

Bacillus cereus Agar nutritivo Ambiente 3.20 

Bacillus stearothermophilus Solución tampón 0 1.00 

Clostridium botuilinum A Solución tampón Ambiente 3.30 

Clostridium botuilinum B Carne de vacuno Ambiente 1.40 

Clostridium perfringens C Agua Ambiente 2.10 

Clostridium perfringens E Agua Ambiente 1.20 

Escherichia coli Carne de vacuno Ambiente 0.43 

Lactobacillus sp. Carne de vacuno Ambiente 0.88 

Proteus vulgaris Pescado 5 0.20 

Pseudomonas fluorescens Carne de vacuno Ambiente 0.12 

Salmonella enteriditis Carne de vacuno Ambiente 0.70 

Salmonella oranienburg Huevo 0 0.32 

Salmonella Typhimurium Carne de vacuno Ambiente 0.55 

Shigella dysenteriae Gamba  -10 0.22 

Staphylococcus aureus Carne de vacuno Ambiente 0.58 

Vibrio parahaemolyticus Pescado Ambiente 0.04 
D, dosis de irradiación; Ttratamiento, temperatura del tratamiento 

De forma genérica, se puede decir que las bacterias esporuladas son mucho más 

radiorresistentes que las formas vegetativas. Entre las bacterias Gram negativas, los 

géneros Aeromonas, Proteus, Serratia y Vibrio son muy radiosensibles; Echerichia coli, 

Salmonella y Shigella lo son algo menos, siendo los géneros Acinetobacter y Moraxella 

los más radiorresistentes de este grupo. 

Las bacterias Gram positivas presentan una radiosensibilidad muy variable. Dentro de 

este grupo se encuentran microorganismos con elevada radiorresistencia como 

Streptococus faecium, Clostridium botulinum y Micrococcus radiodurans, siendo este 
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último el más radiorresistente de las bacterias vegetativas, soportando incluso dosis que 

destruyen las formas esporuladas. 

 

La flora alterante (en la que son frecuentes las bacterias Gram negativas) se reduce de 

forma considerable con dosis comprendidas entre 1 y 3 kGy.  Los hongos presentan una 

radiorresistencia similar a las formas vegetativas bacterianas, mientras que las levaduras 

son más radiorresistentes. Los virus son los microorganismos con mayor 

radiorresistencia. Sin embargo, dada la mayor complejidad de su material genético, 

todos los insectos y parásitos que puedan contener los alimentos son muy 

radiosensibles;  por ello, en muchos países se utiliza este tratamiento para la destrucción 

de agentes como Trichinella spiralis. 

 

2.3.5.3. Calidad nutricional y características organolépticas de los alimentos 

El efecto de una determinada dosis de irradiación es mucho mayor cuando se aplica 

sobre compuestos aislados que cuando éstos se encuentran asociados a una matriz 

compleja y altamente protectora de un alimento (Nanke, et al. 1998). La densidad y 

viscosidad del medio condicionan el grado de migración de los radicales libres y la 

posibilidad de reacción con otros compuestos. En un medio fluido, y cuanto mayor es el 

contenido acuoso, el efecto de la radiación se generaliza con mayor facilidad. La 

presencia de oxígeno y  elevadas T acentúan el efecto de la irradiación. La disminución 

de T es un excelente procedimiento para disminuir la formación de productos 

radiolíticos. Todos aquellos factores que pueden modificar la velocidad de las 

reacciones químicas del efecto secundario, como el pH o la adición de distintos aditivos, 

tienen que ser considerados. En este contexto, la presencia de protectores de radicales 
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libres amortigua el efecto de la irradiación, mientras que la existencia de metales y sales 

(sensibilizantes) potencian el grado de alteración. Por otra parte, la naturaleza del 

envase o del contenedor es otro aspecto a considerar, puesto que puede modificar la 

dosis de irradiación aplicada al alimento. 

 

Una buena práctica de irradiación debe compatibilizar su capacidad de prolongar la vida 

útil de los alimentos con el mínimo efecto de los componentes del mismo (radiolisis) 

para evitar pérdidas en el valor nutritivo y en la calidad organoléptica de los alimentos. 

Para asegurar la inocuidad de los alimentos irradiados se han realizados numerosas 

investigaciones en las que han participado un gran número de países. En estos trabajos 

se ha estudiado el efecto de dietas irradiadas, a distintas dosis, en animales a lo largo de 

varias generaciones. A raíz de los resultados obtenidos en estas experiencias, el Comité 

Mixto de Expertos FAO/OIEA/OMS y la Comisión del Codex Alimentarius 

consideraron que los tratamientos con dosis iguales o inferiores a 10 kGy no 

representaban ningún peligro para la salud humana, asegurando la inocuidad de los 

alimentos así tratados. A estas dosis, los efectos de radiolisis en el alimento son 

mínimos. Se estima que la cantidad de sustancias de nueva formación que pueden 

aparecer en un kg de alimento con una composición modelo (80% humedad, 6.6% 

lípidos, 6.6% glúcidos y 6.6% proteínas), tratado con una dosis de irradiación de 10 

kGy es inferior a 20 mg (FAO/OIEA/OMS, 1981). 

 

Las modificaciones químicas inducidas por las radiaciones ionizantes alteran, en mayor 

o menor grado, la calidad organoléptica y nutritiva de los alimentos (Ahn et al., 2000). 

La magnitud de estos cambios inducidos por la radiación depende, principalmente, de la 
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dosis absorbida. Existe una dosis umbral por debajo de la cual los cambios no son 

detectables, mientras que dosis elevadas de irradiación causan modificaciones en el 

sabor, color y textura que pueden hacer al alimento inaceptable. Estas alteraciones, sin 

embargo, pueden minimizarse irradiando el alimento a vacío o en atmósferas 

modificadas, en estado congelado o en presencia de antioxidantes; es decir, siempre que 

se reduzca el efecto secundario de la irradiación. 

 

Una de las alteraciones organolépticas más características es la aparición de un olor y/o 

sabor típico a radiación (Cabeza et al., 2007; Kwon et al., 2008; Brewer, 2009). Este 

hecho se debe, fundamentalmente, al efecto de la radiolisis en lípidos y proteínas. En los 

primeros, se potencia la formación de peróxidos e hidroperóxidos con la consiguiente 

producción de aldehídos y cetonas volátiles que modifican el aroma. En cuanto a las 

proteínas, una de las causas del mal olor deriva de la posible liberación de sulfuro de 

hidrógeno. Por estos efectos, la irradiación no es conveniente, incluso a dosis bajas para 

el pescado graso y únicamente serían adecuados tratamientos muy suaves para leche y 

productos derivados. En el caso de muestras de carne, de acuerdo con Ahn et al. (2001),  

las condiciones de empaquetamiento ejercen más influencia que la irradiación para 

inducir a la oxidación de lípidos; en muestras de carne con empaquetamiento aeróbico e 

irradiadas, el efecto de la rancidez oxidativa (TBARS) fue mayor en carne de cerdo que 

en la de vacuno, posiblemente por el mayor contenido en grasa de la primera. Este 

regusto es más pronunciado inmediatamente después de la irradiación y decrece o 

incluso desaparece durante el almacenamiento o después de cocinar el producto. El 

color también puede verse afectado (Nanke et al., 1998; Nam y Ahn, 2003; Cabeza et 

al., 2007). Así, en carnes irradiadas con dosis superiores a 1.5 kGy  presentan un cierto 



Revisión Bibliográfica 

64 
 

oscurecimiento. Por otra parte, puede intensificar el pardeamiento enzimático como 

consecuencia de la liberación de enzimas de orgánulos celulares debido a la alteración 

de sus membranas, lo que facilita que los sustratos fenólicos se pongan en contacto con 

las polifenoloxidasas. 

 

Al igual que otras modificaciones producidas por la irradiación, la pérdida de nutrientes 

depende principalmente de la dosis absorbida y de las condiciones en las que se realice 

el tratamiento. Las investigaciones realizadas hasta la actualidad indican que el valor 

nutritivo derivado del aporte de macronutrientes no se modifica significativamente en 

los alimentos irradiados con las dosis recomendadas; así, diversos trabajos afirman que 

el valor nutritivo de las proteínas en los alimentos irradiados es similar al que tienen 

cuando reciben un tratamiento térmico equivalente. 

 

La irradiación con haz de electrones aumenta significativamente la oxidación de los 

ácidos docosahexanoico (tipo omega 3), araquidónico, linolénico, y el colesterol de la 

yema de huevo en polvo. El contenido de ácido araquidónico se reduce de 4.58% a 

3.07%, y el total de COPs aumenta de 11 a 467 µg/g después de la irradiación a 5.0 

kGy. También se produce la oxidación durante el almacenamiento pero se reduce 

significativamente cuando los alimentos se envasan a vacío; el uso de antioxidantes no 

tiene efecto sobre los ácidos grasos y la oxidación del colesterol durante la irradiación y 

almacenamiento. La irradiación genera cambio de color en el polvo de yema de huevo; 

este fenómeno también se presenta durante el almacenamiento; el envasado al vacío y el 

uso de antioxidantes reducen significativamente los cambios de color (Du y Ahn, 2000, 

Ahn et al., 2001). 
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Los datos existentes sobre el efecto de irradiación en micronutrientes son diversos. La 

vitamina D, rivoflabina y niacina son bastante radiorresistentes; sin embargo, las 

vitaminas A, B1, E y K son mucho más radiosensibles. Para mitigar estas pérdidas, 

cuando se utilizan dosis cercanas a los 10 kGy, es necesario tomar medidas como puede 

ser tratar el producto a baja T y envasado al vacío. 

 

2.3.6. Aplicación en la Industria Alimentaria 

El tratamiento mediante irradiación, ya sea sólo o combinado con otros tratamientos, 

ofrece ciertas ventajas en comparación con los métodos clásicos, entre los que puede 

destacarse la posibilidad de tratar los alimentos después de envasados y la de 

conservarlos en estado fresco durante periodos relativamente largos. Este tratamiento 

requiere, sin embargo, mayores medidas de control y seguridad. 

 

La irradiación de alimentos incrementa sólo ligeramente su T, por lo tanto puede 

utilizarse para destruir microorganismos en alimentos congelados sin que éstos cambien 

de estado. Además, la mayoría de los materiales utilizados en el envasado de los 

alimentos, incluso aquellos que no resisten los tratamientos térmicos, tienen un 

comportamiento adecuado frente a las radiaciones ionizantes en las condiciones de 

utilización de la Industria Alimentaria. 

 

Inicialmente, los tratamientos con radiaciones ionizantes se clasificaron comparándolos 

con los tratamientos térmicos tradicionales, teniendo en cuenta la dosis de irradiación 

aplicada. De esta forma se definieron los siguientes términos (Narvaiz, 2000).  
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a) Radapertización, cuando las dosis aplicadas son suficientes para reducir el 

número y/o actividad de los microorganismos hasta conseguir la  esterilidad 

comercial. Se requieren dosis entre 10 y 50 kGy. 

 

b) Radicidación, cuando las dosis son suficientes para eliminar los 

microorganismos patógenos no esporulados. Se aplican dosis comprendidas 

entre 0.1 y 8 kGy. 

 

c) Radurización, consiste en aplicar dosis de radiación ionizante que no alteran 

el producto y reducen sensiblemente la carga microbiana alterante con el fin 

de aumentar la vida útil del alimento. Las dosis necesarias están 

comprendidas entre 0.4 y 10 kGy. 

 

En la actualidad, se prefiere realizar una clasificación de acuerdo con la dosis empleada 

como se indica en la Tabla 6. 
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 Tabla 6. Clasificación de tratamientos con radiaciones ionizantes 

PROPÓSITO DOSIS, kGy PRODUCTOS 
 

 
Inhibir germinación 
 
 
Eliminar insectos y parásitos 
 
Retrasar procesos fisiológicos 
(maduración) 

REDUCIDA, < 1kGy 
 

0.05-0.15 
 
 

0.15-0.50 
 
 

0.50-1.0 

 
 
Patatas, cebollas, ajos, etc. 
 
Cereales, legumbres, frutas frescas y 
secas, pescado y carne 
 
Frutas y hortalizas frescas 
 

 
 
Prolongar el tiempo de 
conservación 
 
Eliminar microorganismos 
alternantes 

 
 
 
 
Mejorar propiedades tecnológicas 
del alimento 
 

 

MEDIA, 1-10 kGy 

 
1.0-3.0 

 
 

1.0-7.0 
 
 
 

2.0-7.0 

 
 
Pescado fresco, fresas, etc. 
 
 
Marisco fresco y congelado, carne de 
aves y de animales de abasto cruda  o 
congelada 
 
Uvas (aumenta la producción de zumo), 
verduras deshidratadas (disminuye 
tiempo de cocción) 

 

 
Esterilización industrial 
(combinada con calor suave) 
 
 
Descontaminar ciertos aditivos 
alimentarios e ingredientes  

ELEVADA, 10-50 kGy 
 

30-50 
 
 

10-50 

 
 
Carne, aves, mariscos, alimentos 
preparados, dietas hospitalarias estériles 
 
Especias, preparaciones enzimáticas, 
goma natural 

 

La radapertización, al igual que la aplicación de dosis altas son tratamientos no avalados 

por las recomendaciones del Comité Mixto de Expertos FAO/OIEA/OMS y la comisión 

del Codex Alimentarius. 

 

La irradiación permite inactivar ciertos organismos parásitos patógenos tanto para el 

hombre como para los animales. El nematodo Trichinella spiralis se destruye con una 



Revisión Bibliográfica 

68 
 

dosis mínima de 0.15 kGy. En la Figura 18 se puede observar la morfología de este 

parásito que puede producir importantes afecciones gastrointestinales y que se 

encuentra presente en la carne de cerdo. 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 18. Parásito Trichinella spiralis 

 

Otros parásitos, como las tenias del ganado vacuno y del cerdo, el protozoo del cerdo 

que causa la toxoplasmosis y diversos nematodos que infectan al pescado se eliminan 

con dosis inferiores a 1 kGy (Zhu, 2005). 

 

Los tratamientos con dosis medias (comprendidas entre 1 y 10 kGy) permiten prolongar 

considerablemente el tiempo de conservación de diversas frutas, carne, pescado y 

marisco y mejorar su calidad higiénica. La combinación con otros sistemas de 

conservación (envasado al vacío, tratamientos térmicos) permite conseguir mejores 

resultados con dosis inferiores de irradiación. Tratamientos entre 2 y 7 kGy se han 

utilizado para reducir la tasa de bacterias patógenas no esporuladas (Salmonella, 

Campylobacter, Listeria, Yersina) en carnes de mamíferos, aves, pescado, gambas, 

ancas de rana, etc; estos productos suelen irradiarse congelados para minimizar las 

modificaciones organolépticas  (Rossi et al., 2009). 
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2.4. Preparación de muestra para el análisis de COPs mediante técnicas 

cromatográficas 

Desde el año 1956 existen referencias sobre el desarrollo de metodologías para llevar a 

cabo el análisis de COPs; sin embargo, en el momento de implementar, validar y 

estandarizar metodologías se ha observado que las etapas criticas para el buen 

desempeño de los análisis de COPs tienen lugar durante la preparación de muestras 

(extracción y limpieza), la técnica de separación y, en el caso de usar GC, la etapa de 

derivatización. 

 

2.4.1. Extracción de la fracción lipídica 

2.4.1.1. Lixiviación 

Consiste en hacer interaccionar directamente el disolvente con la muestra debidamente 

homogeneizada, a T ambiente. Teniendo en cuenta que los COPs son sensibles a los 

cambios de T, generalmente el contacto entre la muestra y el disolvente se mantiene 

durante tiempos elevados (de 12 a 24 horas). 

 

Se pueden emplear disolventes o mezclas de disolventes siendo el factor más importante 

a considerar la cantidad de COPs recuperada. Esta etapa preparativa es muy importante 

debido a su posible contribución a la formación de artefactos, recuperación de óxidos de 

colesterol, resolución de picos en su determinación cromatográfica, detección, 

identificación y cuantificación  (Ulberth et al., 1998; Penzzi, et al., 1995). 

 

La elección del disolvente juega un papel importante ya que éste debe ser capaz de 

romper las fuerzas de interacción del colesterol y de los lípidos con la materia no 
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lipídica en las matrices biológicas. Los sistemas más empleados para la extracción de la 

fracción lipídica que contiene los productos de oxidación del colesterol son los 

siguientes: 

 

- Métodos que implican una etapa preliminar de extracción de materia grasa y posterior 

saponificación. 

a. CHCl3/MeOH (2:1, V/V); Folch et al., 1957 

b. Hex/ 2-propanol (3:2, V/V); Hara y Radin, 1978 

c. Diclorometano/MeOH (9:1, V/V); Menéndez-Carreño et al., 2008 

d. Método de columna seca; Zubillaga y Maerker, 1991; Hygely et al., 1986 

 

- Métodos de tratamiento directo de la muestra. 

e. Saponificación o transesterificación directa (Dionisi et al., 1998). 

Aparte de estos métodos, existen otras posibilidades como el empleo de un único 

disolvente como el CHCl3 y extracción en Shoxlet empleando disolventes como MTBE 

y DCM. 

 

2.4.1.2. Extracción acelerada con disolventes, ASE 

Se trata de un sistema de extracción automatizada a presión (P) elevada. Este sistema 

permite programar: T, P, volumen de disolvente y número de ciclos con que se realiza la 

extracción de los analitos. Previamente a la extracción se requiere una elevada 

homogeneización de las muestras sólidas, usando un agente dispersante inerte como es 

la tierra de diatomeas lo cual permite un contacto muy eficiente en el proceso de 

extracción entre el disolvente y la muestra; la celda donde se realiza la extracción es un 

sistema cerrado. Por otro lado el equipo permite mezclar automáticamente varios 

disolventes; todas estas características son las que permiten realizar extracciones en un 
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tiempo relativamente corto, hasta 1 h, con elevadas recuperaciones y minimización de 

los riesgos de contaminar las muestras (Lai et al., 1995; Chang y Liu, 1998). 

Está técnica es frecuentemente empleada para la determinación de lípidos (Spiric et al. 

1998); sin embargo sólo ha sido referida para la extracción de COPs en muestras más 

sencillas como es la de polvo de huevo (Boselli et al., 2001); estos autores 

seleccionaron 60 ºC y 15 MPa para limitar la generación de artefactos, excluyendo el 

uso de disolventes clorados.  

 

2.4.1.3. Extracción con fluidos supercríticos 

Un fluido supercrítico (SF), sustancia que se encuentra en condiciones de P y T 

superiores a su punto crítico, presenta propiedades que permiten disolver otros 

compuestos debido a su elevado poder de penetración por la baja tensión superficial del  

fluido. El sistema de extracción con fluidos supercríticos (SFE) permite que el fluido  

interaccione con la muestra; posteriormente, el cambio de las condiciones de P y T 

ambientales, permiten su evaporación, obteniendo el extracto limpio. Se ha utilizado 

dióxido de carbono supercrítico para la extracción mediante SFE de oxisteroles en 

matrices vegetales, posterior saponificación con KOH a reflujo en medio etanólico y 

extracción  con eter de petróleo (Et.P). Los límites de cuantificación (LC) se obtuvieron 

en el intervalo de concentración 0.007-0.367 µg/L; se utilizó como estándar interno 6-

ceto. La precisión de la determinación intra-día e inter-día para los 10 oxisteroles 

estudiados fue menor de 6% y su recuperación entre 94 y 107%. Este método fue 

aplicado con éxito para la determinación de los oxisteroles alimenticios de origen 

vegetal, incluyendo maíz, sésamo, avena y cacahuate (Lu et al., 2007). 
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2.4.2. Purificación y enriquecimiento 

2.4.2.1. Extracción en fase sólida 

La extracción en fase sólida (Solid Phase Extration, SPE) es una técnica de preparación 

y tratamiento de muestras que está basada en la retención selectiva de los analitos en 

cartuchos y su posterior elución. Se realiza previamente a la determinación analítica de 

los mismos. Se puede aplicar a cualquier matriz analítica siempre y cuando se encuentre 

en medio líquido, siendo sus objetivos fundamentales los siguientes: 

●Enriquecimiento de trazas (concentración o preconcentración).  

●Limpieza de muestras 

●Fraccionamiento de la muestra en diferentes grupos de compuestos, separando cada 

fracción con un eluyente distinto. 

●Retención /almacenamiento de analitos inestables en medio líquido o que tienen 

volatilidad elevada. 

●Se pueden llevar a cabo reacciones de derivatización entre grupos reactivos del analito 

y los grupos de la superficie del adsorbente. 

 

La técnica de SPE implica un proceso físico en el que están implicadas una fase sólida 

con frecuencia químicamente modificada, y una fase líquida. La fase sólida tiene mayor 

afinidad por los analitos que el disolvente en el que se encuentran disueltos; la muestra 

disuelta pasa a través del lecho adsorbente, los analitos se concentran en su superficie, 

mientras que los otros componentes de la matriz no retenidos pasan a su través. 

 

En algunos trabajos se han comparado diferentes métodos para analizar COPs en 

matrices de tipo y origen biológico, los cuales incluyen generalmente cambios en la 
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forma de preparar las muestras ya que en esta etapa se  incrementan los errores de los 

métodos. Así, Ulberth y Rössler (1998), compararon diferentes sistemas SPE 

combinando fases estacionarias (NH2, Silica y C18), disolventes de lavado (AcOEt, Hex, 

Et2O, DCM, 2-Propanol, MTBE, ACN, MTBE y agua) y disolventes de elución 

(Acetona y MeOH) para limpiar las muestras después de realizar la extracción lipídica; 

la mejor combinación que obtuvieron consistía en llevar a cabo  dos limpiezas mediante 

SPE en serie, con cartuchos de silica y NH2 usando como disolvente de lavado, mezclas 

de Hex-Et2O y Hex-AcOEt y como disolvente de elución acetona en ambos casos. 

 

Guardiola et al. (1995) evaluaron tres métodos para analizar COPs en huevos secos 

mediante SPE con cartuchos de silica utilizando cuatro sistemas de elución diferentes y, 

variando la polaridad de los disolventes; el sistema de elución que presentó las mejores 

características analíticas consistió en disolver los residuos de los extractos lipídicos en 

Hex, haciendo pasar este extracto por el cartucho de sílica acondicionado previamente 

con Hex. Seguidamente el cartucho se lavó con 10, 25 y 15 mL de las mezclas de Hex: 

Et2O (95:5), (90:10) y (80:20), respectivamente. 

 

2.4.2.2. Saponificación 

La saponificación se emplea para separar los triglicéridos, ácidos grasos libres e 

impurezas solubles durante la extracción de oxisteroles, convirtiendo estos productos en 

derivados solubles en agua, empleando disoluciones  de KOH o NaOH. La extracción 

de oxisteroles se completa con la extracción con un disolvente orgánico adecuado tras 

añadir agua a la mezcla saponificada. La fracción no saponificada contiene los óxidos 

de colesterol. Se han empleado dos métodos de saponificación, en frío y en caliente; con 
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la saponificación en frío a 25 ºC durante 18-22 h han obtenido buenas recuperaciones 

(Saldanha et al., 2006) y escasa formación de artefactos. La saponificación en caliente 

se realiza a 60 ºC durante 45-60 minutos, reduciéndose considerablemente el tiempo de 

operación, pero con elevada formación de productos de degradación, en especial del 7-

ceto y de los epóxidos isómeros (Angulo et al., 1997). Aparte de la desventaja de la 

posible formación de artefactos, la saponificación tiene algunas desventajas prácticas. 

Los triglicéridos saponificados forman una disolución jabonosa que impide la correcta 

separación de la emulsión formada; la formación de micelas da lugar a la pérdida de 

compuestos de interés (Cela et al., 2002). 

 

Dionisi et al. (1998) ensayaron varios métodos para preparar muestras usando 

procedimientos de saponificación (directo, sin extracción previa; CHCl3-MeOH; Hex-2-

PrOH y DCM-MeOH), obteniendo por el método directo los mejores resultados (mejor 

repetibilidad, exactitud, LOD más bajos, menor consumo de disolventes y menor 

cantidad de artefactos formados). 

 

2.4.2.3. Transesterificación 

Durante la reacción de transesterificación los óxidos de colesterol esterificados y los 

triglicéridos pasan a formar esteres metílicos de ácidos grasos. La mezcla obtenida se 

separa mediante SPE eluyendo con mezclas de polaridad creciente. Empleando este 

método no se ha observado formación de artefactos, aunque este método ha sido de 

poco interés para fines analíticos, puesto que requiere el uso de ácido cítrico y los COPs 

presentes en muestras de alimentos de origen animal son muy sensibles a los cambios 
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de pH; este método puede ser útil para analizar fitosteroles (óxidos de colesterol que se 

forman en matrices vegetales) (Johnsson y Dutta, 2006). 

 

Ubhayasekera et al. (2004) compararon métodos de saponificación y transesterificación 

para analizar COPs en muestras de sebo; encontraron que las mejores características 

analíticas se obtuvieron cuando se disuelve el sebo en DCM, se realiza una 

saponificación con KOH en etanol y, seguidamente, se realiza una LLE con DCM: 

agua. Los lavados se llevaron a cabo con agua y KOH y por último, realizan una 

limpieza mediante SPE con cartuchos de amino propil. 

 

2.4.3. Problemas asociados con la preparación de muestra 

Teniendo en cuenta la problemática de los COPs a nivel químico, médico, biológico y 

sabiendo que aún no existe suficiente claridad sobre su formación, efectos sobre la 

salud, procesos bioquímicos y fisiológicos en los cuales participan estos compuestos, es 

necesario realizar estudios que permitan establecer las normas para controlar estos 

compuestos. Para alcanzar este objetivo es necesario realizar investigaciones para 

extraer, separar y cuantificar los COPs en matrices complejas como son las de tipo 

biológico con óptimas características analíticas. 

 

Los análisis de COPs en matrices de tipo biológico especialmente en alimentos 

presentan grandes retos debido a los siguientes aspectos: 

1. Las matrices son muy complejas. 

2. Siempre que se encuentren COPs en una muestra va a existir colesterol, teniendo 

en cuenta que es su precursor; éste es un aspecto que exige una elevada 
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fiabilidad de los métodos para evitar que una porción del colesterol presente en 

las muestras se pueda trasformar en COPs durante las etapas de preparación de 

muestra. 

3. Los COPs son un grupo numeroso de compuestos y presentan algunas 

propiedades fisicoquímicas muy similares (peso molecular, estructura molecular, 

etc); este aspecto requiere que existan técnicas de separación lo suficientemente 

eficaces para separarlos de una forma adecuada. 

4. Los COPs son susceptibles de interaccionar fuertemente con otros compuestos 

de la matriz, tales como ácidos grasos, compuestos ácido-base, agua y radicales 

libres. 

5. En los procedimientos de preparación de muestras algunos COPs pueden 

transformarse en otros compuestos de esta misma familia como es el caso de 7-

ceto a 7β-OH y los epóxidos a triol. 

6. Los COPs pueden formarse por efecto de la luz, calor, acción enzimática a partir 

del colesterol,  aspectos que pueden afectar los procedimientos de análisis. 

7. Los procedimientos de limpieza de muestras deben ser lo suficientemente 

selectivos para que permitan presentar de manera adecuada la muestra en el 

equipo de medida, puesto que los extractos grasos son muy densos para ser 

procesados por los equipos cromatográficos. 

8. Se requiere evitar la complejidad de los métodos, teniendo en cuenta la 

naturaleza de las muestras. 

9. Seleccionar de manera cuidadosa reactivos, fases estacionarias y condiciones 

usadas en el método, teniendo en cuenta la vulnerabilidad del colesterol y los 

COPs. 
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La mayoría de los métodos de análisis de COPs presentan las siguientes etapas críticas: 

1. Extracción de los COPs: dependiendo de la muestra puede incluir 

procedimientos de maceración, filtración y lixiviación. 

2. Limpieza de los extractos: generalmente se usan sistemas SPE, en ocasiones 

filtración; en esta etapa se usan agentes desecantes, rotavaporación o 

eliminación de disolventes con flujo de gases y calentamiento a baja T (40-60 

ºC). 

Separación cromatográfica: es necesario indicar que cuando se usa como técnica GC es 

necesario aemplear una etapa adicional de derivatización con agentes tales como, BTZ 

(3:2:3 BSA: TMCS: TMSI)  o Tri-Sil (2:1:10 HMDS: TMCS: piridina).  

La técnica de derivatización de COPs más común consiste en adicionar grupos 

trimetilsilanos (tms) para activar los hidrógenos sobre los grupos hidroxilos;  los grupos 

ceto y epóxido no son sililados; ocasionalmente se ha observado la enolización de 

grupos ceto (Park et al., 1996). En el proceso de derivatización no se contempla la 

formación de  artefactos incluso cuando se requiere calentamiento para favorecer la 

reacción; se dispone de información respecto a algunos derivados habiéndose 

demostrado la formación de bi- y tri-derivados del triol, así como  mono y bi-derivados 

del 25-OH, dependiendo de las condiciones de derivatización (Brooks et al. 1973; Park 

et al., 1989; Guardiola et al., 1998; Shan et al., 2003; Guardiola et al., 2004). 

 

2.5. Técnicas Cromatográficas para la determinación de COPs 

De las técnicas cromatográficas empleadas, se van a comentar los aspectos específicos 

que se encuentran relacionados con la determinación de COPs. 
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2.5.1. Aspectos específicos en HPLC en relación con la determinación de COPs 

En cuanto a los análisis de COPs en alimentos mediante HPLC, esta técnica tiene las 

ventajas de poder trabajar a T ambiente y requerir menos etapas en la preparación de 

muestra que GC (no requiere derivatización de los COPs); sin embargo, presenta las 

desventajas de su relativamente baja sensibilidad y menor eficacia que GC; por otra 

parte, el detector UV, que es el más usado, permite únicamente  detectar los COPs 

sensibles a este tipo de radiación. 

 

2.5.2. Aspectos específicos en GC en relación con la determinación de COPs 

Esta técnica presenta las siguientes ventajas: usa una gran variedad de detectores 

universales como el FID que permite detectar todos los COPs y es altamente eficaz para 

llevar a cabo su separación; los sistemas de inyección “Split/splitless” permiten mejorar 

la calidad de los cromatogramas. Sin embargo, presenta la desventaja de que se requiere 

aplicar una reacción de derivatización de los COPs con reactivos agresivos como el Tri-

Sil. 

  

2.5.3. Métodos cromatográficos para la determinación de COPs 

Se han desarrollado diferentes métodos haciendo uso de las técnicas HPLC y GC los 

cuales se presentan resumidos en las Tablas 7 y 8. La separación cromatográfica no es 

una de las etapas que más problemas presente para la determinación de estos 

compuestos.    
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2.6. Tratamiento quimiométrico de los datos 

Como es sabido, la quimiometría es la disciplina química que desarrolla o aplica 

métodos matemáticos o métodos basados en formalismos lógicos para diseñar o 

seleccionar los procesos experimentales y extraer la mayor y más relevante información 

de datos químicos. Su uso es de gran importancia tanto para la optimización de los 

métodos analíticos como para el tratamiento de los datos obtenidos sobre diversos  

analitos en distintas muestras que hayan sido o no sometidas a diferentes tratamientos. 

A continuación, se comenta brevemente el fundamento en los que se basan las 

principales técnicas quimiométricas utilizadas en esta memoria (Miller, 2002; Carlson, 

2005; Otto, 2007) 

• Análisis de la Varianza  

• Diseño experimental 

• Análisis de componentes principales 

 

2.6.1. Análisis de la Varianza  

El análisis de la varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance, según terminología 

inglesa) permite separar las diferentes fuentes de variación, la debida al error aleatorio 

de la medida de cualquier otra variación producida al cambiar el factor de control. 

ANOVA estudia la influencia de un determinado factor o grupo de factores (variables) 

sobre una variable respuesta (variable contínua). 

 

Las técnicas iniciales del análisis de varianza fueron desarrolladas por Fisher en 1920 y 

utiliza la distribución F de Fisher como parte del contraste de Hipótesis para llevar a 

cabo las pruebas de significación estadística. 
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La técnica ANOVA se utiliza para separar y estimar las diferentes causas de variación; 

de esta manera se comprueba si una alteración del factor de control (método, distintas 

condiciones, analista y laboratorio) ocasiona diferencias significativas entre los valores 

medios obtenidos; es decir, se utiliza para “analizar medidas que dependen de varios 

tipos de efectos que operan simultáneamente con el doble fin de decidir cuáles de ellos 

son importantes y poderlos estimar”. ANOVA compara medias de diversos conjuntos de 

resultados, no sus varianzas; el nombre de esta técnica proviene del hecho de que utiliza 

la comparación de parámetros estadísticos, en forma de varianzas, para llegar a la 

conclusión de las medias en estudio.  

 

Para utilizar ANOVA de forma satisfactoria deben cumplirse tres tipos de hipótesis, 

aunque se aceptan ligeras desviaciones de las condiciones ideales: 

1. Cada conjunto de datos debe ser independiente. 

2. Los resultados obtenidos para cada conjunto deben seguir una distribución 

normal. 

3. Las varianzas de cada conjunto de datos no deben diferir de forma significativa. 

  

A continuación, se indica el fundamento de la técnica ANOVA para el caso más 

sencillo, Anova de un factor que descompone la varianza total de los datos analizados 

en la contribución debida a los errores aleatorios obtenidos de las repeticiones y la 

varianza debida al factor controlado. En la Tabla 9 se muestra la matriz de datos, donde 

h son los niveles del factor, n el número de experimentos, ��� 	la media del nivel i del 

factor, y �̅ la media global.  
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 Tabla 9. Matriz de ANOVA de un factor  

 

 

 

 

 

 

El problema que se plantea es analizar si los distintos niveles del factor muestra 

influyen de igual forma en la respuesta. Para ello, se comparan los efectos que los 

distintos niveles del factor producen en la respuesta utilizando el estadístico F; se siguen 

los siguientes pasos.  

• Se establecen las hipótesis estadísticas 

Hipótesis nula,  H
0
 : µ

1
 = µ

2
 ................= µ

h
 

Hipótesis alternativa,  H
1
 : no todos los µ

i 
son iguales 

• Se obtiene el estadístico F (cociente de varianzas), que seguirá una distribución 

de probabilidad F de Fisher-Snedecor con h – 1 y h (n – 1) grados de libertad 

según la Ecuación 1 

���	 
	 ��
���	���������
���������� 
	

���
���	�������� ������
���������� �������   Ecuación 1 

Donde s2 representa la varianza y SS la suma de cuadrados 

• El valor de Fcal se compara con el valor de FTabulado para el nivel de significación 

fijado (generalmente 0.05);  FTabulado se busca en las tablas de distribución F de 

una o dos colas dependiendo del criterio del contraste de hipótesis elegido. 

Muestra 1 x
11

 x
12

 ...... x
1j

 ........ x
1n

 x¯
1
 

Muestra 2 x
21

 x
22

 ....... x
2j

 ........ x
2n

 x¯
2
 

............... ...... ...... ...... ...... ........ ........ ....... 

Muestra i x
i1

 x
i2

 ....... x
ij
 ........ x

in
 x¯

i
 

Muestra h X
h1

 X
h2

 ....... X
hj

 ........ X
hn

 x¯
h
 

                                                       Media global,  x¯ 
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• Por último, se aceptará H
0
 cuando Fcal ≤ FTabulado[α, (h-1, n-h)]  o  αexperimental ≥ 0.05, 

en este caso, las diferencias entre los distintos niveles del factor no son estadísticamente 

significativas, siendo errores aleatorios los producidos en los resultados al cambiar el 

nivel del factor de control. 

Los programas estadísticos proporcionan la "Tabla de Análisis de varianza o de 

ANOVA", que adopta la siguiente forma (Tabla 10): 

 

 Tabla 10.  Términos para calcular los resultados mediante ANOVA de un 
factor 

Tabla ANOVA 

Fuente de variación SS ν s2 F 

Entre los niveles del 
factor 

SSF 
h-1 SSF/(h-1) s2

F/s2
R 

Dentro de un nivel del 
factor o residual 

SSR 
h*(n–1) SSR/h*(n–1)  

Total 
SST 

h*n-1   

SS, suma de cuadrados; ν, grados de libertad y s2, cuadrado medio o varianza 

 

Para el análisis multifactor, el fundamento es el mismo, pero la información obtenida 

será más amplia, se conocerá la variación de cada factor en la respuesta. En el caso de 

que se obtuviera más de una respuesta por nivel de cada factor, se podría conocer si 

existe o no interacción entre los factores de control estudiados. 

 

ANOVA también se utiliza para validar el ajuste de los modelos matemáticos 

establecidos, bien mediante el estadístico F, o bien mediante el coeficiente de 

determinación R2 o el coeficiente de determinación ajustado R´2, los cuales 
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proporcionan el porcentaje de ajuste entre las dos variables, dependiente e 

independiente, del modelo. 

Cuando se valida mediante el test F, se plantean las hipótesis: 

H0 = β0 = β1 = β2 =……….= β123 = 0      

H1 = al menos un βi ≠ 0     

Se determina la región crítica donde se rechaza la hipótesis nula H0, y se calcula el valor  

de  Fcalculado
 !���"����ó
						
�

���������� $ Ecuación 2  

comparándose con el valor de FTabulado para el nivel de significación α elegido y los 

grados de libertad correspondientes. 

Si Fcal > FTabulado (α, p, n-p-1), se rechaza la hipótesis nula, lo que implica la validez del 

modelo obtenido; el ajuste será mejor cuanto más alto sea el valor de Fcal.   

 

Los gráficos de medias permiten visualizar fácilmente si existen diferencias 

significativas entre los valores medios de los distintos niveles de cada factor; la Figura 

19 muestra un ejemplo en donde se observa que existen diferencias significativas entre 

los niveles 1, 2 y 3 del factor puesto que no se solapan los segmentos que representan al 

intervalo de confianza de los valores medios. 

 

Figura 19.  Gráfico de medias de Fisher 
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2.6.2. Diseño experimental 

Antes de establecer y aplicar un método analítico se requiere un planteamiento global 

del problema, destacando entre las etapas del análisis, la de optimización experimental 

que puede afectar a diversos parámetros analíticos tales como sensibilidad, selectividad, 

concentración de reactivos, coste y tiempo de análisis. 

La optimización se puede realizar de dos maneras diferentes, mediante un estudio 

univariante, donde cada  factor experimental (variable) a optimizar se modifica 

sistemáticamente mientras los otros factores se mantienen constantes, o mediante un 

estudio multivariante que implica optimización simultánea de todos los factores a la 

vez. En este caso, entre las metodologías estadísticas posibles, los diseños factoriales 

introducidos por Ronald Fisher en 1920 (Spiegel et al., 2007) consisten en realizar una 

serie de experimentos definidos a priori, cuyas respuestas permiten evaluar la influencia 

de varios factores simultáneamente en el proceso de optimización, estudiando el efecto 

combinado de éstos en la respuesta experimental, ofreciendo un método simple, más 

eficiente y preciso que las metodogías univariantes, válido estadísticamente y que 

requiere menos esfuerzos para la optimización de los métodos analíticos; además, 

permite detectar, en contraposición a la técnica univariante, si existe cualquier 

interacción entre los factores. 

En el proceso analítico, el número de variables que pueden afectar al resultado final 

suele ser elevado y a veces las variables no actúan independientemente, lo que sugiere 

que el estudio debe realizarse de forma que todas ellas se modifiquen simultáneamente 

para optimizar las condiciones del método de trabajo y, así, poder conocer las posibles 

interacciones entre variables (factores). Para una aplicación concreta será importante 

establecer los niveles de estos factores; el proceso de búsqueda de estos niveles óptimos 
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del factor se conoce como optimización. Desde el punto de vista químico-analítico la 

optimización se define como el proceso de búsqueda y localización del conjunto de los 

valores de las variables experimentales que producen el mejor resultado posible en un 

proceso de determinación. 

 

El diseño factorial más simple es un diseño a dos niveles, el número de experimentos 

requeridos puede ser determinado por la expresión N = 2k, donde N es el número de 

experimentos  y k el número de factores a estudiar; se le conoce como diseño factorial 

completo 2k; por tanto, un diseño factorial a dos niveles para optimizar tres factores 

requerirá un total de 23 o 8 experimentos Los diseños factoriales son a menudo 

representados en forma de matriz, conocida como la matriz del diseño. La Tabla 11 

muestra la matriz del diseño estándar para un diseño factorial a dos niveles para 3 

factores. En la matriz, los niveles son representados con la notación estándar de  -1 ó (-) 

y +1 ó (+); por lo general, el nivel -1 representa el nivel más bajo del factor mientras 

que +1 representa el nivel más alto. 

 Tabla 11. Matriz de experiencias para un diseño factorial 23 

EXPERIMENTO FACTOR RESPUESTA 

Nº X1 X2 X3 y 

1 - - - Y1 

2 + - - Y2 

3 - + - Y3 

4 + + - Y4 

5 - - + Y5 

6 + - + Y6 

7 - + + Y7 

8 + + + Y8 
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La matriz del diseño proporciona una guía para que el analista identifique las 

condiciones para cada experimento; se tiene que realizar la serie experimentos con los 

factores y niveles según especifica la matriz del diseño y es importante que los 

experimentos se lleven a cabo aleatoriamente para eliminar cualquier sesgo 

experimental; de esta forma, se determina la influencia de la variación de cada factor en 

la respuesta. 

Una vez realizados los experimentos y anotados en la matriz las respuestas obtenidas se 

lleva a cabo el análisis del diseño, generalmente con ayuda de software estadísticos.  

Este tipo de diseños se utiliza cuando el número de factores es pequeño ya que el 

número de experimentos se incrementa drásticamente al aumentar k; en estos casos, se 

aplica un diseño factorial fraccionado, 2k-p, cuyo número de experimentos se reduce por 

un número p; este diseño solamente informa acerca de qué factores presentan mayor 

influencia sobre la respuesta. Estos diseños de base 2 se conocen como diseños de 

“screening” y el modelo de dependencia de la respuesta sobre los dos niveles del factor 

se puede describir mediante un polinomio de orden uno, Ecuación 3.  

  

 

                     

 

A modo de ejemplo se representan en un grafico un diseño factorial completo 23 y un 

diseño factorial fraccionado 23-1; cada eje representa a un factor y los vértices del cubo 

son  las condiciones de los experimentos a realizar (Figura 20).  

 

 

 

 

Figura 20.  Representación gráfica de diseños de screening. a- 23 y b-23-1
 

Ecuación 3 
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Para conocer las condiciones óptimas de los factores con los mejores resultados se 

utilizan diseños de superficie de respuesta como son los diseños 3k de tres niveles, 

cuyos modelos matemáticos pueden describir superficies de respuesta que se deben 

curvar alrededor del óptimo. Estas últimas pueden ser modeladas si los niveles del 

factor se han investigado al menos a tres niveles, generalmente conocidos como -1, 0 y 

+1; son diseños que proporcionan mayor información en la respuesta. 

Existen otros modelos más complejos, entre ellos los diseños compuestos centrados o de 

estrella, los cuales se forman por combinación de diseños factoriales completos o 

fraccionados y un diseño adicional en los que los centros de ambos diseños coinciden. 

En la Figura 21 se representa el diseño a tres niveles más sencillo 32 y un diseño 

compuesto centrado con tres factores 

 

 

 

 

 

 

 

 

En general, los modelos empíricos de superficie de respuesta son polinomios de orden 

dos, donde la respuesta (y) se relaciona con los factores (x) mediante la Ecuación 4 

 

 

 

Figura 21. Representación gráfica de diseños de superficie de 
respuesta. a- 32 y b- diseño de estrella 

Ecuación 4 
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donde k es el número de factores, b0 el parámetro del intercepto y bi, bij bii los 

parámetros de los efectos para la regresión lineal, interacción y factor cuadrático, 

respectivamente y e es el término del error. La estimación de los parámetros empíricos 

se realiza mediante mínimos cuadrados. Las pequeñas desviaciones de los niveles de los 

factores, -1, 0 y +1, no alteran significativamente las propiedades estadísticas del 

diseño.  

En el caso de la preparación de la muestra (como es el de las determinaciones mediante 

GC presentadas en esta memoria) existen diferentes variables que afectan al análisis 

como son treacción, Vextractante, t agitación, Vreactivo derivatizante, T, tipo de agitación y naturaleza 

del disolvente; de ahí que las herramientas quimiométricas de este tipo de optimización 

experimental sean de gran utilidad para diseñar un método de preparación de muestra 

del cual se obtenga la máxima información con el menor número de experimentos. 

En el diseño factorial se deberán seguir los siguientes pasos: 

• Definir los factores y su dominio experimental (límites de variación).  

• Definir el diseño factorial. 

• Seleccionar el criterio adecuado de optimización. 

• Establecer condiciones óptimas para la determinación y el modelo matemático. 

 

Utilizando los diseños factoriales, con un número de experimentos relativamente 

pequeño, se puede evaluar el efecto de cada factor y de sus interacciones en la 

respuesta, permitiendo establecer un método óptimo de preparación de muestra. 

 

A continuación, se indica el fundamento para los diseños más usados (modelos de 

primer grado). En particular, para las variables cuantitativas los efectos principales e 
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interacciones se pueden asociar con los términos de un desarrollo en serie de Taylor de 

la función respuesta. A menudo, las interacciones de orden superior resultan 

insignificantes y puede prescindirse de ellas.  

 

En el análisis de resultados se distinguen dos etapas sucesivas. 

• Cálculo de los efectos o coeficientes βi de la ecuación 5. 

 El objetivo consiste en la determinación de unos estimadores β& de los coeficientes que 

multiplican al valor de cada factor y a cada interacción. 

 

 

 

 

siendo k, el número de factores y  k + 1, el número de coeficientes del modelo 

 

• Interpretación de los valores obtenidos. 

Se relacionan sus valores con el error experimental asociado para definir su significado 

estadístico, y por tanto llegar a una ecuación simplificada que explique el modelo. 

 

Si en un proceso intervienen 3 factores X1, X2 y X3, los cuales toman dos niveles 

inferior (-) y superior (+), realizando 23 combinaciones de estos niveles se obtiene la 

matriz de experiencias que describe de forma codificada el conjunto de experiencias; 

esta matriz contiene N filas correspondientes a N experiencias (N= 23) y 3 columnas 

correspondientes a los 3 factores como se presenta en la Tabla 11, donde también 

muestra la respuesta obtenida en cada experiencia. 

Los efectos tanto de los factores como de las interacciones son obtenidos, de forma 

sencilla, teniendo en cuenta los valores de las respuestas y la matriz del modelo 

Ecuación 5 
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codificada, Tabla 11. Así, para un diseño 23, la matriz estaría formada por una columna 

con signos positivos, tres columnas de los factores, tres de interacción de dos factores y 

una columna de interacción de tres factores obtenidas multiplicando algebraicamente 

los signos de las columnas de los factores entre los que se da la interacción, Tabla 12.  

Los efectos se calculan de forma sencilla, así para el efecto principal X1 y de interacción 

X1*X2 se realizan mediantes las Ecuaciones 6 y 7, respectivamente. 

 

 '� 
	()�	*)+*),	*	)-. / 0 ()1	*)2*)3	*	)4. /  Ecuación 6 

 

'�5 
	()�1	*)+*)3	*	)-. / 0 ()�	*)2*),	*	)4. /  Ecuación 7 

  

 Tabla 12. Matriz del modelo codificada para un diseño factorial 23 

Experimento Media Factor  Interacción 

Nº I X1 X2 X3 X1X2 X1X3 X2X3 X1X2X3 

1 + - - - + + + - 

2 + + - - - - + + 

3 + - + - - + - + 

4 + + + - + - - - 

5 + - - + + - - + 

6 + + - + - + - - 

7 + - + + - - + - 

8 + + + + + + + + 

 

La matriz del diseño ha de ser ortogonal, lo que implica que todas las columnas son 

diferentes, condición imprescindible del modelo. 

 

El modelo matemático que ajusta la respuesta a los factores xi mediante los coeficientes 

βi viene dado por la expresión matricial (Ecuación 8) 

Y = Xβ + ε Ecuación 8 
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Donde X es la matriz de experiencias, Y la matriz de las respuestas y ε la matriz del 

error; su expressión en forma polinómica viene dada por la Ecuación 9 

y	 
 	β7 +	'���	 +	'5�5+'9�9 +	'�5���5 +	'�9���9 +	'59�5�9 + '�59���5�9 + 	ε

 Ecuación 9 

Los efectos son computados con la respuesta experimental obtenida, Yi, y el signo que 

le corresponde en la columna. Cuando ese valor es grande, quiere decir que ese efecto 

tiene un peso determinante en la función a optimizar y se dice por lo tanto que esa 

variable o factor es un factor principal. Cuando una interacción es grande los 

correspondientes factores principales tienen poco significado práctico. Es más útil 

conocer la interacción Xi*Xj que el factor principal. Una interacción significativa oculta, 

a menudo, el significado de los efectos principales.  

 

La estimación de los β& se realiza mediante ajuste por mínimos cuadrados obteniendo 

los valores de los coeficientes del modelo matemático, bi, mediante la Ecuación 10 

 

b = (X`X)-1X´Y Ecuación 10 

 

El término (X`X) proporciona toda la información del modelo matemático y su inversa 

(X`X)-1 está relacionada con la varianza. La ecuación polinómica viene dada por la 

Ecuación 11, siendo “e” el término del error. 

 

y	 = 	b7 +	;�<�	 +	;5<5+;<9 +	;�5<�<5 +	;�9<�<9 +	;59<5<9 + ;�59<�<5<9 + 	e

 Ecuación 11 

 

Se utiliza ANOVA para determinar el tamaño del efecto para cada uno de los factores, 

así como para identificar los factores que tienen efecto estadístico significativo sobre la 

respuesta; un factor o una interación será significativa si la F calculada es mayor que la 
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FTabulada o el valor de α < 0.05. Sin embargo, para la determinación de los niveles 

óptimos para cada factor, las herramientas más útiles son los gráficos de los datos, tales 

como los gráficos de efectos principales y los gráficos de interacción. 

La Figura 22 a y b presenta a modo de ejemplo los gráficos de efectos principales e 

interacciones para un diseño 23 donde se muestra la variación en la respuesta en función 

de los niveles inferior y superior de cada factor. 

 
Figura 22. Gráfico de los efectos. a- Efectos principales y b- Efectos de interacción 

 
Se observa si esta influencia es positiva o negativa y la magnitud del efecto según el 

sentido y el valor de la pendiente; así el factor B es el que presenta mayor efecto 

(Figura 22 a). Por otra parte, existirá efecto de interacción si las líneas representadas 

para dos factores en dicho gráfico se interceptan; en el caso de la Figura 22 b, los 

efectos de interacción no son significativos.  

Otra forma de visualizar los efectos es mediante el grafico de Pareto que presenta los 

valores de los efectos principales y de las interacciones en un diagrama de barras; 

determina cuáles son los factores e interacciones con un peso significativo para el 

diseño; los efectos del diseño son significativos si superan 2 veces la desviación 

estándar del diseño dada por la línea de corte a los efectos. En la Figura 23 se presenta 

un diagrama de Pareto para tres factores, donde se observa que únicamente el factor B 

es significativo. 
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Figura 23.  Grafico de Pareto para efectos estandarizados 

 

Cuando existen varios analitos implicados en el análisis, y éstos pueden presentar 

distinto comportamiento respecto de las condiciones óptimas obtenidas individualmente 

en el diseño factorial, es útil realizar un diseño factorial de respuesta múltiple que tiene 

en cuenta cada una de las respuestas individuales obtenidas y maximiza la función de 

deseabilidad en el dominio experimental elegido, de esa forma, se obtienen las 

condiciones experimentales más adecuadas, y el modelo obtenido explicará con una 

cierta calidad el método analítico de determinación cuantitativa simultánea de los 

analitos, y cuyas condiciones óptimas vendrán reflejadas también en el gráfico de 

superficie de la función de deseabilidad. La Figura 24 muestra a modo de ejemplo un 

gráfico de superficie de respuesta que además de permitir conocer las condiciones 

óptimas, permite conocer cómo de sensibles son dichas condiciones a variaciones en las 

variables experimentales, pudiendo hacer una interpretación visual entre las respuestas y 

las variables experimentales. 
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Figura 24. Representación grafica de una superficie de respuesta. 

 

2.6.3. Análisis de Componentes Principales 

El objetivo del análisis de componentes principales (PCA, del Inglés Principal 

Component Analysis) es transformar el espacio de representación P en un nuevo 

espacio P´, en el que los datos no estén correlacionados. Esta  técnica fue introducida 

por  Pearson en 1901 (Otto 2007) y trata de encontrar un nuevo conjunto de ejes 

ortogonales en el que la varianza de los datos sea máxima. Se basa en encontrar 

componentes principales PC1, PC2,.....PCp que sean combinaciones lineales de las 

variables originales X1, X2,...........Xp; esta técnica se utiliza para reducir cantidad de 

datos cuando existe correlación entre las variables originales.  

 

Los componentes principales han de verificar dos propiedades: 

* Seguir la dirección de máxima variación 

* Ser ortogonales 
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La primera componente principal, PC1, se construye de manera que siga la dirección de 

la máxima variabilidad de los datos, es decir, “la máxima elongación de la nube de 

puntos determinada por las p variables ortogonales”. 

 

La segunda componente PC2 será la variable no correlacionada con la primera (PC1),  

que explique el mayor porcentaje de varianza no explicada por la primera. De este 

modo, se construyen  las sucesivas componentes principales no correlacionadas 

PC3,.......PCp, en nº igual al de variables originales (dimensión del espacio) y de 

varianza máxima. Puede considerarse que las últimas componentes no son informativas 

y se les considera ruido de fondo del problema estudiado 

 

Para evitar que la nube de puntos esté distorsionada por posibles escalas de medida de 

las variables originales, éstas deben ser normalizadas. Así, la nube de puntos estará 

centrada en el origen y la varianza de cada variable es uno. 

 

Existen distintas formas de elegir el número de componentes principales significativas; 

una  opción es la retención de autovalores mayores que uno, opción por defecto de 

muchos paquetes estadísticos que trabajan con datos estandarizados. En la Figura 25 se 

representa un gráfico de sedimentación de un problema con seis variables originales, en 

el que se muestra el autovalor de las seis componentes principales formadas, y que 

únicamente hay dos componentes principales significativas, es decir que expliquen el 

problema. 
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Figura 25. Ejemplo de un gráfico  de sedimentación 

Desde el punto de vista matemático, la relación entre los nuevos ejes y los antiguos en 

términos matriciales  se indica, en general,  como en la Ecuación 12 

 

variable   coeficientes variable   Ecuación 12 
dependiente   independiente 
      

El objetivo cuando se aplica la técnica de PCA es encontrar los coeficientes de 

transformaciones ϕ ij con las siguientes restricciones: 

 1-Los ejes que definen P´ son ortogonales. 

 2-Los datos en P´no están correlacionados. 

 

A continuación, se describe el proceso de cálculo más sencillo para dos variables 

originales X1 y X2  que presentan una correlación positiva. 

 

La relación entre los nuevos ejes y los antiguos se obtiene según la Ecuación 13: 
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Y = W 
T
 X  Ecuación 13 

siendo, Y las nuevas variables (componentes principales), X las variables originales y 

WT, la matriz de transformación; esta matriz se obtiene teniendo en cuenta el  algoritmo 

de cálculo de W, el cual se lleva a cabo en distintos pasos: 

1.- Se calcula la matriz de covarianza global  ∑X  

Para este cálculo se utilizan todas las variables originales. 

 El vector medio <>	y la matriz de covarianza ∑X, se calculan a partir de las variables 

originales, X1 y X2 

La matriz de covarianza, x∑ , se calcula mediante la Ecuación  14  

  










=∑

2
2221

12
2
11

cov

cov

σ

σ
x

  Ecuación 14 

Donde la covarianza se calcula aplicando la Ecuación 15 

cov12 =cov 21 = 
1

2211

−









−








−∑

−−

n

xxxx ii

  
Ecuación 15

 

 

2.- Se calculan los autovalores λ de ∑X λ1, λ2,... λd  siendo  λ1 >λ2 > ..... λd 

 

Como, en este caso, el número de variables originales es 2 habrá dos autovalores 

asociados a ∑X:: λ1 y λ2,  que serán las soluciones a la Ecuación 16 

 

ΣΣΣΣx - λλλλ I = 0  Ecuación 16 
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Por otra parte, la matriz de covarianza Σy es diagonal y está formada por los autovalores  

de Σx. La varianza total se conserva en las matrices Σx  y Σy 

 

3.- Se calculan los autovectores ϕ1, ϕ2,  .... ϕd,  asociados a los λ1, λ2,... λd . En este 

caso, al haber 2 autovalores  habrá dos autovectores φ1 y φ2 (asociados a, λ1 y λ2, 

respectivamente), los cuales  serán las soluciones a la Ecuación 17: 

 

(ΣΣΣΣx -λλλλI)*W = 0  Ecuación 17 

 

4.- Se obtiene la matriz W formada por los autovectores de ∑X según la Ecuación 18 

W = [ϕ1, ϕ2,  ...., ϕd]  Ecuación 18 

 

W es una matriz cuadrada, en este caso de rango 2 x 2, cuyas columnas son los 

autovectores  ϕ1 y  ϕ2 (Ecuación 19)  

5.- Se obtiene la matriz de transformación W 
T y, finalmente, se procede a la 

transformación de coordenadas para expresar las variables originales X en las 

coordenadas del nuevo espacio, de las componentes principales. La transformación 

viene dada, como ya se indicó,  por la ecuación 13, cuya expresión en términos 

matriciales viene dada por la Ecuación 20 : 
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En la Figura 26 se muestra la transformación de las variables originales X1 y X2 en las 

nuevas variables,  componentes principales, Y1 e Y2. 

Los autovalores λi representan la varianza de las variables originales en el espacio 

transformado y están relacionados con el margen de las variables en cada uno de los 

ejes de este espacio, mientras que los autovectores  ϕi son vectores ortogonales y 

determinan la dirección de estos ejes. 

 

 

Figura 26.  Transformación de las variables originales a componentes principales 

El PCA es una herramienta útil en el control de calidad de los alimentos; la adulteración 

del alimento, su procedencia geográfica o los métodos de producción del mismo son de 

gran relevancia para establecer la denominación de origen, propia de distintas regiones.  

 

Existen estudios en los que han utilizado PCA para establecer las variaciones 

producidas en alimentos que han sido sometidos a algún tipo de tratamiento o 

procesado, tales como tratamientos de secado (Versari et al., 2002; Arvanitoyannis et 

al., 2003;  Héberger et al., 2003; Arvanitoyannis, et al., 2005; Arvanitoyannis y 

Tzouros, 2005; Arvanitoyannis y Vaitsi, 2007; Versari et al., 2008; Szkudlarz y Jelen, 
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2008; Oliveira et al., 2009;  Shin et al., 2009) y radiación (Liu et al., 2006; Kizil et al., 

2006; Seregély et al., 2006) los cuales han sido referidos en la Tesis Doctoral de 

Guillén-Casla, 2012; en estos estudios, el tratamiento estadístico determinó la 

correlación entre el tipo de tratamiento y los efectos producidos en el alimento. 

 

En el caso de alimentos listos para el consumo (RTE) en los cuales se necesita una 

higienización para su conservación, por ejemplo la radiación E-beam, que puede ser útil 

en este sentido, puede producir dependiendo de la dosis y del tipo de alimento, algunas 

alteraciones tanto en la composición química como en las propiedades organolépticas de 

los alimentos. El PCA ha permitido establecer cuáles son los parámetros más afectados 

de los alimentos tratados con radiación E-beam, así como qué tipo de alimentos son más 

susceptibles de sufrir modificaciones (Guillén-Casla et al., 2011). 

 

Los gráficos de dispersión de los PCs junto con los gráficos del peso de los 

componentes principales (bigráficos), bien bidimensionales o en su lugar tri-

dimensionales, proporcionan una información muy significativa de los problemas 

planteados en muestras procesadas,  como sería el caso del tratamiento de higienización 

de muestras RTE con distintas dosis de irradiación E-beam. 

 

En la Figura 27 se presenta un ejemplo de una bigráfica, de dos dimensiones, en el que 

se observa el comportamiento de distintas muestras según su contenido en agua, lípidos 

colesterol y COPs. 
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Figura 27. Ejemplo de una bigráfica obtenida mediante PCA. 
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3. OBJETIVOS 
 

Teniendo en cuenta la información obtenida en la revisión bibliográfica sobre los COPs, 

su posible formación a partir de colesterol especialmente en alimentos lipídicos 

procesados y sus posibles transformaciones, y conociendo que estos compuestos juegan 

un papel importante en aspectos decisivos de la vida humana como la salud, nutrición y 

producción de alimentos, es necesario poner a punto nuevos métodos analíticos, 

exactos, robustos y sencillos que permitan el control de los COPs en muestras de 

alimentos, evitando en lo posible sus transformaciones durante el análisis.  

 

Los objetivos que se pretenden alcanzar dentro del desarrollo de esta tesis doctoral se 

encuentran dentro de las líneas de actuación más avanzadas en materia de estudio y 

análisis de contaminantes orgánicos tóxicos para la salud como son los óxidos de 

colesterol. Actualmente, la investigación avanza hacia la optimización de las distintas 

etapas del análisis (extracción, purificación, fraccionamiento, detección y 

cuantificación) con el fin de aumentar la capacidad de respuesta de los laboratorios, 

minimizar el gasto de reactivos potencialmente peligrosos para el medio ambiente y 

automatizar el proceso para disminuir la exposición del analista a los mismos, así como 

en el desarrollo de métodos de medida alternativos a los establecidos. 

Los objetivos del trabajo de investigación son: 

• Puesta a punto de métodos cromatográficos validados, mediante HPLC-UV y GC-

FID, y su comparación, para la determinación de los COPs más frecuentemente 

encontrados en las muestras de alimentos y que presentan propiedades adversas sobre el 



Objetivos 

108 
 

organismo humano tales como 25-OH, 7β-OH, β-epóxido, α-epóxido, triol, 6-ceto y 7-

ceto. 

 

* Optimización mediante diseño factorial de las etapas críticas de preparación de 

muestra para la determinación de COPs, como son la extracción de la fracción lipídica y 

la reacción de derivatización de COPs con Tri-Sil, con la consiguiente disminución del 

número de experimentos. 

 

* Reducción del tiempo de análisis y del volumen de reactivos utilizados en las etapas 

de extracción y “clean up”, proponiendo el empleo de técnicas alternativas a las 

convencionales y de automatización del proceso. 

 

• Evaluación de parámetros característios de las muestras de alimentos, como son agua, 

lípidos y colesterol y, su influencia sobre la formación de COPs. 

 

• Evaluación de la influencia de la radiación E-beam, a distintas dosis entre 1 y 8 kGy, 

sobre la formación de COPs en diversos alimentos RTE, empleando los métodos 

cromatográficos desarrollados, en combinación con las técnicas estadísticas ANOVA y 

PCA, con el fin de que en el futuro se establezca un criterio sobre el uso de esta 

radiación, tomando como criterio la transformación de colesterol en alimentos 

característicos de la dieta de muchas sociedades incluyendo la española, como son 

jamón serrano, jamón cocido, salmón ahumado, carne picada, queso blando, lomo 

fresco y lomo adobado. 
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• Identificación de los diferentes procesos de transformación que sufren los COPs 

durante la etapa de preparación de muestra y, más concretamente, sobre la etapa de 

limpieza mediante SPE, y desarrollo de un procedimiento para minimizar las 

transformaciones de los COPs con el fin de que los nuevos métodos de análisis para 

alimentos sean más fiables y robustos, evitando en lo posible la generación de 

artefactos. 

 
 

 

 
 





 

 

4. PARTE EXPERIMENTAL 
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 4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1  Reactivos 

4.1.1 Estándares 

• 25-hidroxicolesterol (25-OH) de 98 %, Fluka, Biochemika, USA.  

• 7β-hidroxicolesterol (7β-OH), colesterol 5β,6β-epoxide (β-epóxido) de 98% de 

riqueza, colesterol 5α,6α-epoxido (α-epóxido), colesten-3β,5α,6β-triol (triol) y 6-

cetocolestanol (6-ceto), 97 %, 7-cetocolesterol (7-ceto), > 90 % y colesterol, 99 %, 

de Sigma, Sigma-Aldrich, Alemania. 

• 9, 10-difenil antraceno (9,10-DFA), 98%, Merck-Schuchardt (Alemania).  

 

4.1.2 Disolventes 

• Acetonitrilo (ACN), cloroformo (CHCl3), éter de petróleo (Et.P) y 2-propanol ( 2-

PrOH) de Scharlau, Scharlau Chemie S.A, Unión europea.  

• Metanol (MeOH), hexano (Hex) y acetona de Romil, Teknokroma s. coop Ltda., 

España. 

• Dietil éter (Et2O) y acetato de etilo (AcOEt) para pesticidas grado Analítico, Carlo 

Erba RS, Italia. 

• Agua ultrapura Milli Q de Millipore, Belford, MA, USA. 

 

4.1.3 Otros reactivos 

• Tri-Sil, Termos Scientific (USA). 

• Sulfato de sodio anhidro, Panreac PA-ACS-ISO, España. 
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4.2. Muestras 

Las muestras de carne picada, jamón cocido, jamón serrano, queso blando, salmón 

ahumado y lomo de cerdo fresco e irradiado, fueron obtenidas en supermercados de 

Madrid (España), envasadas al vacío en bolsas de poliestireno, conteniendo cada bolsa 

50 g, cuyo grosor es inferior a 1 cm. Las muestras fueron almacenadas a -18 º C y 

protegidas de la luz hasta su análisis. Parte de estas muestras fueron irradiadas mediante 

radiación E-beam. Los envases seleccionados para irradiar se llevaron a la planta de 

irradiación IONMED Esterilización S.A., Tarancón, Cuenca, España, se ubicaron por 

separado en la cámara y fueron irradiados con una fuente de irradiación E-beam que 

opera a 10 MeV; el sistema hace rotar las muestras mientras reciben la irradiación 

lateralmente, las dosis de irradiación aplicadas fueron 1, 2, 3, 4, 6 y 8 kGy a 90 kGy 

min-1. Las muestras irradiadas a diferentes dosis fueron evaluadas determinando la 

absorbancia de nitrato de celulosa (ASIM 2000). Los lotes de las muestras empleadas 

para análisis mediante HPLC y GC no fueron, en general, las mismas debido a la 

secuencia en el tiempo de los estudios realizados.  

 

4.3. Equipos y Materiales 

4.3.1. Equipos cromatográficos 

4.3.1.1. Cromatógrafo HPLC 

Consta de los siguientes componentes: 

Bomba de gradiente Jasco PU-1580 (Tokio, Japón). 

Desgasificador en línea Jasco LG-1580- 04 (Tokio, Japón). 

Contenedor de fase móvil, isocrática ACN:H2O (90:10) con un flujo de 1 mL/min. 

Válvula de inyección Rheodyne 7125 con loop de 20 µL (Cotati CA, EE.UU.). 
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Columna tracer excel 120 ODSA C18 (150 x 4.6 mm) y 3 µm de diámetro de partícula 

(Teknokroma S. Coop. Ltda., España) para el análisis de COPs. 

Columna tracer excel C8 (100 x 4.6 mm) y 3µm de diámetro de partícula (Teknokroma 

S. Coop. Ltda., España) para el análisis de colesterol.  

Detector LDC Analitical SpectroMonitor 4100 UV  (EE.UU.). La detección se ha 

llevado a cabo a dos longitudes de onda 205 y 238 nm. 

Software  CromaNec XP versión 1.0.4., para adquisición y procesamiento de las señales 

(Madrid, España).  

Termostato P-Selecta Presciterm (Barcelona, España). 

El equipo de HPLC utilizado se muestra en la Figura 28. 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Equipo de HPLC para la determinación de COPs 

4.3.1.2. Cromatógrafo de gases 

Cromatógrafo de gases Hewlett Packard 5890 formado por: 

Botella de gas portador, He. 

Inyector Split/Splitless. 

Desgasificador 

Disolvente 

Inyector 

Bomba 

Detector UV 

Columna 
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Detector FID. 

Sistema operativo HPCHEM.  

Columnas HP-1 (100% dimetil polixilosano) y HP-5 (5% difenil polixilosano) de 30 m 

de longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 0.25 µm de espesor de película de la fase 

estacionaria. 

Las condiciones de separación cromatográfica fueron las siguientes: Tinyector 300 ºC; 

relación de split 3:1; caudal  de He 1.6 mL/min; Tcoluma 290ºC; Tdetector  300ºC. 

 

4.3.1.3. Cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas 

Instrumento GC-TOF, formado por: 

Cromatógrafo de gases, de Agilent Technologies modelo 7890M.  

Inyector automático de CTC Analytics, modelo Combi-Pal. 

Espectrómetro de masas de tiempo de vuelo, TOF, de Waters modelo GCT Premier. 

Rango de masa: 50-800 uma. 

Columna: DB-5 (5% difenil polixilosano) de 30 m de longitud 0.25 mm de diámetro 

interno y 0.25 µm de espesor de película de la fase estacionaria. 

Se utilizaron las siguientes condiciones cromatográficas: He como gas portador a un 

caudal de 1 mL/min.Tinyector, 310 ºC  con una relación de split 10:1, Thorno, 220 ºC (1min) 

con una primera rampa de 5ºC/min hasta 290 ºC (11 min) seguida de otra de 3ºC/min 

hasta 310 ºC (28 min). A la fuente de ionización electrónica se le aplicó un potencial de 

70 eV Los espectros se obtuvieron en modo scan, identificando las estructuras 

moleculares por comparación con aquellos espectros de masa que figuran en la librería 

NIST, segunda edición. La Figura 29 muestra el sistema GC-MS utilizado. 
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Figura 29. Equipo GC-TOF 

 

4.3.2 Instrumental para la preparación de las muestras 

4.3.2.1   Extractor acelerado con disolventes, ASE 

Sistema automático ASE 200 de Dionex (Idstein, Alemania) dotado con carrusel para 

realizar la extracción de lípidos a 24 muestras en serie y software DIONEX con sistema 

operativo Windows. El tiempo de extracción depende del tipo de muestra y programa 

usado. La Figura 30 muestra el sistema ASE utilizado. 

 
 
 
 

Automuestreador 

Detector de masa (TOF) 

Horno columna 
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Figura 30. Sistema ASE 

 

4.3.2.2. Sistemas de evaporación de disolventes 

4.3.2.2 .1. Rotavapor 

Sistema de evaporación de pequeños y grandes volúmenes de disolvente Hedolph-

Laborota 4000 (USA) usado en el método de lixiviación. 

  

4.3.2.2.2. Evaporador de grandes volúmenes de disolvente  

Baño de agua termostatizado Selecta (España) utilizado para eliminar los disolventes de 

extracción de muestra en los métodos analíticos utilizados para determinar lípidos y 

COPs en alimentos mediante ASE. Los viales del sistema ASE se introducen en el baño 

de agua termostatizado a  40 ºC y se dirige un flujo de Argón directamente a través de 

una aguja sobre la muestra evitando que exista oxígeno en el momento de evaporar los 

disolventes. Un divisor de flujo de vidrio, fabricado en el laboratorio, con ocho vías 

conectado con válvulas y agujas, permite procesar 8 muestras de manera simultánea, en 

un tiempo que depende del volumen, punto de ebullición del disolvente y de la 

Tprogramada. En la Figura 31 se muestra el sistema de evaporación.  

Comandos manuales 

Carrusel de las celdas 

Software 

Carrusel de los viales 

Módulo de disolventes 
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Figura 31. Sistema para evaporar disolventes con flujo de Argón y T controlada 

 

4.3.2.2.3. Evaporador de pequeños volúmenes de disolvente 

Sistema calefactor (Tembloc, Selecta, España) conteniendo un bloque calefactor 

extraíble de T programable con ocho orificios los cuales presentan las dimensiones de 

los viales de 12 mL. Un divisor de flujo de vidrio, fabricado en el laboratorio, con ocho 

vías conectado con válvulas y agujas, dirige el flujo de Argón a los viales de forma 

simultánea y permite evaporar disolventes en ausencia de oxígeno y agua atmosférica. 

La Figura 32 muestra el sistema de evaporación de los disolventes de elución de COPs 

(acetona MeOH y ACN) utilizado. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2.3.  Sistema de vacio para SPE 

Entrada de Ar 

Divisor de Flujo 

Válvulas Inyectoras de Ar 

Viales del ASE 

Baño de agua a 40 ºC 

Entrada de Ar 

Divisor de Flujo 

Válvulas Inyectoras de Ar 

Bloque de calentamiento 

Válvulas Inyectoras de Ar 

Viales de 12 mL 

Figura 32. Sistema para evaporar pequeños volúmenes de disolventes a T controlada 



Parte Experimental 

 

120 
 

4.3.2.3. Sistema de vacio para SPE 

Sistema de vacío visiprep de Supelco (USA) utilizado para la limpieza de muestras 

mediante SPE. El sistema, Figura 33, tiene capacidad para 12 muestras con plataformas 

internas que pueden variar para adaptarse al tamaño del vial cuya capacidad  varía entre 

4 y 12 ml. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Sistema de vacio para la limpieza de muestras mediante SPE 

 

4.3.2.4. Agitador mecánico  

Vibrador mecánico  Selecta (España), Figura 34, el cual permite agitar los frascos que 

contienen la  mezcla muestra-disolvente para realizar la extracción de la fracción 

lipídica que contiene los COPs mediante la técnica de lixiviación. 
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Figura 34.  Vibrador mecánico para realizar el proceso de lixiviación 
 

 

4.3.2.5. Sistema para eliminar el exceso del derivatizante Tri-Sil 

Se utiliza el mismo sistema de vacio usado para la limpieza de muestra mediante SPE. 

El sistema permite insertar Argón a través de la tapa superior la cual se acopla con la 

tapa inferior del SPE; el Argón incide sobre las muestras por medio de agujas en un 

sistema cerrado ajustando las tapas con unas bandas de caucho para evitar fugas. El Tri-

Sil se elimina a Ta mediante flujo de Argón el cual se regula con las válvulas del sistema 

de vacio. Los vapores tóxicos de la piridina se recogen en una trampa con mezcla 

sulfocrómica (Figura 35). 
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Figura 35. Sistema para eliminar el exceso de Tri-Sil 

 

4.3.3. Otros sistemas 

Agitador Vortex selecta (España). 

Purificador de agua (grado HPLC), sistema Milli-Q de Millipore, Francia. 

Balanza analítica digital Kern Alj 120-4 con precisión 0.0001 g. Alemania. 

 

4.3.4 Materiales 

• Cartuchos de silica gel de 500 mg/6 mL, Applied separations (USA). 

• Cartuchos C18 y C8 SPE de 500 mg/3mL, Discovery Supelco (USA). 

• Tierras de diatomeas de 30/40 mesh, Cultek S.L.U. (España).  

• Filtros de nylon de 4 mm y 0.45 µm, National Scientific (USA). 

• Viales ambar de 4 y  12 mL, National Scientific (USA). 

• Frascos ISO de vidrio de boca ancha de 25, 100, 250 y 500 mL. 

• Mortero de porcelana Staatlich Berlin (Alemania). 

• Desecador que contiene CaCO3 como agente desecante 

Entrada de Ar 

Tapa divisora de flujo 

Tapa del SPE 

Trampa con mezcla sulf. 

Bandas de caucho 
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• Programas Statgraphics Plus 5.0 y Statgraphics Centurion para realizar los diseños 

experimentales, test ANOVA y análisis de datos mediante PCA.  

• Librería de espectros de masas NIST segunda edición para la identificación de los 

COPs. 

 

4.4. Procedimientos 

4.4.1. Preparación de las disoluciones patrón de reserva 

4.4.1.1. Disoluciones patrón individuales de COPs 

4.4.1.1.1. Disolución patrón de 7β-OH de 400 mg/L
 

Se pesaron en una balanza analítica 0.0040 g de 7β-OH sólido y en un matraz aforado 

de 10 mL se enrasó con 2-PrOH siendo la concentración final de esta disolución 400 

mg/L; se trasvasó a un vial ámbar de 12 mL y se conservó en congelador a -18 ºC. 

 

4.4.1.1.2. Disoluciones patrón individuales de 1000 mg/L
  
de los siguientes estándares: 

colesterol, β-epóxido, α-epóxido, triol, 6-ceto, 7-ceto, 25- OH 

Se pesaron 0.0100 g de cada sólido y en matraces aforados de 10.0 mL se disolvieron y 

se enrasó cada disolución con 2-PrOH siendo su concentración final de 1000 mg/L. Las 

respectivas disoluciones se transvasaron a viales ámbar de 12 mL, conservándose en 

congelador a -18 ºC. 

 

4.4.1.2. Disolución patrón de 1000 mg/L  del IS, 910-DFA 

Se pesaron 0.0100 g 910-DFA sólido, se disolvieron en 2-PrOH y en un matraz aforado 

de 10.0 mL se enrasó con dicho disolvente, siendo la concentración final de esta 
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disolución 1000 mg/L; se transvasó a un vial ámbar de 12 mL y se conservó en 

congelador a -18 ºC. 

4.4.2. Preparación de las disoluciones de trabajo  

4.4.2.1. Disoluciónes de trabajo de 7β-OH de 5 y 50 mg/L 

Se tomaron alícuotas de 125 y 1250 µL de la disolución de 400 mg/L y se llevaron a 

matraces aforados de 10.0 mL enrasando con 2-PrOH; se trasvasaron a viales ámbar de 

12 mL y se conservaron a -18 ºC. 

 

4.4.2.2. Disoluciones de trabajo individuales de 5 y 50 mg/L de los siguientes 
estándares: colesterol, β-epóxido, α-epóxido, triol, 6-ceto, 7-ceto, 25- OH 

Se tomaron alícuotas de 50 y 500 µL de cada una de las disoluciones individuales de 

1000 mg/L de cada compuesto y se llevaron a matraces aforados de 10.0 mL enrasando 

con 2-PrOH; se trasvasaron a viales ámbar de 12 mL y se conservaron en congelador a -

18 ºC. 

 

4.4.2.3. Disolución de trabajo de estándar interno de 50 mg/L  

Se tomaron alícuotas de 500 µL de las disoluciones individuales de 1000 mg/L de 910-

DFA y 6-ceto, se llevaron a matraces aforados de 10.0 mL y se enrasaron con 2-PrOH; 

se trasvasaron a viales ámbar de 12 mL y se conservaron en congelador a -18 ºC. 

 

4.4.3 Disoluciones para el calibrado de COPs mediante HPLC 

Se prepararon disoluciones de 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 mg/L de 25-OH, 7-ceto y 

6-ceto a partir de sus disoluciones de reserva individuales de 1000 mg/L y se enrasaron 

con ACN en matraces de 10 mL. 
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4.4.4. Determinación de parámetros característicos de las muestras 

4.4.4.1. Agua 

Se utilizó el método oficial de la AOAC (1998) que se detalla a continuación: pesar 3 g 

de muestra, calentar en una estufa a 135 ºC durante 3 h, dejar durante 8 h en un 

desecador y pesar la muestra seca. El contenido de agua se determina por diferencia de 

peso, hasta peso constante. 

 

4.4.4.2. Lípidos 

Se determinó el contenido de lípidos en las muestras mediante los métodos de 

Lixiviación y ASE que se detallan a continuación. En ambos casos se calculó el 

porcentaje de lípidos por gravimetría aplicando la  siguiente ecuación 

G (%)=wlípidos * 100/wmuestra   Ecuación 21 

Donde: G (%) porcentaje de lípidos; wlípidos peso del extracto lipídico y wmuestra peso 

inicial de muestra. 

 

Método de lixiviación. Se tomaron 5.0 g de muestra macerada previamente, se realizó la 

extracción con CHCl3 agitando con el agitador mecánico durante 18 h; se eliminó el 

disolvente con rotavapor a 60 ºC y se pesó el extracto lipídico hasta peso constante..  

 

Método ASE.  Se empleó el método seleccionado para carnes pescado y quesos 

recomendado por los distribuidores DIONEX (2000) que consiste en tomar 5.00 g de 

muestra, triturar con 6.00 g de tierra de diatomeas en mortero hasta completa 

homogeneización. La mezcla homogénea obtenida se depositó dentro de las celdas ASE 

de 22 mL y se realizó la extracción, con 35 mL de Et.P. a una T de 80 ºC y una P de 
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2000 psi, recogiéndose los extractos en los viales de 60 mL del equipo (previamente 

pesados). Se realizaron dos ciclos de extracción siendo cada ciclo de 5 min; se eliminó 

el disolvente a 80 ºC con el evaporador indicado en 4.3.2.2.2. Se dejaron los viales con 

el extracto lipídico dentro de el desecador durante 8 h hasta peso constante y por 

diferencia de peso se calculó el peso del extracto lipídico; para el caso del salmón 

ahumado y queso blando, la extracción se llevó a cabo en las mismas condiciones 

excepto el disolvente que se utilizó una mezcla de Hex:2-PrOH (90:10). 

 

Para el empleo del método, teniendo en cuenta las indicaciones del fabricante, el 

contenido en extracto lipídico no debe exceceder 800 mg de lípidos en estas condiciones 

experimentales. 

 
 
4.4.4.3. Colesterol 

Primeramente se obtuvo el extracto lipídico utilizando el método ASE para lípidos; se 

evaporó el disolvente de extracción, se disolvió en 5 mL de Hex y se hizo pasar por el 

cartucho de silica. Se recogieron en el mismo recipiente todos las fracciones eluídas de 

los lavados realizados de acuerdo a la metodología seguida para la limpieza de los 

COPs según se indicará en 4.4.6.3.1. Se evaporaró el disolvente y el residuo se disolvió 

en 1 mL de 2-PrOH; de esta disolución se tomó 1 mL y a continuación se inyectó en el 

sistema HPLC en las siguientes condiciones: Columna tracer excel C8 (100 x 4.6 mm) y 

3 µm de diámetro de partícula; fase móvil isocrática, ACN:agua (80:20) con un flujo de 

1 mL/min (Daneshfar et al., 2009). El contenido de colesterol en las muestras, 

expresado en mg/100 g, se determinó mediante calibrado externo, midiendo a una 

longitud de onda de 205 nm.  
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4.4.5. Irradiación de las muestras 

Las muestras, cuyo espesor fue de menos de un centímetro, fueron empaquetadas en 

unidades a vacío, en bolsas de poliestireno, y transportadas a la planta de irradiación 

(IONMED esterilización SA. Tarancón. Cuenca, España). Las bolsas de las muestras 

fueron colocadas independientemente dentro del compartimento de irradiación y fueron 

irradiadas bajo una fuente de radiación E-beam que opera a 10 MeV. Las bolsas son 

giradas mientras reciben radiación lateral. Las dosis de radiación absorbida fueron: 1. 2. 

3. 4, 6 y 8 kGy a de 90 kGy/min. Esta dosis absorbida por cada muestra se evaluó 

mediante la determinación de la absorbancia del triacetato de celulosa (ASTM. 2000) 

simultáneamente irradiado con la muestra; el aumento de T en las bolsas de muestra 

durante el tratamiento fue menos de 2 °C. Seguidamente, las bolsas de las muestras 

fueron almacenadas a -18 ºC hasta su análisis. 

 

4.4.6. Preparación de muestra para la determinación de COPs 

4.4.6.1. Lixiviación 

La muestra a Ta se troceó con una tijera, se trituró y homogeneizó por medio de un 

mortero de porcelana. Se pesaron entre 3 y 6 g y se introdujo en un frasco ISO de vidrio 

de 100 mL con tapón de rosca y se añadieron 70 mL de CHCl3; en el caso del jamón 

serrano, se utilizaron unos 3 g de muestra y 30 mL de CHCl3. El recipiente fue 

protegido de la luz con papel de aluminio y fue sometido a agitación mecánica a 780 

rpm durante 18 h a la temperatura ambiente. El líquido sobrenadante se hizo pasar por 

un cartucho conteniendo 10 g de Na2SO4 anhidro y seguidamente por un filtro de 

membrana de nylon de 0.45 µm de tamaño de poro, situado en línea con el cartucho. Se 

lavó el residuo dos veces con porciones de 10 mL de CHCl3 y se recogieron todas las 
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fracciones de CHCl3 en un matraz de 250 mL, el cual se colocó en el rotavapor a 40 ºC 

evaporando el CHCl3 hasta sequedad. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex mediante 

agitación en vortex. 

4.4.6.2. Extracción acelerada con disolventes. ASE 

Entre 2 y 5 g de muestra, previamente macerada y homogeneizada en un mortero de 

porcelana, fueron exactamente pesados; esta muestra junto con 6 g de tierra de 

diatomeas de 30/40 mallas fue transferida al mortero y triturada hasta homogeneización 

completa de la mezcla. La mezcla resultante fue transferida a una célula ASE de 22 mL, 

la cual se rellenó completamente con tierra de diatomeas. La célula fue colocada en el 

carrusel ASE. Los COPs fueron extraidos usando Et.P: CHCl3 (85:15). Las condiciones 

optimizadas fueron las siguientes: presión, P, 1500 psi; T, 40 ºC; precalentamiento, 5 

min; calentamiento, 5 min; volumen de flujo, 120 %; tiempo de purga, 60 s; número de 

ciclos, 2. El volumen de extracto de lípidos totales fue 45 mL y el tiempo de análisis 

total de 20 min. El extracto fue recogido en un vial de vidrio de 60 mL el cual fue 

colocado en el sistema de calentamiento Tembloc a 40 ºC, burbujeando una corriente de 

Argón hasta sequedad. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex mediante agitación 

vortex. 

 

4.4.6.3. Extracción en fase sólida SPE 

4.4.6.3.1. Clean up para HPLC 

El extracto ASE de 6 mL de Hex se limpió mediante SPE; se hizo pasar a través de un 

cartucho de sílica de 500 mg (6 mL), previamente acondicionado con 5 mL de Hex. Los 

analitos retenidos en el cartucho se lavaron sucesivamente con 10 mL de una mezcla de 

Hex: Et2O (95:5. v/v), 25 mL de Hex: Et2O (90:10) y 15 mL de Hex: Et2O (80:20). 
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Seguidamente, se eliminó el disolvente del cartucho, haciendo pasar aire a su través 

mediante vacío durante 20 min. Los COPs fueron eluidos con 10 mL de acetona (5 x 2 

mL) la cual fue recogida en un vial ámbar de 12 mL. La acetona fue evaporada con flujo 

de Argón a 40 ºC hasta la obtención del residuo.  

 

4.4.6.3.2. Clean up para GC 

Se aplicó el mismo procedimiento que para HPLC adicionando una etapa final de 

limpieza. El residuo obtenido en la etapa de clean up para HPLC se disolvió con 3 mL 

de la mezcla Hex:AcOEt (90:10) y se hizo pasar por un cartucho de amino propil 

previamente acondicionado con 3 mL de la misma mezcla Hex:AcOEt. Seguidamente, 

el cartucho se lavó con 16 mL de la mezcla Hex-AcOEt y se secó con flujo de aire. Los 

COPs fueron eluidos con 10 mL de acetona (5 x 2 mL) la cual fue recogida en un vial 

ámbar de 12 mL y evaporada con flujo de Argón a 40 ºC hasta sequedad. 

 

4.4.7. Separación de COPs mediante HPLC-UV en patrones  

Se inyectaron 20 µL de una disolucion patrón mezcla de COPs de 25 mg/L en el sistema 

cromatográfico, utilizando la columna C18 (150 x 4.6 mm y 3 µm de tamaño de 

partícula) y como fase móvil ACN:agua., 90:10 (v/v) a un caudal de 1 mL/min; la 

detección se realizo simultáneamente a dos longitudes de onda 205 y 238 nm. Los 

tiempos de retención y áreas de pico cromatográficos fueron usados con fines de 

identificación y cuantificación, respectivamente. 
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4.4.7.1. Calibrados de COPs mediante HPLC 

Se obtuvieron calibrados de 25-OH, 7-ceto y 6-ceto utilizando las disoluciones de 

calibrado. 4.4.3. en el intervalo de concentración de 0.5 a 100 mg/L, aplicando el 

método del calibrado externo trás  la separación indicada en 4.4.7. 

 

El límite de detección o concentración más pequeña que se puede detectar con un cierto 

nivel de confianza se calculó mediante la expresión.  

 LOD = 3* N/b      Ecuación 22 

Siendo N la media del ruido de 10 medidas de la señal del blanco obtenida midiendo la 

altura de la línea base a los tiempos de retención de cada COP, y b  la pendiente del 

calibrado de las alturas de los picos cromatográficos con respecto a la concentración 

expresada, por tanto, en unidades de altura/concentración. 

El límite de cuantificación se calcula mediante la expresión  

 LOQ = 10*N/b   Ecuación 23 

El ruido se calculó inyectando ACN. 

 

4.4.8. Determinación de COPs mediante HPLC en muestras de alimentos 

El residuo obtenido en la etapa de limpieza (4.4.6.3) se disolvió con 250 µL de ACN. Se 

inyectaron 20 µL de esta disolución en el sistema cromatográfico a través de un filtro de 

membrana de teflón, de 0.5 µm y 4 mm, situado entre el cuerpo y la aguja de la jeringa; 

se aplicó el método de separación 4.4.7., determinando cada COP por interpolación  en 

su respectivo calibrado.  
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Las diferencias en el contenido de COPs en muestras irradiadas y no irradiadas fueron 

evaluadas mediante ANOVA de dos vías al nivel de significación de 0.05 utilizando el 

programa Statgraphics Plus 5.0. 

 

4.4.9. Validación del método de determinación de COPs mediante HPLC            

La precisión del méto de determinación de COPs  se evaluó calculando el valor de RSD 

(%) de 6 las muestras sin irradiar enriquecidas al nivel de concentración de 2 µg/g. 

 

La exactitud del método se evaluó mediante estudios de recuperación. Inicialmente, se 

analizaron 10 muestras sin irradiar no enriquecidas y luego 6 muestras sin irradiar 

enriquecidas adicionando alícuotas de 16 µL de cada disolución de COPs de 5 mg./L 

sobre la muestra sólida homogeneizada, la cual fue entonces mantenida durante 30 min 

a Ta. Se aplicó el método de preparación de muestra descrito en 4.4.6.1. y 4.4.6.3.y se 

determinaron los COPs a 205 y 238 nm. 

El porcentaje de recuperación (R, %) se calculó por medio de la ecuación: 

   Ecuación 24 

Siendo, [COP]2, concentración de COP recuperada después del enriquecimiento,  

(5 mg/L), [COP]1, concentración de COP determinada antes del enriquecimiento. 

 

 Ecuación 25 
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4.4.10.  Separación de COPs mediante GC-FID en patrones 

4.4.10.1.  Derivatización con Tri-Sil 

En un vial ámbar de 12 mL conteniendo 40 µL de cada disolución estándar de COPs o 

de sus mezclas de 50 mg/L en 2-PrOH se evaporó el disolvente mediante flujo de 

Argón. Sobre el residuo fueron añadidos 400 µL de Tri-Sil y la mezcla se agitó 

vigorosamente durante 2 min en vortex. Seguidamente, la reacción fue llevada a cabo a 

60 ºC durante 45 min dentro del sistema de calentamiento Tembloc. Después de 

alcanzar la Ta, el exceso de Tri-Sil fue eliminado mediante flujo de Argón. A 

continuación, se añadieron al residuo 400 µL de Hex agitando  vigorosamente durante 2 

min en vortex. El extracto fue filtrado a través de un filtro de membrana de 4 mm y 0.45 

µm de tamaño de poro. 

 
 
4.4.10.2. Selección del patrón interno (IS)  

Se seleccionaron  como IS el 9-10–DFA, para el estudio con patrones y el COP 6-

cetocolestanol, compuesto similar a los compuestos analizados, no identificado por GC-

MS  en las muestras. 

 

4.4.10.3.  Selección del caudal de la fase móvil (He) 

Se obtuvo mediante el gráfico de Van Dèmmter, representando la altura de plato teórico 

frente al caudal o velocidad lineal media del gas portador, He. 
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4.4.10.4.  Calibrados de COPs mediante GC-FID  

Se prepararon calibrados de los COPs aplicando el método del patrón interno a partir de 

las disoluciones de trabajo de 5 y 50 mg/L. En viales con tapa de rosca de 5 mL se 

añadieron alícuotas de cada COP para obtener disoluciones mezclas de sus derivados a 

0.1. 0.5. 1.0. 5.0. 10.0 y 20 mg/L. A continuación se añadió a cada disolución una 

alícuota de 16 µL de 50 mg/L de 9.10-DFA (IS) y se agitó en vortex. Se evaporó el 

disolvente con flujo de Argón, realizándose la reacción de derivatización y la separación 

cromatográfica de los derivados de acuerdo a los procedimientos referidos en 4.4.10.  

Los valores de LOD y LOQ se calcularon inyectando 6 veces una disolución del  blanco  

Hex, conteniendo el IS, 9.10-DFA (5 mg/L), en Hex, utilizando las expresiones 

indicadas en 4.4.7.1.  

 

4.4.11.  Identificación de los derivados de COPs mediante GC-MS 

4.4.11.1. Patrones 

Se identificaron los Tri-Sil derivados por GC-MS (4.3.1.3.) a partir de una mezcla de 

estándares de COPs de 5 mg/L previa obtención de los Tri-Sil derivados aplicando el 

procedimiento 4.4.8.2. Al extracto obtenido en Hex se añadieron 40 µL de la disolución 

de 50 mg/L del IS (9.10-DFA), inyectando 1µL de esta mezcla en el equipo GC-TOF. 

La separación cromatográfica se realizó utilizando la columna DB-5 con el siguiente 

programa de T: Tinicial, 220 ºC (1min), seguido de una rampa de 5ºC/min hasta 290 ºC 

(11 min), y otra de 3ºC/min hasta 310 ºC (28 min). Se utilizó un inyector split-splitless 

con una relación de split de 10:1, a 310 ºC y como gas portador He a un flujo de 1 

mL/min. La ionización electrónica se realizó a 70 eV, obteniéndose los cromatogramas 
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en modo scan. Las identificaciones y se llevaron a cabo mediante comparación con los 

espectros de masa presentes en la librería NIST. 

 

4.4.11.2. Muestras 

Inicialmente, la identificación de los COPs se realizó por comparación de los tR de los 

cromatogramas de las muestras con aquellos obtenidos a partir de  patrones en las 

mismas condiciones cromatográficas. Adicionalmente, cada COP fue confirmado 

comparando los espectros de masas obtenidos en las muestras y los espectros 

disponibles en la librería NIST; cuando el espectro no estuvo disponible en esta librería, 

la identificación y confirmación se realizó por medio de los espectros de masa obtenidos 

a partir de los derivados Tri-Sil de los patrones individuales. 

La preparación de muestra de alimentos y derivatización de los COPs se llevó a cabo 

siguiendo los procedimientos descritos 4.4.8.2. a 4.4.8.4. Al extracto conteniendo los 

Tri-Sil derivados de los COPs se añadieron 40 µL de la disolución de trabajo de 50 

mg/L del IS (9, 10-DFA) inyectando 1µL de esta mezcla al equipo GC-TOF. Las 

condiciones cromatográficas aplicadas en el sistema GC-MS están indicadas en  

4.4.11.1. 
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4.4.12. Estabilidad de los COPs-Tri-Sil-derivados 

Se realizaron ensayos para conocer la estabilidad de los Tri-Sil-COPs-derivados; los 

cuales se obtuvieron  a partir de una disolución mezcla de COPs de 5 mg/L, aplicando el 

método de determinación indicado en 4.4.13.  

 

4.4.13. Determinación de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos 

La cuantificación de los COPs se realizó mediante CG-FID previa preparación de la 

muestra utilizando los procedimientos de extracción de lípidos descritos en 4.4.6.1 y 

4.4.6.2., el método de limpieza de muestra 4.4.6.3, la reacción de derivatización 

mediante Tri-Sil. 4.4.10.1, y aplicando el método de calibrado del estándar interno, 6-

ceto, referido en el apartado 4.4.10.2. La separación cromatográfica se realizó utilizando 

la columna HP-1 en modo isotermo a 290 ºC, con He como gas portador a un flujo de 

1.6 mL/min. Tdetector y Tinyector de 300 ºC; se inyectaron 2 µL del extracto de los 

Tri-Sil derivados en el inyector split-splitless a una relación de split de 3:1. Todas las 

mediciones se hicieron por triplicado. En la Figura 36 se presenta un esquema del 

método seguido para la determinación de COPs mediante GC-FID en muestras de 

alimentos RTE. Se realizaron ensayos para conocer la estabilidad de los COPs-Tri-Sil- 

derivados; los cuales se obtuvieron  a partir de una disolución mezcla de COPs de 5 

mg/L, aplicando el método de determinación indicado en 4.4.12.  
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Filtrar 

b) Agitar 18 h a 780 rpm 

c) Filtrar en 
cartucho con 10 g 

de Na2SO4 

Adicionar 40 µL de IS 

a) Adicicionar 70 
ml de CHCl3 

Disolver con 6 mL de Hex 

Pasar a través de cartucho 
de NH2 

Pesar de 3-5 g de muestra 

Triturar y homogeneizar 

a) Adicionar, 6 g de 
tierras de diatomeas 

b) Triturar y homogeneizar 

c) Extraer con ASE con 50 mL de 
Et.P: CHCl3, 85:15, 1500 psi y 40 °C  

Evaporar el 
disolvente a 40 ºC 

Pasar por cartucho de 
silica 

Lavar con 10, 25 y 15 mL de Hex: 
Et2O, 95:5, 90:10 y 20:80 (v/v) 

Secar con flujo de Ar 

Eluir con 10 mL 
de Acetona 

Evaporar  la acetona con 
flujo de Ar 40 ºC 

Disolver con 3 mL de Hex: 
AcOEt 90:10 (v/v) 

Lavar con 16 mL de Hex: 
AcOEt, 90:10  

Secar con flujo de Ar 

Eluir con 10 mL de acetona 

Evaporar con flujo de Ar a 
40 ºC 

Adicionar 200 µL de Tri-
Sil, 65 ºC y 40 min 

Evaporar a sequedad con 
flujo de Ar a 40 ºC 

Disolver en 400 µL de Hex 

Inyectar 2 µL al GC 

A 
B 

Figura 36. Diagrama de preparación de muestra para determinar COPs utilizando 
distintos métodos, A-ASE; B-lixiviación 
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4.4.13.  Validación del método de determinación ce COPs mediante GC  

La precisión del método de determinación de COPs se evaluó calculando el valor de 

RSD (%) de 6 muestras enriquecidas al nivel de concentración de 2 µg/g. 

 

La exactitud del método se evaluó mediante estudios de recuperación. Se llevaron a 

cabo réplicas de cada tipo de muestra sin irradiar (n=6), no enriquecidas y enriquecidas, 

e irradiadas (n=3), añadiendo a estas últimas 16 µL de la disolución  mezcla de COPs de 

50 mg/L y 40 µL de una disolución del IS (6-ceto) de 50 mg/L, justo antes de realizar el 

proceso de derivatización de los COPs. Se aplicó el método de preparación de muestra 

descrito en 4.4.12.  

 

4.4.14.  Influencia de los parámetros característicos de las muestras en la formación 

de COPs 

Se llevó a cabo un tratamiento estadístico de los datos, contenido de agua, lípidos,  

colesterol y COPs totales, obtenidos mediante HPLC-UV y GC-FID. El análisis de cada 

parámetro se realizó por triplicado en  las muestras sin irradiar de carne picada, jamón 

cocido, jamón serrano, queso fresco y salmón ahumado, teniendo en cuenta, por cada 

técnica, los COPs analizados para ver  la influencia que presentan los parámetros 

característicos de las muestras en la formación de COPs.  

 

En primer lugar, se obtuvo la matriz de correlación, para conocer si existe o no 

correlación entre las variables; lo que viene indicado por los valores de los coeficientes 

de correlación de Pearson 1<ρ>0; cuando se encontró correlación entre las variables, 

valores de ρ próximos a 1, se aplicó a los datos un PCA utilizando el programa 
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Statgraphics; este análisis proporcionó gráficos de dispersión y del peso de los distintos 

parámetros estudiados en la contribución de las componentes principales obtenidas en 

cada caso.  

 

4.4.16.  Identificación y minimización de transformaciones de COPs durante la 

preparación de muestra para análisis cromatográfico por GC 

4.4.16.1. Detección de trasformaciones de COPs durante el clean up mediante SPE  

4.4.16.1.1. Modo de elución total 

En un vial ámbar de 5 mL se añadieron alícuotas de 10 µL de cada disolución de COP 

estándar de reserva 1000 mg/L y de colesterol de 1000 mg/L. Se agitó en vortex durante 

30 s evaporando el disolvente mediante flujo de Argón con el sistema de evaporación 

fabricado en el laboratorio. Los residuos fueron redisueltos en los disolventes 

apropiados, según la naturaleza del cartucho utilizado, llevándose  a cabo la etapa de 

limpieza. La disolución se pasó a través de un cartucho previamente acondicionado; los 

COPs retenidos fueron lavados y el cartucho se secó  mediante flujo de Argón;  la 

Tabla 13 particulariza el proceso utilizado para cada cartucho. 
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Tabla 13 . Tratamiento de limpieza de muestra mediante  SPE 

Cartucho 
Vinicial  

[COPs],  2 mg/L 

Disolvente 

Acondicionamiento 
Lavado Eluyente 

Silica 

 

 

Hexano, 5mL 

Hexano, 5mL 

Hex:Et2O, 

(80:20), 15 mL 

 

acetona, 

 10 mL 

Amino 

Propil 
Hexano, 5mL 

Hex:AcOEt, 

(90:10), 15 mL 

Acetona 

 10 mL 

C8 
ACN:H2O 

 (70:30), 11mL 

ACN:H2O  

(50:50), 3 mL 

ACN:H2O, 

(70:30), 2 mL 

ACN:H20 

(80:20), 8 ml 

C18 
ACN:H2O 

 (80:20) 5mL, 
ACN, 3 mL ACN, 5 mL 

MeOH, 10 

mL 

110 mg/L 

 

Se pasó por el cartucho el eluyente adecuado y cada eluato fue colectado en un vial de 

12 mL. El disolvente fue evaporado mediante flujo de Argón a 40ºC, el residuo fue 

disuelto en Hex y los COPs fueron derivatizados con Tri-Sil antes de su determinación 

mediante GC-FID, según se describe en los procedimientos 4.4.6.3.2. 

 

4.4.16.1.2. Modo colección de fracciones  

El procedimiento fue similar al del modo elución total. Los COPs fueron eluidos en 

viales de 1 mL, colectando fracciones de 0.5 y 1 mL a diferentes tiempos sin secar el 

cartucho, usando el volumen de elución adecuado. Se colectaron fracciones hasta la 

completa elución de los COPs, evitando la elución del colesterol; en cada fracción el 

disolvente fue evaporado haciendo burbujear flujo de Argón a 40 ºC. A continuación, el 

residuo fue disuelto en Hex y derivatizado con 200 µL de Tri-Sil como en el modo 

elución total antes de su análisis por GC.  
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4.4.17. Método propuesto para la determinación de COPs en muestras de alimentos 

mediante GC-FID con minimización de transformaciones. 

Unos 2 ó 3 g de la muestra, previamente macerada y homogeneizada en un mortero de 

porcelana, fueron exactamente pesados. Esta muestra, junto con 6 g de tierra de 

diatomeas de 30/40 mallas, fue transferida al mortero y triturada hasta completa 

homogeneización. La mezcla resultante fue transferida a una celda ASE de 22 mL y se 

aplicó el método propuesto ASE para la extracción de lípidos, usando Et.P: CHCl3,  

85:15 a 40 ºC y 1500 psi. El extracto fue recogido en un vial de vidrio del equipo ASE 

de 60 mL el cual fue colocado en el calefactor Tembloc a 40ºC (hasta ocho viales), 

evaporando el disolvente hasta sequedad mediante flujo de Argón, utilizando el sistema 

evaporador fabricado en el laboratorio. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex 

mediante agitación vortex. Después, se llevó a cabo la limpieza de la muestra de COPs 

por SPE en modo elución total, usando el cartucho C18 previamente acondicionado con 

3 mL de ACN. A continuación, el cartucho fue lavado con 5 mL de ACN y secado 

mediante flujo de Argón. Los COPs retenidos se eluyeron con 10 mL de MeOH. El 

eluato fue colectado en el vial a pH controlado con 300 µL de una disolución 

reguladora, antes de llevar a cabo la reacción de derivatización. Se añadieron 40 µL de 

6-ceto como IS. El disolvente fue evaporado mediante flujo de Argón. Sobre el residuo 

se añadieron 200 µL de Tri-Sil y se realizó la reacción de derivatización siguiendo el 

procedimiento indicado en 4.4.10.1, separando los Tri-Sil derivados aplicando el 

procedimiento 4.4.10.3. En la Figura 37 se presenta un esquema del método seguido 

para la determinación de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos RTE. 
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Filtrar 

Disolver con 6 mL de Hex 

Pesar de 2-3 g de muestra 

Triturar y homogeneizar 

a) Adicionar, 6 g de tierras de diatomeas 

b) Triturar y homogeneizar 

c) Extraer con ASE con 50 mL de Et.P: CHCl3, 85:15, 1500 psi 

Evaporar el disolvente a 40 ºC con flujo de Ar 

Pasar por cartucho de C18 

Lavar con 5 mL de ACN 

Secar con flujo de Ar 

Eluir con 10 mL de MeOH 

Recoger el eluato en vial a pH 
controlado con 300 µL buffer fosfato 

Adicionar 200 µL de Tri-Sil, 65 ºC y 40 min 

Evaporar a sequedad con flujo de Ar a 40 ºC 

Disolver en 400 µL de Hex 

Inyectar 2 µL al GC 

Adicionar 40 µL de 6-ceto Evaporar a sequedad con flujo de Ar a 40 ºC 

 
 
 Figura 37. Diagrama de preparación de muestra para determinar COPs mediante el método de 
minización de transformaciones 
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5.1. ANÁLISIS DE COPS MEDIANTE HPLC 
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5.1. Análisis de COPS mediante HPLC con detección ultravioleta 
 
Se emplearon para el estudio los COPs, 25-OH, 7-ceto que habitualmente se encuentran en 

muestras de alimentos y 6-ceto, ya que presentan propiedades de absorción en la región del 

espectro UV. El análisis de estos compuestos en muestras de alimentos por HPLC, requiere 

la aplicación de distintas etapas de preparación de la muestra, extracción de la fracción 

lipídica y clean up de la muestra de COPs, antes de su inyección en el sistema de HPLC. En 

primer lugar se realizaron ensayos para determinar distintos parámetros característicos de las 

muestras.  

 

5.1.1. Determinación de los parámetros característicos de las muestras 

Se determinaron algúnos parámetros característicos de los alimentos tales como agua, 

lípidos y colesterol, en muestras no irradiadas; los COPs están incluidos en la fracción 

lipídica y su formación pudiera estar relacionada con el contenido de lípidos y colesterol.  

 

5.1.1.1. Agua 

El contenido de agua es un parámetro importante en la determinación de COPs ya que 

podría intervenir en el proceso de formación de los COPs durante el procesado o 

almacenamiento. Este parámetro fue determinado siguiendo el procedimiento indicado en 

4.4.4.1. En la Tabla 14 se muestra el porcentaje de agua en las muestras de carne picada, 

jamón cocido, jamón serrano, queso blando y salmon ahumado. En todas las muestras el 

porcentaje es superior al 30%. 
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 Tabla 14. Contenido de agua en muestras de alimentos 

Muestra Agua, % RSD, % 

Carne picada 31.8 2.0 

Jamón cocido 73.1 0.6 

Jamón serrano 38.7 3.9 

Queso blando 45.2 1.4 

RSD, Desviación estándar relativa (n=3) 

5.1.1.2. Lípidos 

Este parámetro fue determinado siguiendo el procedimiento indicado en 4.4.4.2. utilizando 

el método ASE. En la Tabla 15 se muestra el porcentaje de lípidos en las muestras de carne 

estudiadas. En todas las muestras estudiadas se obtuvieron valores entre 3 y 32%. 

Tabla 15. Contenido de lípidos en muestras de alimentos. 

Muestra Lípidos, % RSD, % 

Carne picada 25.8 3.1 

Jamón cocido 2.9 0.3 

Jamón serrano 20.1 0.4 

Queso blando 31.9 1.9 

    RSD, desviación estándar relativa (n=3) 

 
 
5.1.1.3. Colesterol 

Debido a que el colesterol es el precursor de los COPs se llevó a cabo su determinación 

aplicando el procedimiento referido en 4.4.4.3. En la Tabla 16 se muestra los contenidos de 

colesterol los cuales dependen del tipo de alimento; las cantidades más elevadas se 

encontraron en el queso blando procedente de la leche, producto que presenta un contenido 
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elevado de este compuesto, pues los organismos requieren de esta sustancia para formar las 

células en sus primeras etapas de vida. 

 

Tabla 16. Contenido de colesterol en muestras de alimentos 

Muestra 

 

Colesterol  RSD, % 

mg/L mg/100g 

Carne picada 81.1 45.5 2.4 

Jamón cocido 55.1 17.5 4.1 

Jamón serrano 92.6 30.9 1.3 

Queso blando 150.8 50.3 0.5 

     RSD, desviación estándar relativa (n=3) 

 

5.1.2. Separación de los COPs mediante HPLC en patrones 

La separación de los tres óxidos de interés, 25-OH, 7-ceto y 6-ceto, se llevó a cabo mediante 

HPLC-UV, utilizando la columna C18 tracer Excel (termostatizada a 30 ºC) en las 

condiciones cromatográficas mencionadas en la parte experimental 4.4.7. La fase móvil 

óptima fue ACN: agua (V:V), 90:10 a un caudal de 1 mL/min y un volumen de inyección de 

20 µL. La Figura 38 muestra los cromatogramas obtenidos a las dos longitudes de onda (λ) 

estudiadas; 205 nm para la detección de 25-OH, 7-ceto y 6-ceto, y 238 nm para la detección 

de 7-ceto, puesto que presentan máximos de absorción a diferentes λ; se puede observar la 

separación de los COPs hasta línea base en un tiempo entre 9 y 22 min, siendo su orden de 

elución, de acuerdo a su disminución de polaridad, 25-OH, 7-Ceto y 6-Ceto. Para la 

identificación de los COPs se emplearon sus tR. 
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Figura 38. Cromatogramas de una mezcla de patrones de COPs mediante HPLC-UV. 
[COPs], 25 mg/L a λ, 205  y 238 nm  
 

 

5.1.3. Características analíticas 

Para la cuantificación se ha empleado el método del calibrado del patrón externo. En la 

Tabla 17 se muestran los valores obtenidos, área (A), ecuación de calibrado (EC) y 

coeficiente de determinación (R2). Los valores de R2, en el intervalo 0,9995 - 0,9998, 

indican el grado de ajuste entre las variables A/[COPs] presentando, por tanto, un 

comportamiento lineal en el intervalo de concentración entre 1.0 a 100.0 mg/L para 25-OH; 

de 1.0 a 100.0 para 7-ceto a 205 nm; de 5.0 a 100.0 para 6-ceto y de 0.5 a 100.0. para 7-ceto 

a 238 nm. 
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Tabla 17. Calibrados de áreas mediante HPLC 
 

[COPs], mg/L
 Aλλλλ,205 nm Aλλλλ,238 nm 

25-OH 7-ceto 6-ceto 7-ceto 

0,5 ---------- ---------- ---------- 39,7 
1,0 17,3 73,3 ---------- 73,3 
5,0 90,9 ---------- 19,2 320,9 

15,0 267,6 293,9 45,0 1008,9 
25,0 404,4 442,8 ---------- 1561,2 
50,0 809,3 851,7 153,7 3077,9 
75,0 1196,2 1283,2 229,0 4521,7 

100,0 1606,8 1713,8 303,8 6030,9 
EC y=15,9x+11,5 y=16,6x+40,7 y=3.0x+2,2 y=60,0x+43,7 
R2 0.9998 0.9995 0.9998 0,9998 

A, área, u.a.; λ, longitud de onda; EC, ecuación de calibrado; R2, coeficiente de determinación 

 

La Figura 39 muestra el calibrado obtenido para cada COP a las dos λ estudiadas. 

 

 

Figura 39. Calibrados de áreas mediante HPLC-UV 
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La precisión de los COPs respecto de A y tR se determinó por medio de la repetibilidad 

evaluada en un mismo día y la reproducibilidad evaluada en tres días diferentes, utilizando 

disoluciones estándar de 75 mg/L. 

 

En la Tabla 18 se presenta los valores obtenidos para la precisión, en términos de 

repetibilidad, donde se observa que la desviación estándar relativa (RSD) en los diferentes 

días es inferior a 2% para el parámetro cromatográfico A e inferior a 1.7 % para tR. 
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Tabla 18. Evaluación de la repetibilidad de los COPs mediante HPLC-UV 
 

Día 

 

25-OH 7-ceto 6-ceto 

1 

A tR A tR A tR 

1209.0 9.81 1155.3 18.51 260.7 21.56 

1221.6 10.04 1174.3 19.09 268.6 22.21 

1232.8 10.04 1139.4 19.15 265.5 22.19 

1208.0 10.04 1162.7 19.19 257.7 22.23 

1235.8 10.06 1170.9 19.21 268.2 22.27 

s 12.8 0.11 13.9 0.29 4.8 0.30 

X 1221.3 10.00 1160.5 19.03 264.1 22.09 

RSD 1.0 1.10 1.2 1.55 1.81 1.35 

2 

 

1214.9 9.92 1200.0 18.7 229.2 21.72 

1214.9 9.97 1201.7 18.7 218.5 21.77 

1224.7 10.00 1212.7 18.9 218.3 21.90 

1224.5 10.00 1208.6 18.9 223.5 21.91 

1217.7 10.02 1218.2 18.9 223.1 21.97 

s 5.1 0.04 7.5 0.08 4.6 0.10 

X 1219.2 9.98 1208.2 18.8 222.5 21.85 

RSD 0.42 0.39 0.63 0.4 2.0 0.48 

3 

 

1192.9 10.12 1220.5 19.25 228.0 22.38 

1192.1 10.13 1214.1 19.30 226.4 22.40 

1200.4 10.12 1213.3 19.27 232.7 22.36 

1188.4 10.09 1215.1 18.93 225.1 21.93 

1214.6 9.91 1205.6 18.61 225.1 21.59 

s 10.4 0.09 5.3 0.30 3.1 0.35 

X 1197.7 10.07 1213.7 19.07 227.5 22.13 

RSD 0.9 0.92 0.44 1.57 1.4 1.63 

A, área, u.a; tR, tiempo de retención, min; s, desviación estándar; X, media y RSD (%),desviación estándar 
relativa.  
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Los valores de la precisión en términos de reproducibilidad para estos tres días respecto de 

A y tR se muestra en la Tabla 19, donde se observa que los valores de RSD son inferiores a 

3% en ambos casos, excepto para el 6-ceto el cual presenta un valor de 9.6 %, posiblemente 

debido a que la absorbancia a 205 nm de este compuesto es baja y al ser el más retenido por 

la columna proporciona el pico cromatográfico más ancho lo que puede influir en su 

integración. 

 

Tabla 19. Evaluación de la reproducibilidad mediante HPLC-UV 
 

Día 
25-OH 7-ceto 6-ceto 

A tR A tR A tR 

1 1221.3 10.00 1160.5 19.03 264.1 22.09 

2 1219.2 9.98 1208.2 18.82 222.5 21.85 

3 1197.7 10.07 1213.7 19.03 227.5 22.13 

s 13.1 0.05 29.3 0.12 22.7 0.15 

X 1212.75 10.02 1194.2 18.96 228.0 22.02 

RSD 1.08 0.47 2.4 0.64 9.55 0.69 

A, área, u.a.; tR, tiempo de retención, min; X, media; s, desviación estándar;  
RSD, desviación estándar relativa, % 

 

Para calcular los límites de detección y de cuantificación, se utilizaron las expresiones 

indicadas en 4.4.7.1. La pendiente se obtuvo a partir de las rectas de calibrado de altura de 

pico versus concentración usando como blanco el disolvente de las disoluciones estándar, 

ACN y midiendo el ruido en el intervalo de tiempo al cual emerge el pico (AOAC, 1998). 

 

La Tabla 20 muestra los valores de LOD y LOQ obtenidos. Los valores de LOD de los 

COPs indican que el equipo detecta concentraciones por debajo de los mg/L; el compuesto 

7-ceto a λ 238 nm es el que presenta menor límite de detección, 0.015 mg/L, siendo el 6-

ceto el compuesto menos sensible, 0.360 mg/L. 
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Tabla 20. Evaluación de LOD y LOQ del método de 
determinación de COPs mediante HPLC-UV 

 

λ nm COP N/b 
LOD, 

mg/L 

LOD, 

ng 

LOQ, 

ng 

205 

25-OH 0.0287 0.086 1.72 5.75 

7-Ceto 0.0278 0.083 1.66 5.56 

6-Ceto 0.119 0.360 7.20 23.6 

238 7-ceto 0.049 0.015 0.3 0.985 

b, pendiente del calibrado de alturas, mV*L/mg; N, ruido, mV; 
LOD, límite de detección, mg/L; LOQ, limite de cuantificación, mg/L 

 

 

5.1.4. Optimización de preparación de la muestra 

El análisis cromatográfico de COPs conlleva serias dificultades debido a la necesidad de 

aislar muy bajas concentraciones de COPs de grandes cantidades de lípidos y de colesterol. 

Además, los COPs pueden ser oxidados y degradados durante la etapa de extracción de 

lípidos (Park et al., 1996; Angulo et al.,1997). Para la elección de esta etapa se realizaron 

ensayos previos con objeto de seleccionar el procedimiento más adecuado de extracción y 

purificación de COPs. Se utilizó una muestra de jamón cocido homogeneizada en un 

mortero de ágata; la muestra una vez pesada fue enriquecida con una disolución mezcla de 

patrones de COPs y se llevó a cabo la extracción de la fracción lipídica después de un 

tiempo de contacto de 30 min. Se evaluaron diferentes métodos de extracción; la 

saponificación directa siguiendo el protocolo descrito por Dionisi et al., (1998) dio lugar a 

emulsiones difíciles de manejar. Se ensayaron también los procedimientos de preparación de 

muestra descritos por Folch et al. (1957), Razzazi-Fazeli et al. (2000), Hiesberg y Luf 

(2000), Petron et al. (2003) y Al-Saghir et al. (2004). Dado que la etapa de lixiviación 

difería notablemente de unos métodos a otros, en cuanto a la naturaleza y volumen de 

disolvente, tipo y tiempo de agitación, se llevaron a cabo ensayos en el paso de lixiviación 
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utilizando distintos tipos de agitación, mecánica, ultrasónica, Ultra-Turrax y vortex, tanto a 

tiempos cortos como largos, observando que la agitación mecánica a tiempos largos 

proporcionaba mayor recuperación. Los mejores resultados se obtuvieron mediante el 

procedimiento de Razzazi-Fazeli, que utiliza cloroformo en la etapa de lixiviación seguido 

por un paso de limpieza mediante SPE con  cartuchos de sílice. En todos los ensayos se 

utilizó el mismo procedimiento para la limpieza de la muestra y las condiciones 

cromatográficas descritas en la Parte experimental (4.4.7.). 

 

5.1.4.1. Extracción de la fracción lipídica 

El método de lixiviación se optimizó en base al procedimiento de Razzazi-Fazeli et al. 

(2000) mediante la aplicación de diseños factoriales; en primer lugar, para conocer los 

factores más importantes implicados en el proceso de lixiviación, se realizó un diseño 

factorial de screening 23 (dos niveles y tres factores) con un punto central,  realizado en dos 

bloques. Los factores fueron tiempo de extracción, volumen de disolvente y tiempo de 

agitación ultrásonica previo a la agitación mecánica utilizada y como respuesta la 

recuperación, R,%. Los factores, niveles y su dominio experimental se presentan en la Tabla 

21.  

Tabla 21. Factores, dominio experimental y niveles del diseño factorial del screening 23
 

tu, tiempo agitación ultrasonidos, min;  VCHCl3, volumen de extractante, mL;  ta, tiempo de agitación, h 

 

La respuesta del diseño de screening  (porcentaje de recuperación) indicó que los factores 

más influyentes fueron el tiempo de agitación mecánica y el volumen de disolvente. El 

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL  

NIVEL (-) PUNTO CENTRAL NIVEL (+) 

tu, min 0 5 10 
VCHCl3, mL 50 70 90 
ta, h  14 18 22 
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tiempo de agitación mediante ultrasonido adicionado previamente al tiempo de agitación 

mecánica no fue significativo, por lo que se eliminó este paso en el proceso de lixiviación. 

Para conocer los valores óptimos de los factores significativos se aplicó un diseño factorial 

32, cuyos factores, niveles y dominio experimental se muestran en la Tabla 22. Asimismo, 

se consideró el porcentaje de recuperación como respuesta. 

 

Tabla 22. Factores, dominio experimental y niveles del diseño factorial de superficie de 
respuesta 32

 

  VCHCl3, volumen de extractante, mL;  ta, tiempo de agitación, h 

 

La Tabla 23 presenta los valores de las respuestas obtenidas para cada COP estudiado, en 

términos de recuperación, al llevar a cabo el análisis del diseño mediante el programa 

Statgraphics.  

  

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL  

NIVEL (-) NIVEL 0 NIVEL (+) 

VCHCl3, mL 40 70 100 
ta, h  6 12 18 
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Tabla 23. Respuestas del diseño factorial 32 

Experimento 

 

Nº 

Bloque Factores R, % 

V, mL t, h 25-OH 7-ceto 6-ceto 

1 1 70 6 60 62 51 

2 1 40 6 48 51 46 

3 1 70 18 81 77 84 

4 1 100 6 52 62 60 

5 1 40 18 62 55 58 

6 1 100 18 79 71 77 

7 1 70 12 77 75 80 

8 2 70 6 58 63 53 

9 2 40 6 50 55 44 

10 2 70 18 83 81 85 

11 2 100 6 50 62 65 

12 2 40 18 55 54 60 

13 2 100 18 75 68 75 

14 2 70 12 79 77 80 

R, recuperación, % 

La Figura 40 presenta los diagramas de Pareto obtenidos para los COPs, donde se observa 

que tanto el tiempo de agitación, como el volumen de extractante ejercen una influencia 

positiva, al nivel de significación 0.05, sobre la respuesta; se observa, además, la influencia 

significativa negativa sobre la respuesta de la interacción del término cuadrático lo que 

explica la curvatura de los gráficos de superficie. En la Figura 41 se presentan los gráficos 

de superficie obtenidos para los COPs mediante HPLC aplicando el diseño factorial 32. Un 

mayor tiempo de extracción dio lugar a una mejor recuperación, sin embargo, no se 

encontraron diferencias significativas entre 70 y 90 ml. Por lo tanto, un volumen de 
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extracción de 70 ml de cloroformo y 18 h de tiempo de agitación fueron elegidas como las 

mejores condiciones. 

 

Figura 40. Gráficas de Pareto estandarizadas para el diseño factorial 32 

 

 

Figura 41. Gráficas de superficie de respuesta estimada para el diseño factorial 32 
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  En la Tabla 24 se presenta los coeficientes de regresión y la ecuación del modelo 

matemático ajustado para cada COPs aplicando el diseño factorial 32.  

 

Tabla 24. Coeficientes de regresión y ecuación del modelo ajustado para COPs aplicando el 
diseño factorial 32. 
 
COP Ecuación del modelo 

25-OH R = -31,86 + 2,63*V + 0,12*t - 0,019*V2 + 0,021*V*t 

7-ceto R= -29,07 + 2,65*V + 0,24*t - 0,018*V2 + 0,0062*V*t 

6-ceto R = -47,13 + 2,63*V + 1,82*t - 0,017*V2 - 0,0028*V*t 

R, recuperación, % 

 

En resumen, respecto del método de Razzazi y Fazeli (2000) que aplicaron la metodología 

completa de extracción y clean up a muestras más sencillas como es la de polvo de huevo, 

cabe comentar las siguientes modificaciones: por lo que se refiere a la extracción de lípidos: 

la agitación se realizó mediante vibrador mecánico durante 18 horas (prácticamente una 

noche) con el fin de asegurar que la extracción en las muestras complejas de alimentos fuera 

completa; se utilizó un volumen de extractante de 70 mL de CHCl3, cuando se partió de 5 g 

(muestras de carne picada, jamón cocido y queso)  y de 30 mL de CHCl3 para 3 g de jamón 

serrano frente a 30 mL para 1 g de la muestra de polvo de huevo. La evaporación con 

rotaevaporador se llevó a cabo a una T algo más baja, 40 ºC frente a 45 ºC empleada en 

dicho método, para minimizar riesgos de formación de COPs a partir del colesterol. En 

cuanto a la etapa de clean up se utilizó el mismo procedimiento. 
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5.1.4.2. Clean up y preconcentración de COPs mediante SPE 

El extracto lipídico obtenido fue disuelto en 6 mL de hexano, los COPs, se retuvieron en un 

cartucho de silica al hacer pasar el extracto lípidico en Hex. a su través, aplicando el método 

descrito en 4.4.6.3.1., referido por Razzazi-Fazeli, E. et al. (2000), el cual elimina la parte 

lipídica de la muestra lavando el  cartucho con diferentes volúmenes de mezclas disolventes 

Hex:Et2O en distintas proporciones. Se eliminó el disolvente del cartucho haciendo pasar 

aire a vacío durante 20 min utilizando el sistema para evaporar pequeños volúmenes de 

disolventes a T controlada descrito en 4.3.2.2.3., el cual permite la evaporación simultánea 

en ocho muestras. Los COPs fueron eluidos del cartucho con 10 mL de acetona (5 x 2 mL) 

que fue recogida en un vial ámbar de 12 mL;  se modificó respecto al método de Razazy 

Fazely el volumen de elución de COPs a 10 mL de acetona para garantizar la elución 

completa de estos compuestos.  La acetona fue evaporada con flujo de Argón a 40 ºC hasta 

la obtención de un residuo el cual fue disuelto en ACN. 

 

5.1.5. Determinación de COPs mediante HPLC en muestras de alimentos 

El contenido de 25-OH, 7-ceto y 6-ceto fue determinado en diferentes muestras lipídicas de 

alimentos, carne picada, jamón cocido, jamón serrano y queso fresco, usando el método 

indicado en 4.4.6.1, llevando a cabo el clean up de la muestra según se describe en 4.4.6.3.1. 

y aplicando el método de separación cromatográfica 4.4.7. En todos los casos se veríficó su 

reproducibilidad entre días; la identificación de los COPs en las muestras se llevó a cabo por 

comparación de los tR con los de una disolución patrón mezcla de COPs y/o con muestras 

enriquecidas. La cuantificación se realizó mediante el calibrado externo, 4.4.7.1; la 

cuantificación de 25-OH y 6-ceto fue llevada a cabo a 205 nm y la del 7-ceto fue realizada a 



Resultados y Discusión 
 

162 
 

238 nm, ya que a esta λ, los valores de las áreas de pico aumentan por un factor de cuatro, 

proporcionando, por tanto, un aumento notable de sensibilidad. 

 

Para las muestras de queso blando, teniendo en cuenta el grado de complejidad de la matriz, 

se incluyó la filtración del extracto en ACN, obtenido para su inyección en el sistema 

cromatográfico, con filtro de membrana de teflón, de tamaño de poro de 0.50 µm. 

 
5.1.5.1. Carne picada 

En la Figura 42 se presenta el cromatograma de las muestra sin irradiar a las dos λ, 205 y 

238 nm, donde se observa únicamente los COPs 25-OH (140 ng/g) y 7-ceto (190 ng/g) con 

valores de RSD inferiores a 4 %, no detectándose 6-ceto. La existencia de COPs en estas 

muestras da cuenta de la complejidad de las matrices cárnicas ya que estos COPs pre-

existentes estarán sujetos al igual que el colesterol a procesos de degradación por las 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 42. Cromatogramas mediante HPLC-UV de carne picada sin  
irradiar. a 205 y  238  nm  
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distintas vías explicadas en la revisión bibliográfica. Otros estudios mostraron la presencia 

de una cantidad de 7-ceto significativa en muestras de carne fresca (Lercker y Rodriguez-

Estrada, 2000; Rodriguez-Estrada et al.,1997). 

 

5.1.5.2. Jamón cocido 

En las muestras de jamón cocido sin irradiar no se detectaron ninguno de los COPs 

estudiados, posiblemente su formación no se vea favorecida, puesto que esta muestra 

presenta bajo contenido de grasa (5.2 %) y colesterol (19.6 mg/100 g).  En la Figura 43 se 

presenta los cromatogramas obtenidos a 205 y 238 nm de una muestra enriquecida con una 

disolución de COPs.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 43. Cromatogramas mediante HPLC-UV de jamón cocido sin  
irradiar enriquecido con 25 mg/L (1:1) a 205 y 238  nm  

  

205 nm 
238 nm 
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5.1.5.3. Jamón serrano 

Los cromatogramas obtenidos para las muestras de jamón serrano a las dos λ se presentan en 

la Figura 44; estas muestras generan cromatogramas bastantes complejos, presentando al 

inicio del cromatograma una gran cantidad de picos, lo cual indica que corresponden a 

compuestos de una polaridad relativamente alta dentro de los cuales se encuentran  los 

ácidos grasos; estos compuestos pueden coeluir con los COPs, teniendo en cuenta que la 

limpieza de las muestras se realiza mediante SPE fase normal, lo cual hace más difícil la 

integración y cuantificación de los picos. El contenido de 7-ceto detectado fue de 110 ng/g 

con un valor de RSD de 3.6 %, sin embargo, su contenido fue menor que el encontardo por 

Petron et al. (2003) en muestras de jamón ibérico (570-710 ng/g).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 44. Cromatogramas HPLC–UV de muestras de jamón serrano  
sin irradiar enriquecidas con 25 mg/L (1:1); a 205 y 238  nm  

  
 
 
5.1.5.4.  Queso blando 

Una vez procesadas e inyectadas las muestras de queso blando sin irradiar, se verificó la 

reproducibilidad entre días de los cromatogramas y se evidenció la ausencia de los COPs en 

las muestras, por lo que éstas se enriquecieron con una disolución patrón de COPs de 25 

7-ceto 

7-ceto 
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mg/L en la proporción 1:1 con fines de comprobación y se compararon con muestras de 

queso blando sin enriquecer. La Figura 45 presenta los cromatogramas obtenidos a 205 y 

238 nm de la muestra de queso enriquecida.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 

 
Figura 45. Cromatogramas HPLC-UV de muestras de queso sin irradiar  
enriquecida con 25 mg/L (1: 1) a  205 nm y 238 nm  

 
 
 
 5.1.6.. Validación del método de determinación de COPs mediante HPLC 

La exactitud del método de HPLC para la determinación de COPs se evaluó mediante 

estudios de recuperación; las muestras se enriquecieron con una disolución de la mezcla de 

COPs a tres niveles de concentración diferentes 0.2, 1.0 and 2.0 µg/g. Para calcular la 

precisión del método en términos de repetibilidad se realizaron cuatro réplicas para obtener 

la precisión intra-día. La variación entre días se evaluó realizando ensayos durante cinco 

días hábiles consecutivos, después de enriquecer la muestra con 2.0 µg/g. Los resultados 

obtenidos se presentan en la Tabla 25; el valor medio de recuperación obtenido fue entre 56 

y 94% al nivel de concentración de 0.2 µg/g. A los niveles de concentración de 1.0 y 2.0 

µg/g, las recuperaciones fueron superiores al 62 y 68%, respectivamente. En general, la 

 

 
 

 

7-ceto 

7-ceto 
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precisión intra-día e inter-día mostraron valores de RSD inferiores a 10%, excepto para las 

muestras de jamón cocido los cuales estuvieron en el intervalo 6.7 a 13.1%. El jamón 

serrano presentó valores de RSD intra-día superior al 10% en el nivel de concentración 

menor (0.2 µg/g). Aunque este método requiere tiempo notable para la extracción de COPs, 

en comparación con otros métodos descritos anteriormente es simple y suave, y minimiza la 

formación de artefactos.  
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Tabla 25. Precisión y exactitud del método de HPLC para analizar COPs en muestras de 
alimentos 

Alimento 
COP 

R, % RSD intra-díaa, % RSD inter-díab, % 

0.2 c 1.0  2.0  0.2  1.0  2.0  2.0  

Jamón cocido 

25-OH 73.2d 74.1 85.3 11.1 11.2 7.2 9.0 

7-ceto 85.8 77.1 84.7 12.7 12.1 10.2 10.3 

6-ceto 81.0 80.1 81.9 13.7 13.1 6.7 9.2 

Jamón serrano 

25-OH 90.8 70.6 75.8 13.7 8.9 2.9 4.5 

7-ceto 72.1 85.3 87.1 1.6 4.9 3.4 3.5 

6-ceto 66.8 71.6 81.1 18.4 9.9 4.2 5.2 

Carne picada 

25-OH 94.1 86.0 96.3 5.8 5.2 2.6 7.5 

7-ceto 79.8 73.3 89.3 2.5 8.4 3.4 3.3 

6-ceto 56.0 89.9 94.6 3.2 5.2 5.1 6.3 

Queso 

25-OH 90.8 68.9 85.0 9.2 7.3 3.7 5.2 

7-ceto 92.7 86.4 83.1 2.3 5.0 3.8 4.9 

6-ceto 83.4 62.3 68.3 9.5 7.6 3.0 3.1 

RSD, desviación estándar relativa a n=4; b n=5; c niveles de concentración de enriquecimiento de las muestras, 
0.2, 1.0 y 2.0 µg/g; d valores medios 
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5.1.7. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en  muestras de alimentos. 

Estudios estadísticos 

 

Puesto que el colesterol puede ser oxidado durante el procesamiento y almacenamiento de 

alimentos, dando lugar a COPs, fue estudiada la influencia de las dosis de irradiación de 0 a 

8 kGy en la formación de COPs mediante ANOVA al 95 % de probabilidad. La Tabla 26 

muestra las concentraciones medias y valores RSD de 25-OH y 7-ceto en las muestras no 

irradiadas e irradiadas.  

 

Tabla 26. Contenido de COPs (ng/g) y su RSD (% ) en alimentos RTE 

  Dosis de irradiación, kGy 

 
Muestra COP 

0 1 2 3 4 6 8 

 X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD 

 JC 25-OH nd  nd  nd  nd  nd  nd  27.8 2.4 

 7-ceto nd  nd  2.9 9.7 3.3 4.1 4.1 2.5 9.1 1.3 13.3 4.8 

 JS 25-OH nd  254.2 2.5 na  na  292.3 6.9 373.0 8.1 361.4 6.5 

 7-ceto 110.1 3.6 320.6 7.2 na  na  296.8 3.7 501.7 2.1 467.2 2.9 

 CP 25-OH 139.2 3.9 na  177.9 12.8 232.3 6.8 224.2 2.5 193.3 1.0 342.8 1.6 

 7-ceto 193.2 3.1 na  203.6 4.9 181.9 7.3 295.1 1.7 269.4 11.1 278.4 3.2 

 QB 25-OH nd  293.0 5.6 320.1 9.1 na  379.2 5.8 556.1 6.6 562.1 7.1 

 7-ceto nd  130.3 7.3 134.0 3.6 na  139.2 1.0 203.0 11.5 196.0 3.5 

X, valores medios, ng/g; RSD, Desviación estándar relativa, %;  nd, no detectado;  na, no analizado 

 

El contenido de COPs obtenido a partir de los cromatogramas de las muestras irradiadas 

también presentó, en general, una precisión inferior al 10%. En el caso de la muestra de 

queso, el 25-OH aparece junto con otro compuesto, no resolviéndose hasta  línea base, lo 

cual hizo difícil su integración, su identificación se llevó a cabo inyectando una disolución 

obtenida mezclando el extracto de la muestra con una disolución de COPs de 25 mg/L en la 

relación 1:1. 
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Los cromatogramas a 238 nm confirmaron la presencia del compuesto 7-ceto.  

 

A modo de ejemplo, se presentan en la Figura 46  los cromatogramas de los COPs de la 

muestra de carne picada sin irradiar e irradiada a la dosis de 8 kGy a las longitudes de onda, 

205 y 238 nm; además, se compara, en las misma figura, con el cromatograma de un patrón 

de 25 mg/L. 
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Figura 46. Comparación de cromatogramas de HPLC-UV. 
(─), patrones a 25 mg/L; (─), carne picada sin irradiar; (─), carne  
picada irradiada a 8 kGy. A) 238 nm; B) 205 nm  
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5.1.7.1. Análisis de la varianza, ANOVA  

Para detectar posibles efectos debido al proceso de irradiación, se compararon los resultados 

de COPs obtenidos en las muestras no irradiadas e irradiadas a distintas dosis mediante un 

test ANOVA de un factor; en términos generales, los contenidos de COPs fueron superiores 

a aquellos obtenidos con las muestras no irradiadas; el test ANOVA proporcionó diferencias 

significativas entre las concentraciones medias de COPs, indicadas por los valores de α 

inferiores a 0.05. Se comenta el estudio realizado para cada muestra individualmente. 

 

5.1.7.1.1. Carne picada 

Los resultados obtenidos para las muestras de carne no irradiada e irradiadas a 2, 3, 4, 6 y 8 

kGy se presentan en la Tabla 27. Se observa un incremento de los COPs,  excepto para las 

muestras de 4 y 6 kGy  para 25-OH y de  3 y 4 kGy para 7-ceto que presentan un valor 

inferior respecto a las muestras de menor irradiación.  
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Tabla 27. Influencia de la irradiación en la formación de COPs  
en muestras de carne picada 

Dosis irradiación , kGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g 

0 136.6 190.7 
0 145.4 200.0 
0 135.6 188.9 
 

2 
189.9 214.7 

2 151.6 195.8 
2 192.1 200.2 
 

3 
238.7 196.6 

3 244.0 178.1 
3 214.3 171.0 
 

4 
230.0 290.0 

4 223.7 300.0 
4 219.0 295.2 
 

6 
192.6 301.7 

6 192.2 242.7 
6 195.0 263.8 
 

8 
338.4 271.6 

8 341.0 288.5 
8 349.2 275.0 

 

Una comparación mediante ANOVA indica que el contenido de los COPs, 25-OH y 7-ceto, 

se incrementa al aumentar la dosis de irradiación. La Figura 47 A muestra los intervalos de 

Bonferroni´s (95.0 %) y los contenidos medios para el 25-OH; estos contenidos se 

incrementaron moderadamente cuando las dosis de irradiación aumenta de 2 a 6 kGy, 

mientras los contenidos más altos fueron obtenidos a 8 kGy; por otro lado, la dosis de 

irradiación de 3 kGy no incrementa significativamente el contenido de 7-ceto, la 

concentración más alta fue detectada a 4 kGy y las concentraciones obtenidas a las dosis 4, 6 

y 8 kGy fueron similares, Figura 47 B; Nam et al. (2001) encontraron cantidades 

considerables de COPs en carne de res fresca irradiada, estos autores estudiaron la oxidación 

del colesterol en este alimento irradiado con diferentes envases y variando los tiempos de 
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Figura 47. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en muestras de 

carne picada. A) 25-OH; B) 7-ceto 

 
 
5.1.7.1.2. Jamón cocido  

En estas muestras se presentó el nivel más bajo de COPs, probablemente debido a que su 

contenido de lípidos es el menor. En la Tabla 28 se presentan los valores obtenidos del 25-

OH y 7-ceto para muestras de jamón cocido sin irradiar y muestras irradiadas a distintas 

dosis (2 a 8 kGy).  

almacenamiento, detectando la existencia de un efecto sinérgico entre la irradiación y la 

oxidación del colesterol. 
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Tabla 28. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de jamón 
cocido 

 
Dosis irradiación, kGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g 

0 nd nd 
0 nd nd 
0 nd nd 
0 nd nd 
 

2 
nd 2.7 

2 nd 2.8 
2 nd 3.2 
 

3 
nd 3.3 

3 nd 3.4 
3 nd 3.2 
 

4 
nd 4.6 

4 nd 4.1 
4 nd 4.0 
4 nd 3.9 
 

6 
nd 9.0 

6 nd 9.2 
6 nd 9.1 
 

8 
27.4  15.5 

8 28.8  15.3 
8 27.7  11.2 
8 27.4  12.2 

 

Se observa que el 25-OH se encontró por debajo del límite de cuantificación en todas las 

dosis de irradiación excepto a 8 kGy (27.8 ng/g) que fue mayor que el contenido de 7-ceto 

(13.5 ng/g) a la misma dosis de irradiación. El COP 7-ceto fue detectado a 2 kGy 

aumentando su contenido con la dosis de irradiación, Figura 48. Cabe resaltar que el 7-ceto 

es el compuesto que más comúnmente se encuentra en los alimentos. 

En cuanto al uso de esta irradiación para la desinfección microbiana en muestras RTE de 

jamón cocido Cabeza et al. (2007 llegaron  a la conclusión de que con el tratamiento entre 1 

y 2.5 kGy se obtiene la inocuidad de los alimentos cuando el objetivo es eliminar la Listeria 
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monocytogenes de acuerdo a las directrices formuladas por la UE y los EE.UU. Como se ha 

indicado por los autores, estas dosis no producen cambios en las propiedades sensoriales de 

los alimentos que puedan ser detectados por los consumidores salvo que se detectó un ligero 

olor cuando se aplicaron 2.5 kGy. 

 

 

 

 

 

Figura 48. Influencia de la irradiación E-beam en la  
formación  de COPs en jamón cocido para el 7-ceto 

 

5.1.7.1.3. Jamón serrano 

Los resultados obtenidos para las muestras de jamón serrano no irradiadas e irradiadas a 1, 

4, 6 y 8 kGy se presentan en la Tabla 29. En estas muestras se detectó y cuantificó el 7-ceto; 

el compuesto 25-OH se detectó únicamente en las muestras irradiadas lo cual evidencia que 

el proceso de irradiación participa en la formación de este compuesto 
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Tabla 29. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en  
muestras de jamón Serrano 

 

Dosis irradiación , kGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g 

0 nd 115.5 
0 nd 106.0 
0 nd 109.2 
0 nd 109.6 
 

1 
257.8 334.8 

1 247.0 299.1 
1 240.8 345.8 
1 271.1 302.7 
 

4 
307.9 299.0 

4 311.4 285.4 
4 271.5 291.6 
4 278.5 311.3 
 

6 
407.8 505.5 

6 334.4 500.8 
6 376.3 513.1 
6 373.3 487.6 
 

8 
334.4 482.1 

8 376.3 464.2 
8 373.3 455.4 

 

Se obtuvieron concentraciones de 7-ceto  entre 106 y 513 ng/g. Se observó un incremento no 

lineal con la dosis de irradiación, alcanzando los valores más altos a 6 kGy; los contenidos 

en las muestras irradiadas fueron de 240 y 408 ng/g de muestra. 

 

El análisis de los intervalos de Bonferroni`s (95.0 %) y las concentraciones medias del 25-

OH mostró que las concentraciones a las dosis entre 1 y 4 kGy fueron significativamente 

más bajas que las obtenidas a las dosis entre 6 y 8 kGy (Figura 49 A). Un comportamiento 

similar fue observado para el 7-ceto; la irradiación induce a un incremento significativo del 

7-ceto obteniéndose concentraciones similares a las dosis entre 1 y 4 kGy mientras que los 

niveles más altos fueron detectados a las dosis de irradiación entre 6 y 8 kGy (Figura 49 B). 

Otros autores (Hoz et al., 2008) estudiaron los mismos alimentos RTE para optimizar el 
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tratamiento de esterilización microbiana y concluyeron que una irradiación de 1.12 kGy es 

suficiente para lograr este objetivo de acuerdo al criterio de la USDA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 49. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en jamón  
serrano. A) 25-OH; B) 7-ceto 
 
 
5.1.7.1.4. Queso blando  
 
Se determinaron los COPs en muestras de queso sin irradiar e irradiadas  a diferentes dosis 

de irradiación, 1, 2, 4, 6 y 8 kGy. Se realizaron 4 réplicas (preparación de muestra y 

medida), por cada dosis de irradiación, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 30. 
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 Tabla 30. Influencia de la irradiación en la formación de COPs  
en muestras de queso blando 

 
Dosis irradiación , kGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g 

0 nd nd 
0 nd nd 
0 nd nd 
0 nd nd 
 

1 
 

311.6 
 

137.2 
1 280.0 119.4 
1 287.5 134.2 
 

2 
 

277.9 
 

140.5 
2 326.0 131.3 
2 331.7 129.5 
2 345.0 134.6 
 

4 
 

356.9 
 

140.4 
4 396.2 138.9 
4 364.1 139.0 
4 399.6 138.6 
 

6 
 

596.1 
 

173.7 
6 578.0 220.8 
6 524.8 222.6 
6 525.4 195.0 
 

8 
 

605.3 
 

186.4 
8 557.7 202.2 
8 509.7 195.4 
8 575.6 199.8 

 

Cada COP se identificó en el cromatograma por su tiempo de retención correspondiente, si 

bien se corroboró inyectando una muestra enriquecida con una disolución patrón mezcla de 

los COPs de 25 mg/L, en la relación 1:1. 

 

Las concentraciones de los COPs en las muestras de queso se presentan en la Tabla 30; no se 

detectaron los COPs en las muestras de queso no irradiadas; sin embargo, en todas las 

muestras irradiadas desde 1 a 8 kGy se observa la presencia de 25-OH y 7-ceto no 

obteniendo en ninguna muestra la presencia de 6-ceto.  
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Para el 25-OH se detectan valores hasta de 605 ng/g de muestra en las muestras de 8 kGy; 

sin embargo, no existe una relación lineal entre las dosis de irradiación y la concentración de 

este compuesto. El valor de concentración más elevado para el 7-ceto fue de 223 ng/g de 

muestra en las muestras de 6 kGy; de forma análoga, que en el caso del 25-OH, no se 

obtiene una relación lineal entre las dosis de irradiación y la concentración para este 

compuesto. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 50. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en queso blando 
 A) 25-OH; B) 7-ceto 
 

Estas muestras una vez se irradian producen grandes cantidades de 25-OH (hasta de 408 

ng/g) siendo más altas las del 7-ceto (455 ng/g). El contenido de 25-OH a bajas dosis de 

irradiación, 1 y 2 kGy, fue similar que a 4 kGy, y se incrementa considerablemente a 6 y 8 

kGy (Figura 50 A); por otro lado, los contenidos de 7-ceto encontrados en las muestras  

irradiadas a las dosis de 1 y 4 kGy fueron similares y significativamente más bajos que los 

encontrados a las dosis de 6 y 8 kGy (Figura 50 B). En un estudio de queso cheddar 

irradiado con E-beam, Blank et al. (1992) encontraron que una dosis baja, 0.95 kGy, fue 

suficiente para eliminar contaminación microbiana; sin embargo, existen evidencias de que 

no solamente el proceso de irradiación puede generar COPs en productos lácteos; la 
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temperatura es otro factor que puede desencadenar la formación de estos compuestos 

(Nourooz-Zadeh et al. 1988). 

 
Se puede resumir que el contenido de los COPs, en general, se incrementa a medida que 

aumenta la dosis de irradiación, no encontrándose una relación lineal entre estas dos 

variables, reseñando que de acuerdo a estudios de toxicidad referidos en la bibliografía 

(Bösinger et al., 1993; Yin et al., 2000 y Zanardi et al., 2009), las concentraciones de 25-OH 

y 7-ceto encontradas en alimentos enlatados fueron al menos de un orden de magnitud más 

bajo que aquellas que producen efectos tóxicos en experimentos realizados in vivo e in vitro. 

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, la técnica de 

irradiación E-beam podría ser útil para de higienización de alimentos RTE envasados al 

vacio. 

 

5.1.7.2. Análisis de correlación 
 
Los valores de los coeficientes de correlación lineal de Pearson (Tabla 31) presentan para 

cada par de variables valores próximos a cero, lo que indica que no existe correlaciones 

entre irradiación y los COPs 25-OH y 7-ceto. Estos resultados vienen corroborados por los 

valores de α < 0.05 que indican que existe diferencias significativas entre cada par de 

variables.  
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Tabla 31. Matriz de correlación con los datos de irradiación de 
las muestras analizadas mediante HPLC 

 

 Dosis irradiación 25-OH 7-ceto 

Dosis irradiación  0.4322 0.3272 
  0.0001a 0.0027 
25-OH 0.4322  0.6564 
 0.0001  0.0000 
7-ceto 0.3272 0.6564  
 0.0027 0.0000  
a valores de α 

 

Cabe indicar que en este caso en que no existe correlación entre las variables en estudio, no 

es posible aplicar un PCA. 

 
La Figura 51 presenta los gráficos de dispersión de los parámetros medidos, en los que  se 

observa que no existe linealidad entre los pares de variables mostrados, corroborando así los 

datos encontrados en la Tabla 30.  

 
 

Dosis irradiación

25-OH

7-ceto

 
Figura 51. Gráfica de dispersión de la matriz de correlación con los 
datos de irradiación de las muestras analizadas mediante HPLC 

 





        

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

5.2. ANÁLISIS DE COPS MEDIANTE GC 
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5.2. Análisis de COPs mediante GC 

 
Se estudiaron aquellos COPs que más frecuentemente se encuentran en los alimentos, 

7β-OH, α-epóxido, β-epóxido, triol, 7-ceto y 25-OH, además del 6-ceto. El análisis de 

estos compuestos en muestras de alimentos por GC se realizó según se indica en 4.4.12. 

El procedimiento requiere la aplicación de distintas etapas de preparación de la muestra, 

extracción de la fracción lipídica y clean up de la muestra de COPs y, además, la etapa 

de derivatización para transformar los analitos en compuestos más volátiles, antes de su 

inyección en el cromatógrafo de gases. Recordando la aplicación de la metodología a 

muestras de distinta naturaleza, se realizó, en primer lugar, el análisis de distintos 

parámetros característicos de los alimentos RTE en muestras de uso frecuente en la 

alimentación tales como, carne picada, jamón cocido, jamón serrano, queso fresco y 

salmón ahumado, las cuales se habían empaquetado a vacío y conservado a -18 ºC. 

 

5.2.1. Determinación de los parámetros característicos de las muestras 

5.2.1.1. Agua 

El contenido de agua fue determinado pesando unos 3 g de muestra y siguiendo el 

procedimiento indicado en 2.4.7. En la Tabla 32 se presenta el porcentaje de agua en 

las muestras analizadas; los valores obtenidos estuvieron en el intervalo de 29 a 72 mg 

de agua por cada 100 mg de muestra, encontrándose su RSD comprendido en el 

intervalo 1.6 a 7 %. 
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Tabla 32. Contenido de agua en muestras de alimentos 

Muestra 
a
Agua, mg/100 g 

b
RSD, % 

Carne Picada 28.9 3.5 

Jamón Cocido 72.4 1.6 

Jamón Serrano 36.8 4.2 

Queso Blando 40.3 7.0 

Salmón Ahumado 62.3 2.6 

a Valor medio; bRSD, desviación estándar relativa (n=3) 

 

5.2.1.2. Lípidos 

En primer lugar, el contenido lipídico se determinó en muestras de carne picada 

mediante ASE (4.4.6.2.), usando como disolvente Et.P, y el resultado se comparó con el 

obtenido mediante el método de lixiviación que utiliza CHCl3 (4.4.6.1.). En la Tabla 33 

se muestra los resultados obtenidos; el contenido por ASE fue menor que aquel 

obtenido mediante lixiviación; posiblemente porque el CHCl3 es un disolvente más 

polar que el Et.P, y en el extracto lipídico pueden estar presentes otros compuestos, a 

nivel de trazas, con polaridades similares al CHCl3, como proteínas e hidratos de 

carbono; este efecto fue evidente, ya que los extractos en CHCl3 presentaban aspecto 

más sucio que los extractos en Et.P. En ambos casos se obtuvieron resultados 

reproducibles. 

Los extractos más limpios obtenidos mediante ASE, junto con el corto tiempo requerido 

para su obtención, llevaron a plantear el posible uso de esta técnica de extracción de 

lípidos para llevar a cabo la determinación posterior de COPs en todas las muestras de 

alimentos, en vez de utilizar la técnica de lixiviación, empleada habitualmente.  
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Tabla 33. Contenido de lípidos en muestras de carne picada  

Método wlípido, g wmuestra, g Lípidos, % x, % RSD, % 

ASE 

0.3102 

3.00 

10.3 

10.4 2.6 0.3210 10.7 

0.3054 10.2 

Lixiviación 

 
0.5888 

5.00 

 
11.8 

11.9 1.1 0.5980 12.0 

0.6010 12.0 

x, valor medio de lípidos, %; RSD, desviación estándar relativa;  wlípidos , peso de lípidos y wmuestra, 
peso de muestra (n=3) 

 

Dado que el fabricante del equipo ASE recomienda trabajar con muestras cuyo 

contenido en lípidos no sea superior a 800 mg, se realizaron ensayos para seleccionar la 

cantidad de muestra (wmuestra) adecuada para realizar posteriormente el análisis de 

COPs, teniendo en cuenta los siguientes aspectos: 

• Métodos referenciados 

• Cantidad de grasa presente en la muestra 

• Calidad de los cromatogramas 

• Contenidos de COPs en alimentos (Finocchiaro y Richardson, 1983; Terry 

Finocchiaro et al., 1984; Zhang et al., 1991; Addis y Warner, 1991; Huber et al., 

1995; Paniangvait et al., 1995; Ohshima et al., 1996; Bal et al., 1996; Novelli et 

al 1998; Kim et al., 2000; Morales-Aizpur et al., 2005; Herzallah, 2005; Boselli 

et al., 2005; Conchillo et al., 2005; Bagio et al., 2006; Baggio y Bragagnolo, 

2006; Bonoli et al., 2007; Hur et al., 2007; Saldanha y Bragagnolo, 2008; 

Saldanha et al., 2008; Broncano et al., 2009; Derewiaka y Obiedziński, 2010; 

Cardenia et al., 2012). 
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La Tabla 34 presenta el peso adecuado para cada tipo de muestra analizado, el 

cual varía entre 2 y 5 g dependiendo del tipo de muestra.  

 

Tabla 34. Contenido de lípidos en muestras de alimentos. Cantidad  
de muestra seleccionada para analizar los COPs 

Muestra Lípidos, % RSD, % wMuestra, g 

Carne picada 10.4 2.6 5.00 

Jamón cocido 5.2 4.5 5.00 

Jamón serrano 34.0 4.4 2.00 

Queso blando 25.9 5.9 3.00 

Salmón ahumado 11.4 5.4 5.00 

RSD, desviación estándar relativa (n=3); wMuestra, peso de muestra 

El extracto de los COPs obtenido representó del 0.2 al 0.4% (w/w) del extracto lipídico. 

Cabe hacer notar que las cantidades de muestra empleadas que se citan en las diferentes 

metodologías varían desde menos de 1 g hasta más de 50 g (Soupas et al., 2007; Copesi 

et al., 2002; Chang et al 1997; Chang et al., 1998; Colpo, 2005). 

 

5.2.1.3. Colesterol 
 

Se llevó a cabo la determinación de colesterol aplicando el procedimiento referido en 

4.4.4.3. El análisis se realizó mediante HPLC-UV con una columna C8 y fase móvil  

ACN:agua (80:20), a una logitud de onda de 205 nm. En la Tabla 35 se muestra los 

contenidos de colesterol los cuales dependen del tipo de alimento; las cantidades más 

elevadas se encontraron en el queso blando procedente de la leche, producto que 
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presenta un contenido elevado de este compuesto, pues los organismos requieren de esta 

sustancia para formar las células en sus primeras etapas de vida. 

 

Tabla 35. Contenido de colesterol en muestras de alimentos 

Muestra Colesterol, mg/L Colesterol, mg/100g 
a 

RSD, % 

Carne Picada 61.5 34.5 12.3 

Jamón Cocido 61.7 19.6 2.8 

Jamón Serrano 111.2 37.1 3.4 

Queso Blando 156.8 52.3 5.3 

Salmón Ahumado 115.0 38.3 6.9 

a RSD, desviación estándar relativa (n=3) 

 
 
5.2.2. Reacción de derivatización de COPs patrón con Tri-Sil. 

En los ensayos previos realizados de los COPs seleccionados para el estudio, los Tri-

Sil-derivados del  triol, 7-ceto y 25-OH, además del 6-ceto se encuentran a tR próximos, 

formando pares críticos. En consecuencia, se requiere optimizar la separación de dichos 

pares críticos.  

 

Se estudiaron, de forma simultánea, las condiciones óptimas para la reacción de 

derivatización de COPs y separación de los trisil derivados aplicando el método de 

cuantificación mediante calibración con estándar interno. Se utilizó como IS 9,10-DFA, 

puesto que este compuesto no presenta grupos OH y por tanto no reacciona con el 

reactivo. Para llevar a cabo la optimización, se realizó un diseño experimental de 
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“screening”, fraccionado 24-1, de dos niveles y cuatro factores, cuyos valores del 

dominio experimental se presentan en la Tabla 36. 

 

Tabla 36. Factores, dominio experimental y niveles del diseño 

factorial de screening 24-1 
 

 

 

 
 

t, tiempo,  minutos; T, temperatura, ºC; ta, tiempo de agitación, minutos 
 

Las variables respuesta fueron el áreas relativa, Arelativa (Ar), de cada pico respecto al IS, 

la relación señal/ruido (S/N)  a los tiempos en los que eluyen los picos cromatográficos 

y la resolución (Rs) de los pares críticos encontrados, triol:6-ceto; 6-ceto:7-ceto y 7-

ceto: 25-OH, las cuales se expresan como resolución R1-2, R2-3 y R3-4, respectivamente. 

 

Las respuestas del diseño experimental fraccionado indicaron que el factor más 

significativo fue el cambio de disolvente; Hex fue el disolvente más favorable para la 

reacción de derivatización. El tiempo de agitación no fue significativo, por tanto, su 

valor se fijó en 2 min. Las respuestas indicaron que T influye positivamente en la 

reacción y t tiene un efecto positivo o negativo dependiendo de cada COP particular. 

 

Para conocer los valores de los factores T y t, no fijados en el diseño factorial 

fraccionado, se realizó un nuevo diseño factorial de superficie de respuesta, 32 

completo, de tres niveles y dos factores, adicionando un experimento central replicado. 

La Tabla 37 muestra los factores y los valores del dominio experimental estudiado. Las 

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL 

NIVEL (-) NIVEL (+) 

t, min 30 60 
T,ºC 55 65 
ta, min  2 8 
Disolvente Hex ACN 



Resultados y Discusión 

191 
 

respuestas fueron, como en el diseño fraccionado, el Ar, de cada pico con respecto al IS, 

la relación señal/ruido (S/N) y la resolución de los pares críticos (Rs).  

 
Tabla 37. Factores, dominio experimental y niveles del diseño 

 factorial de  superficie de respuesta 32
 

 

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL 

 
 
t, min 

NIVEL (-) NIVEL (0) NIVEL (+) 

 

15 

 

45 

 

75 
 
T, ºC 

 

25 

 

45 

 

65 
t, tiempo, minutos; T, temperatura, ºC 

Los valores de las respuestas del diseño factorial 32 se muestran en la Tabla 38. El 

análisis del diseño fue llevado a cabo mediante el programa Statgraphics, 

proporcionando las gráficas de los efectos principales mostrados en la Figura 52. 

Tabla 38. Respuestas del diseño experimental 32 

EXPERIMENTO  

Nº 

 

COPs 

    

Triol   6-ceto   7-ceto   25-OH  

Ar S/N R1-2 Ar S/N R2-3 Ar S/N R3-4 Ar S/N 

1 0.82 13.3 2.7 0.47 34.4 2.4 0.52 8.6 2.4 0.57 15.9 

2 0.69 14.8 2.7 0.39 8.6 2.5 0.42 5.5 2.3 0.47 25.6 

3 0.71 15.3 2.7 0.43 10.9 2.4 0.45 5.7 2.4 0.50 19.2 

4 0.80 61.0 2.6 0.53 24.7 2.4 0.50 12.1 2.3 0.74 37.0 

5 0.74 61.8 2.7 0.49 22.5 2.4 0.41 13.9 2.4 0.67 48.6 

6 0.68 45.9 2.8 0.45 18.8 2.4 0.42 11.1 2.3 0.58 45.5 

7 0.99 104.8 2.8 0.68 25.0 2.4 0.64 14.2 2.3 0.94 56.9 

8 0.98 132.4 2.7 0.70 36.1 2.4 0.57 22.7 2.4 1.00 68.2 

9 0.60 25.8 2.8 0.37 8.3 2.4 0.35 7.2 2.4 0.36 14.1 

10 0.80 58.6 2.7 0.56 22.6 2.3 0.47 20.6 2.4 0.67 60.4 

11 0.70 39.2 2.7 0.50 18.7 2.4 0.48 14.2 2.3 0.61 43.0 

Ar, área relativa; S/N, relación señal-ruido; R1-2, R2-3 y R3-4, resolución para los respectivos pares  
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En los gráficos de efectos principales se puede observar que altas T favorecen la 

relación S/N; sin embargo, con respecto a t no se observaron diferencias significativas 

entre los COPs. 

 

El comportamiento del efecto de T sobre Rs fue inverso a aquel obtenido para Ar y la 

relación S/N. En general, las respuestas sólo mostraron pequeñas variaciones después de 

cambiar T, obteniendo valores de Rs superiores a 1.5. 

 

En las gráficas de efectos principales se puede observar, también, que existe una 

relación directa entre T y Ar; las mejores respuestas se obtuvieron a 65° C; sin embargo, 

t tiene un efecto muy pequeño en Ar , por lo tanto se seleccionó un tiempo de 40 min. 
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Figura 52. Gráficos de efectos principales obtenidos a partir del diseño factorial 32 
Respuestas: A) Ar y S/N, para triol; B) Ar, S/N,para 6-cet; C) Ar, S/N, para 7-ceto y D) 
Ar, S/N para 25-OH; R1-2, R2-3 y R3-4 pares críticos respectivos 
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Las gráficas de superficie de respuestas (Figura 53) indican que para T y t elevadas se 

incrementan los valores de Ar y de la relación S/N, aunque se observó un efecto menor 

de t. Para el Tri-Silil ester del 6-ceto, Ar también aumenta a alta T y para t largos; sin 

embargo, la relación S/N fue la más alta a T altas o bajas y t intermedios. El mejor valor 

de R1-2 se encontró para la T más alta y t largos. En cuanto a 7-ceto, Ar aumenta con T y 

t, mientras que la relación S/N aumenta a alta T y bajo t pero no a valores intermedios. 

Para R2-3 (Rs entre 6-ceto, 7-ceto) los valores medios son los mejores. En el caso del 25-

OH, Ar se ve favorecida por la T, y las variaciones en t no fueron significativas. Sin 

embargo, los mejores valores de S/N se obtuvieron, al igual que para  7-ceto, para alta T 

y bajo t de reacción. Es necesario señalar que las variaciones de Rs fueron muy 

pequeñas y sus valores son adecuados para una buena separación de los COPs hasta 

línea base. 
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 Figura 53. Graficas de superficies de respuestas de COPs obtenidas por medio del 
diseño experimental 32: Respuestas: A) Ar y S/N, para triol; B) Ar, S/N,para 6-ceto; C) 
Ar, S/N, para 7-ceto y D) Ar, S/N para 25-OH; R1-2,  R2-3 y R3-4 pares críticos 
respectivos   
 

Por tanto, se eligieron como valores óptimos de T y t, 65 ºC y 40 min, respectivamente. 

En la Tabla 39 se muestra las ecuaciones del modelo ajustado para Ar y S/N y Rs de las 

gráficas de superficie de respuesta para los COPs que forman los pares críticos.  
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Tabla 39. Coeficientes de regresión y ecuación del modelo ajustado 

COP Ecuación del modelo ajustado 

Triol 
Ar=1.4-3.44*10-2*T+2.1*10-3*t+3.9*10-4*T2+6.4*10-5*T*t–4.7*10-5*t2 

S/N=160.4-6.8*T-0.7*t+8.8*10-2*T2+8.8*10-3*T*t+5.3*10-3*t2 

6-ceto 

Ar=1.0-2.7*10-2*T-2.7*10-3*t+3.1*10-4*T2+6.4*10-5*T*t+7.4*10-7*t2 

S/N=73.6-3.1*T+0.6*t+3.6*10-2*T2-1.4*10-3*T*t-5.9*10-3*t2 

Rs1-2=2.5+8.4*10-3*T-3.5*10-4*t-1.0*10-4*T2+4.2*10-5*T*t-1.1*10-5*t2 

7-ceto 

Ar=1.0-2.6*10-2*T-5.6*10-4*t+2.6*10-4*T2 +8.6*10-5*T*t-2.9*10-5*t2 

S/N=32.5-0.7*T-0.3*t+9.3*10-3*T2+1.0*10-3*T*t+2.2*10-3*t2 

Rs2-3=2.3+2.1*10-4*T+4.3*10-3*t+0.0*T^2 -8.3*10-6*T*t–3.9*10-5*t2 

25-OH 

Ar=1.6-5.3*10-2*T+2.2*10-4*t+6.2*10-4*T2+5.9*10-5*T*t-2.7*10-5*t2 

S/N=90.4-2.0*T-1.1*t+2.6*10-2*T^2+6.0*10-3*T*t+6.3*10-3*t2 

Rs3-4=2.2+3.8*10-3*T+2.7*10-3*t-9.2*10-6*T^2-6.2*10-5*T*t – 4.1*10-6*t2 

 
 Ar, area relativa;  S/N, relación señal/ruido; Rs, resolución 

 

5.2.3. Optimización de parámetros cromatográficos para la separación de los  

COP-Tri-Sil-derivados mediante GC-FID. 

5.2.3.1. Selección del patrón interno, IS 

Se eligió el hidrocarburo 9.10-Difenil antraceno (9.10-DFA) como IS para la 

cuantificación de los COPs mediante GC-FID en el estudio con patrones; ya que es un 

compuesto volátil y por tanto no requiere derivatización. 

Para el estudio de COPs en las muestras, teniendo en cuenta que 6-ceto ha sido utilizado 

por otros autores como IS y que no fue identificado en las muestras mediante GC-MS, 

se selecciono 6-ceto como IS ya que es un compuesto similar a los analitos 

determinados y eluye a un tR que se encuentra entre los analitos a analizar. 
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5.2.3.2. Selección del caudal de la fase móvil (He). 

El caudal óptimo de la columna fue obtenida mediante curvas de Van Deemter, a 

partir de una disolución patrón de tetradecano como soluto de prueba. La Figura 54 

muestra el gráfico obtenido H = f(u) para las columnas ensayadas, HP-1 y HP-5, 

utilizando He como fase móvil, donde se observa que la altura de plato H de la 

columna es mínima, y por tanto, el número de platos de la columna será máxima  a 

caudal de 1.6 y 1.2 mL/min, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Curva de Van Deemter usando n-tetradecano (10 mg/L). Tcolumna 125 ºC; 
Tinyector, 175 ºC ; Tdetector, 250 ºC 

 

5.2.3.3. Separación de COPs en patrones mediante GC-FID  

En primer lugar, se evaluaron programas de T propuestos por otros autores para  la 

separación de los COP-Tri-Sil-derivados objeto de studio por GC-FID, pero resultaron 

insastisfactorios (Maerker, 1987) presentando los siguientes pares críticos; 6-ceto/7-ceto 

and 7-ceto/25-OH. Se ensayaron las columnas capilares HP-5 y HP-1 con fase 

estacionaria no polar y diferentes programas de T. Las condiciones cromatográficas, 

tales como caudal, Tinyector y Tdetector también se optimizaron. 
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Los resultados de la Tabla 40 mostraron que ambas columnas separaron los COPs a 

linea base en condiciones isotérmicas. Sin embargo, la columna HP-5 no fue adecuada 

para la separación de los COP-Tri-Sil-derivados en un tiempo razonable (k >35) aunque 

se obtuvo buena resolución; sin embargo, la columna HP-1 mostró valores de Rs 

superiors a 1.5 en un tiempo de análisis menor de 22 min, siendo sus factores de 

retención menores de 15. Hay que tener en cuenta que la columna HP-1 se deteriora 

más fácilmente necesitando llevar a cabo  ajustes en  las condiciones de separación. 

 

Tabla 40. Condiciones para la separación de los COPs mediante GC-FID 
 

Columna 
Tinyector, 

ºC 

Split 

relac. 

Thorno, 

ºC 

Caudal He, 

mL/min 

Tdetector, 

ºC 
tR, k Rs 

HP-1 

HP-5 

300 

300 

3 

3 

290 

245 

1.6 

1.2 

300 

300 

< 21 

> 45 

< 15 

> 35 

> 2.0 

> 1.5 

Tinyector, temperature del inyector, ºC; Thorno, temperature de la columna, ºC; Tdetecteor, temperatura del 
detevtor; ºC; tR, tiempo de retención, min; k, factor de retención; Rs, resolución 

 

 
Se utilizó 9,10-DFA como IS para obtener los calibrados, los cuales permitieron 

calcular los parámetros analíticos usando las áreas y alturas como respuesta de los picos 

cromatográficos para cada estándar (Tabla 41). 

 

Por tanto, la separación de los Tri-Sil ésteres derivados en presencia de IS, se llevó a 

cabo utilizando la columna capilar HP-1 en las siguientes condiciones experimentales: 

Tdetector y Tinyector, 300 ºC; Thorno, isoterma a 290 ºC; Vinyección, 2 µL de una disolución 

mezcla de los Tri-Sil derivados de los COPs de 5 mg/L; relación de split (3:1) y He 

como gas portador a una velocidad de flujo de 1.6 mL/min.  
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La Figura 55  muestra un cromatograma, obtenido en las condiciones óptimas, de una 

disolución estándar de COPs para una concentración de 50 mg/L conteniendo los siete 

Tri-Silil ésteres de los COPs. El pico del 9,10-difenil antraceno presenta un tR a 9.630 

min y el 6-ceto eluye a 19.184 min, siendo el tiempo de análisis menor de 22 min.  

 

 
Figura 55. Cromatograma mediante GC-FID de COP-Tri-Sil derivados.  
COP, 50 mg/L; picos, 1) 9,10-DFA (IS); 2) 7β-OH; 3) β-epóxido; 
 4) α-epóxido; 5) triol; 6) 6-ceto; 7) 7-ceto  y 8) 25-OH 
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Las gráficas de calibrado de las áreas se obtuvieron usando 9,10-FDA como IS. La 

Tabla 41 presenta los valores de los parámetros obtenidos de los cromatogramas de 

disoluciones mezcla de los COP-Tri-Sil derivados en el intervalo de concentración  0.1 - 

20 mg/L. Las ecuaciones de calibrado y sus coeficientes de determinación se muestran 

en la Tabla 42. En las Figuras 56 y 57 se representan los calibrados de los COPs 

estudiados; los cuales fueron lineales en el intervalo de concentración, 0.5 - 20 mg/L de 

COP. La precisión de los COPs respecto de A y tR se determinó por medio de la 

repetibilidad evaluada en un mismo día y la reproducibilidad evaluada en tres días 

diferentes, utilizando disoluciones estándar de 5 mg/L. En la Tabla 43 se observa que el 

valor de RSD dentro de cada día es inferior a 7.7% para A e inferior a 0.67% para tR, 

indicando que la precisión en cuanto a repetibilidad es adecuada. 

 

Los valores de precisión en cuanto a reproducibilidad para estos tres días respecto de A 

y tR se muestra en la Tabla 44, donde se observa que los valores de RSD son inferiores 

a  11.2 y 1.3 %  para Ar y tR, respectivamente. 
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Los valores de LOD y LOQ se calcularon mediante las expresiones indicadas en 4.4.7.1. 

y se muestran en la Tabla 45; el ruido, N, fue obtenido en cada intervalo de los tR  

 

Tabla 45. Medidas de los blancos para calcular la precisión del tR, LOD y LOQ 
mediante GC-FID 

COP tRp min t1, min t2 min N/b 

LOD, 

mg/L 

 

LOD, ng 

 

LOQ, ng 

  

7β-OH 14.75 14.69 14.81 0.004 0.012 0.024 0.08 

β-epóxido 15.13 15.07 15.14 0.021 0.063 0.126 0.42 

α-epóxido 15.56 15.50 15.62 0.005 0.015 0.030 0.10 

Triol 18.35 18.28 18.43 0.004 0.012 0.024 0.08 

7-ceto 19.66 19.58 19.73 0.018 0.054 0.109 0.36 

25-OH 20.13 20.05 20.21 0.005 0.015 0.030 0.10 

tRp, tiempo de retención medio; t1,límite inferior del tR; t2, límite superior del tR; N, ruido en el intervalo 
de tRp; b,  pendiente del calibrado de alturas; LOD, límite de detección; LOQ, límite  de cuantificación;  
n= 6 

 

Los valores de LOD fueron entre 0,024 ng y 0,126 ng y los factores de respuesta 

calculados con respecto al IS 6-ceto: 1,19 (7β-OH); 0,80 (β-epóxido); 0,95 (α-epóxido); 

1,36 (triol); 1,09 (7-ceto) y 1,35 (25-OH), lo cual indica que la respuesta generada por el 
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detector es muy similar para los derivados de los COPs, puesto que sus valores son 

cercanos a 1,00. 

 

5.2.5. Optimización de la extracción de la fracción lipídica 

Como se ha indicado, el análisis de COPs en muestras de alimentos de origen animal 

mediante GC resulta laborioso porque los COPs tienen que ser aislados de matrices 

complejas. Además, estos compuestos se encuentran presentes en muy bajas 

concentraciones, siendo necesario llevar a cabo etapas de clean up y preconcentración 

para facilitar su determinación cuantitativa (Lozada-Castro, et al. 2011). 

 

Teniendo en cuenta que la extracción de la fracción lipídica es una de las etapas críticas 

en el análisis de COPs en muestras de alimentos, se evaluó el método automático de 

extracción con disolventes a alta presión, comparándolo con el método habitual de 

lixiviación con CHCl3 para el análisis de carne picada, cuyos procedimientos se indican 

en experimental, 4.4.6.1. y 4.4.6.2.  

 

Se ensayaron diferentes condiciones en el sistema ASE (Tabla 46), utilizando distintas 

mezclas disolventes usados en la literatura (Et.P, Et.P: CHCl3 y CHCl3: MeOH), en el 

intervalo de T 40 a 80 ºC y valores de P de 1500 y 2000 psi, para obtener las 

condiciones óptimas de extracción de lípidos a las cuales los COPs no sufran 

transformaciones y el colesterol no experimente procesos de oxidación. Se evaluaron 

los valores de recuperación, limpieza de los extractos y limpieza de los cromatogramas 

(Dionex, 2000). 
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Tabla 46. Parámetros estudiados en la optimización de muestra para la 
determinación de COPs mediante ASE y GC-FID  
 

Muestra 

5 g 

T, 

ºC 

Disolvente V 

Disolvente, 

mL 

Número 

Extracciones  

COPs encontrados 

 
 
 
 

Carne 
picada 

 

 
40 

 

 
 
 
 
 
 
 

Eter petróleo 

 

34 1 7β-OH, β-epóxido, α-
epóxido y 7-ceto 34 2 

34 3 ---- 
 

40 
 

45 
 

 
 
 
 
 
 

1 
 

 
 

7β-OH, β-epóxido, α-
epóxido y 7-ceto 

 
 

80 
 

34 
 

 
 
 

Carne 
picada + 

COPs 
 

 
40 

 

 
45 

 

 
7β-OH, β-epoxy, α-

epoxy, 25-OH, 6-ceto 
and 7-ceto 

 
 

60 
Eter petróleo 
/cloroformo 

85/15 

 
45 

 
7β-OH, β-epóxido, α-
epóxido, 25-OH, 6-
ceto, 7-ceto y triol 

 
 

Los extractos obtenidos mediante el método ASE fueron más limpios; además, 

mediante este procedimiento mejoró significativamente la homogeneización de la 

muestra al requerir una etapa adicional mediante mezcla con tierra de diatomeas que 

además proporcionó el secado de la muestra (Figura 58); al presentar la muestra mayor 

área superficial mejoró el contacto disolvente-muestra; además, puesto que el sistema 

permite controlar T y P, aumenta la eficacia de extracción. Los mejores valores de 

recuperación se obtuvieron usando éter de petróleo conteniendo una pequeña 

proporción de cloroformo, Et.P: CHCl3, 85:15 (V:V); utilizando sólo Et.P, las 

recuperaciones de los COPs polares (triol y 25-OH) fueron bajas. 
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Figura 58. Muestra de jamón serrano homogeneizada con tierra de diatomeas 

 

El tiempo de extracción disminuyó drásticamente de 18 horas (método de lixiviación) a 

20 minutos (método de ASE) y el consumo de disolventes disminuyó en un 50 %. Por 

otro lado, el éter de petróleo conteniendo una pequeña cantidad de cloroformo es más 

fácil de evaporar que el cloroformo puro, siendo innecesario el uso del rotavapor. 

Además, el Et.P es menos tóxico que el CHCl3, y el sistema, al ser cerrado, evita 

posibles procesos de oxidación por contacto con el oxígeno del aire en el momento de la 

extracción.  

 

Debido a que los COPs pueden sufrir oxidación a alta T, se seleccionaron  las 

condiciones de 40 ºC y 1500 psi, las cuales son más suaves que las de Boselli et al. 

(2001), y evitan que el colesterol reaccione para producir COPs. Las recuperaciones 

mediante el método ASE fueron superiores a las obtenidas con el método de lixiviación 

(Figura 59) con valores de RSD similares (en general, inferior al 10%). Se probaron 

también otras mezclas de disolventes; las mezclas de metanol-cloroformo 

proporcionaron extractos muy sucios, posiblemente porque aumenta la solubilidad de 

biomoléculas solubles en agua, Por esta razón, la metodología de Boselli, basada 
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también en la extracción de ASE, que se aplicó a muestras de polvo de huevo 

conteniendo un bajo porcentaje de agua (4%), no fue adecuada para las muestras de este 

trabajo, puesto que contienen cantidades altas de agua y muchos compuestos polares 

endógenos eluyen obteniéndose cromatogramas muy sucios e interfiriendo con el 

tratamiento de la muestra; además, esta metodología utiliza un paso de saponificación 

con KOH en metanol y algunos COPs (triol y epóxidos) son sensibles a los cambios de 

pH del medio (Nielsen et al., 1996); también triol (compuesto ácido) en un medio 

básico podría transformarse en su especie disociada que es insoluble en disolventes 

apolares. 

Los criterios y resultados anteriores permitieron seleccionar el método propuesto, ASE, 

como el método de extracción de los COPs. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 59. Recuperacion de COPs al aplicar diferentes métodos de extracción.    
ASE; Lixiviación. Muestras de carne picada 

 

5.2.6. Identificación de COPs mediante GC-MS en muestras de alimentos 

Los Trisil derivados de los COPs estudiados fueron identificados mediante GC-MS 

usando la librería NIST excepto en los casos de α- and β-epóxidos y 6-ceto, cuyos 
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espectros de masas se compararon con los espectros experimentales obtenidos a partir 

de los respectivos estándares.  

 

Teniendo en cuenta los valores de las relaciones m/z fue posible establecer cuántos 

grupos Trimetil-Silil (TMS) contienen los derivados de los COPs. Las estructuras 

iniciales de los COPs, 7β-OH, 25-OH, conteniendo 2 radicales –OH, dieron lugar a 

derivados con dos grupos TMS, mientras triol, el cual contiene 3 radicales –OH, dio 

lugar a un derivado con dos grupos TMS. Los otros derivados de los COPs, β-epóxido, 

α-epóxido, 7-ceto y 6-ceto solamente contienen un grupo TMS.  

 

Los COPs identificados en las muestras fueron los siguientes: 7β-OH, β-epóxido, α-

epóxido y 7-ceto en todos los casos y 25-OH en algunos casos. Debido a que 6-ceto no 

se encontró en ninguna muestra, este COP fue seleccionado como estándar interno. La 

Tabla 47 muestra la relación m/z de los Tri-Sil derivados de los COPs y sus iones de 

fragmentación obtenidos de los espectros de masas. 
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Tabla 47.  Relaciones  m/z de los iones formados mediante GC-MS de los COPs-Tri-
Sil-derivados  

 

Compuesto 
Relación 

m/z 
Iones de fragmentos 

7ββββ-OH 546 465, 368, 329, 281, 129, 75 

ββββ-epóxido 474 458, 384, 368, 329, 281, 129, 75 
 

αααα-epóxido 474 415, 368, 329 
 

7-ceto 

 
472 

 
382, 367, 269, 174, 129, 75 

 

triol 

 
564 

 
456, 441, 403, 367, 321, 129 

 

6-ceto 

 
474 

 
445, 75 

 

25-OH 

 
546 

 
456, 366, 327, 295, 271, 131, 95 

m/z, relación masa/carga, uma 

 

En el espectro de masas del derivado del 7β-OH se observa una relación m/z a 546 uma, 

lo cual indica que este compuesto ha reaccionado con dos moléculas de TMS. Este ion 

sufre a, 456 uma una pérdida de 90 unidades de masa, posiblemente debido a la perdida 

de los 6 radicales metilos de los dos grupos TMS. El ión de masa 73 uma se debe a la 

presencia del grupo TMS. Por comparación del espectro obtenido de la muestra, Figura 

60 A, con aquel obtenido de la librería NIST, Figure 60 B, se identifica la estructura 

molecular del derivado del 7β-OH. 
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A 

 
B 

 

 
Figura 60. Espectros de masa del 7β-OH-Tri-Sil derivado. A) Muestra de carne  
picada; B) Disolución patrón de 7β-OH  
 
 
 

La identificación del derivado del β-epóxido se realizó por comparación de los 

espectros de masa de sus muestras y aquellos obtenidos de una disolución patrón de este 

compuesto (Figura 61). Se detectan los iones de masa a 458, 384, 368, 356, 329 y 75, 

además de la presencia del ión de masa 474 que corresponde al ión molecular, lo que 

indica que la formación de este derivado tiene lugar por la reacción con un solo grupo 

TMS. 

  

(Text File) CP8KGY MANUAL 560 (18.664) Cm (560:561-565:566)

30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680
0

50

100

35 52
73

95 129 157179
207

233 277299321 368 392
414

456

502524546 584 609 638 697

(mainlib) Silane, [[(3á,7á)-cholest-5-ene-3,7-diyl]b is(oxy)]b is[trimethyl-

30 100 170 240 310 380 450 520 590 660 730 800
0

50

100

73

95 129 208 247 281 367

456

546

O O

Si

Si
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A 

 
 

 

B 

(Text File) 7COP-20090605-MANUAL 573 (19.101) Cm (572:574-563:566)

30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780
0

50

100

57

75
93

129
159

177

193

247

282

368

384

399

430
458

474

489
549

576

614

637662687713738763789

 

 

Figura 61. Espectro del β-epóxido-Tri-Sil- derivado. A) Muestra de carne 
 Picada; B) Disolución patrón de β-epóxido  
 
 

 

El derivado del α-epóxido en la muestra fue identificado de la misma manera (Figura 

62). Existe similitud en las fragmentaciones; se formaron los iones de masa 415, 384 y 

368, además del ión de masa 474 que corresponde al ión molecular, indicando que el 

derivado se forma por la reacción con un solo grupo TMS. Los espectros de los 

compuestos β y α-epóxidos son muy similares porque son isómeros. 

(Text File) CP8KGY MANUAL 576 (19.198) Cm (575:576-568:570)

30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780
0

50

100

36

57

75 93

107

129

159 208
247

281 329

356

368

384

414

429

458

503
548

586 638 685711736 765791

O

O

Si
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B 

 
 

Figura 62. Espectro del  α-epóxido-Tri-Sil-derivado. A) Muestra de carne  
picada; B) Disolución patrón de α-epóxido 
 
 

 

Los espectros obtenidos a partir del derivado del 7-ceto en las muestras de carne y del 

estándar son similares y sus señales características están claramente definidas (Figura 

63). Además, dichos espectros fueron confirmados por comparación con aquellos 

referidos por la librería NIST; el ión a 472 uma, que corresponde al ión molecular, 

indica que este COP solamente reacciona con un grupo TMS. 

(Text File) CP8KGY MANUAL 584 (19.465) Cm ((583+584)-(590+592))
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0
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191
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Figura 63. Espectro del 7-ceto-Tri-Sil-derivado. A) Muestra de carne picada; B) 
Espectro y estructura propuestos por la librería NIST 
 

El 6-ceto no se identificó en las muestras y se seleccionó como estándar interno para 

todas las muestras en estudio.  

 

La identificación del derivado del triol se realizó por comparación de los espectros 

obtenidos en una disolución patrón con el de la librería NIST; el ión a 564 uma que 

aparece en este espectro corresponde al ión molecular del derivado de este COP, 

indicando que reacciona con dos grupos TMS en las posiciones que se definen en la 

estructura de la Figura 64, no obteniendo señales correspondientes al derivado con tres 

grupos TMS como los observados en la bibliografía (Brooks et al. 1973; Park et al., 

1989;.Guardiola et al., 1998; Shan et al., 2003; Guardiola et al., 2004). 
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Figura 64. Espectro del triol-Tri-Sil-derivado. A) Disolución patrón; B) Espectro y 
estructura propuestos por la librería NIST 
 

 

Al comparar los espectros del patrón del Tri-Sil-derivado del 6-ceto y la librería NIST 

se determinó la estructura de este compuesto (Figura 65) encontrándose en el espectro 

de la disolución patrón una señal que corresponde a un ión de masa 474, el cual 

equivale al ión molecular de este derivado. 
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Figura 65. Espectro del 6-ceto-TriSil-derivado. A) Disolución patrón; B) Estructura 
propuesta por la librería NIST 
 

 

La identificación del derivado del 25-OH se realizó por comparación entre el espectro 

obtenido a partir de una disolución patrón y el referido por la librería NIST; se observa 

claramente una señal a 546 la cual corresponde al ión molecular (estructura Figura 66); 

además, se observa que el resto de señales presentan un grado notable de concordancia, 

no obteniendo señales correspondientes al derivado mono-tms como los observados en 

la bibliografía (Brooks et al. 1973; Park et al., 1989;.Guardiola et al., 1998; Shan et al., 

2003; Guardiola et al., 2004). 
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Figura 66. Espectro del 25-OH-Tri-Sil-derivado. A) Disolución patrón; B) Estructura 
 propuesta por la librería NIST  
 
 
 

5.2.7. Estudios de la estabilidad de los Tri-Sil-COPs-derivados 

Los ensayos de estabilidad  de los COPs-Tri-Sil-derivados se realizaron  a partir de una 

disolución mezcla de COPs de 5 mg/L, aplicando el método de determinación 4.4.12. e  

indicaron que estos derivados son estables al menos durante 5 días, mantenidos a -18ºC 

cuando se utiliza un volumen del reactivo derivatizante, Tri-Sil, de 200 µL. 

 

La Tabla 48 presenta los valores medios obtenidos de los ensayos realizados durante 

ocho días consecutivos. 
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Tabla 48. Estabilidad de los Tri-Sil derivados 

 

Día 
7β-OH β-epóxido 5α-epóxido triol 7-ceto 25- OH 

A R, % A R, % A R, % A R, % A, R, % A R, % 

 
1 7652 100,0 5266 100 6396 100 8994 100 7325 100 8267 100 
 

2 7421 97,0 5107 97,0 6307 98,6 8567 95,3 7309 99,8 8002 96,8 
 

3 6987 91,3 4908 93,2 6187 96,7 8147 90,6 7188 98,1 7999 96,8 
 

4 6323 82,6 4645 88,2 5843 91,4 7926 88,1 7092 96,8 7789 94,2 
 

5 5798 75,8 4173 79,2 5391 84,3 7325 81,4 6934 94,7 7455 90,2 
 

6 4966 64,9 3589 68,2 4642 72,6 7005 77,9 6848 93,5 7267 87,9 
 

7 4033 52,7 3076 58,4 3866 60,4 6543 72,7 6627 90,5 6933 83,9 
 

8 3649 47,7 2589 49,2 2986 46,7 5699 63,4 6387 87,2 6729 81,4 
A, área de pico; R, recuperación 

 

5.2.8. Determinación de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos 

El contenido de COPs en diferentes muestras lipídicas de alimentos, carne picada, 

jamón cocido, jamón serrano, queso fresco y salmon ahumado, fue determinado usando 

el método ASE indicado en 4.4.6.2, llevando a cabo el clean up de la muestra según se 

describe en 4.4.6.3 y aplicando el método de separación cromatográfica 4.4.7. La 

cuantificación de los COPs se realizó mediante el calibrado de estándar interno, 4.4.7.1. 

utilizando 6-ceto como IS y los valores medios de sus factores de respuesta (Rf) a 

diferentes concentraciones de los COPs (Tabla 49) calculados usando la información de 

la Tabla 41.  
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Tabla 49. Factores de respuesta (Rf) calculados a diferentes concentraciones 
 

COP, mg/L 7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 

0.5 1.18 0.63 0.93 1.01 1.11 1.28 

1.0 1.14 0.73 0.88 1.66 0.99 1.42 

5.0 1.10 0.92 0.84 1.24 0.93 1.18 

10.0 1.28 0.88 1.07 1.50 1.22 1.38 

20.0 1.25 0.83 1.04 1.40 1.20 1.49 

X 1.19 0.80 0.95 1.36 1.09 1.35 

X, promedio de los factores de respuesta 

 

5.2.8.1. Carne picada 

Las muestras fueron analizadas por triplicado usando ambos métodos de extracción, 

ASE y lixiviación. En el análisis de la muestra sin irradiar, se obtuvo un cromatograma, 

Figura 67, que muestra la presencia de 7β-OH, β-epoxide, α-epoxide y 7-ceto, los 

cuales fueron identificados mediante GC-MS, de acuerdo a la sección 5.3.5. En análisis 

de alimentos se refieren contenidos de estos compuestos que difieren de una forma 

significativa entre diferentes tipos y dentro de un mismo tipo de alimento; los 

contenidos de COPs en carne picada se encuentran dentro del intervalo que 

generalmente se refieren en alimentos (Folch et al., 1957; Terry Finacchiaro et al., 1984; 

Johnson, 1996; Ulberth y Rossler, 1998; Chang y Liu, 1998; Novelli et al., 1998; 

Tsuzukia et al., 2000; Petrón et al., 2003; Valenzuela et al., 2004; Al-Saghir et al., 2004; 

Busch y King, 2009). 
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Figura 67. Cromatograma mediante GC-FID de los Tri-Sil derivados para carne  
picada sin irradiar. Picos, 1) 7-βOH; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido y 4) 7-ceto 

 

5.2.8.2. Jamón cocido 

En este caso, se detectaron todos los COPs estudiados, aunque el triol y 25-OH se 

encontraron en cantidades no cuantificables. Las cantidades encontradas en las muestras 

de Jamón cocido sin irradiar (Figura 68) fueron relativamente pequeñas, siendo el valor 

más alto para el 7-ceto (226 ng/g muestra); cabe resaltar que este compuesto es el que 

más frecuentemente se encuentra en los alimentos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 68. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para jamón cocido sin 
irradiar. Picos, 1) 7β-OH, 2) β-epóxido, 3) α-epóxido y  4) 7-ceto.   
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5.2.8.3. Jamón serrano 

Todos los COPs estudiados fueron detectados, excepto 25-OH; el COP 7-ceto mostró el 

valor más alto de 531 ng/g. Estudios referidos en la bibliografía indican la presencia de 

una cantidad de 7-ceto significativa en jamón iberico, (570-710 ng/g), aunque también 

detectaron  7β-OH, β-epóxido, α-epóxido, triol y 25-OH. En nuestro caso, las 

concentraciones fueron más bajas que las citadas en este estudio (Petrón et al., 2003). 

La Figura 69 muestra el cromatograma de los Tri-Sil derivados obtenidos para una 

muestra sin irradiar de jamón serrano. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 69. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para jamón 
serrano sin irradiar. Picos, 1) 7β-OH, 2) β-epóxido, 3) α-epóxido y 4) SI (6-ceto) y 
5) 7-ceto  
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En las muestras de Queso Blando sin irradiar se detectaron 4 de los 6 COPs objeto de 

este estudio, presentando el 7-ceto el contenido más alto, hasta de 259 ng/g; triol y 25-

OH no fueron detectados. En la bibliografía se ha referido la  identificación de los COPs 
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7β-OH, β-epóxido, α-epóxido y 7-ceto en muestras de queso (Kristensen et al, 2001). La 

Figura 70 muestra un cromatograma de la muestra de queso blando sin irradiar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 70. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para queso blando 
sin irradiar. Picos,  1) 7β-OH, 2) β-epóxido, 3) α-epóxido y 4) IS (6-ceto) y 5) 7-ceto 

 

 

5.2.8.5. Salmón ahumado 

Las muestras de salmón ahumado presentan unas características muy diferentes a las de 

las otras muestras estudiadas. El contenido de COPs en estas muestras tiene diferencias 

con los otros alimentos; en las muestras sin irradiar se observan los COPs 7β-OH, β-

epóxido y 25-OH; sin embargo el COP 7-ceto el cual aparecía en todas las muestras 

estudiadas no se detecta en muestras de salmón, Figura 71. En general, las cantidades 

de COPs en muestras de salmón son relativamente pequeñas  obteniendo la cantidad 

mayor para 25-OH (116 ng/g). En un trabajo anterior se refiere la presencia de los COPs 

7β-OH, β-epóxido, α-epóxido, triol y 7-ceto en muestras de salmón sin ahumar 

sometidas a diferentes procedimientos de cocinado, lo cual indica que este alimento es 

susceptible a la formación de estos compuestos. 
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Figura 71. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para Salmón 
ahumado sin irradiar. Picos, 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido; 4) IS (6-ceto) y 5) 
25-OH  

 

5.2.9. Validación del método para la determinación de COPs mediante GC 

La precisión del método se evaluó determinando la desviación estándar relativa (RSD) 

(n=3) de muestras enriquecidas al nivel de concentración de 2 µg/g; asímismo, la 

exactitud se determinó mediante estudios de recuperación (R, %) de muestras 

enriquecidas con alícuotas de 16 µL de las disoluciones individuales de trabajo de 50 

mg/L y aplicando el procedimiento total por triplicado. Se siguió el protocolo  indicado 

en la parte experimental y las concentraciones de COP se determinaron utilizando los 

valores medios de los factores experimentales de respuesta (Tabla 49) para cada COP 

con respecto al 6-ceto, IS. 

Para el cálculo se utilizó el factor de respuesta según la siguiente ecuación: 

Rf = [COP] * A6-Ceto/[6-Ceto] * ACOP      Ecuación 26 
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Donde: 

[COP], concentración de cada COP; A6-Ceto, área del pico del IS, 6-Ceto; [6-Ceto], 

concentración del IS, 6-Ceto; y ACOP, área de pico de cada COP 

 

Los resultados mostrados en la Tabla 50 indican que el método ASE propuesto es 

adecuado para la preparación de muestras lipídicas de alimentos mediante GC-FID. 

Para los COPs más polares, triol y 25-OH, se obtuvieron las recuperaciones más bajas 

(62-71 %) y, generalmente, valores de RSD más altos e inferiores al 12 %; esto indica, 

posiblemente, que la eficiencia del método dependa de la polaridad de los COPs. 

  

Tabla 50.  Recuperaciones de COPs en muestras de alimentos 
 

Muestra 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

R,% RSD R,% RSD R,% RSD R,% RSD R,% RSD R,% RSD 

Carne picada 89.0 10.2 84.0 13.1 89.5 9.2 91.0 6.6 92.5 6.0 85.4 12.6 

Jamón cocido 85.2 5.7 94.0 9.9 80.2 8.1 62.5 10.7 95.2 20.0 67.4 11.4 

Jamón serrano 81.4 7.9 81.9 10.9 74.5 9.1 66.9 10.2 81.1 7.8 67.0 11.1 

Queso blando 75.3 11.3 78.8 2.1 82.0 5.2 63.2 13.0 88.0 8.3 70.1 12.9 

Salmón ahumado 79.9 6.1 82.7 6.8 86.2 4.8 64.2 14.3 86.8 3.8 65.5 14.5 

R, recuperación; RSD, desviación estándar relativa a nivel de 2 mg/L (n=3) 
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5.2.10. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en las 

muestras de alimentos. Estudios estadísticos 

 

5.2.10.1. Análisis de la varianza, ANOVA 

Para detectar posibles efectos debido al proceso de irradiación, se analizaron 

muestras no-irradiadas e irradiadas a diferentes dosis, hasta 8 kGy. Los resultados 

obtenidos se muestran en las Tablas 51 a 56. La comparación de resultados para cada 

tipo de muestra se llevó a cabo mediante test ANOVA de un factor; el test ANOVA 

proporcionó diferencias significativas entre las concentraciones medias de COPs, 

indicadas por los valores α inferiores a 0.05 entre muestras no irradiadas e irradiadas, 

como se detalla en las muestras descritas a continuación.  

 

5.2.10.1.1. Carne picada 

Los valores medios del contenido de COPs en muestras de carne picada a diferente 

dosis de irradiación (0-8 kGy) se presentan en la Tabla 51. Los contenidos de COPs 

fueron comparativamente más altos que aquellos encontrados en las otras muestras 

estudiadas, probablemente debido a la mayor superficie de contacto de la carne picada 

lo cual facilita las reacciones de oxidación. El COP 7-ceto es el compuesto que se 

encuentra en mayor proporción, seguido por 7-βOH; β-epóxido se encuentra en 

cantidades apreciables y α-epóxido en cantidades relativamente pequeñas, los otros 

compuestos no fueron detectados por las dos técnicas usadas en este estudio (GC-FID y 

GC-MS). 

 

Estos resultados indican que los COPs se formaron durante la irradiación de las 

muestras;  en general, el contenido de COP aumenta cuando la dosis de irradiación 

aumenta, aunque no existe una relación lineal entre dosis de irradiación y concentración 
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de COP detectada. Se encontraron diferencias significativas a un nivel de confianza del 

95.0% para 7β-OH, β-epóxido, α epóxido y 7-ceto, con valores de α< 0.05.  

 

Tabla 51. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de carne 
picada 
 

Dosis 

Irradiación, kGy 

 

COPs, ng/g 

7ββββ-OH ββββ-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 648 227 147 nd 1642 nd 

0 678 207 162 nd 1668 nd 

0 722 246 182 nd 1755 nd 

 

1 836 867 228 nd 2191 26 

1 891 932 235 nd 1917 24 

1 939 1005 262 nd 2001 21 

 

2 951 795 196 nd 2176 29 

2 1041 859 178 nd 2029 36 

2 996 824 183 nd 2315 32 

 

4 1012 847 201 nd 2118 63 

4 966 712 250 nd 1955 57 

4 951 781 199 nd 2029 70 

 

6 1067 1019 336 nd 2456 55 

6 1250 773 305 nd 2705 63 

6 1137 916 406 nd 2848 49 

 

8 831 745 251 nd 2018 16 

8 924 702 262 nd 2272 22 

8 885 637 248 nd 2124 19 

nd, no detectado 

El test Tukey HSD se utilizó para determinar cuáles de estas dosis de irradiación eran 

diferentes. La Figura 72 presenta las gráficas del test Tukey, las cuales visualizan las 

concentraciones medias de los  intervalos al 95%  para 7β-OH, β-epóxido, α- epóxido y 

7-ceto obtenidos a partir de las muestras de carne picada para cada dosis de irradiación.  
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Con respeto a las muestras irradiadas (dosis de irradiación de 1 a 8 kGy) no hubo 

diferencias significativas entre ellas a excepción de la dosis de 6 kGy que presenta el 

valor mayor. Por lo tanto, estas diferencias encontradas pueden atribuirse al sesgo en el 

análisis de muestras de carne picada. 

 

  

Figure 72. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en muestras de 
carne picada 

 

Resumiendo, en general, el contenido de COPs aumenta cuando aumenta la dosis de 

irradiación, si bien no se obtuvo una relación lineal entre la dosis de irradiación y 
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concentración de COP. Los contenidos de COPs se multiplicaron por un factor de 1.2 a 

1.7 en muestras irradiadas a 8 kGy con respecto a las no irradiadas. Varios autores han 

referido la presencia de COPs en otro tipo de alimentos procesados (Hwang y Maerker, 

1993; Diehl, 1995; Du y Ahn, 2000; Ahn et al., 2001; Nam et al., 2001; Zanardi et al., 

2009). Por otra parte, en relación a la esterilización microbiana, dosis de E-beam de 

hasta 2 kGy son eficaces para eliminar la bacteria Listeria monocytogenes, no 

produciendo cambios organolépticos significativos (Cabeza et al., 2007). Los niveles de 

COPs detectados fueron unas 100 veces inferiores a los niveles tóxicos in vitro e in vivo 

(Phelan y Mahler, 1997; Chang et al., 1997; Chang et al., 1998; Yin et al., 2000;  Gheli 

et al., 2002; ),  por lo que la irradiación E-beam puede ser considerada como una técnica 

útil para esterilizar alimentos RTE de carne picada, al no estar afectada su seguridad 

química. Conclusiones similares se han obtenido para otros alimentos proteicos, como 

los productos lácteos, pescado y semillas de loto (Kim et al 2000; Gil et al., 2004; 

Morrissey y Kiely, 2006). 

 

Como complemento se incluyen los resultados obtenidos empleando los dos métodos de 

preparación de muestra de carne picada (Tabla 52).  
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Tabla 52. Influencia del procedimiento de extracción y de la irradiación en la 
formación de COPs en muestras de carne picada  
 

Dosis 

Irradiación, kGy 

COP, ng/g (RSD, %), lixiviación 

7β-OH β-epóxido αααα-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 704(3.6) 302(11.9) 95(11.6) 

nd 

1715(2.8) 

nd 

1 927(4.1) 384(5.9) 103(5.8) 1741(6.2) 

2 908(8.1) 473(4.8) 114(6.1) 1933(5.5) 

4 972(4.8) 420(8.3) 104(8.6) 1779(2.0) 

6 1000(0.7) 420(3.3) 159(2.0) 1978(5.0) 

8 898(7.0) 457(3.3) 115(7.8) 2030(6.8) 

 

[COP], ng/g (RSD, %), ASE 

7β-OH β-epóxido αααα-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 743(6.0) 644(4.2) 194(9.4) 

nd 

1955(4.2) 

nd 

1 1186(5.8) 1216(7.4) 315(7.4) 2648(6.9) 

2 1296(4.5) 1074(3.9) 242(5.0) 2825(6.6) 

4 1270(3.3) 1015(8.7) 284(13.4) 2644(4.0) 

6 1496(8.0) 1175(13.7) 454(14.9) 3470(7.4) 

8 1145(5.3) 904(7.8) 330(2.8) 2779(6.0) 

nd, no detectado; RSD, desviación estándar relativa 
 

La Figura 73 presenta el gráfico de dispersión para los COPs, contenidos encontrados 

para el 7-ceto frente aquellos obtenidos para β-epóxido, que son los COPs con 

contenidos más diferentes; se verifica que existen diferencias significativas entre las 

muestras irradiadas y no irradiadas tras análisis por los dos métodos de extracción 

(lixiviación y ASE). Además, las muestras irradiadas están correlacionadas en cada uno 

de los métodos con excepción de la dosis de 1 kGy para el método de lixiviación y 6 

kGy para el método ASE, cuyos valores están dispersos.  
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Figura 73. Gráfico de Dispersión para los COPs, 7-ceto/β-epóxido 
 

5.2.10.1.2. Jamón cocido 

En la Tabla 53 se presentan los contenidos de COPs en muestras no-irradiadas e 

irradiadas de jamón cocido. Los valores más elevados fueron para 7β-OH, β-epóxido y 

7-ceto, con cantidades máximas de 152, 287 y 522 ng/g respectivamente; en otros 

trabajos realizados con carnes frías como mortadela y salami se han determinado 

concentraciones de 7β-OH, α-epóxido, 7-ceto y 25-OH hasta de 18.69 µg/g, equivalente 

a más de 30 veces las cantidades obtenidas en este trabajo (Novelli et al., 1998). 
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Tabla 53. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de jamón 
cocido 

Dosis  

Irradiación, 

kGy 

COPs, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 111 131 95 nq 188 nq 

0 119 132 100 nq 190 nq 

0 115 135 79 nq 226 nq 
 

1 

 
144 

 
134 

 
68 

 
55 

 
232 

 
81 

1 130 118 59 44 217 105 

1 138 126 82 62 245 103 
 

2 

 
122 

 
134 

 
130 

 
61 

 
240 

 
71 

2 146 117 137 88 274 69 

2 137 143 160 84 261 82 
 

4 

 
161 

 
156 

 
104 

 
50 

 
338 

 
121 

4 123 146 137 58 419 121 

4 152 170 130 69 522 124 
 

6 

 
130 

 
297 

 
139 

 
58 

 
379 

 
113 

6 114 252 144 42 268 89 

6 123 229 134 53 241 81 
 

8 

 
140 

 
297 

 
110 

 
58 

 
379 

 
113 

8 121 252 102 42 268 84 

8 132 229 113 53 241 81 
nq= no cuantificado 

 

Los resultados del test ANOVA para los COPs presentes en esta matriz se muestran en 

la Figura 74; en general se observa un incremento en su contenido en las muestras 

irradiadas si bien los compuestos 7β-OH, 7-ceto y 25-OH presentan los valores más 

altos y significativos cuando las muestras se irradian a 4 kGy.  

En el caso del β-epóxido, el incremento es bastante significativo para las irradiaciones 

de 6 y 8 kGy; para las otras irradiaciones no se observan diferencias significativas. Sin 

embargo, en los contenidos de α-epóxido en las muestras, aunque se observa un 

incremento significativo cuando las muestras son irradiadas a partir de 2 kGy, las 

variaciones son muy dispersas, sin experimentar cambios significativos entre las 
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irradiaciones 2, 4, y 6. Por otra parte, el triol presenta los menores contenidos en las 

muestras irradiadas y se observa un incremento significativo a 2 kGy; tanto triol como 

25-OH presentan un contenido no cuantificable en las muestras sin irradiar, si bien, en 

ambos casos, el aumento en su contenido en las muestras irradiadas es significativo 

siendo la diferencia más significativa a 2 y 4 kGy, respectivamente.  

  
Figura 74. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en muestras de 
jamón cocido 
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5.2.10.1.3. Jamón Serrano 

La Tabla 54 presenta los contenidos de COPs para la muestra de jamón serrano. Los 

valores más altos se obtuvieron en muestras sin irradiar e irradiadas para el 7-ceto con 

contenidos  que llegan a los 805 ng/g; para los isómeros β-epóxido y α-epóxido se 

obtuvieron alrededor de los 300 ng/g. 

Tabla 54. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de jamón 
serrano 

Dosis  

irradiación, 
kGy 

COPs, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 285 207 151 nq 473 nq 

0 292 167 147 nq 437 nq 

0 272 181 170 nq 531 nq 
 

1 
305 215 178 55 538 110 

1 317 236 214 70 576 134 

1 282 254 187 73 495 105 
 

2 
278 217 184 70 576 131 

2 295 211 180 62 530 137 

2 312 253 212 67 619 124 
 

4 
302 264 197 39 613 71 

4 253 222 185 33 660 90 

4 287 244 236 54 765 124 
 

6 
297 225 175 31 717 179 

6 308 237 196 38 717 196 

6 325 229 220 47 805 202 
 

8 
236 172 159 12 499 138 

8 257 194 141 10 519 154 

8 277 229 177 53 511 172 
nq, no cuantificado  

El test ANOVA indica que en todos los casos incrementa el contenido de COPs de 

forma significativa entre muestras no irradiadas e irradiadas excepto para el 7β-OH que 

no existe diferencias significativas entre ellas. Para los COPs 7β-OH, 7-ceto y 25-OH el 

mayor contenido se obtuvo cuando las muestras se irradiaron a 6 kGy; el β epóxido 
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presenta un comportamiento similar a su isómero, α-epóxido, en esta matriz, 

obteniéndose un valor máximo a 4 kGy; en el caso del 7-ceto se observa un incremento 

gradual de su contenido hasta 6 kGy y luego disminuye bruscamente cuando se irradian 

las muestras a 8 kGy; sin embargo, el contenido de 25-OH se incrementa de una manera 

irregular con la irradiación obteniéndose el valor mayor a 6 kGy. 

 

El triol es el COP que presenta el menor contenido aumentando significativamente con 

las dosis de irradiación, siendo sus valores más altos para las irradiaciones 1 y 2 kGy. 

Todos estos efectos se observan en la Figura 75.  

 

En general, existe una tendencia a disminuir el contenido de COPs cuando las muestras 

se irradian a 8 kGy, a la que  no se encuentra explicación, por el momento.  
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Figura 75. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en 
muestras de jamón serrano 

 

 

5.2.10.1.4. Queso blando 
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Tabla 55. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de queso 
blando 

Dosis  

irradiación, kGy 

COP, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 137 100 146 nd 189 nq 

0 145 126 154 nd 181 nq 

0 136 104 182 nd 199 nq 
 

1 
129 101 139 nd 242 96 

1 138 100 139 nd 241 105 

1 125 103 142 nd 205 122 
 

2 
139 91 156 nd 223 138 

2 130 83 151 nd 234 113 

2 146 81 146 nd 227 120 
 

4 
110 88 163 nd 179 153 

4 111 86 159 nd 182 140 

4 97 94 170 nd 188 138 
 

6 
150 110 189 nd 247 186 

6 170 110 187 nd 278 170 

6 170 98 184 nd 280 160 
 

8 
264 118 193 nd 254 125 

8 265 145 205 nd 395 107 

8 240 121 220 nd 388 132 
nq, no cuantificado; nd, no detectado 

 

Los resultados del test ANOVA indican que el contenido de 7β-OH y 7-ceto  se 

incrementa significativamente al irradiar las muestras a 6 y 8 kGy  y no se observan 

diferencias significativas entre las muestras sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy. 

 

El 7β-epóxido presenta un comportamiento especial en donde se observa inicialmente 

una disminución con las dosis de irradiación 1, 2 y 4 kGy pero se incrementa 

significativamente a la irradiación de 8 kGy; algo muy similar ocurre con el α-epóxido 

aunque aquí el efecto se observa únicamente en las irradiaciones 1 y 2  kGy presentando 

a las dosis de irradiación 6 y 8 kGy el contenido más alto. El 25-OH se incrementa 
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significativamente con la irradiación a todas las dosis y alcanza el contenido más alto a 

6 kGy. En la muestra de queso a partir de una cierta dosis de irradiación (en general 4, 6 

y 8 kGy) parece que existe una correlación con el  contenido de COPs. En la Figura 76 

se presentan los gráficos de medias obtenidos para cada COP en la muestra de queso 

blando. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 76. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en muestras de 
queso blando 
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manera progresiva con la dosis de irradiación y cambia el olor de las muestras. La 

Tabla 56 presenta los contenidos de COPs en muestras de salmón ahumado a las 

distintas dosis de irradiación. 

Tabla 56. Influencia de la irradiación en la formación de COPs  en muestras de salmón 
ahumado 

 
Dosis  

Irradiación, kGy 

COP, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 31 59 nq nq nq 99 

0 46 46 nq nq nq 116 

0 53 41 nq nq nq 92 

 

1 
160 201 36 34 41 153 

1 192 242 38 36 40 200 

1 149 187 29 31 48 172 

 

2 
163 167 29 46 47 101 

2 144 156 24 52 48 75 

2 141 146 23 36 56 81 

 

4 
151 220 29 27 36 145 

4 86 199 22 27 34 154 

4 119 242 37 31 33 196 

 

6 
151 222 29 27 36 183 

6 136 266 33 21 30 218 

6 153 220 27 29 33 200 

 

8 
163 167 29 46 16 101 

8 144 156 24 52 16 75 

8 141 146 23 36 19 81 

nq, no cuantificado 
 

El test ANOVA indica que, en general, el contenido de COPs se incrementa  

significativamente al irradiar las muestras, pero su contenido no tiene un 

comportamiento lineal con las dosis de irradiación; 7β-OH, β-epóxido y 25-OH son los 

que muestran mayor incremento, si bien este último presenta un comportamiento 

bastante disperso con la irradiación incrementándose significativamente su contenido 
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con la irradiación de 6 kGy a la cual se  alcanzaron valores superiores a 200 ng/g; sin 

embargo, a las dosis de 2 y 8 kGy no hubo diferencias significativas en su contenido 

con la muestra sin irradiar. α-epóxido, triol y 7-ceto no fueron encontrados en las 

muestras sin irradiar y el aumento de su contenido, aunque significativo, no fue muy 

alto. La tendencia general fue un aumento significativo de su contenido en las muestras 

irradiadas, aunque el valor más alto no fue a la misma dosis de irradiación, Figura 77.  
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Figura 77. Influencia de la irradiación E-beam en la formación de COPs en 
muestras de salmón ahumado 
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Se aplicó también a los datos obtenidos en la Tablas 51 a 56 el test ANOVA de dos 

factores (irradiación y muestra); mostrando además, diferencias significativas al nivel 

de confianza del 95% entre los valores medios obtenidos para cada COP en las distintas 

muestras.  

A modo de ejemplo, la Figura 78 presenta los cromatogramas obtenidos de las 

muestras de jamón serrano, no-irradiada e irradiada a 8 kGy.  

 

Figura 78. Cromatogramas obtenidos con muestras de jamón serrano no irradiada (▬) 
e irradiada a 8 kGy (▬). Picos cromatográficos: 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-
epóxido; 4) triol; 5) 6-ceto (IS); 6) 7-ceto; 7) 25-OH 

 

Se puede concluir  que el comportamiento de cada COP depende del tipo de muestra.  

Teniendo en cuenta que el análisis ANOVA no ha proporcionado una información 

completa sobre el efecto de la  irradiación en la formación de COPs y la naturaleza de la 

muestra, se ha llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante análisis de 
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componentes principales, si bien en primer lugar se comprueba si existe correlación 

entre las variables originales para la posible aplicación de dicha técnica quimiométrica. 

 

5.2.10.2. Análisis de correlación 

Con los datos obtenidos para las distintas irradiaciones en las diferentes muestras 

analizadas se llevó a cabo un análisis multivariado para ver las correlaciones existentes 

entre las diferentes variables estudiadas y con las dosis de irradiación. En la Tabla 57, 

se muestra la matriz de correlación en la que se observa que entre 7-OH y β-epóxido, 7-

OH y 7-ceto, así como β-epóxido y 7-ceto los valores del coeficiente lineal de Pearson 

son próximos a la unidad (α < 0.05). También se encuentran correlacionadas las 

variables 7-OH con α-epóxido, α-epóxido con 7-ceto y β-epóxido con α-epóxido; en 

todos los casos con correlación positiva.   

Tabla 57. Matriz de correlación con los datos de las cinco muestras analizadas  
mediante GC-FID 
 Irradiación  7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 
Irradiación  0,0759 0,1359 0,1877 0,1024 0,0793 0,3784 
  0,4772 0,2014 0,0765 0,3369 0,4575 0,0002 

7β-OH 0,0759  0,9268 0,6886 -0,3783 0,9841 -0,4530 
 0,4772  0,0000 0,0000 0,0002 0,0000 0,0000 

β-epóxido 0,1359 0,9268  0,5983 -0,2773 0,9050 -0,3705 
 0,2014 0,0000  0,0000 0,0081 0,0000 0,0003 

α-epóxido 0,1877 0,6886 0,5983  -0,2508 0,7398 -0,2847 
 0,0765 0,0000 0,0000  0,0171 0,0000 0,0065 

triol 0,1024 -0,3783 -0,2773 -0,2508  -0,3628 0,3431 
 0,3369 0,0002 0,0081 0,0171  0,0004 0,0009 

7-ceto 0,0793 0,9841 0,9050 0,7398 -0,3628  -0,4755 
 0,4575 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004  0,0000 

25-OH 0,3784 -0,4530 -0,3705 -0,2847 0,3431 -0,4755  
 0,0002 0,0000 0,0003 0,0065 0,0009 0,0000  

 

En la Figura 79 se presenta el gráfico de dispersión de la matriz de correlación, en la 

que se confirma, por la tendencia de los puntos, las correlaciones observadas en la 

matriz. En ambos casos, se muestra claramente que los distintos COPs estudiados no 
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están correlacionados linealmente con la variable dosis de irradiación junto con el tipo 

de correlación, positivo o negativo, entre las distintas variables. 

Teniendo en cuenta que existen correlaciones entre algunas variables estudiadas y que, 

además, el análisis ANOVA no ha proporcionado una información completa sobre el 

efecto de la  irradiación y de la naturaleza de la muestra en la formación de COPs, se ha 

llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante análisis de componentes 

principales. 

 

 Análisis de Componentes Principales, PCA. 

Teniendo en cuenta las variables especificadas en la Tabla 52, y los datos recogidos en 

las Tablas 51 a 56, se realizó un estudio mediante PCA acerca de la influencia de la 

irradiación en la formación de los COPs para cada tipo de muestra. Teniendo en cuenta 

que se estudian seis variables originales, 7β-OH, β-epóxido, α-epóxido, triol, 7-ceto y 

25-OH, podrían obtenerse hasta seis componentes principales. En general, se obtuvieron 

Irradiacion

7b-OH

B-epoxide

a-epoxide

triol

7-ceto

25-OH

Figura 79.  Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con 
los datos de las cinco muestras analizadas mediante GC-FID  
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dos components principales que explican un porcentaje de varianza acumulada superior 

al 70% para todas las muestras, excepto para carne picada (cuyo autovalor de PC2 fue 

inferior a la unidad). En el nuevo espacio, cada variable, componente principal, está 

formada por la combinación líneal de las seis variables originales cuyos autovectores 

son los coeficientes de cada una de las variables e indican el peso de las mismas en el 

componente principal. En la Tabla 58 se presentan los resultados del autovalor del 

primer y segundo componente, PC1 y PC2, para cada tipo de muestra; sus ecuaciones  

tienen en cuenta los autovectores correspondientes a dichos autovalores así como el 

porcentaje de varianza explicada y acumulada. 
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5.2.10.2.1. Carne picada 

Se aplicó la técnica de PCA a los datos obtenidos para las muestras sin irradiar e 

irradiadas de carne picada mostrados en la Tabla 51. El programa Statgraphics sólo 

mostró, de los seis posibles componentes principales, una PC1, según el criterio de 

autovalor>1, la cual explica un 68.3% de la variabilidad de los datos. Este hecho indica 

que no es posible visualizar los datos en el nuevo espacio de las componentes 

principales. 

 

5.2.10.2.2. Jamón cocido 

Para las muestras de jamón cocido, aplicando la técnica de PCA a los datos de la Tabla 

52, se obtienen dos componentes principales cuyo diagrama bigráfico, dispersión y peso 

de los componentes, PC2 frente a PC1, se muestra en la Figura 80. Se observa que las 

muestras no irradiadas son claramente diferentes a las irradiadas a 4, 6 y 8 kGy. Las 

muestras irradiadas a dosis de 1 y 2 kGy se encuentran en una posición intermedia, lo 

cual puede indicar una transición de las muestras no-irradiadas a muestras con altas 

dosis de irradiación. 
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Figura 80. Influencia de la irradiación sobre la formación de COPs en muestras de 
jamón cocido 

 

Se pueden sacar otras conclusiones para las muestras de jamón cocido; a las dosis de 

irradiación de 6 y 8 kGy el contenido de α- y β-epóxidos es alto y a las dosis de 

irradiación más bajas fue más favorable la formación de los compuestos menos 

apolares, tales como 25-OH y triol. El alto contenido en agua en esta muestra (Tabla 32) 

puede favorecer la formación de estos COPs. Las muestras sin irradiar se caracterizan 

por ausencia de COPs; al aumentar la irradiación, las muestras quedan caracterizadas 

por la presencia de 7β-OH y triol, y para dosis altas se caracterizan por la presencia de 

epóxidos. Este comportamiento se podría asociar con alto contenido en agua y bajo en 

colesterol; sin embargo, muestras con relaciones similares se comportan de forma  
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diferente (como se verá en las Figuras 111 y 113); en consecuencia otros componentes 

de la muestra están involucrados en la formación de COPs.  

 

5.2.10.2.3. Queso blando 

Asimismo, con los datos de la muestra de queso (Tabla 55) se obtuvieron, mediante 

PCA, dos componentes principales, cuyo  diagrama bigráfico, dispersión junto a peso de 

los componentes PC2 vs PC1 se presenta en la Figure 81. Puede observarse también un 

tipo de transición. Las diferencias entre muestras no-irradiadas e irradiadas no aparecen 

hasta dosis de irradiación altas, 6 y 8 kGy, como indica la formación de α-epóxido, 7-

ceto y 7β-OH.  

 Figura 81. Influencia de la irradiación sobre la formación de COPs en muestras de 
queso blando 
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Para dosis de irradiación bajas, el alto contenido en grasa (Tabla 34) podría proteger la 

formación de COPs. Este comportamiento es claramente diferente al del jamón cocido 

que tiene un bajo contenido en grasa, resultando obvia  la correlación entre contenido en 

grasa y formación de COPs. Comparando las muestras de jamón cocido y queso blando 

muy diferentes en lípidos, ambas quedan caracterizadas a altas irradiaciones por la 

aparición de 7-ceto. 

 
5.2.10.2.4. Jamón Serrano 

La aplicación del PCA a los datos de la muestra de jamón serrano (Tabla 54) 

proporcionó dos componentes principales, cuyo  diagrama bigráfico, dispersión junto a 

peso de los componentes PC2 vs PC1 se presenta en la Figure 82.Se presentan efectos 

similares a aquellos observados en las muestras de queso hasta dosis de irradiación de 6 

kGy, disminuyendo la concentración de COPs a 8 kGy, hecho para el que no se ha 

encontrado explicación hasta el momento. Las muestras quedan caracterizadas por la 

formación de α-epóxido, β-epóxido y 7-ceto a dosis de irradiación intermedias; esto  

  

Figura 82. Influencia de la irradiación sobre la formación de COPs en 
muestras de jamón serrano 
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podría ser debido a que presentan un contenido de lípidos y agua similar, pero su 

contenido en sal es diferente. A dosis de irradiación bajas, 1 y 2 kGy, fueron detectados 

contenidos de 7-OH y triol lo que podría justificar las diferencias observadas.  

 

5.2.10.2.5. Salmón ahumado 

Al aplicar el PCA a los datos de las muestras de salmón ahumado (Tabla 56) se observó 

un comportamiento similar a las muestras de queso pero únicamente a dosis de 

irradiación bajas, formando α-epóxido, 7-keto and 7-OH. El alto contenido en agua de 

estas muestras (Tabla 32) pudiera explicar el contenido de 25-OH encontrado 

inicialmente, si bien  no sufre cambios apreciables después de la irradiación a todas las 

dosis; a 2 y 8 kGy disminuye su contenido. De otra parte, a dichas dosis, se mostró el 

triol como el compuesto que más se modifica. La Figura  83  muestra los efectos 

comentados.  

 
Figura 83. Influencia de la irradiación sobre la formación de COPs en muestras de 
salmon ahumado 
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En general, se puede concluir que se observaron diferencias significativas entre las 

muestras no-irradiadas e irradiadas. Se encontraron las mayores diferencias para las 

muestras de jamón serrano y salmón ahumado a todas las dosis de irradiación 

estudiadas, por lo que existe un claro efecto debido a la irradiación y al tipo de muestra 

sobre la formación de COPs. Además, la formación de 25-OH puede verse favorecida 

en las muestras con alto contenido en agua. Sin embargo, para las otras muestras 

estudiadas, el contenido de 25-OH no parece ejercer influencia. 

 

El análisis de PCA realizado a todas las muestras en conjunto proporcionó la gráfica de 

la Figura  84; se observa una clara diferencia entre las muestras sin irradiar e irradiadas, 

asi como una agrupación según el tipo de muestra y dosis de irradiación. El componente 

PC1 proporciona la variabilidad de los COPs, en general, según aumenta el contenido 

en agua de las muestras y el PC2 explica la variabilidad en cuanto al incremento de la 

dosis de irradiación. 
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5.3. INFLUENCIA DE LOS PARÁMETROS 

CARACTERÍSTICOS DE LAS MUESTRAS, 
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5.3.  Influencia de los parámetros característicos de las muestras, 

contenido en agua, lípidos y colesterol sobre la formación de COPs 

Los óxidos de colesterol de origen animal en alimentos pueden estar presentes en 

muestras frescas debido a que su formación puede estar asociada a procesos 

enzimáticos. Además, los COPs están incluidos en la fracción lipídica y su formación 

podría estar relacionada con el contenido de lípidos y colesterol; por ello, estos 

parámetros fueron previamente determinados en muestras no irradiadas como se indica 

en 4.4.14. 

 

Las muestras incluidas en este estudio han sido sometidas a diferentes tipos de procesos 

durante los cuales, en algunas de ellas, se agregan o se extraen algunos componentes de 

la matriz original. Así, en los procesos de fabricación de las carnes frías además de 

someter el alimento a cambios de T, se agregan algunos productos como almidón lo 

cual hace variar significativamente su composición inicial; en el caso del queso, el 

alimento inicial (leche) sufre cambios de pH y de T, además de perder sustancias 

significativas como es agua y sales, entre otros componentes, de ahí que existan 

diferencias en el comportamiento de los COPs con otros alimentos que han sido menos 

manipulados como es el jamón serrano y el salmón ahumado; estos aspectos 

condicionan que las cantidades de colesterol que se oxiden para formar COPs varíen en 

los diferentes tipos de alimentos; en consecuencia, conocer las relaciones 

colesterol/lípidos y COPs/olesterol presenta interés evidente. 

 

En este estudio se tiene en cuenta tanto las muestras analizadas mediante HPLC-UV 

como aquellas analizadas mediante GC-FID, si bien la información suministrada 

mediante GC será más amplia ya que esta técnica permite determinar  todos los COPs 
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en forma de derivados,  mientras que mediante HPLC se han determinado, únicamente, 

aquellos COPs que presentan propiedades de absorción en la región del espectro UV. 

 

5.3.1. Análisis mediante HPLC-UV 

En la Tabla 59 se resume  el contenido de agua, lípidos, colesterol y de cada COP en 

las muestras analizadas y se incluye también el contenido total de COPs (COPsT) y las 

relaciónes colesterol/lípidos y COPsT/colesterol para las muestras estudiadas mediante 

HPLC-UV. Los análisis se llevaron a cabo por triplicado siendo los valores de RSD 

para COPsT inferiores al 3 %. El contenido de agua en todas las muestras fue superior a 

30 %. El menor contenido en lípidos y colesterol fue obtenido para las muestras de 

jamón cocido, 2.5 y 13.2% respectivamente, y el contenido mayor se encontró en la 

muestra de queso blando, 33.9 y 50.7% respectivamente; sin embargo, en ninguna de las 

dos muestras se detectaron COPs. La relación colesterol/lípidos fue similar en todas las 

muestras excepto en jamón cocido que fue del orden de tres veces mayor. La relación  

COPsT/colesterol obtenida fue más alta en la muestra de carne picada, posiblemente 

debido a que este alimento presenta mayor área superficial y sea más fácil su oxidación. 

 

La matriz de correlación, Tabla 60, presenta los coeficientes bivariados de Pearson, 

indicando que existe correlación positiva entre las variables 25 OH-7 ceto, 7 ceto-

COPsT y lípidos-COPsT y correlación negativa entre las variables 7 ceto-agua, agua-

lípidos y agua-colesterol, como cabía esperar. Dichas correlaciones se pueden visualizar 

mediante la linealidad de las variables en el gráfico de dispersión de la matriz de 

correlaciones (Figura 85).  
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Tabla 60. Matriz de correlación de las muestras cárnicas analizadas mediante HPLC-UV 
 
  7-ceto  Agua  Lípidos Colesterol COPsT 

c 
  
7-ceto    -0.9521 0.9708  0.9530  0.9588  
    0.0000  0.0000  0.0000  0.0000  
 
Agua  -0.9521a   -0.9741 -0.8947 -0.8323  
  0.0000 b   0.0000  0.0002  0.0015  
 
Lípidos 0.9708  -0.9741   0.9279  0.8743  
  0.0000  0.0000    0.0000  0.0004  
 
Col  0.9530  -0.8947 0.9279    0.9197  
  0.0000  0.0002  0.0000    0.0001  
 
COPsT  0.9588  -0.8323 0.8743  0.9197   
  0.0000  0.0015  0.0004  0.0001   
a Correlación; b Valor-P; c COPs totales 
 

 

Todos los coeficientes de correlación de Pearson son próximos a la unidad, valor P < 

0.05,  lo que indica que todas las variables están muy correlacionadas.  La Figura 85 

presenta el gráfico de dispersión  que corrobora la linealidad entre las variables. 
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Teniendo en cuenta los datos de las cuatro muestras estudiadas (tres muestras cárnicas y 

una de queso) cuya procedencia es en todas ellas de origen animal se obtuvo de forma 

similar la matriz de correlación y su gráfico de dispersión, cuyos resultados se presentan 

en la Tabla 61 y Figura 86, respectivamente. 

 
Tabla 61.  Matriz de correlación con los datos de las cuatro muestras analizadas 
mediante HPLC-UV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 25-OH  7-ceto  Agua  Lípidos Colesterol COPsT c 

25-OH   0.8038  -0.5194  0.2717  0.3744  0.9311  
   0.0003  0.0472  0.3273  0.1692  0.0000  
 
7-ceto 0.8038a    -0.7426  0.2791  0.2896  0.9654  
 0.0003b    0.0015  0.3138  0.2952  0.0000  
 
Agua -0.5194  -0.7426    -0.8072  -0.7588  -0.6830  
 0.0472  0.0015    0.0003  0.0010  0.0050  
 
Lípid 0.2717  0.2791  -0.8072    0.9561  0.2902  
 0.3273  0.3138  0.0003    0.0000  0.2941  
 
Col 0.3744  0.2896  -0.7588  0.9561    0.3416  
 0.1692  0.2952  0.0010  0.0000    0.2127  
 
COPsT  0.9311  0.9654  -0.6830  0.2902  0.3416   
 0.0000  0.0000  0.0050  0.2941  0.2127   
a Correlación; b Valor-P; c COPs totales 

Figura 85. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con las 
muestras cárnicas analizadas mediante HPLC-UV 
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En este caso, en el que hay una muestra que no es de naturaleza cárnica, como es la 

muestra de queso, existen menos variables correlacionadas, pero se puede aplicar 

también la técnica de PCA. 

Con el objeto de estudiar la relación que existe entre las distintas muestras y sus 

parámetros característicos en la formación de COPs, se llevó a cabo un estudio 

mediante PCA de las muestras sin irradiar procedentes de productos cárnicos y también 

del conjunto de las muestras estudiadas cuya procedencia es en todas ellas de origen 

animal. Para ello se consideran todas las variables estudiadas y el contenido de COPsT. 

Teniendo en cuenta que se estudian seis variables originales, contenidos de 25-OH, 7-

ceto, agua, lípidos, colesterol y COPsT, podrían obtenerse hasta seis componentes 

principales. 

En el caso de las muestras cárnicas (CP, JC y JS), mediante PCA, sólo se obtuvo una 

componente principal con autovalor 4.70 que explica una alta variabilidad de los datos, 

concretamente el 94.1%; el análisis de los datos correspondiente a las cuatro muestras 

proporcionó dos componentes principales, cuyos autovalores fueron: 4.03 y 1.59, que 

25-OH

7-ceto

Agua

Lípidos

Colesterol

COPs Totales

Figura 86. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los 
datos de las cuatro muestras analizadas mediante HPLC-UV 
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explicaron el 67.2 y 26.5%, respectivamente de la variabilidad de los datos, siendo 

93.7% el porcentaje de varianza acumulada. En la Tabla 62 se presenta los resultados 

del autovalor de cada componente principal,  sus ecuaciones (cada PC viene dado por la 

combinación líneal de las seis variables originales cuyos autovectores son los 

coeficientes de cada una de las variables indicando el peso de las mismas en el 

componente principal), así como el porcentaje de varianza explicada y acumulada.  

 

La Figura 87 presenta el bigráfico obtenido (gráfico de dispersión más el gráfico de 

peso de los componentes).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 87. Bigráfica de la influencia de los parámetros característicos de las muestras 
en la formación de COPs; análisis mediante HPLC-UV 
 
 
La gráfica indica que un contenido alto de colesterol y lípidos está más relacionado con 

la muestra de queso. El agua presenta un gran efecto en sentido contrario al de los  

lípidos; la muestra de jamón cocido está más relacionada, como cabía esperar, con el 

contenido en agua (Tabla 32) por su alto porcentaje en esta variable (73%). 

Carne picada 
Jamón cocido 
Jamón serrano 
Queso blando 
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5.3.1. Análisis mediante GC-FID 

Se llevó a cabo un estudio similar para las muestras analizadas mediante GC-FID. En la 

Tabla 63 se resume el contenido de agua, lípidos, colesterol y el de cada COP 

analizado, Se incluye también el contenido total de COPs, así como las relaciones 

colesterol/lípidos y COPsT/colesterol para las muestras estudiadas. Los análisis fueron 

realizados por triplicado y en todos los casos, los valores de RSD obtenidos fueron 

menores del 10%. Como cabía esperar, los resultados de las muestras analizadas 

mediante GC fueron similares a aquellos obtenidos mediante HPLC; el contenido de 

agua en las todas las muestras fue superior a 31 %. El contenido de lípidos y colesterol 

menor fue obtenido para las muestras de jamón cocido, aunque su relación 

colesterol/lípidos fue similar a aquella obtenida para las muestras de salmón ahumado. 

  

En la Tabla 64 se presenta la matriz de correlaciones para las tres muestras cárnicas, 

donde se observa que existen 19 variables  correlacionadas por su valor p<0.05, bien 

positivamente o bien negativamente.   
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Este mismo efecto se visualiza en el gráfico de dispersión (Figura 88), por la presencia 

de linealidad entre las variables. 

 

En la Tabla 65 se presenta la matriz de correlación para cuatro muestras (tres muestras 

cárnicas más la muestra de queso blando). Se observa que existen 13 variables 

correlacionadas (valor P < 0.05). 

 

 

 

 

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

7-ceto

Agua

Lípidos

Colesterol

COPs Totales

Figura 88. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación  con los datos de 
las muestras cárnicas analizadas mediante GC-FID 
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Este mismo efecto se visualiza en el gráfico de dispersión (Figura 89), por la presencia 

de linealidad entre las variables.  

  

 
La matriz de correlación, Tabla 66, presenta los coeficientes bivariados de Pearson para 

los datos de todas las muestras que fueron analizadas mediante GC. Existen 19 variables 

correlacionadas, es decir con valores de P < 0.05.  

 

Este mismo efecto se visualiza en el gráfico de dispersión (Figura 90), por la presencia 

de linealidad entre las variables. 

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

7-ceto

Agua

Lípidos

Colesterol

COPs Totales

Figura 89. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los de las  
muestras cárnicas y muestras de queso analizadas mediante GC-FID  
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 Dada la alta correlación entre las variables originales se realiza un estudio mediante 

PCA para evaluar la influencia tanto de los parámetros característicos de las muestras, 

como de su naturaleza en la formación de COPs. Teniendo en cuenta que se estudian 

nueve variables originales (Tabla 63), 7β-OH, β-epóxido, α-epóxido, 7-ceto, 25-OH,  

agua, lípidos, colesterol y COPsT, podrían obtenerse hasta nueve componentes 

principales.  

Se aplica primero a las tres muestras de procedencia cárnica, después a cuatro muestras 

(tres muestras cárnicas y una muestra de queso) de forma similar a como se realizó 

mediante HPLC y por último al total de las cinco muestras de origen animal estudiadas 

mediante GC (muestras cárnicas, de queso blando y de salmón ahumado); en los dos 

primeros casos se obtienen dos componentes principales cuyas bigráficas obtenidas se 

presentan en las Figuras 91 y 92, respectivamente; en el caso de las muestras cárnicas 

mediante PCA, el modelo se puede explicar con dos componentes principales con 

autovalores 6.03 y 1.78 que incluyen el 75.4 y 22.2%, respectivamente de los datos, 

siendo 97.6% el porcentaje de varianza acumulada; el análisis de los datos 

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

7-ceto

25-OH

Agua

Lípidos

Colesterol

COPs Totales

Figura 90. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los datos de 
todas las muestras estudiadas mediante GC-FID. 
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correspondiente a las cuatro muestras proporcionó, asimismo, dos componentes 

principales, cuyos autovalores fueron: 4.72 y 2.67, que explicaron el 59.0 y 33.4%, 

respectivamente de la variabilidad de los datos, siendo 92.4% el porcentaje de varianza 

acumulada (Tabla 62).  

 

  
Figura 91. Influencia de los parámetros característicos de las muestras cárnicas sobre 
la formación de COPs; análisis mediante GC-FID 

Carne picada 
Jamón cocido 
Jamón serrano 
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En el tercer caso se obtienen tres componentes principales cuyos autovalores fueron 

5.39, 2.13 y 1.10 que explicaron, respectivamente el 59.9, 23.7 y 12.2% de la 

variabilidad de los datos, siendo 95.8% el porcentaje de varianza acumulada. En la 

Figura 93 se presenta la bigráfica PCA para el conjunto de todas las muestras 

analizadas, tanto del componente dos frente al uno como la representación de los tres 

componentes, observándose los siguientes efectos: 

Un contenido alto de colesterol está más relacionado con la muestra de queso. Los  

lípidos tienen mayor influencia sobre el contenido de los COPs 7-ceto,  β-epóxido y α-

epóxido. 

El agua presenta un gran efecto en sentido contrario al de los  lípidos; la muestra  de 

jamón cocido está más relacionada, como cabía esperar, con el contenido en agua (73%) 

y el 25-OH presenta un efecto opuesto al α-epóxido.   

Carne picada 
Jamón cocido 
Jamón serrano 
Queso blando 

Figura 92. Influencia de los parámetros característicos de las muestras cárnicas y de 
queso sobre la formación de COPs; análisis mediante GC-FID 
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Figura 93. Influencia de los parámetros característicos del total de las muestras 
estudiadas sobre la formación de COPs; análisis mediante GC-FID 
 

  

Carne picada 
Jamón cocido 
Jamón serrano 
Queso blando 

Salmón ahumado 
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A continuación se comentan aspectos particularizados en cada muestra estudiada: 

 

5.3.3. Carne picada 

Este alimento a pesar de presentar contenidos de lípidos relativamente pequeños, 

muestra los contenidos más elevados de colesterol y COPs, siendo la relación 

COPsT/colesterol la más alta de los alimentos estudiados; esta relación parece favorecer  

que una parte relativamente grande del colesterol se oxide para formar los COPs. 

 

5.3.4. Jamón cocido 

Las muestras de jamón cocido presentan el contenido más bajo de lípidos y colesterol; 

sin embargo, el contenido de los COPs formados a partir del colesterol fue 

relativamente alto y también la relación COPsT/colesterol; esto puede ser debido a los 

cambios de T en el proceso de fabricación del alimento, así como a la presencia de otros 

componentes. 

 

5.3.5.  Jamón serrano 

El contenido de COPs en esta muestra resultó ser proporcional a su contenido en 

lípidos; como es sabido, este alimento se somete a envejecimiento en presencia de sal 

durante un tiempo relativamente largo, indicando que este proceso podría ser un factor 

importante en la formación de COPs. 
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5.3.6. Queso blando 

Estas muestras presentan un contenido en colesterol muy alto; sin embargo, el contenido 

en lípidos fue inferior a las de las muestras de jamón serrano, lo cual sugiere que la 

formación de COPs no solamente está asociada a la presencia del colesterol sino que 

también otros componentes grasos participan en las reacciones de formación de estos 

compuestos. Durante su proceso de fabricación, se usan grandes cantidades de agua las 

cuales podrían influir en la cantidad total de los COPs porque la polaridad de estos 

compuestos es ligeramente mayor que la del colesterol. 

 

5.3.7. Salmón ahumado 

Las muestras de salmón ahumado presentan un contenido de colesterol alto; sin 

embargo, su contenido de COPs fue pequeño, siendo la relación COPsT/colesterol 

también relativamente pequeña. Como su contenido en lípidos es pequeño, es posible 

que en la matriz de este alimento estén  presentes otras sustancias como vitamina B3 y 

algunos carotenoides, que proporcionan el color rosado del salmón, y que pueden 

proteger de la oxidación del colesterol. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4. COMPARACIÓN DE LOS MÉTODOS 

CROMATOGRÁFICOS HPLC-UV Y GC-FID 

PARA LA DETERMINACIÓN DE COPs EN 

ALIMENTOS 



 



Resultados y Discusión 

   279 

 

5.4. Comparación de los métodos cromatográficos HPLC-UV y GC-FID para la 

determinación de COPs en alimentos 

 

Los métodos cromatográficos desarrollados haciendo uso de las técnicas HPLC y GC 

para la determinación de COPs en alimentos permiten, por una parte, corroborar 

algunos aspectos ya mencionados en la bibliografía y, por otra parte, detectar que  la 

etapa más crítica de estos métodos radica en la preparación de la muestra.  

 

Las metodologías que utilizan la técnica de HPLC presentan las desventajas de su 

menor sensibilidad y eficacia que aquellas que emplean como técnica GC con detector 

FID; el detector UV permite detectar únicamente los COPs en mayores concentraciones. 

 

De otra parte, las metodologías que emplean la técnica de GC con columnas HP-5 y 

HP-1 en modo isotermo permiten separar pares críticos referidos en la bibliografía y 

detectar todos los COPs. La alta capacidad de picos de está técnica junto con su mayor 

sensibilidad la hacen muy adecuada para la determinación de COPs en muestras 

complejas; sin embargo, presenta la desventaja de que se requiere aplicar una reacción 

de derivatización de los COPs con reactivos agresivos como el Tri-Sil. 

 

Cabe mencionar que el método mediante GC-FID es más sensible; los valores más bajos 

de LOD obtenidos mediante GC-FID mostrados en 5.2.4., respecto de aquellos 

obtenidos mediante HPLC-UV (5.1.3.), indican un incremento de sensibilidad; así, para 

el 7-ceto el incremento fue por un factor de 5 y para el 25-OH por un factor de 113. En 

la Tabla 67 se indica una comparación de las metodologías empleadas y los intervalos 

de LOD y R de los COPs, encontrados en las muestras analizadas. 
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Tabla 67. Comparación de las metodogías propuestas para la determinación de COPs 
en muestras de alimentos 
 
Muestra Analito Extracción Clean-up Técnica Detector LODa, ng Rb,% 
CP 
JC 
JS 
QF 

25-OH 
7-ceto 
6-ceto 
 

Lixiviación 
CHCl3, 70 mL; 
Ta;  
ta, 18 h 

Cartucho 
sílica;Vextracto, 6 mL 
de HEx. 

HPLC; C18; 
FMc ACN:agua, 
90:10 
qd, 1.2 mL/min 

UV,  
λ, 205 y 
238 nm 

0.54- 3.4 56-94 

CP 
JC 
JS 
QF 
SA 

7-OH 
β-epóxido 
α-epóxido 
triol 
6-ceto(IS) 
7-ceto 
25-OH 

ASE  
EtP:CHCl3, 
85:15 (42 mL);  
T, 40 ºC;  
P, 1500 psi 
ta, 20 min 
 

Cartucho sílica, 
Vextracto 6 mL HEx 
Cartucho 
aminopropil, Vextracto, 
3 mL Hex:AcOEt, 
90:10 

 
GC, HP-1; 
Tinyector 300ºC, 
Thorno, 290 ºC; 
q, 1.6 mL/min 

 
FID 
Tdetector, 300 
ºC 

0.024- 
0.126 

62-95 

a Límite de detección; b Recuperación; c Fase móvil; d caudal de la fase móvil;  

 

La composición de la matriz es un factor muy importante que participa en la formación 

de COPs; alimentos hidratados favorecen la formación de algunos COPs los cuales 

requieren la presencia de agua y de compuestos ácidos (ácidos grasos libres) como es el 

caso del triol. 

 

Algunos resultados como la baja recuperación de triol y 25-OH, hace pensar en una 

posible descomposición y/o transformación de estos COPs lo que justifica la realización 

de estudios al respecto.  

 

 

 

 



 
 

 

 

 

5.5. IDENTIFICACIÓN Y MINIMIZACIÓN DE 

TRANSFORMACIONES DE COPs DURANTE 

LA PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA SU 

DETERMINACIÓN MEDIANTE GC-FID 
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5.5. Identificación y minimización de transformaciones de COPs 

durante la preparación de muestra para su determinación mediante 

GC-FID     

Con objeto de situar el tema, en este punto se recuerdan algunos aspectos bibliográficos 

relevantes. Desde 1956 se ha propuesto una gran cantidad de metodologías analíticas 

que han permitido conocer parcialmente el comportamiento de estos compuestos, siendo 

común a la mayoría de ellas, el sistema de limpieza de muestra, que se realiza por SPE 

(Lai et al., 1985; Johnson et al., 1996; García Regueiro y Marachiello, 1997; Careri et 

al., 1998; Boselli, et al., 2001; Petron et al., 2003; Lu et al., 2007; Menéndez-Carreño et 

al., 2008). Comparaciones en el contenido de COPs son a menudo difíciles de 

interpretar debido a las diferencias en las metodologías y a la presencia de artefactos. 

Algunas reacciones de transformaciones de COPs han sido descritas en estudios de 

laboratorio; sin embargo, no están asociadas al proceso de preparación de  muestra para 

el análisis de COPs (Nielsen et al., 1996). 

 

La preparación de muestra para la determinación de los COPs mediante GC implica 

diversas etapas siendo las más críticas, extracción, clean up y derivatización en donde 

pueden tener lugar transformación de COPs. Las condiciones aplicadas deben ser 

suaves durante la extracción de lípidos, generalmente por lixiviación, pero no se 

dispone de información al respecto. En particular, el clean up de la muestra más 

frecuentemente usado es SPE; sin embargo, pérdidas y/o transformaciones de COPs 

pueden tener lugar dependiendo de la naturaleza del empaquetamiento del cartucho, 

naturaleza de la muestra, disolvente de elución y condiciones de los procedimientos, no 

existiendo datos que permitan identificar los aspectos críticos del clean up de muestras. 
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Por una parte, al evaporar el disolvente después del clean up pueden ocurrir procesos de 

degradación de los COPs por cambios en el pH del medio, teniendo en cuenta que los 

disolventes contienen trazas de agua (más polar que el disolvente de elución); estos 

cambios pueden ser debidos a la concentración/dilución en presencia de compuestos con 

propiedades ácido-base en el medio después del clean up.  

 

Por otra parte, cuando se realiza la determinación de los COPs mediante GC, se ha de 

llevar a cabo una reacción de derivatización, lo que requiere que el extracto obtenido 

después de la etapa de clean up y evaporación del disolvente de elución se encuentre 

exento de agua; la presencia de trazas de ésta durante la derivatización de los COPs con 

Tri-Sil, produce medio ácido, dando lugar potencialmente a reacciones de 

transformación de los COPs y del colesterol de acuerdo con las reacciones propuestas 

por Nielsen et al.,1996.  

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios de recuperación de las 

muestras analizadas aplicando el procedimiento descrito en 4.4.12, donde se obtienen 

valores de R superiores al 70% excepto para los compuestos más polares, triol y 25-OH 

(aproximadamente 60%), se llevó a cabo, un estudio de las transformaciones de COPs 

durante la etapa de clean up mediante SPE y posterior derivatización de COPs con Tri-

Sil. Para ello, se utilizó una disolución conteniendo una mezcla de estándares de COPs 

(7β-OH, β-epóxido, α–epóxido, triol, 6-ceto, 7-ceto, 25-OH) y colesterol, con cartuchos 

de distinta polaridad. Los cartuchos seleccionados se aplicaron después a la 
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determinación de COPs en muestras con alto contenido en ácidos grasos y un contenido 

en agua superior al 31 %.  

En la etapa de clean up se trabajó en dos modos, elución total y colección de fracciones, 

ambas por gravedad a T ambiente. Ambos modos de elución de estándares fueron 

comparados para detectar posibles transformaciones.  

 

5.5.1. Detección de trasformaciones de COP en estándares durante la etapa de clean 

up mediante SPE 

 

5.5.1.1. Ensayos con cartuchos polares  

5.5.1.1.1. Modo de elución total 

En primer lugar, se trabajó con cartuchos que contienen fase estacionaria polar, sílica y 

aminopropil que son los recomendados por la bibliografía, utilizando acetona como 

disolvente de elución. El clean up de la muestra mediante SPE se realizó siguiendo el 

procedimiento indicado en 4.4.6.3.1, aplicando los experimentos A1, B1 de la Tabla 68, 

donde se especifica la naturaleza del cartucho, su acondicionamiento, disolución de 

lavado, disolución inicial de COPs y eluyente. La reacción de derivatización se llevó a 

cabo adicionando 200 µL de Tri-Sil y siguiendo el procedimiento 4.4.10.1 mediante el 

cual se realizó la determinación de COPs aplicando el método 4.4.12. 

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 69. Se obtuvieron valores de 

recuperación entre 80 y 101 % para el cartucho de sílica y entre 82 y 102 % para el de 

aminopropil en todos los COPs excepto triol cuyo valor fue del 60 y 56 %, 

respectivamente. Los valores de recuperación más pequeños, corresponden a los 

compuestos más polares, triol, 25-OH y 7β-OH. 
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Tabla 68. Clean up de muestra mediante SPE 

Cartuchos polares 

Experimento 
Vinicial de 

COPs, 2 mg/L 
Cartucho 

Acondicion. 

cartucho 
Lavado Eluyente 

A1 

Hexano, 5mL  Silica Hexano, 5mL 

Hex:Et2O, 

(80:20), 15 mL 

  

Acetona, 10 mL 

A2 
Hex:Acetona, 

(70:30),15 mL  

B1 

Hexano, 5mL Amino Propil Hexano, 5mL 
Hex:AcOEt, 

(90:10), 15 mL 

Acetona 10 mL 

B2 
Hex:Acetona, 

(70:30), 20 mL  

Cartuchos no polares 

C1  

ACN:H2O (70:30), 

1mL 

C8 
ACN:H2O 

(50:50), 3 mL 

ACN:H2O, 

(70:30), 2 mL 

ACN:H20 

(80:20), 8 ml 
C2 

D1 
ACN:H2O (80:20) 

5mL  
C18  ACN, 3 mL ACN, 5 mL 

MeOH, 10 mL 

D2 
ACN:MeOH, 

(95:5), 25 mL 
 

110 mg/L; Vinicial, volumen de la disolución inicial, Hex, hexano; ACN, acetonitrilo; Et2O, éter dietílico; 

C8, octilsilano; C18, octadecilsilano; AcOEt, acetato de etilo; MeOH, metanol; sub-índices (1) modo 

elución total (2) modo elución colección de fracciones 

 

 

Tabla 69. Recuperación de COPs usando SPE en modo elución total 

Experimento 7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH 

A1 80.4 95.7 99.6 60.4 101.1 98.0 85.1 

B1 82.2 101.6 90.9 56.2 102.2 95.8 83.7 

C1 97.9 45.6 70.8 102.9 96.7 94.7 116.2 

D1 100.7 96.6 98.6 102.3 99.6 96.5 103.8 

 

Estos resultados indican que los cartuchos de sílica y aminopropil (experimentos A1 y 

B1) dan lugar a valores de recuperación relativamente pequeños para los compuestos 

polares, triol y 25-OH (60 y 56 %), teniendo en cuenta que únicamente se está 
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evaluando las pérdidas que se presentan en el proceso de limpieza de las muestras con 

SPE. 

 

5.5.1.1.2. Modo colección de fracciones 

Debido a los bajos valores de recuperación para el triol con cartuchos polares se aplicó 

un procedimiento distinto para eluír los COPs, basado en la colección de pequeñas 

fracciones del eluato hasta obtener elución total, utilizando como disolvente de elución 

una mezcla de hexano:acetona (70:30) de polaridad menor a la del eluyente usado en el 

modo de elución total. Una alícuota de una disolución estándar de COPs y colesterol a 

25 ppm, anteriormente mencionada en 4.4.13, se hizo pasar a través del cartucho. Los 

COPs fueron eluidos en viales de 1 mL y colectados en fracciones de 0.5 y 1 mL por 

gravedad a diferentes tiempos sin secar el cartucho para evitar suspender el equilibrio 

entre fases dentro del cartucho, usando el volumen de elución indicado en la Tabla 68. 

Las fracciones fueron colectadas hasta la elución completa de los COPs, eliminando en 

las primeras fracciones los compuestos más apolares como el colesterol antes de iniciar 

la elución de COPs en los cartuchos polares.  De esta forma se obtuvieron las gráficas 

de elución de las Figuras (93 y 95), donde se muestra la formación de 6-ceto a partir de 

triol cuando se utilizan cartuchos de fase estacionaria polar. 

 

Los experimentos A2 y B2 de la Tabla 68 fueron llevados a cabo con los mismos tipos 

de cartuchos utilizados en SPE en modo de elución total. Se obtuvieron así las 

fracciones en donde aparecen selectivamente los COPs; en los cartuchos apolares la 

elución se llevó a cabo con mezclas de disolventes de elución ACN:H2O (80:20) y 

ACN:MeOH (95:5) para el C8 y C18, respectivamente, eluyendo los COPs en las 
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primeras fracciones antes de que se iniciara la elución del colesterol (este compuesto 

por su baja polaridad quedará retenido en el cartucho, evitando así su interferencia en 

las etapas siguientes del análisis). Esto permitió determinar tanto la optimización del 

poder de elución del eluyente, como el volumen requerido para la elución total de los 

COPs, cuyo valor óptimo para cada cartucho se muestra en la Tabla 68. En cada 

fracción, el disolvente fue evaporado burbujeando flujo de Ar a 40 ºC; el residuo de 

cada fracción fue derivatizado con 200 µL de Tri-Sil como en el modo de elución total, 

antes de llevar a cabo su análisis mediante GC-FID.  

 

Las áreas de pico obtenidas se comparan con las correspondientes en ausencia de clean 

up obteniéndose los valores de recuperación presentados en las Tablas 70 y 71. Usando 

cartuchos de sílica y aminopropil, los COPs 7β-OH, β-epoxido, α epoxido, 7-ceto y 25-

OH fueron eluidos gastando 2-5 mL del eluyente, hexano: acetona (70:30), mostrando 

un comportamiento tipo gaussiano, Figuras 94 y 96. Los valores de recuperación total 

estuvieron en el intervalo de 89-99 % para el cartucho de sílica y fueron algo menores, 

73-85%, para el cartucho de aminopropil. Respecto al  triol y 6-ceto, se detecta una baja 

recuperación de triol y una elevada recuperación de 6-ceto, lo que indica una posible 

transformación de triol en 6-ceto. El triol, al ser el COP más polar,  requiere un volumen 

relativamente grande del eluyente hexano: acetona (70:30) para su elución, dando lugar 

a perfiles de elución no gaussiano y valores de recuperación menores de 68% y 80% 

para el cartucho de sílica y aminopropil, respectivamente. Cabe resaltar que el 6-ceto 

tuvo un peculiar comportamiento, ya que se  eluyó entre 2 y 5 mL, pero aparece un 

nuevo pico para un volumen de elución de 12 mL junto a las últimas fracciones del triol, 

obteniendo recuperaciones totales de este COP próximas a 155 % y 158% para los 
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cartuchos de sílica y aminopropil, respectivamente. Esto parece indicar que se forman 

nuevas cantidades de 6-ceto durante el proceso de concentración/elución a partir del 

triol. Para esta reacción de transformación se propone el siguiente mecanismo, Figura 

95. 

 

El colesterol, compuesto más apolar que los anteriores, eluyó en las primeras fracciones, 

usando volúmenes de eluyente menores de 2 mL, con recuperaciones próximas al 

100%, por lo que no está involucrado en procesos de transformación. La presencia o 

ausencia de colesterol no modificó de forma significativa las áreas de los picos de triol y 

6-ceto, bajo las mismas condiciones experimentales descritas. 
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Tabla 70. Recuperación de COPs utilizando cartuchos de silica, en modo de elución 
colección de fracciones y GC-FID 

 

V, mL 

R, % 

7-βOH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH 

1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.7 0.0 0.0 

2.0 27.0 84.3 91.4 0.0 77.3 86.8 68.9 

3.0 53.9 6.1 6.9 0.0 14.2 10.6 18.8 

4.0 12.9 0.5 0.7 0.4 1.5 0.8 1.0 

5.0 1.2 0.0 0.0 1.3 0.7 0.4 0.5 

6.0 0.0 0.0 0.0 2.7 0.7 0.0 0.0 

7.0 0.0 0.0 0.0 5.5 2.1 0.0 0.0 

8.0 0.0 0.0 0.0 7.7 1.7 0.0 0.0 

9.0 0.0 0.0 0.0 13.4 3.1 0.0 0.0 

10.0 0.0 0.0 0.0 13.0 3.5 0.0 0.0 

11.0 0.0 0.0 0.0 10.6 6.4 0.0 0.0 

12.0 0.0 0.0 0.0 7.2 1.9 0.0 0.0 

13.0 0.0 0.0 0.0 2.4 27.6 0.0 0.0 

14.0 0.0 0.0 0.0 2.2 6.1 0.0 0.0 

15.0 0.0 0.0 0.0 2.1 7.9 0.0 0.0 
 

R T, % 
94.9 90.9 99.0 68.5 155.3 98.6 89.2 

RT, recuperación total 
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Figura 94. Gráficos de elución de COPs utilizando cartuchos de sílica en modo 

colección de fracciones y GC-FID 
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En la siguiente Figura se muestra un esquema con la ruta de la reacción de trans-

formación propuesta de triol a 6-ceto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 95. Reacciones de transformación de triol en 6-ceto (Aportado por el Dr. Henry 

Insuasty) 
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Tabla 71. Recuperación de COPs utilizando cartuchos de aminopropil en modo 

elución colección de fracciones y GC-FID 

 

 

V. mL 

R, % 

7-βOH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH 

1.0 0.4 8.0 8.8 0.0 5.5 3.1 4.0 

2.0 22.9 57.9 60.3 0.3 40.6 45.6 52.5 

3.0 38.6 7.3 6.5 0.3 14.7 25.6 18.1 

4.0 21.3 0.0 0.0 0.5 10.2 1.0 0.7 

5.0 1.8 0.0 0.0 0.8 8.4 0.0 0.0 

6.0 0.0 0.0 0.0 1.5 8.7 0.0 0.0 

7.0 0.0 0.0 0.0 3.8 6.8 0.0 0.0 

8.0 0.0 0.0 0.0 5.1 6.8 0.0 0.0 

9.0 0.0 0.0 0.0 6.8 6.4 0.0 0.0 

10.0 0.0 0.0 0.0 6.2 4.5 0.0 0.0 

11.0 0.0 0.0 0.0 6.3 4.1 0.0 0.0 

12.0 0.0 0.0 0.0 10.1 3.5 0.0 0.0 

13.0 0.0 0.0 0.0 9.1 4.0 0.0 0.0 

14.0 0.0 0.0 0.0 7.4 2.7 0.0 0.0 

15.0 0.0 0.0 0.0 5.6 2.7 0.0 0.0 

16.0 0.0 0.0 0.0 5.4 14.6 0.0 0.0 
17.0 

0.0 0.0 0.0 6.0 10.2 0.0 0.0 
18.0 

0.0 0.0 0.0 5.5 4.7 0.0 0.0 
 

R T, % 
85.0 73.3 75.6 80.8 158.9 75.3 75.3 

RT, recuperación total 
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Figura 96. Gráficos de elución de COPs utilizando cartuchos de aminopropil en modo 

colección de fracciones y GC-FID 

 

 

5.5.1.2. Ensayo con cartuchos apolares 

5.5.1.2.1. Modo de elución total 

Se trabajó con cartuchos no polares C8 y C18 en las condiciones especificadas en la 

Tabla 68, utilizando como eluyente la mezcla disolvente ACN:H2O (80:20) para el 

cartucho C8 y metanol para el cartucho C18. Empleando cartuchos C8 (experimento C1) 

se obtuvieron valores de recuperación entre 94 y 116%, excepto para los compuestos β 

y α-epóxidos (45 y 71%); éstas pérdidas de recuperación podrían tener lugar por 

reacciones de hidrólisis durante la evaporación del disolvente debido a que la cantidad 

de agua presente en el extracto es relativamente grande y los disolventes de elución 

presentan alta afinidad con el agua. Las mejores recuperaciones se obtuvieron con 
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cartuchos C18 (experimento D1); sin embargo, en estas condiciones, se eluye algo de 

colesterol, no observándose cambios en la cantidad total de COPs eluídos. 

 

5.5.1.2.2. Modo colección de fracciones 

Debido a que se obtuvieron valores bajos de recuperación mediante SPE en modo usual 

con el cartucho C8 para los COPs α y β-epóxidos y superiores al 100% para triol, se 

realizó un estudio mediante colección de fracciones empleando este cartucho con el fin 

de detectar posibles transformaciones de COPs y mejorar el procedimiento de limpieza. 

En la Tabla 72 se muestra los valores de recuperación obtenidos para cada analito en 

cada fracción y la recuperación total eluyendo con una mezcla disolvente ACN: H2O 

(80:20). Las curvas de elución, Figura 97, muestran un comportamiento tipo gaussiano 

para todos los COPs. Los compuestos se distribuyeron  de acuerdo a su polaridad; por 

ejemplo, el triol eluyó en la primera fracción requiriendo 4 mL de eluyente para su 

elución total y los epoxidos comenzaron a eluir a 4 mL necesitandoo 5 mL de eluyente. 

De esta manera fue posible obtener los COPs en diferentes fracciones, requiriendo 

pequeños volúmenes de eluyente, entre 3 y 10 mL, y en éstas no se observó la presencia 

de colesterol lo cual podría permitir un clean up adecuado, eliminando los compuestos 

no polares. Los valores de recuperación, Tabla 72, fueron de 82 a 95% y no se 

observaron artefactos que indicaran reacciones de COPs indeseables. Este cartucho, 

aunque puede utilizar un volumen de eluyente adecuado para el clean up de compuestos 

polares, tiene como desventajas la presencia de agua en el eluato y que al iniciar la 

elución de los COPs con cantidades muy pequeñas del eluyente no es posible la 

limpieza de los compuestos polares que pueden estar presentes en las muestras, lo que 

podría causar problemas cuando el procedimiento sea aplicado a muestras reales.  
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Tabla 72. Recuperación de COPs utilizando cartuchos C8 en modo de elución colección 

de fracciones y GC-FID 

 

V, mL 

R, % 

7-βOH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH 

1.0 0.0 0.0 0.0 3.3 0.0 0.0 0.0 

2.0 1.8 0.0 0.0 71.3 1.7 0.0 2.1 

3.0 49.8 0.0 0.0 4.2 3.3 3.6 43.1 

4.0 30.4 0.0 0.0 1.0 36.5 44.4 30.5 

5.0 3.7 9.2 1.6 0.5 34.7 30.9 4.2 

6.0 1.9 52.7 18.4 1.1 6.1 1.4 1.5 

7.0 0.0 25.5 37.5 1.3 2.1 0.6 0.4 

8.0 0.0 6.0 21.8 1.6 1.3 0.4 0.0 

9.0 0.0 1.5 7.0 0.3 0.7 0.3 0.0 

10.0 0.0 0.0 1.7 0.0 0.6 0.0 0.0 

11.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.0 

 

R T, % 
87.6 94.9 87.9 84.8 87.7 81.6 81.8 

RT, recuperación total 
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Figura 97. Gráficos de elución de los COPs utilizando cartuchos de C8 en modo 

colección de fracciones y GC-FID 

 

Los experimentos con cartuchos C18 (test D2) proporcionaron los valores de 

recuperación de la Tabla 73 y los gráficos de elución de la Figura 98 utilizando como 

eluyente ACN:MeOH. 95:5. El comportamiento de los COPs bajo estas condiciones fue 

muy irregular (tipo no-gaussiano) lo cual podría ser debido a que estos compuestos se 

encuentran fuertemente retenidos en la fase estacionaria del cartucho; como 

consecuencia de las diversas fuerzas intermoleculares que se presentan entre los COPs y 

la fase estacionaria del cartucho. La masa molecular parece jugar un papel importante 

en la elución de los  COPs; si bien triol es el COP más polar, no eluyó en primer lugar. 

Este compuesto comenzó a eluir con un volumen de 3.0 mL, mientras el 6-ceto 
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comenzó a eluir en las primeras fracciones siendo un compuesto relativamente no-polar; 

estas diferencias suelen tener su origen en que la masa molecular del triol es mayor que 

la de 6-ceto, lo que indica que se combinan los dos factores (masa molecular y 

polaridad). Los COPs β and α-epóxidos requieren grandes volúmenes de eluyente ya 

que son compuestos no polares y tienen una masa molecular relativamente pequeña, 

implicando, como ocurre normalmente que la combinación de ambos factores, polaridad 

y masa molecular, es la que determina la retención de los COPs en la fase C18. Los 

valores de recuperación de los COPs fueron próximos a 100% excepto para β and α-

epóxidos (70.7 and 34.2 %), teniendo lugar durante el proceso completo de elución 

reacciones de transformación ya mencionadas en la bibliografía (Bösinger et al., 1993) 

Figura 5; cabe resaltar que en cada fracción se evapora el eluyente a sequedad antes de 

agregar el agente derivatizante y por otra parte el total de los COPs recuperados es el 

resultado de la acumulación de numerosas fracciones lo que conlleva una acumulación 

de errores. e incrementa la probabilidad de transformaciones. Con el fin de verificar la 

transformación α-epóxido y β-epóxido en triol se ha llevado a cabo la elución de una 

disolución de COPs conteniendo únicamente α-epóxido y β-epóxido y utilizando 

cartuchos de C8 y C18; de esta forma, se han obtenido los resultados mostrados en la 

Tabla 74 que corroboran las citadas transformaciones. 
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Tabla 73. Recuperación de COPs usando cartuchos C18 en modo elución colección de 

fracciones y GC-FID 

 

V, mL 

R, % 

7-βOH β-epóxido α-epóxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH 

1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.7 0.5 0.3 

2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.5 0.7 

3.0 0.6 0.0 0.0 0.2 1.1 5.4 2.1 

4.0 2.6 0.0 0.0 1.0 2.7 11.0 6.1 

5.0 4.7 0.0 0.0 1.8 4.2 12.3 7.4 

6.0 6.4 0.0 0.0 5.6 4.8 11.6 9.8 

7.0 15.1 0.7 0.0 10.4 13.6 18.8 18.7 

8.0 16.8 1.1 0.0 11.3 14.9 14.4 18.0 

9.0 16.2 2.1 0.0 12.7 15.0 9.4 14.3 

10.0 16.2 1.7 0.0 17.3 17.1 7.3 13.0 

11.0 12.0 1.0 0.0 14.7 14.1 4.2 8.3 

12.0 8.6 2.7 0.5 11.6 4.8 2.3 5.0 

13.0 3.8 6.8 1.4 5.2 2.9 0.7 1.6 

14.0 2.7 8.2 1.7 3.3 3.2 0.5 1.1 

15.0 2.0 5.7 1.6 2.6 2.1 0.5 0.9 

16.0 1.8 7.1 3.0 2.1 1.8 0.4 0.6 

17.0 
1.7 10.8 4.5 1.9 0.9 0.3 0.5 

18.0 
1.2 6.8 3.3 0.9 0.0 0.0 0.0 

19.0 
0.6 5.2 4.4 0.7 0.0 0.0 0.0 

20.0 
4.1 6.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

21.0 
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

22.0 
0.0 1.8 5.1 0.0 0.0 0.0 0.0 

23.0 
0.0 1.4 4.8 0.0 0.0 0.0 0.0 

24.0 
0.0 0.9 4.1 0.0 0.0 0.0 0.0 

 

R T, % 
117.2 70.7 34.2 103.2 104.7 101.0 108.6 

RT, recuperación total 
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Tabla 74. Transformación de α y β-epóxidos  en triol 

 

Cartucho 

R, % 

αααα-epóxido ββββ-epóxido Triol 

C8 25 38 45 

C18 18 44 48 

 

 

 

 

Figura 98. Gráficos de elución de los COPs obtenidos utilizando cartuchos C18 en 

modo colección de fracciones y GC-FID 

 

En resumen, entre todos los cartuchos ensayados los cartuchos polares, sílica y 

aminopropil en modo de elución total presentaron retención baja de los COPs más 

polares comprobando, además, mediante el modo de colección de fracciones que se 

produce la transformación de triol en 6-ceto. 
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Entre los cartuchos no polares, el C8 presenta recuperación baja para los β- y α-epóxidos 

y el C18  proporciona buena recuperación para todos los COPs utilizando el modo de 

elución total; sin embargo, cuando se utiliza el modo de colección de fracciones, el 

cartucho C8 presenta recuperaciones entre 82 y 95% requiriendo un volumen pequeño 

de eluyente ACN/H2O (80/20) entre 3 y 10 mL; en estas fracciones no se observó la 

presencia de colesterol, lo cual podría permitir un clean up adecuado. Por otra parte, el 

cartucho C18 utilizando ACN:MeOH (95:5) como eluyente proporciona valores de R en 

el intervalo 95-116 % excepto para β-epóxido (45.6%) y α-epóxido (70.8%). 

 

Como resultado, se propone el empleo de cartucho C8 sin efectuar el secado tras la 

retención utilizando como eluyente ACN:H20 (80:20) o bien el cartucho C8 o C18 

usando ACN ó MeOH como eluyentes, respectivamente, ambos en modo de elución 

total para su aplicación en el análisis de COPs en muestras. 

 

5.5.2. Metodología propuesta para la determinación de COPs mediante GC en 

muestras de alimentos con minimización de transformaciones 

 

Teniendo en cuenta los cartuchos y condiciones óptimas seleccionadas para 

evitar/minimizar transformaciones de COPs utilizando estándares, se aplicó esta 

metodología a muestras con un alto contenido en ácidos grasos. 

 

En primer lugar, se llevaron a cabo análisis por triplicado de muestras enriquecidas y sin 

enriquecer de jamón serrano, salmón ahumado y lomo de cerdo fresco. Los resultados 

obtenidos a un nivel de concentración añadida de COPs de 25 mg/L fueron los 

siguientes:  
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El cartucho C8 proporcionó valores bajos de recuperación  con los dos eluyentes 

mencionados y, además, no permitió una limpieza adecuada de los COPs obteniéndose 

cromatogramas notablemente sucios y valores de recuperación muy dispersos. 

Utilizando el cartucho C18 y su eluyente (MeOH), se aplicó la metodología especificada 

en el método D1 (Tabla 68) se obtuvieron recuperaciones próximas al 100% para todos 

los COPs, excepto para α y β-epóxidos cuyas recuperaciones fueron inferiores al 50% y 

para triol que fueron superiores al 100 % (como se ha indicado, las transformaciones de 

COPs en las muestras podrían tener lugar durante la evaporación del eluyente; de 

acuerdo con la reacción de hidrólisis ácida de los epóxidos para su transformación en 

triol, ya mencionada (Bösinger et al., 1993), según se ha esquematizado en la Figura 5. 

 

Para evitar estas posibles transformaciones de COPs al evaporar el disolvente después 

del clean up, se pensó que podrían ser debidas a cambios del pH en el medio debido al 

aumento de la concentración, genéricamente, en ácidos grasos. En consecuencia, se 

llevó a cabo un estudio utilizando disoluciones reguladores de fosfato y de esta manera 

evitar cambios de pH en el proceso de evaporación del disolvente. 
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5.5.2.1. Influencia del pH del tampón durante la evaporación del eluyente en las 
transformaciones de COPs 
 

5.5.2.1.1. Ensayos con estándares 

En primer lugar se trabajó con estándares de COPs y de colesterol. empleando la 

columna C18 seleccionada y trabajando en modo colector de fracciones; se realizó la 

elución de los COPs utilizando un volumen de MeOH equivalente al poder de elución 

del volumen de eluyente ACN/MeOH 95/5 gastado en la elución total de COPs en el 

modo colección de fracciones; los eluatos se recogieron en viales conteniendo un 

volumen de tampón a pH  en el intervalo 4.0-7.0; por tanto, antes de evaporar el 

disolvente de elución y preconcentrar el extracto para llevar a cabo la reacción de 

derivatización. Se obtuvieron los valores de recuperación que se presentan en la Tabla 

75 y en el gráfico de barras de la Figura 99. Se observa que, efectivamente, el pH 

afecta la recuperación; tampones con valores de pH entre 4.5 y 6.0 son los más 

adecuados, obteniéndose recuperaciones máximas. 

Tabla 75. Influencia del pH del tampón de la disolución de evaporación en la 

recuperación de COPs en estándares 

pH 

R, % 

7-BOH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

4.0 103.5 74.59 69.17 41.06 90.65 91.3 

4.5 121.6 88.1 76.19 112.8 90.85 103.7 

5.0 112.5 92.9 80.08 106.5 83.33 97.59 

5.5 103.2 84.61 71.17 82.2 95.84 96.31 

6.0 102 80.54 79.87 80 93.72 94.45 

6.5 113.2 103.7 95.22 16.21 102.4 113.6 

7.0 100.1 72.48 48.54 23.78 94.13 100.2 
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Figura 99. Influencia del pH del tampón de la disolución de evaporación en la 

recuperación de COPs en estándares 

 

5.5.2.1.2. Ensayos en muestras 

Se realizó, en primer lugar, la determinación del contenido en agua, lípidos y colesterol 

en las muestras de lomo fresco y lomo adobado aplicando los procedimientos indicados 

en 5.1.1, seleccionando para el análisis 3 g de muestra. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 76 
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Tabla 76. Parámetros característicos de las muestras de lomo fresco y adobado 

 

Muestra 

Agua Lípidos Colesterol 

X,  

mg/100 g 

RSD
b
, 

% 

X,  

% 

RSD,  

% 

X,  

mg/100 g 

RSD, 

% 

LF 74,52 

73,89 

74,21 

a
74,2 

0.42 18 

22 

21 

a
20,3 

10.2 17,7 

19,8 

21,5 

a
19,7 

9,5 

LA 81,46 

81,81 

81,77 

a
81,7 

0.23 6 

6 

5 

a
5,7 

10,2 17,5 

23,3 

22,5 

a
21,1 

14.7 

a X, valor medio; b RSD, desviación estándar relativa (n=3) 

El contenido de agua en estas muestras es más alto que el encontrado en las muestras 

anteriormente estudiadas (cárnicas, queso y salmón), Comparando el contenido de los 

tres parámetros en las muestras de los distintos tipo de lomo estudiadas, el contenido en 

lípidos y colesterol es menor en las muestras de LA; sin embargo, su contenido en agua 

es más alto (82%), como cabía esperar, debido a los aditivos añadidos conteniendo agua 

durante el proceso del adobo. Los contenidos de las otras muestras ensayadas, jamón 

serrano y salmón ahumado se indicaron en 5.2.1 

 

 

En segundo lugar, se realizó la purificación de las muestras de lomo fresco, jamón 

serrano y salmón ahumado utilizando los cartuchos C8 y C18 antes seleccionados y se 

adicionó regulador de pH 7.0 en el vial, previo a la recogida del eluato, igualmente, 

antes de evaporar el disolvente de elución; la adición de tampón a pH 7.00, algo 

superior al intervalo encontrado cómo óptimo, 4.5-6.0, tiene por objeto asegurar que en 
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los extractos de las muestras se mantiene el pH en el intervalo óptimo aún en presencia 

de pequeñas cantidades de componentes ácidos endógenos. Para la cuantificación de los 

COPs se utilizó el 6-ceto como IS. 

 

En la tabla 77 se presenta los valores de recuperación por triplicado para cada uno de 

los COPs, en muestras enriquecidas al nivel de concentración de 2 µg/mL, utilizando el 

cartucho C18. Se comprueba que añadiendo un volumen pequeño de tampón de pH 7.00 

se obtienen buenos valores de R para jamón Serrano (entre 80 y 105%), para lomo 

fresco (entre 72 a 104%) y para lomo adobado (entre 70 y 108%) con valores de RSD 

entre 2.3 y 10 %.  

 
Tabla 77. Recuperación de COPs en muestras enriquecidas, aplicando el método D1  
modificado 

Muestra 
R, % 

7-βOH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

LF 

82.1 78.6 90.9 89.9 98.5 85.2 

71.8 72.8 74.4 102.2 89.7 99.4 

72.8 70.1 82.6 103.8 91.0 97.5 

X. % 75.6 73.8 82.6 98.7 93.1 94.0 

RSD 7.5 5.9 10.0 7.7 5.1 8.2 

LA 
 

79.8 69.8 77.7 101.4 84.3 79.2 

72.3 71.6 73.4 108.2 88.1 73.4 

75.2 78.4 80.8 103.5 90.6 71.2 

X, % 78.8 73.3 77.8 104.4 87.7 74.6 

RSD 5.0 6.2 4.8 3.3 3.6 5.5 

JS 
 

98.7 84.9 79.9 105.5 85.4 93.2 

93.2 91.3 83.6 93.7 98.2 86.3 

88.6 86.8 80.9 98.1 93.1 90.1 

X. % 93.5 87.7 81.4 99.1 92.2 89.9 

RSD. % 5.4 3.7 2.3 6.0 7.0 3.8 

LF. lomo fresco; JS. jamón Serrano; x. valor medio; RSD. desviación estándar relativa 
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En el caso del salmón, tratando de mejorar los resultados con los cartuchos C8 se llevó a 

cabo el estudio empleando tampones de pH entre 5.0 y 6.0. En la Tabla 78 (Figura 

100) se presentan los valores de recuperación obtenidos; éstos fueron altos para todos 

los COPs excepto para los dos epóxidos, posiblemente debido a que estas muestras 

presentan un contenido de ácidos grasos superior al de las muestras de lomo fresco y 

jamón serrano.  Si la hipótesis planteada fuera correcta, la muestra de salmón ahumado 

requeriría usar tampones de pH más altos. Por consiguiente, se amplíó el estudio de pH 

del tampón hasta 9.0 en las muestras de salmón enriquecidas con una disolución mezcla  

de estándares de COPs y colesterol a un nivel de concentración de 10 mg/L, para ver si 

la recuperación de estos compuestos depende del pH. Los resultados obtenidos en la 

Tabla 78 muestran que los mejores valores de recuperación para α-epóxido se 

obtuvieron a pH 9.0 (78.6%). Sin embargo, la recuperación del β-epóxido fue muy baja 

(1.2 %); cabe resaltar que a pH inferiores a 9 no llega a detectarse este compuesto lo 

cual parece indicar que el pH 9.0 es suficiente para minimizar la reacción de 

transformación propuesta del α-epóxido pero no del  β-epóxido. En consecuencia, se 

plantea otra hipótesis en el sentido de que la fase empleada no es adecuada para las 

muestras de salmón, por su elevado contenido en ácidos grasos, ya que no permitiría la 

suficiente eliminación de los compuestos endógenos ácidos que participan en la 

transformación de los COPs durante la evaporación del disolvente de elución. 
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Tabla 78. Influencia del pH del tampón en la recuperación de COPs  

pH 

R, % 

7β-OH β-epóxido α-epóxido Triol 7-ceto 25-OH 

5.00 93.8 -------- 18.7 113.6 105.3 142.3 

6.00 115.1 -------- 43.2 108.2 76.0 97.3 

7.00 116.7 -------- 39.6 104.9 68.7 96.6 

7.50 129.9 -------- 59.6 139.1 81.3 111.8 

8.00 117.1 -------- 24.7 109.0 82.1 106.2 

9.00 103.9 1.2 78.6 81.5 88.9 91.2 

* Método C2; muestras de salmón ahumado enriquecidas a 10 mg/L 
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Figura 100. Influencia del pH en la recuperación de los COPs en muestras de salmón 

ahumado 

 

Basándose en los resultados anteriores, se realizaron nuevos estudios con las muestras 

de jamón serrano y lomo fresco; se eligió el cartucho no polar de fase C18 utilizando el 

experimento D1 (Tabla 68) modificado mediante colección total del eluato en un vial en 

medio tamponado a pH controlado, conteniendo 300 µL de la disolución reguladora de 
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pH 7.00, antes de llevar a cabo la reacción de derivatización. En la Figura 101 se 

presenta los cromatogramas obtenidos. Como puede observarse se obtiene una línea 

base bien definida y una limpieza de muestra notablemente superior a la obtenida 

mediante los experimentos aplicando métodos convencionales. 

 

Cabe indicar que existen ciertas diferencias entre las muestras de jamón serrano y lomo 

fresco; la matriz del jamón serrano contiene una cantidad superior de grasas muy 

apolares que podría aumentar la retención del colesterol y otros componentes apolares 

dentro del cartucho, proporcionando cromatogramas más limpios. 

 

Los valores de recuperación, Tabla 77, fueron superiores al 74 % con valor de RSD 

inferior al 10 %. Por tanto, se comprueba que las transformaciones de COPs fueron 

minimizadas empleando el método D1 modificado, resultando efectivo para el análisis 

de las muestras en estudio.  

 

De este estudio se deduce que, como cabía esperar, existe una mayor retención de 

lípidos, tales como los ácidos grasos, en los cartuchos polares, sílica y aminopropil, que 

en los cartuchos apolares, C8 y C18. De estos últimos, el cartucho C18 permite realizar un 

lavado más exhaustivo de los COPs, sin pérdida de los mismos, eliminando de este 

modo posibles interferentes que pudieran eluir junto con los COPs; de esta manera, al 

estar más limpio el extracto que contiene los COPs, se minimizan transformaciones en 

la etapa de evaporación del eluyente, así como la generación de artefactos. 
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La Figura 101 presenta los cromatogramas de jamón Serrano y lomo fresco en muestras 

enriquecidas con 25 mg/L de COPs. 

 

  

Figura 101. Cromatogramas de los Tri-Sil derivados en muestras 

enriquecidas. [COPs], 25 mg/L: A) Jamón serrano, B) Lomo fresco de 

cerdo. Picos, 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido; 4) triol; 5) 6-ceto, 6) 7-

ceto; 7) 25-OH 

mV 

B 
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La reproducibilidad fue en general, mejor para muestras de jamón Serrano, 

posiblemente debido a que presenten menos interferencias que las muestras de lomo 

fresco; en efecto, estas últimas tienen un contenido en agua mayor y en el proceso de 

extracción lipídica diferentes compuestos endógenos pueden estar presentes en el 

eluato. Cabe destacar que aunque en el intervalo de tiempo de elución de los COPs, el 

cromatograma es limpio y su línea base bien definida, después de 45 min aparecen otras 

sustancias de la matriz y es necesario limpiar la columna aproximadamente 2 h. Para 

eliminar estas interferentes es necesario optimizar el volumen de metanol para eluír los 

COPs; usualmente entre 5 y 10 mL de este disolvente fue requerido, dependiendo del 

tipo de matriz. Se recomienda optimizar el pH de la solución reguladora que hay que 

añadir antes de evaporar el disolvente para el proceso de derivatización de COPs, en el 

intervalo entre 7 y 8.  

 

5.5.2.2. Influencia de los parámetros característicos de las muestras de lomo sobre la 
formación de los COPs 
 
Teniendo en cuenta los valores de los parámetros característicos y el contenido total de 

COPs encontrado en las muestras de LF y LA se comprobó que existe correlación entre 

las variables por lo que se realizó un estudio de PCA para las muestras de lomo. La 

Tabla 79 presenta la matriz de correlación, observando por los valores de los 

coeficientes de correlación de Pearson, que las variables están correlacionadas y cuyo 

gráfico de dispersión , Figura 102, corrobora.  
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Para obtener mayor información se realizó un análisis conjunto a las dos muestras de 

lomo mediante PCA, obteniendo dos PC que explican un 95.6 de la varianza 

acumulada. La Tabla 80 presenta los autovalores de los PC, sus ecuaciones, así como la 

varianza explicada y acumulada. 

 
 
Tabla 80. Estudio de la influencia de los parámetros característicos de las muestras de 
lomo sobre la formación de los COPs mediante PCA 

 

PC 

 

Autovalor 

 

Ecuación 

Varianza 

explicada 
% 

Varianza 

acumulada 
% 

 
1 

 

8,54 
 

0,336*7β-OH + 0,337*β-epóxido + 0,341*α-epóxido + 

0,255*triol + 0,338*7-ceto + 0,339*25-OH - 

0,340*Agua + 0,336*Lip, % - 0,14*Col + 0,340*COPsT  
 

 

85,4 
 

2 1,02 0,14*7β-OH + 0,092*β-epóxido - 0,028*α-epóxido - 

0,41*triol + 0,14*7-ceto + 0,004*25-OH - 0,085*Agua 

+ 0,12*Lip, % + 0,85*Col + 0,097*COPsT 

 

10,2 95,6 

 

 

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

triol

7-ceto

25-OH

Agua

Lípidos

Colesterol

COPs Totales

Figura 102. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los datos de los 
parámetros característicos de las muestras de lomo y formación de COPs; mediante GC-FID 
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La Figura 103 presenta la bigráfica obtenida, donde se observa que las muestras de LF 

y LA se comportan de forma diferente; la formación de COPs se ve favorecida en la 

muestra de LF con mayor contenido en lípidos. El mayor contenido en agua en las 

muestras de LA afecta de distinta forma; aunque la presencia de mayor contenido en 

agua podría favorecer la formación de COPs en LA, este agua puede ser menos activa 

debido a la presencia de sal en esta muestra. Por otra parte, la presencia de aditivos 

antioxidantes puede ejercer un efecto protector a la oxidación. 

 

  

 

Identificación de COPs mediante GC-TOF en muestras enriquecidas y sin enriquecer 

 

La identificación de los COPs se llevó a cabo mediante GC-TOF siguiendo el método 

propuesto en 4.4.10, utilizando una columna DB-5 en muestras de lomo fresco 

enriquecidas con 10 mg/L y sin enriquecer, identificándose en ésta última los COPs 7β-

Figura 103. Influencia de los parámetros característicos de las muestras 
de lomo sobre la formación de los COPs. Análisis mediante GC-FID 
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OH, α-epóxido y 7-ceto, los cuales fueron confirmados por comparación de sus 

espectros según se indica en la parte experimental 5.3.5. La Figura 104 muestra el 

cromatograma obtenido de una muestra enriquecida.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 104.  Cromatograma mediante GC-FID de una muestra de lomo fresco de cerdo 
enriquecida. [COPs], 10 mg/L. Columna HP-5. Picos. 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-
epóxido; 4) triol; 5) 6-ceto. 6) 7-ceto; 7) 25-OH 
 

 

Los cromatogramas de los Tri-Sil derivados de la Figura 105 presentan, con más 

detalle, el intervalo de tiempo de elución de los COPs de interés para las muestras de 

lomo fresco, sin enriquecer y enriquecida. 
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Figura 105. Cromatogramas de COPs en muestras de lomo: 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) 
α-epóxido; 4) triol; 5) 6-ceto. SI; 6) 7-ceto; 7) 25-OH. A) Muestra de lomo fresco 
enriquecida a 10 mg/L; B) Muestra de lomo fresco  sin enriquecer 
 

Se observa que los COPs 7β-OH, β-epóxido y α-epóxido eluyen entre 23 y 26 min y 

triol, 6-ceto, 7-ceto y 25-OH eluyen entre 31 y 36 min; es necesario indicar que con esta 

columna no se separan completamente hasta línea base los COPs 6-ceto 7-ceto y 25-OH 

con el programa de gradiente empleado, de acuerdo a lo expuesto en 5.2.3. Sin 

embargo, la separación es suficiente para realizar la identificación mediante GC-MS. 
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Para verificar que no se forma 6-ceto en el proceso de irradiación ni en el proceso de 

preparación de la muestra utilizando el nuevo método, se prepararon tres muestras de 

lomo fresco a 1.5 kGy  en presencia y ausencia de 6-ceto a 5 mg/L como IS. En los 

cromatogramas de la Figura 106, se observa que al tiempo de elución del 6-ceto la línea 

base se puede considerar como ruido  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 106. Cromatograma de COPs  en  muestras de lomo fresco a 1.5 kGy; 1) 
7β-OH ; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido; 4) triol; 5) 6-ceto SI; 6) 7-ceto. A) sin, B) 
con adición de 6-ceto 

  

B 
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5.5.3. Determinación de COPs en muestras de lomo fresco y adobado irradiadas 

En el contexto del estudio sobre el efecto de la irradiación en muestras de lomo, 

teniendo en cuenta que en la normativa europea únicamente se permite irradiar los 

alimentos hasta 1.5 kGy, se procedió a preparar muestras de lomo fresco y de lomo 

adobado sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy y se aplicó el método desarrollado usando 

6-ceto, a 5 mg/L como IS.  

 

La Figura 107 presenta los cromatogramas de las muestras de lomo fresco sin irradiar e 

irradiado a 2 kGy. En este último se produce una disminución  de los COPs. 
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Figura 107. Cromatogramas de COPs en las muestras de lomo fresco: A) sin 

irradiar; B) irradiado a 2 kGy. Picos: 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido; 4) 
triol; 5) 6-ceto SI; 6) 7-ceto  

 
 

 
 
La Figura 108 presenta los cromatogramas de las muestras de lomo adobado sin 

irradiar e irradiado a 2 kGy. En este último también se observa una disminución  de los 

COPs.  
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Figura 108. Cromatogramas deCOPs en las muestras de lomo adobado: A) sin 
irradiar; B) irradiado a 2 kGy. Picos: 1) 7β-OH; 2) β-epóxido; 3) α-epóxido; 4) 
triol; 5) 6-ceto SI; 6) 7-ceto 

 
 

El comportamiento diferente de los COPs en las muestras de LF irradiado sin adobar y 

adobado podría atribuirse a diferencias en el contenido de agua y al efecto antioxidante 

de los ingredientes del adobo (pimentón, ajo y hierbas aromáticas). 
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5.5.3.1. Análisis de la varianza, ANOVA 

La comparación de resultados para cada tipo de muestra se llevó a cabo mediante test 

ANOVA de un factor; el test ANOVA proporcionó diferencias significativas entre las 

concentraciones medias de COPs, indicadas por los valores p inferiores a 0.05 entre 

muestras no irradiadas e irradiadas, como se detalla en las muestras descritas a 

continuación. 

 

5.5.4.1.1. Lomo fresco 

Los valores del contenido de COPs en muestras de lomo fresco a diferente dosis de 

irradiación (0-2 kGy) se presentan en la Tabla 81. Los contenidos de COPs fueron 

comparativamente más altos a 1 kGy que aquellos encontrados en las muestras sin 

irradiar e irradiadas a 2 kGy. El COP 7β-OH es el compuesto que se encuentra en mayor 

proporción, seguido por β-epóxido y 7-ceto;  triol y 25-OH se encuentran en cantidades 

relativamente pequeñas, no cuantificándose a 2 kGy. Para esta disminución de COPs 

con la irradiación no se ha encontrado explicación hasta el momento, aunque podrían 

producirse transformaciones de COPs no detectadas. 
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Tabla 81. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de lomo 
fresco 
 

Dosis  

Irradiación, kGy 

COP, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 2367 1424 951 109 1226 117 
0 2331 1362 965 141 1281 139 
0 2258 1432 840 104 1312 91 
 

1 
2286 1445 707 142 1192 nq 

1 2258 1737 767 137 1672 nq 
1 2366 1905 844 199 1713 nq 
 

2 
2648 532 401 nq 380 nq 

2 2369 476 374 nq 422 nq 
2 2345 523 386 nq 498 nq 

nq, no cuantificado 
 

Estos resultados indican que los COPs se formaron durante la irradiación de las 

muestras; en general, el contenido de COP aumenta a la dosis de irradiación de 1 kGy,  

y disminuye a 2 kGy, no existiendo, por tanto, una relación lineal entre dosis de 

irradiación y concentración de COP detectada. Se encontraron diferencias significativas 

a un nivel de confianza del 95.0% para, β-epóxido, α epóxido, triol, 7-ceto y 25-OH, 

con valores de α< 0.05. El test Tukey HSD se utilizó para determinar cuáles de estas 

dosis de irradiación eran diferentes. La Figura 109 presenta las gráficas del test Tukey 

y permite visualizar las concentraciones medias de los  intervalos al 95%  para los COPs  

obtenidos para cada dosis de irradiación.  
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Figura 109. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de lomo 

fresco 

 

Con respecto a las muestras irradiadas (dosis de irradiación de 1 y 2 kGy) no hubo 

diferencias significativas (α < 0.05) entre ellas para 7β-OH y 25-OH.  
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5.5.4.1.2. Lomo adobado 

Los valores medios del contenido de COPs en muestras de lomo adobado a diferentes 

dosis de irradiación (0-2 kGy) se presentan en la Tabla 82. En general, los contenidos 

de COPs fueron también comparativamente más altos a 1 kGy  y disminuyeron a 2 kGy 

excepto para 7β-OH, compuesto que se encuentra en mayor proporción; 7-ceto y  triol 

se encuentran en cantidades relativamente pequeñas no cuantificándose este último a 2 

kGy; 25-OH no fue cuantificado en ningún caso. 

La Tabla 82 presenta los contenidos de COPs en muestras de lomo adobado a las 

distintas dosis de irradiación. 

 

Tabla 82. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de lomo 
adobado 

Dosis  

Irradiación, 

kGy 

COPs, ng/g 

7β-OH β-epóxido α-epóxido triol 7-ceto 25-OH 

0 1161 630 424 106 205 nq 
0 1278 583 370 81 240 nq 
0 1307 592 346 96 227 nq 
 

1 
1513 675 530 104 1132 nq 

1 1339 663 517 112 1144 nq 
1 1345 800 492 109 1158 nq 
 

2 
1606 144 150 nq 81 nq 

2 1640 146 124 nq 116 nq 
2 1434 121 139 nq 85 nq 

nq= no cuantificado 
 

El test ANOVA indica que, en general, el contenido de COPs se incrementa  al irradiar 

las muestras a 1 kGy, Figura 110, aunque únicamente este incremento es significativo 

para 7-ceto; 7β-OH aumenta su contenido linealmente hasta 2  kGy, mientras que β-

epóxido, α-epóxido, triol y 7-ceto disminuyen su contenido a 2 kGy, al igual que en la  
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muestra de LF. Este comportamiento debe tener alguna explicación que no se ha 

encontrado hasta el momento. 

 

 Figura 110. Influencia de la irradiación en la formación de COPs en muestras de lomo 

adobado 
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El test ANOVA de dos factores (irradiación y muestra) mostró además, diferencias 

significativas al nivel de confianza del 95% entre los valores medios obtenidos para 

cada COP en las distintas muestras.  

 

Se puede concluir  que el comportamiento de cada COP depende del tipo de muestra.  

Teniendo en cuenta que el análisis ANOVA no ha proporcionado una información 

completa sobre el efecto de la  irradiación en la formación de COPs y la naturaleza de la 

muestra, se ha llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante análisis de 

componentes principales, por lo que en primer lugar se comprueba si existe correlación 

entre las variables originales para la posible aplicación de dicha técnica quimiométrica. 

 

5.5.4.2. Análisis de correlación 

El análisis multivariado de los resultados obtenidos para las distintas irradiaciones en 

las diferentes muestras analizadas de LF y LA indicó que existen correlaciones entre las 

diferentes variables estudiadas y las dosis de irradiación. En la Tabla 83 se muestra la 

matriz de correlación en la que se observa una alta correlación de β-epóxido con α-

epóxido, de β-epóxido con triol, de β-epóxido con 7-ceto y de α-epóxido con 7-ceto, así 

como triol con 7-ceto cuyos valores del coeficiente lineal de Pearson son próximos a la 

unidad (α < 0.05). También se encuentran correlacionadas las variables 7β-OH con β-

epóxido y  α-epóxido con 25-OH, en todos los casos con correlación positiva.   
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En la Figura 111 se presenta el gráfico de dispersión de la matriz de correlación, en la 

que se confirma, por el hábito de los puntos, las correlaciones observadas en la matriz. 

En ambos casos, se muestra claramente que los distintos COPs estudiados están poco 

correlacionados (en general, de forma negativa) y no es lineal la variable dosis de 

irradiación con las distintas variables. 

Teniendo en cuenta que existen correlaciones entre algunas variables estudiadas y que, 

además, el análisis ANOVA no ha proporcionado una información completa sobre el 

efecto de la  irradiación y de la naturaleza de la muestra en la formación de COPs, se ha 

llevado a cabo un estudio multivariante de los resultados obtenidos (Tabla 81 y 82) 

mediante análisis de componentes principales.  

 

  

Irradiación

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

triol

7-ceto

25-OH

Figura 111. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los 
datos de las muestras de lomo  mediante GC-FID 
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5.5.4.3. Análisis de Componentes Principales, PCA. 
 

Se realizó un estudio mediante PCA teniendo en cuenta las variables especificadas en la 

Tabla 81, y los resultados recogidos en las Tablas 81 y 82, acerca de la influencia de la 

irradiación en la formación de los COPs en las muestras de LF y LA. En la Tabla 84 se 

presenta los resultados del autovalor del primer y segundo componente, PC1 y PC2,  sus 

ecuaciones, así como el porcentaje de varianza explicada y acumulada. 

 

Tabla 84. Estudio de la influencia de la irradiación de las muestras de lomo mediante 
PCA 

PC Autovalor Ecuación Varianza 

explicada 

% 

Varianza 

acumulada 

% 

1 4,47 - 0,31*Dosis, kGy + 0,22*7β-OH + 0,45*β-
epóxido + 0,47*α-epóxido + 0,40*triol + 
0,42*7-ceto + 0,30*25-OH 

63,8  

2 1,35 0,56*Dosis, kGy + 0,74 *7β-OH + 0,090 *β-

epóxido + 0,082 *α-epóxido + -0,33 *triol + 

0,11*7-ceto + 0,078 *25-OH 

19,3 83,1 

  

 

La Figura 112 presenta la bigráfica del análisis de PCA de las muestras de lomo. Se 

observa que ambos tipos de lomo, LF y LA, tienen distinto comportamiento; en la 

muestra de LF que se caracteriza por un contenido alto en epóxidos, cuando aumenta la 

irradiación a 1 kGy se destruyen parte de estos epóxidos, y se transforman en triol 

cuando la irradiación se incrementa a 2 kGy (aunque la cantidad de triol es pequeña y 

tiene poco peso); este efecto coincide con la transformación de COPs referida por 

Nielsen et al. (1996). El adobo protege a las muestras de las modificaciones, incluso 

aunque se encuentren irradiadas. 
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La formación e inhibición de COPs durante procesos de marinado en patas de cerdo, 

con salsa de soja y azúcar, ha sido referida por Cheng et al. (2012). 

 

 

 

 

 

Figura 112. Influencia de la irradiación sobre la formación de los COPs en muestras de 
lomo fresco y lomo adobado (LF y LA) 
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5.6.  INFLUENCIA DE LA IRRADIACIÓN 

E-beam EN EL CONJUNTO DE TODAS 

LAS MUESTRAS ESTUDIADAS, SIN 

IRRADIAR E IRRADIADAS A 1 Y 2 kGy 

MEDIANTE PCA. 
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5.6. Influencia de la irradiación E-beam en el conjunto de todas las muestras 

estudiadas, sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy mediante PCA. 

 
En primer lugar, se obtiene la siguiente matriz de los coeficientes bivariados de Pearson 

(Tabla 85) con los diferentes datos obtenidos en todos los alimentos, analizados 

mediante GC para las muestras sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy, indicando los 

valores próximos a la unidad las variables originales más correlacionadas; la Figura 

113 corrabora la colinealidad obtenida entre dichas variables. 
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En segundo lugar, se realiza un estudio mediante PCA. Se obtienen tres PC, como se 

observa por los autovalores > 1 de la Tabla 86, que explican prácticamente un 84% de 

los datos., donde se muestra, además, la ecuación de cada PC y su varianza explicada y 

acumulada.  

 

La Figura 114 muestra los gráficos bivariados para dos y tres componentes, 

respectivamente. 

 

   

  

Irradiación

7b-OH

b-epóxido

a-epóxido

triol

7-ceto

25-OH

Figura 113. Gráfico de dispersión de la matriz de correlación con los datos del 

conjunto de las muestras  sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy 
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6.  CONCLUSIONES 

Se han desarrollado/optimizado y validado métodos cromatográficos, HPLC y GC, 

incluyendo la preparación de muestra, para la determinación de COPs en alimentos RTE 

de origen animal ricos en lípidos con objeto de evaluar el efecto de la irradiación E-

beam con fines de conservación. 

 

Aplicación de técnicas quimiométricas  

Estas técnicas han permitido: 

- La optimización de la preparación de muestra reduciendo el número de experimentos y 

la cantidad de disolventes, aumentando la información, tanto sobre los métodos 

propuestos como sobre las muestras analizadas. 

- El análisis de resultados estableciendo correlaciones entre el efecto de la irradiación E-

beam y la composición/naturaleza del alimento. 

 

Preparación de la muestra 

-La extracción de lípidos (y COPs) mediante ASE permitió automatizar la etapa de 

preparación de muestra con la consiguiente disminución, respecto a la técnica de 

lixiviación, del empleo de reactivos tóxicos, de disolventes  y del tiempo de análisis.  

-El uso de doble cartucho silica-aminopropil mediante SPE proporcionó óptimos 

resultados en cuanto a recuperaciones de COPs.  

 

Métodos cromatográficos 

El método GC-FID (que utiliza extracción con ASE  y derivatización con Tri-Sil) ha 

proporcionado mayor sensibilidad que el método HPLC-UV, permitiendo detectar 



Conclusiones 

342 
 

mayor número de COPs, así como establecer la estructura  de los COPs-Trisil- 

derivados (7β-OH, α-epóxido, β-epóxido, triol, 6-ceto, 7-ceto y 25-OH)  mediante su 

identificación por GC-MS.  

 

Transformaciones de COPs 

Durante la preparación de muestra por los métodos disponibles en la bibliografía se 

detectaron transformaciones de algunos COPs, en especial en la etapa de SPE, lo que 

llevó a proponer rutas de degradación/transformación de COPs. Las principales 

transformaciones detectadas fueron: 

- Triol en 6-ceto cuando se emplea SPE y fase normal  

- β- y α-epóxidos en triol cuando se emplean cartuchos C18. 

 

Método propuesto para minimizar transformaciones de COPs 

El método mediante GC-FID y derivatización con Tri-Sil, se basa esencialmente en: 

- Ajustar la cantidad de muestra para que el extracto lipídico obtenido mediante ASE no 

sobrepase los 300 mg.  

- El uso de cartuchos C18 en la etapa SPE y elución con MeOH, ajustando su volumen 

en función de la naturaleza de la muestra. 

- Controlar el pH del tampón usado para recoger los COPs eluidos con MeOH en la 

etapa de limpieza mediante SPE, antes de evaporar a sequedad para realizar el proceso 

de derivatización con Tri-Sil. 

 

COPs detectados en alimentos 

Se han detectado y/o cuantificado los siguientes COPs, dependiendo del tipo de 

alimento RTE analizado:  
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7b-OH, b-epóxido, a-epóxido, triol, 7-ceto y 25-OH  
 

Estudio de correlaciones contenido en COPs/composición alimento/dosis de 

irradiación 

- La técnica PCA permitió establecer correlaciones entre las diferentes variables 

estudiadas.  

- Genéricamente, se detectaron diferencias del contenido en COPs entre las muestras no 

irradiadas e irradiadas. 

 

Muestras sin irradiar 

- El contenido de COPs está relacionado con el de lípidos y colesterol, siendo factores a 

tener en cuenta la relación lípido/colesterol, contenido de colesterol y tipo de proceso 

que se utiliza en la preparación del alimento.  

- El contenido en COPs de 7-ceto, 7β-OH, β-epóxido y α-epóxido aumenta con el 

contenido en lípidos y colesterol. 

- El contenido en agua presenta un efecto importante en sentido contrario al de los 

lípidos. 

 

Muestras irradiadas 

- En la mayoría de los alimentos analizados se forman 7β-OH, β-epóxido, α-epóxido y 

7-ceto;  los COPs triol y 25-OH son cuantificables excepto en las muestras de carne 

picada y queso blando.  

- El mayor contenido de 7-ceto encontrado en la muestra de carne picada se justifica por 

la mayor facilidad de oxidación de la muestra. 
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- Dosis entre 1 a 8 kGy favorecieron genéricamente la formación de COPs; este proceso 

de formación depende tanto de la dosis como del tipo de alimento, si bien la formación 

de los COPs no presenta un comportamiento lineal con la dosis de irradiación.  

- En todos los casos, el contenido de COPs fue menor que los niveles tóxicos 

establecidos para experimentos in vitro e in vivo. 

- La radiación E-beam podría ser una técnica útil para la higienización de los alimentos 

envasados al vacío con la posibilidad de que los métodos propuestos permitan hacer uso 

de los COPs como marcadores. 

- La irradiación produce cambios organolépticos importantes en la coloración, olor y 

textura de las muestras, especialmente en las muestras de salmón ahumado, 

detectándose 25-OH, no encontrado/cuantificado en las otras muestras estudiadas.  

- Se detectaron agrupaciones de muestras según las dosis de irradiación y la naturaleza 

de la muestra. 

- La formación de 25-OH puede verse favorecida, dependiendo de la dosis de la 

irradiación,  en las muestras con alto contenido en agua.  

- La formación tanto de 7-ceto como de 25-OH tiene lugar a bajas dosis de irradiación si 

bien su contenido depende de la naturaleza de la muestra. 

 

 

La aplicación de la irradiación como medio de higienización de alimentos RTE exige el 

estudio individual de cada alimento con objeto de evaluar las transformaciones incluso a 

los niveles de irradiación permitidos por la legislación vigente. 
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